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RBsunBm

El azufre es uno de los tres elementos más abunda¡rtes, iunto al nitrógeno y el

carbono. Ademrás, es un elemento no metálico esencial para los seres üvos debido a su

versatilidad química. El amplio rango de estados de oxidación del azufre es aprovechado

por algunos microorganismos para utilizarlo como aceptor o dador de eleotrones.

Acidithiobacilhx ferrooxidans es una bacteria Gram-negaliva capaz de utilizar el

azlfre y sus compuestos reducidos de azufre como fuente de electrones. Dada la ñsiología

de A. ferrooxidans, es posible que requiera de proteínas capaces de movilizar los átomos

de azufre sea en metabolismo desasimilato¡io o asimilatorio de este elemento.

El dominio rodanasa es un módulo estructural ampliamente distribuido entre los

seres vivos, que puede abarcar toda la extensión de la proteína o bien, encontrarse

repetido, en cuyo caso el dominio C-terminal corresponde al dominio activo. Ademiás, el

dominio rodanasa puede encontrarse en proteínas con múltiples dominios. Amque

algunos miembros de esta familia de proteínas actuan como transferasas de azufre, no se

conoce cuál es, específicamente, su función fisiológica. En base a estas observaciones, se

piensa que las enzimas con actiüdad azufre transferasa podrían estar involucradas en la

transferencia de azufre para la biosíntesis de algunos cofactores que contienen azufre y en

el metabolismo disimilatorio del azufre.

En este trabajo identificamos cinco nuevos genes, que codifican para proteínas con

dominios rodanasas y que estan presentes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270.

Todas las secuencias mosharon el dominio rodanasa excepto la proteína P28 que posee,

ademas del dominio rodanasa en la región C+erminal, un dominio ANK en la N-terminal.
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A frn de entender las posibles funciones fisiológicas de las roda¡asas de l.

fetooxidans, se realizó un anáisis comparativo del contexto genómico. La comparación

de1 contexto genómico de algunas de las rodanasas de A. ferrooxidans indica que algunas

de ellas podrían esta¡ involucradas en la oxidación del azufre (P21 y P11), la fijación del

nitrógeno @28), y la resistencia contra condiciones de estrés (P16).

Se demostró que 1as proteínas recombinantes Pll, P16.2 y P28 poseen actividad

tiosulfato: azufre transferasa (TST). Adem¿ás, las rodanasas recombinantes con cola de

histidinas Ptl y P16.2 se purificaron mediante cromatografía de afinidad a metal y

posteriormente fueron caracterizadas. Se determinaron los pariárnetros para la actividad

TST, la velocidad máxima, la constante de Michaelis - Menten y la constante catalítica.

Los valores de K* fueron 18,62*3,5 mM y 39,59t6,1 mM para el tiosulfato y el cianuro,

respectivamente.

En base al contexto genómico y la actividad etlzimática se puede concluir que la

protelna Pll podría participar en la oxidación del azufre o en la síntesis o reparación de

grupos Fe-S de otms proteínas.



xII

ABSTRACT

Sulf,¡r is one of the ttree most abundant elements in nature. ln addition, it is an

essential nonmetal element for life due to his chemical versatility. Some microorganisms

have t¿ken advantage of the wide range of oxidation of sulfur and use it as acceptor or

electron donor.

Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram-negative bacterium able to use elemental

sulfur and sulfur reduced compounds as electron source. Because of the physiology ofl.

ferrooxidans, it is possible that it requires proteins able to mobilize sulfir atoms for the

assimilatory or the dissimilatory sulfur metabolism.

Rhodanese domain is a structural module found in eubacteria, eukaryotes and

archaea. The rhodanese domain can comprise the whole structure of a protein or

altematively it is found as tandem repeated modules in which the C-terminal domain

displays the properly structured active site. Additionally, rhodanese domain is found as a

member of many multidomain Foteins. Although some members of this family of

proteins show sulfurtransferase activily in vito, their specific physiological functions

remain unknown. These observations led to the h¡pothesis that enrymes with

sulfi¡rtransferase activity might be involved in sulfur transfer for biosynthesis of some

sulflr-containing cofactors and the dissimilatory sulfur oxidation.

In this work we identified, in the l. ferrooxidans ATCC23270 genome, five new

genes encoding for protehs with rhodanese domains. All the sequences showed here had a

single rhodanese domain, except protein P28 that was predicted to contain an N-terminal

ank),rin domain and a C-terminal rhodanese domain.
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To understand the possible physiological role of the rhodaneses of A. ferrooxidans,

a compmative bioinformatics analysis of the genomic context was developed. Comparison

of the genomic context indicates that some of them could be involved in the oxidation of

sulflr (P11 and P21), the fixaüon of nitrogen (P28) and resistance against shessing

conditions (P 16).

We have demonstrated that the recombinant proteins P11, P16.2 and P28 have

thiosulfate: sulfur transferase activity (TST). Furthermore, the His-tagged recombinant

proteins Pll and P16.2 were purified using immobilized metal afflrnity chromatography

and they were characterized.

The parameters for TST activity, maximum velocity, Michaelis - Menten constant

and catalltic constant of Pll were determined. The K* values of 18.62+3.5 mM and

39.59+6,1 mM were obtained for thiosulfate and cyanide, respectively.

On the basis of its genomic context and enz)rynatic activity we can conclude that

Pll protein may be participate in sulfur oxidation or in the synthesis or repair of Fe-S

clusters for other proteins.
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Introducción

Introducción

1.I Importancia del azufre en los seres vivos

El azufre es uno de los tres elementos mas abundantes, junto al nitrógeno y el

carbono. Además, es un elemento no metálico esencial para los seres vivos debido a su

versatilidad química. Puede pasar de un estado reducido -2, como sulfuro, a un estado

oxidado +6, como sulfato (Tabla 1). Por esta razón algunos microorganismos,

denominados quimiolitótrofos, lo utilizan como aceptor o dador de electrones para

obtener energía (Suzuki, 1974; Brüser y col., 2000)'

Tabla 1. Principales compuestos inorgánicos de azufre de importancia biológica (Brüser

y col.,2000)

Compuesto Formula Estado de oxidación

5

Sulfuro

Polisulfuros
T¡osslfato

Politionalos

Azufre elemental

Bisulfito
§ulfalo

HS.
-s(s),.,s-

sro.''
-o3s(s)nso3-

Anillos de Sn

HSO3'

Sooz-

-2

-1 Sterminal y 0 S intermedio

-1 S sulfano y +5 S sulfona

0 S iniermedio y +5 S sulfona

+4

+6

La incorporación del azufre en los seres vivos se realiza sigüendo dos estrategias

diferentes. Por un lado, el sulfuro se adiciona a un aceptor activado en la biosíntesis de

la cisteína, metionina, coenzima A y otros tioles biológicamente importarte§. Por otro

lado, la biosíntesis de los grupos Fe-S, cofactores como tiamina, biotina, ácido lipoico y
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modificaciones tiólicas de los tRNAs requiere de una especie activa de azúte llarrrtr,da

azufre sulfano (R-S-SH) en lugar de sulfuro. El persulfuro de aztfre es producido

ezimaticamente por las proteínas IcsS, SufS y rodanasas.

Las moléculas más comr¡nes que poseen azufre sulfano son, el azufre elemental (Sg),

persulfuros (R-S-S), polisulfuros (R-S,-R), politionatos (-SO:-S"-SO¡), tiosulfato

(SzO:2') y alquiltiosulfonato (RS(O»S) (Westley y Westley, 1991; Claibome y col',

1999; Brüser y col., 2000).

1.2 Metabolismo desasimilatorio del azufre en bacterias

El amplio rango de oxidación del azufre es aprovechado por algunos

microorganismos que lo utilizan como aceptor o dador de electrones' La oxidación del

azufre por microorganismos puede aportar 8 moles de electrones por mol de compuesto

de aztsfte oxidado que es mucho miís productivo en comparación al mol de electrones

por mol de ión ferroso oxidado. Los electrones tomados del azufre son utilizados para

generar potencial electroquímico de membrana, pma la síntesis de ATP o la reducción

del NAD+ (Ke1ly, 1999; Brüser y col., 2000).

Como dador de electrones, el azufre así como sus compuestos inorgiáaicos reducidos

son oxidados por diversos mecanismos hasta sulfato (SO¿2-). La oxidación del tiosulfato

ocupa un lugar central, alrededor de la cual se puede organizar los demás procesos de

oxidación en vías principales.

Actualmente, se cree que existen tres vías completamente diferentes de oxidación del

tiosulfato. En la primera vía un complejo multienzimático presente en el periplasma

convierte el tiosulfato a sulfato. Mientras que la segunda, llamada vía ramificada de la

6
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oxidación del tiosulfato, implica la oxidación por separado del azufre sulfano y el azufre

sulfona del tiosulfato. En Ia tercera, la vía del tetrationato, el tiosulfato es oxidado a

tetrationato y desde aquí sigue la oxidación hasta sulfato.

Para los propósitos de esta Tesis se analizarán la vía ramificada de oxidación del

tiosulfato y la vía del tetrationato ya qlue A. fetooxidans carece de la vía del complejo

multienzimático.

Vía ramificada de la oxidación del tiosulfato

El modelo de la vía ramificada de la oxidación del tiosulfato, hasta el momento, se

estableció para fotótrofos de la subclase y proteobacterias y para proteobacterias

quimiolitótrofas obligadas de la clase p (Brüser y col.,2000). Básicamente, luego de la

ruptura del enlace S-S del tiosulfato, el azufre sulfano se acumula en forma de [S0] y

posteriormente es oxidado, mientras que el azufre sulfona es inmediatamente oxidado

hasta sulfato (Schedel y Triiper, 1980). Las enzimas que participarían de este proceso

pueden ser, la tiosulfato azufre transferasa (TST) que puede transferir el azufre sulfano a

un transportador orgiíaico como el glutatión o cadenas de polisulfuros (Alexander y

Volini, 1987), o puede ser la tiosulfato reductasa (TR) cuya actividad está definida por la

formación de sulfito y sulfuro a partir de tiosulfato, a veces su actividad depende de la

presencia de tioles orgiínicos como glutatión o ácido lipoico (Brüser y col., 2000).

Como resultado de la actividad TST o TR se produce sulfito (Figura 1) el que puede

ser posteriormente oxidado por una sulfito: aceptor oxidoreductasa (SOR) que oxida el

sulfito a sulfato (Figura I) alavez que reduce un citocromo (Hooper y DiSpirito, 1985;

7
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Rohwerder y Sand, 2003, Quatrini y col., 200ó). La SOR es una proteina, posiblemente,

asociada a la ca¡a periplásmatica de la membrana interna (Brüser y col.,2000).

Periplasma Citoplasma

Soou'- Soou''

SOoz'

fomado dc Brü!ér y col., 2000

Fiqura l. Modelo de la vía ramificada de oxidación de1 tiosulfato. Las flechas azules
señalan la difusión libre de moléculas; las flechas negras, reacciones catalizadas
enzimáticamente. TD, tiosulfato deshidrogenasa; TST, tiosulfato: azufre transferasa;
SOR, sulfito aceptor oxidoreductasa; SCS, sistema de transporte de sulfuro; SRR, sulfito
reductasa reversa; ARR, adenililsulfato feductasa reversa; APAT, adenilil: fosfato adenil
tansferasa.

Posiblemente, la enzima responsable de la oxidación del sulfuro a azufre (Figura 1)

es la enzima sulfuro: quinona oxidoreductasa (SQR). El producto exacto de su actividad

no es conocido, pero podrían ser disulfuros. La SQR es una proteína integral de

membrana que transfiere electrones a las quinonas (Griesbeck y coI,,2000).

8
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El azufre almacenado en el periplasma (Figura 1) puede ser transportado al

citoplasma para su oxidación (Pott y Dahl, 1998). Se cree que el transporte a través de la

membrana es mediante moléculas orgánicas que pudieran aceptar un grupo sulflridrilo

liberado de las cadenas de polisulfanos del periplasma, aunque no se ha postulado

ninguna enzima para esta actividad (Brüser y col., 2000). Una vez que el pertiol está en

citoplasma es liberado reductivamente como sulfuro, mediante un sistema de

heterodisulfuro reductasas (Dahl y col., 2005). El sistema completo de transporte de

sulfuros, polisulfuros o polisulfanos periplasmicos al citoplasma (Figura 1) fue

denominado sistema de transporte de sulflro (SCS) por Brüser y colaboradores (2000).

El sulfl¡ro liberado en el citoplasma sirve como sustmto paxa la actividad catalíüca

(Figura 1) de una sulfito reductasa reversa (SRR). En la bacteria Allochromatium

vinosum se encuentra el operón dsr que contiene los genes de una sulfito reductasa

disimilatoria, y también para una heterodisulfuro reductasa, que apoya el modelo SCS.

Además, en este microorganismo se comprobó que la SRR es esencial para la oxidación

de azufre almacenado en el periplasma (Pott y Dahl, 1998).

Así, el azufre sulfa¡o liberado del tiosulfato es oxidado en el citoplasma, a partir de

sulfito mediante una vía paralela a la existente en el periplasma (Figura 1; Brüser y col.,

2000). La oxidación de sulfito en el citoplasma es dependiente de AMP y se rcaliza en

dos etapas. Primeramente se forma adenosina-5'-fosfosulfato (o adenililsulfato, APS)

mediante la acción de una APS reductasa reversa (Figura 1). El aceptor de los electrones

generados por la APS reductasa reverca no es conocido, ar¡nque se piensa que los

elecffones podrían pasar directamente a las quinonas de la membrana citoplasmática

@rüser y col., 2000).

9
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El sulfato es liberado de la APS por la acción de una ATP-sulfurilasa o bien una

adenilil: fosfato adenil transferasa (APAT, Figura 1). La ATP-sulfurilasa transferiria el

pirofosfato al grupo AMP del APS generando ATP y sulfato. Por su parte, la APAT

üansñere el AMP del APS a un fosfato, generando ADP y sulfato como productos de la

reacción. Aparentemente, ambas enzimas son activas al mismo tiempo y sin que esto

signifique una pérdida de eficiencia (Brüser y col., 2000)'

1.2,2. Vía del tetrationato

La vía del tetrationato se ha postulado para tiobacilos aerobios autótrofos agrupados

en las 1-proteobacterias y para autótrofos facultativos de la clase o-proteobacterias. La

evidencia m¿ás fuerte a favor de la existencia de esta vía es que, previo a la oxidación del

tiosulfato, aparecen cantidades estequiométricas de tetrationato (Kelly y col.' 1997). Al

parecer la funcionalidad del sistema está relacionada al pH del medio. Así, en l.

vinosum la formación de tetrationato es mucho mayor cuando clece en condiciones

ácidas (Hensen y co1.,2006).

La tiosulfato deshidrogenasa (TD, Figura 2) responsable del fenómeno, se purificó

de varios tiobacilos para los cuales se ha postulado la vía del tetrationato. La

localización celular de la enzima TD es periptírnica (Visser y col., 1996).

10
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CitoplasmaPeriplasma

s.0u'-

I

I
fs0I

I
sP,''

I

I
APS

I
SO.z'

s-s_H'

I

I

lsoR
I

I

ts{

ISE + so32- ' Sro.2- +*t
t",T"Sl

I

dD? soR-"-.F . SO32. .__SO

Sro.'-
I
I

THI
¿

SO12" + S2O32'

Figura 2. Modeio de oridación clel azulre siguiendo ia vía del tetrationato. El azJfre

elementál es activado e rntroducitlo de tbrma desconocida al periplasma ('?). La azufre

ciioxigenasa (SDO) oxida los polisulf\ros hasta sulfito y éste, puede ser oxidado hasta

sulfati por la enzima suifito oxidoreductasa (SOR) o bien reaccionar con otras epecies

de azufie para generar tiosulfato. [-a enzima tiosulfato deshidrogenasa (TD) oxida el

tiosulfato y g"rér, tetrationato que, a su vez, es oxidado hasta sulfato y tiosulfato por la

tetrationató 
-Lidrolasa 

(Tl"l). Los pclisulfL[os o politjonatos serían oxidados por la

sult'uro: qLrinona oxidoreductasa (SQR). Si e1 tetrafionato es trasportado hasta el

citoplasrna, su oxidación seguiria un mecanisr¡o similal a la vía ralnificada del

tiosulfato. Las flechas negras indican reacciones enzimáticas, mientlas qtte las azules el

movimiento de las lnolécrilas.

La enzirna clue metaboliza el tetrationato, la tetlationato hidrolasa (TH- Figura 2) ha

sido purificada 1' caracleriza<la (De Jong y col., 1997: Ruga-vtsova y Lindstrorn, 200'tr).

La TH cataliza 1a sigttrente reacción:

2SoOu'- + H rO --!!--s SrOr'- '+ SrOu2- + SOr2- + 2H*
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La oxidación del azufre elemental podría estar asociada a una cadena transportadora

de electrones en la membrana, aunque la oxidación de éste es rara en microorganismos

de la vía del tetrationato (Kelly, 1999).

Por mucho tiempo se pensó que algun tiol orgánico, como glutatión o ácido lipoico

estaría involucrado en la oxidación del azufre en los tiobacilos. Se cree que el azufre

reacciona con el tiol orgrínico y de esta manera se inicia su oxidación (Steudel y col.,

1987; Pronk y co1., 1990). Recientemente, se describió la actividad de una azufre

dioxigenasa que requiere de glutatión para llevar adelante la oxidación de azufre

elemental, el producto de su actividad es sulfito (Rohwerder y Sand' 2003).

En las bacterias con la vía ramificada de oxidación del tiosulfato, el azufre

almacenado consiste en polisulflros orgánicos (Prange y coI., 1999), mientras que en

bacterias de la vía del tetmtionato éste se encuentra principalmente como politionatos y

algo de azufre elemental (Prange y col., 2002). Esto indicaría que la oxidación del azufre

elemental se realiza de forma diferente entre las especies de la vía ramificada del

tiosulfato y las bacterias acidófilas poseedoras de la vía del tetrationato.

Se han descrito dos proteínas sulfuro: quinona oxidoreductasas (SQR) en los

miembros autótrofos quimiolitótrofos oxidadores de azufre (Figura 2). Ambas son

citocromos tipo C. Entonces, la oxidación del sulfiro podría ocurrir en el periplasma, del

mismo modo que en la vía ramificada de oxidación del tiosulfato (Brüser y col., 2000).

En A. ferrooxidans, el primer producto de oxidación (dependiente de glutatión) del

azufre es sulfito (Figura 2). La evidencia experimental indica que el sulfito es un

intermediario en la oxidación del azufre en microorgaaismos con la vía del tetrationato

@rüser y col., 2000; Rhowerder y Sand, 2003). Posiblemente los tiobacilos acidófilos
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poseen una enzima que oxida sulfito a sulfato (SOR), que se localizaría en el

(Figura 2; Sugio y col., 1992; Rohwerder y Sand, 2003).

La dependencia de glutatión por parte de la azufre dioxigenasa indica la existencia

de un mecanismo de activación previa a la oxidación del azufre (Figura 2), aun

desconocido.

Si los polisulfuros se forman a partir del azufre elemental, entonces la vía del

tetrationato puede semejarse a la vía ramificada de oxidación del tiosulfato. Las sulfito

reductasas periplásmicas adicionales podrían indicar que el sulfito se forma allí o se

transporta hasta ese lugar (Brüser y col., 2000).

Las células poseedoras de la vía del tetrationato han mostrado ser capaces de oxidar

rápidamente los sulfuros (Pronk y col., 1990).

Finalmente, las mayores diferencias enÍe la üa ramifrcada y la del tetationato,

parecen estar dadas por el medio en el cual los microorganismos habitan ya que los

mecanismos de oxidación son semejantes, pero se desconoce si esta semejanza incluye

el origen de las proteínas que participan.

La información sobre TR y TST es escasa para la via del tetrationato, aunque en el

caso de las TST se ha reportado actividad en A. ferrooxidans y posteriormente fue

clonado un gen que codificaría para una enzima con el dominio de proteína

característico (Gardner y Rawlings, 2000; Ramírez y cot.,2002).

