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“Solo se volvera clara tu vision cuando puedes mirar tu propio corazon

porque quien mira hacia afuera suefia y quien mira hacia adentro despierta”

-Carl Jung



ABREVIATURAS

BLAST: (Basic Local Alignment Search Tool) conjunto de herramientas informéaticas
gue comparan secuencias de ADN o proteinas utilizando los datos que se
encuentran disponibles en bases de datos de dominio publico. Estan disefiadas
para encontrar coincidencias de porciones pequefias de ADN o proteinas entre un
conjunto de secuencias mayores. BLAST esta disponible en INTERNET su direccion
es: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

dCTP: trifosfato de desoxicitidina, referido a [a->* P] dCTP.

DNA: acido desoxirribonucleico, material hereditario de las células y algunos virus.

DNAc: es ADN complementario que es sintetizado de una plantilla de mRNA en

una reaccion catalizada por transcriptasa reversa.

DIDI: (Differencial Display).

DEPC: pirocarbonato de dietilo.

dNTP: trifosfodesoxirribonucledétidos.

EDTA: acido etilen-diamino-tetraacético.

IPTG: isopropilo-B-D-tiogalactésido.

g: fuerza gravitacional.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Housekeeping: genes involucrados en funciones basicas en la supervivencia celular.

mM: concentracion milimolar.

mA: miliamperes.

nm: unidad de longitud para medir la longitud de onda de la radiacién ultravioleta.

NCBI: National Center of Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

PCR: (Polymerase Chain Reaction) reaccion en cadena de la polimerasa.

pb: par de base.

Random primer: partidores al azar.

RAP-PCR: RNA Arbitrarily Primed-PCR.

RNA Later: TampoOn para prevenir la degradacion del RNA y poder mantener a -
20°C.

RNA: acido ribonucleico, implicado en la sintesis de proteinas como RNA

mensajero, RNA trasferencia y RNA ribosomal.

RNAm : acido ribonucleico mensajero.

RNAr: acido ribonucleico ribosémico.

RNAsa: ribonucleasa.


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

RT-PCR: Reaccion de la Cadena de Polimerasa en Transcripcion Reversa.

TAE: solucién de Tris-acetato-EDTA.

TBE: solucion de Tris-borato-EDTA.

TE: solucién de Tris-EDTA.

Tris: compuesto organico tris (hidroximetil) aminometano. Se utiliza para preparar

soluciones de tampon.

TEMED: Tetrametiletileno es un compuesto quimico que se utiliza con persulfato de
amonio para catalizar la polimerizacion de la acrilamida para la confeccion de geles,
utilizados en técnicas de electroforesis, para la separacion de proteinas o acidos
nucleicos.

U: unidad enzimatica.

UV: ultravioleta.

V: unidad del Sistema Internacional de voltaje y potencial eléctrico.

W: cantidad derivada de poder del Sistema Internacional de Unidades (SI)

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactdsido



ABSTRACT

The bioleaching in heaps is the technology that provides better projections for
treating low grade copper sulfide ores. However, the knowledge of the microbial

catalysis and metabolic mechanisms involved in situ is still very limited.

The visualization of the genomic environment of marker genes of Acidithiobacillus
ferrooxidans, Leptosphirilum ferriphilum and Ferroplasma acidarmanus, previously
isolated by differential display under industrial stress, allowed to achieve the
contextualization of these in the bacterial metabolism. Operons with specific
functions where investigated such as resistance to mercury, biosynthesis, energy
and a lot of genes with hypothetical sequences. This provides vital knowledge about
the genes involved in metabolic pathways, regulatory networks and the
transcriptome of the organism involved in stress, caused by factors of pH and metal

concentration among others.

To achieve an idea of how these genetic markers work in the bacterial metabolism in
bioleaching heaps, a study of the genomic contexts was made on: Acidithiobacillus
ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum and in the arches Ferroplasma acidarmanus.
To achieve this different bioinformatics analysis tools were used: NCBI database and
BLAST program, protein families database, Genomes display program Artemis and
the platform Pathway Tools, protein secondary structure and transmembrane
regions prediction program, and also export signals and localization prediction

program

The differential gene expression was investigated by RAP-PCR in industrial
solutions of Acidithiomicrobium ferrooxidans sp P2 bacteria, under culture
conditions: normal and stress with NaCl and CuSQ,, to identify the potential marker

genes for the bacterial metabolism involved in the bioleaching process. Studies with



random primers allowed cloning and sequencing of differentially expressed bands;
identifying 12 DNAc fragments related to 16S RNAr.

This study provides information for the use of models that allows the
understanding of the metabolic dynamics of bacteria involved in bioleaching

processes.



RESUMEN

La biolixiviacion en pilas es la tecnologia que presenta mejores
proyecciones para el tratamiento de minerales sulfurados de cobre de baja ley. Sin
embargo, el conocimiento de los procesos de catalisis microbiana y los mecanismos

metabdlicos involucrados in situ es aun muy limitado.

La visualizacion del entorno gendémico de genes marcadores de
Acidithiobacillus  ferrooxidans, Leptosphirilum ferriphilum 'y  Ferroplasma
acidarmanus, detectados previamente por Differencial Display (DIDI) bajo
condiciones de estrés industrial, permitié6 observar una contextualizaciéon de estos
en el metabolismo bacteriano. Se observaron operones con funciones especificas
como: resistencia al mercurio, biosintesis y energia, y genes anotados como
hipotéticos. Esto aporta conocimiento vital sobre los genes involucrados en vias
metabdlicas, redes de regulacion y el transcriptoma de los microorganismos que
intervienen en situaciones de estrés, producidas por factores de pH y concentracion

de metales entre otros.

Para lograr una idea de como funcionan estos genes en el metabolismo
bacteriano en la pila de biolixiviacion, se realizdé un estudio de contextos genémicos
de: Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum y la arquea Ferroplasma
acidarmanus. Para esto se realizé un analisis bioinformatico utilizando herramientas
como: bases de datos del NCBI y su programa BLAST, bases de datos de familias
de proteinas, programa de visualizacibn de genomas Artemis y la plataforma
Pathway Tools, programas de prediccion de estructura secundarias de proteinas y
regiones de transmembrana, asi como programa de prediccion de sefales de

exportacion y localizacion.

La expresion diferencial de genes fue investigada mediante RAP-PCR, de la

bacteria biolixiviante Acidithiomicrobium ferrooxidans P2, sometidos a condiciones
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de cultivo: normal y de estrés con NaCl y CuSQO4. Los estudios realizados con
random primers permitieron clonar y secuenciar bandas expresadas en forma

diferencial, identificando 12 fragmentos de DNAc relacionados con 16S de RNAr.

Este estudio aporta informacion para la generacion de modelos que
permiten comprender la dinAmica metabdlica de bacterias involucradas en procesos

de biolixiviacion.



HIPOTESIS

Existen genes que permiten determinar el estado metabdlico de las
bacterias que participan en el proceso de biolixiviacion. Por lo tanto, se los puede
emplear como marcadores moleculares del estado de los microorganismos en

diferentes condiciones durante el desarrollo de la biolixiviacion.

OBJETIVO GENERAL

Identificar genes marcadores de vias metabdlicas involucradas en el

proceso de biolixiviacion y estudiar su contexto genémico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar los posibles genes marcadores del metabolismo de
las bacterias involucradas en la biolixiviacion mediante herramientas de

biologia molecular.

- Determinar el entorno gendémico de los genes marcadores a fin
de lograr una contextualizacién del mismo dentro del metabolismo bacteriano

mediante herramientas Bioinforméaticas.
- Estudiar los niveles de expresion de los posibles genes

marcadores cuando los microorganismos crecen en diferentes

concentraciones de NaCl y CuSO,.
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CAPITULO 1

ESTADO DEL ARTE

1.1 Biolixiviaciéon

La Biomineria es el uso de microorganismos que emplean los minerales
como fuente de energia, permitiendo la liberacion de los metales que se encuentran
en su interior. La biomineria incluye dos procesos bioquimicos Illamados
biolixiviacion y biooxidacion.

Consiste en la catalisis de microorganismos. Por lo tanto, la biolixiviacion
bacteriana, es la oxidacion de sulfuros catalizada por microorganismos logrando la
liberacion del metal a una solucion acuosa [Watling H.R, 2006]. Durante los ultimos
afios se ha puesto gran atencion en el desarrollo de la biolixiviacion en pilas de
minerales sulfurados de cobre de baja ley, convirtiéndose en una tecnologia

emergente [Brierley J.A'y Brierley C.L, 1999].

El mineral que es desechado podria ser considerado como material para
poder ser lixiviado en pilas. A pesar de la importancia econémica del proceso de
biolixiviacion para nuestro pais, la ecologia microbiana en pilas a gran escala no es
del todo comprendida y hasta hace solo algunos afios, se habian efectuado pocos
intentos en la manipulacion de los microorganismos participantes de este proceso
[Brierley C, 2001]. Un mejor entendimiento de la microbiologia de los procesos de
biolixiviacion se considera clave en el avance de las operaciones comerciales de
pilas de lixiviacion [Brierley C, 2001].

El uso de microorganismos como extractores de metales, se remonta al
comienzo de los afios 50. En 1954, Brynes y col., publicaron un trabajo donde

describian experimentos donde las bacterias acidofilas del genero Thiobacillus
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conocido ahora como Acidithiobacillus [Donovan P. Kelly y Wood Ann P., 2000],
oxidaban pirita y sulfuros de cobre [Zhang L. y col, 2008]. Esto se produce en
ambientes acidos y son reacciones espontaneas de distintos microorganismos que
actian directamente en el proceso de lixiviacion. Asi, en la pila de biolixiviacion, el
cobre es recuperado por extraccion por solventes y electro-obtencién

(electrowinning) produciendo catodos de cobre de alta calidad [Falco L. y col, 2003].

En este proceso, los sulfuros metalicos se oxidan a iones metélicos y
sulfatos en condiciones aerdbicas generando hierro ferroso, Fe (Il) y compuestos de
azufre reducidos (RISC). Las bacterias y arqueas actian como catalizadores de la
oxidacion del Fe (ll) y los RISC para regenerar hierro férrico, Fe (lll) y el acido
sulfurico para la reaccion de biolixiviacion [Rawlings D.E., 2002] [Johnson D.B y
Hallberg K.B, 2003] [Schippers A, 2007].

Se ha generado informacion en cuanto a la identificacion y las propiedades
de microorganismos como Acidithiobacillus spp., Sulfurisphaera, Leptospirillum spp.,
Ferroplasma spp. y Sulfobacillus [Goebel B.M y Stackebrandt E, 1994] [Rawlings
D.E, 2002] [Olson G.J y col., 2003].

La biolixiviacién es un sistema dindmico, ya que existen variaciones en los
diferentes tipos de microorganismos que componen la poblacibn a medida que

transcurre el ciclo de lixiviacion [Demergasso C. S y col, 2005].
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Se conocen una serie de ventajas y desventajas para este proceso, las

cuales se resumen a continuacion:

- No se producen emisiones de didéxido de azufre como en los
procesos quimicos, con lo que evita la contaminacion ambiental provocada
por emisiones de este gas (lluvia &cida). Tampoco hay presencia de
anhidrido sulfuroso, lo cual es frecuente en algunos procesos

hidrometallrgicos.

- Se reduce el consumo energético ya que, no se necesita secar

el mineral, ni utilizar altas temperaturas.

- Bajo consumo de reactivos, ya que mediante las reacciones
biolégicas se regeneran tanto el agente de lixiviacion (ion férrico), como el

acido sulfarico necesario para conseguir la acidez adecuada para la pila.

