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Introduccion. Geobacter sulfurreducens es una bacteria del
subsuelo capaz de acoplar la respiracién anaerébica a la
reduccion microbiana de metales. Caracteristica que le
permite generar electricidad a partir de la oxidacion de
compuestos organicos y transferir los electrones resultantes
de dicha oxidacién a electrodos, constituyendo una fuente
alternativa de energia renovable (1).

Se ha demostrado que los pili de G. sulfurreducens presentan
la capacidad de ser conductores de la electricidad y
comportarse como nanocables (2). Se requiere de humerosos
genes para la biogénesis del pili, entre los que se encuentran
pilA, que codifica para la proteina estructural o pilina, pilR y
pilS, los cuales constituyen un sistema regulador de dos
componentes que participa de manera directa en la expresion
de pilA (3) y otros genes como pilB, pilT y pilC cuyos
productos intervienen en la secrecion y ensamblaje del pili.
La produccion de estos nanocables microbianos asi como la
expresion de pilA, se encuentran estrictamente reguladas en
estos microorganismos como lo demuestra una recopilacion
de estudios genéticos, analisis de proteoma y transcriptoma
con diversas mutantes en reguladores globales que
intervienen modulando su expresion. Nuestro objetivo es
eluciar los mecanismos de regulacion que intervienen en la
formacion del pili y manipular los genes involucrados en
dichos procesos con el fin de obtener un incremento en la
produccion de electricidad.

Metodologia. Se empled la técnica de 5’RACE para la
determinacién de los inicios de transcripcion de pilA. Se
construyeron de fusiones transcripcionales y traduccionales,
con las que se evaluara el efecto de las mutaciones en los
reguladores globales identificados previamente que afectan
la expresion de la pilina. También se emple6 la técnica de
gRT-PCR para cuantificar los dos inicios de transcripcién
identificados e involucrados en la expresion de pilA.

Resultados y discusién. Se realiz6 un analisis de los datos
obtenidos con microarreglos realizados con mutantes en
reguladores globales y diversas condiciones medio
ambientales en las que se ve afectada la expresion de los
genes que intervienen en la formacion del pili en G.
sulfurreducens. Se puede inferir mediante dichos analisis,
que la regulacion de la expresion de pilA es muy compleja 'y
que participan numerosos reguladores, algunos de manera
directa como PilR y algunos posiblemente de manera
indirecta, entre los que se encuentran RelA y los 2
homélogos de FNR-CRP identificados en esta bacteria.

Se identificaron dos inicios de transcripcién que participan
en la expresion de pilA. Uno dependiente de PIlR, el cual

coincide con el promotor con una secuencia consenso —12/-
24 tipica de promotores transcritos por el factor sigma
alternativo RpoN, y un segundo inicio que se encuentra
dentro de la region codificadora de la pilina al parecer no
dependiente de RpoN-PilR, el cual da origen a una proteina
mas pequefia. Cabe mencionar que mediante el analisis de
espectrometria de masas de la pilina, se encontraron péptidos
que corresponden tanto a la proteina de mayor tamafio cuyo
transcrito provendria de la expresion donde interviene RpoN
y PilR, como péptidos cuya expresion podria provenir del
segundo inicio transcripcional. del cual, actualmente estamos
investigando los factores intervienen en su sintesis mediante
fusiones traduccionales. Ademas, estamos tratando de
elucidar en qué condiciones se expresa el transcrito que daria
origen a una pilina con un péptido lider mas largo y que
implicaciones tiene, de igual manera, determinaremos
cuando se expresa el transcrito que da origen a la proteina
pequefia y que implicaciones podria tener en la produccién
de los nanocables bacterianos.

Conclusiones.

- El analisis de varios microarreglos obtenidos con mutantes
en reguladores globales, asi como microarreglos realizados
en diversas condiciones medioambientales revelaron que la
regulacién de la expresion del pili es muy compleja y que
participan varios reguladores.

- Se identificaron dos inicios de transcripcion para pilA, uno
dependiente de RpoN y otro dentro de la region codificadora,
lo que da origen a dos proteinas de diferente tamafio.

- La sobreexpresion en trans de pilR resulta en un incremnto
de la formacién de biopelicula, posiblemente por una
sobreexpresion de pilA.
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