1.3 La superfamilia rodanasa fosfatasa Cdc25

La superfamilia de las rodanasas y fosfatasas tipo Cdc25 poseen un módulo

estructural conservado. Los genes que 1as codifican están ampliamente distribuidos entre
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los seres üvos (Bordo y Bork, 2002). Estructualmente, este módulo consta de un lazo

como sitio activo y dos motivos estructurales conservados, denominados CH2Ay CH2B

(Fauuran y col., 1998). CH2A coasiste en eshuctura en forrna de lámina-hélice-1ámina,

mientras que CH2B esli formada por una lámina p seguida de una hélice o (Figura 3)

Fosfatasa Cdc25A

Dominio C-term rodanasa de Bovino

Figura 3. Motrvos estflrcturales conservados en la superfamilia rodanasa fosfatasa
Cdc25. Arriba y a la de derecha se encuentran las estructuras tridimensionales de la
fosfatasa Cdc25A. Abajo, el dominio C-terminal de la rodanasa de boüno. Del lado
izquierdo se muesha un esquema de la estructrra de las proteínas. Se destacan los
motivos estructurales conservados CH2A en verde, CH2B en azul y el sítio catalítico en
rojo. Además se señala la localüación de la cisteína en el sitio catalitico. Tomado de
Fauman y col. (1998)

El dominio rodanasa puede abarcar toda la proteina o encontrarse en combinación

con oÍo domínio (Figura 4). En general, cuando se encuentran dos dominios rodanasa,

el dominio C-terminal es activo mientras que el N-terminal es inactivo (Bordo y Bork,

14

cys

Toñádo d. Fauman y col., 1998.
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2002) aunque esta regla no siempre se cumple, pudiendo encontrarse proteínas con dos

dominios activos (Ravot y col., 2005).

ización de las Sec uenc ias

Fieura 4. Organización de las proteinas más representativas con dominio rodanasa,
según se describen en la base de datos PFAM, Rhod, dorninio rodanasa; ThiF, enzima
activadora de la ubiquitina El; MoeZ-B, dominio MoeZ/IvloeB; DSPo, fosfatasa de

especificidad dual; Lactamasa_B, superfamilia de metalo-beta-lactamasas;
Pyn_Redox 2, piridina nucleotido-disulfuro oxidoreductasa; Pyr Redox, Piridina
nucleotido-disulfuro oxidoreductasa; $n_redox-dim, Piridina nucleotido-disulfuro
oxidoreductasa (dorninio de dimerísaoión); HTH, proteína reguladora bacteriana (familia
arsR); M-inducerjhosp, fosfatasa inductora de la mitosis; SirA' proteína tipo SirA (es

un regulador de la respuesta de un sistema de dos componentes); PB4505, P819787 y
PB.3352, dominios conservados de función desconocida.
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La comparación de las estructuras de las rodanasas de bovino con la de Azotobacter

vinelandii muestra que están compuestas de dos dominios lodanasa que, a pesar de la

escasa similitud de las secuencias aminoacídicas, presentan una estructura

tridimensional parecida (Bordo y col., 2000a). Cada dominio de 1a rodanasa de bovino

pfesenta una topología o/p (Figura 3), con láminas B paralelas rodeadas de hélices o al

modo de un s¡indwich (Ploegman y col., 1978; Bordo y col, 2000a). El origen de estas

proteínas con dos dominios rodanasa estaría en la duplicación de los genes, donde la

estructura tridimensional se mantuvo debido a la presión evolutiva (Ploegman y col.,

1978).

Se observó que también en las fosfatasas Cdc25A y Cdc25B teníar una igual

estructura tridimensional igual a las rodanasas Gigura 3). Además, en el sitio catalítico

se encuentra una Cys en una posición conservada. E1 sitio catalítico de las fosfatasas está

formado por un lazo de 7 residuos aminoacidicos, mientras que en las rodanasas se

encuentran seis residuos. Esto permitiría acomoda¡ un átomo de fósforo en las fosfatasas

o uno de azufre en las rodanasas (Reynolds y col., 1999).

Las proteínas con un solo dominio rodanasa también pre§entan sitios catalíticos

activos con un lazo de seis residuos. Tal es el caso de la GlpE y PspE de E. coli, qve

poseen actividad tiosulfato azufre transferasa y un único dominio rodanasa (Spallarossa

y col., 2001; Adams y col.,2002). Además, se demostró que la eliminación del dominio

rodanasa N-terminal de la RhdA de A. vinelandii no afectó el plegamiento ni la cat¿ílisis

del dominio C-terminal activo (Melino y col., 2004).
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La amplia distribución del dominio rodanasa entre los seres vivos y la variedad de

combinaciones en las que se encuentra sugieren una gran versatilidad bioquímica que le

permite participar en muchos y variados procesos biológicos.

1.3.1. Actividad enzimática de las protelnas rodanasa

Las proteínas de la familia de las rodanasas están caracterizadas como proteínas que

transfieren un átomo de antfre desde una molécula dadora hasta otra receptora (Westley

y col., 1983). Las actividades enzimáticas mejor conocidas son las tiosulfato: azufre

transferasas (TST) y las mercaptopiruvato: azufre transferasas (MST). Aunque menos

estudiado, también son capaces de realizar la transferencia de otros tipos de átomos

como selenio, arsénico o fósforo. En la mayoría de las ¡odanasas se desconocen los

sustratos naturales, razón por la cual la determinación de sus funciones fisiológicas sigue

siendo especulativa.

1.3.1.1. Tiosulfato: azufre tr¿nsferasas

Estas rodanasas catalizar la transferencia de un átomo de azufre sulfano desde el

tiosulfato a una molécula de cianu¡o generando tiocianato y sulfito como productos

(Figura 5) se conocen como tiosulfato: azufre transferasas.

También pueden utilizar tiosulfanos (RSOzS-), polisulfuros (RSSI y tiocisteínas

como dadores de átomos de azufre y como aceptores de átomos de azufre, sulfito,

sulfinatos y compuestos tiólicos (Abdolrasulnia y Wood, 1979; Westley, 1981).
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Figura 5. Mecanismo de la actividad i¡¿ vl¡ro tiosulfato: azufre transferasa. El átomo de
azufre sulfano del tiosulfato se une transitoriamente a la cisteína del sitio activo de la
rodanasa. Finalmente, el azufre sulfano se fa¡sfiere a una molécula aceptora, en este
caso el cianuro. Tomado de Mueller (2006),

Datos de cinética enzimátjca mostraron que la catálisis se realiza por un mecanismo

de doble desplazamiento, mediante un enlace covalente entre el azufre del grupo

sulftidrilo de la cisteina en el sitio catalítico y el azufre sulfano del dador (Figura 5). En

esta etapa se produce la liberación del primer producto de la reacción, el sulfito.

Seguidamente, la enzima persulfurada se une al aceptor del átomo de azufie y le

transfiere el azufie sulfano, formando el segundo producto de la reacción, tiocianato

(cuando se emplea cianuro como aceptor in vitro del azufre, Figura 5). De este modo, la

enzima pasa de un estado libre de azufre a un intermediario persulfrrado y luego a la

forma libre inicial (Westley y Schlesinger, 1974; Westley y Heyse, l97l).

El análisis de la estructüa, así como estudios con inhibidores demostró la

participación de las cargas positivas de los residnos de aminoácidos en el sitio catalítico

para 1a unión del sustrato cargado negativamente (Westley y Heyse, 1971; Ploegrnan y

col., 1978). Los aminoácidos Arg 186 y Lys 249 de la TST de bovino, podrían otorgar la

carga positiva necesaria para la unión del tiosulfato y posteriormente, ayudar a polarizar

el enlace S-S del tiosuifato a fin de facilitar la captura del azufre por un grupo
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nucleofilico, en este caso el sulftridrilo de la Cys 247 presente en el sitio catalítico

(Ploegman y col., 1978). Además, con proteínas mutantes se demostró la relación entre

la disminución de la actividad enzimática y la sustitución de la Arg 186, lo que resaltó su

importancia en la catálisis (Weng y col., 1978).

Adem¿ás de la TST de bovino, otras rodanasas se oncontraron en diferentes tejidos de

animales, plantas y en diversas especies de bacterias. En e1 caso de Arabidopsis thaliana

las búsquedas en su genoma dieron por resultado 18 genes que codificarían para

proteínas con dominios rodanasa (Hatzfeld y Saito, 2000). Tres de los productos génicos

se caracterizaron como TST con un solo dominio de proteína (Hatzfeld y Saito' 2000;

Bauer y Papenbrock, 2002). Se han identificado otras rodanasas, sean los genes o las

proteínas, desde diferentes microorganismos como Azotobacter vinelandii (Colnaghi y

col., 1996; Bordo y col., 2000a), Acinetobacter calcoaceticus (Aird y col., 1987),

Pseudomonas aeruginosa (Cipollone col., 2006) y E. coli (Alexander y Volini, 1987).

El gen rhdA de A. vinelandii codifica para una proteína con dos dominios rodanasa,

organización que comparte con la TST de bovino la que exhibe 22 %o de similitud de

secuencia aminoacídica. La comparación de las estructuras cristalinas de la RhdA y la

TST de boviro muestran la conservación de la esfuctura tridimensional así como de la

Cys del sitio activo, no así otrcs componentes del sitio catalítico (Colnaghi y col., 1996;

Bordo y col., 2001).

En E. coli,los trabajos con el regulón g/p demostraron que el gen glpE codifica para

una rodanasa de 12 kDa (Ray y col., 2000). Además, se demostró que la proteína GlpE

posee actividad TST y que utiliza el mismo mecanismo de doble desplazamiento

empleado por la TST de bovino. Aunque la similitud de secuencias de las GlpE y la TST
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de bovino es baja, la estructura tridimensional está conservada tanto con respecto a la

rodanasa de bovino como en la RhdA de A. vinelandii (Bordo y col., 2000a; Spallarossa

y col.,200l). El rol fisiológico de la GlpE no ha sido esclarecido. En el trabajo de Ray y

col. (2000) se mostró que podría interaccionar con tioredoxina 1 oomo aceptor de

átomos de azufre, indicando la posibilidad que proteínas similares podrían ser sustratos

de la GlpE.

1.3.1.2. Mercaptopiruvato: azufre transferasas

La mercaptopiruvato: azufre transferasa (MST) es una enzima miembro de la familia

de las transferasas. Esta enzima utiliza 3-mercaptopiruvato como el dador de azrfre, en

lugar del tiosulfato. Los aceptores de1 átomo de azuffe pueden ser cianuro, tioles, sulfito

y sulñnato (Roy y Trudinger 1970; Jarabak, 1981). La reacción catalizada es la

siguiente:

HSCHTCOCOO- +CN- < Rodan^a >SCN- +CH3COCOO-

Aunque la MST fue descubierta en 1953, el progreso en su estudio ha sido mucho

menor que el de su coníaparte TST debido a 1a inestabilidad del sustrato (Wood y

Fiedler, 1953). Del mismo modo que la actividad TST, las MSTs se encuentran

ampliamente diseminadas entre los seres vivos.

La MST de rata se puriflcó (Nagahara y col., 1995) y estudios posteriores con la

enzima recombinante lograron su caracterización enzimática §agahara y Nishino,

1996). La comparación de secuencias de las proteínas TST de bovino y la MST de rata

mostró un 60 %o de identidad §agahara y Nishino, 1996). La conservación es mayor en

el sitio catalítico. Así, se encuentra la Cys 246 activa y la Arg 185, según la numeración
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relativa a la TST. No obstante, otros residuos importantes como la Arg 247 y Lys 248 en

la TST, son reemplazados por Gly y Ser en la MST.

Se demostró, con mutaciones en el sitio activo, que una TST puede ser parcialmente

convefida a MST mediante sustituciones de los residuos de Arg y Lys por Gly y Ser

respectivamente §agahara y col., 1995). Por su parte, las MST pueden disminuir su

actividad MST y aumentar la TST luego de sustituir los residuos de Gly y Ser por los de

Arg y Lys §agahara y Nishino, 1996). En base estos antecedentes, se puede concluir

que las TSTs y MSTs son interconvertibles en su actividad erzimática y que ést4 a su

vez, está influenciada por ciertos residuos presentes en el sitio catalítico que determinan

la selección del sustrato (Nagahara y col., 1995).

Se identificaron y caracterizaron otras MSTs en A. thaliana. Una de ellas se

encuentra localizada en el citoplasma, mientras que la otra es mitocondrial §akamura y

col., 2000; Papenbrock y Schmidt, 2000).

La MST de E. coli se caracterizó bioquímicamente en un primer momento y

posteriormente se determinó que el gen sseA eru responsable de codificar la proteína

(Vachek y Wood, 1972; Hama y col., 1994). La SseA presenta el motivo CSGVTA en el

sitio catalítico, el cual es idéntico al encontrado en eucariontes, sugiriendo que este

motivo favorece la unión del 3-mercaptopiruvato en lugar de üosulfato (Colnaghi y col.,

2001).

1.3.2. Papel fisiológico propuesto para las rodanasas

Se han realizado muchos estudios sobre la cinética de azufre transferasas de

diferentes organismos. Sin embargo, la función fisiológica de la mayoría de éstas
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permanece desconocida. Se especula que estarlan involucradas en la destoxificación del

cianuro, la formación de cofactores que contienen azufre, formación o reparación de los

grupos Fe-S, biosíntesis de tionucleótidos, metabolismo de1 selenio y metabolismo

disimilatorio del azufre.

1.3.2.1. Biosíntesis de cofactores que contienen azufre

Algrrnas de las moléculas más importantes que contienen azufre, por ejemplo la

tiamina, la biotin4 la molibdopterina y el ácido lipoico, son moléculas importantes para

los seres vivos, ya que están involucradas en actividades enzimáticas clave. Aunque se

han estudiado en profundidad las vías de biosíntesis de estos cofactores, algunos

aspectos continúan desconocidos, como el mecanismo por el cual el azufre es

incorporado en algunos de ellos.

La presencia de un dominio rodanasa en la región C-terminal de la ThiI de E coli,

una enzima requerida para la síntesis de tiamina y tionucleótidos, y en MoeB, una

sulfurasa sintasa de molibdopterina ampliamente distribuida entre los seres vivos,

indican que las rodanasas están involucradas en la biosíntesis de estos cofactores.

Un componente del complejo vitamínico B es la tiamina o vitamina 81. La tiamina

es precr¡rsora de la tiamina pirofosfato, un cofactor de enzimas involucradas en la

transquetolación de carbohidratos y decarboxilación de o-ceto ácidos (Kluger, 1987) el

metabolismo de carbohidratos y 1a síntesis de la cadena lateral de los aminoácidos

(Begley y col.,1999; Xi y col., 2001).
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1.3.2.2, Las rodanasas y el metabolismo disimilatorio del azufre

Diversos autores han teorizado respecto a la participación de rodanasas en el

metabolismo disimilatorio del azufre en bacterias, proponiendo varios modelos donde es

posible su participación.

La proteína periplasmática S:ud de Wolinella succinogenesis es una rodanasa con

actividad polisulfuro: azufre transferasa (Kreis-Kleinschmidt y col., 1995). Sud se

relaciona con la obtención de energia al participar en el acoplamiento de la fosforilación

oxidativa con la reducción del azufre (Figura 6). La proteína es capaz de unir moléculas

de polisulfuros de más de diez átomos. Se postula que transfiere o expone la cadena

SnS2- al sitio activo de la polisulfiro reductasa (Klimmek y col., 1998).

La polisulfiro reductasa es un complejo conformado por PsrA, PsrB y PsrC. La PsrC

es el componente hidrofobico del complejo. Su función consiste en traspasar los

electrones desde las quinonas reducidas a PsrB y al mismo tiempo expulsar 2H+ al

medio extemo. PsrB es una proteína con grupos Fe-S, que es un intermediario en el

traspaso de los electrones desde PsrC hasta PsrA (Figura 6). Finalmente, PsrA, una

molibdoproteína que reduce secuencialmente los átomos de azufre del polisulfuro hasta

H2S (Figura 6) (Dietrich y Klimmek,2002; Prisner y col., 2003; Lin y col., 2004).
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Periplasma

ffis.sssi

Citoplasma

Adaptado de Dieuich y Klimmek (2002)y Laska y col. (2003)

FigUra 6. Modelo del metabolismo disirnilatorio del amfre en Woli.nella succinogenes.
La utilización del azufre se inicia con la captura de elechones del FI2 por un citocromo
tipo á y finalüa con la liberación de H* y H2S en el periplasma. Sud, polisulfuro: azufre
hansferasa; PsrA, molibdoproteína de la polisulfruo reductasa; PsrB proteína con gn¡pos
Fe-S de la polisulfuro reductasa; PsrC, proteína de membrana de la polisulfuro
reductasa; Q V QH-, quinolonas en estado oxidado y reducido respectivamente; CytB¡,
A¿ y C¿ citocromos tipo b; MI, membrana interna.

La estructura tridimensional de la polisulfuro: azufre transferasa corresponde a un

dímero de dos subunidades idénticas de 15 kDa. El sitio de unión del susEato posee

carga positiva proporcionada por los residuos de A1946, A1967' (de la subunidad

adyacente), Lys90 y Arg94, lo que le pennite interactuar con el polisulfuro cargado

negativamente. Posee un solo residuo de cisteína (Cys89) localüado en el sitio

catalítico, que junto con los demás residuos A1946, A1967, Lys90 y Arg94 son

esenciales para la actividad et¡zimática (Lin y col., 2004). La localizacíól relativa de

dichos residuos está conservada entre las rodanasas.
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En la bacteria acidófila Acidithiobacillus ferrooxidans se identificó una proteína de

21 tDa (P21) cuyo nivel aumenta cuando el microorganismo es crecido en presencia de

azufre elemental y sus compuestos reducidos comparadas con las oélulas crecidas en

presencia de Fe2t (Ramírez y co1.,2002; Ramírez y col., 2004). La proteína P21 se

identificó como un miembro de la familia de las rodanasas. Esta proteína posee r¡na

señal de exportación tipo Sec, que permite su exportación al espacio periplasmico

(Ramírez y col., 2002). El gen p2l forma parte de una unidad transcripcional donde se

encuentran otros genes posiblemente implicados en Ia oxidación del azufre (Acosta y

col.,2005).

La proteína recombinante P21 no mostró actividad azufre transferasa, aunque 1as

condiciones fisiológicas y de estudio utilizadas no palecen compatibles entre sí (Ramírez

y col,, 2002). Se puede especular que tiene una función similar a la Sud de Z

succinogenes, tra¡sfiriendo moléculas de polisulfluos a enzimas capaces de oxidarlo

como la SQR (Figura 7). Otro estudio demostró la presencia de polisulfluos en el

periplasma de A. ferrooxidans durante la oxidación del azufre elemental (Prange y col.,

2002).

Asimismo se determinó que Ia enzima azufre dioxigenasa (SDO) de A. ferrooxidans

requería de la presencia de un polisulfuro orgri,nico para oxidar el aztfre hasta sulfito.

Este hecho da pie a pensar en la necesidad de un sistema que permita la intemalización

del azufre elemental insoluble en forma de un sulfuro soluble mediante la acción de una

o varias proteínas especializadas (Figura 7; Rhowerder y Sand, 2003)'
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Citopla§ma 
Adaptado de Rohwerder y sand (2003)y Rawliñgs (2005)

FiB¡ra 7. Esquema simplificado del metabolisrno disimilatorio del azufre en l.
ferrooxidons. Se, azufre elemental; OMP?, proteína de membrana extema; SDO, azufre
dioxigenasa; Cyt bat, citocromo fipo bat: SOR, sulfito: oxidoredcutasa; SQR, sulfuro:
quinona oxidoreductasa; Clt ócr, citocromo fipo bc1; P21, rodanasa P2l; MI, membrana

interna; ME, membrana externa; Q y QlIr, quinonas oxidada y reducida
respectivamente. Las líneas continuas representan las reacciones posibles ln ulvo,

mientras que las discontinuas representan reacciones hipotéticas.