- Bajos costos de instalacion y operacion.
La biolixiviacién tiene desventajas, entre las que podemos mencionar:

- La velocidad de reaccion es lenta, ya que se trabaja con

microorganismos que catalizan reacciones de oxidacion.

- Obtencion de soluciones diluidas como para obtener
directamente el metal a partir de ellas.

- No se conocen exactamente los procesos metabdlicos que
participan [Decker R., 1986].

El uso de la Genomica, Metagendmica y la Protedmica a gran escala para
estudiar las respuestas regulatorias globales de las comunidades microbianas
involucradas en los procesos de biolixiviacion ha emergido en los Ultimos afios
[Valenzuela L y col., 2006]. Ademas, se han llevado a cabo andlisis proteémicos
para estudiar el transporte de electrones en la oxidacion de hierro y la resistencia a

metales pesados en arqueas acidéfilas como Ferroplasma acidarmanus [Baker-
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Austin C. y col., 2007] [Dopson M. y col, 2005]. Estos estudios han tenido como
objeto examinar funciones metabdlicas y evaluar estados fisiologicos de las
comunidades de microorganismos en respuesta a limitacion de nutrientes o

respuesta a estrés.

1.2 Microorganismos implicados en el proceso de biolixiviacion

Las bacterias son los microorganismos mas adecuados que pueden ser
utilizados para la extraccion de metales en la biomineria. Las caracteristicas de las

bacterias utilizadas para la bioextraccion:

a) La extraccion de minerales consiste en la produccion de las altas
temperaturas por lo que la bacteria debe ser capaz de sobrevivir al calor,
por lo tanto, deben ser mesofilas y terméfilas.

b) La biomineria aplica el uso de acidos fuertes, por lo tanto, las bacterias
deben ser quimioliticas.

c) Las bacterias deben producir energia a partir de compuestos inorganicos

d) La bacteria debe ser capaz de adherirse a las superficies solidas o tiene

la capacidad para formar biofilms.

Los microorganismos se caracterizan por desarrollarse en ambientes
extremos, donde se presentan una cantidad elevada de elementos y compuestos
metalicos. Los ambientes acuosos asociados a la pila de biolixiviacién, estan
caracterizados por su bajo pH, por altas concentraciones de metales pesados y en
algunos casos por elevadas temperaturas. En estas condiciones extremas convive
un conglomerado de microorganismos que son capaces de desarrollarse y
reproducirse [Rohwerder T, 2003]. A continuacion se describiran los

microorganismos con que se trabajé en esta investigacion.

17



1.2.1 Acidithiobacillus ferrooxidans

El género Acidithiobacillus perteneciente a la division Proteobacteria, ha
sido extensamente estudiado y es el que tiene mayor importancia econdémica.
Fisiologicamente, es una bacteria Gram negativa, acidofila creciendo entre un pH de
2-4, meso6fila, quimiolitoautétrofa y aerébica. Puede usar Fe ** como aceptor de
electrones y S° como dador, asi como otras formas de respiracién anaerébicas.
Posee flagelo polar y tiene una forma de bacilo. Su fuente de energia la obtiene de
la oxidacion del ion ferroso o de especies reducidas de azufre. El sistema de ion
ferroso esta asociado con la membrana celular [Donovan P. Kelly y Wood Ann P.,
2000].

1.2.2 Leptospirrilum

Pertenecen a la clase Nitrospira. Las células son en forma de espiral y
moéviles por medio de flagelo. Son bacterias Gram negativas, acidoéfilas creciendo en
un rango de pH de 1,3-4,0; mesdfilas, aerdbicas estrictas y no forman esporas. Son
bacterias quimioautétrofas capaces de oxidar hierro ferroso, pero no utilizan el
azufre como fuente de energia, ni oxidan sulfuros de minerales [Markosyan G.,

1972] y por tanto, contribuir a la produccion de acido sulfurico.
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1.2.3 Acidithiomicrobium ferrooxidans

Es una Actinobacteria. Su pared celular pertenece a una Gram Positiva, es
acidofila y crece en un pH 2,0; pertenecen a termdfilas moderadas con un rango de
temperatura entre 45-50°C y son moviles. No forman esporas y son aerobicas. Son
bacterias quimioautétrofa y habitan en lugares &cidos y ambientes ricos en

minerales sulfurados [Clum A. y col, 2009].

1.2.4 Ferroplasma

Es un género de microorganismo del domino Arquea. Son pleomorficas y no
presentan pared celular. Las células oxidan el hierro ferroso como Unica fuente de
energia, siendo quimiolitoautétrofa. Son aciddfilas extremas creciendo entre un pH
de 1,3-2,2 y son aerbbicas estrictas. No contienen flagelo y son mesofilas
[Golyshina O. y col, 2000].

1.3 Mecanismo de accion de los microorganismos

Siempre ha existido una gran controversia sobre el papel que desempefian
los microorganismos en la lixiviacion. Existen dos mecanismos mediante el cual los

minerales son recuperados: oxidacion o reduccion dependiendo de la bacteria.

Las especies correspondientes al género Acidithiobacillus son capaces de
catalizar la oxidacion de compuestos reducidos de azufre (como sulfuro, azufre
elemental, etc) utilizando oxigeno como aceptor de electrones y generando acido

sulftrico como producto final, segun la ecuacién 1:

S+3/20,+H,0 — H,SO; (Ec. 1)
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Estas bacterias pueden utilizar la forma directa, para la recuperacion de
metales asociados a sulfuros. Asi, si M representa a un metal asociado a sulfuros,

estos microorganismos catalizan la siguiente reaccion:

MS (s6lido) + 2 0, — M* (ac) + SO, (ac) (Ec. 2)

Ademas, Acidithiobacillus ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans son

capaces de catalizar la oxidacion de hierro (ll) en condiciones aerébicas:

4Fe™® +0, +4H" > 4Fe™ +2H,0 (Ec.3)

Estas bacterias hierro oxidante, pueden contribuir a la disolucion de los
sulfuros metalicos por via indirecta, ya que el Fe*® generado en la reaccién anterior,

es un agente oxidante que puede atacar quimicamente a los sulfuros:

MS (s) + 2 Fe*®* — M*(ac) + S + 2 Fe™? (Ec. 4)

Este Segundo mecanismo, denominado indirecto, es especialmente
interesante dado su caracter ciclico. EI Fe™ obtenido en la ecuacién 4 es
nuevamente utilizado en la ecuacion 3 [Torma A, 1977].

La biolixiviacion ocurre en la membrana de la célula, los electrones pasan
por la célula por un proceso bioquimico para producir energia reduciendo las
moléculas de oxigeno a agua. Obteniendo la oxidacion del hierro y el metal que

pasa a disolucion.
En el presente trabajo, se ha utilizado una estrategia para comparar

patrones de expresion en diferentes condiciones de crecimiento de

Acidithiomicrobium ferrooxidans sp P2. Se disefiaron experiencias de cultivo con
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diferentes concentraciones de NaCl y CuSQ,, para generar una respuesta a largo
plazo. Se eligieron estas sales para producir una expresion de genes diferencial ya
que en operaciones mineras se encuentran frente a NaCl y CuSO,. El Fe*? es
utilizado como fuente de electrones, por lo tanto, la tolerancia a elevadas
concentraciones es esencial y son potencialmente téxicos dependiendo de la
concentracion para algunos de los microorganismos [Bruins, M. R y col, 2000].
Estos metales toxicos interactian con los componentes esenciales de la célula a
través de enlaces covalentes e i6nicos [Bruins, M. R y col, 2000]. La bacteria genera
una adaptacion a largo plazo y una respuesta a los compuestos toxicos activando
un mecanismo bioquimico interno, esto ha sido encontrado en bacterias Gram

positivas y Gram negativas de diferentes ambientes [Scott J. 1995].

El método utilizado en esta investigacion para comparar los patrones de
expresion, se basa en una reaccién en cadena de la polimerasa con un partidor
aleatorio partiendo de RNA (RAP-PCR, RNA arbitrarily primed PCR). [Williams J y
col, 1990] [Welsh J y col, 1992].

El método consiste en generar la extraccion de RNA mensajero (RNAm),
seguido de transcripcion inversa para obtener DNA complementario (cDNA) y luego
una amplificacion por PCR de fragmentos del cDNA. Se utilizan partidores
hexameros aleatorios (random) de 10 pares de bases, no especificos donde se
obtienen resultados anonimos, es decir que se desconoce a qué MRNA
corresponden los fragmentos amplificados de cDNA obtenidos hasta no ser
secuenciados. Solo tenemos la informacién que se cultivaron en diferentes
condiciones de estrés. Los productos de PCR (marcados radioactivamente) se
separan mediante electroforesis por el método de Differencial Display [Liang G y
Pardee A.B, 1992]. Se ha desarrollado esta tecnologia y se ha utilizado para
identificar genes funcionales y también para detectar microorganismos activos en

los procesos industriales de biolixiviacion [Galleguillos P y col., 2007]. Se observa
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las diferencias entre las bandas que aparecen en los carriles correspondientes a las
células en distintas condiciones: normal y de estrés, observandose la induccién y
represion de los genes que generan los mRNA correspondientes. Posteriormente,
se cortan las bandas, se clonan y se trata de identificar mediante herramientas

bioinformaticas, puesto que son candidatos a formar parte del proceso de

biolixiviacion.
I 1 gebs  mMAH&A
"
.H'H.
.-',jj H"\-\_
= ebsacdest 1,7 o, [0 b
'\'\.\.\l
.-"'-I-’-f H'H_
~ t
Iy
g TTTT e =
L 1 LY L 1 SAEE
T raroerip bicki l Teassecriplosa
Inwersa I=FErae
L
iy =TT obDNA- =1
[ | Bg mEHA 1 | [EEEY
mzmlm bl 1 eabader 3 2 | B calbandior 1
¥
e = ]
Cwd
WA
Podimera s 4 Pesk l
[ EI PCR
E ™ JE

0 mimesse EH—F

Dufferential display RAP-PCR

Figura 1.1: Disefio de las diferencias entre Differential Display (DIDI) y RAP-
PCR. En la DIDI se utiliza un primer cebador con una secuencia poliT que se
complementa con la cola poliA del mRNA, mientras que en RAP-PCR se emplea un
cebador arbitrario. Después de obtener el cDNA por accién de la transcriptasa
inversa, en ambos casos se hace una PCR con otro cebador cualquiera. [Alia P,
2004].
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Existen diversas técnicas que siguen estas lineas generales. Las diferencias
principales estan en el uso de cebadores en la transcripcion inversa (figura 1.1). En
el Differential Display se emplea un cebador arbitrario (RAP), de forma que se
obtengan cDNA, que puedan corresponderse con cualquier parte del mMRNA [Welsh
J y col, 1992]. Los cebadores empleados en la posterior PCR son el mismo de la
RT-PCR. En realidad ambos procedimientos utilizan a lo menos un cebador
arbitrario [Alia P, 2004].

Recientemente, la tecnologia de microarrays o biochips se ha considerado
como una alternativa revolucionaria para la identificacion de genes cuyos niveles de
expresion son distintos, dependiendo de cambios celulares o simplemente por la
influencia del ambiente [Dunggan D.J, 1999] [Schulze A y Downward J, 2001]. Los
arrays 0 matrices consisten en una disposicion ordenada de muestras sobre un
soporte (de nylon o de vidrio) para su posterior emparejamiento (hibridacion) con
muestras de DNA/cDNA, bien sean conocidos o desconocidos. Las principales
dificultades de la tecnologia de los microarrays son su fabricacion y la interpretacion
de los resultados. Por este motivo, es crucial el disefio experimental sobre el cual se
aplican [Lander ES, 1999].

