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1. Resumen

Acidithiobacillus ferrooxidans (ex Thiobacillus ferrooxidans), es uno de los principales
microorganismos presentes en los consorcios microbianos que participan en biohidrometalurgia.
Estos procesos estan naturalmente sujetos a cambios en las condiciones ambientales, tales como
temperatura, pH, variacion en la cantidad de nutrientes y presencia de metales téxicos. Es de
gran interés entender los mecanismos moleculares que utilizan estos microorganismos para
responder y adaptarse a estos cambios. Uno de los nutrientes limitantes para At. ferrooxidans
puede ser el fosfato, debido a que precipita con iones de metales. Esta carencia de fosfato puede
entonces afectar directamente las faenas de biolixiviacion. Nuestro laboratorio ha iniciado el
estudio del metabolismo del fosfato en At ferrooxidans dada la posible importancia que este
pueda tener en la alta resitencia de este organismo a la presencia de metales pesados presentes en
su ambiente.

En bacterias como Escherichia coli existe un sistema genético de captacion de fosfato
conocido como el regul6n Pho. Este consiste en un grupo de genes cuya expresion se induce en
carencia de fosfato y que codifican para proteinas involucradas en la captacion y transporte
intracelular de este ion.

Muchas bacterias acumulan fosfato en la forma de polifosfatos inorganicos (poliP). Estos
son polimeros lineales de cientos de residuos de ortofosfato unidos por enlaces fosfoanhidridos
de alta energia. Tienen diversas funciones, dentro de las cuales destacan servir como fuente de
energia y reserva de fosfato, participar en posibles mecanismos de tolerancia a iones de metales
pesados y modular ciertas respuestas de estrés y adaptaciones de fase estacionaria. En E. coli, la

principal enzima involucrada en la sintesis de poliP es la polifosfato quinasa (PPK), un
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homotetramero de subunidades de 80 KDa, que cataliza la transferencia reversible del grupo
fosforilo y del ATP al polifosfato.

En esta memoria planteamos como hipotesis la existencia de un regulén Pho en
At. ferrooxidans cuyos componentes serian inducidos por la carencia de fosfato en el medio.
Estudiamos el gen ppk de At. ferrooxidans ATCC 19859 mediante genética reversa. Utilizando
un alineamiento de secuencias aminoacidicas de PPKs se disefiaron partidores consenso-
degenerados (CODEHOP-PCR), que permitieron aislar y secuenciar un fragmento interno del
gen ppk. Posteriormente, utilizando los datos del proyecto de secuenciacién del genoma de la
cepa ATCC 23270 de At. ferrooxidans, se completo la secuencia del gen, el cual se sobreexpreso
en E. coli. El gen ppk de At. ferrooxidans tiene 2106 pares de bases y codifica para una proteina
de 79 kDa que presenta un 34% de identidad con la PPK de E. coli.

Mediante electroforesis bidimensional identificamos algunas de las proteinas de
At. ferrooxidans que cambian sus niveles de expresion en carencia de fosfato. Por comparacién
de secuencias aminoacidicas una de ellas mostro identidad con la proteina PstS de Z. coli, 1a cual
es parte del regulon Pho. Utilizando la base de datos de secuencias gendmicas de At. ferrooxidans
23270 para encontrar posibles genes homologos a componentes del reguléon Pho de E. coli, se
encontraron posibles genes homologos a los genes del sistema de dos componentes phoB/phoR,
el operdn pst, v los genes ppk y ppx. La organizacion fisica de estos genes y su grado de
conservacion con los genes equivalentes de £ .coli permite afirmar que At ferrooxidans posee un
sistema homdlogo al regulén Pho de E. coli. Podemos especular que el metabolismo de los poliP

podria regularse de una manera diferente en este microorganismo acidéfilo.
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2. Summary

Acidithiobacillus ferrooxidans (former Thiobacillus ferrooxidans) is one of the main
acidophilic chemolithotrophic bacteria involved in biohydrometallurgy. These biomining
processes are subjected to varying environmental conditions, such as changes in temperature, pH,
lack of nutrients or presence of toxic metals. It is of a special interest to understand the molecular
mechanisms by which these microorganisms respond and adapt to their environment. Phosphate
can become a limitant nutrient for this microorganism due to its intrinsic ability to form
precipitates with metal ions. This lack of phosphate can directly affect the bioleaching operations
Due to the possible relationship between phosphate and heavy metal resistance our laboratory has
initiated the study of phosphate and polyphosphate metabolism in At ferrooxidans.

Escherichia coli and other bacteria possess a genmetic system to scavenge phosphate,
known as the Pho regulon. It consist of a number of genes whose expression is induced by
phosphate starvation. Their gene products are involved in phosphorous scavengning and transport
of phosphate into the citoplasm.

Many bacteria accumulates phosphate in the form of inorganic polyphosphates (polyP).
These are linear polymers of many tens or hundred of ortophosphate residues linked by
phosphoanhydride bonds. PoliP has a great number of functions, such as energy source and
phosphate reservoir, participation on tolerance to toxic metals and as modulator of the stationary
phase responses to environmental changes and stress adaptation. Polyphosphate Kinase (PPK) is

the main enzyme involved in polyP synthesis. This enzyme is a homotetramer of 80 kDa subunits

that catalizes the reversible transfer of the y-phosphoryl group from ATP to polyP.
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In this thesis we have postulated the existence in At. ferrooxidans of a Pho regulon whose
genes would be induced by the lack of phosphate in the medium. We studied the ppk gene from
At. ferrooxidans by reverse genetics. Based on the known PPKs we designed consensus-
degenerate primers to isolate an secuence an internal fragment of the ppk gene by means of
CODEHOP-PCR. Later, we used the available incomplete genomic secuence of At. ferrooxidans
for the isolation of the complete ppk gene. The gene was cloned, secuenced and overexpressed in
E. coli. The At. ferrooxidans ppk gene contains has 2106 base pairs and codifies for a protein of
79 kDa which shares 34% of identity with the E. coli PPK.

By means of two dimensional polyacrilamide gel electrophoresis we found several proteins
that change their expression levels in phosphate limiting conditions. By comparing the amino
acid sequences we found an At. ferrooxidans protein sharing identity with the PstS peotein which
is part of the Pho regulon from E. coli. By using the the incomplete At. ferrooxidans ATCC
23270 genome secuence database we found putative homolog genes to phoB/phoR iwo
component system, the pst operon and the ppk and ppx genes, involved in polyphosphate
synthesis. Based on the physical organization of this genes and their degree of conservation we
can strongly suggest that At. ferrooxidans posesses a Pho regulon system homolog to the E. coli
Pho regulon. And we can speculate that polyP metabolism could be regulated in a different way

in this acidophilic microorganism.
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3. Introduccion

El fosfato es un compuesto gsencial para todas las células ya que forma parte de los dcidos
nucleicos y de los fosfolipidos, actia como fuente de energia y es transferido a las proteinas para
modificar su funcion. :

{
H

Bajo condiciones naturales,i‘el fosfato disponible para un microorganismo depende de la

cantidad que exista en el medio ambiente asi como de su solubilidad, 1a que es dictada por el pH
del medio, la presencia de metalties pesados y otros factores (Wanner, 1996). Escherichia coli
utiliza 3 clases de compuestos como fuentes primarias de fosforo: i) fosfatos inorganicos, ii)
organofosfatos y (iii) fosfonatos. Los fosfatos inorganicos existen en 3 formas: ortofosfato (Pi),

pirofosfato (PPi) y polifosfatos (poliP, también llamados volutina) (Wanner, 1996).

3.1. Transporte de Fosfato
3.1.1. Sistema Pit

En E. coli, cuando existe un exceso extracelular de fésforo, ya sea como Pi o como
compuestos fosforilados, estos ingresan al periplasma a través de porinas generales de membrana
externa, tales como OmpC y OmpF. Los compuestos fosforilados generan Pi mediante su
hidrglisis realizada por la fosfatasa alcalina y el fosfato total del periplasma ingresa al citoplasma
a través del sistema de transporte de fosfato inorganico Pit (phosphate inorganic transporter), que
se encuentra en la membrana citoplasmatica. El sistema Pit consta de 2 proteinas, codificadas por
los genes pitd y pitB, cuya expresion es constitutiva. Tiene alta velocidad de transporte y baja
afinidad por el fosfato, con una Km para el fosfato de 38.2 pM y una velocidad maxima de 55

nmoles de Pi ingresado por min por mg de proteina (Van Veen, 1997).
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3.2.El regulon Pho

Frente a la carencia de fosforo ciertos microorganismos, dentro de los cuales se incluye
E. coli, han desarrollado sistemas genéticos que permiten captar trazas de Pi desde el medio. En
E. coli existe un sistema conocido como el reguién Pho. Todos los genes de un regulén estan
sujetos a un control molecular comin y coordinado. El regu{léﬁ Pho es un conjunto de genes que
aumenta su expresién mas de cien veces en carencia de fosfato (concentracion menor de 4 uM de
Pi), mientras que se inhibe cuando hay un exceso de este compuesto (Wanner, 1996).

En E. coli se han descrito 38 genes que forman parte del reguléon Pho. Se encuentran
organizados en ocho unidades transcripcionales, dentro de las cuales se destacan el gen phoE,
codificante para una porina de membrana externa (PhoE), que permite el ingreso de compuestos
fosforilados al periplasma; el gen phod, que codifica para una fosfatasa alcalina (PhoA) no
especifica que se ubica en el periplasma, el operén pstSCAB-phoU, que codifica para el sistema
de transporte especifico para fosfato Pst (phosphate specific transport) (Fig. 1) y una proteina
auxiliar, llamada PhoU, y el operon formado por phoB/phoR, (sistema de dos componentes donde
PhoR es el sensor y PhoB el regulador de respuesta). Ademas existen dos operones phn,
relacionados con el metabolismo de fosfonatos y el operén ugp, relacionado con el metabolismo
de gliceroles fosfato ademas de una unidad transcripcional que codifica para una proteina que une
ATP (Wanner, 1996). Se ha postulado también que el operén formado por los genes ppk y ppx
responsables principales del metabolismo de poliP, formarian parte del regul6n Pho (Rao y col,,
1998).

Los genes del regulén Pho se caracterizan por la presencia en su region promotora de un
elemento de control llamado caja pho, la cual corresponde a una secuencia consenso de 18

nucledtidos (5’- CTGTCATA(A/T)A(T/A)CTGTCA(C/T)-3"), ubicada diez nucledtidos rio
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arriba de cada posible region -10 de los distintos promotores de estos operones. La caja pho es el

sitio de union del activador transcripcional PhoB en su estado fosforilado (Wanner, 1996).

Otros fosfatos

Medio externo

Membrana
externa

Periplasma

Membrana
Citoplasmitica

Citoplasma

Activa la transcripecién

de los promotores Pho

Figura 1. Esquema de las vias de entrada del fosfato en £. coli. Para captar fosfato del medio esta
bacteria utiliza las porinas de membrana externa PhoE (especifica para aniones) y las porinas
generales OmpC y OmpF. En el periplasma, la fosfatasa alcalina (PhoA) degrada compuestos
fosforilados captados del medio y genera Pi. El Pi se une a PstS, que lo conduce al sistema de
transporte Pst, ubicado en la membrana citoplasmatica y formado por las proteinas PstA, PstB y
PstC, mas una proteina auxiliar llamada PhoU, que es un regulador negativo cuya funcion aun no
esta completamente establecida. El sistema Pst transfiere la sefial al sensor PhoR. Este se
autofosforila y transfiere su grupo fosfato al regulador PhoB, el cual se activa y regula a nivel
transcripcional, aumentando la expresion del conjunto de genes descritos como regulon Pho. Se
muestra el sistema Pit, que corresponde a un sistema de transporte de fosfato de expresion
constitutiva (Wanner, 1996).
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La activacion del regulén Pho es inducida por la carencia de fosfato. Se postula que el
sisterna Pst, en conjunto con la proteina PhoU regulan la actividad de fosforilacion de Ia proteina
PhoR, que es el sensor. PhoR fosforilado adquiere actividad PhoB quinasa, fosforilando a PhoB,
el que en esta condicidn activa la transcripcion de los genes del regulén Pho (Fig 1). En presencia
de un exceso de fosfato, PhoR facilita la desfosforilacién de PhoB fosforilado y se detiene la
transcripeion de estos genes (Wanner, 1996).

La porina de membrana externa, codificada por el gen pioF, es importante en la difusion
de aniones a través de 1a membrana externa, Estos aniones incluyen Pi, organofosfatos, poliP,
acidos teicoicos, 4dcidos nucleicos y otros. Muchos de los compuestos organofosforilados no
pueden atravesar la membrana citoplasmatica, por lo que son hidrolizados en el periplasma por
fosfatasas, dentro de las cuales se encuentra una fosfatasa alcalina no especifica codificada por el
gen phod. En condiciones de carencia de fosfato, el Pi presente en el periplasma es incorporado
al citoplasma principalmente por el sistema Pst (Van Veen, 1997).

Pst es un sistema de alta afinidad por fosfato y baja velocidad de incorporacién de este
anion, con una Km de 0.4 yM y una velocidad maxima de 15.9 nmoles de Pi por min por mg de
proteina. Pertenece a la superfamilia de los transportadores ABC (Van Veen, 1997). Consta de
las proteinas PstA y PstC; proteinas integrales de membrana que forman parte del canal; PstB que
es la ATPasa (a veces también llamada permeasa) y PstS (también Ilamada PhoS), que es la
proteina periplasmica de union a Pi (Fig. 1). En E. coli, los genes de este sistema se encuentran
formando parte de un operdn junto con el gen phoU, que codifica para una proteina auxiliar. La
expresion basal de este operon es necesaria para la regulacion del regulon Pho. La proteina PstS
se ha cristalizado y su estructura ha sido resueltaa 1.7 R mediante difraccién de rayos X (Luecke

y Quiocho, 1990).
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Existen dos tipos de ¢ontroles del regulén Pho que no dependen de la concentracién de
fosfato. Estos estan dados por: 1) la quinasa sensora CreC, (anteriormente llamada PhoM), que
puede fosforilar a PhoB y 2) el metabolito acetil fosfato, que por una via no conocida, también
puede activar a PhoB (Wanner, 1996).

3.3. Metabolismo de los poliP
3.3.1. Aspectos generales

Los poliP inorganicos son polimeros lineales de residuos de ortofosfato unidos por enlaces
fosfoanhidridos de alta energia (Fig. 2). Pueden ser obtenidos i vifro a altas temperaturas a partir
de Pi. Se encuentran en todos los seres vivos y se ha postulado que son una de las

macromoléculas mas antiguas e importantes en la evolucion prebidtica (Wachterhiuser, 1992).

PR 9
O—F—0—|P —0—|p—0"
oy o~ o

Figura 2. Polifosfato inorganico. El valor de n en las cadenas mds largas es de varios cientos.

En E. coli la polifosfato quinasa o polifosfato ADP fosfotransferasa (PPK) es la principal
enzima responsable de la sintesis de poliP a partir de ATP. Cataliza la transferencia reversible del
grupo fosforilo y del ATP al poliP (Ecuacién 1) (Ahn y Komnberg, 1990). La PPK es un
homotetramero de subunidades de 80 kDa codificadas por el gen ppk (Akiyama y col., 1992).

PPK

(MATP > poliPg + (n)ADP. (Ecuacion 1)

No obstante, la presencia de poliP de cadena corta en un mutante ppk de E. coli sugiere que

en este microorganismo existirian otras enzimas involucradas en Ia sintesis de poliP (Kornberg y
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col,, 1999). La PPK de E. coli presenta otras actividades enzimiticas, tales como nucleosido

difosfato quinasa, en la cual cataliza la reaccién de fosforilacién de GDP y otros nucledsidos

difosfato para formar nucledsidos trifosfato (Kuroda y Kornberg, 1997). También genera

guanosinas tetrafosfato, a partir de pirofosfato y GDP (Kormberg y col, 1999). El gen ppk ha sido

descrito en otras bacterias (Tabla 1).

Tabla 1. Bacterias en las cuales se encuentra el gen pok.

Organismo

N° de acceso *

E. coli

Klebsiella aerogenes
Neisseria meningitidis
Acinetobacter sp, ADP1
Acinetobacter baumanii 252
Pseudomonas aeruginosa
Vibrio cholerae
Streptomyces griseus
Streptomyces coelicolor
Mycobacterium marinum
Mycobacterium ulcerans

Dictyostelium discoideum
Clorobium tepidum
Helicobacter pylori
Salmonella typhimurium
Synechocystis sp.
Muycobacterium leprae
Deinococcus radiodurans
Myecobacterium tuberculosis
Bacillus halodurans

Xylella fastidiosa

Campylobacter coli
Acidithiobacillus ferrooxidans®

gi[147310/gb[L03719.1
2i391737|dbj[D14445.1
gi[7379120lemb|AL162753.2
¢i|2462044|746863.1
gil4731291|gblAF116175.1|AF116175
£i[2463578|dbj|AB007598.1
gi[3452464]gb|AF083928. 1
2i[12054826|A1243674.3
gi[21218582)refINC_003888.
2i|9255846|gb|AF271348.1|
gi|11139539)gb|AF271097.1
£i|5823451|gb]AF176830.1|AF 176830
£i[3089165|gb|AF060078. 1
gi|15611071jrefNC_000921.1
gi[3550416|gb|AF085682. 1
gi[14595185|dbj|D64005.2|SYCSLRG
2i|13093428|emb|AL583923.1|
2i15805042[refINC_001263.1][15805042]
gi3261671|emb|Z83018.1|
gi[10173727|dbj|AP001511.1]AP001511
£i|15839180|NP_299868.1

£i[2239078]emb|Y07620.1{CCPPK[2239078]
gi|15209404]emblAJ315948.1|AFE315948

2 gi corresponde al namero de acceso de los genes ppk en bases de datos Genbank.

® Gen ppk estudiado en esta tesis.

La principal enzima responsable de la degradacion de poliP en E. coli es la exopolifosfatasa

(PPX). Es un homodimero de subunidades de 58 kDa, codificado por el gen ppx (Akiyama y col.,

1993).
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PPX
poliPg » poliPeyy + Pi (Ecuacion 2)

En E. coli (Akiyama y col., 1993) y ¥. cholerae (Ogawa y col., 2000) se ha observado que
los genes ppky ppx se encuentran formando parte de un oper6n, mientras que en P. geruginosa se
encuentran juntos pero organizados en forma convergente (Zago y col., 1999). En E. coli se ha
postulado que el operén formado por los genes ppk y ppx, formaria parte del regulén Pho

(Wanner, 1996; Rao y col., 1998; Nemeseyanova, 2000).
3.3.2. Funciones del poliP

Se ha postulado que el poliP actiia como sustituyente del ATP en reacciones de proteinas
quinasas (Kornberg y col., 1999). También es una reserva de Pi, debido a que el poliP puede ser
convertido a Pi por la accién de polifosfatasas como la PPX, lo que asegura una mantencién de
niveles estables de este i6n (Kornberg y col., 1999); su alta densidad de cargas negativas y la
flexibilidad de su enlace lo convierte en un buen quelante de iones metalicos tales como Mn”*,
Mg?*, Ca®*, AI**, lo que sugiere su posible participacién en mecanismos celulares de
desintoxicacién (Keasling 1997). También colabora en la mantencién del pH intracelular al
presentar accidn tampén contra el dlcali (Kornberg y col., 1999). Existen otras funciones del
poliP como por ejemplo participar en la regulacion de la expresion de ciertos genes tales como
rpoS, factor sigma de fase estacionaria (Shiba y col., 1997) y de los genes SOS, sistema giobal de
respuesta ante distintos tipos de estrés (Tsutsumi y col., 2000). Se ha observado una asociacion
funcional de la RNA polimerasa de E. coli con poliP (Kusano e Ishihama, 1997). Otra funcién
consiste en la formacién de complejos junto con poli-B-hidroxibutirato y Ca**. Se ha demostrado

in vitro que estos complejos forman canales de calcio no proteicos que son activados por voltaje
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(Das y col., 1997). Se piensa que in vivo estos canales controlarian la entrada de calcio para
mantener la homeostasis y evitar posibles respuestas fisiologicas derivadas del aumento de la
concentracion citoplasmatica de este ion. Se ha propuesto que estos complejos estarfan
involucrados en el transporte de ADN a la célula (Reusch, 2000). Recientemente se ha
demostrado que la proteasa Lon de E. coli forma un complejo con poliP. Este complejo es
responsable de la degradacidn de proteinas ribosomales en respuesta a la carencia de aminoacidos
(Kuroda y col., 2001).

Se ha demostrado que la mutacién del gen ppk de microorganismos patogenos tales como
P. aeruginosa afecta su motilidad flagelar, la que es dependiente de la expresion de rpoS
(Raschid y col., 2000). Los mutantes ppk de N. gonorreae y N. meningitidis crecen menos
vigorosamente que las células normales y muestran una mayor sensibilidad al suero humano
(Tinsley y Gotschlich, 1995). Uno de los mecanismos propuestos para explicar lo anterior
consiste en que la PPK puede estar involucrada en la regulacién del nivel de nucledsidos
trifosfato y desoxinucledsidos trifosfato debido a su capacidad de regenerar nucledtidos
trifosfato. (Kuroda y Kornberg, 1997). Otras evidencias apuntan a que la PPK puede influenciar
la estabilidad de los ARNm debido a que forma parte del degradosoma de E. coli, complejo de
varias proteinas que estd relacionado con la degradacién de ARNm, en el cual su funcion
consistirfa en mantener un microambiente apropiado removiendo el poliP inhibitorio ademas de
los nucledsidos difosfato, debido a que mediante su actividad reversa permite la regeneracion de
ATP (Blum y col., 1997).

En bacterias patégenas, la PPK es altamente conservada, observindose en un alineamiento
de secuencias aminoacidicas la presencia de 2 regiones de alta identidad, llamadas A y B. Se ha
postulado que éstas podrian ser un posible blanco para antibiéticos de amplio espectro (Tzeng y

Kornberg, 1998).
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E. coli acumula poliP al inicio de la fase exponencial de crecimiento y en la fase
estacionaria. Cuando un cultivo pasa a la fase exponencial de la curva de crecimiento, el nivel
intracelular de poliP cae entre 5 a 10 veces. La dindmica de acumulacion y utilizacion del poliP
muestra sin duda que las principales funciones del poliP deben ser como fuente de energia y
reserva de Pi. La asociacion de la acumulacion de poliP con la limitacion de algunos nutrientes e
incluso con condiciones de estrés, que son acompafiadas de cambios bruscos en condiciones
ambientales, sugiere que probablemente el poliP sea un enlace entre estas situaciones y los
sistemas globales de respuesta. Productos relacionados con el poliP, como las guanosinas tetra y
pentafosfato pueden proveer estas funciones. Se ha demostrado que bajo ciertas condiciones de
estrés, las guanosinas tetrafosfato pueden inhibir la degradacién hidrolitica de poliP debido a que
actian como inhibidores de la ppx, sin afectar la funcion de la PPK en F. coli (Komberg y col.,
1999).

El poliP se ha encontrado en un amplio rango de organismos pertenecientes a los 3
dominios de los seres vivos, o que ha permitido sugerir un importante rol evolutivo. El estudio
de reacciones bioquimicas “fésiles” ha mostrado que las glucoquinasas de ciertas bacterias tienen
mayor actividad al utilizar poliP como sustrato en vez de ATP. En otros procariontes
filogenéticamente mas “nuevos”, la actividad de estas enzimas es mas alta con ATP, mientras que
las de cucariontes inferiores utilizan solamente ATP (Kulaev y col., 2000). Se ha postulado que €l
rol energético de los poliP ha ido decreciendo a lo largo de la evolucion y las funciones
regulatorias aparecerian como predominantes en eucariontes (Kulaev y Kulakovskaya, 2000).
Cabe mencionar la importancia de los estuditl')s del metabolismo de los poliP en miembros del

dominio Archaea. A la fecha, se ha descrito la presencia de una actividad PPK asociada a

glicégeno en el crenarqueote Sulfolobus acidocaldarius (Skorko y col., 1989). Sin embargo , los
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t
resultados obtenidos en nuestro laboratorio han mostrado que si bien la actividad existe, esta no

se encuentra asociada a glicégeno (Cardona y c’:ol., 2001).