El sulfito generado por la SDO puede ser oxidado hasta sulfato por la acción de la

SOR la cual transfe¡iría los eleotrones hasta un citocromo óa3 que se encargaria de la

reducción final del oxígeno (Rawlings, 2005).

Asimismo, ta¡to sr furos como polisulfuros podrían ser oxidaos por la SQR dando

lugar a [S]0. Los electrones serían utilizados para reducir las quinonas, que a su vez, los

traspasan a un complejo de citocromo ócr. El [S]0 producido no precipita como S8,
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posiblemente, debido a la intervención de otras enzimas. Haciendo un paralelo con la

Sud de IZ succinogenes,la fuente de los polisulñros podría implicar la participación de

la rodanasa P21 .

El complejo ácr recibe los electrones de las quinonas reducidas y los transfiere hasta

una oxidasa terminal. Es posible que un citocromo c y una proteína Fe-S de alto

potencial traspasen los electrones hasta la oxidasas, donde tiene lugar la reducción del

oxígeno (Bruscella y col., 2007).

Aunque muchas proteínas involucradas en la oxidación del azufre y sus compuestos

reducidos han sido identificadas, aún no se comprende la relación que existe entre las

actividades que realizan. Esto se debe, en gran parte, a la dificultad de trabajar a nivel

genético con A. ferrooxidans.

1.3.2.3. Tionucleósidos en los RNA de transferencia

Hasta el momento, se conocen l0 nucleótidos modificados con azufre, de los cuales

la 4{iouridina (saU, la 2-tiocitosina (s2C), la 5-metilaminometil-2{iouridina 1mnm5s2U)

y la 6-N-dimetil-2-metiltioadenosina 1ms2i6A¡ se encuentran en E coli.

La formación de la saU requiere de las enzimas IscS y ThiI. El proceso consiste en la

formación de una cisteína persulfurada en el sitio activo de la IscS, la cual es luego

transferida a la cisteína 456 del sitio activo rodanasa de ThiI (Mueller y col., 1998;

Kambampati y Lauhon, 1999). Los estudios con mutantes de sustitución demostraron

que la Cys 456 presente en el sitio activo del dominio rodanasa de la ThiI es esencial

para la actividad eruimática (Palenchar y col., 2000, Mueller y col., 2001). El
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mecanismo in vivo por el cual la proteína ThiI con el enlace de disulfuro intemo se

reactiva media¡te reducción es desconocido (Mueller, 2006)

1.3.2.4. Formacién de grupos Fe-S

Los centros Fe-S se encuentran en proteínas que cumplen funciones como la

transferencia de electrones, reacciones enzimáticas de oxido reducción, reacciones que

no involucran óxidoreducción y procesos de censado (Beinert y col., 1997)' Los grupos

Fe-S m¡ás comunes son los tipos [2Fe-2S] y [4Fe-4S].

Existen tres vías principales para el ensamblado de centros Fe'S; nil isc y suf. Las

tres vías son el resultado de la diversificación desde una vía ancestral más general.

Las proteínas NifS y NiflJ están relacionadas con el ensamblado de los grupos Fe-S

de la nitrogenas a de A. vinelandii (Jacobson y col., 1989). En este caso, la vta nif se

inicia con la cisteína desulfurasa NifS, que cataliza la transferencia de un átomo de

azufre desde la L-cisteína hasta una cisteína conservada en su sitio activo, creando de

este modo un residuo perculfurado que sirve como dador de azufre para la síntesis del

grupo Fe-S (Zheng y col., 1993; Zheng y Dean, 1994; Zhen y col., 1994). La proteína

NifU sirve como andamio para la formación del grupo Fe-S recibiendo los átomos de

azufre de NifS (Yuvaniyama y col., 2000). Además, NifU posee un centro Fe-S que

permitiría estabilizar el centro Fe-S de la nitrogenasa mientras se forma. El dominio N-

terminal de NiflJ es similar a la proteína IscU de la vía isc.

Bajo condiciones reductoras, posiblemente generada por una ferredoxin4 el azufre

persulfuro se libera desde NifS y se combina con la fuente de Fe y genera el grupo Fe-S

para la nitrogenasa.
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Por otra parte, el sistema lsc a diferencia del sistema dedicado a la maduración de la

nitrogenasa Nif, posee un espectro más amplio en la biosíntesis de grupos Fe-S

§akamura y col. 1999). El grupo de genes que codifican las proteínas Isc en l.

únelandii, E. coli, Haemophillus influenzae y Pseudomonas aeruginosa está compuesto

de ¡scR, iscS, iscU, iscA, iscB, hscB, hscA y fdx (Zheng y col., 1998). Sus genes

homólogos se encuentran en todos los genomas bacterianos, lo que indica que los

productos génicos isc son importantes en todos ellos. IscS es homóloga a NifS y muestra

actividad cisteína desulfurasa con un mecanismo general de reacción similar de

transferencia del azufre desde la cisteína hasta el sitio bianco. El papel de IscS no solo se

limitaría al ensamblado de los grupos Fe-S, sino que se extiende a proveer de aztfre para

la biosíntesis de tiamina, molibdopterina y tionucleótidos (Lauhon y Kambampati, 2000;

Lauhon, 2002; Kambampati y Lauhon, 2003).

Por su pafte, la proteína IscU presenta similitud con el dominio N-terminal de NifU.

Así mismo, IscU sirve de andamio para el ensamblaje del grupo Fe-S. Las proteínas

NifA e IscA podrían seruir también como base para el ensamblado del grupo Fe-S

(Zhensy col., 1998).

1.3.3. Rodanasas de E, coli

En E. coli se encuentran 9 genes que codifican para proteínas con dominio rodanasa

(Tabla2). Los productos génicos GlpE, PspE, ThiI y YibN (Ray y col.,2000, Palenchar

y col.,2000; Adams y col.,2002; Ahmed, 2003) poseen actividad TST y una de ellas, la

SseA, posee actividad MST (Colnaghi y col, 2001).
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Las proteínas GlpE y PspE se han purificado y estudiado en detalle' La proteína

GlpE es una proteína soluble del citoplasma y el gen que lo codifica forma parte del

reg;I.ón glp de E. coli. Por su parte el gen que codifica para la proteína PspE se

encuentra en el operón de estrés por fago psp de E. coli (Brissette y col., 1991; Model y

col.,1997). La proteína PspE es exportada al periplasma mediante el sistema Sec.

Cuando las proteínas PspE y GlpE fueron purificadas se encontraban tanto en forma

de moléculas libres de azufre como persulfuradas. Los estudios de inhibición de la

actividad TST con aniones mosÍaron que la PspE es más sensible que la GlpE.

Tabla 2. Rodanasas de E. coli.
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Protelna Actividad Enz¡mát¡ca

Glpr"

SseAb

PspEc

YeeAd

YnjEd

YgaP"

YbbBf

Yibt{d

Thils

Tiosulfato: azufr e transferasa

Mercaptopiuvato: azufre transferasa

Tiosulfato: aa.rfre tansferasa

Desconocida

Desconoc¡da

Tiosulfato: azufre transferasa

Seleno transferasa

Desconocida

Azufre transferasa tiam¡na y 4-t¡ouridina

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Permite el crecimienf o a
temperaturas superiores a 30 oC

Desconocida

Desconoc¡da

Síntesis 4-selenour¡dina

Desconocida

Slntesis de tiam¡na y 4-tiouridina

En las columnas se indican el nombre de proteínas, la actividad enzimática descrita y la
posible fusión fisiológica, si se conoce. 4 Ray y col. (2000); b, Spallarossa y col. (2003);

c, Adams y col. (2002); d, Jutabha (2001); e, Hamed (2003); I Wolfe y col. (2003) y g,

Palenchar y col. (2000).
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1.4 La bacteri 
^ 

AcidiÍhiobacillus fertooxidans

Acithiobaciltus ferrooxidans es una T proteobacteria acidófila (pH 2-5), considerada

como autótrofa obligada, capaz de utilizar el ión fenoso y una variedad de compuestos

reducidos de azt¡fue como dadores de electrones y oxígeno como el aceptor final de los

mismos. crece bien en aerobiosis pero puede hacerlo también en anaerobiosis utilizando

e1 ión férrico como aceptor de electrones y compuestos reducidos de azufre como

dadores (Rawlin es, 2002). Adem¿ís, esta bacteria posoe un metabolismo muy versátil

que le permite fijar carbono mediante el ciclo de Calvin y, en condiciones de

microaerofilia, fijar nitrógeno (Mackintosh, 1 978)'

Por mucho tiempo se pensó que A. ferrooxidans era la principal bacteria en los

procesos de biominería realizados a menos de 40 "C. Actualmente, se sabe que esta

bacteria no es favorecida en su crecimiento donde el ión fénico es más abundante que el

ferroso. No obstante, continúa como un actor importante en aquellas operaciones de

biominería de uranio, cobre y, en general, donde las concentraciones de ión ferroso son

superiores a las de su contraparte oxidada (Rawlings y col,. 1999).

1.4.1. Oxid¿ción de azufre y sus compuestos reducidos por A' ferrooxidans

La oxidación de azufre elemental y sus compuestos reducidos toma componentes de

la üa ramiñcada de oxidación del tiosulfato y la vía del tetrationato. Aunque, es la

bacteria mejor documentada, no hay pruebas de la interacción que pudiera existir entre

los componentes que participarían en la oxidación del azufre y que, en último término,

defina una vía de oxidación disimilatoria del azufre.
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La primera reacción enzimática para la oxidación de azufre elemental está a cargo de

enzima azufre dioxigenasa (SDO), la cual se ha detectado en bacterias del género

Acidithiobacillus, así como en otras bacterias quimiolitótrofas (Rhowerder y Sand,

2003). Antes de ser oxidado, el azuf¡e elemental debe ser transportado hasta el

periplasma de la bacteria y por lo tanto, se piensa que existe una proteína localizada en

la membrana extema y que posee grupos tioles capaces de atacax el anillo formado por

azufte.elemental y transportarlo hacia el periplasma en forma de una cadena de

polisulfuro (Figura 8; Rhowerder y Sand, 2003). El polisulfuro sería oxidado a sulfito

por la SDO y posteriormente, el sulfito sería oxidado a sulfato por la enzima sulfito:

aceptor oxidoreductasa (SOR) reduciendo un citocromo (Figura 8; Hooper y DiSpirito,

1985; Rohwerder y Sand, 2003, Quatrini y col',2006). La SOR se localizaría en la cára

periplasmática de la membrana interna (Brüser y col., 2000).

Adem¿ás de la oxidación de azsfre elemental y de sulhto, se ha detectado la

oxidación mediada por enzimas del tiosulfato y del tetrationato (Figura 8). E1 tiosulfato

es oxidado a tetmtionato por la tiosulfato deshidrogenasa (TD). Esta enzima se

localizaúa en la cara periplásmica de 1a membrana intema. En el caso específico de L

ferrooxidans la TD está formada por la fusión de los genes doxD y doxA (Miiller y col.,

2004). En esta bacteria se encuentran dos copias del gen doxDA. Una de ellas se

encuentra en el mismo operón del genp21 (Ramírezy co1.,2002; Acosta y col., 2005).

En este contexto, cuál podría ser la función de la proteína P21? Se podría pensar que

desempeña una firnción similar a la Sud de W. succinogenes, esto es, hansfiriendo

moléculas de polisulñros a enzimas capaces de oxidarlo como la SQR (Figura 8). El

problema más grave para la definición del rol de la proteína P21 es que no se ha
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determinado su aotiüdad erzimálica. Por lo tanto, su posible conexión con la oxidación

del azu&e está basada en hechos que, posiblemente, no tengan relación con este proceso.

En cambio, podría participar como un dador de azufre para grupos Fe-S de las proteínas

periplásmicas.

Periplasma
tsr
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Citoplasma Adaplacc de Rohlr, eraer ;' Sanc r20C3) y RaNlngs 12005i

ErCltfa_& Modelo de oridación disirnilatoria del azufre y algunos de sus cotnpuestos
reducidos et A. .f'errooxidanr. 58, azufre elerrental; OMP?, proteina de membrana
erlerna; SDO, azLrfie dioxigenasa ,Cyt áa¡, citocromo tipo áar; SOR, suilfito:
oxidoredcutasa, SQR, sulfirro: quinona oxidoreductasa; Cyt á¿'r, citocromo tipo ó¿ r; P2l.
rodanasa P21; TD, tlosulfáto: deshidrogenasa; TH, tetrationato deshidrogenasa. MT,
¡nembrana interna; ME, mernbrana externa, Q y QH2, quinonas oxidada 1' reducida.
respectivamente. Las líneas continuas representan las reacciones posibles il? nlvo,
mientras que las discontinuas representa reacciones hipotéticas.
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Por otro lado, el tetrationato es oxidado a tiosulfato y sulfato por la acción de la

tetrationato hidrolasa (TTH; Tano y col, 1996; De Jong y col,7997). Tanto la enzima

TD como la TTH aportarían electrones pma la reducción de quinonas (Hooper y

DiSpirito, 1985; Quatrini y col., 2006).

Dada la gran distribución y diversidad de las rodanasas y, oonsiderando, la

participación de la proteína Sud de Z succinogenes en el metabolismo disimilatorio del

azufre, se propone que algunas de las rodanasas de A. ferrooxidans podrían estar

involucradas en la oxidación del azufre o bien en otros procesos relevantes para la

bacteria.

En esta Tesis se estudió las rodanasas de A. ferrooxidazs a fin de determinar el o los

posibles papeles que desempeñan en su fisiología celular
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Materiales y Métodos

Cepas bacterianas empleadas

Además de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans, las cepas de E. coli empleadas

están indicadas en la Tabla 3, y los plásmidos en la Tabla 4.

Tabla 3. Cepas de E. coli empleadas en esta Tesis para la clonación de los genes que
codifican las rodanasas de A. ferrooxida¡¿s. Se indican algunas de las características mas
relevantes y el propósito de las mismas.

C€pa C6rscterlstlcag

Eco JMl09 .ndAf, recAl, gJnA36, lhr. hsdRlT. rcrAl. Propagac¡ón d. plásmldlo.
supE¡¡4. n(hc.proAB), [F', ¿r€D36, proAB,
,€glqZ^M151

E colrBL2l(DE3) F., ompT, fi.ds! (r0, mr), dcñ, gar, A(DE3) Expr.slón dé grn.s
inducld. por IPTG

Tabla 4. Plísmidos empleados en la propagación y expresión de los genes recombinantes
en E. coli. Se indican algunas de las características más relevantes y el propósito de las
mismas.
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Plásm¡do! C¡ractcrist¡cas

pGEM-T Easy (PomÉOaO) V.ctor T con r.slstoncia ¡ Ap Propaga.lón d.l inscrto da
Intarés

pET21 b{+} {Novrgañ) vtctor d6 6tpra3ión, rg3btencia aAp, codiflca una Expra3¡ón control¡dada
cola dr Hls an C-trrmlnal ganas racombln¡ntaa

pET28 a (+) (Novaocn) Vrctor d. .xpres¡ón, r.§lrtancia a Km, .od¡f¡ca una Expres¡ón cohtrolada d.
cola dé His an C y N-térmlnal Oanas recomblnant6s

pGEM-Tpll Ordvado drl pGEM-T con cl lnsérto pí Propágar al ln9.rto d6
lñta16s

pGEM-Tpl4.3 D.r¡vado del pGEM-T coh .l inserto Fl¿., Como arrib¡

pGEM-fpl6.2 O.r¡yado d.lpGEM-Tcon al lnserto pr6.2 Como arriba

pGEM-fpz8 Dar¡vado dél pGEM-T coh al ¡nserto p¿, Como árrllra

pETpr, Datlvado dol pET 28 a (+) con rl ¡nséÉo pl, Expr.sar g.n rccomb¡n.nta

pEfp11 Drrlvado dalpET2l b (+) coh €l insarto pl4 Como arriba

pEfp11.3 O.i¡vado del pET 28 a (+) con .l ¡ns.rto pl¿.3 Como arr¡ba

pEIp16.2 D.r¡vado d.l pET 28 . (+l con cl insrño p16.2 Cono arriba

pEfpz9 Dér¡vado d.l pET28 a (+) coñ.lins.rto p28 Como err¡b.
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Técnicas de biología molecular

Extracción de DNA genómico

Pa¡a obtener el DNA genómico de A. fetooxidans se centrifugó 40 ml de un cultivo

con una densidad celular de 5x108 cel/ml a 10.000 x g por 10 min a 4 oC. Se lavó las

células tres veces en una solución diluida de ácido sulfu¡ico pH2,5.Paru exhaer el DNA

cromosómico se usó el sistema Wizard Genomic de Promega@, siguiendo las

recomendaciones del fabricante para bacterias Gram-negativas.

Reacción en cadena de la polimerasa

La amplificación por PCR de los genes blanco se realizó con los partidores listados

en la Tabla 5. Las reacciones de PCR se realizaron con el termociclador TGradient

(Whatman Biometra@). La mezcla para la reacción de PCR contenía: 250 ng de cada

partidor, 4 mM de dXTP, 5¡"rg de DNA cromosomal de A. ferrooxidans ATCC23270,

DMSO 5 o/o y I IJ de polimerasa Pfu (GeneCraftt¡ en un volumen final de 50 pl.

Du¡ante el PCR se ¡ealizó una desnaturación inicial de 3 min a 95 oC, 20 ciclos de 30 s a

95 "C, 30 s a 52-60 "C y 30 s a 72 oC, paru terminar una extensión final de 3 mina72oC.

Reacción de PCR en colonia

Se determinó la orientación de los insertos en Ios clones recombinantes mediante

PCR en colonia (Campbell y Choy, 2001). Se picaron colonias recombinantes al azar y

se resuspendieron en 50 ¡rl de agua. Se tomó 2 ¡i de la resuspensión bacteriana y se

agregó la mezcla compuesta por 2 ng/¡rl partidor reverso do las rodanasas, 2 ng/¡i del

partidor T7, 0,08 mM de dXTP, 0,5 % de DMSO, 0,5X amortiguador de pCR (250 mM
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KCl, 50 mM Tris-HCl pH 9,0, 0,5 %o Triton X-100 y 12,5 mM MgCl2) y 0,4 lJ de Taq

polimerasa (Promega). El volumen final de reacción fue 10 ¡rl. Para evitar la variación

del volumen debida a la evaporación, se adicionó una gota de aceite de silicona a cada

tubo.

La reacción de PCR se realizó de la siguiente marera, 3 min a 95 oC, seguidos de 40

ciclos de 30 s a 95 oC, 30 s a 60 "C,30 sa72"C, y para finalizar 3 mina72oC.

Tabla 5. Partidores utilizados para las reacciones de amplificación de los genes blanco
en el DNA genómico de A. fetooxidans y para la determinación de la orientación del
inserto en los plasmidos pGEM-T, pET-21b(+) y pET-28a(+). Se indican el nombre del
partidor y su secuencia nucleotídica.

Partidor Secuencia

.)/

f7

p11F

PIIR

PI4NTER-IVdel

Pl4CTER-XholHT

P{4.3F

Pr4.3R

P16.2F

P16.2R

P28F

P28R

§'-EIAATTAATAC gACTCACTAT-3'

5'€ATATgTACggATTTCAS gAAATC-3'

5'.TCAACTg gAcAAcTg gAccAAg-3'

5'{TTTTTASTCATATsg g gAAgqTCATg g-3'

5LTAssCTCCSSCTGTCgAg ggAAACgAC.3,

5'-TCASSTCATATgTCCCACC-3'

5'CCAgCCTACg ¿:CgAgAG-3'

5'€ATAT gAgTACCaA.AACgATTTTq-3'

SLCTACTTgTTCTTCCAg ggCAgg.S'

5'4ATAgMTAGCC geTCCTTT-3'

5LTCASSTAASSCTTTTATCCSC-3'
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa

El DNA se analizó mediante electroforesis en geles de agarosa en amortiguador TAE

0,5X (20 mM Tris-acetato pH 8,0 y 0,5 mM EDTA). La concentración de los geles fue

de 0,8 % para los amplificados por PCR y 1 %o para las purificaciones de DNA. Las

muestras de DNA se mezclaron con solución de carga que consistió de 0,25 %o aatl de

bromofenol y 40 0á sacarosa. La tinción se realizó durante 10 min en una solución de

TAE 0,5X con bromuro de etidio a una concentración de 0,5 pglml. Las bandas se

visualizaron en un transiluminador de luz UV.