Esta técnica RAP-PCR, se ha utilizado con éxito en muestras provenientes
de procesos industriales de biolixiviacion, en las cuales se han identificado genes
funcionales y genes no funcionales como los RNA 16S que nos han sefialado los
microorganismos gue se encuentran activos en este tipo de procesos [Galleguillos
P.y col., 2007].

La regulaciéon de la expresidén génica, es un mecanismo de control génico
gue regulan la formacién y la cantidad de enzimas de la célula, no su actividad.
[Tortora G., 1993]. La represion inhibe la expresion génica y disminuye por ende la
sintesis de enzimas. Suele ser una respuesta ante la presencia de un producto final

de una ruta metabdlica y produce un descenso en la velocidad de sintesis de las
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enzimas que conducen a la formacion de ese producto. Las proteinas reguladoras
represoras, bloquean la capacidad de la RNA polimerasa para iniciar la transcripcion
de los genes reprimidos. La induccion es el proceso que activa la transcripcion de
un gen o unos genes. Una sustancia que induce la transcripcién de un gen se
conoce como inductor y las enzimas que son sintetizadas en presencia de

inductores son enzimas inducibles. [Tortora G, 1993].

La bioinformética es una herramienta muy Util para lograr acercarse a la
biologia y como funciona un organismo no caracterizable de otro modo. Este es el
caso de los microorganismos biolixiviantes, donde es dificil de implementar las
herramientas genéticas convencionales [Quatrini R y col, 2007]. El estudio de los
genomas y las vias metabdlicas y regulatorias predichas de estas bacterias
biolixiviantes ha permitido acercarnos al metabolismo de estos microorganismos y
como ellos podrian llegar a actuar sinérgicamente en operaciones de biolixiviacion

en la pila para promover la recuperacion de metales [Quatrini R y col, 2007].

Paralelamente se estudiaron los contextos gendmicos de Acidithiobacillus
ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum y la arquea Ferroplasma acidarmanus. Para
lograr una idea de cémo funcionan estos genes marcadores en el metabolismo
bacteriano en la pila de biolixiviacion. Se utilizaron herramientas bioinforméaticas
como: bases de datos del NCBI y su programa BLAST, bases de datos de familias
de proteinas, el programa de visualizacion de genomas Artemis y la plataforma
Pathway Tools, programas de prediccion de estructuras secundarias de proteinas y
regiones de transmembrana, asi como programas de prediccion de sefales de

exportacion y localizacion.
La comparacion de genomas bacterianos completos ha demostrado la casi

nula conservacion del orden de los genes, mas alla del nivel de operdn (grupo de

genes adyacentes, coexpresados y coregulados que codifican proteinas de
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funciones relacionadas) incluso entre especies muy cercanas [Wolf Y y Col, 2010].
La similitud del orden de los genes entre genomas procarioticos es mantenida, a
través de la transferencia horizontal de operones, incluso entre especies distantes
[Itoh T y col, 1999]. La transferencia de operones es favorecida por la seleccion, por
sobre la de los gens individuales, dado que en el primer caso, la coexpresion y
coregulacion génica es mantenida [Lawrence J, 1999].

Los métodos de contexto gendmico han sido utilizados para predecir redes
de proteinas funcionalmente relacionadas, sin la necesidad de depender de la
homologia de secuencia de funciones conocidas. Los métodos de contexto
gendémico infieren que dos genes estan funcionalmente relacionados sobre la
evidencia de patrones conservados de muchos genomas [Galperin My Koonin E,
2000; Huynen M y Snel B, 2000]. Evidencias muestran que la mayoria, sino todos,
los tramos génicos que son conservados en procariotas taxonomicamente
diferentes, son en verdad operones, en vez de reminiscencias de genes
ancestrales. Por ende los genes encontrados en estos tramos, en multiples
genomas, pueden asumirse de estar funcionalmente relacionados, por lo que el
clustering de genes puede ser utilizado para la prediccién funcional [Wolf Y y Col,
2010]. Existen evidencias de la aplicacion de los métodos de contexto genémico
para la predicciéon funcional en el campo de las bacterias biolixiviantes como A.

ferroxidans [Ramirez P y Col, 2004; Valenzuela L y Col, 2006].

El estudio de genes marcadores puede tener aplicaciones muy diversas,
que pueden ir por el lado de la manipulaciébn genética como también para el
seguimiento de los pardmetros metabdlicos de las bacterias biolixiviantes.

Para poder manipular genéticamente los microorganismos, es necesario su
genética [Rawlings D.E y Kusano T, 1994]. Esto incluye plasmidos que puedan
replicarse en las bacterias biolixiviantes y marcadores genéticos que son

expresados en estas bacterias y métodos para colocar nuevo material genético a los
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microorganismos. Las bacterias biolixiviantes, como A. ferrooxidans han
demostrado ser muy dificiles de manipular genéticamente [Rawlings D.E y Kusano
T, 1994]. Las condiciones de cultivo de estos microorganismos limitan las opciones
de potenciales marcadores genéticos, muchos antibidticos son inestables a bajos
pH y altas concentraciones de iones metalicos [Moses V y Col, 1999], razén por lo
gue existe una busqueda enérgica de marcadores de laboratorio con esta finalidad.
Reportes de estos marcadores son los genes de resistencia a mercurio o arsénico
[Rawlings D.E y Col, 1984].

Son necesarios estudios moleculares para investigar la expresion y
regulacion del metabolismo de los microorganismos biolixiviantes, especialmente los
qgue tienen aplicacion directa en el proceso. Los mecanismos involucrados en la
oxidacion de fierro y azufre seran importantes para cualquier futura manipulacién del
microorganismo, dado que la produccion energética puede ser uno de los factores
limitantes en la tasa de crecimiento y oxidacién de los metales [Rawlings D.E y
Woods T, 1995]. Existen evidencias de expresion diferencial mediada por estrés o
diferentes condiciones de cultivos, en estudios de A. ferrooxidans en presencia de
fierro o azufre [Mjoli N y Kulpa C.R, 1988] o diferentes fuentes energéticas [Bouchal
Py col 2006].

Estos genes marcadores pueden ser del tipo grupo-, género- o especie-
especificos permitiendo estudiar las dinamicas de las comunidades que dependen
del tiempo de operacion en la pila [Remonsellez F y Col, 2007] o marcadores
funcionales del metabolismo afectados por las variaciones en los parametros
fisicoquimicos, mineralégicos y factores de estrés [Galleguillos P y Col, 2007]. El
poder identificar los genes que controlan el proceso de biolixiviacién del cobre, asi
como el poder determinar los niveles de expresion de esos genes, entrega la
posibilidad de poder monitorear las poblaciones microbianas “in situ” en pilas o

reactores industriales de biolixiviacion.
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En otros estudios se han identificado genes housekeeping que suelen ser
elegidos como genes referenciales en células eucariotas [Zhong H. y col, 1999] o
procariotas [Theis T. y col, 2007] porque: son esenciales, ubicuos, no estan
influenciados por algin procedimiento experimental y se expresan en niveles
similares en las distintas condiciones celulares [Nieto P., 2009]. Sin embargo es
cada vez mas claro que algunos genes comunmente elegidos varian
considerablemente entre los distintos tipos celulares a través del tiempo o debido a
alguna experiencia en laboratorio [Sturzenbaum SR y Kille P, 2001]. Esto puede
explicarse, en parte, por el hecho de que algunas proteinas participan en otras
funciones y asi como también en el metabolismo basal de la célula [Petersen BH y
col, 1990] [Ishitani R y col, 1996].

El proyecto de titulo estd enmarcado en el proyecto INNOVA 08—CM01-03
llamado: "Desarrollo de arreglos de ADN especializados para el monitoreo de

transcriptomas industriales de biolixiviacién".

En este proyecto se utilizaran nuevos enfoques de tipo global como la
secuenciacion de los genomas de algunos de los microorganismos de interés. El
analisis bioinformatico de diversos aspectos de su fisiologia y la utilizacion de
técnicas de biologia molecular como el RAP-PCR. De esta manera se realizara un
analisis de los perfiles de expresiéon de uno de los microorganismos modelos en
biolixiviacion. Esta investigacion va a permitir ahondar en numerosos aspectos del
metabolismo de las bacterias de biomineria en cultivo y explorar sus complejas
redes de regulacion. El objetivo del proyecto INNOVA es monitorear la composicion
microbiana y sus actividades durante el proceso dinamico de biolixiviacion con el fin
de mejorar en el corto plazo el conocimiento del proceso, y optimizar en el largo
plazo la cinética y rendimiento de recuperacion de cobre. Se prevé que el producto
final facilite el monitoreo en las pilas de lixiviacion favoreciendo la toma de

decisiones operacionales durante el proceso de biolixiviacion.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOLOGIA

Las muestras para esta investigacion fueron directamente proporcionadas
por minera Escondida donde se opera una pila de biolixiviacion. La pila de
biolixiviacion se encuentra ubicada a 170 km al sureste de Antofagasta (figura 1.1).
La pila fue construida en el afio 2006 y el mineral que lo compone es: sulfuro,
calcosina, covelina y calcopirita. El percolado de la pila es rico en cobre y se
denomina PLS (pregnant leaching solution) el que es procesado con solventes
organicos para la extraccion del cobre, dando como resultado una solucion rica en
cobre y otra pobre (el refino). El refino es utilizado para irrigar la pila. La pila se
divide en franjas que son aireadas e irrigadas independientemente donde se extrae

el percolado (PLS) y llega a una solucién coman.

Figura 2.1: Imagen de la mina Escondida donde muestra las extensiones en metros.

[Remonsellez F y col, 2009].

28



2.1 Biologia Molecular

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizé la cepa Acidithiomicrobium

ferrooxidans. La metodologia usada se describe a continuacion (figura 2.2).

Diseno de cultivo

|

Normal NacCl CuS0O,

Extraccion de RNA

cDNA (RT-PCR)

PCR
RAP-PCR

Corte de bandas

Clonacion . Secuenciacion

Figura 2.2: Diagrama de flujo de la metodologia utilizada para el analisis de la

expresion diferencial de genes en Acidithiomicrobium ferrooxidans.
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2.1.1 Microorganismo

Se utilizo la cepa de Acidithiomicrobium ferrooxidans.

2.1.2 Medio de cultivo

El microorganismo se creci6 en medio de cultivo Simple Fuerza (SS)
consistente en: 0,4 g/L MgSO4; x 7H20; 0,2 g/L (NH4)2SO4; 0,1 g/L KyHPO,,
ajustado a pH 1,7 con H,SO,4. Se esterilizd por autoclave (121°C por 15 min). Se

ensayo la respuesta a dos concentraciones de: NaCl 50 mM y CuSO4 25 mM.

La condicidon normal de crecimiento consistié en el medio SS, sin agente de
estrés. En los cultivos de bacterias en condiciones de estrés, se control6 el
crecimiento mediante conteo celular mediante microscopia oOptica en contraste de

fase en cdmaras de conteo Neubauer (profundidad 0,001 mm).

Se considerd que las células estaban adaptadas, si el nUmero de células en
etapa exponencial tardia, llegaba al mismo orden de magnitud que las células en
condiciones normales durante 3 cultivos consecutivos. Luego los cultivos adaptados

se escalaron hasta 250 mL para la extraccion de RNA total.

