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Resumen

Acidithiobacillus ferrooxidans cs una bacteria quimiolitoautotrofica Gram negativa
capaz de obtener su emergia a partir de la oxidacién de ion ferroso o compuestos
reducidos de azufre. Las vias de oxidacion de compuestos de azufre en bacterias
acid6filas afn no estan completamente determinadas y en A. ferrooxidans no se han
identificado los genes que codifican para todas las proteinas involucradas en el proceso.
En nuestro laboratorio, utilizando técnicas de proteomica, hemos identificado una
proteina denominada P21 periplasmica que presenta un dominio rodanasa. Los niveles
de abundancia relativa de la proteina P21 son mayores durante el crecimiento de 4.
ferrooxidans en compuestos de azufre, respecto a células crecidas en i6n ferroso. Las
proteinas pertenccientes a la familia de las rodanasas son proteinas con actividad
tiosulfato-azufie transferasa v utilizan cianuro como acepior artificial del atomo de
azufre. Debido al papel central que juega el tiosulfato en ¢l proceso de biolixiviacion de
sulfuros metalicos se decidio profundizar el estudio de las proteinas tipo rodanasa de 4.
Jerrooxidans. Nuestros anlisis bioinformaticos de la secuencia del genoma de 4.
ferrooxidans ATCC 23270 mostraron la presencia de otros 7 marcos abicrtos de lectura
(ORFs) codificantes para proteinas con dominios tipo rodanasa, los cuales se
denominaron de acuerdo a sus pesos moleculares en kDa deducidos de las secuencias
como pl1, pl4, pl4.3, pl5, pl6, pl6.2 y p28. Los contextos genéticos de estos ORFs,
sugieren que los productos que codifican podrian estar involucrados en diversos
procesos celulares. Para establecer la relacién de los ORFs codificantes para proteinas
tipo rodanasa de A. ferrooxidans con el metabolismo de compuestos de azufre, en esta
tesis se determinaron los niveles de abundancia relativa de transcritos para estos ORFs
utilizando un macroarreglo de DNA. Se constiuyd el sistema de macroarreglos de

DNA, sembrando productos de PCR especificos para los ORFs codificantes para

ix




proteinas tipo rodanasa y para algunos miembros de sus respectivos contextos genéticos
en membranas de nylon. Se estandarizaron las condiciones de marcaje, lavado,
exposicion de las membranas y se determino el limite de deteccién del sistema. Se
analizé ¢l patton de expresion de los ORFs sembrados en el macroarreglo de DNA
utilizando sondas de ¢cDNA sintetizadas a partir del RNA total obtenido de células
crecidas en tiosulfato, azufte elemental o i6n ferroso. Se determiné que los niveles de
transcritos correspondientes a los ORFs p/1, p14, p16.2 y p21 son mayores en tiosulfato
y azufre elemental que en ion ferroso, mientras que para los genes codificantes para
pl5, pl6 y p28 no varan de acuerdo a la fuente energética utilizada por el
microorganismo. El montaje exitoso de esta técnica de andlisis de expresion génica en
A. ferrooxidans permitird su uso en el estudio de otras vias metabdlicas de este
microorganismo o para andlisis de composicion, diversidad y expresion génica de

comunidades presentes en fagnas de biolixiviacion.
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Abstract

Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram-negative chemolithoautotrophic bacterium that
uses ferrous iron or reduced sulfur compounds as energy source. The pathways for
sulfur compounds oxidation are not yet completely determined in acidophilic bacteria.
The genes coding for the A. ferrooxidans proteins involved in sulfur compounds ;
oxidation are currently unknown. Using proteomics techniques we have identified a
periplasmic protein called P21 with a thodanese-like domain. The relative levels of P21
are higher in A. ferrooxidans cells grown in sulfur compounds compared to those grown
in ferrous iron. Proteins from the rhodanese family have thiosulfate-sulfur transferase
activity and use cyanide as an artificial sulfur-acceptor. Due to the central role of
thiosulfate during bioleaching of sulfide ores we have further studied the thodanese-like
proteins from A. ferrooxidans. Our bioinformatic analysis of the 4. ferrooxidans ATCC
23270 genome sequence show other 7 open reading frames (ORFs) coding for
thodanase-like proteins. These ORFs were called according to their deduced molecular
weights (in kDa) as pll, pl4, pl4.3, pl5, pl6, pl6.2 and p28. The genetic contexts
around these ORFs suggests that the protein coded by them could be involved in several
cellular processes. To find out the links between rthodanese-like proteins coded in the
A. ferrooxidans genome and sulfur compounds metabolism, the relative ttanscription‘
level of these genes have been determined in this thesis by using a DNA-macroarray
system. The DNA macroarray membranes were spotted with specific PCR products for
the ORFs coding thodanese-like proteins and for members of their genetic contexts. The
labeling, whashing and exposing conditions were standarized. The detection limit of
the system was also determined. The expression patterns for the spotted ORFs with the

cDNA probes synthesized from total RNA obtained from cells grown in thiosulfate,

elemental sulfur or ferrous iron were determined. They showed that the transcript levels




for the genes pll, pl4, pl6.2 and p21 were higher in thiosulfate and elemental sulfur
than in ferrous iron. The expression levels for p/3, p16 and p28 did not change with the
different energy sources used by the microorganism. The successful set-up of this gene
expression annalysis system in 4. ferrooxidans will allow the study of other metabolic
pathways in this microorganism. The composition and expression profiles of specific

bioleaching communities can be also analyzad using this system.
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I. Introduccion

1.1 Biolixiviacién de sulfuros metalicos

En la corteza terresire los metales se encuentran generalmenie asociados a elementos no
metalicos formando cristales insolubles denominados mincrales. Por ejemplo, las formas
més abundantes en las cuales se encuentra el cobre son los sulfuros y éxidos insolubles.
Para la recuperacién del cobre la indusiria minera utiliza principalmente el proceso de
pirometalurgia. El alto costo de implementacion y manutencién, la baja recuperacion
obtenida desde minerales de baja ley y los problemas medioambientales asociados a la
pirometalurgia han impulsado la investigacién y el desarrollo de metodologias alternativas
para la extraccién de metales, siendo la biolixiviacién una alternativa factible de aplicar en
procesos industriales (http//www.codelco.cl). La biolixiviacién se define como la
movilizacién de cationes metalicos desde minerales insolubles a la solucién acuosa por
procesos de oxidacion biolégica. También es conocida como biooxidacion, pero este
fltimo término se utiliza principalmente para referirse al proceso de recuperacion de oro o
plata cn el cual Ia descomposicién bacteriana del mineral es usada sélo para facilitar la
posterior extraccion del metal con cianuro. “Biomineria” es el término mas general usado
para la descripcion del proceso (Rawlings, 2002, Rohwerder y cols., 2003). Actualmente se
acepta que la biolixiviacién de sulfuros metélicos es un proceso resultante de 1a oxidacidn
quimica del mineral, siendo el rol de Jos microorganismos la produccién y regeneracién de

los agentes oxidantes.

1.2 Quimica de sulfuros metdlicos
En sus estados reducidos (-2 y —1} ¢l aznfre puede formar compuesios con una gran
variedad de metales y metaloides denominados sulfuros metilicos. La pirita (FeS2) el

sulfuro metalico més abundante en la corleza terrestre (Middelburg, 2000).
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Dependiendo del tipo de estructura cristalina y de los orbitales de valencia involucrados en
los enlaces del sulfuro metalico, estos pueden ser solubilizados con acidos y/o por oxidantes
fuertes como el i6n férrico (Fe*"). Se ha propuesto que la oxidacién de sulfuros metalicos
ocurre principalmente por dos vias: la via del tiosulfato (para suifuros insolubles en acido) y
Ia via de los polisulfuros y azufre elemental (para los sulfuros solubles en acido) (F igura 1)

(Schippers y Sand, 1999).

Mecanismo del Mecanismo de
Tiosulfato los polisnifuros
Fa™

Mt. :+ s"ll

1 .
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Figura 1. Esquema simplificado de las vias indirectas de biolixiviacién de sulfuros metdlicos.
MS, sulfuro metilico; M2*, i6n metdlico; S,0,%, tiosulfato; S *, polisulfuro; S;, azufre
elemental; Af, Lf, Tt, reacciones enzimaticas de Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum
Serrooxidans o Acidithiobaciilus thiooxidans respectivamente; entre paréntesis, reacciones

posiblemente catalizados por dichas bacterias (adaptado de Schippers y Sand, 1999).

1.2.1 Oxidacién de sulfuros metélicos por la via del tiosulfato

Los sulfuros metdlicos como la pirita, molibdenita y tungstenita (FeS;, MoS: y WS
respectivamente) pueden ser solubilizados exclusivamente por la oxidacién sucesiva con
iones Fe*', en los cuales se retiran un total de 6 elecirones para romper el enlace entre el
motivo azufrado v el metal (Ecuacién 1). En base a los productos detectados durante la
oxidacion de la pirita (tiosulfato en forma momentanea, politionatos, azufre elemental y

sulfato) se propone un modelo de oxidacién ciclica del sulfuro metalico (MS,), donde el
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tiosulfato seria el primer intermediario formado y cumpliria un papel ceniral (ver el

“mecanismo del tiosulfato” en la Figura 1) (Schippers y cols., 1996)

MeS, + 6F** + 3,0 ~—— Me*" + 8,05 + 6Fe*" + 6H" (Ecuacion 1)

1.2.2 Oxidacién de sulfuros metdlicos por la via de los polisulfuros

Los sulfuros metalicos como la esfalerita, galena, arsenopirita y calcopirita (ZnS, PbS,
FeAsS y CuFeS; respectivamente) pueden ser solubilizados en presencia de dcidos
generando principalmente aznfre elemental. Esto puede explicarse mediantc un atague
combinado de protones e iones Fe**, en ¢l que la unién de 2 protones al motivo azufrado del
sulfuro metalico (MS) dan paso al rompimiento del enlace con el metal liberando H,S. Este
puede ser posteriormenie oxidado por iones Fe** generando el radical H;S™ el cual puede
dimerizar y reoxidarse sucesivamente formando polisulfuros de diferentes largos de cadena
(S,7), los cuales a pH cido pasan a azufre elemental (ver el “mecanismo de los

polisulfuros™ en la Fig. 1) (Schippers y Sand, 1999).

1.3 Microbiologia del proceso de biolixiviacion.

A temperatura ambicnic la biolixiviacién de minerales se lleva a cabo por consorcios de
microorganismos en los cuales s¢ encueniran varias especies de bacterias Gram negativas
acidéfilas y quimiolitoautotréficas, entre las que se encuentran Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus, Leptospirillum
ferrooxidans 'y Leptospirillum ferriphilum; microorganismos heteroirdficos del género
Acidiphilum y arqueas como Ferroplasma (Rawlings, 2005); Ia abundancia relativa de cada
especie es dependiente del tipo de mineral y de las condiciones de temperatura, pH y
concentracion de ién férrico encontradas en cada lugar. Dado que gran parte de los

microorganismos que participan en el proceso se encuentran adheridos en la superficie del
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mineral, se emplean los términos de mecanismos de “contacto” para describir los
mecanismos de oxidacidn que ocurren en la interfase entre la pared de la bacteria, embebida
en exolipopolisacaridos, y la superficie del mineral, y de “no contacto™ para referirse al
poder oxidante generado por las bacterias de vida libre o plancténicas (Rohwerder v cols.,
2003).

A. ferrooxidans es una y-proteobacteria quimiolitoatotrfica Gram negativa capaz de
obtener su energia a partir de la oxidacidn del ién ferroso, azufre elemental, tiosulfato y
ofros compuestos reducidos de azufre (Pronk y cols., 1990; Rohwerder y cols., 2003;
Rawlings, 2005). El genoma de la cepa ATCC 23270 se encuentra completamente
secuenciado y anotado (J. Craig Venter Institute, http://www.tigr.org), siendo uno de los
microorganismos usados como modelo para el estudio de los mecanismos de oxidacién de

i6n ferroso, compuestos reducidos de azufre y del proceso de biolixiviacién de minerales.

L4 Oxidacién bioldgica de compuestos reducidos de azufre

1.4.1 Oxidacién de azufre en bacterias

La oxidacion de compuestos de azufre se ha caracterizado ampliamente en la bacteria
neufrofila Gram negativa quimiolitoautotréfica Parococcus pantotrophus. En esta bacteria
la oxidacién del azufre estd determinada por el locus Sox (de “Sulfur oxidation™)
consistente en 15 genes, de los cuales 7 (soxXYZABCD) son esenciales para la oxidacién del
azufre in vitro (Friederich v cols., 2005). El complejo multienzimético codificado en el
locus sox estaria ubicado en ¢l periplasma de la bacteria y seria responsable de la oxidacion
de amfre a sulfato sin la produccién de intermediarios solubles. Sec han encontrado
proteinas homélogas a todos los componentes del complejo Sox de P. panfotrophus en las
a-proteobacterias; en las P y y-proteobacterias neutréfilas y las bacterias fototroficas de
azufre s¢ encueniran homdlogos solo para algunos componentes de este complejo

(Friederich y cols., 2005). Anélisis de las secuencias de los genomas parcialos de los
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genomas de A. thiooxidans y A. caldus muestran que estos microorganismos también
tendrian genes homélogos a componentes del sistema Sox de P. pantotrophus (Valdés y

cols., 2008).

1.4.2 Oxidacién del azufre en arqueas

En las arqueas la oxidacién del azufre estd restringida a los miembros termoacidoéfilos del
grupo de los Sulfolobales. En Acidianus ambivalens se ha descrito una amfre oxigenasa
reductasa (SOR), la que desproporcionaria el azufre clemental en presencia de oxigeno a
acido sulfhidrico y sulfito. La reaccidn abidtica entre estos compuestos genera tiosulfato y
estaria favorecida por las altas temperaturas del ambiente en el que sc encuentra este
microorganismo. El acoplamiento entre la oxidacion del azufre y la reduccion del oxigeno
molecular estarfa dada por la oxidacion del tiosulfato por parie de una tiosulfato:quinona
oxidorreductasa (TQO) asociada a membrana, que transferiria los electrones desde el
tiosulfato al pool de quinonas, siendo finalmente reducido el oxigeno molecular por una
quinol:oxigeno oxidorreductasa terminal (Miiller y cols., 2004). La TQO de A. ambivalens
consta de dos subunidades y esta codificada por los genes doxD y doxd (Miiller y cols,,

2004).