3.4. Aplicaciones Biotecnolégicas del Metabolismo de los poliP

3.4.1. PoliP y descontaminacion de aguas

La contaminacién por fosfato en las aguas debida a descargas de procesos industriales, y
residuos de actividades humanas es un problema global. En los ecosistemas acuéticos uno de los
nutrientes limitantes es el Pi, que al aumentar debido 2 la contaminacién, provoca el crecimiento
de enormes cantidades de biomasa, especialmente algas, que terminan por agotar el oxigeno
presente en las aguas y causan la llamada eutroficacién de lagos (Orians, 1986). La necesidad de
remover el fosfato de las aguas contaminadas ha derivado en el desarrollo de distintos procesos
de tipo quimico y biolégico. El principio de los procesos bioldgicos de remocion de fosfato,
llamados EBPR “Enhanced Biological Phosphorous Removal”, consta de 2 grandes etapas, una
fase aerobia y otra anaerobia. En la fase anaerobia, los microorganismos se encuentran en un
ambiente rico en fuentes de carbono, pero pobre en aceptores de electrones, por lo tanto €l poliP
presente es degradado a Pi (Bond y col., 1999), con lo que se incrementa el gradiente de protones
a fravés de la membrana. Las fuentes de carbono son tomadas y guardadas como polimeros de
poli-hidroxialcanoatos (PHA). En la fase aerdbica siguiente, el sistema se hace rico en aceptores
de electrones pero pobre en fuentes de carbono, lo cual provoca la degradacion de los PHA y la
sintesis de poliP a expensas del ATP generado en el proceso anterior. Como en esta fase se
consume mas Pi del que es secretado en la fase anaerobia, el resultado neto consiste en la
remocién de Pi de las aguas contaminadas (Keasling y col., 2000). Existen varios intentos por

mejorar este proceso. Estos implican, por una parte, la seleccion natural de bacterias
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acumuladoras de poliP tales como Acinetobacter sp., Microlunatus phosphovorus, Lampropedia
spp. ¥ Rhodocyclus spp. (Mino, 2000), y por otra parte la manipulacién genética de estas
bacterias (Komberg y col., 1999).

3.4.2. Descontaminacion de iones de metales pesados

Un proceso de gran importancia ecologica consiste en la remocién de iones metalicos.
Algunas bacterias utilizan poliP para desintoxicarse de metales pesados que han entrado a la
célula. Se ha sugerido que el poliP presente en la superficie celular seria importante en la
quelacién de cationes en la superficie de las células (Keasling y col., 2000). La relaci6n existente
entre el poliP y la resistencia a metales sugiere una posible aplicacion de organismos con
metabolismo de poliP genéticamente mejorado para la biorremediacion de aguas contaminadas
con metales pesados. Se ha encontrado que una cepa de Pseudomonas que contiene un plasmidio
que expresa la PPK acumula grandes cantidades de poliP. Cuando este microorganismo, con
poliP, fue incubado con ién uranilo en un medio con carencia de fosfato, hubo una remocién de
este i6n del medio, al parecer, formando precipitados con fosfato fuera de las células (Keasling y
col., 2000).

3.5. Metabolismo del fosfato en Acidithiobacillus ferrooxidans.

At. ferrooxidans es una bacteria mesofilica, Gram-negativa, quimiolitotrofica, acidofilica,
capaz de fijar CO,. Algunas cepas son capaces de fijar N;. Obtiene su energia por la oxidacidn
del ion ferroso y formas reducidas de azufre, utilizando como aceptor final de electrones el
oxigeno, Sus caracteristicas metabdlicas la hacen apropiada para su uso en procesos
biohidrometalurgicos, donde su principal funcién es convertir los sulfuros insolubles de metales

como Cobre, Zinc o Niquel a sulfatos solubles, lixiviando los metales, que pueden ser
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recuperados posteriormente. Es uno de los microorganismos presentes en los consorcios
microbianos encontrados en procesos biohidrometalirgicos (Rawlings y Kusano, 1994).

Una de las caracteristicas de At. ferrooxidans es presentar crecimiento en altas
concentraciones de iones metélicos. Por ejemplo, es capaz de crecer en medios que contienen 160
g/l de Fe** (Rawlings y Kusano, 1994). Las aitas concentraciones de metales en el ambiente
donde se desarrolla At. ferrooxidans hacen posible pensar que la biodisponibilidad de fosfato se
vea afectada debido 2 la formacién de precipitados, por ejemplo, con ion férrico. Como
consecuencia de esto puede observarse una menor eficiencia en las faenas de biolixiviacion
debido a que la velocidad de crecimiento celular y la oxidacién de sales ferrosas disminuyen
(Tuovinen, 1990).

En nuestro laboratorio se ha estudiado la respuesta de At. ferrooxidans a la carencia de
fosfato. Se ha demostrado que al cultivar At ferrooxidans en un medio sin fosfato por 2
generaciones, por un lado, se reduce el crecimicnto celular y el metabolismo enddgeno, mientras
que, por otro lado, aumentan los niveles de expresion de 25 proteinas, que podrian formar parte
de un sistema de captacion de fosfato similar al de bacterias heterotroficas (Seeger y Jerez, 1993).
La menor disminucion del crecimiento en el primer traspaso desde un medio con fosfato hacia
otro sin fosfato podria ocurrir porque At ferrooxidans estaria aprovechando reservas de fosfato
(Seeger y Jerez, 1993).

Estudios de microscopia electrénica de transmision muestran que At. ferrooxidans acumula
granulos densos a los electrones cuando crece en un medio con fosfato. Estos desaparecen en los
siguientes traspasos a medios sin fosfato. Estudios de analisis de dispersion de la fluorescencia de
rayos X (EDAX, “Energy Dispesive Analysis of X-ray fluoresence™), indican que estos granulos
densos a los electrones estan constituidos por fosforo y oxigeno, lo que sugiere que se trata de

poliP (Alvarez y col., 2001).
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Previamente en nuestro laboratorio se han microsecuenciado algunas de las 25 proteinas
inducidas en carencia de fosfato. La secuencia N-terminal de una de ellas presenta similitud con

la secuencia N-terminal de la proteina PstS de E. coli (Jerez, datos no publicados).

3.6. Hipétesis de trabajo

La presencia de poliP en At. ferrooxidans y su comportamiento frente a la carencia de
fosfato nos llevan a postular la presencia de un gen ppk y un regulén Pho.

Objetivos

Los objetivos de esta memoria de titulo son el aislamiento y caracterizacion del gen ppk de
At. ferrooxidans y la busqueda de un posible sistema homélogo al regulén Pho de E. coli.

mediante andlisis bioinformatico y genética reversa.
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4. Materiales y Métodos

4.1. Cepas y condiciones de Cultivo

Se trabajo con las cepas de Ar. ferrooxidans ATCC 19859 y ATCC 23270. Estas se
cultivaron a 30°C en un medio ajustado a pH 1.5 que contenia: 33,3 g/l de FeSO, x 7 H,0, 0,4 g/l
de MgSO, x 7H;0, 0,1 g/l de (NH4)2SO04, y 0,04 g/l de KH,PO4 < 3 HO.

Las cepas de £. coli utilizadas fueron JM109 (Promega®) y BL21(DE3) (Novagen@"). Se
crecieron en medio LB (Sambrook y col., 1989). Cuando fue requerido, los cultivos se
suplementaron con Ampicilina (LB-Amp) a una concentracion final de 100 mg/l a partir de una
solucion stock de concentracion 10 g/l

Para la preparacion de placas de medio solido, al medio LB se le adiciono agar (Difco”) a
una concentracion final de 1.5 % (p/v). Las placas LB-XIA se suplementaron con las siguientes

concentraciones finales de X-Gal 50 mg/ml, IPTG 200 mM y Ampicilina 100 mg/l.

4.2. Técnicas generales de Biologia Molecular
4.2.1. Extraccién de ADN cromosomico

Tanto para £. coli como para At. ferrooxidans se utilizo el protocolo para bacterias Gram-
negativas del Kit Wizard de purificacion de ADN gendmico (Promega”). El paso de preparacion
de las células ha sido modificado y adaptado para At. ferrooxidans de la siguiente manera: 85 ml
de cultivo de At. ferrooxidans se centrifugaron a 8.832 g durante 10 min. El pellet obtenido se
resuspendio en 1 ml de solucién de H,SO4, 0.0177 M, pH 1.75. Este paso tiene por objetivo
limpiar las células y eliminar el exceso de Fe'" que presenta el cultivo. Posteriormente el

protocolo se utilizo sin modificacion.
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4.2.2. Extraccién de ADN plasmidial

Minipreps
Se utilizé el Kit Wizard Plus Minipreps DNA purification system (Promega®). Se utilizaron
cultivos crecidos en 5 ml de medio LB-Amp. Se siguié el protocolo recomendado por el
proveedor cambiando el primer paso. Este cambio consistié en utilizar 4.5 ml de cultivo en 3
pasos sucesivos de centrifugacion de 1.5 ml del cultivo cada vez a 10.000 g por 2 min. Es
necesario hacer este paso para obtener mayor cantidad de células debido a que se utiliza un
cultivo inoculado a partir de un cultivo de noche y crecido solo por 5 a 6 horas. El resto del
protocolo se Hevo a cabo sin cambios.
Maxipreps
Se utilizé el kit Wizard® Maxipreps DNA purification system (Promega®), con cultivos de

100 0 200 m! de medio LB-Amp. Se sigui6 el protocolo recomendado por el proveedor.
4.2.3. Digestiones de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN cromosomal o plasmidial se realizaron de acuerdo a lo indicado
por los proveedores de cada enzima. En el caso de las reacciones de desfosforilacion, se utilizd

fosfatasa alcalina (CIP) (New England Biolabs®).
4.2.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para visualizar el ADN plasmidial o cromosomal, ya sea integro o digerido con enzimas de
restriccion, se utilizaron geles de agarosa. Los geles se prepararon en tampon TAE 0.5X, con una
concentracion de 1 % de agarosa ultrapura (Gibco-BRL® o Winkler™). Para los experimentos de
hibridacién de ADN, los geles se prepararon al 0.9 % en tampdén TAE 0.5X. Las muestras de

ADN se mezclaron con solucion de carga (0.25 % de Azul de Bromofenol, 40 % de Sacarosa).
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Para los experimentos de hibridacion de ADN la electroforesis se efectud a 20 V para
separar los fragmentos de ADN cromosomico con mayor resolucién. Cuando se trataba de
fragmentos que posteriormente iban a ser purificados, las corridas se realizaron a 50 V. El
colorante de la solucién de carga, al llegar a la parte inferior del gel indica el final de la
electroforesis.

Comeo marcadores de estandares de peso molecular se utilizaron 1kb DNA Ladder y 1kb
plus DNA ladder (Gibco BRL®), 1kb Ladder (Promega®) y ADN del fago A digerido con la
enzima Hind IlI y marcado con Digoxigenina (Roche®).

La tincién se realizé durante 10 min en una solucién de TAE 0.5X con bromuro de etidio a
una concentracién de 0.5 ug/ml. Las bandas se visualizaron por la fluorescencia emitida al

irradiar con luz uvitravioleta de 320 nm.
4.2.5. Purificacion de fragmentos de ADN desde geles de agarosa

Se utiliz6 el Kit Wizard PCR preps (Promega®), sin modificaciones hasta el paso final, en
el cual en vez de 50 pul de H;O precalentada a 65°C, se agregaron 55 pl para compensar la

pérdida de 5 pl de volumen en la columna.
4.2.6. Clonamiento de productos de PCR

Para el clonamiento de fragmentos amplificados por PCR, DOP-PCR y CODEHOP-PCR,
se utilizaron como vectores los plasmidios pGEM-T y pGEM-T Easy (Promega®). Estos vectores
son especificamente disefiados para el clonamicnto de productos de PCR ya que poseen
nucledtidos de timina en sus extremos 5°, los cuales se complementan con los nucledtidos de
adenina del extremo 3’ del amplificado agregados por error de ciertas ADN polimerasas, como la

Tag ADN polimerasa.
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Para las reacciones de ligacién, se siguieron las instrucciones sugeridas por los
proveedores, utilizando 1 pl de T4 ADN ligasa (3 U/ul) (Promega®), 1 pl de tamp6n para ligasa
10X, 1 pl de plasmidio (10 ng) y 7 pl de inserto (10-50 ng). Esta reaccion se incubé por toda la
noche a 10°C o por 1 h a 25°C. Un volumen de 5 pl de la reaccién de ligacién se utilizé para
transformar 50 pl de células competentes de la cepa de E. coli IM109 (Promega®), siguiendo el
protocolo descrito por los proveedores. Al finalizar la transformacion, z los tubos se les adicion6
950 pl de medio LB y se incubaron a 37°C con agitacion durante 1 h. Luego se plaquearon 200
ul de esta incubacién en placas LB-XIA. Se centrifugo el resto por 5 min a 8832 x g para,
después, eliminar parte del sobrenadante y plaquear el pellet resuspendido en 200 pl del
sobrenadante. Las placas se incubaron a 37°C hasta el dia siguiente.

Las colonias celestes o blancas que se obtuvieron, se analizaron mediante PCR en colonias

con los partidores sp6 y T7, que flanquean el sitio de clonamiento del vector.
4.2.7. Secuenciacion de ADN

La secuenciaciéon de fragmentos de ADN se realizé utilizando el kit dsDNA cycle
secuencing system (Gibco BRL®).

El gel de secuenciacion se armé entre 2 vidrios. Para sellar la parte inferior se prepar6 una
solucién que contenia 5 ml de Gel-Mix® 6 (Gibco BRL®), 62,5 pl de APS 10 % y 25 pl de
TEMED. La solucion se deposita sobre un soporte de papel y goma e inmediatamente se colocan
los vidrios encima de esta tltima. Entonces, la solucion sube por entre los vidrios por capilaridad
y cuando polimeriza, sella la parte inferior de la camara. Para hacer ¢l gel de secuenciacion se
tomaron 33 ml de Gel-Mix® 6 (Acrilamida al 5,7 % p/v, Bisacrilamida 0,3 % p/v, Urea 42 % p/v
y H;0 51 % p/v, TEMED 3 mM en TBE 100 mM). A los 33 ml de Gel-Mix 6 se le agregé 198 ul

de APS al 10 %.
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El kit dsDNA Cycle Sequencing System (Gibco BRL™), se basa en el método de
terminacion con didesoxinucle6tidos descrito por Sanger en 1977. Se hace una sintesis de ADN
utilizando una mezcla de nucledtidos y cada didesoxinucledtido en sendos tubos (uno con
didesoxi A, otro con didesoxi C, otro con didesoxi G y otro con didesoxi T). Estos
didesoxinucledtidos, al carecer de 3°OH, impiden que la sintesis de la hebra continte, por lo tanto
la sintesis de ADN en cada tubo se realiza hasta que se incorpora un didesoxinucleétido. La
proporcién entre desoxinucledtidos y didesoxinucleétidos asi como la presencia de varias hebras
de ADN templado satisfacen todas las posibilidades estadisticas de insercion de
didesoxinucledtidos, obteniéndose todos los tamafios de sintesis, que son analizados al separar los
productos de reaccion en un gel de poliacrilamida al 6 %.

El kit presenta algunas adaptaciones de la técnica anteriormente mencionada. Por ejemplo
se utiliza Tag ADN polimerasa en lugar del fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de
E. coli. Esta enzima permite catalizar la reaccion de sintesis de ADN a una temperatura de 70°C.
La alta temperatura de sintesis y la introduccion de 7-desaza-dGTP en la mezcla de
didesoxinucledtidos evitan la formacion de estructura secundaria en el ADN templado. Cabe
mencionar también que al utilizarse un protocolo de ciclos de reaccién en ¢l termociclador se
necesita menos cantidad de ADN templado. La reaccién de sintesis es solamente de una sola

hebra, pues la mezcla de secuenciacion utiliza un partidor a una concentracion final de 1 pmol/pl.
Anteriormente, éste ha sido marcado con [y*°P] ATP (NEN®) en su extremo 5". La reaccién de
marcacién utiliza la T4 Polinucle6tido quinasa, que es una enzima que cataliza la transferencia
del grupo fosforilo v del [y*°P] ATP al 5'OH- del ADN y ARN. Esta reaccion de la enzima,
llamada “forward reaction”, al ser muy eficiente, es uno de los métodos mas utilizados para

marcar oligonucledtidos.
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Para la reaccién de marcacion del partidor se siguid el protocolo descrito en el manual
dsDNA Cycle secuencing system (Gibco-BRL®). Se utilizé una solucién de [y P] ATP 5 mM. El
programa utilizade para marcar (MARSEC), consistié en 3 pasos: (1) 10 min a 37°C, (2) 5mina
55°C y (3) tiempo indefinido a 4°C.

Para la reaccion de secuenciacion se utilizé una variacion del protocolo indicado por €l
manual dsDNA Cycle secuencing system (Gibco-BRL®).

Luego de la amplificacién por PCR de los fragmentos clonados en el vector pGEM-T, estos
se purificaron en gel de agarosa y se utilizaron entre 15 y 25 ul de ADN templado manteniendo la
relacion de 33 nanogramos por kilobase de ADN. A la mezcla de reaccion se agregaron 2 pl de
DMSO al 100%. El volumen final fue de 37 ul y se despacharon 8,5 pl a cada tubo.

Al terminar la reaccién, las muestras se desnaturaron en el termociclador a 95°C durante 10
min, Se aplicaron 5ul de cada reaccién en el orden A, C, G, T en cada uno de los pocillos del gel.

Las elecroforesis se corrieron a 1680 V con una corriente de 0.22 mA. Se realizaron
corridas cortas de 1,5 h y largas de 3,5 h. Al terminar cada corrida, el gel se colocd sobre papel
Whatman N°3 (Advantec MFS®) v se seco con vacio y calor durante 3 h para luego exponerlo
mediante autorradiografia por un niimero de dias, que varié dependiendo de la intensidad de la
marca radiactiva. Luego del revelado de las placas de rayos X, el conjunto de las corridas corta 'y

larga permitieron leer, como promedio, una secuencia de alrededor de 350 nucledtidos.

4.3. Basqueda del gen ppk de At ferrooxidans ATCC 19859 -~

La busqueda del gen ppk de la cepa de At. ferrooxidans ATCC 19859 se realizé mediante
las técnicas de hibridacién con una sonda heterdloga, utilizando el gen ppk de E. coli, las técnicas

de DOP-PCR (Telenius y col., 1992) y CODEHOP-PCR (Rose y col, 1998). Se utilizaron ademas
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las secuencias nucleotidicas del contig 2898 del proyecto de secuenciacion del genoma de At.

ferrooxidans ATCC 23270, que no esta anotado pero contiene 3 x 10° pb en contigs de diversos

tamafios (http://www.tigr.org).

4.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Segtin el tipo de experimento se disefiaron 3 tipos de partidores: partidores degenerados
para DOP-PCR (“degenerate oligonucleotide primers”), partidores consenso degenerados para
CODEHOP-PCR (“consensus-degenerate oligonucleotide primers”) y partidores no degenerados
para experimentos de PCR comun.

La técnica de DOP-PCR consiste en disefiar partidores degenerados a partir de las
secuencias aminoacidicas de péptidos obtenidos por digestion de una proteina o bien utilizar las
regiones mas conservadas que se observan en un alineamiento de secuencias aminoacidicas de
proteinas homdlogas a la proteina de interés. Un problema de esta técnica es el alto grado de
degenerancia de los partidores dado por la degeneracion del cédigo genético. Se disefiaron 6
partidores a partir de un alineamiento de 11 secuencias aminoacidicas de PPKs presentes en
Genbank (Anexo 1).

La técnica de CODEHOP-PCR (Rose y col., 1998) es una modificacion del DOP-PCR y
consiste en la utilizacion de partidores consenso-degenerados disefiados a partir de bloques
conservados de un alineamiento de secuencias aminoacidicas. Cada partidor consiste en una zona
3” de caracter degenerado y una zona 5’ de consenso. Solamente se necesitan 3 a 4 aminoacidos
conservados para el disefio de la zona 3, la que es estabilizada en los primeros ciclos de
amplificacion por la zona 5° consenso, que abarca dos tercios del partidor. Para el disefio de los
partidores, se utilizaron 6 secuencias aminoacidicas de PPKs (Acinetobacter baumanii,

Campylobacter coli, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa'y
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Synechocystis sp.). En estas se identificaron bloques de secuencias conservadas mediante el uso

del programa “BLOCK MAKER” (http:/blocks.fhere.org/blocks/blockmkr/make blocks.html).

Los partidores se disefiaron en el mismo sitio web.

Los partidores de caracter no degenerado se disefiaron, en un principio a partir de las
secuencias del gen ppk de At. ferrooxidans ATCC 19859 obtenidas en nuestro laboratorio.
Posteriormente se disefio el partidor ppkSpri, a partir de la secuencia del “contig” 2898 del
proyecto de secuenciacion del genoma de At. ferrooxidans ATCC 23270.

Se utilizaron otros partidores no degenerados, correspondientes a secuencias de los
plasmidios utilizados en el clonamiento y expresion del gen ppk. Estos partidores son sp6, T7 y
T7 terminador. Todos los oligonucledtidos se compraron a la empresa GENSET Corp, La Jolla,

California y se resumen en la tabla 2.

4.3.2. Condiciones de Reacciones de PCR

Reacciones de DOP-PCR y CODEHOP-PCR

Para las reacciones de DOP-PCR y CODEHOP-PCR se tomaron 3 pul de ADN templado
(40 ng/ul), 4 ul de partidor directo (D) a una concentracion de 100 ng/ul, 4 ul de partidor reverso
(R), a una concentracion de 100 ng/ul, 5 ul de dNTPs (1 mM), 10 ul de Buffer 5X, (250 mM
KCl, 50 mM Tris-HCI, pH 9.0, 0.5% Triton X-100 y 12.5 mM MgCl,), 21.5 ul de H;O, 2.5 ul de
DMSO 100 % y 0.2 pl de 7ag ADN polimerasa (5 U/ul). El volumen de reaccion fue de 50 ul
por cada tubo. El método utilizado para hacer estas reacciones consistié en incluir la mayor
cantidad de elementos en la mezcla de reaccion. Primero se agrego a cada tubo la pareja de
partidores D y R correspondientes (4 pl de cada uno), luego se prepar6 el mix 1, que contenia
(para 1 tubo): 3 ul de ADN templado (40 ng/l), 5 ul de dNTP (1 mM), 6.5 ul de H,O y 2.5 pl de

DMSO 100 %.
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Tabla 2. Partidores utilizados.