2.1.3 Coleccion de células

Una vez que el cultivo alcanzé la etapa exponencial tardia (densidad de
células 10° cel/mL, aproximadamente), se procedié a colectar las células por

centrifugacion, con el siguiente protocolo:
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1.- Las células se colectaron por centrifugacion en tubos de 50 mL a 18.500 x g por

50 minutos a 4°C. Se desecho el sobrenadante.

2.- Las células obtenidas se resuspendieron y se transfirieron a tubos de 1,5 mL y
se centrifugd por 15 minutos a 13.226 x g a 4°C.

3.- Se lavaron las células 3 veces con 500 pL de medio mineral SS. Se desechd el

sobrenadante.

4.- Las células se resuspendieron en tampon citrato y se centrifugaron a 13.226 x g

a 4°C por 15 min. Se desecho el sobrenadante. Se repitio el procedimiento 3 veces.

5.- Se resuspendieron las células en 500 pL de medio mineral SS y 500 uL de

“‘RNA later”, se rotulé y se guardé a -20°C.

2.1.4 Extraccion de RNA

Se realiz6 la extraccion de RNA con el Kit RNeasy® Bacteria Reagent de
QIAGEN, utilizando la coleccion de células obtenidas en la etapa anterior siguiendo

las instrucciones del fabricante.

1.- Se centrifugaron las muestras conservadas en SS y RNA later a 5000 x g por

15 min. Se descartd el sobrenadante.

2.- Se agrego un volumen de 200 pL tampén TE (30mM Tris-CL, 1mM EDTA, pH
8,0), 20 pL de Lisozimal5 mg/mL, mas 20 pyL de Proteinasa K 20 mg/mL. Con
cuidado se resuspendieron las células con la pipeta. Se incub6 a temperatura

ambiente por 10 min y se mezclé cada 2 min.
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3.- Se agreg6 700 pL el tampdn RTL que contiene 10 uL de B-mercaptoetanol y se

mezclé con 10 pL de la muestra. Se centrifugd y se utilizé el sobrenadante.

4.- Se agreg6 500 pL de etanol 100% y se mezclo.

5.- Se transfirieron 700 pL del lisado a las columnas de extraccion. Se centrifugd por

15 segundos a 8000 x g. Se descarto el filtrado.

6.- Se adicion6 700 pL del tampén RW1 a las columnas, luego se centrifug6 por 15

segundos a 8000 x g. Se descarto el filtrado.

7.- Se reemplazo el tubo colector por otro nuevo, se agregd 500 uL del buffer RPE
en la columna. Se centrifugd por 15 segundos a 8000 x g. Se descart6 el filtrado.

8.- Se adicion6 500 pL de tampdon RPE. Se centrifugd por 2 min a 8000 X g.
9.- Se cambio el tubo colector por uno de 1,5 mL con tapa y se adicion6 50 uL de
agua libre de RNAsa a la columna y se centrifugé 1 min a 8000 x g, para eluir el

RNA.

10.- Se cuantificé la concentracion de RNA midiendo la absorbancia a 260 nm.

2.1.5 RT-PCR

La manipulacion del RNA se realiz6 bajo campana de flujo laminar, la cual
se limpid previamente con una solucion comercial de hipoclorito de sodio. Las

pipetas, puntas, gradillas utilizadas se irradiaron con UV por 15 min.
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1.- Se utilizé el Kit RQ1 DNAsa RNAsa libre (Promega) para eliminar el DNA
contaminante. Se agregé tampon de reaccion 1x, DNAsa RQl1 0,5 U,
adicionalmente se agregd 10 U de RNAsin, un inhibidor de RNAsas y agua libre de
nucleasa. A continuacion se incubd la mezcla a 37°C durante 30 min y al término de

la incubacioén se adicion6 4 pl de RQ1 DNAsa soluciéon de stop (Promega).

2.- Se prepard la mezcla de reaccién que contiene: RNA total (50 ng), el partidor
OPC-5 (GATGACCGCC) 10 mM y se agreg6é tampén RT 1x, dNTPs 10 Mm;
RNAasa inhibidor 10 U, Sensiscrip transcriptasa reversa 1,0 pl. Se incubd la

reaccion a 37°C por 30 min.

3.- Para generar la sintesis de cDNA se utilizaron 50 ng de RNA total y se siguieron
las instrucciones del kit Sensiscrip RT (QIAGEN).

4.- El cDNA obtenido de la etapa anterior se amplificé por PCR. La mezcla de
reaccion fue de 20 pL volumen final. Se utiliz6 PCR Master Mix de Promega. Se
adicion6 1uL de cDNA y 1uL del partidor OPC-5 (10 mM). La amplificacion se inicié
con la desnaturalizacion a 94°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 s,

60°C por 30 sy 72°C por 1,5 min, con la extension final de 72°C por 5 min.

5.- Los productos de la reaccion de PCR se separan mediante electroforesis en gel
de agarosa (1% de agarosa, TAE 1X (242 g de Tris base, 57,1 mL de Acido Acético
Glacial y 100mL de EDTA 0,5 M) y 2,5 yuL de bromuro de etidio 5 mg/mL). La
electroforesis se corri6 rutinariamente a 100 V por 45 min. Los geles se visualizaron

exponiéndolos a luz UV en un transiluminador.
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2.1.7 RAP-PCR

Para determinar la expresion diferencial de genes se realizé la transcripcion

reversa con el partidor random OPC-5.

1.- Obtenido el cDNA se prepar6 la mezcla de reaccion para el PCR donde se utilizd

el partidor OPC-5 y se marco con un nucleétido radioactivo [a->? P] dCTP.

2.- El programa de PCR utilizado es el siguiente:

Tabla 2.1: PCR
Temperatura | Tiempo Ciclos
94°C 2 min
95°C 2 min 5 ciclos
30°C 2 min
72°C 1 min
95°C 30s 15 ciclos
35°C 2 min
72°C 1 min
95°C 30s 20 ciclos
40°C 2 min
72°C 1 min
72°C 5 min

El producto de PCR se separ6 mediante electroforesis en gel de agarosa.

Preparacion de gel de poliacrilamida

3.- Se combinaron 75 g de Urea, 15 mL de tampdn TBE 10x (Tris 108 g/L, Borato 55
g/L, 40 mL de EDTA 0,5 M) y 25 mL de solucion de Acrilamida/bis acrilamida 30%.
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4.- Una vez disuelto la urea se llevo a 150 mL de volumen final con agua destilada.

5.- Se filtr6 la solucién con una membrana de 0,22 micrones de poro. Luego se
desgasificé aplicando vacié por 15 minutos.

6.- Se adiciond 150 pL de Persulfato de Amonio 25% a la solucion y TEMED.

7.- Se cargo6 la camara de electroforesis siguiendo las instrucciones del fabricante

Sequi-Gen GT (Bio-Rad) para electroforesis de acidos nucleicos.

8.- La solucion de acrilamida 10% y urea 50% se carg6 en una jeringa y se depositd

en la cdmara con cuidado de no formar burbujas.

9.- La solucion de acrilamida se dejo gelificar toda la noche a temperatura ambiente.

Luego se procedio a cargar las muestras.

10.- Cada 4 muestras cargadas en los carriles, se realizé una breve corrida de la

muestra para evitar su difusion a los carriles vecinos.

11.- El gel se corri a 80 W y 50 mA por 5 horas a 50°C.

12.- Una vez finalizada la corrida electroforética, se desarm¢ la camara de
electroforesis y se cortdé la seccién del gel donde se realiz6 la corrida de las
muestras. La seccion del gel que contiene las muestras se transfirié a un papel filtro
y se cubrié con papel aluza. Se colocaron marcas de referencia para identificar la

orientacion del gel. Después se realiz6 el secado del gel y se expuso en un film.

13.- El film de exposicion utilizado es Phosphor Screen (Perkin-Elmer) y se visualizo

en el equipo Cyclone (Perkin-Elmer).
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NOTA: Se utilizé este mismo protocolo sin marcacion radioactiva y el equipo

de electroforesis en gel D-Code.

2.1.8 Clonamiento y Secuenciacion

Las bandas obtenidas de la expresion diferencial fueron seleccionadas para

clonar y secuenciar. Se realizé un nuevo PCR y el producto fue purificado para su

clonacion.

Las muestras fueron clonadas en pGEM-T Easy vector (Promega), de

acuerdo a las especificaciones del fabricante, con minimas modificaciones en los

tiempos de incubacion.

1.- Se mezcl6 por pipeteo suave los componentes de la reaccion segun se indica en

la Tabla 2.1.

2.- Se incubo la reaccion por 48 horas a 4°C.

Tabla 2.2: Tabla de reaccion de componentes para la ligacion.

Componentes de la reaccion Reaccion Control
estandar positivo
2X buffer de ligacién rapida, T4 DNA ligasa 2,5 uL 2,5 uL
pGEM®-T Easy Vector (50ng) 0,5 uL 0,5 uL
Product de PCR 1L -
Inserto control de DNA - 1puL
T4 ligasa DNA 0,5 uL 0,5 uL
Agua libre de nucleasa volumen final 5 pL 5 pL
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3.- Se centrifugaron los tubos que contenian la reaccion de ligacion y se transfirio 2

pL a tubos de 1,5 mL y se coloco en hielo.

4.- Se transfiri6 50 pL de células competentes E. coli JIM109 en el tubo que se

preparé en el paso 1.

5.- Se mezclé el tubo con un golpe y se dejo6 en hielo por 30 min.

6.- La mezcla de transformacién se colocé en un bafio con agua a 42°C por 45 s.

7.- Posteriormente los tubos con la mezcla de transformacién se colocaron en hielo

por 2 min.

8.- Se adicionaron 950 pL de medio SOC (seccién 2.12) a temperatura ambiente a

los tubos con mezcla de trasformacion.

9.- Se incub6 por 1 hora y 30 min a 37°C en agitacion (150 rpm).

10.- Se inoculdé 100 pL de cultivo de transformaciébn en las placas de
LB/ampicilina/IPTG/X-Gal.

11.- Las placas se incubaron a 37°C toda la noche (20 hrs aproximadamente).

Luego de la incubacién de las placas se desarrollaron colonias de color:

azul que no presentan inserto y colonias blancas que contienen el inserto.

1.- Se picaron las colonias y se resuspendieron en 40 pyL de tampodn “One Step”. El

tampdn One Step consiste en: sacarosa 6%, Tris 40 mM.
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2.- Se us6 como control negativo de transformaciéon las colonias azules, que no

contienen el inserto.

3.- Se adicion6 14 pL de fenol-cloroformo basico.

4 - Se realiz6 un vortex de 10 s a maxima velocidad.

5.- Se centrifugd a 11269 x g por 2 minutos. Se provocO una separacion de fases,

se utilizé la fase acuosa.
6.- Las muestras obtenidas se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa

para confirmar si contenian el inserto. Se cargé en cada pocillo de 20 pL de

muestra.

2.11 Protocolo para purificar DNA plasmidial

Para purificar los plasmidos con los insertos de interés se utilizd el kit
QIAprep Spin Miniprep de QIAGEN.

1.- Se seleccionaron las colonias con inserto y se crecieron en medio LB/ Ampicilina
100 pg/mL. Los cultivos se crecieron toda la noche en agitacion y temperatura a

37°C.

2.- Se colectaron las células por centrifugacion por 2 min a 18.500 x g. Y se

desech6 el sobrenadante.

3.- Se resuspendieron las bacterias obtenidas en la centrifugacion en 250 uyL de

tampén P1.
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4.- Se adicion6 250 pL de tampon P2 y se mezclo por inversion el tubo 4-6 veces.