1.4.3 Oxidacién del azufre en A. ferrooxidans

A. ferrooxidans es capaz de utilizar sulfuro, azufre clemental, tiosulfato, tetrationato y
sulfito como tmicas fuentes de energia (Pronk y cols., 1990). Rohwerder y Sand (2003)
caracterizaron la actividad oxidadora de azufre en extractos crudos de Acidithiobacillus y
Acidiphillum spp. e identificaron el sustrato utilizado in vitro por la enzima como un
persulfuro de glutatién, La actividad se caracterizo como una azufre dioxigenasa {SDO) ¥
se postuld que la oxidacién del azufre involucraria una reduccién esponténea del 5° en

presencia de GSH para generar derivados persulfurados de largo de cadena variables
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(GSSH) que scrian oxidados por una SDO en presencia de oxigeno molecular a sulfito. El
sulfito generado seria oxidado a sulfato por una sulfito:aceptor oxidoreductasa (SOR)
entregando los electrones a un citocromo ¢ para culminar con Ia reduccion del oxigeno
molecular mediante una citocromo oxidasa (Rohwerder y Sand, 2003). Sin embargo los
genes codificantes para la SDO y SOR no han sido clonados ni se dispone de secuencias

aminoacidicas de estas enzimas.

1.4.4 Metabolismo del tiosulfato en A. ferrooxidans

Como se ha mencionado arriba, A. ferrooxidans es capaz de crecer utilizando tiosulfato
como unica fuente de energia. El tiosulfato es inestable a pH < 4,5 descomponiéndose a
sulfito y azufre elemental, 1o que hace dificil el estudio de intermediarios metabélicos en
cultivos en batch. A diferencia de lo observado en bacterias neutréfilas como P.
pantotrophus, donde durante la oxidacién del tiosulfato a sulfato no se dotectan
intermediarios solubles, durante el crecimiento de 4. ferrooxidans en condiciones limitantes
de tiosulfato se observa la acumulacién momenténea de fetrationato concomitantemente a la
desaparicién del tiosulfato, indicando que el primer intermediario de la oxidacion del
tiosulfato seria el tetrationato, reaccion catalizada por una enzima con actividad tiosulfato
deshidrogenasa (TD) (Pronk y cols., 1990). Por otro lado tampoco se han encontrado
homélogos a los componetes del complejo Sox en ol genoma de A. ferrooxidans ATCC
23270 ni en arqueas acidéfilas, lo que sugiere la existencia de una via distinta para la
oxidacion de tiosulfato en estos microorganismos (Ramirez y cols., 2004; Friederich y cols.
2005; Valenzuela y cols., 2006 y 2007). El tetrationato generado durante la oxidacién de
tiosulfato es oxidado en un proceso ciclico via politionatos a sulfato (Pronk y cols., 1990).
En extractos crudos de A. ferrooxidans sc report6 la actividad rodanasa (Tabita y cols,,
1969; Ramirez y cols., 2002). Las rodanasas pertenccen a la superfamilia de las

rodanasas/Cdc25 fosfatasas, siendo ubicuas en todos los dominios de la vida. Son enzimas
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con actividad tiosulfato:aceptor azufre transferasas (TST; E.C. 2.8.1.1) cuya actividad se
ensaya in vitro por la transferencia del azufre sulfano del tiosulfato al cianuro, formando
tiocianato (Ecuacion 2). Si el dador de azufre es 3-mercaptopiruvato se denominan

mercaptopiruvato:azufre transferasas (MST; E.C. 2.8.1.2) (Bordo y Bork, 2002)

$,0:% +CN° ——  SO;7+SCN' (Eeuacion 2)

Ademads de las vias de oxidacién del tiosulfato mediadas por el complejo Sox y por la TD,
se ha descrito una tercera via en el cual el tiosulfato es clivado por una enzima con actividad
tiosulfato-azufre transferasa (TST) generando azufre y sulfito, pudiendo ser este uliimo
oxidado por una sulfito oxidorreductasa disimilatoria o por la via de la adenil fosfo-sulfato

(APS) reductasa para generar ATP (Briiser y col., 2000).
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1.5 Estudios proteémicos en A. ferrooxidans

Dada la importancia y ¢l escaso conocimiento que se tiene de los sistemas involucrados en
el metabolismo de A. ferrooxidans y a la solo reciente disponibilidad de la secuencia
anotada del genoma de la cepa ATCC 23270, en nuestro laboratorio se han tomado
aproximaciones protedmicas para la identificacién de proteinas importantes en la oxidacion
de compuestos reducidos de azufre en 4. ferrooxidans. Al comparar ¢l patrén global de de
proteinas presentes en extractos fotales de 4. ferrooxidans obtenidos en diferentes
condiciones de crecimicnto, mediante electroforesis bidimensional en geles de
poliacrilamida (2D-PAGE), pueden identificarse y secuenciarse las proteinas aumentadas o
presentes solamente en la condicién de interés. De esta manera en nuestro laboratorio se ha
logrado la identificacién de proteinas expresadas diferencialmente durante cambios en el pH
externo, shock térmico, carencia de fosfato y el uso de diferentes sustratos como fuentes
energéticas (Amaro y cols., 1991; Varela y Jerez, 1992; Seeger y Jerez, 1993; Vera, y cols.,
2003; Ramirez y cols., 2002 y 2004), Deniro de las proteinas identificadas mediante 2D-
PAGE cuyos niveles aumentan al utilizar compuestos de azufre como fuente do energia se
encuentran una proteina de membrana externa (OMP44), una putativa TST exportada (P21),
una proteina de unién molibdato/tiosulfato/sulfato (SBP; ModA en Acosta y cols., 2005),
una proteina putativa de exporte de polisacarido capsular (WcbC) y una proteina de 16 kDa
de funcién desconocida (Ramirez y cols., 2002 y 2004). Los altos niveles de la TST
putativa P21 en los extractos obienidos de cultivos crecidos en compuestos reducidos de
azufre, asi como el 1ol central que tendria el tiosulfato en el mecanismo de oxidacién de la
pirita y otros sulfuros metalicos hicieron profundizar el estudio de la proteina P21 y de la

actividad rodanasa de A. ferrooxidans.
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1.6 Proteinas tipo rodanasa de 4. ferrooxidans

1.6.1 Andlisis de la TST putativa de A. ferrooxidans P21

Por andlisis de 2D-PAGE de exiractos de proteinas totales en 4. ferrooxidans ATCC 19859
se identificé una proteina de 21 KDa cuyos niveles son muy abundantes cuando la bacteria
utiliza azufre elemental, tiosulfato, esfalerita (ZnS), Sulfuro de cobre (CuS) y pirita (F €Sy
casi ausente en los extractos obtenidos de bacterias utilizando ién ferroso como sustrato
oxidable. Con la secuencia del amino terminal de la proteina se localizé en el genoma de 4.
ferrooxidans ATCC 23270 un ORF codificante para una proteina de 23,8 KDay con un pl
de 9,18, el cual fue clonado v expresado en Escherichia coli; este ORF es homélogo a una
TST de Deinococcus radidurans y a otras proteinas pertenecientes a la superfamilia de las
rodanasas. Ademés presenta los dominios caracteristicos CH2A y CH2B asi como el
“loop” con la cisteina caracteristica del sitio activo de las proteinas pertenccicntes a la
familia de las rodanasas (Ramirez y cols., 2002; Acosta y cols., 2005). La diferencia en los
pesos moleculares se debe a la presencia de un péptido sefial tipo Sec, el cual sera
procesado correctamente en K. colfi. Mediante cnsayos de inmunocelectromicroscopia
electrénica utilizando anticuerpos anti-P21 conjugados con particulas de oro se mostrd que
la proteina P21 se localizaria principalmente en la periferia de 4. ferrooxidans. Sin
embargo, no se encontrd en extractos peripldsmicos obtenidos por shock osmotico, lo que
sugiere que P21 estaria asociada la membrana interna, orientada hacia el periplasma
(Ramirez y cols., 2002). La P21 recombinante expresada en E. coli no mosird actividad
rodanasa in vitro, por lo tanto P21 no daria cuenta de la actividad rodanasa de extractos

crudos de A. ferrooxidans reportada por Tabita y cols. (1969) y Ramirez y cols. (2002).
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1.6.2 Bisqueda de otras proteinas tipo rodanasa en ¢l genoma de A. ferrooxidans
ATCC 23270

Basandose en la secuencia de P21 y ofras proteinas pertenecientes a la superfamilia de las
rodanasas realizamos una bisqueda bioinformatica en ¢l genoma de A. Jerrooxidans ATCC
23270, encontrandose sicte ORFs codificantes para proteinas que contienen un dominio tipo
rodanasa, denominados de acuerdo al peso molecular (en KDa) deducido de las secuencias
come pll, pl4, p14.3, pI5, pl6, pl6.2'y p28 (Ramirez y cols., 2002; Acosta y cols., 2005).
Todas las proteinas tipo rodanasa identificadas poseen los dominios CH2A, CH2B y el sitio
activo caracteristico para las proteinas tipo TST o MST (Acosta y cols., 2005). En la tabla
1 sc resumen algunas caracteristicas de las protefnas tipo rodanasa de A. ferrooxidans

ATCC 23270y en la Figura 2 s¢ esquematizan sus respectivos contextos génicos.

Tabla 1. Caracteristicas de las proteinas tipo rodanasa identificadas en el genoma de 4.
ferrooxidans ATCC 23270 (Adaptada de Acostay cols., 2005).

Proteina PM° (kDa) pl° DIM® Localizacién Predicha Actividad TST®
Pii 11,7 9,10 NO Citoplasma ND*
P14 14,5 4,84 NO Citoplasma 0,43 +0,134
P143 14,3 4,75 NO Citoplasma ND
P15 15,2 6,18 NOC Citoplasma 1,45 +0,072
P16 15,6 9,26 SI membrana interma 0,57 £ 0,184
P16.2 16.3 649  NO Citoptasma 3,03 0,185
P21 23,8 9,36 51 periplasma/ membrana interna ND
P2g 28.6 5,80 NO Citoplasma ND
3 PM, peso molecular
® pI, punto isoeléctrico

® DTM, dominios de transmembrana

4 Actividad tiosulfato:cianuro azufre transferasa, en U mg™! proteina

®ND, no determinada

L6.3 Anilisis de los contextos genéticos de las proteinas tipo redanasa de A
Sferrooxidans ATCC 23270

Los sustratos fisiolégicos de las proteinas tipo rodanasa ain no se conocen, pero s¢ ha

demostrado que participarian en multiples procesos de transferencia de azufre en procesos

tanto regulatorios como metabélicos (Bordo y Bork, 2002). Los contextos genéticos de las
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proteinas tipo rodanasa de A. ferrooxidans ATCC 23270 (Figura 2) sugieren posibles
funciones para algunas de ellas.

Rio arriba de pl se encuentran moad (Figura 2), un ORF codificante para una proteina
hipotética y moaC (no mostrados en la Figura 2). En E. coli MoaA y MoaC catalizan fa
formacion del precursor Z a partir del nucledtido de gnanina en la via biosintética de la
molibdopterina (MPT), precursor del cofactor de molibdeno (MOCOQ). Recientemente se
describi6 la participacién de una proteina tipo rodanasa durante la sintesis del MOCO en
humanos, la que participaria durante la activacion de MOCS2A (homéloge a MoaD de E.

coli) por MOCS3 (Matthies y cols., 2004).
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e N B
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Figura 2. Esquema de los contextos genéticos de las proteinas tipo rodanasa de Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270. Los nombres de los ORFs son los utilizados en el texto (Tomado de
Acostay cols., 2005).

La proteina MOCS3 presenta dos dominios, uno relacionado con proteinas de la familia
MoeB y otro con la familia de las rodanasas (Matthies y cols., 2004), lo que sugiere la
participacién de P11 en la sintesis del MOCO en A. ferrooxidans (Acosta'y cols., 2005), El
contexto génico de p/4 muestra la presencia de un solo ORF (fpp2) en la misma
orientacion, ¢l cual es similar a proteinas hipotéticas requeridas en la adhesion a células

hospederas en ofros microorganismos; por su parte, P14 muestra homologia con Ja proteina
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Sud (de Sulfide dehydrogenase) de Wolinella succinogenes, que presenta actividad
polisulfuro azufre transferasa (Klimmek y cols,, 1999). Rio abajo de pl5 se encuentran
speE y bro, codificantes para una putativa espermidina/espermina sintasa (relacionada con
el transporte y metabolismo de aminoacidos) y una proteina putativa de unién a DNA dela
familia BRO, respectivamente. Rio arriba de pl5 sc encuentran 2 ORFs codificantes para
proteinas integrales de membrana putativas denominadas #mpl e imp2 (Acosta vy cols,,
2005). pl6 se encuentra rio abajo de un regulador transcripcional de la familia ArsR. (arsR)
y del grupo tolC-acrAB, el cual codificaria para un sistema de eflujo de cationes/multi-
drogas del tipo RND y de un pequefio ORF (Zyp3) codificante para una proteina putativa de
funcién desconocida. Rio abajo de pl6 se encuentran ORF codificantes para una
glutarredoxina (grx), una tiorredoxina (#4i) y para una N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa
(amiC). En la cercania del ORF pl6.2 solo se encuentra nei, el cual codificaria para una
putativa formamidopirimidina-DNA glicosilasa posiblemente involucrada en Ia replicacion,
recombinacién y reparacion del DNA (Acosta y cols., 2005). Los ORF codificantes para las
rodanasas P14.3 y P21 se encuentran contiguos en el genoma de 4. ferrooxidans ATCC
23270. Rio arriba de estos se encuentra doxDA !, codificante para una subunidad de una
quinol oxidasa terminal homéloga a la TQO de 4. ambivalens (Miiller y cols., 2004);
modAl, codificante para el componente peripldsmico de un transportador ABC de
molibdato/tiosulfato/sulfato anteriormente descrita como una proteina de unién a sulfato
(SBP) (Ramirez, 2002 y 2004); hyp4, una proteina hipotética y fehd, codificante para un
transportador de C-4 dicarboxilato (cdf en Ramirez y cols., 2002 y 2004) relacionado con la
resistencia a telurito (Acosta v cols., 2003); en la hebra contraria a p/4.3 se encuentra aApC,
codificante para una proteina de la familia AlpC-TSA, relacionada con las hidroxiperéxido
reductasas y antioxidantes tiol-especificos. Rio arriba de ahpC se encuentran dos ORFs
productos aparentemente duplicados de modAl y doxDAI, denominados modA2 y doxDA2

(no mostrados en la Figura 2). Finalmente p28 se encuentra rio abajo de un grupo genético
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relacionado con ¢l ensamblaje de centros hierro-azufre (hesB, nifU, nifS, nif), leud, cysE e
hyp5 codifican para una isopropilmalato/homacitrato/citramalato sintasa, una serina

acetiltransferasa y para una proteina hipotética, respectivamente (Acostay cols., 2005).