Partidor Tipo y estrategia de Secuencia
Disefio

ppk7M* DOP 5’ aayytngaygarttywyatg 3’
ppk7E’ DOP 5’ aayytngaygarttytwyga 3’
ppk7M* DOP 5’ aayytngaygarttytwyaa 3’
ppk8iA® DOP 5’ gcytsytcrtcraanckngc 3’
ppk8iN* DOP 5’ ttytsytcrtcraanckngc 37
ppk8i* DOP 5’ ytstcrtcraanckngc 3’
ppk9CHb CODEHOP 57 ggcgatcttctgctccaayytngayga 37
ppklOCHb CODEHOP 5’ ggcccagtgaatgttgttttsytcrtcraa 37
ppklICHb CODEHOP 5’ ggaactgaaggcccgcttygaygarsa 3°
ppk12CHb CODEHOP 5’ tccaggttgcggtgcatcmwrtcnge 37
pkaHNHzd CODEHOP 5’ atgtctgaggtgcctgcgcecngaraarge 37
ppkNH,Ec® ND 5’ atgggtcaggaaaagctatac 3
ppkCOOHECc* ND 5’ ttattcaggttgttcgagtgat 3’
ppkINd* ND 5’ gatatccagagacgggga 3’
ppk2Nd° ND 5’ ggagaataacctcaagtg 3’
ppk3Nd* ND 57 gttcgaggaaacggccgacaatgga 37
ppk4Nd* ND 5’ agcgtctggaagaagtgggtgtgca 37
ppk5SNd* ND 5' aggatgagaatcatcttggcatg 37
ppk6Nd® ND 5’ ggggtggaaatcgacctggtggtg 3°
ppk7Nd° ND 5’ accacctgcacacccacttctte 3'
ppk8Nd* ND 5’ aggtgcatgccaagatgattctc 37
ppkONd® ND 5’ gaagtcgcagtacccattaccga 37
ppk10Nd* ND 5’ cagaaccgggttgaagctct 37
ppk1INd* ND 5 tgaccatcgtttccagcaatct 37
ppk12Nd* ND 5’ ggaaacgatggtcaggtagcgt 37
ppk14Nd* ND 5’ ttccagcagcggtacgcgctg 37
ppk15Nd° ND 5’ ttgttgcgccgecgcgaatgg 37
ppk16Nd* ND 5’ tgttgcgcgtcacccgaaactg 37
ppk17Nd* ND 5’ cgcggcggcgcaacaagcgaa 37
ppk18Nd* ND 5’ cgcgctggccgatgaattac 37
pkaprid ND 5’ catgtagggcgcgccgaactget 37
ppkNH,Ndel® ND 5’ ccatatgtctgaggtgcctgecgeccggaaaaag 37
ppkNH,Nde I,° ND 5’ ggggcaccatatgtctgaggtgcctgcgecg 3’
ppkCOOHXho © ND 5’ gcgcctctcgagcecccataatgactgectcecctgtt 37
ppkNH,Msc I° ND 5’ tggccatgtctgaggtgactgcgccggaaaaagce 37
SP6° ND 5’ gatttaggtgacactataga 3’
T7-pGEM-T* ND 5’ ttgtaatacgactcactatag 3’
T7-Terminador" ND 5’ gctagttattgctcagcggt 37
T‘I—pE'l"r ND 5’ gaaattaatacgactcactatag 3’

a: Partidor disefiado desde un alineamiento de secuencias; b: Desde BLOCKS, c¢: Desde
secuencia de At. ferrooxidans ATCC 19859 obtenida en nuestro laboratorio; d: Desde la
secuencia del genoma de la cepa ATCC 23270; e: Desde vector pPGEM-T; f: Desde vector pET;
g: Desde genoma de E. coli K-12. DOP: Partidor degenerado, CODEHOP: partidor consenso
degenerado, ND: Partidor no degenerado.
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El volumen final es de 25 pl. El mix 2 contenia para 1 tubo, 10 pl de buffer Tag 5X, 15 pl de

H,0 y 0.2 ul de Tag ADN polimerasa. Su volumen fue de 25 pl.

Todas las reacciones de DOP-PCR y CODEHOP-PCR se hicieron con partida en caliente
(“hot start”). Esta asegura que la reaccion de amplificacién comience cuando el ADN templado
se encuentra totalmente desnaturado, evitando asi la amplificacion inespecifica que pudiese
ocurrir si se mezclara la enzima con el ADN templado y los partidores antes de comenzar Ia
desnaturacién inicial. Para iniciar una reaccion con “hot start” se colocaron los tubos con los
partidores y el mix 1 en el termociclador. Se inici6 el programa hasta que la temperatura alcanzo
los 95°C, luego se colocé pausa al termociclador y se despacho a cada tubo el volumen
correspondiente de mix 2 (25 ul).

Las reacciones de PCR se realizaron con el termociclador MJ Research. El esquema general
fue el siguiente: 3 min a 95°C, seguidos por N ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a la temperatura de
hibridacién (X), con Y min de sintesis a 72°C. Finalizando con 3 min de sintesis final a 72°C. El
ntmero de ciclos (N), la temperatura de hibridacién (X) y el tiempo de sintesis (Y), son funcién
del tamafio del amplificado a obtener y de la Ty, de los partidores utilizados.

Reaccitn de PCR sobre las colonias recombinantes.

Con el fin de analizar los clones recombinantes obtenidos y comprobar la presencia de
inserto, se hizo la reaccion de PCR en colonias. Esta reaccion se realiz6 sin purificar el ADN
plasmidial. Su principio se basa en que este ltimo queda en soluci6n luego de la lisis que sufren
Ias bacterias con el paso N°I1 de Ia PCR, que se realiza a 95°C. Se utilizaron partidores
complementarios a las secuencias del vector que flanquean el sitio donde esta clonado el inserto.

Por lo tanto si la colonia escogida tiene inserto, la reaccién de PCR en colonias mostrara un
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amplificado del tamafio del inserto més un nimero de pares de bases, que corresponden al
tamatfio que se amplificaria si el vector no tuviese inserto.

Para realizar esta reaccién, se toco una colonia con una punta estéril y el material extraido
se resuspendi6 en un volumen de 100 pl de agoa estéril. Posteriormente se tomaron 2 ul de la
suspension bacteriana y se agregd el mix, que estd compuesto de 1 pl de partidor D (100 ng/ul),
1 ul de partidor R (100 ng/ul), 1 pl de dNTPs 1mM, 2 ul de buffer 5X (250 mM KCl, 50 mM
Tris-HCl, pH 9.0, 0.5% Triton X-100 y 12.5 mM MgCly) y 3 pl de H,O. El volumen final de
cada tubo fue de 10 pl. Para todas las reacciones de PCR en volimenes de 10 pl fue necesario
colocar en cada tubo una gota de aceite de silicona Gibco-BRL®. Esto se hizo para evitar la
evaporacion del H,O en el tubo.

El programa de reaccion fue el siguiente: luego del “hot-start”, (1) 3 min a 95°C, seguido
por 25 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 50°C, 1-2 min a 72°C, para finalizar con 3 min a 72°C.

PCR inversa

La amplificacién del extremo 3’ del gen ppk se completd por PCR inversa (Ochman y col.,
1988). Esta técnica consiste en amplificar las regiones 5° y 3 de un gen mediante PCR con
partidores divergentes. La amplificacion es posible debido a que el ADN templado es digerido
con enzimas de restriccién y recircularizado. Las enzimas de restriccién son elegidas de acuerdo
a un ensayo de hibridacién que permite identificar fragmentos de hibridacién dentro de los cuales
se espera que el gen esté completo.

Para el experimento se disefiaron los partidores ppkSNd y ppk6Nd, orientados en forma

divergente. Se digirié 2 pug de ADN de Ar. ferrooxidans ATCC 19859 con las enzimas Nco I,

Nru 1y Sma 1. Posteriormente se ligd 320 ng en un volumen de 100 pl para permitir la

circularizaciéon de las moléculas de ADN sobre si mismas. Como templado para las reacciones de
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PCR inverso se utilizaron 15 ul de las muestras de ADN circularizadas. Como el tamafio de los
posibles fragmentos a amplificar fue superior a 4 Kb, se utilizé la mezcla de ADN polimerasas

Elongasa (Gibco-BRL®),

4.4. Aislamiento del gen ppk de At. ferrooxidans

Para clonar el gen ppk se hicieron experimentos de CODEHOP-PCR con los partidores
ppk9CH, ppk10CH, ppk11CH y ppk12CH. Los dos fragmentos amplificados se clonaron en el
vector pGEM-T, utilizando las instrucciones de ligacidn sugeridas por el proveedor. Los
experimentos de PCR inversa y amplificacion por PCR con partidores disefiados a partir de los
datos obtenidos de la secuencia incompleta del genoma de At ferrooxidans ATCC 23270

permitieron obtener la secuencia completa del gen ppk.
4.4.1. Experimentos de Hibridacion de ADN

Para los experimentos de hibridaciéon con sonda heterologa se utilizé como sonda el gen
ppk de E. coli. La sonda ppkEc, marcada con digoxigenina se sintetizo a partir de ADN genomico
de la cepa M 109 de E. coli, utilizando el método PCR DIG Probe synthesis kit (Roche™) y los
partidores no degenerados ppkNH,Ec y ppkCOOHEc. Para el experimento de hibridacion se
digirieron 3 ug de ADN cromosomico de la cepa ATCC 19859 con enzimas de restriccion de
acuerdo con las recomendaciones descritas por los proveedores para obtener una digestién total.
Se utilizaron las enzimas de restriccion 4va I, Bam HI, Bgl 1, Eco R1, Hae 111, Hind 111, Kpn 1y
Mbo 1. El volumen total de digestion fue de 30 pl.

Para el experimento de hibridacién con la sonda homéloga ppkI-DIG se digirieron 3 ug de
ADN cromosomico de las cepas ATCC 19859 y ATCC 23270 de At. ferrooxidans de acuerdo

con las recomendaciones descritas por los proveedores para obtener una digestién total. Se
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utilizaron las enzimas de restriccion Bam HI, Nru I, Nco 1, y Ava 1. El volumen total de digestion
fue de 30 pl.

Los fragmentos de ADN totalmente digeridos se separaron mediante electroforesis en geles
de agarosa 0.9 % en buffer TAE 0.5X. Luego de la electroforesis el ADN fue desnaturado y
transferido a una membrana de “nylon” positivamente cargada (Hybond-N+, Amersham®)
mediante el método de transferencia semi-seca descrito por Sambrook y col., 1989. La sonda
marcada con digoxigenina se sintetizo a partir de ADN genomico de la cepa ATCC 19859
utilizando el método PCR DIG Probe synthesis kit (Roche™) y los partidores no degenerados
ppk3nd y ppk4nd.

Los experimentos de prehibridacién e hibridacion se realizaron a 37°C utilizando la
solucion DIG-Easy Hyb (Roche®™). Luego de la hibridacién, la membrana se lavd con soluciones
de SSC/SDS, de acuerdo a lo descrito por Roche®. La deteccion de los fragmentos marcados con
digoxigenina se realizé con un método quimioluminiscente utilizando el reactivo CSPD de

acuerdo a lo descrito por Roche®.

4.5. Clonamiento y expresion en E. coli del gen ppk de At. ferrooxidans

El gen ppk de At. ferrooxidans se amplificé por PCR con la enzima Pwo ADN polimerasa
(Roche®™), utilizando los partidores ppkNH2Msc 1y ppkCOOILYAo 1, disefiados a nivel de los
extremos 5° y 3’ de la region codificante del gen ppk, respectivamente. En la regioén 5° de cada
partidor se incorpor6 un sitio de restriccion Msc 1 para un partidor y un sitio X#o I para el ofro,
con ¢l fin de orientar el clonamiento en el vector de expresion.

El fragmento se amplificé con un programa de ciclos de dos pasos. Las condiciones de
amplificacion fueron 3 min a 95°C, seguidos por 21 ciclos de 30 s de desnaturacion a 95°C y 2

min 50 s de sintesis 2 70°C y como paso final se dejé 3 min a 70°C. El fragmento amplificado se
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purificé utilizando el kit Wizard PCR preps (Promega®), de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. Luego se realizo la reaccién de “A-tailing”. Esta es necesaria para incorporar una base
adenina en el extremo 3’ de los amplificados con la enzima Pwo y poder clonatlos en el vector
pGEM-T easy de acuerdo a lo descrito por Promega®. El fragmento clonado se liberé mediante
digestion con las enzimas Msc 1y Xho I, cuyos sitios se utilizaron para ser clonados en el vector
de expresion pET22b+ (Novagen®), previamente digerido con estas mismas enzimas. La
construccion se transformo en la cepa IM109 de E. coli (Promega®). Las colonias transformantes
se analizaron mediante una reaccion de PCR en colonias utilizando los partidores universales T7
y T7 terminador, correspondientes a las secuencias flanqueantes al sitio de clonamiento del
vector. Los clones positivos se crecieron en 5 ml de medio LB-Amp para realizar la extraccion
del ADN plasmidial. Esta se realizé utilizando el kit Wizard Minipreps (Promega®). Los
plasmidios recombinantes obtenidos se utilizaron para transformar la cepa de expresion
BL21(DE3) de E. coli (Novagen®), la cual se preparé competente de acuerdo al protocolo
descrito por Chung y col., 1989.

El ensayo de induccion de la expresion del gen ppk de At. ferrooxidans en E. coli se realizd
de acuerdo a lo descrito por Novagen®. Los clones recombinantes se crecieron en 5 ml de medio
LB suplementado con ampicilina. La induccion se realizé durante 2 h a 37°C, agregando IPTG a
una concentracion final de 1 mM cuando los cultivos de E. coli alcanzaron una densidad optica

de 0.5 a2 600 nm.

4.5.1. Preparacién de muestras para electroforesis de proteinas en geles de

poliacrilamida-SDS.

Las muestras de células de E. coli para electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se

trataron con amortiguador de muestra (Laemmli, 1970) que contenia: Tris-HCI 0.0625 M (pH
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6.8), SDS al 2%, glicerol al 10%, 2-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0.001% como
colorante. Las muestras se desnaturaron 5 min a 100°C. Luego se centrifugaron 5 min a 8832 x g,
para obtener solamente el sobrenadante con las proteinas solubilizadas, que fue utilizado para las
electroforesis.

Para el analisis de las proteinas totales se utilizaron geles con un gel concentrador
conteniendo 5% de poliacrilamida y un gel separador con un 10% de poliacrilamida. Las
electroforesis se corrieron entre 100 o 200 V, hasta que el frente de migracion alcanzo el borde
inferior del gel. Los geles se tifieron 30 min con una solucién de azul de Coomasie al 0.2%,
metanol al 50% y acido acético al 7%. Se destifieron luego mediante lavados sucesivos con una
solucion de metanol al 20% y acido acético al 7%.

Como marcador de estandares de Peso molecular se utilizé “10 kDa protein ladder” (Gibco

BRL").
4.6. Analisis in silico de secuencias y comparacion con bases de datos.

Las secuencias aminoacidicas de distintas PPKs se obtuvieron de Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Los alineamientos de secuencias aminoacidicas de PPKs se realizaron con el programa

CLUSTAL W (http://dot.imgen.bem.tmc.edu/multi-align/Options/clustalw.htmlbeauty) y se

pintaron posteriormente en cajas de acuerdo a su identidad y similitud mediante el uso del

programa BOXSHADE (http://www.ch.embnet.org/software/BOX _form.html).

La identificacion de bloques conservados de secuencias aminoacidicas de PPKs y el disefio
de partidores para CODEHOP-PCR se realizaron mediante el programa BLOCK MAKER

(http://blocks.fhere.org/blocks/blockmkr/make blocks.html).
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Para el registro y ensamblaje de las secuencias obtenidas a partir de los experimentos de
secuenciacion de los fragmentos de ADN amplificados mediante DOP-PCR, CODEHOP-PCR y
PCR se utilizoé el conjunto de programas GCG (Wisconsin Package Version 10.0, Genetics
Computer Group, Madison, Wisc).

La comparacion con bases de datos de las secuencias obtenidas en nuestro laboratorio se
realiz6 mediante BLAST utilizando el programa BLASTX, que traduce los 6 marcos de lectura

posibles y los compara con la base de datos (http:/www.ncbi.nlm.nih. gov/blast).

4.6.1. Busqueda un posible regulon Pho en At. ferrooxidans

A partir de la secuencia N-terminal de la proteina PstS de la cepa ATCC 19859 de
At. ferrooxidans, aislada a partir de una electroforesis bidimensional, se realiz6 una bisqueda con
el programa tBLASTX en la base de datos del genoma no terminado de At. ferrooxidans ATCC
23270. Esta permitio aislar 2 contigs que se analizaron mediante “caminatas™ rio arriba y rio
abajo. Las secuencias se ensamblaron con el programa GCG y se analizaron con el programa

ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Algunas de las propiedades fisicoquimicas de las

posibles proteinas obtenidas se analizaron mediante el programa ProtoParam de EXPASY

(http:/expasy.cbr.nre.ca/tools/protparam.html). Posteriormente, mediante el uso del programa

Cn3D wiewer de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure) y la base de datos de estructuras

de NCBI se obtuvo la estructura de la proteina PstS de £. coli y se realizé un alineamiento
estructural entre esta proteina y sus posibles homdlogos codificados en el genoma de

At. ferrooxidans.
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5. Resultados

5.1. Clonamiento del gen ppk de At. ferrooxidans
5.1.1. Extraccién de ADN cromosémico de At. ferrooxidans

La extraccion del ADN cromosomico de At. ferrooxidans ATCC 19859 se realizo de
acuerdo a lo descrito en materiales y métodos. Luego de la extraccion se midid la densidad optica
a 260 nm de una dilucion 1/100 (10 ul de ADN en 990 ul de agua). Se obtuvo un valor de 0,077.
Tomando en cuenta que una unidad de densidad optica corresponde a una concentracion de ADN
de 50 pg/ml, se calculd que la concentracion de ADN era de 385 ng/ul. El estado fisico del ADN
se comprobo mediante electroforesis en gel de agarosa, observindose bandas de tamafio superior
a 12 Kb (Fig. 3). Se preparé una dilucion a 40 ng/ul, la cual fue utilizada en todos los

experimentos de amplificacion por PCR.

12Kb——»

Figura 3. Analisis de la preparacion de ADN cromosomico de
At. ferrooxidans ATCC 19859. Se realizo una electroforesis en gel de agarosa al
1% en la cual se aplicaron 40 (a), 200 (b) y 400 ng (c) de ADN cromosémico de
At. ferrooxidans ATCC 19859. P.M., 1Kb DNA ladder.
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5.1.2. Ensayos de DOP-PCR

En un intento por aislar el gen ppk de At. ferrooxidans se realizaron experimentos de DOP-
PCR. Mediante un alineamiento de las secuencias de PPKs presentes en el anexo 1, se
identificaron dos regiones conservadas que se utilizaron para el disefio de partidores degenerados,
mostrados en la tabla 1. Luego de hacer los experimentos de DOP-PCR, clonamiento y
secuenciacion del fragmento amplificado, el analisis mediante BLASTn mostré que el fragmento

no codificaba para el gen ppk. Los resultados se detallan en el anexo 2.
5.1.3. Ensayos de CODEHOP-PCR

Como segunda estrategia para el clonamiento del gen ppk de At. ferrooxidans se utilizo la
técnica de CODEHOP PCR. Para el disefioc de los partidores se tomaron las secuencias
aminoacidicas de PPKs de las bacterias 4. baumannii, P. aeruginosa, M. tuberculosis,
Synechocystis sp., C. coli y E. coli y se buscaron bloques de secuencia conservados mediante el
uso del programa Block Maker. Cabe mencionar que no se utilizaron todas las secuencias
presentes en genbank porque muchas de ellas son de especies filogenéticamente emparentadas
entre si, lo cual le quita representatividad al alineamiento. El resultado de este analisis arrojé 9
blogues de secuencias conservadas. Para el disefio de los partidores se utilizaron tres de ellos
(Fig. 4). Bs importante destacar que mediante este procedimiento, los partidores presentan un
grado de degenerancia mucho menor a los que fueron utilizados en los experimentos de DOP-
PCR.

Los pares de partidores se utilizaron de manera de cumplir con las distintas combinaciones

posibles (Fig. 5): ppk9CH-ppk10CH, ppk11CH-ppk12CH, y ppk9CH-ppk12CH.
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ppk9CH ppk11CH

— >
ppk (~2.1kb)

ppk10CH p';zklZCI-I

‘_._._

Figura 5. Esquema del gen ppk de At. ferrooxidans y representacion de las
combinaciones posibles empleadas con los partidores CODEHOP disefiados.
Suponiendo que el gen ppk de At. ferrooxidans tiene el mismo tamafio que sus homologos
presentes en otros genomas bacterianos, el tamafio esperado para cada amplificado de
CODEHOP-PCR fue de ~1.1 Kb para el par ppk9CH-ppk10CH, ~1,6 Kb para el par ppk9CH-
ppk12CH y ~630 pb para el par ppk11CH y ppk12CH.
De las tres posibles combinaciones solamente el par ppk11CH-ppk12CH di¢ amplificacion
positiva. Se obtuvieron 2 fragmentos A y B de aproximadamente 650 pb cada uno; tamafio muy
similar al esperado. Para clonarlos fue necesario separarlos mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 3% (Fig. 6).

1000 —»
650 ==

400 —»

Figura 6. Separacion de los fragmentos amplificados por CODEHOP-PCR. Los
productos de la reaccion de amplificacion con los partidores ppkl1CH vy
ppk12CH (2) y los controles de especificidad con cada partidor solo ppk11CH (1)
y ppk12CH (3), se separaron en un gel de agarosa al 3%. El fragmento de peso
molecular mas alto (A) se separé del segundo (B). El programa de CODEHOP-
PCR consistié en 3 min a 95°C, seguido por 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C
y 1 min 15 seg a 72°C, para finalizar con 3 min a 72°C. (PM), marcador de
estandares de peso molecular 1Kb Plus DNA ladder.
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Los dos fragmentos se aislaron del gel separadamente y se purificaron con el kit Wizard
PCR preps (Promega@). Cada uno se ligo al vector de clonamiento pGEM-T (Promega”) y cada
construccion se transformo en la cepa JIM109 de E. coli. El analisis de los clones recombinantes
obtenidos permitié aislar 4 clones positivos para la familia A y 3 clones positivos para la familia
B. La secuencia del fragmento de la familia A, al ser comparada con la base de datos, mostr6 una
identidad de 44% con el gen ppk de E. coli y una similitud de secuencia aminoacidica de 50%
con un fragmento interno de la PPK de E. coli (Fig. 7). Mientras que ¢l fragmento B, mostro

identidad con el gen prf2, codificante para el factor de terminacion 2 de F. coli (Anexo 3).

Af 19859
Pa 8830
EFc 10798

Af 19859 51 IT GMG AP QLRCIF QS
Pa 8830

Ec 10798

Af 19859
Pa 8830
Ec 10798

Af 19859
Pa 8830
Ec 10798

Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas internas de PPKs. La
secuencia obtenida a partir del fragmento amplificado por CODEHOP-PCR
(Af 19859) fue alineada mediante el programa Clustal W con regiones internas de las
PPK de P. aeruginosa (Pa) ATCC 8830 y E. coli (Ec) ATCC 10798 (K-12). Las
regiones de identidad (cajas negras) y similitud (cajas grises) se pintaron con el
programa BOXSHADE. Los nimeros indican el inicio de la secuencia del fragmento
interno y no representan la ubicacion de dichos aminodcidos en la proteina PPK
correspondiente.
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5.2. Andlisis de la region cromosomal que contiene el gen ppk mediante

hibridacion de ADN

Luego de clonar y secuenciar el fragmento A, amplificado por CODEHOP-PCR, se
siguieron las estrategias de hibridacion y PCR inversa para determinar completamente la
secuencia del gen ppk. A partir de la secuencia del fragmento A se disefiaron los partidores
internos no degenerados ppk3Nd y ppk4Nd que permitieron sintetizar la sonda marcada con
digoxigenina ppkl-DIG. Con el objeto de comparar la organizacion fisica de la region
cromosomal, la sonda se utilizé en un experimento de Southern Blot contra el ADN de las cepas

ATCC 19859 y ATCC 23270 de At. ferrooxidans (Fig. 8).

hlle alle fllg ®W i jl

4kb
—>
gkt‘ 0--”-.
- -
Ik "

Figura 8 Analisis de la organizacion fisica de la region que contiene el gen ppk en
dos cepas de At ferrooxidans. A) Las muestras de ADN de las cepas de
At. ferrooxidans ATCC 19859 (a, c, e, g, 1) y ATCC 23270 (b, d, f, h, j) digeridas
con las enzimas de restriccion Nru 1 (3), Bam HI (4), Nco 1 (5) y Sma 1 (6) o sin
digerir (2), se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa 0.9% TAE 0.5X.
PM, Estandar de peso molecular 1Kb DNA Ladder; 1, Estandar de peso molecular
M Hind 11 marcado con digoxigenina. B) Resultado de la autorradiografia luego de
17 h de exposicion.
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5.3.Determinacién de la secuencia del gen ppk de la cepa ATCC 19859 de

At. ferrooxidans
5.3.1. Secuenciacién del extremo 3’ del gen ppk.