5.- Se adicioné 350 pL de tampdn N3 y se mezcld cuidadosamente por inversion el
tubo 4-6 veces.

6.- Se centrifugé por 10 min a 17.900 x g. El sobrenadante se transfiri6 a una
columna y se adicion6 500 pL de tampdn PB y se centrifug6 30-60 s. Se descarto el
filtrado.

7.- Se adicion6 750 pL de tampdn PE y se centrifug6 por 30-60 s.

8.- Se descarto el sobrenadante y se centrifugé 1 min para remover el tampoén de

lavado.

9.- Se traslado la columna a tubos de 1,5 mL para eluir el DNA con 50 pl de tampdn
EB (10 mM Tris-HCI a pH 8,5). Se dejo reposar por 1 min y luego se centrifugd 1
min a 17.900 x g.

10.- Se cuantificé la concentraciéon de DNA midiendo la absorbancia a 260 nm.

11.- Se verifico la calidad del DNA obtenido corriendo las muestras en gel de
agarosa. Los tubos se rotularon y se enviaron 150 pg de muestra para
secuenciacion. Las muestras restantes se guardaron a -20°C. Las muestras de
interés se enviaron a Macrogen donde se someten al método enzimatico de Sanger

para asi obtener la secuencia nucleotidica.
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2.1.12 Composicion de tampones, soluciones y medios de cultivos

Medio LB

Se preparé el medio LB, con los siguientes componentes: Triptona 5 g,
Extracto de Levadura 2,5 g, NaCl 5 g y Agar 8 g. Se disolvié con NaOH y se llevé a
500 mL con agua destilada y se ajusté pH a 7,5. Se esteriliz6 en autoclave (121°C
por 15 minutos). Luego, se fundié en microondas hasta que quedara totalmente
homogéneo. Cuando el medio se enfrid, aproximadamente 50°C, se agregé la
ampicilina hasta una concentracién final 100 pg/mL y se procedié a verter el medio
en placas de Petri estériles. Se dejo gelificar a temperatura ambiente y se guardaron
a 4°C.

2.1.13 Placas de LB con ampicilina/ITPG/X-Gal

Se distribuy6 por la superficie de las placas de LB con ampicilina, 100 pL
IPTG 100 mM y 20 pL X-Gal 50 mg/mL y se dejaron por 30 minutos a 37°C.

IPTG solucién de stock (0,1 M)

1,2 g Isopropiol-B-D-tiogalactésido (IPTG). Se adiciona agua volumen final
50 mL. Se esteriliz6 por filtracién y se guardé a -20°C.

X-Gal (2 mL)

100 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-d-galactosidasa. Se disolvio en 2 mL

de N, N’-dimetil-formamida. Cubrir con aluminio y guardar a -20° C.
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Medio SOC (100 mL)

Se preparo el medio SOC, con los siguientes componentes: 2,0 g Triptona;
0,5 g Extracto de levadura, 1 mL NaCl 1M; 0,25 mL KCI 1 M. Se agrego la triptona,
el extracto de levadura, NaCl y KCl a 97 mL de agua destilada. Se disolvid y
esterilizd por autoclave y se guardé en frio. Se adicioné 1mL Mg 2 My 1mL de
glucosa 2 M, esta a concentracion final 20 mM. Finalmente, se ajusto el pH 7,0 y se
llevd a 100 mL de volumen final con agua destilada.

2M de Mg*? de stock (2 M)
20,33 g MgCl, X 6H,0

24,65 g MgSO4 x 7H,0O

Se adicion6 agua destilada y se esterilizé por filtracion.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Acidithiomicrobium ferrooxidans

3.1.1 Extraccion de RNA

De la extraccion de RNA total se obtuvo la siguiente cuantificacion por el

meétodo de espectrofotometria a 260 nm (Tabla 3.1)

Tabla 3.1: Cuantificacion por espectrofotometria a 260 nm de A. ferrooxidans

Condiciones pg/mL

Normal 78,3
Acidithiomicrobium ferrooxidans NaCl 9,0

CuSO4 17,1
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3.1.2 RT-PCR y Sintesis de cDNA

El RNA extraido y tratado con DNAasa | obtenido de las condiciones de
cultivos sefalados, se utilizé para realizar el RT-PCR para generar la sintesis de
cDNA. Las muestras fueron amplificadas utilizando el partidor OPC-5, y el resultado

se muestra en la Figura 3.1.

Partidor OPC5

A B C control-

2000 pb

1200pb
800pb

400pb

200pb
100pb

Carril: 1 2 3 4 5

Figura 3.1: Producto de amplificaciéon por RT-PCR de los cDNA de las condiciones:
normal (A), 50 mM de cloruro de sodio (B), 25 mM de sulfato de cobre (C), con el
partidor OPC5. Electroforesis en gel al 1% de agarosa corrido a 100 V por 45

minutos. El marcador de peso molecular esta presente en el carril 1.
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Se realizd un experimento preliminar para determinar el o los partidores
adecuados para amplificar el RNA de A. ferrooxidans, donde fueron utilizados los
partidores OPC (1-20) y DNA gendémico como templado. Los resultados de los
amplificados por PCR mostraron que OPC-5 podria ser utilizado en la generacion de
cDNA y posterior PCR.

No se posee ninguna informacion del tamafio del amplicon. Los obtenidos
son aproximadamente de 400 a 800 pb. La falta de amplificado en el carril del
control negativo indica que las muestras no estaban contaminadas con DNA

gendmico.

3.1.3 Experimentos de Expresion Diferencial de genes RAP-PCR

Para determinar la expresion diferencial de genes y entender el
funcionamiento del metabolismo en las distintas condiciones de crecimiento, se
realizé la marcacion radioactiva del amplificado de PCR del cDNA con [0-*? P]
dCTP.

En la Figura 3.2 (A, By C) se muestra el revelado de los geles con el cDNA
marcado de la muestra de Acidithiomicrobium ferrooxidans. Se observa que la

marcacion radioactiva es mas sensible que sin marcacion radioactiva (imagen B).

La imagen A de la Figura 3.2, es el revelado utilizando en el equipo Sequi-
Gen GT (Bio-Rad) en cambio en la imagen B se observa el revelado con la misma
composiciéon del gel en el equipo de D Code (Bio-Rad). La diferencia es el marcado
radioactivo entre los dos geles, donde la marcacién radioactiva es mas sensible
(imagen A). Se observan distintas intensidades en las bandas obtenidas, porque la
técnica RAP-PCR es sensible para una cantidad pequefia de DNA marcado. Se
cortaron 33 bandas de los resultados obtenidos en la Figura 3.2 imagen B. Los

genes inducidos o reprimidos representados en el gel son desconocidos.
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Figura 3.2: Revelado del gel cDNA de A. ferrooxidans. A: gel revelado de RAP-PCR,
con las muestras marcadas con radioactividad. B: revelado del gel en el equipo de D
Code sin marcado radioactivo. Las flechas indican la represion o induccién de los
productos de RAP-PCR. C: se muestran los cortes de bandas que se realizaron en
el gel (equipo de D Code). Condiciones: normal, 50 mM de cloruro de sodio, 25 mM

de sulfato de cobre.
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Se cortaron las bandas mas significativas del gel B (Figura 3.2, imagen C)
para realizar un PCR de reamplificacion con OPC-5 (Figura 3.4). En la figura 3.2,
imagen C se enumeran las bandas cortadas donde se obtuvo reamplificado con
OPC-5. De este PCR se obtuvieron 13 amplificados de las 33 bandas cortadas

(Figura 3.4). Una vez purificado el DNA se clonaron y secuenciaron.

A Nomal  NaCLSOmM  CuSO450mM B Nomal NaCLsomM — Cus0450mM
— — w—
C  Normal  NaCLSOmM  CuSO450mM D Nomal  NaCLOmM  CuSO4SOmM

Figura 3.3: Diferenciacién de expresion de genes en condicién de cultivo: normal,
NaCly CuSO,.

En la figura 3.3 se seflalan como ejemplo genes que se expresan
diferencialmente bajo la condicion: normal, NaCl y CuSO,. En la condicion normal el
microorganismo esta en un cultivo donde su fuente de energia es el FeSO4 [Clum A.
y col, 2009]. Esto se obtuvo del equipo D Code sin marcado radioactivo. En la
Figura 3.3 se muestra genes diferenciados elegidos como los mas representativos
de la Figura 3.2 imagen B. En la imagen A de la Figura 3.3, se muestra que con
CuSO4 no hay expresion del gen, lo que indica que la bacteria estd sometida a un
nivel de estrés comparado con el de cultivo normal y con NaCl. En la imagen By D
de la Figura 3.3, se expresan por igual los genes en las tres condiciones de cultivo,
la diferencia es que la intensidad de la banda es débil en la imagen D de la Figura
3.3. Esto indicaria que son genes importantes, que siempre se expresan,

independientemente de la condicién de ensayo en que se presente la bacteria.
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En la imagen C de la figura 3.3 se observa que en la condicidon normal se
expresa un gen diferenciado, dada la presencia de mRNA en el medio de cultivo de
FeSO, que es una condicién normal del cultivo. En cambio, en las condiciones con
NaCl y CuSO,4 no se observa amplificado lo que indica que no hay presencia del

MRNA. Por lo tanto este gen se reprime en las condiciones de estrés ensayadas.

2000 pb ‘

800pb
400 pb

Carril: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

Figura 3.4: PCR de bandas cortadas del gel de la D Code para clonacién. El carril 1

presenta el peso molecular.

3.1.4 Clonacion

Las bandas de PCR recortadas fueron utilizadas para clonar en pGEM-T,
los cuales a su vez se usaron para transformar células quimiocompetentes de E.coli.
Después de 18 hrs, en las placas incubadas a 37°C se obtuvieron colonias. Estas
se eligieron en base al color de las colonias por la eficiencia en la transformacion. El
color blanco es debido a que han recibido el plasmido con el inserto, dado que
tienen interrumpido el gen lacZ y no brindan color azul en presencia de X-Gal e

IPTG. Las colonias azules son el resultado de haber sido transformadas con
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plasmido sin inserto (Figura 3.5). No se sabe que fragmento de DNA se cloné en los

plasmidos y tampoco se sabe que se clono.

Figura 3.5: Placas de petri con LB/Ampicilina/X-Gal/IPTG, en el cual se

desarrollaron colonias: azules y blancas.

Se eligieron 3 colonias azules (sefialado en la Figura 3.5 como A, By C) por
cada placa que pertenecia a una banda especifica. Se realiz6 la verificacion del
inserto por el protocolo “One Step” en el gel de agarosa. El resultado se muestra en
la Figura 3.6, donde se obtuvieron 32 colonias positivas de las 35 colonias
seleccionadas. En el carril 1 del gel se observo el producto de una colonia azul
utiizada como control negativo. Se observd una leve diferencia en el
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desplazamiento de la muestra proveniente del control negativo correspondientes a

las colonias azules con respecto a las colonias blancas.

En la Figura 3.6 se observaron bandas que pertenecen a 23S y 16S, estos
se obtienen por la utilizacion de un sistema crudo de extraccion que separa los
acidos nucleicos (DNA gendmico, plasmidos, rRNA y mRNA) en la fase acuosa
mientras que las proteinas y la membrana va a la organica. Se utilizé la fase acuosa
para observar por gel de agarosa si contenia el inserto o no. Se pudo observar el
DNA plasmidial con el inserto como la banda de mayor tamafo al compararla con el
control de menor tamafio que sélo tiene el DNA plasmidial.