L7 Gendmica funcional

La determinacién de los niveles de RNA mensajero (mRNA) para un gen en dos
condiciones determinadas puede dar cuenta de la relacién de dicho gen con el proceso
estudiado (Butte, 2002). Para la deteccion y cuantificacién de mRNA se han desarrollado
numerosas técnicas, entre las que se encuentran Northern Blots, RT-PCR competitivo semi-
cuantitativo, PCR cuantitativo en tiempo real, etc. La creciente disponibilidad de
secuencias de genomas completos han permitide cuantificar variaciones en los niveles de
mRNA para cada ORF presente en un genoma bajo diferentes condiciones utilizando
sistemas de microarreglos de DNA (Butte, 2002), siendo utilizados exitosamenic en
sistcmas bacterianos como E. coli (Richmond y cols., 1999; Tao y cols., 1999; Arfin y cols.,
2000). Es de especial interés la posibilidad de analizar el perfil de expresion de un
subgrupo de genes (de una via metabélica particular o de marcadores de diversas patologias
o condiciones fisiolégicas) utilizando sistemas de macroarreglos de DNA ¢n membranas de
nylon (Schlaak y cols., 2002; Weber y Jung, 2002; Haveman y cols., 2003). Dada la
relativa sencillez en el analisis de los resultados, su adaptabilidad a las necesidades de cada
laboratorio y la economia en el montaje, esta técnica es una buena eleccién a para estudios

de expresion génica a escala no global.

1.7.1 Gendmica funcional en microorganismos biolixiviantes
Recientemente se completé y anoté la secuencia del genoma de A. ferrooxidans ATCC
23270 (J. Craig Venter Institute, http://www.tigr.org), siendo junto con el arquedn

Metallosphaera sedula DSM 5348 los tnicos microorganismos relacionados con procesos
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de biolixiviacion cuyo genoma se encuentra disponible. En base a la secuencia de 4.
ferrooxidans ATCC 23270, recientemente se disefio un microarreglo de DNA con el cual se
analizaron los patrones de expresién de genes relacionados con el metabolismo energético y
de las vias de utilizacién de carbono en este microorganismo al utilizar Fe?* o §° como
fuente de energia (Appia-Ayme v cols., 2006; Quatrini y cols., 2006). Una aproximacién
para estudios de expresi6n global en un microorganismo biolixiviante no secuenciado fue la
utilizada por Parro y Moreno-Paz (2003). Los autores desarrollaron un microarreglo de
DNA construido con una genoteca al azar del L. ferrooxidans 13.2, el cual les permitié
identificar y secuenciar los clones de la genoteca que contenfan fragmentos con secuencias
inducidas durante la carencia de nitrdgeno, identificando asi operones codificantes para la
Fe-Mo Nitrogenasa (nifHDKENX), para proteinas encargadas del ensamblaje de centros
hierro-azufre (nifSU-hesB-hscBA-fdx), transporie de compuestos nitrogenados (amiB y
modA) y para proteinas regulatorias (ntrC, nifd y ginB) (Parro y Moreno-Paz, 2003),

Dado ¢l desconocimiento de las funciones y sustratos fisiolégicos de las proteinas tipo
rodanasa de A. ferrooxidans y ¢l papel central que tendria ¢l metabolismo del tiosulfato
durante la biolixiviacion de sulfuros metdlicos oxidados por la “via del tiosulfato”, se
propone para esta tesis el construir un sistema de macroarreglos de DNA para el estudio a

nivel transcripcional de los ORFs codificantes para proteina tipo rodanasa encontrados en el

genoma de 4. ferrooxidans ATCC 23270.
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1.8 Hipdtesis de trabajo
Los genes codificantes para proteinas tipo rodanasa se expresan diferencialmente cn
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 cuando crece utilizando azufre elemental,

tiosulfato o ién ferroso como fuente de energia.

1.9.10bjetivo general

Determinar los niveles relativos de mRNA de los ORFs codificantes para proteinas tipo
rodanasa v sus contextos en cultivos de Acidithiobacillus ferrooxidons ATCC 23270
crecidos en i6n ferroso, azufre elemental o tiosulfato como sustratos oxidables utilizando un

sistema de macroarreglos de DNA.

1.9.2 Objetivos especificos

1. Analisis bioinformético de los ORFs codificantes para proteinas tipo rodanasa de 4.
ferrooxidans ATCC 23270 y sus contextos génicos y disefio de partidores para
amplificar fragmentos de los ORFs seleccionados.

2. Construir un sistema de macroarreglos de DNA en membranas de nylon y
determinar las condiciones de marcaje de las sondas de cDNA e hibridizacién de las
membranas.

3. Detorminar la variabilidad y limite de deteccién del sistema de macroarreglos de
DNA.

4. Determinar los niveles relativos de transcrito para los genes seleccionados durante

el crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 23270 en diferentes sustratos oxidables.
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I1. Materiales y Métodos

IL.1 Materiales

11.1.1 Reactivos quimicos

Azufre clemental en polvo, de Acros Organics; kit de cnriquecimiento de mRNA
bacteriano MICROBExpress™, de Ambion; columnas de filtracion en geles microspin
$-200 HR, de Amersham; dodecil sulfato de sodio (SDS), tris(hidroximetil)
aminometano (Tris), agarosa, pélicula protectora “Screen Guard”, de Bio Rad; HEPES
libre de 4cido, de Calbiochem; Kit de purificacion de RNA, de E.Z.N.A; Tiosulfato de
sodio pentahidratado, de Fischer Scientific; DNasal libre de RNasa (126 U/uL),
RNasaH (10 U/pL), Marcadores de peso molecular de DNA 1Kb y 1Kb Plus, de
Invitrogen; sulfato de magnesio, sulfato de amonio, cloruro de calcio, cloruro de
magnesio, cloruro de sodio, etanol, extracto de levadura, fosfato acido de potasio,
fosfato monobasico de potasio, isopropanol, acido clorhidrico, acido sulfirrico, acetato
de sodio, acido acético glacial, de Merck; Kit extraccion DNA desde geles de agarosa
Ultrafree-DA®, Membrana de nylon Immobilon-NY+, de Millipore; [o-*PldCTP
(3000 Cymmol; 10 mCymL), de Perkin Elmer, Kit extraccién DNA genémico
Wizard®, cloruro de magnesio (25 mM) Amortiguador Termofilico Tag 5X, Tag DNA
Polimerasa (5 U/uL), dNTPs (100 mM cada uno), transcriptasas reversas ImPromll
(100 pL) y M-MLV (200 U/pL), amortiguador de carga para electroforesis de DNA
Blue/Orange (6X), inhibidor de ribonucleasas recombinante RNasin® (40 U/ub),
oligonucledtidos al azar (20 pg), Transcriptasa reversa AMV (25 U/uL), de Promega;
Acido etilendiamino tetracético (EDTA), solucion de fenol saturado acido pH 4,3, Di-
etil pirocarbonato (DEPC), de Sigma-Aldrich; solucion de limpieza “multi blot

replicator” (VP110), de V&P Scientific; Agua libre de nucleasas, DNA de esperma de
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salmén denaturado y fragmentado (10 mg/mL), solucién de Dendharts 50X, fenol

acido/cloroformo, cloroformo, de Winkler.

I1.1.2 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

La cepa de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 se crecié aerobicamente con
agitacion a 30 °C en medio 9K modificado (en g/L: 0,1 (NH)2804; 0,4 MgS0,4-7TH,0;
0,04 K;HPO,+3H;0), suplementado con 33,3 g/L FeS047H:0 o 50 g/l de azufic
elemental en perlas. La bacteria se creci6 en tiosulfato en el medio DSMZ 71 (en g/L:
3,0 (NHi)2S04; 0,5 MeS0;4»7I10; 0,25 CaCly+2H,0; 3,0 KHPOy) supiementado con

5,0 g/L de NH.gSzO:-;'SHzO.

I1.2 Métodos

I1.2.1.1 Anslisis bicinformatico de la secuencia ne anotada de A. ferrooxidans
ATCC 23270

Los ORFs analizados en esta tesis se escogieron durante el analisis de las proteinas tipo
rodanasa presentes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 y de sus respectivos
contextos génicos identificados previamente en nuestro laboratorio (Ramirez y cols,,
2002; Acosta y cols., 2005) utilizando la secuencia del genoma no terminado disponible
de A. ferrooxidans ATCC 23270 (J. Craig Ventrer institute, http://fwww tigr.org)
mediante los algoritmos de tBLASTn en los sitios del NCBI
(hittp:/fwww.ncbi.nlm nih gov/sutils/genom_table.cgi) y/o del J. Craig Venter Institute
(http:/ftigrblast tigr.org/ufmg/). Los ORFs pertenccientes al contexto génico de cada
proteina tipo rodanasa se determinaron y visualizaron con el programa ARTEMIS
verstén 7 (The Sanger Centre, http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/), utilizando

un tamafic minimo de ORF de 100 pb, siendo identificados por su similitud con
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proteinas encontradas en las bases de datos utilizando BLASTpD en los sitios del NCBI
(http:/fwww.ncbi.nlmnih.gov/BLAST/) ylo de ExPASy
(http://au.expasy.org/tools/blast/). El peso molecular y el punto isoeléctrico teodrico se
obtuvieron con la herramienta “Compute pI/Mw” de ExPASy tools
(http://www.expasy.org/tools/pi_toolhtml). La biisqueda de péptidos sefial Sec y TAT
se realizd con las herramientas SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y
TatP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TatP-1.0/), respectivamente. La presencia de
moédulos y dominios funcionales se buscaron en  PROSITE, de ExPASy
(http://bo.expasy.org/prosite/} y CDD. Los posibles dominios de transmembrana fucron
predichos con Ia herramienta TMPred del EMBL
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form html). Los promotores se
identificaron con la herramienta de prediccién de promotores por redes neuronales del
Berkeley Drosophila Genome Project

(http:/fwww fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).

I1.2.1.2 Actualizacion: secuencia anotada de A. ferreoxidans ATCC 23270

Durante la escritura de esta tesis se termind y se hizo piblica la anotacién de la
secucncia del genoma completo de A. ferrooxidans ATCC 23270 por el J. Craig Venter
Tnstitute {(http://cmr tigr.org/tigr-scripts/ CMR/GenomePage.cgi?org_search=&org=gtf).
Sin embargo, en esta tesis s mantuvo la anotacién manual y nomenclatura utilizada
previamente en Acosta y cols, (2005). En Ia Tabla 2 (ver en resuliados) se muestran el
“Locus Name” correspondientes a la anotacién del J. Craig Venter Institute para cada

ORF analizado en esta tesis.
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I1.2.2 Extraccién del DNA gendémico de A. ferrooxidans

El DNA genomico de 4. ferrooxidans ATCC 23270 se obtuvo a partir de células
crecidas en tiosulfato hasta fase de crecimiento exponencial tardia utilizando el kit de
extraccion de DNA genomico Wizard® (Promega). Las células se colectaron por
centrifugacion 5223 x g por 20 min y se lavaron tres veces con el medio de sales 9K.
Una vez lavadas las células se procedié con la extraccion de DNA gendmico segim las
instrucciones del fabricante, el cual se resuspendié en 100 pL de agua libre de
nucleasas. La cuantificacion del DNA gendmico se realizd por su absorbancia a 260 nm
de una dilucién de DNA 1/800. La concentraciéon de DNA se calculd usando ia relacion

1 OD360 = 50 pg DNA/mL.

11.2.3 Extraccion del RNA de A. ferrooxidans

11.2.3.1 Extraccion del RNA total de A ferrooxidans

El RNA total de A. ferrooxidans ATCC 23270 se extrajo de células en la fase de
crecimiento exponencial tardia (1 -2 x 10® célVmL) mediante una extraccién con fenol
calicnte, esencialmente segin lo descrito por Guiliani y cols. (1997). Las células se
colectaron por cenirifugacién a 5223 x g por 20 min a temperatura ambiente y s¢
lavaron tres veces con el medio de sales 9K (o dos veces con agua acidificada con
H,S04 a pH 1,7 y una vez con 10 mM ciirato de sodio pH 7,0 para las células crecidas
en ion ferroso). EI RNA se obtuvo a partir de fracciones de 10 mg (peso himedo) de
pellet de células resuspendidas en 300 pL de solucion-de lisis (0,02 M acetato de sodio
pH 5,5; 0,5 % SDS; 1 mM EDTA) con 600 pL de fenol saturado acido a 60 °C,
incubando por 7 min a 60°C y agitando por inversién cada 45 s. La fase acuosa se re-
extrajo con femol acido por 7 min a 60 °C y lmego 1 o 2 veces con fenol

acido/cloroformo y 2 veces con cloroformo. El RNA obtenido se precipitd con 1/10
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volumen de 3 M acetato de sodio pH 5,2 y 2 — 3 volimenes de etanol al 100% a -20°C
toda 1a noche o a —80 °C por 2 h. El RNA se precipité por centrifugacion a 13300 x g
por 30 min a 4 °C, se lavd 2 veces con etanol al 70% y resuspendi6 en agea libre de
nucleasas. El RNA obtenido se tratd con DNasal libre de RNasa en una reaccion con un
volumen final de 200 uL conteniendo: acetato de sodio, 150 mM pH 5,2 y MgCly, 5
mM por 30 min a 30 °C. Luego se agregd 5 mM EDTA y la enzima se inactivo a 65 °C
por 15 min, se extrajo con fenol/cloroformo 4cido y cloroformo, sc precipito el RNAy
se resuspendié en 15 pL de agua libre de mucleasas. El RNA se cuantifico por la
absorbancia a 260 nm de una dilucién 1/500, se determiné su pureza por la relacion de
absorbancias a 260/280 nm y su estado fisico se revis6 por electroforesis en geles de
agarosa al 1%. La concentracién de RNA se calcul6 utilizando fa relacion 1 ODgg = 40

pg RNA/mL.