Mediante CODEHOP-PCR se aislé un fragmento intermo del gen ppk. Para amplificar y
obtener la secuencia de los extremos 5° y 3’ del gen ppk se siguieron las estrategias de PCR
inverso (Fig 9), clonamiento y secuenciacion. Para ello se disefiaron los partidores ppkSNd y
ppk6Nd, orientados en forma divergente. El ADN gendmico de Az ferrooxidans ATCC 19859 se
digiri6 de manera separada con las enzimas Nco I, Nru 1y Sma 1, elegidas luego de obtener el
resultado del experimento de hibridacion. Posteriormente, el ADN digerido se ligo en un
volumen 10 veces mayor para permitir la recircularizacion de las moléculas de ADN. Tras el
experimento de PCR inverso, solamente se obtuvo un amplificado sobre el ADN digerido con la
enzima Nco I (Fig. 10A). El tamafio de este fragmento es de 3.8 Kb, lo que esta de acuerdo con el
tamafio del fragmento de hibridacién Nco I menos la zona del gen que no se incluye en el disefio
de los partidores divergentes (332 pares de bases). Este fragmento se secuencid, permitiendo
determinar la regién 3° del gen. Ademds la secuencia reveld que uno de los sitios Nco I se
encuentra localizado dentro del gen ppk. Esto impidid obtener, mediante esta estrategia, el

extremo 5° del gen dentro del fragmento de 3.8 Kb.
5.3.2. Secuenciacion del extremo 5° del gen ppk

A partir de datos del genoma de la cepa ATCC 23270 se disefiaron los partidores
ppkCHNH?2 y ppkSpri, ubicados en la zona que codifica para el extremo amino de la PPK y 221
pares de bases rio arriba del posible inicio de la traduccién del gen ppk, respectivamente. Con

estos partidores y los disefiados a partir de la secuenciacion en nuestro laboratorio se logrd
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amplificar y secuenciar la zona codificante para el extremo 5’ del gen, hasta obtener la secuencia
completa (Fig. 11). El anexo 4 muestra la secuencia del gen junto con las posiciones correlativas

de todos los oligonucleotidos utilizados.

SS

Figura 9. Esquema de la técnica de PCR inverso. (A) Los partidores se disefian de
forma divergente. El DNA se digiere con una enzima de restriccion y se liga en un
volumen 10 veces mas alto para permitir la recircularizacion de las moléculas
sobre si mismas. (B) Una vez que el templado se circulariza, es posible amplificar
las regiones 5° y 3’ mediante una reaccion de PCR.

4kb
2kb
1kb

Figura 10. Aislamiento y purificacion del fragmento de ADN de 3.8 Kb por
PCR inversa.A) Experimento de PCR inversa. En los carriles 1-3 se aplico el
producto resultante de la amplificacion control con los partidores ppk4Nd y
ppk5Nd sobre el ADN de At. ferrooxidans ATCC 19859 digerido con las
enzimas Nco 1 (1), Nru1 (2) y Sma 1 (3). En los carriles 4-6 se aplico el
producto de la amplificacion con los partidores ppkSNd y ppk6Nd sobre el
ADN digerido con Nco 1 (4), Nru 1 (5) y Sma 1 (6). La flecha muestra el
resultado de la amplificacion Las condiciones de amplificacion fueron 3 min a
95°C, seguidos por 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 55°C y 8 min a 68°C. La
reaccion se realizo con Elongasa. (B) El fragmento de 3.8 Kb, sefialado con la
flecha en (A) se purifico y se aplicaron 5ul del fragemento purificado P.M,
marcador de estandares de peso molecular 1kb plus DNA Ladder.
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5.3.3. Andlisis del gen ppk

El marco abierto de lectura correspondiente al gen ppk de At. ferrooxidans codifica para
una proteina de 701 aminoécidos (Fig. 11), con un peso molecular estimado de 79.4 kDa, un
punto isoeléctrico tedrico de 6.53 y un perfil de hidropatia de -0.145. La PPK de

At. ferrooxidans presenta un 34% de identidad y un 55% de similitud con la PPK de E. coli

1 ggcaaaccggggttgatctctggtgegtggattecgtgagggcgeggtggtgategatgta 60
61 ggaatcaaccgtcttccggatgggcgggtgaccggegacgtggactttgeccggegeagag 120
121 cagcgtgcggcgtggatcacceccggteccecggeggggteggacecatgactgtggetace 180

181 cttctgcagaacaccctgatcgccgcggagcaccgcatgggggcaccgcatgtgt 240
M 8 E V
241 gcctgcgeccggaaaaagcccgtteegegecgectetegacagecctgagetgtacttcaa 300
P A P E KA R S A P PULUDSUPETULTYTFN
301 ccgagacctcagcatcctecgecttcaaccagecgggtactggecctggetgacgaccageg 360
R DL 8 I L A F N QRYULAMILAMDDGHR R
361 cgtaccgctgctggaacgtttacgctacctgaccatcgtttccagcaatectggacgaatt 420
¥ P L L B R L R Y L T I V 8 B " 1L DECTF
421 ttttgaagtgcgcatggccggactgttgcageggcttaaattcggecgecggeccecttggg 480
F E VR M A G L L Q RL KU FGAUGU?PULG
481 accggacatgcttgggccccaacgcgaaatcgaggcagtagcgaaaaaggcccatgaaat 540
P DML G P Q RETIUEAVA AIZ KTIK KM AT HRET1I
541 catttccgaacaataccgatgectgaatcagcgectgectgeccgetetggectaaggaagg 600
I S E Q ¥ RCLNOGQURULULUPAIULM AIKE G
601 tattcgcttgttgecgeccgecgegaatggcgggcagecgcagaaacgttggatcagcaatta 660
I R L L RRREWRMAAGQI KT RMWI SN ZYX
661 tttccagacggaggtgctgcctctgotecactecectgagectegaccecegeccaccectt 720
F g ¥T 2 VYV L P L L T P LB L DP ABRDPT?Y
721 tcccaaggtacagaacaaagggctgaatttcgectatcgttctggaaggeccaggatgetta 780
P K V Q N K G L N F A I VLEG O QUDSAY
781 cgggcgacacagccccatcgecatcegtacaggecgecacgecattetecececegeatcatetg 840
G R H 8 P I A I Y Q AP RTIULUPRTITIMW
841 gattccgcaacatctggcgggtccgaatgatttegtgtttctetectecgteatecacga 900
I P Q HL A G P NDVF V FL S8 8V I HE
901 acatgtgcaggcgctctttccgggtetgaccatccagggtttttatcagtttegggtgac 960
HE ¥V @ AL P P G L T I QGUPF YT Q F RV T
961 gcgcaacagtgaactctttgtggatgaggaagaggtggacaatctecctcgacgegectgge 1020
R N S E L F V DEEEVDNIULTULTUDATLRA
1021 cgatgaattaccgctacgcccctttggegaggcggtacggetggaggtecgetaacaattg 1080
D E L P L R P F G EA VYV RLEV A NNTC
1081 tccgcgggaagtggtggaatatcttctgaaacattttgaactgagcgagagcaacctgta 1140
P R EV V E Y L L KHUPF E L s E S NILY
1141 ttcattgcagggtcccgtgaatctgtcacggttggecggecatcatcgaaatggteccceccg 1200
E 1. 0 6 P VX L 8 R L A A I I F M VvV P R
1201 ccccgacttgetttatccgeecttecataceggggctgecageggtttgttcacacceecga 1260
P DL L Y P P F I P G L P AV C S8 HBHPE
1261 gaacatattcgcgcatctacgggaggcgecccatcctgetecatcaceccataccagagett 1320
N I F A H L REAMUPIILIULBEBBEBR®P Y QQ S8 F
1321 caacccggttctggatttccteccgecaggeggtcagegatccaaaagtcateggeatcaa 1380
M P VL D P L RQ AV 8D PEKVY I IK
1381 gcagacgctgtaccgtaccaccceccgactccccggtcatcgacgegttgatagaagegge 1440
Q T L YR T T P D 8 P VI DA ILITE-AMAK\
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1441 catggccgggaaacaggtcacggcagtggtcgaactcaaggeccgetttgacgaagecaa 1500
M A G K Q VT AVY V ELI KA ART FDEA AN

1501 taacatccggatggccgagcgtctggaagaagtgggtgtgecaggtggtatacggegtggt 1560
N I R M A ERLEEV G V Q V VY G V V

1561 caatcacaaggtgcatgccaagatgattctcatcectgegecgggaggaggacgggateeg 1620
N H K V H A KM I ULTIULURUREEDGTIR

1621 cctctacgggcacttgggtacgggeaattatcatcccecgecaatgecgeggatttacactga 1680
i ¥ 6 B L € T 8 M T H P RN A RI T T D

1681 tctcagcctgctcacggcaaatcccgacatcacggeggacatgaatgacctgttcatgea 1740
I 8 L L T A N P D I T A DMMNS®BMIDILIEMNI®SE

1741 tatcactggcatgggcaaggcaccacaattgegctgtctgetgcagagtccctttacgat 1800
I T G M 6 K A P Q@ L R CLLGQ S P F T M

1801 gttccagggcatacaggaagccatcgatacggagatccgtcacggaagcaaaggtegeat 1860
F Q 6 I ¢ £EA I DTETIRUBEG S KGRI

1861 catcgtgcgggtgaacgcgctggtcgaacccgatctgattcgegecctgtaccgggecte 1920
I VR V N A LV E P DILTIRATLTYTRAS

1921 ccaggccggggtggaaatcgacctggtggtgegeggegectgtgecctgegeccececggeat 19680
Q A G v £E I D L YV YR G ACAKDLRDPOGTI

1981 cccaggtgtctccgatcatatccgggtacgtteccattgtcggecgtttectegaacacag 2040
P 6 ¥ '8 D BT R V R B I V G R ¥ L EFE R 8

2041 tcgcgtctattacttcggaaacaacgggcatccccegtctetggatatcgagegecgactg 2100
R V Y ¥ F 6 N N GG H P RLWI S S A DWW

2101 gatgggacgcaatcttttccgeccgtetggaagtcgecagtacccattacegaccecegactt 2160
M G R N L. ¥F R R L 2 Y AV P IT TDWP DL

2161 gcgcgcccgcatactcacggaaacccttcagetatacttggaagacgactgtaacgettg 2220
2R A R I L. T 2 7L gL Y L 2D DOCHNH AW

2221 ggcgatgcgtgcggatggtgattatgaatttttacgcaaccececctggatgecaactgecaa 2280
A MR ADGD Y E FLRMNUPILUDA ANTGCHK

2281 aatccgcacaggaccgtctgctggaacactacaacaggagcagtcattatgggtgagagg 2340
8 A QD RLLEMHYNKURERS BSB H Y G ¢
2341 cgcgagcagtgatcccggtgctggtgctcaacagtaaggaggtgceccggaa 2390

Figura 11. Secuencia del gen ppk de At. ferrooxidans 19859. El marco de lectura
abierto codifica para una proteina de 701 aminoacidos (color rojo). El rectangulo
indica el posible inicio de la traduccion.

5.4. Clonamiento y Expresion del gen ppk de At. ferrooxidans en E. coli

A partir de la secuencia completa del gen, se diseflaron los partidores ppkNH2AMscl y
ppkCOOHX#o0l, los cuales permitieron amplificar el gen ppk completo de la cepa ATCC 19859.
Como esta amplificacion requirio de una alta fidelidad, se utilizo i) la enzima Pwo ADN
polimerasa, cuya ventaja consiste en tener actividad correctora 3° — 5°, por lo tanto su
frecuencia de error es mucho menor que la de la 7ag ADN polimerasa y ii) un bajo niimero de
ciclos: 22. El fragmento amplificado se cloné en el vector pGEM-T, para ser liberado a partir de
la doble digestion de este vector con las enzimas Msc I y Xho 1. Posteriormente, se realizo la

reaccion de ligacion al vector pET22b+, previamente cortado con las mismas enzimas y




Resultados 44

desfosforilado con la enzima CIP. Luego de transformar la cepa JM 109 de E. coli, la seleccion
de los clones recombinantes se realizo mediante PCR en colonias y se transformo la cepa BL21

(DE3)de E. coli, en la cual se realizo el experimento de sobreexpresion del gen ppk (Fig. 12).

*a : . oot 5 5o . l‘ l"i'i A 'H‘ *‘[ " :w B

Figura 12. Sobreexpresion del gen ppk de At. ferrooxidans ATCC 19859 en
E. coli. La cepa de E. coli BL21(DE3) transformada con el vector pET22b sin
inserto (1) o con el gen ppk (2) y la cepa de E. coli NR 100, que sobreexpresa la
PPK de E. coli (3), fueron inducidas (+) o no (-)con IPTG 1 mM por 2 h. Las
proteinas totales se separaron por SDS-PAGE y se tifieron con azul de
Coomasie. Los puntos muestran la sobreexpresion de la PPK de At. ferrooxidans
(2+) yde E. coli (3+).

5.5.Biisqueda mediante genética reversa de genes homologos a los del regulon

Pho de E. coli en la cepa ATCC 19859 de At. ferrooxidans.

En nuestro laboratorio se ha estudiado la respuesta de At. ferrooxidans ATCC 19859 a la
carencia de fosfato (Seeger y Jerez, 1993). Mediante electroforesis bidimensional se han
observado cambios en la expresion de al menos 25 proteinas cuando este microorganismo es
traspasado desde medios de cultivo con fosfato a cultivos sin fosfato. Entre estas proteinas, una

de ellas, la nimero 16 se induce en carencia de fosfato (Fig. 13). Mediante microsecuenciacion
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de Edman se determin6 la secuencia del extremo amino de la proteina nimero 16. La secuencia
obtenida fue APTISLLETGSTLLYPLFNLAYV (Seeger y Jerez, 1992).

Al comparar la secuencia de este péptido contra la base de datos utilizando el programa
BLASTYp, el resultado arrojo una cierta similitud con la proteina PstS de £. coli, 1a que también se
induce en carencia de fosfato. Esta es un proteina que une al fosfato en el periplasma para ser

incorporado a la célula.

kDa

o o ol 0oe

60 o

Figura 13. Cambio en la expresion de algunas proteinas de Ar. ferrooxidans
ATCC 19859 por carencia de fosfato. (A) Las proteinas totales de
At. ferrooxidans se separaron por electroforesis bidimensional y se tifieron con
Azul de Coomassie. El recuadro muestra la region de la proteina nimero 16, la
cual fue analizada posteriormente.(Seeger y Jerez, 1992) (B) Se muestra esta
misma region cuando células de Ar. ferrooxidans se crecieron en presencia de
fosfato (parte superior) y en en carencia de fosfato (parte inferior). Como
referencia se muestran las proteinas Omp40, DnaK, GroEL y Rusticianina, todas
previamente identificadas en nuestro laboratorio.

Se utilizo la secuencia completa de la proteina PstS de E. coli para hacer una bisqueda
contra la base de datos de las secuencias genomicas de At. ferrooxidans mediante el programa
tBLASTX. Se encontro la presencia de dos genes homologos a pstS. Los genes se llamaron pstS/

y pstS2 de acuerdo a su nivel de identidad con E. coli. El gen pstS2 codifica para la secuencia
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amino terminal obtenida en nuestro laboratorio. La comparacion a nivel proteico revelo que
PstS1 y PstS2 presentan un 35% de identidad entre si y respectivamente un 50 y 35% de
identidad con la PstS de E. coli. En la figura 14 se muestra un alineamiento entre las proteinas
PstS de At. ferrooxidans y E. coli. Como las proteinas tienen un péptido sefial necesario para la
exportacion de ellas al periplasma, el alineamiento se hizo excluyendo este altimo.

Las secuencias son conservadas. En lo que concierne a los aminoacidos que unen el fosfato,
la proteina PstS1 de At. ferrooxidans tiene conservados siete (Thr 10, Ser 38, Asp 56, Arg 135,
Ser 139, Gly 140 y Thr141) de los ocho residuos descritos en la PstS de . coli, mientras que la

proteina PstS2 tiene conservados 6 de ellos (Thr 10, Ser 38, Asp 56, Arg. 135, Ser 139,Gly 140).
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Figura 14. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de las proteinas PstS maduras.
Las proteinas PstS de E. coli y sus posibles homologos PstS1 y PstS2 de
At. ferrooxidans se alinearon con el programa ClustalW. Las regiones de identidad
(cajas negras) y similitud (cajas grises) se determinaron con el programa
BOXSHADE. En amarillo se destacan los aminoacidos necesarios para la unién del
fosfato.
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Figura 15. Analisis comparativo de las estructuras de las proteinas PstS de £. coli 'y
PstS1 de At. ferrooxidans ATCC 23270. (A) Estructura cristalografica de la proteina
PstS de £. coli, con la molécula de fosfato unida en color rojo. En azul se muestran
las zonas que forman estructura de tipo alfa-hélice, en color café claro se muestran
las regiones formadoras de estructura tipo sabanas beta y en negro se muestran las
vueltas. (B) Alineamiento estructural entre las proteinas PstS de . coli y PstS1 de
At. ferrooxidans realizado con el programa Cn3D; en rojo se muestran las regiones
idénticas, mientras que en azul se muestran las regiones variables, (dentro de las
cuales se incluyen las similares). El fosfato se muestra en color verde.

El alto porcentaje de identidad de las proteinas PstS de £. coli y PstS1 de At. ferrooxidans
(50%) y la existencia de la estructura cristalografica de la proteina PstS de . coli nos permitio
realizar un alineamiento estructural entre estas proteinas (Fig. 15).

El alineamiento estructural también nos permitioé analizar la conservacion del sitio de union

del fosfato entre las proteinas PstS de E. coli y PstS1 de At. ferrooxidans (Fig. 16).
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Figura 16. Representacion estructural del sitio de union del fosfato de la proteina
PstS1 de At. ferrooxidans luego de realizado el alineamiento estructural entre las
proteinas PstS de E. coli y PstS1 de At. ferroxidans ATCC 23270. Se destacan las
cadenas peptidicas (salmon) y laterales (celeste) de cada residuo que interactia
directamente con la molécula de fosfato en amarillo.

La existencia de dos genes pstS en At. ferrooxidans nos decidio a analizar las regiones rio
arriba y rio abajo de ellos mediante una especie de “caminata” en la secuencia incompleta del
genoma de Al ferrooxidans ATCC 23270. Se encontraron e identificaron los marcos de lectura
de dos regiones genomicas, una de 8.2 kilobases alrededor de pstS1 y de otra de 3 kilobases
alrededor de pstS2, que contienen posibles genes homodlogos a componentes del regulon Pho de
E. coli (Fig. 17). Para cada una de las posibles proteinas que codifican se calculé su peso

molecular tedrico, su pl tedrico y su nivel de identidad con sus homologos en £. coli (Tabla 3).
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Figura 17. (A) Organizacion genética de los marcos de lectura abiertos que corresponderian a los
posibles genes homdlogos de At. ferrooxidans a los genes del regulén Pho de £. coli (B). Los
marcos de lectura con un mismo color representan la posible organizacion en operones en
At. ferrooxidans. Los orf representan marcos de lectura abiertos contiguos a los genes de interes,
los cuales al ser analizados mediante BLASTx no presentan identidad significativa con ninguna
proteina del regulon Pho. En E. coli, la organizacion de estos operones ha sido demostrada.
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Tabla 3. Comparacion de algunas de las proteinas presentes en el regulon Pho de £. coli con
sus posibles homologos de At. ferrooxidans.

Proteinas Peso Molecular Punto Iseeléctrico Identidad
(kDa) Teorico (%)
At. ferrooxidans  E. coli’ At. ferrooxidans E.coli*
PhoB 27.8 26,4 6,62 5,46 49
PhoR 497 496 5,44 9.63 37
PstS1 36,2 941 50
PstS2 38,4 37 9.30 8,39 35
PstC1 36,6 7.03 55
PstC2 34.4 .1 8.86 2487 36
PstAl 30,5 10,43 55
PstA2 323 22 9.39 .94 35
PstB 32.3 29 5,81 6,13 69
PhoU 26,4 27.4 5,03 5,14 44
‘ PPX 534 58,1 7,01 6,65 34
‘ PPK 794 80,4 6,53 8,96 34

| 9E. coli tiene solamente una copia de los genes pstS, pstA y pstC.
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6. Discusién

Para conocer mejor el metabolismo del fosfato en At ferrooxidans, en el trabajo realizado
durante esta tesis se ha clonado, secuenciado y expresado en £. coli el gen ppk de la cepa ATCC
19859 de At. ferrooxidans y se han utilizado los datos del proyecto de secuenciacién del genoma
de la cepa ATCC 23270 de At. ferrooxidans para identificar, mediante el uso de programas de
andlisis de secuencias, los componentes genéticos principales de un posible sistema de captacion
de fosfato homoélogo al regulon Pho de E. coli.

En los primeros intentos que se hicieron para clonar el gen ppk se utilizaron las técnicas de
DOP-PCR e hibridacién heterdloga, obteniéndose resultados negativos. En el caso del DOP-PCR,
los principales inconvenientes son €l alto grado de degenerancia de los partidores sintetizados, y
que se deben utilizar bajas temperaturas para el paso de hibridacion de los partidores con el ADN
templado. Cabe mencionar que las cajas de entre 6 a 10 aminoacidos, conservadas entre las
distintas secuencias de PPKs utilizadas para el disefio de los partidores degenerados existen en la
PPK de At. ferrooxidans. Sin embargo, nunca se pudo obtener un fragmento del tamafio esperado
y el fragmento que se clond no correspondia al gen ppk. En el experimento de hibridacién
heterdloga se utilizé como sonda el gen ppk completo de F. coli (2,1 Kb). El resultado indico la
presencia de sefial de hibridacion solamente en el control positivo {datos no mostrados).
Posteriormente encontramos que la identidad de secuencia nucleotidica entre los genes ppk de
E. coli y de At. ferrooxidans es de un 46%. Posiblemente este es un valor muy bajo para obtener
un resultado positivo en un experimento de hibridacion heterdloga de acuerdo a las condiciones

utilizadas en nuestros experimentos.
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Para obviar los inconvenientes ya mencionados empleamos la técnica de CODEHOP-PCR,
la que permiti6 aislar un fragmento interno del gen ppk de At. ferrooxidans. Esta técnica presenta
una mayor sensibilidad que el DOP-PCR debido a que i) aumenta el tamafio del partidor a cerca
de treinta nucledtidos, ii) los partidores poseen una zona 5° de consenso, lo que permite
estabilizar la zona 3° de caracter degenerado, logrando aumentar la temperatura de hibridacién en
los experimentos de amplificacion por PCR y iii) disminuye en mas de un orden de magnitud el
grado de degenerancia de la mezcla de partidores. En la figura 4 (pag. 36) se muestran los
bloques conservados utilizados para el disefio de los partidores CODEHOP. En ellos se destaca la
principal caracteristica de esta técnica. La region conservada no necesita mas de cuatro
aminodcidos. Esta técnica, por lo tanto se veia como de particular uso en el aislamiento de un gen
empleando partidores heterologos.