C- 11 12 13 14 15
1 ABCABCA ABCAUBCA AU BLZC

o
RNA 23S \\mmm - s i st . s S st s
RNA 16S 2“% s s ’ S B b B e
1 B CA ABCABC BCABSC
Pftne o
RNA 23S mexmmm“““ SR
RNA16S —7 W o o W S .
C- 32 33
1 ABCAZBZC
b s e e 4
RNA 23S \ﬁwm‘m»m...m
RNA 165 2 200 SIS SN Wiy S Sus dn
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Figura 3.6: Se realiz6 el protocolo de “One Step” para la verificacion del inserto. Los
numeros son las bandas obtenidas en RAP-PCR. A, B y C indican las tres colonias
elegidas de cada placa de petri donde se desarrollaron las colonias blancas y
azules. El carril 1 es control negativo que usa como templado una colonia azul.
Revelado en gel de agarosa 1%. La flecha roja indica el plasmido que contiene el
inserto. Los numeros sefalados en la parte superior son los mismos designados en

la Figura 3.2 imagen C.

Se eligi6 una muestra para purificar el plasmido y luego se envié a

secuenciar a Macrogen por el método de Sanger.

Al obtener la secuencia y hacer el andlisis con el programa BLAST de la NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ sélo se obtuvieron secuencias con homologia al

gen de la subunidad menor del ribosoma 16S. Esto significa que el partidor OPC-5
se alineé a los sitios conservados del 16S. Se verificd que pertenecian a
Acidithiomicrobium ferrooxidans sp. P2 (GenBank: GQ225721.1, NCBI) por

herramientas bioinforméticas.
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3.2 Contextos genémicos de genes obtenidos por DIDI

Las secuencias obtenidas de las bandas extraidas del gel de DIDI de
soluciones de pilas industriales de lixiviacion con diferente tiempo de operacion
corresponde a tres especies de microorganismos dos bacterias y una arquea:

Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum y Ferroplasma sp.

a) Mercurio reductasa merA (Hg* reductasa) [A. ferrooxidans]
b) Subunidad I del tipo bd ubiquinol oxidasa cydA [A. ferrooxidans]

c) DNA-directed RNA polimerasa, subunidad beta rpoC [A. ferrooxidans
ATCC 53993]

d) DNA girasa, A subunidad gyrA [A. ferrooxidans ATCC 53993]
e) Metionina aminopeptidasa, tipo | map [A. ferrooxidans ATCC 53993]
f) Endonucleasa lll nth [A. ferrooxidans ATCC 53993]

g) Componente putativo del proteosoma pup?2 [Leptospirilum sp. Grupo I
UBA]

h) Proteina hipotética Faci_03000178 hyp[F. acidarmanus ferl]
i) Proteina hipotética Faci_03001025 cydA[F. acidarmanus ferl]

J) Proteina hipotética Faci_03001596 merA [F. acidarmanus ferl]
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Se investigd el contexto gendmico de los genes obtenidos dentro del
metabolismo bacteriano, utilizando la informacién disponible en diferentes bases de

datos.

Se consultd el genoma de Acidithiobacillus ferrooxidans en pagina web
publica [A. ferrooxidans ATCC53993]. El genoma de Leptospirillum ferriphilum se

consulté en una base de datos propia del Centro de Biotecnologia Alberto Ruiz.

La arquea identificada como Ferroplasma sp no es un microorganismo
aislado y caracterizado. Debido a esto se empleo el genoma mas cercano

disponible y que corresponde a Ferroplasma acidarmanus fer1.
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DISCUSION

3.3 Patrones de expresion de Acidithiomicrobium ferrooxidans en condiciones de

estrés

Acidithiomicrobium ferrooxidans P2 (GenBank: GQ225721.1, NCBI) al ser
sometida a diferentes concentraciones de NaCl y CuSO,4 y ser comparado con la
condicién normal. Evidencia respuestas en la expresion génica de la bacteria a las
condiciones de estrés sometida (Figuras 3.2 y 3.3). Hay evidencias que los
microorganismos expresan o reprimen ciertos genes cuando se ve en una situacion
de estrés [Bruins M. R y col, 2000], produciendo proteinas para generar respuestas
en cascada para compensar el estrés que se genera al interior de la célula [Scott J.,
1995]. Existen reportes de que bacterias son capaces de tolerar la concentracion de
NaCl o CuSO, por varias generaciones de cultivo [Scott J., 1995]. En la
investigacion realizada por Campos L. y col, 2002 se observd la expresion
diferencial de genes en respuesta al cobre en Acidithiobacillus ferrooxidans. El
cultivo fue sometido a 200 mn de CuSO, usando RAP-PCR [Welsh J y col, 1992] y
MRNA Differential Display [Liang G y Pardee A.B, 1992]. En ese estudio se obtuvo
productos con altos niveles de induccién y represion en presencia y ausencia de
sulfato de cobre. Los genes inducidos o reprimidos con este metal aiun se
desconocen [Campos L. y col, 2000]. En este trabajo bajo ciertas condiciones de
estrés no hubo amplificado en los genes expresados en forma diferencial,
posiblemente indicando que no hay RNA o la cantidad transcrita de RNA era muy
pequefia para ser amplificable. Esto podria estar relacionado con una escasa o
inexistente actividad metabodlica de Acidithiomicrobium ferrooxidans P2 que no

tolera concentraciones superiores a 25 mM de CuSO, y 50 mM de NacCl.

En la técnica RAP-PCR se observan distintas bandas correspondientes al

amplificado del cDNA por PCR que muestran un mismo patrén, aunque en distintas
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intensidades y esto es por la expresion de genes (Figura 3.2). Por tanto, es una
disposicion (display) en que las bandas que se comparan se encuentran alineadas,
lo que permite determinar con relativa facilidad la existencia de diferencias de
intensidad [Liang G y Pardee A.B, 1992] como se muestra ocurre en la Figura 3.2.
Cada banda corresponde a un cDNA que procede de un RNA, y se asume que
existe una relacion entre la intensidad de una banda y la cantidad correspondiente
de RNA de cada muestra problema [Liang G y Pardee A.B, 1992]. Entonces, se
puede asumir que la diferencia en la intensidad de las bandas representa una

diferencia en la expresion de un determinado gen.

La técnica de RAP-PCR es eficiente por el alto numero de productos
aislados y alto porcentaje de genes expresados diferencialmente confirmados. Estos
genes son muchas veces responsables de alguna respuesta metabdlica. En esta
experiencia no fue posible obtener el aislamiento de los genes expresados en forma
diferencial esperados, dado que sélo se pudo obtener el gen 16S rRNA, que se
considera un gen estable y constitutivo que se expresa en cualquier condicion que

la bacteria esté presente [Quintero Y. y col, 2006].

En la Figura 3.3 (B y D), se podria especular que muestran genes
housekepping, por expresarse en las tres condiciones de cultivo que se sometié la
bacteria. Los genes housekeeping, se expresan en forma constitutiva y estan
presentes en eucariotas [Zhong H. y col, 1999] y procariotas [Theis T. y col, 2007].
En estudios de expresidon génica se recomienda utilizar este tipo de genes [Quintero
Y. y col, 2006] preferentemente genes housekeeping, rRNA o cuantificar con
precision el RNA total [Nielsen KK y Boye M, 2005] para obtener un resultado
optimo. Los genes housekeeping son esenciales, no estan regulados o
influenciados por algun procedimiento experimental y se expresa en niveles
similares en diferentes tipos de células [Nieto P. y col, 2009]. Esto se podria explicar
por el hecho que los genes housekeeping participan en funciones como en el
metabolismo basal de la célula. Esto podria ser posible para los genes aislados en

este trabajo, pero aun no se puede confirmar dicha informacién arrojada por la RAP-
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PCR. Para confirmar esta hipoétesis el proximo paso seria comprobar por medio de
una cuantificacion por gPCR [Remonsellez F y col, 2007] o Northen Blott si
realmente son genes housekepping. Para utilizarlos en algun estudio en patrticular
es recomendable utilizar mas de un gen housekepping [Vandecasteele SJ y col,
2001]. En esta investigacion no se realiz6 este analisis, pero si se podrian
considerar los genes encontrados de 16S como genes esenciales dentro de la

célula.

Hubo dificultades en la interpretacion de las diferencias de cultivo de
crecimiento: normal y estrés analizadas en el gel de RAP-PCR. Esto se debe a que
en la corrida del gel existe una separacion de los cDNA amplificados basado en el
tamafo, por lo que cuando se recorta una banda es posible que se seleccione mas
de un cDNA. Cuando se procedié a clonar el supuesto producto Unico en un
plasmido y se obtuvieron una serie de colonias que incorporaron el inserto, en

realidad lo que se tiene una representacion real de todos los insertos posibles.

Si al realizar una RT-PCR se utiliza RNA total, existe una elevada
probabilidad de aparicion de bandas de cDNA procedentes de RNA ribosémico
(rRNA), puesto que esta fraccién representa mas del 90% del total de RNA, en
cambio el MRNA es sélo 3% a 5% del RNA total [Jiménez L. F, 2003]. En este
trabajo, se empleé RNA total, la especificidad de la extraccibn no nos aseguré
obtener un RNA limpio y siempre quedd una proporcion alta de rRNA en la muestra,

como se observo en la secuenciacion [Nagel A. y col, 2001].

En investigaciones anteriores, cuando es utilizado el RNA de procariotas,
hasta el 40% de las bandas de expresion diferencial identificadas son de origen
ribosomal [Nagel A. y col, 2001]. Sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo mediante el uso de partidores aleatorios seleccionados demuestran que el
método no fue eficaz, ya que el analisis mediante herramientas bioinformaticas
entrego que el 100% de los genes diferencialmente clonados pertenecian al 16S
rRNA. Esto se pudo deber a la alta proporcion de rRNA comparado con la de RNAmM
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del RNA total. Adicionalmente la transcripcion de los procariotas no contiene la cola
de poli A por que la transcripcion y traduccién es simultdnea y el mRNA se
fragmenta rapidamente y es inestable [Nakazato H. y col., 1957]. Debido a que el
RNA es inestable, la separacion del mRNA del RNA total es dificil [Botero L.M y col,
2005]. El partidor utilizado puede haber reconocido al rRNA, que constituye la mayor
fraccion de RNA en las muestras, evitando asi la conversion eficiente de la pequefia
porcion de mRNA en el DNA [Frias-Lopez J y col, 2004]. La falta de éxito para
encontrar otros genes expresados diferencialmente, ademas del 16S rRNA, puede
deberse también por la eleccion del partidor al azar OPC5 y que este se alined

justamente con el gen 16S y no con otros posibles blancos.

Existen reportes recientes que los niveles transcripcionales del gen rRNA
16S de Acidithiomicrobium ferrooxidans es un indicador de la actividad fisiol6gica
[Parro y col, 2007]. Reportes de diferencias en la actividad metabdlica se ha visto
reflejado en los variaciones de los niveles de rRNA [Galleguillos P y Col, 2008]. Un
antecedente de esto es que los niveles transcripcionales de rRNA 16S son mas
elevados en muestras afectadas entre otros factores, con una elevada actividad de
oxidacion de fierro [Galleguillos P y Col, 2008]. Existen, asi mismo, evidencias de la
expresion diferencial del gen 16S rRNA bajo condiciones téxicas para el organismo
en estudio [Arukwe, 2006]. Estos reportes podrian dar otra explicacién posible para

la expresidn diferencial del gen 16S rRNA obtenidas mediante RAP-PCR.
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3.4 Contextos gendmicos

Obtenidos los resultados de las herramientas bioinforméticas con las
secuencias obtenidas en la DIDI, se puede visualizar la secuencia del gen que esta
involucrado en una unidad transcripcional. Esto no significa que el operdén tenga una
funcion Unica y complementaria con los genes presentes. Ya que en algunos casos

estos genes codifican proteinas que no interactdan entre si.
Organizacion genética propuesta de los genes funcionales aislados.