Verilicación de la pureza y cuantificación del DNA

Los plasmidos y el DNA genómico de A. ferrooxidazs se cuantificaron midiendo la

absorbancia a 260 nm y se determinó su pueza mediante la relación entre la absorbancia

a 260 y 280 nm de las muestras.

Purificación de plásmido

A partir de cultivos (5 ml) de E. coli tM109 pGEM-T (Promega@) o pET

§ovagen@) con el inserto de interés crecidos durante la noche, se aisló DNA plasmidial

con el sistema de purificación de Wizard Plus Minipreps de Promega@. Cuando se

requirió una mayor cantidad de plasmidio, cultivos de 50 ml de E. coli 1M709

pET2lb(+) o E. coli JMl09 pET28a(+) se usaron para extraer DNA plasmidial con el

sistema de purificación de DNA Wizard Plus Midipreps de Promega@.
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Digestión de DNA con enzimas de restricción

Las digestiones del DNA plasmidial se realizaron de acuerdo a lo indicado por el

proveedor (Fermentas@). 10 pg de pGEM-Tp 14 o pET21 b (+) se digirieron con 60 U de

las enzimas de restricción ly'deI o XhoI durante 2 h a 37 'C. Postetiormente, las enzimas

se inactivaron 20 min a 65 oC.

Los fragmentos generados se separaron en un gel de agarosa desde donde se

purificaron los fragmentos correspondientes al gen recombinante y al plasmido

pET2lb(+).

Se digirió 10 ¡rg de pGEM-T con el inserto p1 I o p16.2 con 60 U de NdeI y EcoRl

según las recomendaciones del fabricante (Fermentas@), y 5 ¡rg de pET28 a (+) con 60 U

de Ndel y EcoRI. En el caso de los genes p14.3 y p2B se rcalizó el mismo procedimiento

que para los genes p,/ 1 y pL6.2, excepto que, los plásmidos fueron digeridos con NdeI y

Sall.

Reacciones de ligación del DNA

Para las reacciones de ligación se utilizó 0,1 pmol del vector digerido y 0,4 pmol del

inserto. Se utilizó la DNA ligasa T4 (Promega@) según las instrucciones del fabricante.

Las reacciones de ligación se desarrollaron durante 12-16 h a 16 oC. Finalmente, la

enzima se inactivó a 65 oC por 10 min.

Transformación de E. coli coln plásmidos

Las células competentes se prepara¡on según el protocolo de Inoue (Sambrook y

Russell, 2001.). Las células competentes se incubaron en baño de hielo, junto a la
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reacción de ligación, por 30 min. Luego, se realizó un traspaso a un baño de agua a 42

oC por 1 min y finalmente se incubó por 5 min en baño de hielo. Se utilizó 100 pl de

células competentes y 0,1 pmol de DNA para cada transformación. Posteriormente, se

adicionó 1 ml de medio LB suplementado con 20 mM glucosa y 20 mM Mg2*. Se creció

el cultivo a 37 oC con agitación por 60 min. Posteriormente, se sembró las células en

placas con agar LB con el antibiótico apropiado. En el caso de las transformantes con el

plasmido pGEM-T se empleó placas con agar LB suplementado con Ap, IPTG y X-Gal.

Técnicas microbiológicas

Medios y condiciones de cultivo

A. ferrooxidans ATCC23270 se creció en medio 7l DSMZ a 30 'C con agitación. El

medio 71 DSMZ contuvo 3 g/1 KHzPO¿,0,5 gil MgSO¿.7H2O,3 ell (NH4)2SO4, 0,25 g/l

CaClz.2HzO, Luego de esterilizar en autoclave la solución de sales, se adicionó una

solución de KzSzO: esterilizada por filtración hasta una concentración final de 5 g,4.

Para los experimentos de clonación y expresión de proteínas recombinantes se

usaron las cepas de E. coli JM109 y BL21(DE3), respectivamente. Las cepas de E. coli

se crecieron a 37 oC en medio LB con agitación. Las cepas con plasmidos se crecieron

con el antibiótico apropiado. Se utilizó ampicilina (Ap) a una concentración de 100

pglml y kanamicina (Km) a 50 ¡rg/ml. Cuando se requirió, se utilizó I mM de

isopropiltio-B-D-galactósido (IPTG) y 80 ¡rglml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-

galactósido (X-Gal) (Sambrook y Russell, 2001). Para la preparación de placas con

medio sólido, se adicionó agar (1,5 % p/v) al medio LB.
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Selección de transformantes E. coli JNllO9

En el caso de las cepas E. coli JMl09 transformadas con el plásmido pGEM-T

(Promega@) se realizó la selección de los transformantes según las instrucciones del

fabricante. Las células transformantes se aislaron en placas LB suplementadas con Ap,

IPTG y X-Gal.

Se determinó la orientación del inserto en los clones positivos mediante PCR de

colonias.

Conservación de las cepas

Las células crecidas en medio LB hasta una densidad óptica a 600 nm de 0,6 se

guardaron congeladas a -80 'C luego de agregar glicerol hasta una concentración final de

15% (vol/vol),

Inducción Ia expresión de las rodanasas recombinantes

Se realizaron cultivos de las cepas de E. coli BL2I(DE3)pET por 12 h,

posteriormente se diluyeron l:50 en LB con el antibiótico apropiado y se crecieron a 37

oC con agitación. Al crecer el cultivo hasta una Doooon. = 0,6 se adicionó 0,5 mM de

IPTG. Se continuó el crecimiento 2h a37 oC. Posteriormente, las células se colectaron

por cenlrifugación a 4 oC, 8.000 x g, l5 min.
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Técnicas bioquímicas

Purificación de las rodanasas recombinantes

Todos los procesos de purificación se realizaron a 4 "C, a menos que se indique lo

contrario. Todas las proteínas recombinantes estudiadas poseen una cola de histidina.

Las células se resuspendieron en amortiguador de unión (20 mM Tris-HCl pH 7 ,9, 5

mM imidazol y 500 mM NaCl) hasta conseguir una suspensión celula¡ de 50 mg/ml.

Seguidamente, se rompieron las células en una celda French. Se aplicó una presión de 6

ton/m2. El extracto celular se centrifugó a 4 "C, 10.000 x g,45 min. Seguidamente, se

tomó la fase soluble y se filtró con una membrana de PVDF de 0,45 ¡rm (Millipore@). El

filtrado se aplicó a una columna de Ni2* previamente activada (siguiendo la

instrucciones del fabricante Novagen@) y posteriormente equilibrada en amortiguador de

unión. La columna se lavó con 10 volúmenes del mismo amortiguador de unión. Para

eliminar las proteínas unidas inespecíficamente a la columna se aplicó 6 volúmenes de

amortiguador de lavado (20 mM Tris-HCl pH 7,9,40 mM imidazol y 500 mM NaCl).

La proteína de interés se liberó de la columna con un amortiguador de elusión (20 mM

Tris-HCl pH 7,9, 500 mM NaCl) con concentraciones crecientes de imidazol (60, 80 y

100 mM imidazol).

Para determinar las fracciones que contenían la proteína de interés se realizó la

electroforesis en condiciones denatuantes en geles de poliacrilamida. Posteriormente, se

juntó las fracciones que contienen la proteína recombinante y se procedió a cambiar el

amortiguador mediante diafrltración con membranas Centriprep 10 kDa de corte

(Millipore@). En el caso de la proteína recombinate Pll se utilizó una membrana con un
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corte de 3 kDa. El proceso de diafiltración se realizó 3 veces para permitir la completa

sustitución del amortiguador de elusión por 50 mM Tris-HCl pH 8,5.

Posteriormente, se cuantificó la protelna purificada y se adicionó 50 % glicerol, 1

mM EDTA, 1 mM DTT y se almacenó a -20oC.

Preparación de muestras de proteínas y electroforesis en geles de poliacrilamida

Los geles se prepararon según la técnica descrita por Laemmli (1970). Las muestras

se resuspendieron en amortiguador de muestra (0,5 M Tris-HCl pH 6,8, SDS, P-

mercaptoetanol, azul de bromofenol y 30 o/o 
"ollro1 glicerol) y se calentaron 15 min a 100

oC. Para el anrálisis de las proteínas se usó un gel concentrador con acrilamida:

bisacrilamida al 3 "/oy rxt separador al 15 Yo.Las electroforesis se realizaron a 200 V.

Las proteínas se fijaron y se tiñeron con una solución de azul de Coomassie al2Yo en

metanol al 50 Yo y ácido acético al 7 %o por 30 min. Luego se destiñeron mediante

lavados sucesivos con una solución de metanol al20 % y ácido acético al7 %o.

Determinación de la concentración de proteínas

Se utilizó el método de cuantificación de proteínas según Bradford, provisto por

Pierce@ en su versión de microensayos. Como proteína patrón se utilizó BSA.

Medición de la actividad tiosulfato: azufre transferasa

El ensayo esüírdar para la medición de la actividad TST se realizó según se describió

previamente (Westley, 1981; Alexander y Volini, 1987) con mínimas modificaciones. Se

utilizó tiosulfato 50 mM como donador de azufre, en 50 mM Tris-HCl pH 8,5. La

reacción se inició con la adición de KCN 50 mM como aceptor de azufre. La reacción se
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detuvo agregando 10 % HCHO. La reacción colorimétrica se desarolló adicionando 1

volumen de solución de nitrato férrico [100 g Fe(NO¡):.9HzO, 200 ml de 65 % HNO¡

por L500 ml HzOl. Se midió la absorbancia de la mezcla de reacción a 460 nm

(Westley, 1981). Como control negativo de la reacción se utilizó una muestra con BSA.

La unidad de actividad enzimática se definió como U: pg de SCN-..m1-r.min-1 y la

actividad específica (AE) : Umg-r de proteína total.

Caracterización enzimática

Las enzimas purificadas se estudiaron a fin de determinar las condiciones óptimas de

su actiüdad TST, para 1o cual se utilizó el protocolo est¿índar de actividad etuimática

donde se vmió la temperatura, presencia y concentración de sales, glicerol, DTT, tipo de

amortiguador y pH.

Estudio de la cinética enzimática

La cinética se estudió variando la concentración de los sustratos utilizados en el

ensayo de la actividad TST.

Los datos cinéticos se obtuvieron y graficaron de acuerdo con la ecuación de

Micahelis-Menten trz = k--=El. Para ello se empleó el programa Prims 4.03 para
[s]+ K,

Windows (GraphPad Software@).

También se calculó la constante catalítica (IQn). La IQu se definió como la cantidad

de sustrato convertida a producto por una molécula de enzima por unidad de tiempo

(Vr*{E]). Para calcular el peso molecular de la proteína recombinante Pl1 se consideró
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la presencia de la cola de histidinas. Por lo tanto, la proteína recombinante pesa 13,91

kDa. También se asumió que cada proteína presenta un sitio catalítico.

Técnicas bioinformáticas

Búsqueda in silico de los genes putativos de l¿s rodanasas en el genoma de zl.

ferooxidans

Utilizando las secuencias deducidas de las proteínas P21, P16 y Pl4, (Ramírez y

co1.,2002) se procedió a realizat búsquedas de secuencias con tBLASTn (Altschul y

col., 1990) del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en el genoma de A. fetooxidans

ATCC23270 suministrado por TIGR (http://www.tigr.org,).

Una yez obtenidos los resultados de las búsquedas, se analizó las secuencias de

nucleótidos para identificar los marcos abiertos de lectura al que perteneceríaa. Para esto

se utilizó el programa ORF Finder del NCBI, con la asignación de codones de tipo

bacteriano.

Una vez determinado el marco abierto de lectur4 se efectuó la búsqueda de dominios

en los productos génicos putativos. Una vez determinadas las secuencias que poseían

dominios rodanasa, se realizó una caracteización informática con la secuencia deducida

de aminoácidos. Para ello se utilizó la herramienta ProtParam (http://us.expasy.or{cgi-

bir/protparam).

Posteriormente se utilizaron las secuencias de las rodanasas putativas paru realizar

una nueva ronda de búsquedas en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270. Los

resultados de las búsquedas se analizalon en busca de nuevas secuencias de posibles

rodanasas.
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Una vez identificados todos los genes putativos para rodanasas en el genoma de l.

ferrooxidans ATCC23270, se analizó la secuencia deducida de sus productos génicos en

busca de seña1es de exportación, regiones de transmembran4 patrones conservados

dentro del dominio rodanasa y presencia de otros dominios mediante las herramientas

Pfam (Finn y col.,2006), PROSITE (Hulo y col.,2006) y Smart (Letunic y co1.,2006).

La estructura secundaria de las proteínas de interés se analizó mediante el sistema

Consensus Secondary Structure Prediction (Combet y col., 2000).

Alineamiento de secuencias

Los alineamientos múltiples se realizxon con el ptogfama ClustalW

(http://www.ch.embnet.org/wwwtmplsq.27l57.aln). Parla ello, se utilizaron los

siguientes pará,metros :

Matriz; BLOSUM 30

Penalizaciones por apertura de un espacio; 10

Penalización por la extensión del espacio; 0,05

Penalizaciones por espacios en los extremos de las secuencias; 10

Penalización por la extensión de los espacios; 0,05

Los alineamientos de pares de secuencias se realizaron con el programa ClustalX con

los siguientes parámetros :

Matriz; Gonnet 250

Penalización por apertura de un espacio; 10

Penalización por la extensión del espacio; 0,1
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Resultados y Discusión

Identificación de los genes que codifican para proteínas con dominio

rodanasa presentes en el genoma de A. ferooxidans ATCC23Z70

Para identificar los genes que codifican proteínas con dominio rodanasa se realizó la

búsqueda informática mediante BLAST en el genoma no anotado, en ese momento, de

A. ferrooxidans ATCC 23270. Para esto, se empleó las secuencias de proteínas

deducidas a partir de los genes pufafivos p14, pl6 y p2t (Ramírez y col, 2002). Como

resultado de la búsqueda se obtuvo un total de 8 secuencias que corresponderían a genes

que codifican para proteínas con dominio rodanasa (Tabla 6).

Tabla 6. Genes putativos que codifican para proteínas con dominio rodanasa presentes
en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270.

Gen T"L?y rGR Anotación
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p11 330

p14 33S

p14.3 402

p15 39S

p16 426

p16.2 450

p21 7Tl

p28 733

A'e 0544 Rhodanésojiks domain protein

Afe 2509 Rhodanese-like domain protein

Afe 2978 Conserved hypothetical protein

Afe 2875 Rhodanese-like domain protein

Afe 0739 RhodaneseJike domain protéin

No anotado

Afe 2979 Sulfur/pyritelthiculfateisulfi de-induced protein

Afu t582 Ankyrin repeat proteinlrhodanese-like doma¡n protBin

No anotado, indica que el gen no ha sido identificado en la base de datos del TIGR.
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una vez que finalizó la anotación del genoma de A. ferrooxidans por pirte del TIGR

se confirmó la mayoría de los resultados obtenidos. Sin embargo, en el caso delapl6.2

el genoma anotado por TIGR no aparece su marco abierto de lectura (Tabla 6).

Determinación de las características generales de las proteinas putativas con

dominio rodanasa presentes en A. ferrooxidans ATCC23270

Una vez identificados los genes que codificarían para proteínas con dominio

rodanasa, se procedió al análisis de la secuencia aminoacídica deducida. para esto, se

buscaron dominios de proteínas, los motivos conservados y señales de exportación de

proteínas.

El resultado del análisis mostró que las proteínas putativas estudiadas poseen, al

menos, un dominio roda¡asa. Además, la P21 posee una señal de exportación tipo Sec.

La P 16 mostró una región de transmembrana y, finalmente, la P28 posee, junto al

dominio rodanasa, un dominio ANK (Tabla 7).

Una vez identificados los genes que codificarían las proteínas con dominio rodanasa

de A. ferrooxidans, se determinó la localización del dominio rodanasa dentro de la

secuencia de aminoácidos, si estaban presentes otros dominios (Figura 9), así como la

presencia de otras características relevantes como las señales de exportación de proteínas

y regiones de transmembrana (Tabla 7).
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Tabla 7. características generales de las proteínas putativas con dominio rodanasa
presentes en el genoma de A. ferrooxidans N|CC2327O.

MW pl Otros Dominios Sitio activo Actividad Localización
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Pl1 '11,7 9,1

P14 ,14,5 4,8

P14.3 14,3 4,8

Pls 15,,2 6,2

P16 15,6 9,3

P16.2 16,3 6,5

P21 23,a 9,4

P28 28,6 5,A

No

No

No

No

RTM

No

Sec

No

Rhod

Rhod

Rhod

Rhod

Rhod

Rhod

Rhod

Rhod,
ANK

¿?

¿?

MST?

TST

MST?

TST

¿?

TST

c¡t

Git

cit
c¡t

Mem

c¡t

Per

c¡t

CLSGGR

CDSGTR

CG§GNR

CRSGHR

CASGMR

CRTGGR

CPTGQL

CYHGNA

Se indica el peso molecular en kDa; pI, el punto isoeléctrico; Sec, señal de exportación
tipo Sec; RTM, región de transmembrana; Rhod, dominio rodanasa; ANK, dominio
ankirina; Sitio catalítico, secuencia aminoacídica del sitio catalítico de la rodanasa; Cit,
citoplasma; Mem, membrana; Per, periplasma.

El an¿álisis de las secuencias de las proteínas de A. ferrooxidans mostró que todas

ellas poseen un dominio rodanasa (Figura 9). En el caso de 1a P28 el dominio rodanasa

se localiza en la región N-terminal de la proteína, mientras que en el C-terminal se

encontró repetidos ankirina (ANK). Los repetidos a¡kirina consisten en una de

secuencia conservada repetitiva que permitiría a las proteínas que la contienen,

interaccionar entre si o con otras proteínas (Sedgwick y Smerdon, 1999).
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Fisura 9.. Secuencia aminoacídica deducida de las proteínas putativas con dominio
rodanasa presentes en A. ferrooxidans ATCC 2327A. En negrita se indica la extensió¡
del dominio rodaflasa; en verde, se muestra el patrón conservado Rhodanese_1: [FY]-
x(3)-H-[LN]-P-G-A-x(2)-[LIVF]; en rojo, el patrón Rhoda¡ese 2: [-qV]-x(2)-FYl-
IDEAPI-G-[GSA]-[WF]-x-E-[FYW] según la base de datos PROSITE; en azul, el
dominio ANK según la base de datos Pfam. En la secuencia de la P21 el rectangulo azul
señala un posible sitio de unión del gnrpo Fe-S.

Además, todas las secuencias anafizadas presentaban los patlones conselados de

secuenoias conseladas Rhodanese 1 y Rhodanese 2 de la base de datos PROSITE.

Estos patrones conservados de secuencia se gncuentran en todas las secuencias de

proteínas que pertenecen a la familia rodanasa (Hulo y col., 2006). Sin embago, en las

rodanasas putativas de A. ferrooxidons los patrones de secuencia se encontraron solo

parcialmente conservados (Figura 9). Este heoho se puede justificar considerando que

los patrones se construyeron en base a secuencias de rodanasas caracterizadas
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bioquímicamente. De forma preliminar, se puede concluir que las secuencias analizadas

poseen dominios de la familia rodanasa. En vista de lo cual, este trabajo contribuye a

ampliar el conocimiento sobre esta ampliamente distribuida y bioquímicamente vetsátil

superfamilia de proteínas.