La amplificacién por CODEHOP-PCR con los partidores ppk11CH y ppk12CH dié como
resultado dos fragmentos de ADN de tamafio similar, los que se separaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 3%, se clonaron en el vector pGEM-T y se secuenciaron. El
analisis de la secuencia nucleotidica de uno de los fragmentos mediante los programas BLASTn
y BLASTx revel6 que ésta tenia un 44.2% de identidad con el gen ppk de E. coli y que codificaba
para una secuencia aminoacidica que presenta una similitud de un 50% con una region interna de
la PPK de E. coli. Este fragmento se utiliz6 como sonda marcada con digoxigenina en
experimentos de hibridacién con DNA de las cepas ATCC 19859 y ATCC 23270. De acuerdo
con las enzimas de restriccién que utilizamos, ambas cepas revelaron poseer solamente una copia
del gen ppk y la misma organizaci6n fisica en la regién donde se encuentra el gen ppk. Luego de
haber amplificado la regién Carboxilo terminal del gen mediante experimentos de PCR inverso y
obtenido la secuencia de ésta, decidimos utilizar la secuencia del genoma de la cepa ATCC

23270 para disefiar nuevos partidores que nos permitieron amplificar y clonar el gen ppk
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completo de la cepa ATCC 19859 de At. ferrooxidans. Se disefi6 el partidor ppk5pri, que estaba
ubicado 221 pares de bases rio arriba del posible inicio de la traduccion del gen. Con este partidor
se amplificé la regién 5' no codificante del gen. Este mismo partidor se utilizo para realizar la
secuenciacién de la zona 5' codificante. Con esto se evité hacer un partidor amino basindose en
la secuencia del genoma de la cepa ATCC 23270, aunque posteriormente comprobamos que las
cepas tienen igual secuencia nucleotidica en el locus ppk (datos no mostrados). Los datos de la
secuencia del ARN ribosomal 168 han mostrado que las cepas ATCC 19859 y 23270 estan
estrechamente relacionadas (Rawlings y Kusano, 1994). Esto nos permitird a futuro, utilizar la
secuencia incompleta disponible del genoma de la cepa ATCC 23270 para identificar, clonar y
estudiar en la cepa ATCC 19859, otros genes de interés para nuestro laboratorio.

El gen ppk de At. ferrooxidans codifica para una proteina que tiene un 34% de identidad y
un 54% de similitud con la PPK de E. coli. Nuestro siguiente objetivo consistié en realizar el
clonamiento del gen ppk en el vector de expresion pET22b+. Luego de ser amplificado, el gen se
cloné en el vector pET22b+, mediante un paso previo en el vector pGEM-T. La construccién de
este vector resulta en la expresién de la PPK recombinante con el péptido lider pelB, codificado
en el vector, el que permitiria la destinacién de la proteina al periplasma de E. coli y una cola de
6 residuos de histidina en el extremo carboxilo, lo que permite la posterior purificacion de la
proteina mediante una columna de afinidad. Anteriormente se intenté expresar el gen ppk en el
vector pET21b+, que no presenta secuencia lider pero también contiene la cola de polihistidinas.
Esto no resulté debido a que un sitio Ne I contenido en el partidor ppkNHaNdel nunca se pudo
digerir con esta enzima. Como el vector pGEM-T presenta un sitio de corte para la enzima Nde 1,
al digerir este vector se obtuvo una banda con 48 pares de bases provenientes del vector pPGEM-T
en la zona 5°, lo que impedia la expresién del gen al generarse un codon de término de la

traduccién. El resultado de induccion de la expresion del inserto clonado en el vector pET22b+
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muestra que se ha clonado un marco abierto de lectura que codifica para una proteina predicha de
79 kDa, tamafio que esta de acuerdo a lo descrito para otras PPK. Mas adelante seré necesario
demostrar la presencia de actividad PPK en esta proteina, para lo cual se deberian seguir los
siguientes pasos: i) purificacién de la proteina recombinante para intentar demostrar actividad
PPK in vitro, ii) estudiar si el gen es capaz de expresarse bajo su propia regién promotora en
E. coli y iii) estudiar la regulacion de la expresion del gen bajo distintas condiciones de
crecimiento de At. ferrooxidans.

Fn nuestro laboratorio determinamos la secuencia N-terminal de una proteina que se
encontraba inducida en carencia de fosfato. El péptido presentaba una alta identidad de secuencia
con la PstS de E coli, protefna que une el fosfato para incorporarlo al interior de la célula (Fig. 9).
Mediante analisis de tBLASTx, utilizando Ia proteina PstS de E. coli y la base de datos de la
secuencia del genoma no terminado de At. ferrooxidans ATCC 23270, se enconir6 la presencia
de dos genes, llamados pstSI y pstS2 que posiblemente codificarian para dos proteinas PstS.
Tnteresantemente, una especie de “paseo cromosémico in silico”, reveld que en el genoma de
At. ferrooxidans existen genes homologos a pstd, pstC, phoB, phoR , phoU'y ppx, sugiriendo
fuertemente la existencia de un regulén Pho similar al descrito en otros MiCro0rganismos.

El analisis de las proteinas PstS1 y PstS2 de At ferrooxidans muestra que la PstS1 tiene
conservados siete de los ocho aminoacidos necesarios para formar puentes de hidrégeno con el
fosfato. Estos incluyen Treonina 10, Serina 38, Aspartico 56, Arginina 135, Serina 139, Glicina
140 y Treonina 141 con el solo cambio de Fenilalanina 11 por Alanina. Esta sustitucion en la
proteina quizas no afecte mayormente su actividad, debido a que este grupo forma un puente de
hidrégeno con el fosfato utilizando el grupo NH de la cadena peptidica. La proteina PstS2 tiene
conservados seis de los residuos v sustituidos Ia Fenilalanina 11 por Leucina y la Treonina 141

por Acido Aspartico. Este cambio puede afectar alguna de las propiedades de transporte del
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fosfato, que se encuentra completamente determinado por enlaces de hidrogeno. Cabe mencionar
que en la estructura de la PstS debe tenerse especial atencion a los aminoacidos que unen a los
oxigenos O3 y Oy del fosfato. El grupo —OH de la Serina 38 es el grupo favorablemente
posesionado para aceptar con su par de electrones desapareados al segundo proton del fosfato que
esta en 03. El Aspartico 56 es responsable de reconocer un proton del fosfato (que pasa como
H,PO;) y facilitar la unién del segundo proton del fosfato aceptando un enlace de hidrégeno de
la Serina 38. La carga negativa del fosfato queda entonces concentrada en los oxigenos 1y 2, que
interactiian con la Arg 135 (Luecke y Quiocho, 1990).

Es interesante notar que de los dos genes pstS, el gen pstS1, es el que presenta un mayor
porcentaje de identidad con E. coli'y se encuentra ubicado en un posible operon que presenta una
organizacion genética muy similar a £. coli (pstSCAB-phol), salvo por la presencia del gen ppx,
el cual se encuentra ubicado rio abajo de phol en At. ferrooxidans. En E. coli, los genes ppky
ppx se encuentran formando un operon, mientras que en At. ferrooxidans no se encuentran juntos.

La proteina PhoB actia uniéndose a las cajas “pho”, que estan en las regiones -35 de los
genes que forman parte del regulon Pho (Wanner, 1996). A la fecha, hemos encontrado similitud
en las posibles zonas promotoras de los genes phoB y pstSI de At. ferrooxidans (datos no
mostrados). No obstante, como no satisfacen exactamente el consenso para las cajas pho, se
necesitardn futuros experimentos para demostrar la union de PhoB a estas zonas. En la zona 5’
del marco abierto de lectura codificante para la PPK no hemos encontrado una posible secuencia
promotora ni una caja  pho de acuerdo al algoritmo utilizado.

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). Es posible que exista un tipo de promotor que

no es predecido por el método empleado o que el gen se cotranscriba con un pequefio marco
abierto de lectura presente rio ariba. Este marco abierto codifica para una proteina hipotética que

no tiene homologia con alguna proteina conocida en la base de datos. Se necesitaran futuros
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experimentos de extension del partidor y Northern Blot para definir el o los posibles promotores
que controlarian la expresién del gen ppk de At. ferrooxidans. Cabe mencionar que en
Acinetobacter sp. ADP1, el cual es un organismo acumulador de poliP, se ha demostrado que el
gen ppk tiene 2 promotores y que uno de ellos es inducible en carencia de fosfato. No se ha
encontrado en este organismo una secuencia tipo caja pho en su region promotora (Geidorfer y
col., 1998).

En E. coli se ha propuesto que el operén formado por los genes ppk y ppx formaria parte
del regulén Pho debido a que una cepa mutante en el gen phoB no acumula poliP (Rao y col,,
1998). En nuestro laboratorio hemos observado que 4. ferrooxidans acumula granulos de poliP
cuando se crece en presencia de fosfato y las mediciones de actividad PPK realizadas en extractos
crudos de At. ferrooxidans asi lo demuestran. Los grénulos de poliP desaparecen al traspasar un
cultivo crecido con fosfato a un medio sin fosfato, lo que podemos atribuir a la actividad PPX. Es
posible pensar entonces que el gen ppk de 4. ferrooxidans quizds pueda tener una regulacion
independiente del gen ppx y posiblemente de los genes del regulon Pho.

En el posible operén pstSCAB-phoU-ppx sera interesante estudiar la regulacion de la
expresion del gen ppx debido a su relacién con la tolerancia a metales pesados. Una posible
hip6tesis seria que los metales presentes en la superficie de At ferrooxidans, al formar
precipitados con fosfato, disminuyen la concentracion y biodisponibilidad de este ultimo. La
expresion conjunta de los genes pstSCAB-phoU'y ppx permitiria tener un sistema que: (i) permita
desintoxicar a la bacteria de los metales por la hidrélisis del poliP y posterior salida de este
acomplejado con metales (Keasling, 1997) y (ii) que permita internalizar el fosfato liberado hacia
el medio extracelular mediante Ia expresion de sistemas de transporte de alta afinidad de tipo Pst.
La duplicacién de los genes pstS, pstC'y pstA podria dar cuenta de una regulacién diferencial de

la expresion de estos transportadores.
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FI arseniato, al ser una andlogo del fosfato, utiliza los mismos sistemas de entrada de éste a
la célula. En E, coli se ha mostrado que el arseniato entraria por los sistemas Pit y Pst. En nuestro
laboratorio se ha estudiado la resistencia de At. ferrooxidans a arseniato y se ha encontrado que
esta se relaciona con la cantidad de fosfato presente en el medio (Varela y col. 1998). A la fecha
no hemos encontrado en el genoma incompleto de At. ferrooxidans, genes a los cuales se les
pueda asignar homologia con los transportadores Pit de E. coli. Quizas sea posible que
At. ferrooxidans solamente tenga transportadores especificos de tipo Pst.

Al encontrarse posibles genes homologos a componentes del regulon Pho en
At. ferrooxidans ATCC 23270, podemos pensar que la cepa ATCC 19859 posee un posible
sisterna Pho similar debido a que los genes que hemos estudiado en nuestro laboratorio, presentan
una identidad de secuencia nucleotidica superior a un 99% al comparar ambas cepas de
At. ferrooxidans.

La tecnologia de microarrays de ADN, una vez que se encuentire disponible para
At. ferrooxidans permitird dilucidar algunos aspectos del metabolismo del fosfato y del poliP en
este organismo. Por ejemplo como se regula la expresion de este conjunto de genes en carencia
de fosfato y presencia de metales. Posiblemente existan otros genes a los cuales no se les haya
podido asignar una posible funcion por tener niveles de identidad muy bajos con los genes
conocidos y estudiados en otros organismos. Uno de estos genes podria codificar para una porina
de membrana externa que fenga una mayor afinidad por aniones, tales como fosfato. Los
resultados de este trabajo son esenciales para conocer el sistema de captacion de fosfato en
At. ferrooxidans. Este conocimiento serd de suma importancia en definir la forma como estos
microorganismos se adaptan en las faenas de biomineria y ayudar a definir etapas limitantes

como la biodisponibilidad de fosfato entre muchas otras.
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Anexo 1
Alineamiento de Secuencias aminoacidicas de
PPKs y ubicacién de los partidores utilizados
en los experimentos de DOP-PCR
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Comparacion mediante BLASTX de la secuencia del fragmento
amplificado mediante DOP-PCR




BLASTP 2.2.1 [Apr-13-2001}

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman {(1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLASY: a new generation of protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.
RID: 998071309~9664~%06
Query=

{171 letters)

Database: nr
736,524, sequences; 233,319,389 total letters

Score E
Seguences producing significant alignments: (bits) Value

ref|NF _082120.1| RIKEN cDNA 4833428E21 gene [Mus musculus] >gill... 124 3e-28

prfl 12092650 chorien protein Bll [Bombyx mori} 122 le-27
prf]11209265R chorion protein Bi3 [Bombyx mori} 120 6e-27
pirl1146413 keratin KAP5.5 - sheep (fragment) >gi[313722|emb|CRA... 119 le-26
dbj IBAB32180.1] (AKD20699) putative [Mus musculus] 116 T7e-26
ref|NP_056623.1| keratin-associated protein 5-1 [Mus musculus] >... 116 Te-26
emb]CAB5779L.1| {X01068) Hc-B chorion protein [Bombyx mori] 115 2e-25
sp|P20730|CHHC_BOMMO CHCRION CLASS HIGH-CYSTEINE HCB PROTEIN 13 ... 114 4e-25

pir|1I46412 keratin KAP5.4 - sheep >gi]|313720|emb[CAAS1829.1} (X... 114 4e~25
ref|NP_056624.1] keratin-associated protein 5-4 [Mus musculus] >... 113 6e-25

ALIGNMENTS
>ref|NP_082120.1] RIKEN cDNA 4833428E21 gene [Mus musculus]
dbj |BAB29552.1] (AK014785) putative [Mus musculus]
Length = 188

Score = 124 bits (311), Expect = 3e-28
Identities = 65/187 (34%), Positives = 87/187 (45%), Gaps = 33/187 (17%)

Query: 4 ACAGAATGCGGACCTGCAGGCGA——————~—— == ACACCAATGTGATCAATGGC 46
+C G + GCG +C GGCG+ BAC+C + C + GGC
Sbjct: 2 SCCGECSGEECESSC————= GGCGSNCCKPVCCCKPVCCCVPACSCSSCGRCKGGLGSCGEL 56

Query: 47 ATGT-TCAGTGGTGETCCECTGAC-—CAGCARCECGCCGTCTTIGGCGTCGGACAGCCTG 103
G +C G G G+C BC G C C GC +CG GC G C++ GGCGHCGG GC G
Sbjct: 57 KBGCGSCEECKGECESCEECKGECGSCEGECESCG-GCKGECSSCEELESCEECKGGC--G 113

Query: 104 TCCGGGTACTGACAATGATGTTTAACGCATAACGCTTCCGTCTTGCGCAGACGGCACTTG 163
+C GG GC+ G ++ C +#C C CC Cc+C + € CcC+
Sbict: 114 SC--GGCGSCGGCGSCGCCQRSSCCKPECCQSSC~CRPCC-~CQSSCCQSSCCKPCCCQSS 168

Query: 164 TCACCAC 170

c cc
Sbjct: 169 CCKPCCC 175

Score = 115 bits (287), Expect = 2e-25
Identities = 64/179 (35%), Positives = §2/179 (45%), Gaps = 40/179 (22%)

Query: 4 ACAGAATG-CGGAC--CTGCAGGCGAACACCAATGTGATCAATGGCATGTICAGTGGTGE 60

AC+ ++ G C G C C GC GGCG+ c C+GGC G C GG G
Sbjct: 37 ACSCSSCGDCRGGCGSCGGCKGGCGSCGECKGG-———= CGESCGGCRGG--CGSCGGECG—- 87
Query: 61 TCCGCTGAC--CAGCAACG-——== CGCCGETCTTTGGCGTCGGACAGCCT GTCCGGGTACT 113
+C GC G C C GC +CG CG CG C + GGCGECG + CC cCc ++C

Sbjct: 88 SCGGCKEGCSSCGGELGSCEECKGECESCEGEESCEECGSCELCRSSCCKPCCC—-Q8SCC 145

Query: 114 GACAATGATGTTTAACGCATAACGCTTCCGTCTTGCGCAGRCGGCACTTGTCR--CCAC 170
c C +4+C +4CC £ € + C cC+ CA CCC
Sbjct: 146 KPC-=———=rmome———- CCOSSCCOSSCCKPC-~~CCQSSCCKPCCCQSSCCAPYVCCQC 187

Score = 33.9 bits (76}, Expect = 0.59
Identities = 14/41 (34%), Positives = 20/41 (48%), Gaps = 4/41 (9%)




Query: 134 AACGCTTCCGTCTTGCGCAGACGGCACTTGTCAC---CACA 171
+ CGC+ CG+ GCG + C c cc C+C+
Shjets: 2 SCCGCSGECGESSCEGCG-SNCCKPVCCCKEPVCCCVPACSCS 41

>prf| 12092650 chorion protein Bll [Bombyx mori]
Length = 202

Score = 122 bits (306), Expect = le~27
Tdentities = 71/191 (37%), Positives = 74/1%1 (38%), Gaps = 437191 (22%)

Query: 5 CAGAATGCGRACCTGCAGGC —— ===~ ————— o mmm— e — = GARCACCARTGTGAT 39
cCG GCGG C GC GC G CC G
Sbjct: 28 CRGCGCECEE--CEGLESGCCDRFCVASNSARPTGLSICSENRYNGDVCVCGEVPFLGTA 85

Query: 40 CAATGGCATGT TCAGTGGTGETCCGCTGACCAGCARCGCGCCETCTT-TGGCGTCGEACA 98
C++G C G G CGT+C GC CGCG CG C GECG CG C
Sbjct: 86 DVCGDMCSSGCGCIDYG-CEDDCIGITQSC-GECGECGCEGCEECECGCGECGECECECE 143

Query: 99 GCCTGTCCEEGTACTGACAATGATGTTTARC—GCATAACGCTTCCGTCTTGCGCAGACGG 157
&C GG CGC G G Cc GC CeC C G GCGC G CGG
Sbjct: 144 GC-~——=—~ GGCGC-GECGGCGCEGECEECECEECEECECGCEGECSG---CGCEC-GGCEG 191

Query: 158 CACTTGTCACC 168
cCC GCCC
Sbjct: 192 CGCGCGGLGCC 202

Score = 105 bits {261), Expect = 2e-22
Tdentities = 70/188 (37%Y, Positives = 78/188 (41%), Gaps = 387188 (20%)

Query: 2 ARACAGAATGCGGACCT GCAGGCGAACACCAATGTGATCAATGGCA-TGTT-CAGTGGTG 53
A+ G GCG CGC GCe C C + cC + A TG + C+ G
Shject: 16 AQSVLGTGCGCG-——CRGCGCGCGG-CGGCGSGCCDRFCVRSNSAAPTGLSICSENRYNG 71

Query: 60 GIC-CG-——wwmmu== CTGACCAGCAA-—~~CGCGCCETCTTTGGOGTCG-GACAGCCTE 103
C Ccé c C +GC cCG C G + GGCGE CG G C GC G
Soijct: 72 DVCVCGEVPFLGTADVCGDMCSSGCGCIDYGCGDDCIGITRSCGECGELGCGGCEGLECE 131

Query: 104 TCCGGGTACTGACAATGATGT TTARCGCATARCGCTTC-CGTCTTGCGCAGACGGCACTT 162
CGG c c G CGC GC CC6C GCGC G CGGC C
Sbijct: 132 --CGGECGGCGCGCGECEE——————= CGCG--—~GCGGECGCEECE-GCGLGE-CEGCELGE 176

Query: 163 GTICACCAC 170
GC+ CC
Sbjct: 177 GGCSGCGC 184

Score = 63.9 bits (154), Expect = 5be-~10
identities = 35/79 (44%), Positives = 35/79 (44%), Gaps = 10/79 (12%)

Query: 1 GAAACAGAATGCGGACCTGCA-GGCGARCACCAATGTGATCARTGGCATGTTCRAGTGGTG 59
G cCG GCGE C GC GGCG C C GG C GGC G C6G GG
Sbjct: 131 GCGGCGGCGCECGG--CEECGCEGCEE-CECGECGGCE-—CGECEGTGECG--CGGCSGCE 183

Query: 60 GTCCGC--TGACCAGCRAC 76
C GC G CGC C
Sbijct: 184 CGCGGCGGCGCGCGGCGLC 202

Score = 36.6 bits (83), Expect = 0.0%90
Identities = 18/49 (38%), Positives = 19/42 (38%), Gaps = 12/49 (24%)
Query: 112 CTEACAATGATGTTTAACGCATARCGCTTCCETCTTGCGCAGACGGCAC 160

CTa A GT cGC CGC GCG G CG c
Sbijct: 10 CTIALVAQSVLGT---GCGCGCRGCGC-—=—mm——= GCEGCGEGCGSGLC 46

>prf]11209265R chorion protein B13 [Bombyx mori]
Length = 182

Score = 120 bits {300), Expect = Ge-27
Identities = 68/177 (38%), Positives = 74/177 (41%), Gaps = 34/177 (19%)

Query: 10 TGCGGEACCTGCAGGCGARCACCAATGTGATCAATGGCA-TGTT-CAGTGGTGGTIC-CG-~ 64




TGCG CC GC GCG C C + c + A TG + C+ & CCG
Sbjct: 22 TGCG-CCCRGCGCGCGG-CGGCGSRCCDRFCVCSNSAAPTGLSICSENRYNGDVCVCGEV 18

Query: 65 —--———w- CTGACCAGCAA----CGCGCCETCTTTGGCGTCG~GACAGCCTGTCCGGGTA 111
c C +GC CG GC G + GECE CGGCGC GC GG
Sbjct: 80 PFLGTADVCGDMCSSGCGCIDYGCGDGCVGITQSCGGCGGCGCGGCGGCGCGGCGGCGCG 139

Query: 112 CTGACAATGATGTTTAACGCATARCGCTTCCGTCTTGCGCAGACGGCACTTGTICACC 168

G C G G CGC CG GCGC G CGGC C G C CC
Sbjct: 140 GCGGLCGCCGGECG----GCGCECGELG-—=~————=~ GCGCCGGCGECGCGCGGLGLC 182

Score = 97.1 bits (240}, Expect = 6e-20
Identities = 51/141 (36%), Positives = 53/141 (37%), Gaps = 397141 (27%)

Query: 1 GAAACAGAATGCGGACCTGCAG—-—GCGAACACCAATGTGATCAATGGCATGTTCAGTGG 57

G GA CG C +GC GCe C G +C GGC
Sbjet: 77 GEVPFLGTADVCGDMCSSGCGCIDYGCGDGCV-—-—= GITQSCGGELGEGCE———=m=—=—" 121
Query: 58 PGETCCGCTGACCAGCAACGCGCCETCTTTGGCGTCGGACAGCCTGTCCGGGTACTGACA 117
CGCG CGC CGCG CGC GGCG CG C GC G C GC
Sbijct: 122 ———~CGGLEECECGECEECGLEECEECECCEECEECEEELEEE - -———== GGCGCCGGC- 169
Query: 118 ATGATGTTTAACGCATAACGC 138
CGC CGa
Sbjct: 170 ————mm——- GGCGCGCGECGL 181