Flechas de las figuras disefiadas indican el sentido de la transcripcion
propuesta de los operones de los genomas de Acidithiobacillus ferrooxidans,

Leptospirillum ferriphilum y Ferroplasma acidarmanus.

Operdn de Resistencia a Mercurio (Acidithiobacillus ferrooxidans)

merC merA* cga merD

Figura 4.1: Operon denominado MER de A. ferrooxidans.

En la figura 4.1, se muestra el operbn MER formado por los genes que
estan relacionadas con resistencia, transporte y reduccion de mercurio. La enzima
MerC es una proteina transmembrana que estan presente en bacterias Gram
negativas. La funcién de MerC es tomar los iones de Hg*? del interior al exterior de
la célula mediante un mecanismo desconocido. La proteina producida por el gen
merA, esta presente en el citoplasma, utiliza NADPH donando electrones, para la

reduccion de mercurio. MerD reprime la transcripcion del operon MER. El producto
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del gen cga esta involucrado en rutas metabodlicas de la sacarosa, el almidén y
biosintesis de NADPH. Se podria especular que esta relacionado con la biosintesis
de NADPH requerido por MerC.

El operon MER es un sistema de resistencia estudiado ampliamente. Estos
genes regulan el mecanismo de desintoxicacion por el que las bacterias reducen
enzimaticamente el Hg™ a mercurio metalico volatil [Komura | y lzaki K, 1971]
[Summers A.O, 1986] [Misra T.K, 1992] [Osborn A.M y col, 1997].

Se ha estudiado més a fondo el oper6n MER en E.coli donde se encuentran
mas genes en la unidad transcripcional, con diferentes funciones dando asi una
respuesta en cascada para la resistencia a mercurio [Hobman J. y col 2005]. En
cambio, en A. ferrooxidans ciertos genes no estan, pero el sistema funciona
cumpliendo el objetivo de expulsar el mercurio reducido por difusién directa hacia el

exterior de la célula [Barreto M. y col 2003].

Contexto del gen cydA de Energia o Fijacion de nitrégeno (A. ferrooxidans)

hyp < cydB cydA* gloB

Figura 4.2: Entorno de genes de cydA de A. ferrooxidans.

En la Figura 4.2 los genes presentes estan relacionados con trasportadores

de electrones, especificamente citocromos y proteinas transmembrana.

Los siguientes genes cydA y cydB codifican para citocromos subunidad | y
subunidad Il. Son proteinas de produccion y conversion de energia y estan

acompafados por un gen hipotético que codificaria para una proteina con péptido
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sefal (hyp) [Kolker E. y col, 2004]. En estudios realizados a A. ferrooxidans se ha
observado que la fuente de energia y las condiciones de estrés regulan la expresion
de los citocromos. [Paulino L.C y col, 2002] [Loiseau S. y col, 2003] [Brierley C.L,
2001]. Los genes que codifican para las proteinas de transporte de electrones
podrian representar buenos candidatos para supervisar la actividad de la oxidacion

y condiciones de estrés en el proceso de biolixiviacion [Galleguillos P. y col, 2008].

El gen gloB codificaria a una metalo-proteina de la familia de las B-
lactamasas, que participa en la formacion de glutation [Carfi A y col, 1995] [Neuwald

A Fy col, 1997]. No hay relacién conocida directa entre éste y los demas genes.
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Operoén de Transcripcion y Traduccion (A. ferrooxidans)

M FEP TT DI | Em DL D PP DEFDP DPPPPD DD PP PP P L DIPDPDP D P>

rpoB rpoC* _/,, rpst

Figura 4.3: A, operon de traduccién y transcripcion. B, genes analizados.

En la Figura B, se presenta rpoB, es un gen altamente conservado y que
codifica para una proteina que pertenece a la subunidad beta de la RNA polimerasa.
Aguas arriba se encuentra rpoC que pertenece a la subunidad beta prima de la RNA
polimerasa (informacion proporcionada por NCBI) y aguas abajo de rpoC esta el

gen rpsL que codifica para la proteina ribosomal S12.

Las investigaciones realizadas en este operén, muestran que posee una
expresion estable [Nieto P. y col, 2009]. Se podria decir que son genes candidatos a
housekeeping. Porque este operdn no varia: ni en el tiempo ni por las condiciones
de crecimiento [Nieto P. y col, 2009]. El operdn contiene varios genes como se
muestra en la figura A. Sélo se analizaron 3 genes: rpoB, rpoC y rpsL, figura B.
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Operon de Replicacion, Biosintesis de Aminoacidos y Degradacién de Proteinas (A.

ferrooxidans)

Este operon se compone de 25 genes como se muestra en la Figura 4.4
obtenida del programa de visualizacion de genoma Artemis [Rutherford K, 2000].
Los genes se clasificaron por funcion.

X } | : p 5 |
qyLA® serC serd phed hisC-2 enB tyra arad v cmk rpsi iafB prr sIpP LpX AT by

! hisC 7/ - tyrA | aroA /J cmk
hypl ) pyrF . pyrE
clpP clpX lon hyp2

Figura 4.4: Operon gyrA de Acidithiobacillus ferrooxidans.

61



Tabla 4.1: Identificacion de genes segun su funcion denominadas por un color

Color Funcion

Amarillo Sintesis de aminodacidos (ver tabla 4.2)

Verde Proteinas implicadas en la traduccion y replicacion de la célula
Azul Proteina implicada en respuesta de estrés

Calipso Proteinas hipotéticas con péptido sefal tipo Sec

Naranja Proteina chaperona

Blanco Proteinas hipotéticas

Morado Degradacién de proteinas

62



Tabla 4.2: Resumen de rutas biosintética de aminoacidos donde participarian los

genes del operdn gyrA.

Gen Gly Cis Ser Thr Phe Tyr His Trp Pirimidinas

serC 4 v

serA v v v

pheA v v

hisC v v v v v

tyrA v 4 v

aroA v v v

cmk v
pyrF Y
pyrE v

El operén completo se divide en diferentes funciones especificas pero la
informacién que disponemos no permite determinar si algunos de los productos del
operdn interactian entre si, o bien independientemente en vias metabdlicas

diferentes como se observa en las tablas 4.1y 4.2.

Operdn de Regulacion (A. ferrooxidans)

Se denominoO operon de regulacion por que sus unidades transcripcionales
participan en la regulacion transcripcional. Por lo tanto, ginD (Figura 4.5) codifica

para una proteina reguladora, cuando se halla exceso de nitrogeno en el entorno
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[Bueno R, 1985]. Esta muy relacionada con la proteina GInD, esta es una enzima
gue participa en tres vias metabdlicas: sintesis de glutamato, porfrinas y la
biosintesis de aminoacil-tRNA. Siguiendo con el gen map, que codifica para una
proteina que pertenece a la familia metionil aminopeptidasa del tipo | y es
responsable de la eliminacion de los aminos terminales (iniciador) metionina de las
proteinas nacientes citoplasmaticas, se considera un gen candidato referencial
[Nieto P y col 2009]. El producto del gen sfsA esta relacionada a la fermentacion de

azucares, maltosa. No se conoce la relacion de los genes que trabajen en conjunto.

< hyp glnD - map* ~ SfsA | glsN

Figura 4.5: Operon de regulacion de A. ferrooxidans.

Operon Nucleasa/Sintasa (A. ferrooxidans)

La endonucleasa Ill denominada Nth corta de 5-8 bases antes y después de
la secuencia que reconocen. Necesitan ATP para moverse a través de la molécula
de DNA, desde el lugar de reconocimiento hasta el sitio del corte. Tienen actividad

de restriccion y metilan el DNA (Figura 4.6).

glgA > yshl ' hyp > nth*

Figura 4.6: Operon de nucleasas/sintasa de A. ferrooxidans
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El operén se compone también de un gen codificador para una exonucleasa
gue tiene como estructura una beta lactamasa, nombrada YSH1. Esta proteina
participa en el procesamiento del RNA, se presume que participa en la traduccioén o
en la biogénesis de los ribosomas. [Ullah JH y col, 1998] [Chen J y Moore C., 1992]

El primer gen designado glgA codificada para una sintasa, es donante del
almidon del tipo glucosa ADP en el metabolismo del almidon y la sacarosa
(informacion obtenida en la NCBI). Ademas, en el centro del operén esta
posicionado un gen que codificaria para una proteina hipotética, hyp [Kolker E. y
col, 2004]. Nuevamente, no hay una relacién en conjunto de los productos génicos

presentes en este operon.

Operdén Proteosoma (Leptospirillum ferriphilum)

Se detectaron las primeras proteinas como componentes del proteosoma
presentando la primera evidencia del sistema proteolitico en una bacteria Gram
negativa [De Mot. R, 2007]. L. ferriphilum pertenece al grupo Il segun arboles
filogenéticos basados en 16S rRNA [Aliaga D. y col, 2009].

La funcion principal del proteosoma es degradar proteinas dafiadas o no
necesarias, mediante protedlisis. Este mecanismo se activa cuando hay un
desequilibrio causado por estrés oxidativo, regulacion de la expresion génica o ciclo
celular. Hay que destacar, que hace pocos afos atras se descubrid la existencia de

proteosoma en procariotas. El mecanismo de como actla, no se conoce del todo.

El proteosoma se compone por 2 complejos estructurales distintos que a su
vez se subdividen en multiples subunidades proteicas. El nacleo 20S consiste en 4

anillos heptagonales apilados, compuestos por dos subunidades, a de funcion
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estructural y B de funcion catalitica. Los dos anillos exteriores estan compuestos de
subunidades a, que sirven de anclaje a las particulas reguladoras y sirven de
acceso evitando la entrada arbitraria de proteinas a la cavidad interior. Los dos
anillos internos, compuestos de subunidades B, albergan los sitios activos de las
proteasas que realizan las reacciones cataliticas dejando un extremo amino con una
tirosina reactiva hacia el interior, que es el residuo que lleva a cabo la degradacion
de proteinas. El tamafio de los proteosoma es relativamente conservado y suele ser
de 150 a 115 A. La camara interior es de 53 A de ancho, aunque la entrada puede
ser de casi 13 A, dando a suponer que los substratos proteinicos deben ser

desdoblados para poder entrar [Peters JM, 1994].

En esta unidad transcripcional, todos sus genes componen diferentes partes
del proteosoma, como PrcA y PrcB forman parte del proteosoma 20S subunidad a y
B respectivamente [De Mot. R, 2007]. Tienen funciones estructural y catalitica. Los
otros genes en el entorno son componentes putativos del proteosoma como puply
pup2 y un gen hipotético que codificaria para una proteina sin funcién conocida
denominada hyp2 [Kolker E. y col, 2004].

El operdén comienza con una proteina hipotética hypl [Kolker E. y col,
2004]. En el final del operén se presenta un gen que codifica para una proteina que
aporta energia al sistema en forma de ATP, llamado rpt. Pertenece a la familia de
ATPasa [De Mot. R, 2007]. La hidrdlisis de ATP es necesaria para cumplir con la
degradacion de proteinas plegadas.

< hyp1l 7pup1 ;‘ BrcA \ prcB < hyp2 pupZ*r rpt

Figura 4.7: Entorno de genes de pup2 de L. ferriphilum spcl.
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Operodn de Biosintesis de Grupos Hierro-Azufre bajo Estrés Oxidativo (Ferroplasma

acidarmanus)

pOtE sufB < sufB?* sufc

Figura 4.8: Operon de biosintesis de grupos Fe-S de F. acidarmanus.