La búsqueda de señales de exportación y motivos conservados en las proteínas

putativas (Tabla 7), dió por resultado que P21 posee una señal de exportación tipo Sec y

que además en el extremo C-terminal se encontró el motivo C-x-x-W-x-x-C (Figura 9),

reportado anteriormente (Ramírez y co1,2002). Por su parte, la Pl6 presentó una sección

hidrofóbica en el extremo N-terminal. Posiblemente, esta sección formaría una región de

transmembrana. Las restantes secuencias no mostraron señales de exportación ni

regiones de transmembrana, por lo que se encontrarían solubles en el citoplasma de l.

ferrooxidans. Entonces, la P21 sería la única proteína exportada al periplasma, según

repofiaron Ramírez y col. (2002) y la P16 se podría encontrar anclada a la membrana

intema de A. ferrooxidans, mediante la sección hidrofóbica de su cadena polipeptídica.

Por otro lado, el tamaño de las proteínas de A. ferrooxidans se mantiene uniforme

(Tabla 7) entre l5 + I kDa, con tres excepciones, las proteínas Pl1, P21 y P28.

El aláisis del punto isoeléchico moshó que la P21 posee un pI = 9,36, tal como se

esperaba para una proteína que se encontraría en un ambiente ácido como el periplasma

de A. ferrooxidans. Otras proteínas que no serían exportadas, como la P1l y la P16,

también muestran un valor de su punto isoeléctrico muy elevado para una Fotelna del

citoplasma (Tabla 8). En el caso de la proteína YgaP de E. coli (q.ue posee actividad
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TST), también que posee una región de transmembrana, sin embargo su pI es de 6,4

(Ahmed,2003).

Por su parte, la Pl l es la más pequeña de las proteínas putativas analizadas y posee

un pI de 9,1. El análisis de la secuencia polipeptídica no reveló la presencia de ningún

tipo de señal de exportación. Tampoco se encontralon regiones de transmembrana. Por

lo que se concluye que la P 1 1 sería una proteína soluble de citoplasma.

Las razones fisiológicas por las cuales las proteínas Pll y P16.2 presentan un punto

isoeléctrico elevado podrían ser que esto permitiría una mejor selectividad de sus

sustratos, o bien, que facilitaría la interacción de las rodanasas con otra proteína.

Tabla 8. Características generales de rodanasas presentes en algunos microorganismos.

Microorganismo Código Tamaño Masa pl
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A ci dath erm us cellu I olytlcus

Actln o bacíl I u s pte u ropn e u moníae

Coxtella buraetll

Photobactei um prolu ndu m

Photobacbrtum sp. SKA34

Picrophllus torrldua

Q2EoAS 279 31,7 5,44

Q6T893 108 12,4 454

Methanobacteriumthermoautotrophicum o28719

Mycobacteríum bovls

Synechococeus PCC 7942

Vlbrío atginolyticus

12,4 5,75

12,4 422

Q2BYD2 108 12,2 429
a5L0G6 153 17,9 9,29

28§ 32,2 4,52

Q7TWT6 297 33,4 4,94

o83DV5 107

a8LW0 110

P27477

o1v656

32t 35,1 9,40

106 11,8 4,48

Un segundo grupo de proteínas presenta valores de pI entre 4,75 y 6,49. En ninguna

de estas proteínas se encontró regiones de transmembrana o seña.les de exportación.
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Se puede decir que, las proteínas P1l, P14, P14.3, Pl5, P16.2 y P28 se encontrarían

solubles en el citoplasma de A. ferrooxidans.

Caracferísticas de las proteínas con dominio de la familia Rodanasa presentes en,4.

fe r r o ox i d a ns AT C C2327 0

Con el fin de carucfeizat las rodanasas codifrcadas en el genoma de A. ferrooxidans,

se realizó el alineamiento de las secuencias deducidas de las proteínas con dominio

rodanasa de A. fetooxidans ATCC23270 con proteínas representativas de la

superfamilia Rodanasa y fosfatasa tipo CDC25, cuya estructura tridimensional o

características bioquímicas fueran conocidas. Se determinó la presencia de los dominios

estructurales CHZA, CH2B (Figura 10) y el sitio cat¿lítico (Fauman y col., 1998).

En la Figura 10 se puede ver que los alineamientos presentar tres bloques

conservados. El primer bloque del lado N- terminal coresponde al motivo estructuml

conservado CH2A. En el bloque central se encuentra el sitio catalítico, una estructura en

forma de pinza integrada por ma hélice alfa, un lazo y una kirnina beta. En é1 se puede

apreciar la presencia del residuo de cisteína que sería responsable de la cat¡flisis

enzimática, y el tercer bloque corresponde al motivo estructural conservado CH2B.

Otros residuos relevantes en la familia de proteínas rodanasa (Bordo y col., 2000b),

como los residuos de Asp9 y Argl l (numeración de la GlpE, Figura l0) se encuenhan

conservados en las proteínas de A. ferrooxida,?s. Estos residuos estaxían implicados en la

estabilización del dominio rodanasa (Luo y col., 1994; Spallarossa y col., 2001).

Otra fuente de informaoión para la identificación de las proteínas de la familia

rodanasa es la comparación de las estructuas secundarias, la cual permite determinar la
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conservación de estas estructüas en las proteínas. Mediante herramientas de predicción

de la estructura secundaria de secuencias polipeptídicas, se predijo las estructuras de las

regiones catalíticas de las rodanasas putativas de A. ferrooxidazrs, así como de proteínas

rcpresentativas con dominio rodanasa (Figura 1 1).
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Fieura 10. Alineamiento de las proteínas putativas con dominio rodanasa presentes en l.
ferrooxidans ATCC23270 con proteínas representativas de la superfamilia rodanasa
fosfatasa CDC25. P11, P14, P14.3, P15, P16, P16.2, P2l y P28 corresponden a las
secuencias aminoacídicas deducidas de las proteínas con dominio rodanasa de l.
ferrooxidans ATCC23270; GlpE, TST de E. coli; SseA, MST de E. coli; YbbB, seleno
transferasa de E. coli; ThiI, dominio rodanasa de la proteína ThiI de E coli; RhdA,
dominio activo de la TST de A. vinelandii; Sud, polisulfuro: azufre transferasa de W.

succinogenes; Tst, dominio catalítico de la TST de B. taurus; MOCS3 dominio rodanasa
de MOCS3 de H. sapiens; CDC25B, fosfatasa tipo CDC25 de H. sapiens. CH2A y
CH2B indican la ubicación de los correspondientes motivos esüucturales conservados.
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Fizura 11. Comparación de la esÍr¡ctu¡a secundaria de las proteínas putativas con
dominio rodanas a de A. ferrooxidans con proteínas representativas de la superfamilia
Rodanasa/Fosfatasa tipo CDC25. En aztl, hélices alfa; en rojo, lámina beta; en naranja,

el iazo; en negto los residuos sin estruch¡ra secrmdaria definida. Pl1, P14, P14.3, Pl5,
P16,P16.2,P2I y P28 oorresponden a las secuenoias aminoacídicas deducidas de las

proteínas con dominio todarasa de A. fenooxidans ATCC23270; GlpE, TST de E. coli;
SseA, MST de E. coli; YbbB, seleno transferasa de E coli;Thil, dominio rodanasa de la
proteína Thil de E. coii; Rirdd dominio activo de la TST de A. vinelandii; Sud,
polisulfirro: azufre hansferas a de W. succinogenes; Tst, dominio catalítico de la TST de

B. taurus;MOCS3 dominio rodanasa de MOCS3 de H. sapiens; CDC25B, fosfatasa tipo
CDC25 de H. sapiens. # indica 1a oisteÍna activa de1 sitio catalítico.

Asimismo, se realizó 1a comparación de las secuencias de los sitios catalíticos

teniendo en conside¡ación las propiedades fisicoquímioas de los residuos aminoaoídicos

(Iigura 12). La idea fue obtener información que permitiera deGrminar la posible

actiüdad enzimática de las proteínas putativas con dominio rodanasa de A. ferrooxidans.
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Las estructuras secundarias de la región catalítica de las proteínas de A. ferrooxidans

se encuentmn conservadas en relación a las proteínas representativas aunque la

estructura secundaria de la región N-terminal inmediatamente próxima a la Cys del sitio

catalítico de la P16.2 no pudo ser predicha comectamente por las henamientas

informáticas utilizadas. Esta sección es atípic4 ya que consta de 5 Leu seguidas en e1

lado N-rerminal de la Cys activa.

En términos generales, la estructura del sitio catalítico en forma de pinza de la región

catalítica estaría formada por una Límina beta de entre 4 y 7 residuos hacia el lado amino

de la Cys catalítica. El lazo, que definiría el tipo de sustmto que se une a la proteína,

tiene un largo que oscila entre 4 y 7 residuos, pero es común una extensión de 5

residuos. La hélice alfa, hacia el c-terminal del lazo, posee una extensión uniforme en

las rodanasas de A. .ferooxidans de más o menos 9 residuos.

La estructura secundaria consenso, prevista para la región que comprende el sitio

activo se encuentra conservada en las rodanasas putativas de A. ferrooxidans, aunque la

estructura secr.rndaria de la región inrnediatamente próxima a la cys del sitio catalítico

de la P16.2, como ya se mencionó, no pudo ser predicha por esta técnica.

Aún cuando la secuencias de proteínas no estrán muy conservadas entre las

rodanasas, la predicción de la estructura secundaria a¡.udó a corroborar la presencia, la

localización y extensión de los dominios estructurales conservados.
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F1ga-f2- Cornparación de la región catalítica de acuerdo con las propiedades de los

residuos de aminoácidos. En A, los residuos hidrofóbicos (ALIVI\{W) se representalr en

rojo y los hidrofílicos (DEKNQRST) en azul. En la sección B, ios residuos con carga
positiva (Klill) están e¡ azul, los de carga negativa (DE) en rosado, los arotnáticos
(FfW) en verde y los hidroxilo (STY) e¡ amarillo. P1l, P14, P14.3, Pl5, P16,P16.2,
P2l 1, P28RHOD coresponden a Ias secuencias deducidas de las proteinas con dominio
rodanasa de,1. férrooritlans ATCC232'10; GipE. TSl' de lt. Loli; SseA, MST de l:. coli,
YbbB, seieno transferasa de E. oli. Thil, dominio rodanasa de la proteina Thii de .f.
colr; RhdA, dominio activo de la fST de A. t,inelctn¿lii; Sud, polisulfuro: azufre
transferasa C"e l4!. \LLcc ¡nogeiie.r, TST, dontinio catalitico de la TST de B. taunts;
MOCS3 dominio rodanasa de MOCS3 de H. sapie ns; CDC25B, lbsfatasa tipo CDC25
de H. sapiens. # rndica ia cisteina activa dei sitio catalítico.
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Análisis de los sitios catalíticos y predicción de la actividad enzimática de las

rodanasas de A. ferrooxidans ATCC23270

Características generales del sitio activo de las rodanasas de A, ferroortdans

ATCC2321O

Un segmento de aproximadamente 4 residuos del lado amino de la Cys activa de las

rodanasas de A. ferrooxidalrs, en general está formado por residuos hidrofóbicos (Figura

124). Esta sección correspondería a una lámina bet4 que se localiza en el eje central de

la proteína y al cual se encuentra unido el lazo del sitio catalítico. En el lazo, se

encuentran residuos hidrofilicos, 1o que indica que esta sección se encontraría expuesta

en la superficie de la proteína, permitiendo la interacción del sitio activo con los

sustratos.

Las proteínas Pl4, P15 y P16.2 poseen un aminoácido cargado en el lado carboxilo

de la Cys catalítica (Cys+l). En la posición Cys+2 se encuentra un residuo aromático,

Thr o rura Ser (excepto las proteínas P21 y P28). En Cys+3 se encuentra una Gly, la cual

se encuentra conservada en la mayoría de las rodanasas y tendría una función

estructural. En el exhemo distal del lazo de las proteínas P14, P14.3, P15 y P16.2 se

encuentra un residuo de Arg (posición Cys+S).

Los estudios de la estructura tridimensional indican que el lazo del sitio catalítico

adopta la forma de una U (Bordo y coI.,2000a; Bordo y col., 2000b; Spallarossa y col.,

2004). Se puede pensar que eventualmente la Arg queda en una posición cercana a la

Cys activa, y podría participar en la polarización del enlace del átomo de azufre del
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sushato dador o bien, ocultaría la carga negativa de la Cys persulfurada y permitiría de

esta forma la unión del segundo sustrato, el aceptor del azufre.

Las proteínas P11, P14 y P28 presentan una T1,r en la posición Cys-l. Este residuo

se encontró en posiciones similares de los dominios rodanasa inactivos de la SseA de E

coli y la TST de bovino (Bordo y Bork,2002). Sin embargo, la evidencia estructural

indica que el residuo localizado en Cys-l no tiene participación en la actiüdad

enziméúica dado que no quedaría expuesto en la superficie de la proteína (Bordo y col.,

2000a; Bordo y col., 2000b; Spallarossa y col., 2001; Lin y col., 2004; Spallarossa y

col.,2004).

Determinantes de Ia actividad enzimática de las rodanasas

Se realizó el análisis de la secuencia de la región catalitica de las rodanasas de l.

ferrooxidans y se las comparó con otras proteínas bioquímicamente caracterizadas a fin

de predecir su actividad enzimática. A pesar de 1a amplia distribución de las rodanasas,

sólo han quedado establecidas dos categorías funcionales, en las que se pueden agrupar

en términos de actividad catalífica. Debido a su mejor comprensión, la predicción de la

actividad enzimálica se limita a las actividades mercaptopiruvato: azufre transferasa y

tiosulfato: azufre transferasa. Aunque existen otms actividades enzimáticas, se

desconocen las bases de la selección del sustrato.

El a¡rálisis de la estructura tridimensional del sitio catalítico de las rodanasas muestra

que está rodeado por un fuerte campo eléctrico de carga positiva debido a la

organización de los residuos del lazo (Figura 13) y los grupos cargados positivamente.

Los seis grupos amino de las cadenas principales de los residuos, apuntan hacia el centro
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catalítico, proveyendo el espacio y la carga electrostática necesaria para unir un anión

(Figura 13; Bordo y col., 2000b). Por io tanto, la oontribución de las cadenas lalerales a

la carga electroestática del sitio activo no es muy relevante, como 1o sugiere la

variabilidad de los residuos presentes en el lazo del sitio catalítico (Figura 10). Sin

embargo, su participación es muy importante en la selección y direccionamiento del

sustrato de la enzima.

Fien¡a 13. Estructura del sitio catalítico de la rodanasa GlpE de E. coli. Se muesÍa la
esfuctura seoruldaria de los residuos que flanquean el laeo donde se looaliza la cisteína
activa. Carbono, negro; nihógeno, azul; oxígeno, rojo y azufre, amarillo.

Los análísis mediante mutaciones puntuales demosfaron que la presencia de un

¡esiduo hidrofóbico no afectó la unión del mercaptopiruvato pero si la unión del

tiosulfato. Por el contrario, la presencia de un residuo cargado positivamente incremenó

la afinidad por el tiosulfato (Colnaghi y col., 2001).
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Otros estudios con mutartes indican que los residuos en la posición Cys+1 y Cys+2

son críticos paxa la determinación de la actividad TST o MST de las rodanasas. El

reemplazo de un residuo positivo en la posición Cys+2 (Lys) en la TST de bovino por

Ser, disminuyó la actividad TST de la proteína estudiada §agahara y col., 1995). En

lugar de Lys en la posición Cys+2, en las MST se encuentra una Ser. El resultado de la

sustitución de Lys sugiriere que la interacción electrostática entre la carga negativa del

átomo de oxígeno del tiosulfato y la positiva de Lys podría ser importante en la

transferencia del átomo de azufre del tiosulfato para formar el intermediario

persulfurado §agahara y col., 1995).

En las enzimas con actividad TST se observó que en general, en el lazo del sitio

catalítico se encuentran dos residuos polares y cargados positivamente (Spallarossa y

col., 2001). Por el contrario, en el lazo de las proteínas con actividad MST no se

encontrarían residuos cargados (Bordo y Bork, 2002). Del estudio de las proteínas

caracteizadas, se sugiere los patrones C-R-x-G-[R/T] y C-G-[S/T]-G-V-T pma

identificar a las proteínas con actividad TSTs y MSTs, respectivamente (Bordo y Bork,

2002; Spallarossa y col., 2004). Aunque, es una buena base para evaluar la posible

actividad enzimática, también existen excepciones como la GlpE de E. coli y la RhdA de

A. vinelandii,las cuales no se ajustan al patrón descrito para las proteínas con actividad

TST.

Por otra parte, mediarite estudios comparativos entre las rodanasas, se ha visto que el

largo del lazo del sitio catalítico permitiría diferenciax entre las proteínas capaces de unir

moléculas de azufre o selenio (lazo de 6 residuos) de aquellas que unen fosforo o
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arsénico (lazo de 7 residuos) (Bordo y Bork, 2002). La predicción de la estructura

secundaria del sitio catalítico muestra que todas las rodanasas de A. fetooxidans

presentari un lazo corto del tipo esperado para las azufre (o seleno) transferasas (Figura

l1).

Proteínas tipo mercaptopiruvato: azufre transferasa de A. ferroortdans

ATCC2327O

La proteína P14.3 presenta residuos similares a los reportados para las MSTs. Los

primeros cuatro residuos del lazo (CGSG) de la P14.3 son idénticos a los de la SseA de

E. coli. En la posición Cys+4 se encuentra una Asn, seguida de una Arg. Como la Asn

posee una cadena lateral polar, capaz de interactuar con una molécula polar o cargad4

mientras que la Arg es un residuo polar y cargado positivamente, que se encuentra

conservado en otras roda¡asas de A. fetooxidatns y de otros microorganismos. Por lo

que resulta dificil definir, mediante el anáisis de su secuencia, si tiene un papel

fimcional en la catiílisis o más bien estructural. Sin embargo, las características

presentadas por la P14.3 la acercan mucho más a una enzima con actividad MST.

La proteína P16 presenta algunas características similares a la Pl4.3. Sin embargo, la

P16 posee una Ala en lugar de la Gly en la posición Cys+I, un residuo igualmente

pequeño, posee un grupo metilo que proporciona el carácter hidrofóbico, similar al de la

Gly de la P14.3. En la posición Cys+4 se encuentra una Met, la cual puede considerarse

equivalente a un residuo alifático como la Val de la SseA, ya que el azufre de la Met es

muy poco reactivo e hidrofobico. En resumen, las características del sitio activo de la
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P16 la hacen más parecida a la SseA que la P14.3. Se puede esperar, entonces, que la

P16 presente actividad MST.

Proteínas tipo tiosulfato: azufre transferasa de A, ferrooxidans ATCCL2270

Las proteínas P15 y P16.2 poseen un residuo positivo en la posición Cys+l como en

la rodanasa TST de bovino.

Las proteínas P15 y P16.2 prosentan características de proteínas con actividad TST,

ya que ambas poseen un residuo cargado positivamente en la posición Cys+l, lo cual

puede consi-derarse un requisito fundamental para la actividad TST (Bordo y Bork,

2002). Seguidamente, se encuentran residuos pequeños o hidrofobicos, Ser (P15) y Thr

(P16.2). La principal diferencia se encuentra en la posición Cys+4. En la P15 se

encuentra una His, mientras que en la P16.2 se encuentra una Gly. Aunque, esto no

afectaria la posibilidad de que ambas se desempeñen como tiosulfato: azufte

transferasas.

Por su parte, la proteína P28 no se ajusta al patrón esperado para 1as TST. Sin

embargo, presenta un sitio catalítico casi idéntico al de la GlpE de E colJ, una TST bien

estudiada (Ray y col., 2000; Spallarossa y col., 2001). Esto permite suponer que la

proteína de A. ferrooxidans tiene actiüdad TST. Además, se puede pensar que ambas

proteínas utilizan el mism o srusirato in vivo .