11.2.3.2 Protocolos de enriquecimiento del RNA fotal en mRNA

Para enriquecer las muestras de RNA total de 4. ferrooxidans en RNA mensajeros se
utilizé el kit comercial MICROBExpress™ y un protocolo adaptado de Rosenow y cols.
(2003). Para el protocolo de Rosenow, 25 pg de RNA total se hibridizaron con una
mezela de oligonucleétidos complementarios a zonas de los RNA 168 y 23S (anexo 1;
1,75 uM cada uno) en un volumen final de 40 uL a 70 °C por 5 min, luego fueron
puestos en hielo, Este RNA fue transcrito reversamente a 42 °C por 25 miny a 45 °C
por 20 min en una mezcla que contenia 1X amortiguador M-MLV; 0,5 mM dNTPs; 30
U RNAsin, y 500 U M-MLV-RT. La mezcla s¢ incubd a 4 °C por 5 min y Iuego la
enzima se inactivo a 65 °C por 5 min. Se agregaron 80 U mas de RNAsin y el RNA de
los hibridos RNA/cDNA sintetizados durante la transcripcion reversa se digirieron con

40 U de RNasaH a 37 °C por 25 min, Los cDNAs sintetizados se digirieron agregando
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20 U de DNasal e incubando por 20 min a 37 °C, deteniendo la reaccién con 10 mM
EDTA. El RNA enriquecido se purificé utilizando el kit de purificacion de RNA

E.ZN.A.® segin las instrucciones del fabricante.

11.2.4 Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis de DNA y RNA sc realizd en geles de agarosa al 1% p/v en
amortiguador TAE 0,5X (TAE 1X, 40 mM Tris-Acetato pH 8,0; 1 mM EDTA) en
condiciones no desnaturantes. En los geles se cargaron 1 02 pL de DNA o 5 pL de los
productos de PCR en buffer de carga 1X (40% p/v sucrosa; 0,25% p/v azul de
bromofenocl). 1 pL de RNA se cargd en una proporcion 1:1 con amortiguador de carga
para electroforesis de DNA Blue/Orange. Los geles se corrieron a 50 0 100 V hasta que

el frente de migracion se encontrara a ~2 cm del final del gel.

I1.2.5 Construccién del macroarreglo de DNA

11.2.5.1 Diseiio de oligonucledtidos

Se disefiaron oligonucledtidos para amplificar por PCR fragmentos de cada ORF a
analizar en el macroarreglo de DNA (Tabla N°2) y para los genes utilizados como
controles internos de expresién (fDNA 16S, dnaK, GroEL, rus) y para el DNA
heterdlogo utilizado como control de marcaje e hibridizacion (exp-1 de Prurus persica).
Los oligonucleétidos se disefiaron a partir de la secuencia de los ORFs identificados
considerando, en general, como. codén de inicio la primera metionina codificada en ¢l
extremo 5° del ORF. En casos excepcionales donde se observo una sobreposicién con
el ORF precedente o por la presencia clara de promotores y/o secuencias de unién a
ribosoma se consideré como codén de inicio la metionina mas proxima a éstas

secuencias. Para cada ORF se disefio un partidor directo (oligonucledtidos “N”) y uno
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reverso (oligonucledtidos “R” o “C™) para amplificar fragmentos de aproximadamente
600 pb o ¢l ORF completo cuando su tamafio es menor a este valor. Los parimetros
generales considerados en el disefio fueron un largo de 18 pb, un contenido de G+C de
50 a 55 %y ¢l extremo 3 terminado en G o C. Los oligonucledtidos utilizados en esta

tesis se muestran en la tabla del anexo 1.

I1.2.5.2 Obtencién de los amplicones sembrados en las membranas de nylon

Para disminuir la contaminacién con el DNA gendmico presente en la reaccion de PCR
en los amplicones sembrados en la membrana, se realizaron dos rondas de amplificacion
por PCR y sc purificaron los amplicones a partir de la banda obtenida luego de una
electroforesis en un gel de agarosa. En la primera ronda de PCR se amplificéd a partir
del DNA genémico de A. ferrooxidans ATCC 23270 (100 ng DNA gendmico; 100 pM
dNTPs; 5 % viv DMSO; 250 ng cada oligonucledtido; 2,5 mM MgCly; IX
amortiguador termofilico Tag y 1 U Tag DNA Polimerasa) en una reaccion en un
volumen final de 50 pL. Se utilizé un protocolo de “Hot-Start” PCR consistente en una
desnaturacién inicial de 3 min a 95 °C, treinta ciclos de desnaturacion a 95 °C por 30 s,
“amnealing” por 30 s a “T” °C y extension por 45 s a 72 °C, seguidos de una ¢xtension
final de 3 min a 72 °C. La temperatura de “annealing” (T) para la primera ronda de
PCR fue en general de 50 °C, en algunos casos se subié a 52 o 54 °C para eliminar
productos de amplificacién que no correspondieran a los 600 pb esperados. La segunda
ronda se realizo en similares condiciones, salvo que el DNA gendmico se reemplazo por
0,5 pL de la primera reaccidn de PCR y la temperatura de “annealing” se aument6a T +
2°C. Todos los amplicones se revisaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% en
0,5X TAE. Los amplicones obtenidos de la segunda ronda de PCR s¢ purificaron a

partir de la banda obtenida luego de la electroforesis en geles de agarosa al 1% en 0,5X
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TAE utilizando el kit UltraFree-DA, sepin las instrucciones del fabricante, se
cuantificaron por su absorbancia a 260 nm y se diluyeron a 5 ng/pl, en 40 % viv
DMSO; 100 pL de cada dilucién se colocaron en una placa para cultivos celulares de 96
pocillos para su posterior sicmbra. En Ia placa se incluyeron diluciones a 5 ng/pL en
40% v/v DMSO de un fragmento del gen de Ia expansina-1 de Prunus persica (exp-1;
(donado por Verénica Cambiazo, Laboratorio de Bioinformética y Expresion Génica,
INTA) y un fragmento del gen codificante para la isoforma fetal de la proteina tau de
Homo sapiens (tau; donado por Ricardo Maccioni, Laboratorio de Biologia Celular y

Molecular, Facultad de ciencias, Universidad de Chile) y DMSO al 40% v/v.

I1.2.5.3 Sembrado las membranas de nylon

El DNA s¢ sembré manualmente desde la placa de ELISA utilizando el “Multi Blot
Replicator” en membranas de nylon Inmobilon-Ny+. Cada dilucion se sembro 3 veces
(~ 1,5 ng de DNA por mancha) y en cuadruplicado. Las membranas se secaron al aire y
Tuego se trataron con solucién de desnaturacion (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl) por 7 min
sin agitacion, luego de lo cual se incubaron 2 veces por 3 min en solucién de
neutralizacion (0,5 M Tris-HC] pH 8,0; 1,5 M NaCl; 1 mM EDTA) con agitacién y se
secaron al aire. Finalmente, ¢l DNA fue entrecruzado a la membrana por irradiacion
con luz UV (254 nm) a 0,12 Jem® en un Hibrilinker HL-200 (UVP Laboratory

Products).

I1.2.6 Marcaje de las sondas de cDNA
La sonda marcada se obtuvo por incorporacion de [¢-*P]dCTP en el cDNA sintetizado
a partir de 10 pg de RNA total utilizando oligonucledtidos reversos especificos para

cada fragmento impreso en la membrana (oligos R o C tabla anexo 1) utilizando la
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transcriptasa reversa ImPromll en un volumen final de 50 pL (10 pg RNA total; 1,5 ng
RNA exp-I; 10 pmol de cada oligonucledtido especifico; 800 pM dNTPs sin dCTP; 3,5
mM MgCly; 50 pCi fu-*P[dCTP o [o-"P]dCTP; 40 U RNAsin,; 2 pL ImProm II) por 2
h a 42 °C. La mezcla de RNA total v de exp-I se hibridizo con la mezcla de
oligonucledtidos previo a la transcripcion reversa a 70 °C por 5 min. Luego de Ia
reaccion, la enzima se inactivé a 65 °C por 15 min y el RNA se degradé por tratamiento
con 0,2 M NaOH a 37 °C por 15 min, siendo neutralizado con 0,25 M amortiguador
HEPES. Las sondas de ¢cDNA marcado se purificaron utilizando las columnas S-200
HR (Amersham) segin las instrucciones del fabricante. La radicactividad incorporada
en 1pL se cuantificé en un contador de centelleo. Al utilizar oligonucledtidos al azar en
la reaccién de marcaje se aplicaron 25 pg de RNA total, se reemplaz6 la mezcla de
oligonucledtidos especificos por 40 ng de oligonucledtidos hexaméricos al azar y se
utilizd la AMV RT en vez de ImPromll, segin lo descrito en Arfin y cols. (2000). El
RNA de exp-1 transcrito in-vitro fue gentilmente donado por Verdnica Cambiazo,

Laboratorio de Bioinformatica y Expresion Génica, INTA.

11.2.7 Hibridizacién, lavado y exposicién de las membranas

Por cada sonda obtenida se hibridizaron dos membranas. Estas fueron previamente
humedecidas en 2X SSPE (10X SSPE: 1,8 M NaCl; 100 mM fosfato de sodio pH 7,7,
10 mM EDTA) por 5 min a temperatura ambiente. Luego se pre-hibridizaron en 7,5 mL
de solucién de hibridacién (5X SSPE; 2% p/v SDS; 1X solucion de Dendharts; 100
ug/mL. DNA de esperma de salmoén) a 65 °C por 2 — 4 h. Las membranas se
hibridizaron en 5 mL solucién de hibridacién “fresca™ a 65 °C con la sonda de cDNA
obtenida (>1,5 x 10° cpm/mL solucién de hibridacion), desnaturada en agna hirviendo

por 5 min, durante toda la noche. Las membranas se lavaron con 25 mL de solucién de
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lavado (0,5X SSPE; 0.2% p/v SDS) 2 veces a temperatura ambiente por 5 min seguidos
por 2 lavados a 65 °C por 15 min. Las membranas se envolvieron en pelicula plastica
(“saram film”) y sc expusieron en una pantalla K-Screen (Kodak) por 1 -2 dias y se
escanearon en un PhosphorImager (Molecular Imager FX system, Bio-Rad) utilizando
el programa Quantity One 1.0 (Bio-Rad). La cuantificacion y analisis y d¢ las manchas

obtenidas se realizo con el programa VersArray (Bio-Rad) y Excel (Microsoft Office).

I1.2.8 Normalizacién y tratamiento de los datos de intensidad de las membranas
con los macroarerglos de DNA

Las intensidades netas (IN), correspondientes a la intensidad cruda promedio de la sefial
(IC) menos ¢l valor de su fondo local promedio (IFX), obtenidas para cada mancha se
normalizaron por la intensidad neta promedio de las 8 manchas de exp-/ (RNA exdgeno
agregado a la reaccién de marcaje) presentes en cada membrana, el que fue utilizado
como control de marcaje y de hibridacion, obteniendo la intensidad neta relativa (INR).
La relacién sefial ruido (Qsr) se¢ determiné a partir de la IC y la IFX segin la relacién
Qsr = [ICAIC + IFX)] (Wang y cols., 2001). Las INR con una Qsr > 0,51 de las
diferentes réplicas para cada mancha en cada condicién se promediaron obteniendo la
intensidad neta relativa promedio (INRX). Para cada condicion las INRX se calcularon

con al menos 3 datos de intensidad para cada mancha.
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II1. Resultados

IIL.1 Seleccion de los ORF de A. ferrooxidans ATCC 23270 analizados en esta tesis
y disefto de oligonucleétidos

En esta tesis se analizaron los niveles de los transcritos presentes en A. ferrooxidans
para el grupo de ORFs codificantes para las proteinas tipo rodanasas identificados en el
genoma de la cepa ATCC 23270 y de algunos ORFs encontrados en sus contextos
génicos detallados en la Tabla 2. Los ORFs analizados pertenecientes al contexto
genético de cada rodanasa se escogieron de acuerdo a la posibilidad que formaran parte
de una misma wnidad transcripcional con ésta, lo cual se evalud segin los siguientes
criterios: la hebra de DNA en que se encontraraban los ORFs, distancia adecuada entre
el codén de inicio de cada ORF y el coddn de término del precedente, identificacién de
una posible secuencia de unién a ribosomas y la presencia de al menos una secuencia
promotora predicha rio arriba del primer ORF considerado (resuitados no mostrados).
Solo los ORFs correspondientes a pI5 y p28 se sembraron sin los ORFs pertenecientes
a un posible operén. Los oligonucledtidos especificos para amplificar cada uno de los
ORF analizados se disefiaron manualmente a partir de las secuencias nucleottdicas

segiin se detalla en Materiales y Métodos y se muestran en la Tabla del anexo I.

1I1.2 Extraccién del DNA genémico de A. ferrooxidans

Se extrajo el DNA genomico a partir de 100 mL de un cultivo de A. ferrooxidans ATCC
23270 crecido en idn ferroso o tiosulfato hasta 1 x 10% ¢c&l/ml. (fase de crecimiento
exponencial tardia) utilizando el kit de purificacién de DNA gendmico Wizard®
(Promega). El estado fisico del DNA se chequeé por electroforesis en un gel de agarosa
al 1% (Fig. 3), se cuantificé por su absorbancia a 260 nm y se alicuotd en diluciones a

40 ng/pL y se almacenaron a — 20 °C hasta su uso.
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Tabla 2. ORFs correspondientes a proteinas tipo rodanasa y de sus contextos génicos
sembrados en €l macroarreglo de DNA.