Estas proteinas contienen un grupo prostético Fe-S (figura 4.8) que se cree
gue actla en circunstancias de estrés oxidativo uniéndose los genes sufB y sufD. El
grupo Fe-S no se forma espontdneamente en la célula [Wada Kei y col, 2009].
Existen tres sistemas responsables de la biosintesis de grupos Fe-S: NIF (nifSU),
ISC (iscSUA-hscBA-fdx) y SUF (sufABCDSE) que pertenecen a operones en
bacterias y arqueas. [Johnson D.C y col 2005] [Fontecave M. y Ollagnier-de-
Choudens S, 2008]

El sistema SUF se activa en circunstancias adversas como estrés oxidativo
y ausencia Fe [Tokumoto U y col 2004] [Nachin L y col 2003]. SUF esta formado por
6 proteinas: SufC, ubicada en el citosol, es una ATPasa soluble que presenta una
gran similitud estructural a las subunidades de ATPasa de los transportadores ABC
(ABC-ATPasa) [Kitaoka S. y col, 2006] [Watanabe S., A. Kita y Miki K. 2005] y
ademas forma un complejo con SufB y SufD para formar un complejo ternario:
SufBCD [Nachin L. 2003] [Layer G. y col, 2007]. Este sistema, produce cambios
conformacionales durante la biosintesis del grupo Fe-S, gastando ATP. La
conformacion del sitio activo de SufC es desfavorable para la actividad de la
ATPasa y parece presentar una forma inactiva para impedir la hidrolisis de ATP
[Wada Kei y col, 2009]. SufA actia como una proteina andamio para el montaje Fe-
S vy distribuye el grupo prostético a otras proteinas. [Loiseau y col, 2003]. SufS

contiene una cisteina desulfurada que aporta los atomos de azufre requeridos para
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la formacion del grupo Fe-S [MiharaH. y N. Esaki, 2002] y SufE no tiene una

funcién definida.

Algunos autores han propuesto que este mecanismo de trasferencia de
azufre puede ser importante para limitar la liberacion de sulfuro en condiciones de
estrés oxidativo [Outten F.W y col, 2003]. Se podria proponer como gen indicador

en condiciones de estrés en los procesos de biolixiviacion.

Al comenzar el operon se presenta el gen potE que codifica una proteina
relacionada con el transporte de aminoacidos y su metabolismo [Evans. D y col
1991].

Operdon metabolismo de lipidos/transporte/oxido-reduccion (F. acidarmanus)

El gen cydA (figura 4.9), codifica para una proteina que pertenece a las
familias de citocromos de tipo bd ubiquinol oxidasa subunidad I. Su funcién principal

es transporte de electrones o eliminacion de O, para la fijacion de nitrégeno.

fabH - paaJ hypl hyp2 > cydA* hyp3

Figura 4.9: Unidad transcripcional relacionado con metabolismo de F. acidarmanus.

El gen cydA, en otros operones esta acompafado de cydB cuyo producto
seria la subunidad Il y forman un complejo, en este caso no se encuentra este gen.
Los genes que codifican para este sistema de tres componentes no siempre se
encuentran relacionados funcionalmente, entonces resulta complejo determinar la

interaccion entre los genes presentes. CydA esta acompafada del gen hyp3 [Kolker
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E. y col, 2004] (figura 4.10), que codifica para una proteina de membrana, que
presenta en su estructura regiones transmembranales segun se visualizd en el

programa TMHMM en la pagina web de CBS Prediction.

TMHMM posterior probabilities for Seguence
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Figura 4.10: Se presenta que la proteina hipotética de membrana (Hyp3), contiene

en su estructura regiones transmembranales, visualizado en CBS Prediction.

Los microorganismos tienen mecanismos eficientes de adaptacion que les
ayudan a sobrevivir a ciertas condiciones desfavorables como el estrés nutricional.
En estos casos se activan ciertos genes para restablecer el sistema interno de la
célula. En el operén se encuentra el gen fabH que pertenece a la via FABH de
biosintesis de éacidos grasos. Se ha demostrado que fabH es esencial para el
crecimiento celular [Revill W.P y col, 2001] [Heath R.J, 2002]. FabH es un regulador
transcripcional responsable de la transcripcion de los genes fabH, fabD y fabG que
codifican la biosintesis de enzimas. Este gen se reprime, en ausencia de acidos

grasos y como resultado se inhibe la transcripcion de la biosintesis de lipidos.
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Podria estar involucrado el gen que esta aguas abajo de fabH, en este caso paal,

no existe evidencia de su interaccion directa entre la proteina.

Rio abajo de paaJ se encuentran dos genes hipotéticos: hypl, cuyo
producto génico estd involucrado con la prediccion de acido nucleicos que tiene
unida una proteina Zn e hyp2, se predice que se compone en el espacio
periplasmico. No se conoce qué funcidn podria tener esta proteina. No se puede

establecer una vinculacion funcional entre las proteinas codificadas paaJ y fabH.

Operon merA produccion de &cidos grasos (F. acidarmanus)

Los genes que se encuentran en el contexto del gen merA (figura 4.11)
estarian involucrados en el sistema de resistencia a mercurio, es una flavoproteina
gue contiene FAD y reduce Hg (Il) a Hg (0) usando NADPH. Es sélo un componente
del operén MER en Ferroplasma. Este so6lo se expresa en condiciones de presencia
de mercurio en la célula. Ha sido estudiado en diferentes bacterias Gram positivas y
Gram negativas, pero los mecanismos responsables de la resistencia del mercurio

en el dominio arquea sigue siendo desconocida. [Silver Sy Pheng L.T, 1996].

hypl < hyp2 uppS merA*

Figura 4.11: Operdén MER que pertenece a Ferroplasma acidarmanus

Rio abajo del gen merA se encuentra uppS, orientado en la misma direccion
codificaria para una proteina que participaria de la biosintesis del peptidoglucano de

la pared celular, una undecaprenil pirofosfato sintasa. Posiblemente, el gen uppS no
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forma parte de una unidad transcripcional junto a los genes hipotéticos hypl y hyp2.
El gen hipotético hyp2, posiblemente codifica para una proteina de unién al DNA.
No se conoce qué funcién podria tener esta proteina en el operén. Seguidamente se

presenta hypl [Kolker E. y col, 2004] que podria codificar para una quinasa

putativa.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

La lixiviacion de bacterias de sulfuros metalicos a partir de minerales
sulfurados de baja ley es un proceso efectivo para la recuperacion de metales, entre
estos para la recuperacion de cobre. Se demuestra ventajosa por la baja
contaminacién comparada con los procesos quimicos utilizados actualmente, desde
el punto de vista ambiental y econémico, ademas no necesita un alto consumo de
energia y también por las bajas emisiones de gases contaminantes. El uso de
microorganismos ha comenzado a aplicarse en distintos paises del mundo. Estas

metodologias son aplicables a muchas explotaciones mineras en nuestro pais.

La principal ventaja de la expresion diferencial es que permite comparar
simultdneamente varias condiciones celulares, observando diferencias de los genes
inducidos o reprimidos en las condiciones: normal y de estrés. La técnica de RAP-
PCR es eficiente por el alto numero de productos aislados y alto porcentaje de
genes expresados diferenciados confirmados. En este trabajo la técnica de RAP-
PCR permitié observar varias bandas de cDNA, obtenido a partir de RNA. El método
con partidores aleatorios permiti6 asi la deteccion de RNAs andnimos
correspondientes a genes que se expresan diferencialmente bajo diferentes
condiciones de estrés, pero que comparten una genética comun. El papel de estos
genes en el mecanismo de resistencia, sin embargo es aun incierto, ya que, el
partidor alineo directamente con el gen 16S rRNA, donde las secuencias aisladas
mostraron 98-100% de similitud con el gen de 16S de Acidithiomicrobium
ferrooxidans. Por ende los pasos a seguir debieran contemplar el nuevo disefio de

partidores que no alinen con genes del rRNA.
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El microorganismo se sometié a cultivos de estrés con NaCl y CuSO,
creando una reaccion de alarma, por lo cual algunas funciones metabdlicas se
alteran, provocando una respuesta. Posteriormente vendra la fase de resistencia en
la cual el microorganismo se adaptara al factor que ocasione el estrés, retornando a
la normalidad. Si este factor de estrés continda por un largo periodo, la bacteria
llegara a un estado de agotamiento donde puede afectar funciones celulares, dafiar
membrana celular, alterar las funciones celulares y dafiar su DNA en el cual su

comportamiento puede modificarse nuevamente o conduciria a la muerte celular.

Con la secuencia 16S obtenida de Acidithiomicrobium ferrooxidans se
podria concluir que no es un buen candidato para utilizarlo como genes
housekeeping para condiciones de estrés de NaCl y CuSO,. Esto se debe que a
pesar de mostrar expresion en todas las condiciones, la expresién mostrada por el
gen 16S rRNA fue diferencial y no estable bajo el efecto del estrés aplicado, por los

resultados mostrados mediante RAP-PCR.

Se pretende continuar desarrollando otras investigaciones mas avanzadas,
cuantificacion por gqPCR para obtener resultados mas concluyentes y la
construccion de un microarreglo de DNA, para poder entender la transcriptoma
metabdlica de los microorganismos que participan directamente en los procesos de
biolixiviacion. Para disminuir los tiempos de respuesta frente a los problemas
operacionales que puedan ocurrir. Se pretende desarrollar nuevas tecnologias, mas
rapidas y menos costosas, que puedan medir y evaluar la actividad microbiana en

sistemas de biolixiviacion industrial.

La utilizacion de las herramientas bioinformaticas permitieron obtener la
organizacion genomica para los genes aislados en forma diferencial de
Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum y Ferroplasma acidarmanus
lo cual es de vital importancia para ampliar las anotaciones genémicas desde un
contexto metabodlico, ademas de brindar una perspectiva fisiologica sobre los

organismos analizados.
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El trabajo bioinformatico aporta una parte de la informacion que servira para
realizar estudios mas avanzados, como la eleccibn de genes marcadores
importantes para la fabricacion de un arreglo de DNA. Asi como, para extraer datos

e informacién util para solucionar o investigar problemas a mayor escala.

Se pudo obtener la contextualizacién de genes que potencialmente pueden
ser mejores marcadores, como por ejemplo CydA que esta relacionado con
transportadores de electrones y citocromos. Otro ejemplo el caso de pup2
componente putativo del sistema proteosomal. Estos genes podrian asi ser buenos
indicadores de algun tipo de estrés a la que estan sometidas las bacterias.

Se podria proponer el gen map para incorporarlo a la cuantificacion por RT-
PCR. Este gen por bibliografia se considera un gen candidato referencial, por estar
involucrado en la regulacion. Este trabajo permitié aislar genes que se podrian
cuantificar simultaneamente como control, por ejemplo aquellos genes se expresan
juntos en una sola unidad transcripcional, esto para tener un control que sefiale que

todo el operdn esta expresandose.

La culminacion de este trabajo permitira avanzar en la identificacion de
genes marcadores y el conocimiento de las rutas metabdlicas en las que estan
incluidas las proteinas diferencialmente expresadas y disponer de mas elementos
para la compresion de los mecanismos de respuesta al estrés que se someten las
bacterias que conviven en la pila de biolixiviacion. Esto permitira, que en el futuro,

tener un control y pronosticar soluciones en corto plazo.
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