Proteínas ile A. ferrooxidans ATCC23270 de tipo desconocido

La protelna Pll posee en la posición Cys+l un residuo alifático hidrofóbico (Leu)

que podría participar en el reconocimiento de un sustrato apolar. Aunque, hasta el
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momento no se han canctenzado proteínas con una Leu en dicha posición, otras

proteínas como la GlpE y 1a sseA de E. coli fambién presentan un residuo apolar en la

misma posición relativa. Seguidamente se encuentra una Se¡ que acerca la p1l a la

proteína sseA. Posteriormente, se encuentran dos residuos de Gly, el primero de ellos en

posición cys+3, es un elemento estructural conservado en el lazo catalítico de las

rodanasas. Aunque la Gly no es un residuo de gran tamaño, se encuentra entre los más

apolares. Finalmente, en la posición cys+5 se encuentra r.u:ra Arg que aporta una carga

positiva y polaridad.

El lazo del sitio activo de la Pl1 no presenta residuos con cadenas laterales cargadas

en las posiciones cys+l o cys+2, por lo que la posibilidad que presente actividad rsr
es baja. Por otro lado, la P1l tampoco se ajusta bien al patrón de residuos prcsentes en

las proteínas con actividad MST.

La Pl4 posee un sitio activo con un residuo de Asp (Cys+l, polar y cargado

negativamente) seguido de una ser, un aminoácido pequeño y capaz de formar puentes

de hidrógeno. Posteriormente se encuentra una Gly, un componente conservado del sitio

activo con una ñ¡nción principalmente esÍuctural. Luego, está una Thr (un residuo

pequeño y levemente polar). En la posición cys+5 se encuentra una Arg, polar y cargada

positivamente.

Las características que se destacal del sitio catalítico de la p14 serían la polaridad

(Asp, Ser, Thr y Arg) y la carga negativa (Asp, en Cys+l). posiblemente, los residuos de

Asp y de Arg queden en una posición frente a ftente, dada la estructura que se observa

en los sitios activos conocidos. Esto podría implicar una participación conjunta en la
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formación del enlace sulfa¡o en la Cys activa, como oclüre en la ThiI de E. coli

(Palenchar y col., 2000). La proteína P14 tiene alguna semejanza, en su sitio catalítico,

con la ThiI de E. coli y con CDC25B por el rcsiduo de carga negativa en Ia posición

Cys+l. En el caso de ThiI, también posee un residuo de Arg en la posición Cys+2 que

compensaría, de esta form4 la carga negativa del residuo de Glu. Además, la CDC25B

posee otro Glu en la posición Cys+§. De este modod, la P14 no presenta camcteísticas

que permitan agruparla entre las MSTs o las TSTs.

La proteína P21 presenta un sitio catalítico poco común, en Cys+l se encuentra una

Pro, cuyas propiedades miás destacables son su hidrofobicidad y rigidez estructural.

Següdamente se encuentra una Thr, un residuo polar pequeño. Considerando que la P21

se encontraría en un ambiente ácido (pHe,2), el oxígeno de la cadena lateral de la Thr se

encontraría desprotonado, apoÍaado carga negativa al sitio catalítico. En la posición

Cys+3 se encuentra la Gly conseruada, seguida de una Gln, un residuo polat, y

finalmente se encuentra una Leu, un residuo aliflitico apolar. En conjunto, se puede

pensax que el sitio catalítico presenta residuos apolares y polares de manera alternada. A

partir de la información obtenida en base a la secuencia aminoacídica y el hecho que se

encuentra en un ambiente ácido, se puede pensar que no se trata de una proteína con

actiüdad TST o MST.

Finalmente, hay que destacar la conservación de los residuos en las rodanasas de l.

ferrooxidans del lado carboxilo de la Cys hasta una distancia de I I residuos a partir del

sitio activo (Figura 12). Se puede deducir el siguiente patrón conservado C-x-[S/T]-G-x-

R-S-x (2)-A-A. En la posición Cys+2 se encontraría un residuo hidrofilico, mientras que
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en la posición Cys+5 se encuentra, generalmente un residuo con carga positiva. por lo

que resulta en un intercsante grupo de proteínas relacionadas enke si. Entonces, las

variaciones estarían vinculadas a la actividad enzimática, como la selección del sustrato,

y finalmente con el rol de la proteína en la fisiología celular de A. ferrooxidans.

Conclusión

Se comparó la estructura secundaria predicha de las proteínas putativas de l.

ferrooxidans en la región correspondiente al sitio catalítico. De esta maner4 se

comprobó que las proteínas estudiadas presentarían una organización de la estructura

secundaria similar al de las proteínas de la superfamilia Rodanasa Fosfatasa tipo cDC25

(Figura 1 1).

Los resultados de los análisis informáticos indican que las proteínas putativas

estudiadas de A. fetooxidans presentan un dominio rodanasa. La comparación de las

secuencias de proteínas de las rodanasas de A. ferrooxida,?s mostró que las proteínas son

muy similares entre si y que, además, presentan secciones conservadas con okas

rodanasas. Esto, se confirmó mediante la comparación de la estructura secundaria que

reveló la presencia de los motivos estructurales conservados en las proteínas de l.

ferrooxidans.

En lo que se refiere a la deducción de la actividad catalitica de las proteínas

estudiadas se determinó que algunas de ellas presentan un sitio catalítico similar al de las

TST, (P15, P16.2 y P28) mientras que la P14.3 y la P16 prcsentan rasgos de enzimas

MST. Sin embargo no se pudo predecir, en base a la comparación de las propiedades del

sitio catalítico, la posible actividad enzimática de las proteínas p1l, p14 y p2l.
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Entorno genético de los genes que codifican rodanasas et A. Íefiooxidans

ATCC23270

Como resultado de las búsquedas realizadas en el genoma de A. ferrooxidans se

identificaron seis nuevos genes putativos que codificarían para proteínas con dominios

rodanasas, además de p2l, pl6 y p14 (Figura l4). El anrálisis realizado al entorno de los

genes putativos muestra que, solamente, p16.2 no formaría parte de un operón (Figura

14). Los restantes genes formarían parte de posibles unidades transcripcionales de, por

lo menos, dos genes.

Río arriba del gen pl l (Figura 14) se oncuentra el gen moaA que codificaría para la

proteína MoaA que paxticipa en la biosíntesis del cofactor de molibdeno. Río abajo del

gen pl 1 se encuentran sirl , hypl, hdrC, hdrB y hdrA. Estos siete genes podrían formm

parte de una unidad transcripcional.

P11

P14

P15

P,t6

P,t6.2

P21 y P'14.3

P28

1$ bs
P16.2 - nei

--,,>-- 

-_--ohÑ p14.3 o21 doxDA modA, hyD{ tAhA oraJ

= >f,.G <::--<___-r<.-<----- r--->
hes' niu nil§ léuA cysÉ nitw hyo' b28

=)r-}r-==v-)>t->> -> r------.- +
Figura 14. Entomo de los genes putativos que codif,rcan proteínas con dominios
rodanasa presentes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270. Acosta y col. (2005)
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Se sabe que el precursor Z es sintetizado por las proteínas MoaA y MoaC

(Hiinzelmann y Schindelin, 2004). Por su parte, la molibdopterina forma parte de los

sitios catallticos de numerosas enzimas con actividad óxido-reductora como la

polisulfrro reductasa y la sulfrto oxidasa. Aunque, no existe evidencia de una

interacción directa entre la proteína MoaA y una rodanasa, estas últimas pueden

participar como dadores de átomos de azufre en la biosíntesis de molibdopterina

(Matthies y co1., 2004).

El gen sirA codifica para un miembro de la familia de proteínas SirA, que consiste

en los reguladores de la respuesta en los sistemas de dos componentes. Los sistemas de

dos componentes constan de una proteína quinasa sensora, usualmente localizada en la

membran4 la cual fosforila al regulador de la respuesta (generalmente un regulador

hanscripcional) que, en este c¿rso, sería la proteina SirA. Los genes que codifican para

sistemas de dos componentes no siempre se encuentran en el mismo locus por 1o que

resulta complejo determinar la contraparte de cada componente localizado. Además, no

es infrecuente que un componente pueda interactuar con otros no directamente

relacionados (Pemestig y col.,2001; Oshima y col.,2002; Teplitski y col.,2003; Zhors y

col.,2003).

Por su parte, el gen hypl codifica para r¡na proteína conservada de función

desconocida relacionada con DsrE de A. vinosum. La DsrE es una proteína soluble

localizada en el citoplasma, forma parte de un complejo de proteínas involucrado en la

oxidación del azufre (Datl y co1., 2005). La función exacta de DsrE es desconocida,
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pero se cree que participa en la oxido-reducción de tioles o disulfiros (Fomenko y

Gladyshev, 2002).

Los genes hdrC, hdrB y hdrA codiñcan para las subunidades C, B y A de la

heterodisulfuro reductasa (Sch2ifer y col., 1999). Arurque, estas proteína se encuentran

cmacterizadas en arqueas metanogénicas, algunos componentes formafi parte de ohos

sistemas de oxido-reducción con el objetivo de obtener energía. En este caso, la proteína

DsrK, que forma parte del sistema desasimilarotio de oxidación del azufre en A.

vinosum, es una fusión de las proteínas HdrB y HdrC (Pott y Dahl, 1998; Dahl y col.,

2005).

Resumiendo, los productos génicos de hypl, hdrA, hdrB y hdrC podrían estar

involucrados en la oxidación del azufre, lo cual se encuentra apoyado por la evidencia

bibliográfica @ott y Dahl, 1998; Schiifer y col, 1999; Fomenko y Gladyshev,2002; Dahl

y col.,2005). Ademrás, esto se apoya en que los genes de1 operón P1l se expresan al

clrecet A. ferrooxidaw en presencia de compuestos reducidos de aztfre (Acosta y col.,

2005). En este contexto, la posible ñ¡nción de SirA puede ser la de actuar como

regulador de la expresión de otros genes implicados en la oxidación de los compuestos

de az ufre.

El gen p14 formaría una pequeña unidad transcripcional con el gen hyp2. E\

producto del genpl4 muestra tm alta similitud a la polisulfuro: azufre transferasa de Z

succinogenes. Sin embargo, la semejanza no se extiende al sitio catalítico de la P14.

Río arriba y en la misma dirección del gen p14, se encuentra un gen hipotético

(hyp2) cnyo producto génico esüí involucrado en la adhesión a la célula huésped en otros
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microorganismos. No se conoce qué función podría tener esta proteína en

microorganismos de vida libre. No se puede establecer una vinculación funcional entre

las proteínas codificadas por I os gercs p I 4 e hyp2 .

A pesar que el gen p14.3 se encuentra muy cerca de p21,los experimentos para

determinar la extensión del operón demosharot quela p14.3 no se expresa con el operón

del genp2l en las condiciones estudiadas (Acosta y col., 2005).

Río arriba del gen p15 (Figura 14) se encuentra el gen imp2, que codifica para una

proteína de membrana intema desconocida que también presenta una posible señal de

exportación tipo Tat. Río abajo, está el gen speE que codifrca para la espermidina

sintasa. La espermidina es una poliamina que puede influir en la síntesis de DNA, RNA,

proteínas y en la formación de biopelículas (Tabor y Tabor, 1985; Igarashi y Kashiwagi,

2000; Yoshida y co1.,2004; Patel y col., 2006). En la misma orientación y río abajo se

encuentra el gen bro que codifica para una proteína de la familia BRO, la cual está

integrada por proteínas de unión at DNA (Bideshi y col, 2003). La información que

disponemos no permite determinar si algunos de los productos génicos del operón Pl5

interactuan enhe si, o bien actúan independientemente en vías metabólicas diferentes.

E\ gen p16 podría formar parte de una unidad transcripcional que constaría de 9

genes. Río abajo del gen pl6 (Figura 14) se encuentran los genes 87r, que codificaxía

para una glutaredoxina, ry'rí, que codificaría una tioredoxina (Holmgren, 1989), aniC,

para una N-acetilmuranoil-L-alanina amidasa (Bernhardt y De Boer, 2003) y finalmente

imp3, pzrla rra proteína integral de membrana semejante a una hemolisina tipo 3 @aida

y Kuzmin, 1995). Inmediatamente rio arriba del gen p16 y en la misma orientación, se
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encuentra el gen arsR, que codifica para una proteína miembro de la familia ArsR, el

represor del sistema de resistencia al arsénico. Esta proteína se disocia del DNA en

presencia del metal permitiendo la expresión de los genes que regula (San Francisco y

coI., 1990). También, río arriba del genpl6 se encuentran los genes tolC, qte codifica

p¿na un componente de la membrana extema de una bomba de eflujo, mientras que acrA

y acrB, codifrcarian para los componentes de una bomba de eflujo de cationes o drogas

y que serviría como un sistema de defensa contra estos agentes en bacterias Gram-

negativas (Andersen, 2003). Seguidamente, se encuentra el gen hypj, que codificaría

para una proteína hipotética conservada de función desconocida. Además, la proteína

Hyp3 presentaría una seña1 de exportación tipo Sec.

Los genes que se encuentran en el contexto del gen p16, sugieren que las protelnas

que codifican podrían formar parte de un sistema de defensa contra condiciones de

estrés, posiblemente oxidativo, o bien, participar en la homeostasis óxido-reductora de la

célula, tal como se ha reportado para una proteína MST §agahara y col., 2007).

El contexto genómico del gen p16.2 (Figura la) muestra que este no forma parte de

ningún operón, ya que no se encuentra ningún gen en la misma orientación. Por lo tanto,

no se puede deducir el posible contexto fisiológico para la enzima.

El gen p21 se encuentra río abajo de los genes doxDA, modA, hyp4 y tehA (Figxa

l4). Varios de 1os genes de1 operón p2l estuían relacionados al metabolismo

desasimilatorio del azufre (Ramírez y col.,2002; Ramírez y co[.,2004). Río abajo del

gen p21 se encuentra el gen p|4.3, que codifica para una de las proteínas con dominio

rodanasa. Río arriba del gen p21 orientados en la misma dirección se encuentran los
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genes tehA, que codifica para un tftursportador de C4-dicarboxilatos (Janausch y col.,

2002), posteriormente se encuentra hyp4, qte codifica para r¡na proteína hipotética de

firnción desconocida, seguidamente el gen modA, que codifica pam un componente

periplásmico de un sistema de transporte tipo ABC cuyo sustmto, posiblemente, es

molibdeno y frnalmente, el gen doxDA codifica una fusión de las proteínas DoxD y

DoxA. La proteínas DoxD y DoxA conformarían una quinol oxidasa terminal similar a

la que se encuentra en el citoplasma de A. ambívalens (Müller y col., 2004).

Posiblemente, el ger, p14.3 no forma parte de una unidad transcripcional junto al gen

p2l, debido a que hasta e1 momento, no se ha podido comprobar su coexpresión, como

es el caso de los otoos componentes del supuesto operón (Acosta y col., 2005). La

información que disponemos respecto de los productos génicos del operón P21 permite

especular que algunos de ellos pudieran participar en e1 metabolismo desasimilatorio del

azufre, como las proteínas DoxDA y P21 .

El gen p28, se encuenha al final de un posible operón (Figura 14) que estaría

involucrado en la fijación de nitrógeno, donde se encuentra el ger. hesB,, que se expresa

sólo en condiciones de fijación de nihógeno aunque, su función es desconocida

(Dombrecht y co1.,2002). Los genes niÍU y níS codificarían las proteínas NifU y NifS,

requeridas para Ia formación de la holoenzima nitrogenas a en A. vinelandii

(Yuvaniyama y col., 2000; Frazzor y col., 2002). Nif§ es una cisteína desulfurasa que

aporta 1os átomos de azufre requeridos paxa 1a formación del grupo Fe-S de la

nitrogenasa. Por su parte, NifU complementa el trabajo de NifS aportado los átomos de

Fe y sirviendo como andamio para la formación del grupo Fe-S de la nitrogenasa
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(Yuvaniyama y col., 2000). Seguidamente, se encuentra eI gen leuA, que codifica una

proteína relacionada con el transporte de aminoácidos y su metabolismo (Evans y col.,

l99l), cysE, que codifica serina acetiltransferasa; nifV, codifica para una proteína

accesoria de la nitrogenasa. Finalmente, el gen hyp| que codifica para r¡na protelna

hipotética que posee dominios McbC. La proteína McbC forma parte del complejo

enzimático microcina B17 sintasa de E. coli. Específicamente, está encargada de ciclar

la cadena polipeptídica de la premicrocina B17 (Liu, 1994; Li y col., 1996). El dominio

McbC está emparentado con proteínas óxido reductoras como la nitrato reductasa

(Kobori y col., 2001). El contexto genómico apunta a qne hypí codificaxía para una

proteína relacionada con la oxidación o reducción de compuestos nitrogenados en lugar

de la biosíntesis de polipéptidos tipo microcina.

El contexto genómico del gen p28 sugiere su participación en la biosíntesis o

reparación de grupos Fe-S (Pagani y col., 1984). La bacteria A. ferrooxidans es capaz de

ñjar nitrógeno (Mackintosh, 1978). Además, en un trabajo teórico basado en el anrflisis

del genoma de A. fetooxidans resultó en un posible modelo de regulación de la

asimilación del azufre, su conexión con la fijación del nitrógeno, y la formación de

grupos Fe-S (Valdes y col.,2003). Los autores del modelo encontraron tres operones

involucrados en la fijación del nitrógeno. Uno de ellos corresponde al contexto de1 gen

p28, awrque Valdes y col. (2003) no lo identifican como un gen que codifica para una

rodanasa.
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Detección y comparacién de los contextos genéticos conservados

Se obtienen diferentes tipos de información mediante la comparación de los genomas

de los procariotas que se pueden utilizar para dilucidar la función de proteínas no

ca¡acteizadas. Primero, las fusiones de dominios desconocidos (o genes) con dominios

(o genes) funcionalmente caracterizados, ubican la función del dominio (o gen)

desconocido en un proceso similar al del dominio conocido. Segundo, el agrupamiento

de genes en operones, usualmente implica una expresión genética coordinada y los

contextos genéticos conservados son una fuerte indicación de interacción frrncional,

especialmente, a través de interacciones fisicas de los productos génicos.

Comparación del contexto genético del genpll

Se encontró qte Aquifex aeolicus, una bacteria hipertermófila que oxida azufre

@eckert y col., 1998; Urich y col., 2004) y dos arqueas, Sulfolobw solfataricus, qu'e

posee elementos genéticos que harían posible e1 uso de compuestos reducidos de azufre

como dadores de electrones (She y col,2001; Müller y col.,2004) y Sulfulobus tokodaii,

que oxida compuestos reducidos de azufre (Kawarabayasi y col., 2001) poseen coritextos

genómicos similares al operón putativo P7l de A. ferrooxidans (Figwa l5).

La comparación del operón Pl 1 agrupa a los productos géntcos hypl, hdrC, hdrB y

hdrA como un posible grupo funcional involucrado en la oxidación de compuestos de

azufre. Asimismo, el producto de sirA seúa un elemento importante, que podria

controlar la expresión de otros componentes relacionados al sistema de oxidación de los

compuestos reducidos de azufre.
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Fisua 15. Comparación de los contextos genómicos similares al operón putativo Pl l de

A. ferrooxidans. El patrón de relleno indica genes homólogos, mientras que los sin
relleno, no presentan similitud con otras secuencias presentes en el contexto genómico

comparado.

Los productos de los genes moaA y pl1 no parecen estar directamente involucrados

en el metabolismo energético. Sin embargo, podrían participar en la formación de

cofactores imprescindibles para las enzimas involucradas en llevar adelante Ia oxidación

de los compuestos de azufre.

Comparación del contexto genético del gen p16

La búsqueda de contextos genómicos similares al operón putativo P16 de A'

ferrooxidans dió por resultado tres contextos similares localizados en los genomas de

Thiobacillus denitriJicans y en Dechloromonas aromatica (Figura 16).

Los contextos de A. ferrooxidans y T. denitrificans soÍr casi idénticos, mientras que

en D. aromafica se encuentmn dos conjuntos de genes localizados en diferentes regiones

del genoma.
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Fieura 16. Comparación de contextos genómicos similares al operón putativo P16 de l.
fenooxidans. El patrón de relleno similar señala genes homólogos, mientras los sin

relleno, no presentan similitud con otras secuencias presentes en 1os contexto§

genómicos.