. a b < 4 Locus
ORF Dominios Censervados Mw* pI' P5° DTM Name®
P11
moad  COG2896, MoaA, Enzima de la sintesis del 37,70 38,79 NO 0 AFE 0543
cofactor de molibdeno
pll ¢d00158, RHOD, Dominio homdlogo a Rodamasa 11,70 9,10 NO 0  AFE 054
sird COG0425, SirA, Proteina redox predicha, 7,50 3528 NO 0 AFE_0545
regulador de la formacion de enlaces disulfuro
hypl  COG2210, Proteina conservada no caracterizada 17,00 4,58 SI 1 AFE 0546
P14
hyp2  COGS5622, Proteina requerida para la unién a la 16,50 605 NO 0  AFE 2510
cfielula hospedera
pl4 cd01447, Polisulfe ST, Polislfixo-azufre 1450 4,84 NO 0 AFE 2509
transferasa
P15
pls ¢d01522, RHOD 1, Superfamilia Dominio 1520 6,18 NO 0 AFE_2875
homélogo a Rodanasa, subgrupo 1
P16
oep  pfam02321, OEP, Proteina de eflujo de 50,80 9,29 SI 1 AFE_0735
membrana externa
acrd  COGO845, AcrA, Proteina de fusion de 37,70 9,04 SI i AFE 0736
membrana
acrB  pfam00873, ACR_tran, Familia ActB/AcrI)/AcrF 1186 6,96 Sl 1 AFE_0737
hyp3  No se detectaron dominios conservados 6,70 593 &I 1 AYE 0738
pl6 ¢d00158, RHOD, Dominio homoblogo a Rodanasa 15,60 926 NO 1 ATFE 0739
grx pfam00462, Glutarredoxina 1020 7.8 NO 0  AFE 0740
thi pfam00083, Tiorredoxina 1590 924 SI 0 AFE 0741
Pi6.2
P16.2 cd01522, RHOD 1, Superfamilia Dominio 16,30 649 NO 0 Naf
homologo a Rodanasa, subgrupo 1
P14.3/P21
modd2 COGO725, Componente periplismico desistema 36,60 8,73 SI 2 AFE 2975
transportador de sulfato tipo ABC
doxDA2  pfam04173, Quinol oxidasa terminal, subunidad, 40,30 9,75 NO 5 AFE 2976
predicha (tipo doxD))
ahpC  pfam00578, AhpC-TSA, Familia AhpC/TSA 18,70 8,97 NO 1  AFE 2977
P14.3  ¢d00158, RHOD, Dominio homélogo a Rodanasa 14,30 4,75 NO 0 ATE 2978
p2! cd00158, RHOD, Dominio homologo a Rodanasa 23,80 9,36 SI 1 AFE_2979
doxDAl  pfam04173, DoxD>, Familia tipo DoxD 38,90 932 &SI 5 ATFE 2980
moddl  COG0725, ModA, Componente peripldsmico 36,70 9,10 SI 1 AFE_2981
sistema de transporte de molibdato tipo ABC
hyp4  No se detecteron dominios conservados 31,00 6,36 NO lo2 AFE 2982
tetd  pfam03595, C4dic_mal_tran, Proteina 44770 6,54 NO 609 AFE_2983
transportadora de compuestos C4-dicarboxilato
/proteina transportadora de 4cido mélico
P28
p28  ©d01444, GIpE_ST, Rhod, Superfamilia Dominio 28,60 5,80 NO 0  AFE 1582

homélogo a Rodanasa; cd00204, ANK, repetidos
de ankirina.

* MW, Peso molecular predicho, en KDa
® pI, Punto isoeléctrico predicho

°PS, péptido sefial

¢ DTM, Dominios de transmembrana

° Locus Name asignado en la anotacion del J. Craig Venter Institute
TNA, No Anotado por el J. Craig Venter Institute
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12000 pb

5000 pb

2000 pb

Figura 3. Anilisis del DNA genomico de A. ferrooxidans ATCC 23270 mediante electroforesis
en geles de agarosa. Carriles: PM, Peso Molecular 1 Kb Plus: 1, DNA gendmico A. ferreoxidans

ATCC 23270.

IT1.3 Extraccion de RNA total de A. ferrooxidans

El RNA total se extrajo rutinariamente utilizando fenol acido en caliente siguiendo un
método adaptado de Guiliani y cols. (1997) a partir de 10 mg de peso himedo de pellet
de células de A. ferrooxidans ATCC 23270, obteniéndose entre 0,5 y 1,0 pg RNA/mg
de peso humedo de pellet. El estado fisico del RNA se revis6 por electroforesis en geles
de agarosa en condiciones no desnaturantes y se cuantifico y se determind su pureza por
la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm como se ejemplifica en la Figura 4.
lLos parametros de calidad utilizados fue el observar las bandas correspondientes a los
rRNA de 23S. 16S y 58 en el gel de agarosa y tener un a relacion de Abs 260/280 > 1.6.
Los RNA obtenidos de células crecidas en ion ferroso no difieren en concentracion o

calidad de los mostrados en la Figura 4.




RESULTADOS

RNA Abs 260 nm_Abs 280 nm_[yig RNA/uL] Abs 260/280

1 0,072 0,044 1,44 1,64
2 0,073 0,037 1,46 1,97
3 0,120 0,068 2,40 1,76

Figura 4. Analisis del RNA total de 4. ferrooxidans ATCC 23270. (A) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TAE 0,5X de muestras de RNA total de 4. ferrooxidans luego del tratamiento
con DNAsal. Carriles: PM, Peso Molecular 1 Kb Plus; 1, RNA total obtenido de células crecidas
en tiosulfato; 2 y 3, RNA total obtenido de células crecidas en azufre elemental. (B)
Cuantificacién y determinacién de la pureza por determinacién de las absorbancias a 260 y 280
nm de diluciones 1/500 de los RNA mostrados en (A).

I11.4 Construccion de los macroarreglos de DNA

111.4.1 Amplificacioén de los fragmentos para sembrar en las membranas de nylon
Mediante PCR se amplificaron fragmentos con tamafios desde 230 a 600 pb
correspondientes a los ORFs de de 4. ferrooxidans ATCC 23270 mostrados en la tabla
3 y para los correspondientes controles negativos (fau), positivos (rus, dnaK'y groEL) y
de marcaje e hibridacion (exp-I). Se utilizaron las correspondientes parejas de
oligonucleétidos indicados en la tabla del anexo 1. Todos los fragmentos se revisaron
por electroforesis en geles de agarosa al 1% previo a su purificacion. En la Figura 5 se
muestra un resultado representativo de una electroforesis en gel de agarosa de
fragmentos amplificados para la siembra en las membranas de nylon. En el caso de los
fragmentos que no dieron amplificacion positiva o especifica con las condiciones
estandares utilizadas (ver por ejemplo carriles 6 y 8 de la Figura 5) las condiciones

particulares de temperatura de apareamiento y tiempo de extension fueron optimizadas
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hasta obtener una sola banda del tamano esperado. lodos los fragmentos se re-

amplilicaron por PCR vy purificaron desde los geles de agarosa.

1600 pb
650 pb

300 pb

Figura 5. Resultado representativo de la amplificacion de fragmentos de DNA para la siembra en
el macroarreglo de DNA. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en 0.5X TAE de los fragmentos de
DNA amplificados por PCR. Carriles: PM, marcador de peso moleclular 1 Kb Plus: (-). control

negativo {(sin DNA templado) de PCR: 1 — 15, fragmentos amplificados por PCR.

I1.4.2 Sembrado de las membranas de nylon

Para la siembra de las membranas amplicones se cuantilicaron por su absorbancia a 260
nm, se diluyeron a 5 ng/pl. en 40 % DMSO siendo dispensados en alicuotas de 100 pl
para cada fragmento en una placa para cultivo celular de 96 pocillos. A partir de esta
placa. s¢ sembro 3 veces 0.1 pl. de cada amplicon (~1.5 ng de DNA total) en
cuadruplicado. obteniendo asi las membranas con los macroarreglos de DNA. En los
experimentos de esta tesis se utilizaron placas con diferentes grupos de genes y arreglos.
La estandarizacion de las condiciones de marcaje e hibridizacion se realizo con 3 placas
diferentes. denominadas MV, MV2 v MV3 y se realizé en conjunto con Mario Vera
(Mario Vera. Tesis Doctoral. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile). Las placas

utilizadas contenian amplicones relacionados con las proteinas tipo rodanasas,
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relacionados con el metabolismo del fosfato y para un fragmento del tDNA de 165 de
A. ferrooxidans; la placa MV3 no contenia ¢l fragmento correspondiente al rDNA de
16S. La placa con los amplicones correspondientes a los ORFs analizados en esta tesis
se denomind placa “38”. El arreglo de los 93 amplicones presentes en la placa 58 se

mucstra en Ia Tabla 3.

Tabla 3. Disposicion de los amplicones en la placa “58”
1 2 3 ] 3 & 7 ] ] 16 11 12

n cys(d fyad web(C webB GMD SMT-1 MT-1 dnakl groEL ruy

B b2 webR wobR webT wehd web0 webP wobl) afel afeR rou AdiS
c bR webl) wIm cir) SHT B! wobH hyvef ubi(} orf3 H2G npo
Io modd tehd ypB modd-1 | doxDA-2 pal pl43 modd-2 | daxDdA-2 ahpC exp-1 cydd
E p28¢ tal” acrd acrB hyp3 plb g% hi amiC fdhd-1 7 pl5
F__ el | moat pI1 sird TopD | hdCl | hdeBd | RAAT | FpE | fand2 | kD2 | ple2
e ooB ApdS #spl ispd hydL AdrC-2 hdrB-2 gest-1 npF Fyp2 pid p28
128 sftyB sini> sheyed VHTD fypG psrd psrB psrC psrC i hypf

IIL.5 Estandarizacién de las condiciones de marcaje de las sondas de ¢cDNA e
hibridizacién de las membranas

I1L5.1 Comparacién del marcaje utilizando oligonucleétidos al azar y especificos
La primera variable que se estandarizé para la obtencion de las sondas marcadas, fue el
utilizar oligonuclestidos ORF-especificos sembrados en cada membrana u
oligonucledtidos al azar como partidores para la incorporacion de [o-*P]dCTP en el
¢DNA. En este experimento se utilizé la transcriptasa reversa AMV. Al hibridizar las
membranas sembradas a partir de la placa MV1 con las sondas obtenidas con
oligonucleétidos al azar solo se obtuvieron sefiales para los genes rus, dnak, groEL,
fDNA 168 y solo algunos otros ORFs sembrados, indicando que la actividad especifica
de los ¢cDNAgs sintetizados a partir de mRNA para la mayoria de los ORF es muy baja
como para ser detectada. Al utilizar una sonda obtenida en iguales condiciones
utilizando oligonucleétidos especificos se obtiencn sefiales para una mayor cantidad de

ORFs (Figura 6A).
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Figura 6. Dcterminacion de las condiciones optimas para ¢l marcaje del RNA total de A
Jerrooxidans ATCC 23270. (A) Hibridizacion de membranas MV con una sonda obtenida de 25
pe de RNA total marcadas por incorporacion de |a-*P|dCTP utilizando oligonucledtidos al azar
(OA) u oligonucledtidos especificos para los ORFs sembrados en el rectingulo indicado en la
membrana (OF). (B) Hibridizacion de membranas MV2 con una sonda obtenida de 25 pg de RNA
total por incorporacion de la="PIACTP (“P) o |a-*PIdCTP (“P) utilizando oligonucledtidos
especilicos para lodos Tos ORFs seimbrados en Ta membrana. {C) Hibridizacion de membranas MV3
con sonda obtenida a parti de 20 pg de RNA total (RT) o enriquecido en mRNA (RE) utitizando el
protocolo adaptado de Roscnow v cols. (2003} por incorporacion de fu-""PIACTP wiilizando oligos
especilicos v la enzima TnPromil RT. En (A) v en (B) el RNA se obluva de células credidas en
Fe(il): en (C) de eélulas crecidas en tiosuifato. Se muestran en rojo las senales correspondientes al

acn del rDNA 168 v o arul Yos contrales s, duak v airolL

Para definir el radioisotopo mas apropiado, se realizaron reacciones de marcaje
utilizando [o-""PJdCTP o [u-"PJdCTP durante la sintesis del ¢cDNA a partir de
oligonucledtidos especificos utilizando la enzima ImPromll RT, obteniéndose sefales
mucho mas definidas e intensas para una mayor cantidad de ORFs al utilizar el
radioisétopo P (Figura 6B). De acuerdo con estos resultados las reacciones de marcaje
posteriores se realizaron utilizando [a-“':l’]d(.."!'l’. oligonucledtidos especiticos v la

enzima ImPromil.
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TIL5.2 Protocolos de enriquecimiente en mRNA de muestras de RNA total

En la Figura 6A y 6B puede observarse una clara sefial correspondiente a los rDNA de
16S (marcados en 1ojo) en las membrans hibridizadas con sondas obtenidas tanto con
oligonucledtidos al azar como especificos, ain cuando entre estos ultimos no se
incorporé uno especifico para este rRNA. Debido a que esta incorporacién de dCTP
marcado en el rfRNA podria estar compitiendo y por lo tanto disminuyendo la cantidad
de cDNAs sintetizados a partir del mRNA se probé el enriquecimiento de mRNA en las
muestras de RNA total utilizando el kit comercial MICROBExpress™ y un protocolo
adaptado de Rosenow y cols. (2003).