Score = B86.3 bits {212), Expect® = le-16
Tdentities = 55/153 (35%), Positives = 57/153 (36%), Gaps = i3/153 (8%)

Query: 24 CGAACACCAATGTGATCAATGGCATGTPCAGTGGTGGTCCGCTGACCAGCARCGCGCCGT 83
cC A + GIG C GC G CGGGEG CC Cc A G c
Sbjct: 10 CAIALVAQSVLGTGCGCCCRG-CGCG-—CGGCGGCGSRCCDRFCVCSNSAAPTGLSICSE 66

Query: B4 CTTPGGECGTCEGA—~——CAGECTGTCCGEGTACTGACARTGATGTTTARCGCATARCE-C 138
G CG A CG C g C G GT + GC CG C
Sbjct: 67 NRYNGDVCVCGEVPFLGTADVC-GDMCSSGCGCIDYGCGDGCVGITRSCGGCEECGCGEET 125

Query: 139 TTC-CGTCITGCGCAGACGGCACTTGTCACCAC 170
CCEGC GCGCL G CGC C ¢ C CC
Sbijct: 126 GGCGCGGECG~GCGLEG-CGGCGL-CEEEGGCGEC 155

>pir| [I46413 keratin KAPS5.5 - sheep (fragment)
emb|CAAB1830.1] (X73435) KAPS5.5 keratin protein [Ovis aries]
Length = 197

Score = 119 bits (297), Expect = le-26
Identities = 64/190 (33%), Positives = B89/190 {46%), Gaps = 37/190 (19%)

Query: 1 GARACAGAATGCGGACCTGCAGGCGAACA-—-CCARTGTGATCAATGGCATGTICACGTGE 57
G +C G+ GCG C GC GCG++C cc + ++C+ GGC + C Gt G
Sbjct: 20 COGACGESKGEELES--CGGECESGCES SCCVPVCCVPACSCSSCSK-GGCGE-~~CGGSKG 73

Query: 58 TGGTCCGCTGACCA-———=—=—=- GCAACGCGCCGTCT-TTGGCGTCGGACAGCCTGTCCE 107
G+C GC +CC C++CG G CG+C + GGLGH+CGG+ GC G+C G .
Sbjct: 74 GCGSCGGCESSCCVPVCCRVPACSCSSCEKGGCGSCGESKGGCGSCEGESKEEE--G3CEE 131
Query: 108 GGTACTGACARTGATGT TTAACGCATAACGCTTCCGTCTTGCGCAGACGEL—————— AC 160
G+ C +C cc cc Cc + G 6 GHCGE c
Shjct: 132 CGSGCGSSCCVP-wwm—mmm= VCCCKPYCC~-CYPACSCSSCGKGGCGSCEGSQSSCCQHTE 182

Query: 161 TTGTCACCAC 170
+ +C c
Sbjct: 183 SQSSCCVPVC 192

Score = 107 bits {(267), Expect = 4e-23
Identities = 59/185 (31%), Positives = 81/185 (42%), Gaps = 227185 (11%)

Query: 1 GAAACAGAATGCGEACCTGCAGGCGARCACCAATGTGATCAATGGCATGITCAGTGGTGE 60
G +C G+ GCG C G GGCGH [0 +G GH+C C +C+ G
Sbjct: 10 GCGSCGGSKGGCGS~~CEGIKGGCG3CEGC--GSGCGSSCCVPVCCVPACSCESCEKGEC 65




por CODEHOP-PCR.
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BLASTX 2.2.1 [Apr-13-2001]

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A..Schaffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402,

RID: 998060234-468-15854

Query=

(2196 letters)

Database: nr
736, 524 sequences; 233,319,383 total letters

Score ]
Sequences producing significant alignments: {bits) Value
gi|7688054]|emb|CAB89696.1| (AJ276418) putative peptide release f... 471 e-131

gi1132468|sp|P28353|RF2_SALTY PEPTIDE CHAIN RELEASE FACTOR 2 (RF... 465 e-129
gi|13363235|dbj|{BAB37186.1] (AP002563) peptide chain release fac... 461 e-128
gi|25072931sp|P07012|RF2_ECOLI PEPTIDE CHAIN RELEASE FACTOR 2 (R... 459 e-128
gi|147569|gb]AAA24520.1] (M11520) peptide chain release factor 2... 458 e-127
gi112517417)gb|AAG58019.1|AE005519_5 (RE0O05519) peptide chain re... 458 e-127
gi|1172913}sp{P43918{RF2_HAEIN PEPTIDE CHAIN RELEASE FACTCR 2 (R... 458 e~127
gi|887841|gb|ARRB3072.1] (U28375) peptide chain release factor 2... 456 e-127
gi}11277786|pir||D82721 translation releasing factor RF-2 XF1l1lli... 452 e-126
gi1127204111gbiARK02274.1| (AEC06053) PrfB [Pasteurella multocidal 441 e-122

ALIGNMENTS
>g1 17688054 |emb|CAB89626.1] (AJ276418) putative peptide release factor 2 [Xanthomona:
pv. campestris]
Length = 374

Score = 471 bits (1212), Expect = e-131
Tdentities = 232/343 (67%), Positives = 272/343 (78%)
Frame = -1

Query: 1644 GIFDLEEKRGRLEEVQRELEDPTIWNNBEKAQELGRERSALEAVITPMDKLTASLADGGE 1465
G D + K+ RLEEV RELE P +WN+AE+AQ LGRERS LE + + + A L D GE
Sbhict: 23 GYLDYDVKKERLEEVSRELESPDVWNDAERAQALGRERSMLEKTVIGIADVLAGLTDAGE 82

Query: 1464 MLELALSEQXXXXXXXXXXXXXXXXXLVEKLEFQRMFSGAQDAANCFVDIQAGAGGTEAQ 1285
+L+LA SEQ VEKLEFQRMFSG D AN EVDIQAGAGGTERQ
Sbjct: 83 LLDLAESEQDEDTAVAVIADLDKYQAHVEKLEFQRMFSGQMDGANAFVDIQAGAGGTEAQ 142

Query: 1284 DWAEMILRMYLHWAESHGFAAELVEVSEGEVAGIKSASIHVRGDHAFGWLRTETGVHRLV 1105
DWAE++LRMYL WAES G+ EL+EVS GEVAGIKSA+I + G++A+GWL+TE GVHRLV
Sbict: 143 DWAEILLRMYLRWAESRGWKTEIMEVSGGEVAGIKSATIRIEGEYAYGWLKTEIGVHRLYV 202

Query: 1104 RKSPFDSGNRRHTSFASVEVYPEIDDSFEVDINPADLKVDTYRASGAGGQHVNKTDSAIR 925
RKSPFDS NRRHTSF SVFV PE+DD+ E+DINPADL+ D YR+SGAGGQHVNKT+SA+R
Sbict: 203 RKSPFDSDNRRHTSFTSVFVSPEVDDNIEIDINPADLRTDVYRSSGAGGQHVNKTESAVR 262

Query: 924 ITHVPSGIVVACQTDRSQHKNRAEAMRMLRSKLYEMEMQKRAVEKQALEDSKSDIGWGHQ 745
ITH+P+ VVACQOT RSQH+NR AM+ML +KLYE+E+QKR VE+ ALE +KSDIGHWG Q
Sbjct: 263 ITHIPTNTVVACQTGRSQHQNRDNAMKMLAAKLYELEVQKRNVERDALEATKSDIGWGSQ 322

Query: 744 IRSYVLDQSRIKDLRTGVEVGDTQKVLDGALDMFIEAALKAGL 616
IR+YVLDQSRIKDLRTG+E DTQKVLDG LD F+EA+LKAGL
Sbjct: 323 IRNYVLDQSRIKDLRTGIERSDTOKVLDGDLDEFVEASLKAGL 365

>gi[132468|sp|P28353|RF2_SALTY PEPTIDE CHAIN RELEASE FACTOR 2 (RF-2)
gi]96819ipir| |A36480 translation releasing factor RF-2 -~ Salmonella typhimurium
gi|154276[gb|AAAT2914.1| (M38590) peptide chain release factor 2 [Salmonella typhim
Length = 365
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Score = 465 bits (1196), Expect(2) = e-129
Identities = 219/343 (63%), Positives = 273/343 (78%)
Frame = -1

Query: 1644 GIFDLEEKRGRLEEVQRELEDPTIWNNAEKAQELGRERSALEAVITPMDKLTASLADGGE 1465
G D + K+ RLEEV ELE P +WN E+AQ LG+ERS+LEA++ +D++T L D
Sbjct: 23 GYLDYDAKKERLEEVNAELEQPDVWNEPERAQALGKERSSLEAIVDTLDQMTQGLDDVSG 82

Query: 1464 MLELALSEQXXXXXXXXXXXXXXXXXLVEKLEFQRMFSGAQDAANCFVDIQAGAGGTEAQ 1285
+LELA+ + +LEF+RMFSG D+B+C++DIQAG+GGTEAQ
Sbjct: 83 LLELAVERDDEETFNEAVBELNTLEEKLAQLEFRRMFSGEYDSADCYLDIQAGSGGTEAQ 142

Query: 1284 DWAEMILRMYLHWAESHGFAAELVEVSEGEVAGIKSASIHVRGDHAFGWLRTETGVHRLV 1105
DWA M+LRMYL WAR+ GF E++E SEGEVAGIKSA+I + G++A+GWLRTETGVHRLV
Sbjct: 143 DWASMLLRMYLRWAEARGFKTEVIEESEGEVAGIKSATIKISGEYAXGWLRTETGVHRLV 202

Query: 1104 RKSPFDSGNRRHTSFASVFVYPEIDDSFEVDINPADLKVDTYRASGAGGQHVNKTDSAIR 925
RKSPFDSG RRHTSF+S FVYPE+DD ++DINPADL++D YRASGAGGQHVN+T+SA+R
Sbijct: 203 RKSPFDSGGRRHTSFSSAFVYPEVDDDIDIDINPADLRIDVYRASGAGGQHVNRTESAVR 262

Query: 924 ITHVPSGIVVACQTDRSQHKNRAEAMRMLRSKLYEMEMQKRAVEKQALEDSKSDIGWGHQ 745
ITH+P+GIV CQ DRSCQHKN+ +AM+ +++KLYE+EMQK+ EKQA+ED+KSDIGHWG Q
Sbict: 263 ITHIPTGIVTQCQNDRSQHKNKDQAMKQMKAKLYELEMQKKNAEKQAMEDTKSDIGWGSQ 322

Query: 744 IRSYVLDQSRIKDLRTGVEVGDTQKVLDGALDMFIEAALKAGL 616
IRSYVLD SRIKDLRTGVE +TQ VLDG+LD FIEA+LKAGL
Sbjct: 323 IRSYVLDDSRIKDLRTGVETRNTQAVLDGSLDQFIEASLKAGL 365

Score = 20.8 bits (42}, Expect(2) = e-129
Tdentities = 11/25 (44%), Positives = 13/25 (52%)
Frame = -3

Query: 1711 MREVNEMRALHDDLQVRVAGLRGYL 1637
M E+N + DL R LRGYL
Sbjct: 1 MFEINPVNNRIQDLTERTNVLRGYL 25

>gi|13363235|dbj |BAB37186.1| (AP002563) peptide chain release factor RF-2 [Escherich:
Q157:H7]
Length = 365

Score = 461 bits (1185}, Expect = &-128
ifdentities = 218/343 (63%), Positives = 270/343 (78%)
Frame = -1

Query: 1644 GIFDLEEKRGRLEEVQRELEDPTIWNNAEKAQELGRERSALEAVITPMDKLTASLADGGE 1465
G D + K+ RLEEV ELE P +WN E+AQ LG+ERS+LEAV+ +D++ LD
Sbjct: 23 GYLDYDAKKERLEEVNAELEQPDVWNEPERAQALGKERSSLEAVVDTLDQMKQGLEDVSG 82

Query: 1464 MLELALSEQXXXXXXXXXXXXXXXXXLVEKLEFQRMFSGAQDAANCFVDIQAGAGGTEAQ 1285
+LELA+ + +LEF+RMFSG D+A+C++DIQAGHGGTEAQ
Sbjct: 83 LLELAVEADDEETFNEAVAELDALEEKLAQLE FRRMFSGEYDSADCYLDIQAGSGGTEAQ 142

Query: 1284 DWAEMILRMYLHWAESHGEAAELVEVSEGEVAGIKSASIHVRGDHAFGWLRTETGVHRLV 1105
DWA M+ RMYL WAES GF E++E SEGEVAGIKS +I + GD+A+GWLRTETGVHRLV
Sbijct: 143 DWASMLERMYLRWAESRGFKTEIIEESEGEVAGIKSVTIKISGDYAYGWLRTETGVHRLV 202

Query: 1104 RKSPFDSGNRRHTSFASVFVYPEIDDSFEVDINRADLKVDTYRASGAGGQHVNKTDSAIR 925
RKSPFDSG RRHTSF+S FVYPE+DD +++INPADL++D YRASGAGGQHVN+T+SA+R
Sbjct: 203 RKSPFDSGGRRHTSFSSAFVYPEVDDDIDIEINPADLRIDVYRASGAGGQHVNRTESAVR 262

Query: 924 ITHVPSGIVVACQTDRSQHKNRAEAMRMLRSKLYEMEMQKRHVEKQALEDSKSDIGWGHQ 745
ITH+P+GIV CQ DRSQHKN+ +AM+ +++KLYE+EMOK+ EKQA+ED+KSDIGKG Q
Shjct: 263 ITHIPTGIVTQCQNDRSQHKNKDQAMKQMKAKLYELEMQKKNAEKQAMEDNKSDIGWGSQ 322

Query: 744 IRSYVLDQSRIKDLRTGVEVGDTQKVLDGALDMEFIEARLKAGL 616
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IRSYVLD SRIKDLRTGVE +TQ VLDG+LD FIEA+LKAGL
Sbict: 323 IRSYVL.DDSRIKDLRTGVETRNTQAVLDGSLDQFIEASLKAGL 365

>gi12507293lspIP07012!RF2_ECOLI PEPTIDE CHAIN RELEASE FACTOR 2 {RF-2)
gi|7428983|pir| |FCECR2 translation releasing factor RF-2 - Escherichia coli (strain
gi[23671721gb|ARCT75929.1] (AE000372) peptide chain release factor RF-2 [Escherichia
gil228558 prf|11806195A peptide chain-releasing factor:ISOTYPE=2 [Escherichia coli]
Length = 365

Score = 459 bits {1181), Expect = e-128
Tdentities = 217/343 (63%), Positives = 269/343 (78%})
Frame = -1

Querys: 1644 GIFDLEEKRGRLEEVQRELEDPTIWNNAEKAQELGRERSALEKVITPMDKLTASLADGGE 1465
G D + K+ RLEEV ELE P +WN E+BQ LG+ERS+LEAV* +D++ LD
Shjct: 23 GYLDYDAKKERLEEVNAELEQPDVWNEPERAQALGKERSSLEAVVDTLDQMKQGLEDVSG 82

Query: 1464 MLELALSEQXXXXXXXXXXXXXXXXXLVEKLEFQRMFSGAQDAANCFVDIQAGAGGTEAQ 1285
+LELA+ + +LEF+REMFSG D+A+C++DIQAGHGGTEAQ
Sbjct: 83 LLELAVEBDDEETFNEAVAELDALEEKLAQLEFRRMFSGEYDSADCYLDIQAGSGGTEAQ 142

Query: 1284 DWAEMILRMYLHWAESHGFAAELVEVSEGEVAGIKSASIHVRGDHAFGWLRTETGVHRLV 1105
DWA M+ RMYI. WAES GF E++E SEGEVAGIKS +I + GD+A+GWLRTETGVHRLV
Sbjct: 143 DWASMLERMYLRWAESRGFKTEIIEESEGEVAGIKSVTIKISGDYAYGWLRTETGVHRLV 202

Query: 1104 RKSPFDSGNRRHTSFASVFVYPEIDDSFEVDINPADLKVDTYRASGAGGQHVNKTDSAIR 825
RKSPFDSG RRHTSF+S8 FVYPE+DD +++INPADL++D YR SGAGGQOHVN+T+SA+R
Sbhict: 203 RKSPFDSGGRRHTSFSSAFVYPEVDDDIDIEINPADLRIDVYRTSGAGGQHVNRTESAVR 262

Query: 924 ITHVPSGIVVACQTDRSQHKNRAEAMRMLRSKLYEMEMQKRAVEKQALEDSKSDIGWGHQ 745
ITH+P+GIV €Q DRSQHKN+ +AM+ +++KLYE+EMOK+ EKQA+ED+KSDIGWG Q
Sbjct: 263 ITHIPTGIVTQCQNDRSQHKNKDQAMKQMKAKLYELEMQKKNAEKQAMEDNKSDIGWGSQ 322

Query: 744 IRSYVLDQSRIKDLRTGVEVGDTQKVLDGALDMFIEAALKAGL 616
IRSYVLD SRIKDLRTGVE +TQ VLDG+LD FIEA+LKAGL
Shijct: 323 IRSYVLDDSRIKDLRTGVETRNTQAVLDGSLDQFIEASLKAGL 365

>gi1147569|¢gb|AAR24520.1 (M11520) peptide chain release factor 2 [Escherichia coli]
Length = 365

Score = 458 bits (1178), Expect = e-127
Tdentities = 216/343 (62%), Positives = 269/343 (77%)
Frame = -1

Query: 1644 GIFDLEEKRGRLEEVQRELEDPTIWNNAEKAQELGRERSALEAVITPMDKLTASLADGGE 1465
G D + K+ RLEEV ELE P +WN E+AQ LG+ERS+LEAV+ +D++ LD
Shict: 23 GYLDYDBKKERLEEVNAELEQPDVWNEPERAQALGKERSSLEAVVDTLDQMKQGLEDVSG g2

Query: 1464 MLELALSEQXXXXXXXXXXXXXXXXXLVEKLEFQRMFSGAQDAANCFVDIQAGAGGTEAQ 1285
+LELA+ + +LEF+RMFSG D+A+C++DIQAGH+GGTEAQ
Sbjct: 83 LLELAVEADDEETFNEAVAELDALEEKLAQLEFRRMFSGEYDSADCYLDIQAGSGGTEAQ 142

Query: 1284 DWAEMTLRMY LEWAESHGFAAELVEVSEGEVAGIKSAS IHVRGDHAFGWLRTETGVERLY 1105
DWA M+ RMYL WAES GF E++E SEGEVAGIKS +I + GD+A+GWLRTETGVHR+V
Sbjct: 143 DWASMLERMYLRWAESRGFKTEIIEESEGEVEGIKSVTIKISGDYAYGWLRTETGVHRVV 202

Query: 1104 RKSPFDSGNRRHTSFASVFVYPEIDDSFEVDINPADLKVDTYRASGAGGQHVNKTDSAIR 925
RKSPFDSG RRHTSF+S FVYPE+DD +++INPADL++D YR SGAGGQHVN+T+SAR
Sbjct: 203 RKSPFDSGGRRHTSFSSAFVYPEVDDDIDIEINPADLRIDVYRTSGAGGQHVNRTESAVR 262

Query: 924 ITHVPSGIVVACQTDRSQHKNRAEAMRMLRSKLYEMEMQKRKVEKQALEDSKSDIGWGHQ 745
ITH+P+GIV CQ DRSQHKN+ +AM+ +++KLYE+EMQK+ EKQA+ED+KSDIGHG Q
Sbjct: 263 ITHIPTGIVTQCQNDRSQHKNKDQAMKQMKAKLYELEMQKKNREKQAMEDNKSDIGWGSQ 322

Query: 744 IRSYVLDQSRIKDLRTGVEVGDTOKVLDGALDMFIEAALKAGL 616
IRSYVLD SRIKDLRTIGVE +TQ VLDG+LD FIEA+LKAGL
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Secuencia del gen ppk de At. ferrooxidans y ubicacion de los
partidores utilizados.
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ggcaaaccggggttgatctctggtgcgtggattcgtgagggcgcggtggtgatcgatgta
1l ———mmmmm o Fommmmm—— e fmmmmmm e — e m e — e +
ccgtttggccccaactagagaccacgcacctaagcactcccgcgccaccactagctacat
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ggaatcaaccgtcttccggatgggcgggtgaccggcgacgtggactttgccggcgcagag
6l —w———m——- Fmm o —mmm e e — e e tmm— e ———
ccttagttggcagaaggcctacccgcccactggccgctgcacctgaaacggccgcgtctc
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cagcgtgcggcgtggatcaccccggtccccggcggggtcggacccatgactgtggctacc
121 ————mmmmmpo oo Femm fm—mm b fomm————— +

gtcgcacgccgcacctagtggggccaggggccgccccagcctgggtactgacaccgatgg
Q R AAWITUPVUPGGYV G PM TV AT

cttctgcagaacaccctgatcgccgcggagcaccgcatgggggcaccgcatgtctgaggt
181 —-—wm————m PR SRR TP R R Fomm—————— +
gaagacgtcttgtgggactagcggcgcctcgtggcgtacccccgtggcgtacagactcca
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ppkNH,Mscl

gcctgcgccggaaaaagcccgttccgcgccgcctctcgacagccctgagctgtacttcaa
24 —=—mm———= fmmm—————— Fommm e Fammm Fomm o +

cggacgcggcctttttcgggcaaggcgcggcggagagctgtcgggactcgacatgaagtt
P A PEZXARTGSA APZPILDSU®PETLZYTF N

ccgagacctcagcatcctcgccttcaaccagcgggtactggccctggctgacgaccagcg
301 —=m—————m e mm fm—————— fmmm b Fomm——————— +

ggctctggagtcgtaggagcggaagttggtcgcccatgaccgggaccgactgctggtcgc
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ppk1INd
cgtaccgctgctggaacgtttacgctacctgaccatcgtttccagcaatctggacgaatt
361 ————==——— o ————— o —————— e ———— fommm————— dmmm e ——— +

gcatggcgacgaccttgcaaatgcgatggactggtagcaaaggtcgttagacctgcttaa

ppk14Nd ppk12Nd
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ttttgaagtgcgcatggccggactgttgcagcggcttaaattcggcgccggccccttggg
G et e L Fom e — e +
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(2) secuencia aminoacidica deducida a partir del marco abierto de lectura que se encuentra
Ho arriba del marco abierto de lectura codificante para el gen ppk(b).
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ABSTRACT

The tecent availability of an incomplete genormic sequence from At. ferrooxidans allowed us
to-continue and strengthen the demanding task of investigating the proteome and its functional
implications in this extremophilic ‘microorganism. The proteins -of At. ferrooxidans were
separated by two-dimensional pelyacrylamide gel-electrophoresis and their levels of synthesis
and the microsequencing -of their N-terminal -end amino acids were determined. To link the
2D gel spots -of interest with the genes that encodes them, we studied the global changes in
gene expression .of At. ferrooxidans when the bacterium was confronted with phosphate
starvation. By comparing the amino acid sequences of the proteins whose synthesis was
induced or repressed under these conditions, with the available At. ferrooxidans genomic
database, we found several putative genes whose expression may be related to phosphate
starvation. Analysis of the genome DNA sequences upsiream and downstream of these genes
showed us details of the structure of putative operons present in At._ferrooxidans, strongly
suggesting the existence of a Pho regulon containing the putative genes _phoB, phoR, pstS,
pstC, pst, pstB, phoU, ppx and ppk. Some differences were seen in the organization of the
genes in the possible Pho regulon of At. ferrooxidans when compared with the Pho operons
from other ‘microorganisms. This ‘was specially evident in the organization of ‘the genes
involved in polyphosphate metabolism (ppk and ppx). Regulation of phosphate metabolism 1s
-of ‘particular relevance when At. ferrooxidans -grows in the presence -of arsenopyrites, which
release arsenate, a structural analog of phosphate. Structural comparison between the specific
phosphate-binding pretein PstS from £. «coli and the corresponding At. ferrooxidans homeleg

showed that both proteins are highly conserved, including the phosphate/arsenate binding site,
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which shares seven of the eight amino acid residues necessary for the hydrogen bonding to the

-four oxygens of phosphate.