Llama la atención la presencia de un gen que codifica para un regulador

transcripcional tipo ArsR. Los genes, bajo el control de ArsR" serían los tiposp16 y grx.

Usualmente, los reguladores tipo ArsR se encuentlan codificados inmediatamente río

arriba del operón cuya expresión regulan (Rensing, 2005). En esencia un regulador tipo

ArsR se encuentra unido al DNA bloqueando la expresión de los genes de respuesta al

estrés. Cuando el ligando se une al reptesor, este se separa del DNA permitiendo la

transcripción de los genes. Generalmente, actúan como ligandos de ArsR iones

met¿ílicos cuya concentfación intracelular sea potencialmente peligrosa para el equilibrio

oxidoreductor del citoplasma.

E1 anrílisis de la secuencia de la proteína P16 indica que se trataría de una enzima

con actividad MST, mientras que Grx sería una glutaredoxina. Se ha üsto que ambos

tipos de proteínas podrían participar en el mantenimiento de la homeostasis

oxidoreductora de la célula §agahra y co1.,2007).

Del mismo modo, algunos sistemas de transporte se activan como respuesta a

condiciones de estrés por agentes dañinos para la célula. uno de estos sistemas es el
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RND (Resistencia-Nodulación-División celular) del cual fon

AcrAB (Saier y cot, 1994). El sistema Acr responde a diversos 22

solventes orgiínicos, detergentes, colorantes, antibióticos lipofih

Nikaido, 1999) e incluso metales pesados (Gupta y col., 1999). La

AcrAB también comprende un ortólogo de TolC en la membrana

con el complejo de membrana intema (Tikhonova y Zgurskay a, 2004).

AcrAB-TolC tiene la capacidad de exporlar directamente una molécula

citoplasma hasta el espacio extracelular (Zgurskaya y Nikaido, 1999).

genes que codifican los componentes de la membrana intema como de la

encuentran en un mismo ope¡ón (Andersen y col., 2001).

Un tercer elemento, posiblemente involucrado en la respuesta al estrés es el producto

del gen hyp3, que consiste en un polipéptido de 7 kDa aproximadamente y que posee,

además una señal de exportación tipo Sec (Figura 17A). Aunque, las proteinas tipo Hyp3

no presentan relación con ningún dominio de proteínas conocido, estas se encuentran

codificadas en va¡ios microorganismos y están altamente conseryadas (Figura l7A). Por

lo tanto, constituiría una nueva familia de proteínas desconocidas. Su pequeño tamaño y

el hecho de que la señal de exportación abarca 1/3 de Hyp3 hacen pensar que podría

tener una función reguladora.
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Figura 17. Alineamiento de algunas proteínas del operón putativo P16 de A.

ferrooxidans. En A se muestra el alineamiento de secuencias similares a Hyp3. La barra

indica la extensión del péptido señal para el sistema de exporlación tipo Sec. AfePl, es

la proteína Hyp3 de A. fetooxidans; AzoPl, proteína tipo Hyp3 de l. vinelandii; DalPL 
'

corresponde a la proteína tip o H1p3 de Dechloromonas aromqtica; RfePl, a Rhodoferax

feríreducens; TdnPl, a Thíobacillus denitrificans. En B, alineamiento de proteínas

similares a la P16 de A. ferrooxidaLns. AfeP16, proteinaPlí de A. ferrooxidans; TdnP16,

proteína tipo P16 de T. denitrificans; RfeP16, a R. ferrireducens; AzoPl6, a A.

iinelandii y DarP16, a D. aromatica. Las letras con fondo negro resaltan los residuos

idénticos, mientras que el gris, los similares. El consenso muestra, en letras mayúsculas,

los residuos 100 %o conservados y, las minúsculas, hasta 65 oZ de conservación.
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El conjunto de la información referente al operón putativo P16 apunta a que sus

productos se encontrarían involucrados en un sistema de respuesta al estrés,

posiblemente causado por algún ión metálico como el cobre o el arsénico, considerando

los ambientes en los que A. ferrooxidans ptede crecer.

Comparación del contexto genético del gen p28

En la Figura 18 se compara el contexto genómico del operón putativo P28 con otros

similares encontrados en A. vinelandii. Los productos de los genes de A. vinelandii son

conocidos por su participación en la formación de grupos Fe-S. Seis de los ocho genes,

del contexto genómico del gen p28, se encuentmn en la misma región del genoma de l.

vinelandii. La comparación de los productos génicos mostró alto grado de identidad, el

porcentaje de identidad se muestra entre paréntesis; HesB (40 %), NifU (56 %), NifS (66

%:o), LelrA (60 %), CysE (66 %), Nifw §a %), Hyps $a %) y P28 (41 %) (Acosta y

col.,2005).
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Figura 18. Comparación de los contextos genómicos de genes similares al operón
putativo P28 de A. ferrooxidans. El patrón de relleno similar señala a los homólogos,
mientras que los sin relleno, no presentan similitud con otras secuencias presentes en el
contexto genómico comparado. A. ferrooxidans representa el contexto genómico del
operón P28. A. vinelandii, los grupos de genes que muestran similitud con el operón
P28. Tomado de Acosta y col. (2005).

Se encontraron genes similares a p28 e hyp5 de A. ferrooxidans presentes 9n una

región diferente del genoma de A. vinelandii asociados a un gen nif (Figrara 18). Estos
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resultados indican que posiblemente la proteína P28 se encuentra involucrada en la

generación o reparación de grupos Fe-S, o bien, que participa como dadora de aztfre, de

un complejo para la formación de molibdopterina, tal como oclure en humanos

(Matthies y col., 2004).

El anáisis del producto génico de lqp5 rcveló que se trala de una proteína con dos

dominios conservados McbC. Este dominio de proteínas en encuentra en la proteína

McbC de E. coli, la cual genera un enlace polipéptido durante la formación de la

microcina 817 (Liu, 1994).

Annque, rio se encontraton otros genomas ademas de A. vinelandii, con una

organización genética similar a la de A. ferooxidans, sl se localizaron juntos genes

similares a p28 e hyp| en otros microorganismos (P. naphthalenivorans y Azoarcus sp.).

La figura l9A muestra un alineamiento entre las secuencias de las proteínas P28 de

A. ferrooxidans y otras secuencias similares encontradas en la base de datos NCBI.

Todas las proteínas mostradas en la figura 19A contienen cuatro repetidos ANK en la

región C-terminal, 1o cual está de acuerdo con el número de repetidos observado en otras

proteínas (Sedgwick y Smerdon, 1999). El rol de los repetidos ANK consiste en la

mediación de la interacción entre proteínas. Se considera que cumplen la misma irnción

aún en proteínas de función desconocida (sedgwick y smerdon, 1999). El sitio catalítico

del dominio rodanasa de las proteínas tipo P28 se encuentra altamente conservado, de lo

que se puede deducir que el sustrato fisiológico y, probablemente, la función de la

proteína serían similares (Figura 19A). Las proteínas similares a P28 fueron anotadas

BO
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como pfoteínas hipotéticas de función desconocida, por lo que aún no existe información

experimental sobre ellas.

si bien el contexto genético del gen p28 se encuentra parcialmente conseryado se

debe notar que tanto et A. ferrooxidan§ como e¡ A. vinelandii están ligados a genes

cuyos productos estiín involucrados en la fijación de nitrógeno (Figura 18)' Ademrfu, en

coincidencia, las proteínas tipo P28 se encuentran en microorganismos capaces de fijar

nitrógeno (se exceptua a P. naphthalenivorans).

En cuanto al producto del gen hypí de A. ferrooxidans, podria estar involucrado en

un sistema de oxidoreducción. Como se indicó anteriormente, la proteína Hyp5 posee

dos dominios McbC. Este dominio forma parte de una superfamilia de proteínas

involucradas en procesos de oxidoreducción, especialmente nitrato reductasas. Por ello,

y considerando su contexto, su función más probable sería la de oxidar o reducir

compuestos nitrogenados, posiblemente durante el proceso de la frjación de nitrógeno.

8i
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Continuación de la leyenda de la Figura 19: Brady, Bradyrhizobium sp. BTAiI;
Xantho, Xanthobacter autotophicusi Polar, Polaromonas naphthalenivorans; Azo4.
Azoarcus sp. BH72; Brxe, Burkholderia xenovorans; Methy, Methylococcus capsulatus;
Azoto, Azotobacter vinelandiii Burvi, Burkholderia vietnamiensis y P28,
Acidithiobacillus ferrooxidans. En B se compara la secuencia aminoacídica de los
productos génicos tipo Hyp5. Se indica 1a extensión de los dominios McbC. Azoa"
Azoarcus sp. BH72; Azof, Azotobacter vinelandii; Pnap, Polaromonas
naphthalenivorans y Afer, proteína Hyp5 de Acidithiobacillus ferrooxidans. Las lehas
con fondo negro resaltan los residuos idénticos, mientras que el gris, los simila¡es. El
consenso muestr4 en letras mayúsculas, los residuos 100 o/o conservados y, las
minúsculas, hasta 65 7o de conservación.

El conjunto de la información obtenida a partir de la comparación del contexto

genómico como del anáisis de las secuencias de las proteínas Hyp5 y P28, indican que

podrían participar en el proceso de fijación del nitrógeno (Hyps) o bien, indirectamente,

mediante la formación o reparación de cofactores o grupos Fe-S de proteínas

involucradas en la fijación del nitrógeno.

Conclusión

Usualmente, los genes que codifican para rodanasas no presentan un contexto

genómico conservado o solamente en el caso de microorganismos estrechamente

emparentados. Por 1o tanto, es dificil inferir el papel que cumplen en la fisiología celular

basados únicamente en la comparación de los contextos genómicos. Con algunas

excepciones presentadas aquí, la comparación de los contextos genómicos apoyados con

el análisis de las proteínas codificadas por los genes en cuestión, han aportado

información que permite predecir las posibles funciones o el rol fisiológico en el cual se

verían involucradas algunas de las rodanasas de A. fetooxidatls, como la fijación de

nihógeno (P28), la respuesta al estrés (P16) y la oxidación de compuestos reducidos de

B3
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azufre (P11). Además, se han descubierto algunas proteínas sobre las cuales no existe

información como la Hypl y la Hyp3 de los operones putativos Pll y P16,

respectivamente.

Clonación de los genes de A. ferrooxidans /ITCC 23270

Amplificación, clonación y expresión del gen recombiln.anlte p14 de A. ferrooxidans

Como se mencionó en la sección 1.3.5 la proteína Pl4 presenta un sitio catalítico

atípico, que no se coresponde al esperado para una TST o una MST. Se decidió clonar y

expresar el gen con el objeto de determinar la posible actividad enzimática de la proteína

P14.

Mediante PCR se procedió a la amplificación del gen pl4 utilizando los partidores

P 14NTER-NdeI y P 14CTER-)GIoIHT. Como sustrato se utilizó DNA genómico

extraído de A. ferrooxidans. El fragurento resultante de la amplificación tenía un tamaño

de 390 pb (Figura 20A). Este fragmento, se purificó a partir de un gel de agarosa (l %) y

posteriormente se insertó en el vector pGEM-T Easy (pGEM-Tp14) que se utilizó para

transformar la cepa de E coli JMl09.

La cepa con el vector pGEM-Tp14 se creció en agar LB-Ap suplementado con IPTG

y X-Gal durante la noche. A fin de corroborar la presencia y orientación del inserto p14

dentro del plásmido se realizó PCR de colonias con los partidores P 14NTER-NdeI y

P14CTER-XhoIHT. Para ello, se seleccionaron colonias transformadas que presentaban

trna coloración blanca. Como resultado, se obtuvo que 11 de las 16 colonias examinadas

presentaban el inserto pI4 en la orientación deseada (Figura 20B).

B4
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Figura 20. Amplificación del genpl4 de A. ferrooxidaies y comprobación de la presencia

del inserto en el plásmido de clonación. A, amplificación por PCR de un fragrnento de

390 pb correspondiente al gen p14 de A. ferrooxidans. B PCR en colonias de la cepa E
coli IMl09 transformada con el plásmido pGEM-Tpl4. Los números señalan las

colonias evaluadas en el conespondiente carril; la flecha indica el tamaño esperado del
inserto; las barras indican el peso molecular en pares de bases.

Los clones positivos se sembraron en agar LB-Ap y se dejaron crecer durante toda la

noche. Posteriormente, se realizó la extracción de pGEM-Tpl4. Para ello, se crecieron

los clones portadores del p1ásmido en medio LB-Ap. E1 inserto pí4 se liberó mediante la

digestión del plásmido pGEM-Tpl4. Este fragmento se insertó en el vectot de expresión

pET2lb(+) para generar el plásmido pETpl4. Una vez ligado el inserto pl4 al vector

pET se transformó la cepa E. colí IMl09. Se seleccionaron las células transformarites

por su crecimiento en agar LB-Ap.

Pma verificar que las células estaban efectivamente transformadas con el vector

pETpl4 se realizó PCR de colonias con los partidores T7 y P14CTER-XhoIHT. De 32

colonias analizadas se obtuvieron 17 que llevaban el inserto p14. Luego, se purificó el

plásmido pETpl4 y con él transformó la cepa de expresión E. coli BL21(DE3), que se
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creció en agar LB-Ap. La transformación con el plásmido pETpl4 se confirmó mediante

PCR de colonias (Figura 21B).

A

pb

5000-
4000 -

Para verificar la expresión del gen pl4 en la cepa E. coli BL21@E3)pETp14, los

cultivos se crecieron en medio LB-Ap y se indujeron con IPTG' Se analizó, mediante

electroforesis de proteínas los extractos crudos provenientes de célt:/ras E. coli

BL21(DE3)pETp 14 crecidas en ausencia o en presencia de IPTG y se observó la

aparición de una banda la altura de 14 kDa correspondiente al peso teórico esperado para

la proteína P14. Dicha banda no aparece en la cepa que no ha sido inducida (Figtta22).

En resumen, se clonó el gen p14 de A. ferrooxidans en el vector de expresión

pETpl4. Se comprobó que la expresión del gen recombinante es inducida por IPTG.

Como resultado de la inducción se observó la aparición de una banda con el peso

molecular esperado para la proteína recombinante (Figura 22).
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Fis,rra 22. Inducción de la expresión del gen recombimnte pl4 con IPTG de la cepa E
coli BL2L(DE3)pETp 14. Se corrió un gel SDS-PAGE (15 %) con el sobrenadante la
centrifugación 10.000 x g de la cepa sin inducir (carril 1) y con IPTG (carril 2).

Clonación de los genes p1I , p14.3, p16.2 y p28

Inicialmente, se hizo la clonación de los genes p15, pl6 y p16.2 en el vector de

expresión pCR-NT TOPO (Invitrogen@¡. Estos intentos para sobrexpresar los genes no

fueron exitosos, excepto para p15 lo que permitió la catactetización enzimática de la

P15 recombinante @once, 2007).

En vista de los resultados negativos con el vector pCR-NT TOPO, se utilizó otro

sistema genético para lograr la expresión de los genes de interés' Para esto, se

amplificaron por PCR los genes p|1, p14.j, pl6.2 y p28 (Figrxa23) aprtt del DNA

genómico de A. ferrooxidars. Posteriormente, los fragmentos amplificados se separaron

mediante electroforesis en geles de agarosa desde donde se extragercn' Se midió la

concentración del DNA purificado y se realizó la ligación con el vector de clonación

pGEM-T Easy (Promega@).

a7
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Se transformó células de E. coli JM 109 con el piásmido pGEM-T una vez ligado el

inserto. Luego, se determinó la presencia del inserto en el plasmido de las colonias

transformadas mediante PCR de colonia co los partidores específicos para cada gen'

Seguidamente, se efectuó la purificación del plásmido mediante minipreparaciones de

DNA.

MW

t,§r
ri!ir¡r.'

Fieura 23. Amplificación de los genes pl1, pl4.j, p16.2 y p28, que codifican para

algunas rodanas as de A. ferrooxidans. Los genes se amplificaron mediante PCR. El peso

molecular se indica en pares de bases.

Una vez purificados y cuantificados los plásmidos pGEM-T, se procedió a la

digestión de cada uno paxa la liberación del inserto correspondiente (Figura 24). Esto

permitió la ligación del inserto en un sólo sentido dentro del plásmido de expresión pET-

28 a (+) §ovagen@), digerido de la misma manera, según el caso. El plásmido pET

resultarte se usó para tralsformar células E coli JMl09.
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Figura 24. Digestión de los plásmidos pGEM-T que llevan insertos los genes pl I , pI4.3,
p16.2 y p28. Los insertos p71 y p16.2 fieron liberados mediante la digestión del DNA
con las enzimas Ndel y EcoRt. Por su parte, los insertosp14.3 y p28 se liberaron usando

las erzimas NdeI y §a11.

Para comprobar la presencia y la correcta orientación del inserto en los plásmidos se

efectuó PCR de colonias con los partidores T7, P1 lR y P16.2R (Figora25).

pEf p16.2

Fizura 25. PCR de los clones hansformados con los plasmidos pETpl l y pETp16.2. Se

emplearon los partidores T7 y Pl lR y P16.2R. Los clones positivos se indican con un
asterisco. Se indica el peso molecular en pares de base.
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Una vez determinada la orientación del inserto dentro del plásmido, se seleccionaron

las colonias que poseían el plásmido con el inserto en la orientación conecta' Los

plásmidos purificados se emplearon para transformar la cepa de expresión E. coli

BL21(DE3) (Figuras 26 y 27).
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Figura 26. PCR de los clones transformados con los plásmidos pETp2B y pETp14.3 Se

emplearon los partidores T7 P14.3R y P28R. Los números indican las colonias

evaluadas. El único clon negativo se indica con un asterisco.

Luego de transformar las células se efectuó un ensayo para verificar la capacidad de

expresar los genes recombinantes. Para ello, se crecieron la cepas en medio LB y al

alcatlzar una DO6se = 0,6 se adicionó IPTG. Una vez transcurridas 2 h se colectó las

células y se realizó una electroforesis de proteínas para verificar la inducción de 1a

expresión. Se comprobó que todas las cepas E coli BL2L(DE3) eran capaces de expresar

los genes recombinantes correspondientes (Figura 27).

Asimismo, se efectuó la verificación de la secuencia de nucleótidos de los insertos

para descafar cualquier mutación accidental en los genes recombinantes y corroborar la

secuencia entregada pot la bases de datos del genoma de A. ferrooxidans ATCC23270.

Se comprobó que la secuencia coincidía integramente con 1a entregada por la base de

datos del TIGR, 1o que descartó cualquier anomalía en 1a secuencia nucleotídica.
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Fi ra 27 . Esquema de clonación de los genes de algunas rodanasas de A. ferrooxidans.
Los genes amplificados se ligaron a1 plásmido de clonación pGEM-T. Posteriormente, se

extrajeron los genes clonados mediante digestión con las enzimas Ndel, SalI y EcoRI-

Los fragmentos digeridos, posteriormente, se ligaron al vector de expresión controlada
pET-28a(+).

Resumiendo, los genes plL, p14.3, p16.2 y p28 de A. ferrooxidans fixtort

amplificados mediante PCR, una vez confirmada la integridad de la secuencia de los

genes mediante secuenciación, se clonaron en plásmidos de expresión controlada pET-

28a(+) (Figura 27).

lha vez transformadas las cepas de expresión E. coli BL2I@E3), se comprobó sí

eftrn capaces de producir las proteínas recombina¡tes (Figura 28). Paru esto las células

se crecieron hasta una DO666 = 0,6 y se indujo la expresión de los genes recombinates

con IPTG. La como control negativo se emplearon las cepas sin inducir.

pGEM-T
Eosy

pET-28o(+)
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Fisura 28. Inducción de la sobrexpresión de los genes recombinantes de algunas de las

rodanasas de A. ferrooxidans. El sobrenadante a 10.000 x g del extracto de células se

corrió en un SDS-PAGE (15%). Los signos - y + representan ausencia o la presencia de

IPTG, respectivamente.