Al utilizar el kit MICROBFExpress™ no s¢ consiguié una disminucién en las cantidades
de rRNA juzgado por la intensidad relativa de las bandas caracteristicas observadas
Iuego de la electroforesis en geles de agarosa (resultados no mostrados), por lo que se
utilizé una modificaciéon del protocolo descrito por Rosenow y cols. (2003) (ver
Materiales y Métodos). Al marcar ¢l RNA “enriquecido™ obtenido y comparar las
sefiales obtenidas con las de una muestra de RNA total no se observa un aumento
cualitativo en la intensidad o calidad de las sefiales obtenidas (Figura 6C) por lo que se
optd por no realizar este procedimiento en las reacciones de marcaje subsiguientes. Por
otro lado, no se incluyé el fragmento de tDNA 168 en la placa 58 para que la mancha
sobresaturada no interfiriera con la cuantificacion de las manchas cercanas en la
membrana. La cantidad de RNA total en la reaccion de marcaje se disminuyd hasta 10
ng de RNA obteniendo los mismos resultados que utilizando 25 pg (resultados no
mostrados), por lo que se optd por utilizar esta cantidad en las reacciones sucesivas.

En la Figura 7 s¢ muestran membranas representativas obtenidas de la placa 55 con las
condiciones optimizadas de marcaje de RNA total obtenido desde ion ferroso, azufie

elemental y tiosulfato.
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S,0,% Fet* s

Figura 7. Membranas obtenidas con la placa 58 hibridizadas con sondas obtenidas de 10 pg de
RNA total obtenido de células de A. ferrooxidans ATCC 23270 crecidas en tiosulfato (S,0,7), ién
ferroso (Fe?*) o azufre elemental (S°) como sustratos oxidables y utilizando las condiciones de

marcaje e hibridizacién estandarizadas.

IIL6 Evaluacién de la reproducibilidad del sistema de macroarreglos de DNA

Para evaluar la variabilidad intrinseca del sistema de macroarreglos de DNA wutilizado,
se hibridizaron 2 membranas (réplicas técnicas; A y B en la Figura 8A) con sondas
obtenidas de dos cultivos independientes de A. ferrooxidans crecido en tiosulfato
(réplicas biologicas; T1 y T2 en la Figura 8A). Como puede observarse en las Figuras
8B v 8C, la variacion de los valores de intensidad de las manchas entre las réplicas es
un su mayoria de + 5 veces, no siendo nunca mayor a las + 10 veces y se concentra
principalmente en las sefiales de alta intensidad al comparar las ICRX (Figura 8B) o de

bajas intensidades al comparar las INRX (Figura 8C).
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Figura 8. Variabilidad del sistema de macroarreglos de DNA de A4 ferroovidans ATCC 23270, (A)
Membranas obtenidas al hibridar 2 membrabas (réplicas téenicas A y B) con sondas obtenidas a
partiv del0 pg de RNA total de A, ferooxiduns crecido en tiosulfato en 2 cultivos independientes
(réplicas biologicas T1 v T2). (B) Gralicos de dispersion de los valores de intensidad cruda relaliva
promedio (ICRX) entre las réplicas téenicas y biologicas mostradas en (A). (€) Graficos de
dispersion de la intensidad neta relativa promedio (INRX) entre las sefales de las réplicas tecricas ¥
biologicas mostradas en (A). En (B)y (C) las lincas azules indican una variacion de +/- 10 veces.

las lineas rojas +/- S veces,

IT1.6.1 Determinacion del limite de deteccion del sistema de macroarreglos de DNA
Para eliminar del analisis diferencial las sefiales de muy baja intensidad, se eliminaron
las seftales con valores de IC muy cercanos al valor de intensidad de su fondo local
previo al calculo de las INRX. Para esto se determiné el limite de deteccion del

macroareglo de DNA para definir si una determinada sefial es considerada como
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detectada o no detectada. Este limite de deteccidn se determind de acuerdo a la relacion
entre la IC y la IFX dada por la relacion sefial-ruido (Qsr; Qsr = [IC/(IC + IFX)]) para
cada mancha obtenida (Figura 9A). De la definicion de Qsr puede deducirse que una
Qsr = 0,5 implica que la IC = IFX. El valor de Qsr promedio para los controles
negativos (DNA heterdlogo fau, 40 % v/v DMSO y las zonas de la membrana sin
material sembrado) es de 0,50 siendo siempre menores a 0,51 (no mostrado).

Se definieron las seiiales con una Qsr > 0,51 como detectadas y con Qsr < 0,51 como no
detectadas. Al filtrar las sefiales con Qsr < 0,51 se eliminan en promedio el 37 % de las
sefiales obtenidas en las membranas hibridizadas con sondas sintetizadas con RNA total
obtenidas de células crecidas en tiosulfato, lo que corresponde aproximadamente a 35
ORFs no detectados (Figura 9B). Al utilizar solo las sefiales con Qsr > 0,51 para el
cilculo de las INRX los indices de correlacién aumentan tanto para las réplicas técnicas
como biolégicas, siendo las variaciones de intensidad menores a £ 3 veces en todos los

casos (Figura 9C).
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Figura 9. Determinacion del limite de deteccion del sistema de macroarreglos de DNA de L
forrooxidans ATCC 23270, (A) Relacion sefial-ruido (Qsr) en funcion de Ta intensidad cruda de Tas
sefales obtenidas de las membranas de la Figura 10A. Se senala ki recta Qsr = 0.51, (B) Cantidad
de sefales no detectadas (ND obtenidas ¢n (A). (C) Grificos de dispersion de fa intensidad neta
relativa promedio (INRX) entre las senales de las réplicas téenicas y biologicas mostradas en la
figura TOA con Qsr = 0.51, Fn (C)las lineas azules indican una variacion de +/= 10 veees., las lineuas

roias - 5 veces.

L7 Andlisis de expresion diferencial de los ORF codificantes para proteinas tipo
rodanasa de A. ferrooxidans ATCC 23270 y sus contextos génicos

Para estudiar el efecto del uso de diferentes sustratos oxidables como fuente de energia
en los niveles de transcrito para las proteinas tipo rodanasa se extrajo RNA de células de
A. ferrooxidans ATCC 23270 crecidas en ion ferroso, azufre elemental o tiosulfato
hasta fase exponencial tardia v las sondas de cDNA sintetizadas a partir de esos RNAs
se hibridizaron con membranas obtenidas de la placa 5S. Para el cdlculo de las INRX se

utilizaron solo los promedios de datos de IC con una Qsr > 0,51obtenidos de 3 réplicas
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biologicas de RNA obtenidos en tiosulfato. 2 en azufre elemental y una en ion ferroso.
todas con sus respectivas réplicas téenicas. En la Figura 10 se muestran los graficos de
dispersion obtenidos con las INRX utilizando solo las sefiales con Qsr > 0.5 obtenidas
en los 3 sustratos oxidables. En la Tabla 4 se muestra el resultado de la cuanificacion

de las intensidades INRX obtenidos para los ORF analizados en esta tesis.

) 1:
L :
(o}
o~
»  01-
> =
<4
= 0ot #
0.c01
0001 0 01 1 10 0001 001 ¢ 1 10
INRX Fe® INRX S°

Figura 10. Analisis de expresion diferencial en 4. ferrooxidans ATCC 23270 utilizando el sistema
de macroarreglos de DNA. Se muestran los grificos de dispersion de la intensidad neta relativa
promedio (INRX) entre las seflales de las réplicas técnicas y bioldgicas oblenidas de la
hibridizacion de membranas 55 con sondas sintetizadas a partir de 10 pg de RNA total de 4.
Serroaxidans ATCC 23270 crecido en tiosulfato (S,0,7). ion ferroso {Fe’™) o azufre elemental (8°).

Las lineas azules indican una variacion de +/- 10 veces. las lineas rojas +/- 5 veces.

En los graficos de dispersion de la Figura 10 se observa un patrén diferente de la
distribucion de las INRX entre las sondas sintetizadas a partir de RNA obtenido en i6n
ferroso comparado con tiosulfato y azufre elemental. La diferencia observada entre
azufre v tiosulfato es menor. Las cuantificacion de estos resultados obtenidos y el
caleulo de las razones de las INRX para los ORFs codificantes para proteinas tipo
rodanasa v sus respectivos contextos génicos (Tabla 4) muestra un patron general de

aumento de fos niveles de transcritos para estos ORFs en céluias crecidas en tiosuifato y
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azufre clemental comparado con i6n ferroso, siendo muchos de los ORFs analizados
considerados como no detectados (Qsr < 0,51) en este tltimo sustrato oxidable.

En particular s¢ observa un patrén consistente de aumento para los ORFs pertenecientes
al contexto de p2! y el contexto de pli. Los ORFs modA2, doxDA2 y ahpC ubicados
contiguos v convergentes al grupo alrededor de p2! (Figura 3), muestran valores de
INRX mas bajos en azufre y tiosulfato que los ORFs modAl, doxDAl'y p21, sin
embargo, a excepcion de akpC, los CV obtenidos son menores 2 0,5 lo que indica que a
pesar de las bajas INRX existe una buena reproducibilidad de los valores obtenidos.
Esto permite concluir que modA2 y doxDA? se estarian expresando en estas condiciones
de crecimiento. Los ORFs p21, doxDAl, modAl, hyp4 y tehd se detectan tanto en
tiosulato como en azufre clemental, no asi en ién ferroso donde sus INRX se
consideraron como no detectadas. Por su parte, pl4.3 presenta niveles muy bajos de
INRX comparado con los otros miembros de su contexto y se detecta en los 3 sustratos
de crecimiento. Esto sugiere que su expresion no estaria regulada en conjunto con los
otros ORFs pertenecientes al contexto. Todos los ORFs analizados pertenccientes al
contexto de pll presentan INRX mayores en azufre elemental y tiosulfato, mo
detectandose moad y sird en ién ferroso. Las razones de aumento de /zypl en tiosulfato
y azufre elemental respecto a ion ferroso (50,36 y 16,35 veces respectivamente} y de
pll en tiosulfato respecto a ion ferroso (7,63 veces) muestran que los niveles de
transcritos para estos ORFs estarian aumentados durante la oxidacion de compuestos
parcialmente reducidos de azufre. Interesantemente, los niveles de pi4 se ven
aumentados s6lo en azufre elemental v no en tiosulfato o i6n ferroso sugiriendo un
posible ol para este ORF en la oxidacion del azufre elemental en A. ferrooxidans; hyp2
presenta niveles mucho mas bajos que p/4 tanto en tiosulfato como azufre clemental,

siendo no detectado en ién ferroso.
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Tabla 4. Andlisis de expresién diferencial de los ORFs codificantes para las proteinas
tipo rodanasa y sus contextos génicos de A. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en
distintos sustratos oxidables.

ORF* Seiial’ - INRX x 10°_(CV)* = - Rt:za’n‘; _
T S Fe s° Fe T/ Fe S°f Fe s°rr
P11
moad 2 3,13 (044 | 100 (035 ND* - fo0 1o 313
pl 386 (O3 137 04D] 051 ©2)| 763 2712 278
sird 140 024 160 (©3)| ™D - 1 to 107
hypl 3820 (099) | 1241 (0335)| 076 (©37)| 5036 1635 3,13
hyp2 185 (0,59 089 (032)] ND - 1o 7 2,08
ri4 3,17 8D} 3822 (1,55 1,25 (039 253 3049 12,07
ris 224 (039)| 087 ©32)] 073 014] 3,07 120 2,56
tolC 103 (0,65 ] 168 (0,53 ND - 1 To 1,63
acrd 1,77 (082 | 1,02 (029 ND - 10 fo 1,72
acrB 297 (0341 1,12 (049 ] 055 (027)| 543 2,05 -2,63
hyp3 1,83 (067 | 131 (048 | L1l (028)| 1,65 1,18  -139
pl6 147 080 | 130 ©39| 200 (on{ 074 065 -L1d
Grx 600 (073)| 1077 039} 511 (02| 1,17 211 L7
Thi 349 (08| 329 ©3D] 1,62 ©3N]| 216 204 106
pis2 10,06 (0,63)] 2,58 (043)] LI8 (028)| 859 2,18  -4,00
modA2 279 (040 | 136 (041)| ND . oo to 2,04
doxDA2 269 (0,19)] 068 (031)| ND - 10 10 4,00
ahpC 1,53 (0,88)] 1,11 (0,15)| ND - Too fo 1,39
pl43 106 (064 | 102 ©2%] 057 @I} 185 1,79  -1,03
p2l 896 (8L 311 ©s»] N - 10 jo 2,86
doxDA1 199 (06| L60 (049 | ND - 10 fo <123
modAl 301 (068)| 1,55 (049)| ND - foo jo =196
Hypd 546 64| 253 (043§ ND - o fo 21T
tehd 550 (©76)| 266 ©AD| ND - fo o 2,08
p28 226 (0,62)| 1,05 (046) | ND - 10 fo 2,17
exp-1 100,00 (0,23) | 100,00 (0,18) | 100,00 (027)| 1,00 1,00 1,00

“TNombres de los ORF segin Figura 2 y Tabla 2.

® Sefial representativa obtenida en la zona de las membranas donde se sembré el
fragmento indicado en cada sustrato oxidable utilizado. T, tiosulfato; S°, azufre
clemental; Fe**, i6n ferroso.

® CV, coeficiente de variacion.

¢ Razén de cambio, en veces.

disminucién de los niveles
“ND, no detectado, Qsr <0,51

Valores negativos corresponden a las veces de
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En cstos experimentos se detectd ademads una sefial correspondiente a pl6.2 en los tres
sustratos oxidables utilizados, siendo su intensidad 8,59 veces mayor en tiosulfato y
2,18 veces mayor en azufre clemental respecto a su intensidad en i6n ferroso. Esto
sugiere que este ORF se estarfa expresando en las condiciones de crecimiento usadas en
este estudio y corresponderia a un gen funcional, lo que contrastaria con la anotacion
hecha por The J. Craig Venter Institute, en la cual no se incluy6 estc ORF. Por su parte
pl5 se detecté en bajos niveles en azufre elemental e ién ferroso. En tiosulfato su nivel
detectado es mayor pero el CV de su INRX es alto (lo que indica una alta variacién y
por ende poca confiabilidad). De los ORFs pertenecientes al contexto de p/6 los ORFs
grx 'y thi se detectaron en los tres sustratos oxidables utilizados sin existir variaciones de
los niveles de transcritos detectados entre estos. Los ORFs 10lC, acrd, acrB, hyp3, y
pl6 presentan unas INRX mas bajas que para grr y thi en tiosulfato y azufre elemental,
siendo 10IC y acr4 considerados como no detectados en ién ferroso. Salvo para el caso
de los ORFs no detectados en ion ferroso, las razones de aumento o decrecimiento son
pequefias y no muestran un comportamiento coordinado de relacion de intensidades, lo
que sugicre que pl6 y los miembros de su contexto genético no estarian siendo
regulados por el sustrato energético utilizado por la bacteria. p28 se considerd como

indetectable en idn ferroso, siendo sus intensidades similares entre azufre y tiosulfato.