1, INTRODUCTION

Acidithiobacillus ferrooxidans {former Thichacillus ferrooxidans) is an important
bacterium for the bieleaching-of ores-(Rawlings, 1997; Tuevinen, 1990; Lundgren and Silver,
1980). During this process, changes in several conditions, for instance nutrient starvation,
may.adversely affect the microorganisms. Inorganic phosphate (Pi) is.an essential nutrient for
all living cells. Therefore, the lack of phosphate may affect the bioleaching of minerals
(Tuovinen, 1990; Matin, 1991; Beck and Shafia, 1964). The physiological response to
phosphate deprivation has been well characterized in Escherichia coli (Wanner, 1996,
Torriani-Gorini, 1994), which possesses an emergency system known as the Pho regulon
{Wanner, 1996; ‘Torriani-Gorini, 1994; Makino et al,, 1994), consisting of a number of genes
coding for proteins that allow the bacteria to scavenge traces of usable phosphate sources
from the environment, Responses include the production of proteins within the outer
membrane and interior membrane that transport phosphate into the cytoplasm.

Some of these Pi starvation-induced proteins are the outer ‘membrane pore protein PhoE,
alkaline phosphatase (PhoA), the PhoR/PhoB two-component system controlling the
response: PhoR ‘being the sensor-and PhoB the tesponse tegulator. In E. -coli, PhoB -activates
the transcription of the genes belonging to the Pho regulon by recognizing and binding to the
-upstream regulatory element known as the Pho box. Several other proteins (PstA, PstB, PstC,
PstS) which -are part -of the high affinity phosphate-specific transport (Pst) system are also

induced in their synthesis as part of the response to phosphate starvation (Wanner, 1996;
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Torriani-Gorini, 1994; Makino et al., 1994). Additionally, bacteria synthesize inorganic
polyphosphates (polyP) as 2 Pi reservoir (Kornberg et al., 1999). The enzyme respomsible for
the 'synthesis of polyP is the polyphosphate kinase (PPK), and the enzyme degrading polyP to
Pj is the exopolyphosphatase (PPX). Both -genes (ppk and ppx tespectively) are -apparently
part-of the Pho regulon in £. coli( Torriani-Gorini, 1994).

We have previously analyzed the global protein -changes in A% ferrooxidans when
subjected to phosphate starvation (Seeger and Jerez, 1993; Jerez et al, 1992). By tweo-
.dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, -at least 25 proteins changed their levels of
expression under the limiting conditions (Seeger and Jerez, 1993; Seeger and Jerez, 1992).
Recently, we have also developed an assay based on the induction of outer membrane proteins
during phosphate starvation to determine in sifu the phosphate-lacking state of At
ferrooxidans (Varela et al., 1998). The determination of this physiological state is particularly
important when the microorganisms are grown in the presence of arsenate. Being a structural
analog of phosphate, arsenate enters the cell through both the Pit (phosphate inorganic
transporter, constitutive system) and the Pst (inducible) systems employed to incorporate
phosphate (van Veen, 1997; Luecke and Quiocho, 1990). As a consequence, the resistance of
At. ferrooxidans to arsenate will greatly depend not only in having an arsenic resistance ars
operon (Nies and Silver, 1995) but also on the phosphate concentration present in the growth
‘medium (Varela-et-al., 1998).

Tn the present teport, we illustrate the use of reverse genetics and the available genomic
database to analyze the putative genes-of At. ferrooxidans whose -expression may be related to
phosphate starvation. Starting with the amino acid N-terminal sequence of a protein induced
under phosphate starvation, we found it t0 e highly similar to PstS, the phosphate binding

protein of the (ABC type) Pst phosphate transporter. The analysis of the genome DNA
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sequences upstream and downstream of the putative At ferrooxidans pstS gene strongly
suggests the existence of a Pho Tegulon in this bacterium. On the other hand, the database

currently available showed that a Pit system was not apparent in this microorganism.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Bacterial strains, plasmids, and growth conditions.
The At. ferrooxidans strain ATCC 19589 was used in these studies. Growth on ferrous iron

was in modified 9K medium as previously described (Amaro et al., 199 1).

2.2. Polyacrylamide gel electrophoresis.

Standard two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE) (pH 5 to 7 in
the Tirst dimension) or non-equilibrium pH (2-D NEPHGE) (pH 3 to 10 in the first dimension)
(OFarrel et al,, 1977) was performed as described before Tor At._ferrooxidans (Seeger and

Jerez, 1993; Jerez et al., 1992; Seeger and Jerez, 1992).

2.3 N-terminal end amino acid sequencing.

Total At. ferrooxidans proteins were separated by 2D-PAGE and the spots of interest were
cut-out from the-gels-and transferred to PVDF membranes for -determination of the N-terminal
amino -acid sequence (Jerez <t al., 1992). Some sequencing was performed by the Lab. de
Microséquengage -des Protéines -of the Institut Pasteur Laboratory -(Paris) and -others

performed at the sequencing facilities-of the GBF, Germany.
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2.4. Sequence and database analysis.

A tBLASTx (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) search against the At ferrooxidans

ATCC 23270 unfinished genome sequence database (The Institute for Genomic Research,

http://www.tigr.org) was tun using the N-terminal sequence of the protein of interest. After

the identification of the contig containing the gene of interested we looked for the upstream
and downstream sequences in a kind of “internal contig walking”. In each iteration we
obtained 1 kb of new sequences from this contig. The resulting sequences were merged by
using the GCG set of programs. The ORFs, corresponding to homologs of the genes analyzed
were searched for by using the ORF finder program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf. html). The physicochemical properties of the proteins

derived from the ORF finder program were obtained using the PROTOPARAM program at

the Expasy molecular biology site (http://expasy.cbr.nrc.ca/tools/protparam.html). The amino

acidic sequence alignment between a given E. coli gene and its At. ferrooxidans homolog was

performed with Clustal W (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/mu]ti-amggl.html)

and edited by using the BOXSHADE program

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Structural alignments between the

PstS protein and its At. ferrooxidans homolog were done using the available structure and the

Cn3D program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Proteomic analysis of At. ferrooxidans.
Total protein from At. ferrooxidans from different growth conditions were separated by 2D

NEPHGE. Figure 1A shows the gel protein pattern obtained for At. ferrooxidans ATCC
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19859. The proteins were stained with Coomassie Blue and these gels were the starting point

to isolate proteins of interest that change their tevels under different growth conditions
{Seeger and Jerez, 1993; Jerez et al., 1992; Seeger and Jerez, 1992; Varela et al., 1998).
Although the-sensitivity-and resolution of this type of gels does not allow the -separation of -all
the proteins from At. ferreoxidans, the method is sensitive enough to start the proteomic
analysis-of a number-of gene products.

By -employing this 2D PAGE procedure we have previously identified several proteins
induced .or repressed under a variety of conditions as indicated in Fig. 1A (Seeger-and Jerez,
1993; Jerez ct-al., 1992; Seeger and Jerez, 1992; Varela et al., 1998). Some of these proteins
are the molecular chaperones DnaK (sp/P29133) and GroEL (sp/P29134) induced under heat
shock, ethanol and pH changes (Amaro et al, 1991; Varela and Jerez, 1992), the outer
membrane protein Omp40 (bbs/120030; emb/CAA10107 and AJ012661) changing under
phosphate starvation (Jerez et al., 1992; Guiliani and Jerez, 2000) and rusticyanin (Ru),
induced by the presence of ferrous iron and repressed by the presence of sulfur (Osorio et al.,
1993). As seen in Fig. 1 B and C, the inset window shows the change in the Jevels of
synithesis of several proteins when the cells were subjected to phosphate starvation. Protein 16
synthesis increased due to the lack of phosphate, and was therefore isolated from the 2D gel
and subjected to N-terminal amino acid sequencing, Ttesulting in the sequence
(APTISLLETGSTLLYPLFNLAV .

Comparison -of this amino -acid sequence with the GeneBank database showed that this
protein was similar to PstS. This result was not surprising, since protein 16 was induced in the
absence -of phosphate, as is PstS from £. coli together with the other proteins -of the Pho
regulon -(Torriani-Gorini, 1994). This result strongly sugpests that At ferrooxidans has a

phosphate scavenging system similar to the one present in E. coli and other bacteria. In this
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regard, we have previously detected changes in the outer membrane proteins of AL
ferrooxidans when the cells were subjected to phosphate starvation (Jerez et al., 1992; Varela

etal., 1998).

3.2. Location of the pstS-like sequence in the genome of At. ferrooxidans

To locate the putative pstS-gene in At. ferrooxidans, we run a tBLASTx search against the
At. ferrooxidans ATCC 23270 unfinished genome sequence database using the N-terminal
-amino -acid sequence -of the PstS protein -obtained or the sequence of PstS from -E. coli. We
found two different contigs in the genome from At. ferraoxidans, containing significant scores
with the E. coli PstS sequence, suggesting the possible existence of two pstS-like genes in. Az
ferrooxidans (pstSI and pstS2). The pstS2 gene contained the N-terminal sequence obtained
from protein 16. With the current available information, we considered the pstSI gene with
THighest score the possible pstS homolog. Fig. 7 shows the enfire amino acid sequence of the
putative At, ferrooxidans PstS1 compared with that of E. coli PstS.

Both At ferrooxidans pstS genes showed a putative signal peptide, supporting the putative
periplasmic location of the proteins, as found for the E. coli PstS. The putative PstS1 amino
acid sequence showed an identity of 50 percent and a similarity of 64 percent with the E. coli
PstS protein.

All Pho Tegulon -genes ‘ot ‘operons ‘are preceded by a promoter comntaining -an upstream
activation site ‘with a -consensus Pho box sequence for transcriptional -activation by
phosphorylated PhoB-(Makino et al., 1994). Also, all Phoregulon promoters have anumber-of
features in common., The Pho box is composed of two 7-bp dircct repeats with the wel
conserved -consensus CTGTCAT separated by a 4-bp segment that is part -of the -35 region(

Makino et al., 1986). As Fig. 3 shows, the putative gene coding for PstS1 from A
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ferrooxidans shows a possible 18-bp Pho box with the aforementioned characteristics. In the
case of the putative gene for PhoB from At ferrooxidans, although less conserved, a possible

Pho box is also-apparent.

3.3. Structural comparison of AL ferrooxidans PstS-like protein with E. coli P'stS

The high-degree of conservation between the E. .coli and the putative At. ferrooxidans PstS,
and the fact that a crystallographic structure for the £. coli PstS protein has been reported
(Luecke -and Quiocho, 1990), prompted us to do -a structural alignment between the two
proteins. Fig 4, A,B shows the results of this comparison. There is a high degree of structural
conservation between the two proteins, indicating that both may have the same function in
binding phosphate and its structural analog arsenate.

The degree of structural similarity between the PstS from E. coli and that of the putative
At. ferrooxidans PstS is more evident when the active site Tor the phosphate binding is
compared. Seven of the eight residues necessary for the hydrogen bonding to the four oxygens
of phosphate are conserved. These residues include Thr 10, Arg 135, Ser 139, Thr141, Ser 38,

‘Gly 140 and Asp56, as shown in Fig. 4C.

3.4. In silico search of a putative Pho regulon containing the pstS-like gene in the
At. ferrooxidans genome

After locating part -of the -contig <containing the pstS-like -gene -with -a high degree of
‘homelogy to the E. coli pstS, we searched for the upstream and downstream -sequences {see
Materials and Methods). A tBLASTx search was run against the incomplete genome sequence
.of the At. ferrooxidans ATCC 23270. After running the program ORF Finder with an 8.2 Kb

of the sequence, we identified eight ORFs that are summarized in Table 1. In general, the
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molecular sizes of all the proteins from At. ferrooxidans that had putative homologs in the
Pho regulon from E. coli-were very similar, The theoretical isoelectric points showed a greater
variation, specially in the case of PhoR. Some of these differences may teflect adaptations of
the-proteins which are-or have a region in the -acidic periplasmic-space of At. ferrooxidans.
Fig. 5 shows that the eight ORFs present in this region of the A4t. ferrooxidans DNA seem
10 be -organized in two -operons. The first-ene is the-one composed -of phoB-phoR, and the
second is pstSCAB-pholl-ppx. This last operon shows almost the same physical -organization
as the £, -coli-operon (pstSCAB-pholl), except for the presence of the ppx gene. In E. coli, the
ppx gene is located downstram of the ppk gene, both forming a separate operon. The Pho
aperon of Burkholderia fimgorum 1B400 deduced from the currently available NCBI
genomic sequence (Chivez and Jerez, unpublished results) also shows similar features with
the other Pho operons although with a different location for the phoB/phoR pair. The
organization of the ppx and ppk genes is different in all the Pho regulon gene groupings
shown in Fig. 5. E. coli has both ppk and ppx genes in the same operon (Kornberg et al,,
1999), and ‘therefore if they are coregulated at the transcriptional level, it is difficult to
envisage an accumulation of polyP granules since the two enzymes have opposite activities
(synthesis versus degradation of polyP). In fact, . coli only transiently increases polyP
synthesis under adverse conditions, and no polyP gramules have been reported in this
‘bacterium. One could speculate that microorganisms having the ppk-and ppx genes organized
in ‘separate -operons, -could regulate synthesis -and degradation of polyP separately, allowing
them to accumulate these polymers in response to stressing-conditions. Interestingly, we have
observed that both At. ferreoxidans (Alvarez-et al., 2001) and B. fumgorum {Chavez and Jerez,

unpublished results) have great capacity to-accumulate polyphosphate granules. It will be-of
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great interest to study the mechanism of regulation of the expression of these operons and the
role they could play in adaptation of A2. ferrovxidansto fts environmerit.

Tn conclusion, we have shown, using 2D-PAGE for protein separation and reverse genetics
for ‘gene ‘determinations, that the putative phosphate -and -arsenate binding protein PstS1
present in At ferrooxidans is highly -conserved when compared with E. coli PstS both in
sequence and structure. At. ferrooxidans ATCC 23270-contains a putative Pho regulon similar
to the one present in -other bacteria. This is also likely to-occur in strain ATCC 19859, since
the genes from this strain that we have sequenced so far (not shown) have 98-99% identity
compared with those of strain ATCC 23270. Obviously, it will be necessary to confirm the

proposed genetic organization with expression studies.
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Table 1..Some properties of the proteins present in the Pho regulon from £. coli with the

corresponding homolog proteins from 4t ferrooxidans.

Proteins Molecular Mass Theoretical Identity
(kDa) Isoelectric Point {%)
At. ferrooxidans  E.-coli At. ferrooxidans E.-coli

PhoB 27.8 264 6.62 5.46 49
PhoR 49.7 49.6 5.44 9.63 37
PstS” 36.2 37 9.41 8.39 50
PstC 36.6 34.1 7.03 5.89 35
PstA 30.5 323 10.43 9.94 55
PstB 322 29 581 6.13 69
PhoU 264 274 5.03 5.14 44
PPX 534 58.1 7.01 6.65 34

- PstS1 from At. ferrooxidans.
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FIGURE LEGENDS

Fig 1. 2D NEPHGE of total proteins from At. ferrooxidans. A, total protein from Az,

ferrooxidans ATCC 19859 scparated by 2D PAGE and stained -with-Coomassie Blue.

grown in the presence-of phosphate-(B) and in phosphate-starved cells (C). Numbers

to the left indicate molecular weight markers in kilodaltons.

Fig 2. Amino acid sequence alignment between E. coli (Ec) PstS1 protein and its At
ferrooxidans (Atf) homolog PstS1. This alignment was done excluding the signal peptide
necessary for the periplasmic export of these proteins. Black boxes, identity; gray boxes,

similarity.

Fig 3. Possible existence of Pho boxes in the promoter regions of phoB and pstS from
At. ferrooxidans. A. The nucleotide sequence alignments between the psiST (psiS14i)
and phoB putative promoter regions of At. ferrooxidans (phoBAtf) are compared with the
corresponding Pho boxes from the homolog genes from E. coli (pstSEc and phoBEc).
The known -10 regions and the mRNA -start sites (a-G -at +1) described for F. coli-are

indicated {Makino et-al., 1994).
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Fig 4. Structural alignment between E. coli PstS and the At. ferrooxidans pstS]
‘homolog. A, secondary structure style; B, hierarchical style. The identity between the
two proteins is shown in red. The gray regions show a segment of PstS from Z. coli
which is not present in the protein from 4t. ferrooxidans. The phosphate molecule
‘hound to its binding site is shown in yellow.-C. Structure of the phosphate binding site
-of PstS -protein from . -coli-(taken from Luecke and Quioche, 1990) aligned with the
putative equivalent site in the PstS-like protein from 4t. ferrooxidans. The amino acid
residues interacting directly with the phosphate molecule -are indicated -and are
represented by yellow fubes. The rest of the structure is shown as a wire for clarity.

The phosphate molecule in green, is seen bound to the binding site at the center of the

figure.

Fig 5. Possible genefic organization of the ORFs flanking the putative AL
_ferrooxidans pstSI compared with Pho operons from other microorganisms. Arrows

indicate the proposed direction and approximate extension of the putative ORFs.
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Proteomic and genomic strategy for the study of the extremely
acidophilic Acidithiobacillus ferrooxidans

M. Vera, N. Guiliani, P. Ramirez, 8. Alvarez, and C.A. Jerez.
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Faculty of Sciences, The Millennium Institute for Advanced Studies in Cell Biology
and Biotechnology, University of Chile, Santiago, Chile. cjerez@uchile.cl

The recent availability of an incomplete genomic sequence from At. ferrooxidans
allowed us to continue and strengthen the demanding task of investigating the
proteome and its functional implications in this extremophilic microorganism. The
proteins of At. ferrooxidans were separated by two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis and their levels of synthesis and the microsequencing of their
N-terminal end amino acids were determined. To link the 2D gel spots of interest
with the genes that encode them, we studied the global changes in gene expression
of At. ferrooxidans when the bacterium was confronted with changes in pH, oxidizible
substrate, and during nutrient starvation. By comparing the amino acid sequences
of the proteins whose synthesis was induced or repressed under the different
conditions, with the available At. ferrooxidans genomic database, we found several
putative genes whose expression may be related to iron or sulfur oxidation and to
phosphate starvation. Analysis of the genome DNA sequences upstream and
downstream of these genes showed us details of the possible structure of putative
operons present in At. ferrooxidans, such as the Pho regulon and others. It is expected
that the DNA microarray technology, once available for At. ferrooxidans combined
with the recently described method of introducing genes into this

chemolithoautotroph will greatly help in understanding how these microorganisms
mteract and adapt to their biomining environment.

1. INTRODUCTION

Acidithiobacillus ferrooxidans (former Thiobacillus ferrooxidans)is an important
bacterium for the bioleaching of ores (1-3). During this process, changes in several
conditions, for instance nutrient starvation, may adversely affect the microorganisms.
Phosphate (Pi) is an essential nutrient for all living cells. Therefore, the lack of
phosphate may affect the bioleaching of minerals (2, 4, 5). The physiological response
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to phosphate deprivation has been well characterized in Escherichia coli (6, 7), which
possesses an emergency system known as the Pho regulon (6-8), consisting of a
number of genes coding for proteins that allow the bacteria to scavenge traces of
usable phosphate sources from the environment. Responses include the production
of proteins within the outer membrane and interior membrane that transport
phosphate into the cytoplasm.

Some of these Pi starvation-induced proteins are the outer membrane pore protein
PhoE, alkaline phosphatase (PhoA), the PhoR/PhoB two-component system
controlling the response: PhoR being the sensor and PhoB the response regulator.
In K. coli, PhoB activates the transcription of the genes belonging to the Pho regulon
by recognizing and binding to the upstream regulatory element known as the pho
box. Several other proteins (PstA, PstB, PstC, PstS) which are part of the high affinity
phosphate-specific transport (Pst) system are also induced in their synthesis as part
of the response to phosphate starvation (6-8). Additionally, bacteria synthesize
inorganic polyphosphates (polyP) as a Pi reservoir (7). The enzyme responsible for
the synthesis of polyP is the polyphosphate kinase (PPK), and the enzyme degrading
polyP to Pi is the polyphosphate exophosphatase (PPX). Both genes (ppk and ppx
respectively) are part of the pho regulon in E. coli (see article by Cardona et al. in
this volume and the cited references therein).

We have previously analyzed the global protein changes in At. ferrooxidans when
subjected to phosphate starvation (9, 10). By two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis, at least 25 proteins changed in their levels of expression under the
limiting conditions (9, 11). Recently, we have also developed an assay based on the
induction of outer membrane proteins during phosphate starvation to determine in
situ the phosphate-lacking state of At. ferrooxidans(12). The determination of this
physiological state is particularly important when the microorganisms are grown in
the presence of arsenate. Being a structural analog of phosphate, arsenate enters
the cell through both the Pit (phosphate inorganic transporter, constitutive system)
and the Pst (inducible) systems employed to incorporate phosphate (13, 14). As a
consequence, the resistance of At. ferrooxidans to arsenate will greatly depend not
only in having an arsenic resistance ars operon (15) but also on the phosphate
concentration present in the growth medium (12).

The recent availability of an incomplete genomic-sequence from At. ferrooxidans
(www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi) allowed us to continue and strengthen
the demanding task of investigating the proteome and its functional implication in
this extremophilic microorganism. In the present report, we illustrate the use of
reverse genetics and the available genomic database to analyze the putative genes
of At. ferrooxidans whose expression may be related to phosphate starvation. Starting
with the amino acid N-terminal sequence of a protein induced under phosphate
starvation, we found it to be highly similar to PstS, the phosphate binding protein of
the (ABC type) Pst phosphate transporter. The analysis of the genome DNA sequences
upstream and downstream of the putative At. ferrooxidans pstS gene strongly
suggests the existence of a Pho regulon in this bacterium. On the other hand, the

database currently available showed that a Pit system was not present in this
microorganism.
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2. MATERIALS AND METHODS

9.1. Bacterial strains, plasmids, and growth conditions
The At. ferrooxidans strain ATCC 19589 was used in these studies. Growth on
ferrous iron was in modified 9K medium as previously described (16).

9.2. Polyacrylamide gel electrophoresis

Standard two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE) (pH 5
to 7 in the first dimension) or non-equilibrium pH (2-D NEPHGE) (pH 3 to 10 in the
first dimension) (17) was performed as described before for At. ferrooxidans (9-11).

2.3 N-terminal end amino acid sequencing

Total At. ferrooxidans proteins were separated by 2D-PAGE and the spots of
interest were cut out from the gels and transferred to PVDF membranes for
determination of the N-terminal amino acid sequence (10). Some sequencing was
performed by the Lab. de Microséquencage des Protéines of the Institut Pasteur

Laboratory (Paris) and others performed at the sequencing facilities of the GBF,
Germany.