41




DISCUSION

IV. Discusién

Si bien el agente oxidante directo del sulfuro metdlico durante el proceso de
biolixiviacién seria el i6n férrico generado por los microorganismos oxidadores de ién
ferroso, el papel central que tendria el tiosulfato en el ciclo oxidativo de la pirita (Figura
1) y la baja en la tasa de lixiviacién debida a la acumulacién de compuestos reducidos
de azufre en la superficie del mineral en ausencia de organismos oxidadores de azufre
(Schippers y cols., 1996) recalcan la importancia que podria tener el metabolismo del
tiosulfato v otros compuestos reducidos de azufre en el proceso. Utilizando
aproximaciones proteomicas se han identificado proteinas cuyos niveles aumentan
durante la oxidacién de compuestos parcialmente reducidos de azufre en 4.
ferrooxidans (por ejemplo ver Ramirez y cols., 2002 y 2004). La secuencia del genoma
de la cepa de A. ferrooxidans ATCC 23270 fue recientemente terminada y anotada por
el J. Craig Venter Institute (http://www.tigr.org), lo que abrié Ia posibilidad de estudios
globales de expresion génica en esta bacteria. A la fecha existen dos reportes de analisis
transcripcionales globales en A. ferrooxidans, centrados en el comportamiento de genes
relacionados con ¢l metabolismo encrgético v de compuestos de carbono en esta
bacteria al crecer en i6n ferrosos o azufre elemental (Appia-Ayme y cols., 2006;
Quatrini y cols., 2006).

S6lo p28 y pl5 se sembraron sin los ORFs correspondientes a sus contextos génicos.
En el caso de p28, los ORFs rio abajo de éste gen estan claramente relacionados con la
fijacion del nitrégeno y el papel de p28 estaria en la maduracién y/o reparacion de
centros hierro-azufre presentes en el complejo nitrogenasa y eventualmente de otras
proteinas con estos centros redox (Acosta y cols., 2005). La fijacién de nitrogeno
molecular se ha reportado en 4. ferrooxidans solo en condiciones de microaerofilia

(Mackintosh, 1978). Por su parte pl5 se encuentra entre el gen codificante para una
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proteina putativa de membrana (imp2) y otro para un transportador relacionado con el
metabolismo de aminoacidos (speE).

Las amplificaciones por PCR de los fragmentos a sembrar en el macroarreglo de DNA
fueron exitosas y solo ajustando la temperatura de “annealing” del PCR se consiguid
obtener una banda discreta del tamafio esperado (Figura 5), la cual fue purificada. No
fueron secuenciados los fragmentos amplificados para demostrar su identidad previo al
sembrado de las membranas, pero a juzgar por la no aparicion de bandas
correspondientes a amplificacién inespecifica y la purificacion de cada fragmento a
partir de una banda discreta del tamafio esperado luego de una electroforesis en gel de
agarosa, hace poco probable que el producto de PCR sembrado en el macroarreglo de
DNA no corresponda a lo esperado.

Una observacion surgida durante las reacciones de marcaje ¢ hibridizacion fue la
incorporacion de dCTP marcado en los IRNA de 168 en ausencia de un oligonuclestido
especifico para iniciar la reaccion de RT durante la reaccion de sintesis de cDNA (ver
Figuras 7A y 7B), esto podria deberse a la presencia de DNA contaminante
complementario a zonas del rfDNA de 16S en la preparacién de RNA que sirva de
iniciador para la reaccién de RT. Sin embargo, esto seria poco probable debido a que la
presencia de DNA genomico en las extracciones de RNA ¢s indetectable incluso en los
geles de agarosa previo al tratamiento con DNasal. Ademds las muestras son tratadas
con DNasal siguiendo un protocolo con el cual no son detectados fragmentos de 600 pb
ann luego de 40 ciclos de PCR (resultados no mostrados). Durante la sintesis de DNA
multicopias de simple hebra (msDNA) mediada por retroelementos de E. coli se han
reportado fenémenos de “self-priming”, en donde son utilizadas estructuras secundarias
formadas en el mismo transcrito como imiciador de la reaccion de RT, formando un

particular enlace 2° — 5° fosfodiester (Shimamoto y cols., 1998). Si bien no ha sido
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descrita la capacidad de las transcriptasas reversas ImPromll o AMV de utilizar
estructuras secundarias en el RNA para iniciar la sintesis de cDNA, dado el alto nivel de
estructuracion secundaria de los TRNA y su gran abundancia, podria ser factible que
ocurran este tipo de reacciones. En A. ferrooxidans se han descrito “artefactos™ en
reacciones de RT-PCR de los operones pet y res al obtener amplificaciones por PCR
utilizando las reacciones de RT sin oligonucledtidos especificos para iniciar la reaccion
de RT (Guacucano y cols., 2000). Para disminuir el posible efecto de la presencia de
los TRNA en la reaccién de sintesis de cDNA marcado se intenté enriguecer las
muestras de RNA total de 4. jerrooxidans en mRNA utilizando el Kit
MICROBFExpress™, sin embargo estos fueron infructuosos. Una posible causa de esto
podria ser que las secuencias IRNA de A. ferrooxidans no son lo suficientemente
complementarias con secuencias “consenso” del oligonucledtido usado para
hibridizacién “sandwich” de los TRNA a las perlas magnéticas para su separacion de los
mRNA. Para utilizar ¢l protocolo de enriquecimiento descrito por Rosenow y cols.
(2001) se sintetizaron oligonucledtidos especificos complementarios a los IRNA de 16S
y 238 de A. ferrooxidans ATCC 23270. Los resultados obtenidos con el mRNA
“snriguecido” no muestran diferencias cualitativas respecto a las obtenidas con el RNA
total (Figura 8C), por lo que opté por el uso de el RNA fotal en experimentos sucesivos.
Las reacciones de marcaje se hicieron con las transcriptasas reversas AMV ¢ ImPromlL
A diferencia de la AMV RT, la ImPromiI RT no posee actividad ribonuclasa H, que
degrada el RNA de los hibridos RNA/DNA a medida que sintetiza el cDNA. Como se
optd por esta dltima enzima, una vez obtenidas las sondas es necesario hidrolizar el
RNA por tratamiento con NaOH, para asegurar la hibridizacién entre las sondas
marcadas y el DNA inmovilizado en las membranas, las sondas se desnaturaron en un

bafio con agua hirviendo previo a la hibridizacion.
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Si bien se ha mostrado en estudios previos que el uso de oligonucleétidos al azar daria
resultados més precisos que los oligonucledtidos especificos para la cuantificacion de
RNAs en microarreglos en E. coli, (por ejemplo ver Arfin y cols.,, 2000), en las
condiciones de marcaje ¢ hibridizacion utilizadas en esta tesis no se obtuvieron
resultados positivos al utilizar oligonucledtidos al azar (ver Figura 6A) por lo que se
opt6 por utilizar una mezcla de oligonucledtidos especificos para los ORF sembrados en
cada membrana,

La nomnalizacion de los datos de intensidad obtenidos se realizd respecto a un RNA
exdgeno tramscrito in vitro (exp-1) agregado a la reaccién de marcaje. En todos los
experimentos se mantuvo constante la relacién entre el RNA total de A. ferrooxidans y
el de exp-1, por lo tanto la intensidad obtenida para este RNA exdgeno dard cuenta de la
eficiencia de la reaccién de sintesis de cDNA y de variaciones en la hibridizacién de las
membranas. Ademds el normalizar los datos de intensidad obtenidos para cada ORF
respecto a exp-/ permite comparar los niveles relativos de cada transcrito presentes en
distintas muestras de RNA total de A. ferrooxidans. Otras alternativas de normalizacion
son el uso de un gen “house-keeping” cuyos niveles de expresidn no varien y la
normalizacion respecto a la proporcion de la intensidad de cada ORF respecto a la
sumatoria de la intensidad de todos los ORF presentes en la mambrana (Tao vy cols,,
1999). El uso de genes “house-keeping” para la normalizacion requiere el conocimiento
previo de genes cuyos niveles no varien entre fas condiciones experimentales utilizadas.
A la fecha no se conocen este tipo de genes en 4. ferrooxidans y las condiciones de pH,
v solubilidad del sustrato entre los diferentes sustratos oxidables utilizados son bastante
diferentes, lo que hace ain menos confiable €l uso de genes “house-keeping”
identificados en otros microorganismos. La normalizacién respecto a la relacion de la

intensidad de cada ORF respecto a la suma de las intensidades obtenidas en la
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membrana supone que la cantidad de transcritos totales (“intensidad total”) es constante
entre las condiciones experimentales utilizadas y que solo varia la cantidad relativa de
los transcritos. Este supuesto requicre: (i) una gran cantidad de ORFs a analizar y (ii)
que no exista un sesgo previo en la seleccién de los ORFs analizados. Los ORF
estudiados en esta tesis (i) representan una proporcidn bastante pequefia de los ORF
codificados en el genoma (0,78 %) y (ii) fueron seleccionados con el sesgo de cstar
relacionados con proteinas tipo rodanasa, lo que no hace apropiado el uso de esta
aproximacion para la normalizacidn de los datos obtenidos.

Para la determinacién de la variabilidad del sistema se compararon 2 réplicas bioldgicas
(con 2 replicas técnicas de cada una) del RNA total de 4. ferrooxidans ATCC 23270
obtenido luego de crecer el microorganismo en tiosulfato. Si bien la comparacion de las
ICRX de las sefiales da mejores indices de correlacion entre las réplicas técnicas y
bioldgicas que las INRX (Figura 9B y 9C), los valores altos de ICRN muestran una
variabilidad mayor que los de INRX. Esto indica que los valores de fondo local de las
sefiales intensas son mas semsibles a las variaciones experimentales, lo que hace
necesario sustraer su aporte para estudios diferenciales. Por otro lado la mayor
variabilidad entre las INRX se observa en las sefiales de baja intensidad, por lo que se
determinG un umbral de relacion sefial-ruido minimo para el sistema de macroarreglo de
DNA basado en la relacion Qsr promedio obtenida para los controles negativos
sembrados en las membranas (Qsr = 0,50). Luego de “filtrar” los datos con Qsr < 0,51
se obtiche un aumento en los indices de comrelacion tanto para las réplicas técnicas
como biolégicas (Figura 9C). Aumentando la estrictez del filtro utilizado, es decir
considerando las seiiales con mayores valores de Qsr o utilizando una combinacién de
filtros (ver Wang y cols, 2001), mejorard la correlacion entre las réplicas, pero a su vez

se descartarin del analisis un mayor namero de datos (Figura 8A). Sin embargo la
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utilidad de los filtros de datos no estd muy clara y afin no hay consenso de su utilidad en
el analisis de datos obtenidos de microarreglos de DNA, siendo el analisis de la mayor
cantidad de réplicas la tmica forma de aumentar el poder y la significancia de los
resultados obtenidos {Allison y cols., 2005). Debido al namero relativamente bajo de
ORFs analizados en este estudio en comparacién con un andlisis estandar con
microarreglos de DNA v a la disponibilidad limitada de réplicas bioldgicas, se decidio
el utilizar unicamente un filtro para los datos obtenidos dado por la relacidn sefial-ruido
(Qst), eliminando la menor cantidad de datos del analisis. Sin embargo esto implica un
aumento en la probabilidad de falsos positivos por lo que los resultados obtenidos para
los ORF con bajas INRX (y por lo tando Qsr cercanos a 0,51) deben ser analizados con
precaucion, analizando conjuntamente los CV obtenidos al promediar las diferentes
réplicas y el comportamiento de ORF contiguos en busca de posibles patrones de
expresion coordinada.

Puede observarse en la Tabla 4 que en las membranas hibridizadas con sondas obtenidas
en i6n ferroso el nimero de ORF considerados no detectados es mayor que en tiosulfato
o azufre elemental. Esto es esperable dado que la seleccién de los ORFs analizados
tiene el sesgo de haber sido hecha en fincién a la presencia de un dominio tipo rodanasa
o estar en ¢l contexto genético de los ORFs codificantes para éstas, lo que sugicre que
los ORFs analizados estan relacionados con procesos de transferencia de atomos de
azufre y, por lo tanto, podrian ser regulados por la presencia de compuestos
parcialmente reducidos de azufie presentes en el medio de cultivo.

Al comparar los patrones diferenciales obtenidos con los diferentes sustratos oxidables
puede observarse que las INRX obtenidas en azufre elemental y tiosulfato son similares
(Figura 11), lo cual habia sido observado previamente en los patrones de expresion

global de proteinas de A. ferrooxidans analizados por 2D-PAGE (Ramirez y cols., 2002

47




DISCUSION

P

y 2004; Lissette Valenzuela, resultados no publicados). Este fenémeno podria ser
explicado por el equilibrio entre la formacién de azufre elemental durante la oxidacion
de tiosulfato y la formacion de tiosulfato a partir de suifito y azufre elemental durante la
oxidacién del azufre y/o por la presencia de intermediarios comunes entre ambas vias
oxidativas. El pH del medio de cultivo se acidifica concomitantemente a la oxidacion
de los compuestos de azufre, lo que estaria desplazado el equilibrio a la formacion de
azufre elemental en fases tardias del crecimiento en ambos sustratos. La excepcion a
este comportamiente es pl4, que muestra un aumento de 12,07 veces en las células
crecidas en azufre elemental comparadas con las crecidas en tiosulfato (Tabla 4) lo que
sugeriria que P14 podria cumplir un rol especifico durante la oxidacién del azufre. P14
muestra un 27% de identidad con la proteina Sed de W. succinogenes, la cual posee una
actividad polisulfuro azufre transferasa y se ha propuesto que participaria en la
respiracién de polisulfuros o azufre elemental transfiriendo los 4tomos de azufre desde
la cadena persulfurada hacia el sitio activo de la polisulfuro reductasa (Klimmek y cols.,
1999). P14 podria tener un rol similar en el modelo propuesto por Rohwerder y Sand
(2003) para la oxidacién del azufre, transfiriendo los dtomos de azufrc desde el
intermediario persulfurado al sitio activo de la SDO. Sin embargo a diferencia de Sud,
P14 no posee una sefial de exportacién Sec o TAT y no ha sido ¢ncontrada en extractos
periplasmicos de A. ferrooxidans (Lissette Valenzuela, Tesis Doctoral, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile), sin embargo no puede descartarse que no pueda ser
exportada por otra sefial o formando parte de un complejo.

Los ORF pertenecientes al contexto de p2/ son detectados solo en tiosulfato y azufre
elemental y muestran, a excepciéon de pl4.3, un comportamiento coordinado en los
diferentes sustratos oxidables. Las razones de aumento para todos los ORF

pertenecientes al contexto de p2/ se consideraron como infinitas debido 2 que no fueron
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consideradas como detectados en i6n ferroso. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por 2D-PAGE en donde se demostro la presencia de P21 en extractos totales
de proteinas de A. ferrooxidans obtenidos en compuestos reducidos de azufre y no en
ion ferroso (Ramirez y cols., 2002 y 2004) y con resultados obtenidos con microarreglos
de DNA, donde se mostro el aumento estadisticamente significativo de la expresion de
p21 (rhod) (Quatrini y cols,, 2006). Por otro lado la presencia y comportamicnto
coordinado con modAl, doxDAI, hyp4 v tehd, sugieren que éstas serian reguladas
conjuntamente con p2/; mds ain, experimentos de RT-PCR muestan que
modA l/doxDA1/p2]1 forman parte de una misma unidad transcripcional (Ramirez y
cols., 2004). Es muy interesante destacar que P21 posee en su extremo carboxilo
terminal un motivo de cisteinas [C-XX-W-XX-C] conocido por estar presente en
proteinas que unen centros de hierro-azufre, generalmente involucradas en oxidaciones
biologicas (Ramirez y cols., 2002). Por otra parte p2/ se encuentra tio abajo de
doxDA1, el cual codificaria para una subunidad de una oxidasa terminal homélogo a los
genes doxD y dox4 de A. ambivales, que se encontrarian fusionados en 4. ferrooxidans
(Miilter y cols., 2004), y de modA!, codificante para una proteina periplismica de union
de molibdato/tiosulfato/sulfato (Acosta v cols., 2005). Todas estas evidencias apuntan
hacia que P21 tendria un papel en la oxidacién de tiosulfato en 4. ferrooxidans.

En el modelo para la oxidacién del azufre elemental en A. ferrooxidans propuesto por
Rohwerder y Sand (2003) el sulfito producido por la SDO ¢s oxidado a sulfato por una
sulfito:aceptor oxidoreductasa (SOR). En A. ferrooxidans la actividad sulfito oxidasa
ha sido localizada en el periplasma habiéndose identificado al menos dos tipos: una que
utilizaria citocromo ¢ y otra que utilizaria Fe™ como aceptores de electrones (Sugio y
cols., 1988). Las SOR perienecen a la familia de las molibdoenzimas, la de

Thiobacillus novellus ha sido caracterizada como un heterodimero localizado en el
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periplasma que contiene un cofactor de molibdeno (MOCO) y un citocromo ¢
monohemo (Kappler ¢l al., 2000). Debido a que la SOR seria indispensable para la
oxidacion de compuestos reducidos de azufre y no de ién ferroso, la sintesis de este
cofactor deberia estar aumentada en dichos sustratos. El aumento en los niveles de
transcrito observado para moad, pll, sird e hypl solo en azufre elemental y tiosulfato
apoyan la hipétesis de que pll podria participar en la sintesis del MOCO en 4.
ferrooxidans (Acosta y cols., 2005), déndole a P11 una participacion indirecta en la
oxidacion de compuestos de azufte.

Los ORFs correspondientes 2 p/5 y pl6.2 se clonaron y expresaron en E. coli, siendo
las dos proteinas tipo rodanasa de 4. ferrooxidans ATCC 23270 con actividades TST in
vitro mas altas (1, 45 y 3,03 U mg proteina™ respectivamente; Acosta y cols., 2005).
En esta tesis s¢ detectd un transcrito correspondiente a p/6.2 en los RNA provenientes
de células crecidas en tiosulfato y azufre elemental, estando aumentado 8,59 veces en
tiosulfato v 2,18 veces en azufre elemental respecto a i6n ferroso; por otro lado pl5
estria muy cerca del limite de deteccion de la técnica en los tres sustratos energéticos
utilizados y su expresidn no estaria regulada por éste. Cabe destacar que p/6.2 no se
encuentra en la anotacion realizada por el J, Craig Venter Institute, siendo que los
resultados de expresion de este ORF sumado a la actividad in vifro reportada
demostrarian que pl6.2 corresponde a un gen funcional de A. ferrooxidans. Esto hace
hincapié er la necesidad del soporte y validacion experimental de la anotacién de
genomas completos.

Los niveles detectados en los tres sustratos oxidables para t0IC, acrd, acrB, hyp3, pl6,
grx y thi sugieren que estos ORFs no estarian siendo inducidos en las condiciones de
crecimiento utilizadas y que por lo tanto no se relacionarian con el metabolismo

energético de la bacteria. Los ORF grx y thi son detectados en los tres sustratos en
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niveles mas altos que los otros ORF del contexto analizados. El comportamiento
regular o coordinado de estos dos grupos podria sugerir que posiblemente grx/thi
forman una unidad transcripcional con regulacion  independiente  de
tolC/acrA/acrB//hyp3/pl 6. El comportamiento coordinédo ¢ independiente del sustrato
energético de este grupo de genes sumado a la presencia de los ORF #0IC y acrdB,
codificantes para proteinas relacionadas con transportadores de eflujo de cationes o
drogas vy, tio arriba de estas de arsR, codificante para un regulador transcripcional
(Acosta y cols., 2005), sugieren la participacion de P16 en un sistema de resistencia o
de defensa frente a condiciones de estrés ambiental mediada por el transportador TolC-
AcrAB.

Puede observarse en la Tabla 3 que los valores de INRX y las razones de induccion para
ORF encontrados en una misma unidad transcripcional no son idénticos como podria
esperarse (ver caso de modA-1/doxDA-1/p21). Ademés de poder indicar la presencia de
promotores “internos” o la presencia de secuencias terminadoras, este fendmeno puede
deberse a la degradacién preferencial de ciertas zonas del mRNA o a diferencias en la
eficiencia de hibridizacion de los oligonucleétidos especificos utilizados para la sintesis
del cDNA durante la reaccidon de marcaje (Arfin y cols., 2000). Debido a este
fenémeno, para la inferencia de posibles unidades transcripcionales entre grupos de
genes en base a los resultados obtenidos con los macroarreglos de DNA debe tomarse
en cuenta el perfil de expresion coordinada mas que los valores netos de INRX o
razones de induccion.

El sistema de macroarreglos de DNA de A. ferrooxidans disefiado y estandarizado en
esta tesis permite el analisis simultaneo de casi 100 genes. Cambiando la configuracion
de sembrado puede aumentarse la densidad de fragmentos ¢n las membranas al doble o

triple de los analizados en esta tesis. Por otra parte la relativa sencillez y bajo costo de
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construccion y analisis, en comparacién con los sistemas de microarreglos de DNA,
hacen de esta técnica muy intercsante para futuros estudios de otros grupos genéticos o
vias metabolicas en A. ferrooxidans, asi como también para posibles aplicaciones
biotecnoldgicas. Dentro de las posibles aplicaciones biotecnologicas de este sistema se
encuentra ¢l disefio y montaje de macroarreglos especializados para fa cuantificacion y
tipificacién de las especies presentes en faenas de biomineria o Ja evaluacion del
fimcionamicnto de dichas comunidades analizando los niveles de expresion de genes
metabolicos “marcadores™ de las diversas vias oxidativas, en miras de la optimizacién

del proceso de biolixiviacion.
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V. Conclusiones

Se disefio y estandarizé un sistema de macroarreglos de DNA para la cuantificacién
simultinea v paralela entre distintas condiciones de ORFs relacionados con las proteinas
tipo rodanasa identificadas en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270, siendo el
primer reporte de este tipo de aproximacion para el analisis de expresién diferencial en
A. ferrooxidans (Acosta y cols., 2003).

Se determnd que algunos de los ORFs codificantes para proteinas tipo rodanasa
expresan diferencialmente cuando la bacteria crece en azufre elemental, tiosulfato o i6n
ferroso como sustratos oxidables:

Los niveles de transcritos correspondientes a los ORFs pi1, pl4, pl6.2 y p21 estarian
anmentados en 4. ferrooxidans al utilizar como fuente de energia compuestos de azufre
parcialmente reducidos respecto a i6n ferroso.

Entre tiosulfato y azufre elemental solo se encuentran aumentados los niveles de p14 en
este ultimo sustrato, sugiriendo un rol especifico para P14 durante el crecimiento en
azufre elemental de A. ferrooxidans.

Los niveles de p13, p!6 y p28 no varian de acuerdo al sustrato energético utilizado por
A. ferrooxidans.

El comportamiento de aumento/disminucion coordinado en los niveles de transcrito
mostrados por otros genes pertenecientes a los contextos genéticos de las rodanasas
estudiadas sugieren que pl!, pi4 p16 y p2l son transcritos como Operones y que gre 'y
thi se regularian independientemente de los otros miembros del contexto de pl6, no
siendo ninguno de ellos dependientes del sustrato oxidable utilizado.

Los resultados obtenidos sugieren la participacion de P11, P14, P16.2 y P21 en el
metabolismo y/o la oxidacion de compuestos parcialmente reducidos de azufre en 4.

Jferrooxidans ATCC 23270.
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Anexe I: Oligonucleétidos utilizados en esta tesis

Contexto Amplificado  Nombre Secuencia
pll moaA popFIN CATGCCGCAGGGATTAGT
popF1R TGAAGCGGATATCGACAC
popF1C CCAAGCCGCATCATGAAC
pll popF2ZN AGGAAATCACTGCGGATC
popF2C TCAACTGGACAACTGGAC
sird popISN AGACAAAGTACTCGACGC
poplsC ATGAACTCGCCAGCAGCT
hypl popl10N GGACGAGAAAAAGTTGGC
popl10C GAGCGTAATATCTGACTC
pld pld popEIN2 AGGTCATGGGGAAATCTC
popEIC2 GAAACGACCGGCTTTGTC
atsE popE2ZN ATGGCTACAGTIGACTTGG
popE2C TCATGGACACATGACCTC
pis pls PI5SN CATATGACAAAGTCGGTAATAAACC
P15C TTATATTTGCTCCCAGGGTAGTC
plé tolC popDIN ATGCCCTTTCATCCTCAT
popDIR4 CGGCTGGTCTTGACATAC
popDIC TCATTGGGAGACTCCTTC
Acrd popD2N1 ATGAACACCTGGAAGCAA
popD2N2 GAACACCTGGAAGCAAAC
popD2R GTCTCCGTTICTGCAGGAA
popD2C CCTCTGGCTCGATGTGAT
AcrB popD3N2 AGCAGCGGCAAAATCTGG
popD3R ACTCTGCAGCCGGTTCAT
popD3C1 TCAAACTCCTTIGTGTATG
popD3C2 ATGTTTITCCAAGCGCCG
hyp3 popD4N ATGAATACGGAACGTTIGG
popDAC2 TATGGTCCATGACTTAGC
rl6 popD5N TCTITICTTTATCGAGTC
popD5C TCACTTCTCTACCGGCAG
gre popD6N GTATGGTGAAAGGAGCGG
popD6C2 ATCCCCCTGGCCATTTTC
thi popD7TN2 ATGACATCCGTGATATTGC
popD7C TCAGACTCCCTGTCCTGT
ple.2 ple.2 P16.2N CATATGAGTACCGAAACGATTTIG
P16.2C CTACTTGTICITCCAGGGCAGG
p21 tehd POpPAIN GGGTAATCAATGCATGGC
P14.3 popASR GAAATGGCCCAAAGCACG
hypAl popASN GCAGAGAAGCAATGAAGC
popABR AGGCCAGGAATACGGCAC
modAl popAIN2 GTAAAACGCTGCAAGTCG
popAlR3 GGCATGGATAAACGCACA
doxDAl popAZN ATGGCAACGACCATGTCA
popA2R2 CATCGCTCAAAGGCAAAG
p2I popA3N ATGTATGGAAAGCGCCAG
PopA3IR3 CGTCTGGTTIGGATAGCTG
pl4.3 popA4N ATGTCCCACCTAATCAAAG
popA4C AGAGGGCAGCAGGCGAT
ahpC PopASNZ GTCAAAAACGGTTTGGCC
popASC2 CACTTCTGCTGTAATGCC
doxDA2 popAGN CGGATCATCAGGAGAAAG
popAGR2 GCGCGAATTTICTTGTAGG
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modA2 popATN TGACGAAAAGCAGCACAC

popATR ATTCCGGGTITGCCCAGA
p28 p28 P28N CATATGAATACCCGCTCCITTICAC

P28C TCAGGTGACGGCTTITTATCCGC

dnak AfDnak-N  ATGGCTAAAGTGATCGGA
AfDpaK-R1 GCACTTCAAACTGGTGTT

groEL AfGroEL-N  ATGCCAGCCAAACAAGTA
AfGroEL-rl TAGGGATTCICCAGTICG

168 1DNA 165for TGGTGCCTAAGCGTACTGAGTGT
163rev CCGAAGGGCACTTICCGCA
Af168-R962 CACATGCTCCACCGCTTGTGC

23S 1DNA Af235-R GGTCAAGCCGCACGGGCGAT
Af238R TCAACGTGGTAGTCTICCAC
Af238-R2 AGGATCGTCATCACGCCTCG
Af235-R3 TTCGGATACCTCCAGCATGC
Af238-DI  AGGGGAGCCGAAGGGAAAC

expl explsens GAGGTGCTTGTGGATATGGAA
explas ACAGCATTGCTGGTCACAG
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