2.4. Sequence and database analysis

A tBLASTx search against the At. ferrooxidans ATCC 23270 unfinished genore
sequence database (Institute for Genomic Research, http:/swww.tigr.org) was run using -
the N-terminal sequence of the protein of interest. After the identification of the contig
containing the gene of interest we looked for the upstream and downstream sequences
in a kind of “Internal Contig Walking”. In each iteration we obtained 1 Kb of new
sequences from this contig. The resulting sequences were merged by using the GCG set
of programs. The ORFs, corresponding to homologs of the genes analyzed were searched
for by using the ORF finder program (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/gorfigorf.html).
The physicochemical properties of the proteins derived from the ORF finder
program were obtained using the PROTOPARAM program at the Expasy
molecular biology server (http:/expasy.cbr.nrc.ca/tools/protparam.html).
The amino acidic sequence alignment between a given E. coli gene and its At.
ferrooxidans homolog was carried out using the program Clustal W
(http:/searchlauncher.bem.tme.edw/multi-align/multi-align html) and the BOXSHADE
program (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html). Structural alignments
between the different proteins and its At, ferrooxidans homologs was done using the
available structure and the Cn3D program (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Proteomic analysis of At. ferrooxidans
Total protein from At. ferrooxidans from different growth conditions were separated

by 2D NEPHGE. Figure 1A shows the gel protein pattern obtained for At. ferrooxidans
ATCC 19859. The proteins were stained with Coomassie Blue and these gels were the
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starting point to isolate proteins of interest that change their levels under different
growth conditions (9-12). Although the sensitivity and resolution of this type of gels do
not allow the separation of all the proteins from At. ferrooxidans, the method is sensitive
enough to start the proteomic analysis of a number of gene products.

By employing this 2D PAGE procedure we have previously identified severa]
proteins induced or repressed under a variety of conditions as indicated in Fig. 1A
(9-12). Some of these proteins are the molecular chaperones DnaK (sp/P29133) and
GroEL (sp/P29134) induced under heat shock, ethanol and pH changes (16, 18), the
outer membrane protein Omp40 (bbs/120030; emb/CAA10107 and AJ012661)
changing under phosphate starvation (10, 19) and rusticyanin (Ru), induced by the
presence of ferrous iron and repressed by the presence of sulfur (20). The use of mass
spectrometry to identify the proteins that are synthezised at very low levels will
greatly help to expand the catalog of identified At. ferrooxidansproteins. As seen in
Fig. 1B and C, the inset window shows the change in the levels of synthesis of several
proteins when the cells were subjected to phosphate starvation. Protein 16 synthesis
increased due to the lack of phosphate, and was therefore isolated from the 2D gel
and subjected to N-terminal amino acid sequencing, resulting in the sequence

APTISLLETGSTLLYPLFNLAV,,.

Comparison of this amino acid sequence with the database showed that this protein

Figure 1. 2D NEPHGE of total proteins from At. ferrooxidans. (A) Total protein from
At. ferrooxidans ATCC 19859 separated by 2D PAGE and stained with Coomassie
Blue. The inset indicates a group of proteins of which spot 16 was further analyzed
in cells grown in the presence of phosphate (B) and in phosphate-starved cells (C).
Numbers to the left indicate molecular weight markers in kilodaltons.

was similar to PstS. This result was not surprising, since protein 16 was induced in the
absence of phosphate, and PstS from E. coli is the high affinity phosphate binding
protein, which is also induced under this condition, together with the other proteins of
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the Pho regulon (7). This result strongly suggests that At. ferrooxidans may have a
phosphate scavenging system similar to the one present in E. coli and other bacteria.
In this regard, we have previously detected, changes in the outer membrane proteins
of At. ferrooxidans when the cells were subjected to phosphate starvation (10, 12).

3.2. Location of the pstSlike sequence in the genome of At. ferrooxidans

To locate the putative pstS gene in At. ferrooxidans, we run a tBLASTx search
against the At. ferrooxidans ATCC 23270 unfinished genome sequence database
using the N-terminal amino acid sequence of the PstS protein obtained or the
sequence of PstS from E. coli. We found two contigs in the genome from
At. ferrooxidans, containing two blast hits with the E. coli PstS sequence: one with a
score/E-value of 324/8e-90 and the other with 186/2e-48, suggesting the possible
existence of two pstS-like genes in At. ferrooxidans. The second gene contained the
N-terminal end sequence obtained from protein 16. With the current available
information, we considered the gene with highest score the possible pstS homolog.
Fig. 2 shows the entire amino acid sequence of the putative At. ferrooxidans PstS
compared with that of E. coli PstS.

The At. ferrooxidans pstS gene showed a putative signal peptide, supporting the
putative periplasmic location of the protein, as found for the E. coli PstS. The putative

PstS amino acid sequence showed an identity of 50 percent and a similarity of
64 percent with the E. coli PstS protein.

3.3. Structural comparison of At. ferrcoxidans PstS-like protein with E. coli

E.c 1
At F 1

E.c 51
At.£f 50

E.c 101
At.f 100

E.c 151
At,.f 150

E.c 201
At.f 200

E.c 249
At.f 250

E.c 299 SVVEQVRAARWRTNIKDSSGRPLY

Figure 2. Amino acid sequence alignment between E. coli (E.c)PstS protein and
its At. ferrooxidans (At.f) homolog. This alignment was done excluding the signal

peptide necessary for the periplasmic export of these proteins. Black boxes,
identity; gray boxes, similarity.
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PstS

The high degree of conservation between the E. coli and the putative
At. ferrooxidans PstS, and the fact that a crystalographic structure for the E. coli
PstS protein has been reported (14), prompted us to do a computational structural
alignment between the two proteins. Fig 3 shows the results of this comparison.

Figure 3. A, Structure of the PstS protein from E. coli showing the o-helices and
f-sheets. The arrow indicates the phosphate molecule bound to its binding site.
B, structural alingment between E. coli PstS and the At. ferrooxidans homolog.
Within the wire representation of the structure, the white fragments indicate identity
and the dark gray regions show the similarity between the two proteins.

Figure 4. Structure of the phosphate binding site of PstS protein from E. coli (taken
from ref. 14) aligned with the putative equivalent site in the PstS-like protein from
At. ferrooxidans. The amino acid residues interacting directly with the phosphate
molecule are indicated and are represented by gray tubes. The rest of the structure

is shown as a wire for clarity. The phosphate molecule is seen bound to the binding
site at the center of the figure.
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There is a high degree of structural conservation between the two proteins,
:ndicating that both may have the same function in binding phosphate and its
structural analog arsenate.

The degree of structural similarity between the PstS from E. coli and that of the
sutative At. ferrooxidans PstS is more evident when the active site for the phosphate
unding is compared. Seven of the eight residues necessary for the hydrogen bonding
<o the four oxygens of phosphate are conserved. These residues include Thr 10,
Arg 135, Ser 139, Thr141, Ser 38, Gly 140 and Asp56, as shown in Fig. 4.

3.4. In silico search of a putative pho regulon containing the pstS-like gene in
the At. ferrooxidans genome

After locating part of the contig containing the pstS-like gene with a high degree
of similarity to the E. coli pstS, we searched for the upstream and downstream
sequences (see Materials and Methods). A tBLASTx search was run against the
incomplete genome sequence of the At. ferrooxidans ATCC 23270. After running
the program ORF Finder with an 8.2 Kb of the sequence, we identified eight ORFs
that are summarized in Table 1. In general, the molecular sizes of all the proteins
from At. ferrooxidans that had putative homologs in the Pho regulon from E. coli
were very similar. The theoretical isoelectric points showed a greater variation,
specially in the case of PhoR. Some of these differences may reflect adaptations of

the proteins which are or have a region in the acidic periplasmic space of At.
ferrooxidans. :

Table 1. Some properties of the proteins present in the Pho regulon.

Proteins; Molecular Mass Theoretical Identity
(kDa) Isoelectric Point (%)
At. ferrooxidans  E. coli At ferrooxidans  E.coli

PhoB 27.8 264 6.62 5.46 49
PhoR 49.7 49.6 5.44 9.63 37
PstS 36.2 37 9.41 8.39 50
PstC 36.6 34.1 7.03 5.89 55
PstA 30.5 323 10.43 9.94 55
PstB 32.2 29 5.81 6.13 69
PhoU 26.4 274 5.03 5.14 44
PPX 53.4 58.1 7.01 6.65 34

ig. 5 shows that the eight ORFs present in this region of the At. farrooxidans DNA
eem to be organized in two operons. The first one is the one composed of phoB-

PhOR, and the second ig PstSCAB-phoU-ppx. This last operon shows almost the same

|

Physical organization of the E, coli operon (pstSCAB-phol), except for the presence

of the ppx gene. In E. coli, the ppx gene is located downstram of the ppk gene, both
Orming a separate operon, whereas in At. farrooxidans the Ppx gene is located
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At. ferrooxidans

phoB  phoR

ppk
E. coli

phoB phoR
pstS~ pstC pstAl pstB I phoU |
[ >
ppk ppx

Figure 5. Possible genetic organization of the ORFs flanking the putative
At. ferrooxidans pstS compared with that of E. coli. Arrows indicate the proposed
direction and approximate extension of the putative ORFs.

downstream of the phol gene. Compared with the genetic organization of the pho
regulon in E. coli, they are very similar, except that the phoB/phoR pair is located
contiguous to the other genes in At. ferrooxidans. It will be of great interest to study
if the mechanism of regulation of the expression of these operons is similar in both
kinds of bacteria.

4. CONCLUSIONS

We have shown, using 2D-PAGE for protein separation and reverse genetics for
gene determinations, that:

1. The putative phosphate and arsenate binding protein PstS present in At.
ferrooxidans is highly conserved when compared with E. coli PstS both in sequence
and structure.

2. At. ferrooxidans ATCC 23270 contains a putative Pho regulon similar to the
one present in other bacteria. This is also likely to occur in strain ATCC 19859, since
the genes from this strain that we have sequenced so far (not shown) have
98-99% identity compared with those of strain ATCC 23270.
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Polyphosphates, polyphosphate kinase activity and ppk gene

in the extremophilic bacterium Acidithiobacillus ferrooxidans
ATCC 19859
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Acidithiobacillus ferrooxidans (former Thiobacillus ferrooxidans) is one of the main
acidophilic chemolithotrophic bacteria involved in the bioleaching of metal sulfide
ores. The biomining process is subject to varying environmental conditions, which
induce changes in the bacterial physiological state and, consequently, in the
bioprocess efficiency. Therefore, understanding the molecular mechanisms that
At. ferrooxidans uses to respond and adapt to its environment is of a special interest.
Recently, inorganic polyphosphate (polyP) has been implicated in the bacterial
response to environmental changes and stress adaptation. PolyP is a linear polymer
of many tens or hundreds of orthophosphate residues linked by phosphoanhydride
bonds through the action of a polyphosphate kinase enzyme (PPK). There is a wide
spread of polyP in various microorganisms and, frequently, it forms cytoplasmic
granules in bacteria,

We have initiated the study of polyP metabolism in At. ferrooxidans. When cells
were analyzed by transmission electron microscopy, we observed the presence of
abundant polyP granules in the cytoplasm. We searched for an in vitro PPK activity
by following the conversion of Y[*P]ATP into polyP. We found a PPK activity
associated with the membrane protein fraction. The ppkgene was studied by reverse
genetics. Based on the known PPK amino acid sequences and the available incomplete
genomic sequence of At. ferrooxidans ATCC 23270 strain, we designed degenerate

primers which were employed successfully for the isolation of the ppk gene by means
of CODEHOP-PCR.

1. INTRODUCTION

Acidithiobacillus ferrooxidans is a chemolithoautotrophic acidophilic bacterium
with great industrial importance due to its applications in biomining (1). The
microorganisms are normally subjected to stressing conditions in their environment,
which affects their physiological state such as temperature and pH changes and
nutrient starvation, (2).

By employing two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), we
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have previously studied the response of At. ferrooxidans to the lack of Pi (3, 4) and
the results obtained suggested that this microorganism may have a phosphate
starvation response system similar to the Pho regulon of Escherichia coli.

This regulon is formed by a group of genes whose expression is induced by the
absense of phosphate (Pi). The proteins induced allow the cell to scavenge traces of
phosphate from the medium (5, 6). Part of this system is the storage of Pi as inorganic
polyphosphate (polyP).

PolyP is a linear polymer of hundreds of orthophosphate residues linked by
phosphoanhydride bonds. It is an ubiquitous molecule, having been found in all
organisms examined. Several physiological functions have been attributed to polyP
in addition of being a reservoir of phosphate: substitute for ATP, chelator of metals
and stress response in the cell (7). The main enzyme involved in the biosynthesis of
polyP is the polyphosphate kinase (PPK) that catalyzes the reversible conversion of
the terminal phosphate of ATP into polyP. This enzyme has been purified from
E. coli and its gene has been identified in several bacteria. These genes show a
relatively high degree of sequence conservation (7).

In the present report, we present some conclusive evidence of the presence of polyP
in At. ferrooxidans. These results were supported by the isolation and cloning of the
At. ferrooxidans ppk gene and its overexpression in E. coli.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Bacterial strains, growth conditions and cloning vectors

We used the At. ferrooxidans strains ATCC 19859 and ATCC 23270. Growth in
ferrous iron was done at 30°C in modified 9K medium as described before (8). The E.
coli strains (CF5802 ppk ppx, NR100, JM109, BL21(DE3)) were grown in Luria-
Bertani (LB) medium (9) at 37°C.

We used the pGEM-T (Promega®) and pET22b (Novagen®) vectors to clone the
different amplified DNA fragments and the ppk gene, respectively.

2.2, Electron microscopy

Cultures of At. ferrooxidans were collected and the cells were washed three times
with dilute sulfuric acid (pH 1.5). Twenty microliters of cells suspended in this solution
(ODg,= 0.25) were placed on Formvar coated grids for 2 min. The excess of liquid
was removed with a filter paper and the grids were air dried (10). For analysis, a
transmission electron microscope (Philips Tencai 12) at 80 kV was used.

2.3. PPK activity

PPK activity was determined in At. ferrooxidans cellular fractions as described
by Ahn and Kornberg (11). A 250 pl reaction mixture containing 50mM HEPES-
KOHpH 7, 2mM MgCl,, and 1 mM [y*P]-ATP (2,000 cpm/nmol), was incubated for
1hat 37°C. [y*P]-polyP synthesized was counted by liquid scintillation spectrometry
after collection on Whatman GF/C glass fiber filters. One unit of enzyme was defined
as the amount incorporating 1 pmol of phosphate into polyP per min at 37°C.

2.4. DNA manipulations
Standard procedures to manipulate At. ferrooxidans DNA were as described before
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in our laboratory (8).
9.5. Primers and CODEHOP-PCR conditions

The oligonucleotide primers were purchased from Genset Corporation®.
Taq (Promega® and Pwo (Roche®) polymerases were used according to
the manufacturer’s recommendations. For the “consensus degenerate
hybrid oligonucleotide primers-PCR” (CODEHOP-PCR) (12), two
primers (PKI2CH 5-TCCAGGTTGCGGTGCATCMWRTCNGC-3’ and
PPK11CH 5-GGAACTGAAGGCCCGCTTYGAYGARSA-3") were defined from two
BLOCKS of five PPK protein sequences isolated with the Block Maker program (http:/
/blocks.fhere.org/blocks/blockmkr/make_blocks.html) (data not shown). The
CODEHOP-PCR conditions were as follows: 3 min at 95°C, followed by 30 cycles at
95°C for 30s, 60°C for 30s, 72°C for 1 min 15 s, and then 3 min at 72°C.

2.6. Western immuncblotting

The total cell proteins separated by SDS-PAGE were electroblotted onto a
polyvinylidene difluoride (PVDF) Immobilon P (Millipore®) membrane as described
by Towbin (13), by employing the Trans-Blot Cell System (BioRad®). For the antigen-
antibody reaction, the membrane was treated with a serum against the F. coli PPK
protein, as the primary antibody (1:1,000 dilution), and monoclonal anti-rabbit

antibodies conjugated with peroxidase (Amersham®) as the secondary antibody
(1:1,000 dilution).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. PolyP Characterization

At. ferrooxidans cells grown in the standard medium containing phosphate were
analysed by electron microscopy in a transmissiom mode as shown in Fig. 1. The
presence of several spherical electron dense bodies was evident in a large number

Figure 1. Electron micrograph of an unstained preparation of A. ferrooxidans cell.

The arrow indicates the high electron dense polyP granules. Bar, 0.5 pm.
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of the cells.

These granules have been classically described as polyP accumulations (14). We
have confirmed that the chemical nature of the granules corresponds to polyP by
using the EDX procedure (manuscript in preparation). We therefore conclude that
At. ferrooxidans, like many other prokaryotes including Bacteria (10, 15) and Archaea
(Cardona et al., this volume) is able to synthesize and accumulate polyP.

3.2. Determination of PPK activity and immunological reaction with
E. coli PPK antiserum

We searched for PPK activity in cell extracts of At. ferrooxidansin stationary phase,
We detected a PPK activity associated with the cell membrane fraction. This activity
was affected by the phosphate availability during growth, being greater when cells
were grown in the presence of phosphate with a maximum at 0.18 mM phosphate (Fig.
2A). These results indicate that At. ferrooxidans contains a PPK-like activity.

The degree of conservation observed in a multiple alignment of PPK amino acid
sequences from several microorganisms (data not shown) suggested the possibility
of an immunological cross-reaction of the At. ferrooxidans PPK-like protein with an
heterologous antiserum against a bacterial PPK. The total proteins from
At. ferrooxidans were analysed by western blotting using an antiserum against
E. coliPPK protein as shown in Fig. 2B. The antiserum gave a strong reaction with
E. coli PPK (band of approximately 70 kDa in lane 3) and a weaker reaction with a
protein band of 70 kDa in the At. ferrooxidans sample (lane 1). It also gave strong
nionespecific cross-reaction(s) against E. coli small polypeptide(s) (lanes 2 and 3) which
have not been analysed. These results also suggest the presence of a PPK-like protein
in At. ferrooxidans. To confirm the existence of a PPK-like protein, we isolated the
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Figure 2. PPK Activity and immunological reaction of At. ferrooxidans cell extracts.
A, The PPK activity was measured in total ( l), membrane () and soluble ([
fraction proteins from At. ferrooxidans grown under the phosphate concentration
indicated. B, The total proteins from At. ferrooxidans (1), E. coli CF5802 ppk ppx
(2) and E. coliNR100 (3) were separated by SDS-PAGE followed by western blotting
with an antiserum against E. coli PPK. The putative At. ferrooxidans PPK-like
protein is indicated by a filled dot. )
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corresponding ppk gene by reverse genetics.
3.3 Isolation of the At. ferrooxidans ppk gene

The first strategy that we used to isolate the At. ferrooxidans ppk gene was
DOP-PCR which allowed us to amplify a DNA fragment that was cloned and
sequenced. Its sequence was analysed by BlastX program against the database
sequences. However, this DNA fragment revealed no similarity with the known ppk
genes but presented a significant similarity with an ABC transport system from
Bordetella pertussis (data not shown).

As a second strategy, more specific to isolate distanly-related sequences, we used
the CODEHOP-PCR technique that overcomes the problems of both degenerate and
consensus methods for primer design (13).

The consensus degenerate oligonucleotide primers (see Materials and Methods)
allowed us to amplify a 644 bp DNA fragment which was cloned and sequenced. The
BlastN and BlastX sequence analysis programs revealed a nucleotide sequence with
44.2% of identity with the E. coli ppk gene and codifying for an amino acid sequence

with 50% of similarity with an internal region of the PPK protein from
E. coli (Fig. 3).

At 19859 1 NINRMIENE QM’— AR "“EDGE 2
Pa 8830 1 - QLH Iroo LY {citated Ku H AR S DGEZRRIEA 7
Ec 10798 1 - -Hw,ﬁ_ RIgu BISAPGLyITE L ar N NGEGVRES:

At 19859 : AT ANDE TGMGYAPQLROBIQSISFT
Pa 8830 ADVAIF O s TEMEy T
Fc 10798 B mumuémxﬂmm Ul )

At 19859 101 MFQ iDTEIRECSKER -~ R TiT] ASe) i
Pa 8830 100 Lﬁ 1 ) Ry Tt By A ng%
Ec 10798 100 SRRLi DRETANZIQOELPSGUTLSANN #Vis RGIAYD! S P|!1
At 19859 148DRANRTEAN: c§ TR RELEE] NEHPLTZ s
Pa 8830 150DiAjuiieM = 3 CIle RELGEHER F '
Ec 10798 150 IL%VRG* S| :GE DN TRIMISTY ET R 783 GRS

Figure 3. Multiple alignment of an internal region from different sequences of PPK
proteins. The analysis was done with the ClustalW (htt //searchlauncher.bem.
tme.edu:9331/multi-align/multi-align.html) and Boxshade (http://fwww.ch.
embnet.org/software/BOX form.html) programs. At, Acidithiobacillus ferrooxidans
ATCC 19859; Pa, Pseudomonas aeruginosa ATCC 8830; Ec, E. coli ATCC 10798
(K-12). Black boxes, 100% Identity. Gray boxes, 75% identity or 100% similarity.

We used this coding DNA fragment from At. ferrooxidans labeled with digoxygenin
as a probe in a Southern experiment to compare the macro-physical organization of
two At. ferrooxidans strains: ATCC 19859 and ATCC 23270. According to the
restriction enzymes that we used, both strains possessed only one copy of ppk gene
and the same organization in the pPpk gene region (Fig. 4). In addition, the nucleotide
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sequence of the ppk gene fragment from ATCC 19859 is quite similar to that of ATCC
23270 (more than 99.9% identity). After we determined the carboxyl-end coding
region of the ppk gene by inverse-PCR, we used the available ATCC 23270 genome
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Figure 4. Macro-physical analysis of the At. ferrooxidans ppk gene region. The genomic
DNA from At. ferrooxidans ATCC 19859 (a, ¢, e, g, 1) and ATCC 23270 (b, d, f, h, j) strains
were digested with different restriction enzymes (3, Nrul; 4, Ncol; 5, Smal; 6, Pstl) or
non-digested (2). 1, DNA markers VHindIII labelled with digoxygenin (Roche®).
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Figure 5. Expression of the ppk gene from At. ferrooxidans in E. coli. The E. coli
BL21(DE3) cells transformed by pET22b without insert (1) or with the ppk gene (2!
and the E. coli NR100 cells (3) were grown for 2 h in the presence (+) or in the absence
(-) of 1 mM IPTG. The total cell proteins were separated by SDS-PAGE and stained
with Coomassie Blue. The filled dot indicates the overexpressed PPK-like protein
from At. ferrooxidans.
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sequence to amplify and clone the entire ppk gene from ATCC 19859.
3.4 Cloning and expression of the ppk gene from A. ferrooxidansin E. coli

The PPKNH2Mscl and PPKCOOHXhol oligonucleotide primers allowed us to
amplify and clone the entire ppk gene from ATCC 19859 in frame with the pelB
peptide leader and the His-Tag sequences of the pET22b expression vector
(Novagen®).

The recombinant plasmid was transformed into E. coli BL21(DE3) strain in which
the T7 RNA polimerase gene is under an IPTG-inducible 1lacUV5 promoter. Upon
IPTG induction, one band with the expected size for PPK was overproduced (Fig. 5).

Further studies such as measurement of PPK activity and N-terminal end
sequencing of the recombinant protein are in progress to confirm the identity of

the overexpressed polypeptide and its localization in E. coli cells (soluble or
membrane bound),

4. CONCLUSION

We have isolated by CODEHOP-PCR a gene which encodes for a predicted
polypeptide of 79 kDa. This polypeptide has a high degree of similarity with known
PPK proteins.

Interestingly, the analysis of the At. ferrooxidans chromosomal ppk gene region
and the identification of a putative Pho regulon by genomic analysis (Vera et al.,
this volume) revealed no genetic linkage between both regions. Moreover, it is
puzzling why the ppx gene belongs to this putative Pho regulon while the ppk gene
does not.

Obviously, further studies will be necessary to understand the polyP metaholism
and its genetic regulation in this acidophilic microorganism.
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