Además, los genes de 1as rodanasas de A. ferrooxidans clonados en E. coli se

mostraxon estables y la expresión de los mismos no tuvo efectos negativos en el

crecimiento del hospedero en las condiciones estudiadas.

Actividad tiosulfato: azufre transferasa de las cepas recombinantes

Luego de inducir la expresión de los genes recombinantes se colectaron las células.

Posteriormente, se obtuvo el extracto celular mediante sonicación. Luego, de determinar

la concentración de proteínas, se realizó el ensayo de actividad et:giméúica para

determinm qué proteínas recombinantes presentaban actividad TST (Figura 29). La

concentración de proteínas empleada en los ensayos fue de 50 pglml en condiciones

estándares de medición.

La mayor actividad (en orden decreciente) se obtuvo con las proteínas P16.2, Pll,

P14 y P28 (Figura 29).
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La cepa que produjo la proteína recombinante P14.3 mostró poca o ninguna

actividad TST con respecto al control negativo (la misma cepa sin inducir la

sobrexpresión del gen). Aunque faltan estudios más profundos, la escasa actividad

mostrada por la proteína P14.3 en extractos crudos libres de células está de acuerdo con

lo esperado a pafir de los análisis de la secuencia y la deducción de su posible actividad

enzimática (página 45).

0,9

''.0,8

L 0,6

.: 0.5

E 0,3

z. u.':
a t,l

0

q§ o§ q" +* o§.§ -e§ .* d
Fizura 29. Actividad TST en las cepas recombinantes de E, coli qtte expresan genes para

rodanasas de A. ferrooxidans. El signo O representa a las células sin inducir y el (+) a
las inducidas. Para los ensayos se empleó el sobrenadante 10.000 x g de los extractos de

las células.

La proteína recombinante P28, llamativamente, no mostró el nivel de actividad TST

como se esperaba a partir del anáisis de la secuencia del sitio catalítico. Se han

reportado actividades azufre transferasa menores en las proteínas con diferentes

dominios en relación a aquellas que solo presentan dominios rodanasa (Palenchm y col.,

2000; Matthies y col., 2004), aunque, se esperaba que el dominio ANK no tuviera mayor

influencia sobre la actividad, dado su carácter puramente estructural. Tampoco se puede

descartar un efecto negativo de la cola de histidinas en el extremo N-terminal, como se

ha observado en otras proteínas. Sin embargo, en el caso de las rodanasas los estudios
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realizados con proteínas con cola de histidinas, señalan un comportamiento idéntico con

respecto a la proteína normal (Adams y col.,2002; Cipollone y col.,2004', Krepinski y

Leimkiihler, 2007). Por 10 tanto, la causa por la que la actividad TST de la P28 sea

menor a la esperada podría ser la presencia del dominio ANK. Para comprobar esta

hipótesis, se debería producir una proteína P28 sin el dominio ANK y sin cola de

histidinas.

Por su parte, la P16.2 mostró la mayor actividad TST entre las cepas de E. coli

examinadas. En principio, este resultado era el esperado luego del an¿flisis del sitio

catalítico (Acosta y col., 2005).

La cepa que sobre expresó el genpl7 mostró el segundo nivel más alto de actividad

TST después de la P16.2. Este resultado fue inesperado dado que el sitio catalítico

presentó ciertas características (Figura 12) que hacían suponer un desempeño mucho

menor (sección Prcteínas de A. ferrooxidans ATCC23270 de tipo desconocido).

La cepa que sobrexpresó el gen p14 mostró escasa actividad TST, pero en niveles

claramente superiores al control negativo (Figura 29). El análisis de1 sitio catalítico y la

predicción de la actividad etuimática indicaron que se trataría, posiblemente, de una

mercaptopiruvato: azufre transferasa. Por lo tanto, se esperaba obtener escasa actividad

TST. En este estudio no se ensayaron otras actividades er,zimáticas fuera de la TST, por

1o que no se puede concluir sobre otras actividades además de la TST a no ser como tma

suposición basada en los a¡rálisis in silico y en el resultado de la actividad TST obtenido

con las rodariasas recombinantes de A. ferrooxidans.
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Purificación de las proteínas recombinantes Pll y P16.2

Las cepas E. coli BL2l(DE3)pETpl I y E. coli BL2l(DE3)pETpl6.2 se crecie¡on en

medio LB hasta DOeoo= 0,6 y luego se indujo a expresión de los genes recombinantes

con IPTG por dos horas.
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Fiqura 30. Purificación de las proteínas recombinantes Pll (A) y P16.2 (B) mediante

una columna de afinidad. Se muestra, el extracto total de partida para la purificación y el

lavado de la columna para la eliminación de proteínas unidas inespecíficamente. La

elusión de las proteínas de interés se rcalizó con concentraciones crecientes de imidazol.
Finalmente, las proteínas purificadas y estabilizadas se corrieron en un gel para verificar
su pr¡reza. Las barras indican el peso molecular en kDa.

Posteriormente, las células fueron colectadas y procesadas para la purificación de las

proteínas recombinantes Pl1 y P16.2. La inspección visual de los geles de

lmidazol, mM
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poliacrilamida, mostró que las se obtuvieron en un grado de prreza de 90 %o

aproximadamente (Figura 30).

Las proteínas purificadas se concenhalon y se realizó el cambio de amortiguador por

50 mM Tris-HCl pH 8,0 suplementado con I mM DTT y glicerol hasta una

concentración final de 50 %o'ot /,ot.

En la Tabla 9 se muestra el resultado de la purificación de las proteínas

recombinantes Pll y P16.2.

Tabla 9. Purificación de las proteínas rocombinantes P11 y P16.2. Fracción soluble
sobrenadante 10.000 x g. U se define como la pg de SCN-.min.ml.
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A

Fracción Soluble

Pf 1 purificada

Proteína
Muestra (mS) U Ulmg

23,4

54,5

Proteína
Muestra (mS) U Ulmg

718

32

16505

174/.

B

Fracción §oluble

P16.2 pur¡f¡cada

't08000 64,9

30000 270,6

1659

110

Caracterización de la actividad enzimática de la proteína recombinante Pl1

de A, ferrooxidans AT CC2327 0

Las proteínas pueden volverse inestables cuando se extraen de su entomo nativo, el

cual es diferente en cada comparlimiento celular e incluso dependido de las condiciones

fisiológicas. Si no se mantienen ciertas condiciones como el pH las proteínas puriflcadas

pueden no funcionar adecuadamente o no permanecer en estado soluble, Las proteínas
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podrían, entonces, perder su actividad enzimática como resultado de la

desnaturalización, cambio del estado redox del sitio catalítico, la agregación y

condiciones no óptimas de amortiguación del pH.
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Figura 3 1 . Actividad TST de la proteína recombinante P 1 1 de l. fetooxidans. A,
actividad etuimática a diferenles temperaturas. B, actividad a diferentes pH y de

amortiguadores de pH. C, efecto del agente reductor ditiotreitol. D, efecto del glicerol.
E, efecto del BSA. Las condiciones de ensayo fueron; A, I mglml BSA, 50 mM Tris-
HCI pH 7,5; B, 1 mg/ml BSA ,25 'Cl. C y D, 1 mg/ml BSA, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 25

"C; E, 50 mM Tris-HCl pH 7,5,25 'C. Se grafica el promedio de al menos tres ensayos
de actividad y la desviación estándar correspondiente.
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A fin de subsanar o prevenir estos inconvenientes se determinaron las condiciones

óptimas para la actividad TST de la proteína recombinante P11. La actividad TST se

midió a diferentes temperaturas a fin de determinar la condición óptima para la actividad

enzimittica de la proteína P 1 1 . La máxima actividad TST se encontró en r¡n rango

estrecho alrededor de 25 "C (Figura 31A).

Posteriormente, se efectuaron ensayos de actividad TST para determinar el pH y el

amortiguador óptimo para la actividad azufre transferasa. Los ensayos se realizaron a 25

oC, en las condiciones esti4ndares, excepto que se cambió el tipo de amortiguador de pH

empleado (50 mM Tris-Acetato, Tris-HCl o MOPS). Bajo estas condiciones, la actiüdad

TST de 1a proteína P1l no presentó mucha variación entre los amortiguadores Tris-HCl

y Tris-Acetato. Se consideró que la mejor condición para la medición de la actividad fue

con 50 mM Tris-HCl pH 7,5 (Figura 31B).

Por otro lado, la actividad azufre transferasa en presencia del amortiguador MOPS es

diferente (Figura 318) en comparación a la obtenida con los amortiguadores Tris-

Acetato y Tris-HCl. Esto podría deberse a algrm tipo de inhibición por parte del MOPS

sobre la proteína. Este efecto disminuye a medida que se aumenta el pH. E1 MOPS es

una molécula cargada positivamente con un átomo de azufre (C7H15NO4S) que podría

interactuar con el sitio catalítico de la proteína P11. Se conocen algunos casos de

interacción entre el MOPS y enzimas como el de la glicilamida ribonucleótido

transformilasa PurT de E coli (Thoden y co1.,2002).

Otro fenómeno llamativo fue la brusca caída de la actividad TST de la proteína Pll

en presencia de 50 mM Tris-HCl a pH 9 (Figura 31B). Existen dos posibles causas, la
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primera implica la inactivación de la enzima debido al pH. Esto se descartó, debido a

que la enzima continuó activa en Tris-Acetato. La segunda posibilidad, sería la

inhibición de la actividad e¡ziméúíca debido al C1-. Esto también es poco probable,

debido a que la concentración relativa de Cl-, en el amortiguador Tris-HCl pH 9, sería

menor que en las condiciones más ácidas. Queda entonces por resolver si este fenómeno

está basado en alguna propiedad de la enzima o bien se trató simplemente de una

variación experimental.

Se ha reportado en otras proteínas con actividad TST, que el aumento del pH

favoreció la actividad transferasa (Schlesinger y Westley, 1974). Sin embargo, en el caso

la proteína Pl1 purificad4 e1 aumento del pH sobre 7,5 no tuvo ese efecto (Figura 31B).

Llamativamente, en ensayos previos a la purificación, se vió que la Pll

recombinante en e1 extracto crudo de E. coli terria el típico comportamiento de las

proteínas con actividad TST, es decir, hubo un aumento de la actividad a mayor pH. Una

vez purificada la proteína Pll recombinante, no se repitió el fenómeno observado en

exffactos crudos de E coli (Figara 318).

Se deduce que, posiblemente, la carencia de un factor estabilizante no permite llegar

a la Pl l a su m¿íxima actividad enzimática, una vez purificada. Para subsanar esta

situaoión, se emplearon algunos agentes que permiten la estabilización de proteínas

purificadas como; el glicerol, albúmina de suero bovino (BSA) y el agente reductor

ditiotreitol (DTT).

Pa¡a determinar el efecto de DTT sobre la actividad TST de la proteína Pll se

realizaron ensayos de actividad enzimática a diferentes concentraciones de ditiotreitol
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(Figura 31C). Al aumentar la concentración de DTT, los niveles de la actividad azufre

transferasa de la proteína recombinante P11 decayeron.

En principio, el DTT impediría la oxidación del grupo sulftridrilo de Ia Cys catalítica

de la proteína Pll. También, se ha reportado que las enzimas con actiüdad TST pueden

utilizar DTT como el dador del átomo de azufre y el tiosulfato como el aceptor (Pecci y

col., t976). Con esto en mente, se puede suponer que en la figura 31C se muesfa el

desplazamiento del CN- como aceptor del azufre. A medida que se aumenta la

concentración de DTT el tiosulfato es desplazado de dador azufte a aceptor, como

consecuencia la producción de SCN- es cada vez menor.

Otra posible explicación para la disminución de la actividad TST en presencia de

DTT podría ser la autoxidación y como consecuencia se producen especies reactivas de

oxigeno (ROS). Las ROS son potentes inhibidores de la actividad TST y MST

(Horowitz y Bowman, 1989; Nagahara y col., 2007). Queda por determinarse si la

proteína P1l es inhibida debido a la oxidación del DTT o bien se trata de un

desplazamiento de los sustratos.

En el caso del glicerol, la actividad TST de la proteína Pll disminuyó respecto del

control sin glicerol (Figura 31D). Llamativamente, el aumento de la concentración de

glicerol no implicó una mayor disminución de la actividad enzimáüca. Se ha reportado

que el glicerol puede modificar la estructura de la enzima aldehído deshidrogenasa y que

consecuentemente afecta la actividad de la proteína (Bradbury y Jakoby, 1972). Por 1o

tanto, el glicerol podría estabilizar una conformación menos activa de la proteína P1l

recombinante.
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En cambio, en presencia de BSA la actividad de la proteína aumenló (Figura 31E).

Esto indicaría que la proteína Pll se vuelve inestable cuando se encuentra a bajas

concentraciones y además este efecto puede ser revertido utilizando una proteína inerte

como la BSA (Gouda y col., 2001). La BSA, a una concentración final de 1 mg/ml, se

incorpó en los ensayos normales de actividad de la proteína Pl1.

También, se determinó sí la actividad TST de la proteína Pll era afectada por la

presencia de diferentes tipos de sales a distintas concentraciones (Figura 32). Para ello,

se empleó KCl, NaCl y (NH+)zSO4 en concentraciones de 0, 10,25,50 y 100 mM.

Entre las sales ensayadas, el KCI mostró el efecto inhibitorio mrís marcado, seguido

del NaCl, el cual produjo un leve aumento en la actividad hasta una concentración entre

l0 y 25 mM, por encima de 1o cual se produjo una disminución de la actividad

enzimática. Por su parte, el sulfato del amonio no mostró un efecto marcado sobre la

actividad azufre transferasa en las concentraciones ensayadas.
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Figura 32. Efecto de diferentes sales y concentraciones de las mismas sobre la actividad
tiosulfato: azufre transferasa de la proteína recombinante Pl1 de l. ferrooxidans. Se

grafica el promedio de, al menos, tres ensayos de actividad enziméúica. Se muestra la
desviación estándar de cada condición estudiada.
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Se ha reportado que algunas TST son afectadas de manera dispar por algunos

aniones. Por ejemplo, en E. coli la actividad transferasa de la PspE es afectada

negativamente. Por la presencia de aniones sulfato, cloruro, fosfato y otros. En

comparación, la actividad enziméúica de la proteína Pll de l. ferrooxidans se vió

afectada por los aniones de cloruro de Na y K de manera dispar. Mientras, el KCI afectó

negativamente la activad transferasa en las concentraciones ensayadas (Figua 32), el

NaCl favoreció la actividad enzimáfica hasta una concentración de 25 mM, por encima

de lo cual empezó a mostrar efectos inlibitorios (Figura 32). Aunque, falta estudiar los

efectos de mayores concentraciones y otros tipos de cloruros, se puede decir que, al

igual que en el caso de la PspE de E. coli, el anión cloruro sería un inhibidor de la

actiüdad azufre transferasa de laPll de A. ferrooxidans.

Por otro lado, el sulfato de amonio no mostró ningún efecto, en las concentraciones

estudiadas, sobre la actividad azufre transferasa de la proteína Pl1. Esto podría indicar

que la proteína de A. ferrooxidans es resistente al a¡ión sulfato, a diferencia de lo

reportado con la PspE de E. coli (Cheng, 2003). Pero, como en el caso de los cloruros, se

necesitan más ensayos con otros sulfatos y a mayores concentraciones para confirmar la

resistencia de la proteína P11 al sulfato.

Aunque el grado de inhibición de la actividad TST está relacionado con el tipo

particular de anión (Wang y Volini, 1973), no se pueden descartar otros factores como la

composición aminoacídica del sitio catalítico, que podría acentuax la sensibilidad o la

resistencia a la inhibición por algunos tipos de aniones.



Resultado y Discusión 103

Conclusión

Las condiciones para la actividad la tiosulfato: azufre transferasa de la proteína Pl1

son 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mg/ml BSA y la temperahra óptima de 25 'C.

La actividad TST de la proteína recombinante Pl1 es sensible a los aniones de Cl-,

pero no es afectada por SO¿2- en las concentraciones ensayadas (hasta 100 mM).

Caracterización de la actividad enzimática de la proteína recombinante

P16.2 de A. .fenoortdans ATCC 2327 0

Se procedió a definir las condiciones óptimas para la actividad azufre transferasa de

Ia proteína P16.2. Para elIo, se realizaron ensayos para determinar la temperatura óptima

para la actiüdad enzimática de 1a proteína P16.2. Como resultado se obtuvo que la

mayor actividad azufre transferasa se encontraba entre 35 y 45 'C, siendo 40 oC la

temperatura donde la proteína P16 .2 alcamo su máximo nivel de actividad (Figura 334).

Asimismo, se determinó que a 65 oC la enzima es inactivada completamente. Los

ensayos posteriores de actividad con la Pl6.2 se realizaron a 40 oC.

La temperatura óptima para la actividad TST de la P16.2 fue de 40"C, diez grados

por encima de la temperatura optima de crecimiento de A. ferrooxidans. Se han

reportado casos similares, como el de RhdA de Pseudomonas aeruginosa que posee una

temperatura optima de 53 oC, muy por encima del óptimo de la temperatura de

crecimiento de la bacteria a (Cipollone y col., 2006). Se desconoce le significado

fisiológico de esta propiedad.
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Fieura 33. Actividad TST de la proteína recombinante P16.2 de A. ferrooxidans. A,
actividad diferentes temperaturas. Se comparan los niveles de tiocianato producido por
la proteína P16.2 y BSA como control negativo. B, actividad a diferentes pH y tipos de

amortiguadores. Las condiciones de ensayo fueron, para A, 50 mM Tris-Acetato pH 9,0,

eruimaPl6.2 0,5 pglml, 50 mM KCN y 50 mM SzOl-; B, etlzimaPl6.2 0,5 pglml, 50

mM KCN y 50 mM SzO:2-, 40 oC. Se grafica el promedio de al menos tres ensayos de

actividad enzimática y la desviación est¿indar correspondiente.

Posteriormente, se efectuaron ensayos de actividad en condiciones estííndares,

excepto que se probaron diferentes pH y tipos de amortiguador (50 mM Tris-Acetato,

Tris-HCI o MOPS). La actividad TST de la proteína P16.2 presentó r¡n aumento de

actividad enzimática, concomitante con el aumento del pH (Figura 33). La actividad

azufre transferas a de P16.2 al igual que la proteína Pl 1 , se vio afectada por la presencia

del amortiguador MOPS. El MOPS parece tenff un efecto positivo sobre de la actividad

azufre transferasa dePl6.2 (Figura 33B).

El amortiguador donde se logró el m¡áximo nivel de actividad fue 50 mM Tris-

Acetato pH 9,0, aunque no se encuentran muy lejos los resultados obtenidos con 50 mM

Tris-HCl pH 9,0 y notablemente 50 mM MOPS pH 7,8. Este resultado nos muestn que

a diferencia de 1a Pl l la proteína P16.2 posee un comportamiento semejante al

comunicado en otras tiosulfato: azufre transferasas (Schlesinger y Westley, 1974;
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Agboola y Okonji, 2004). En los siguientes ensayos con la proteína P16.2 se utilizó 50

mM Tris-Acetato pH 9,0 como amortiguador.

Como algunas enzimas se desestabilizan cuando se encuentran a bajas

concentraciones, se realizaron ensayos para determina¡ el efecto de dos agentes usados

como estabilizantes de proteínas purificadas, glicerol y BSA a diferentes

concentraciones. Los resultados de los ensayos de la actividad TST de la proteinaP16.2

mostraron que no hay diferencias entre la enzima con o sin glicerol o BSA.

También, se determinó si la actividad TST de la proteína PL6.2 era afectada por la

presencia de diferentes tipos de sales a distintas concentraciones. Para ello, se empleó

KCl, NaCl y Na2SOa en concentraciones de 0, 5, l0 y 25 mM. La actividad enzimática

se determinó a 40 oC en presencia de 50 mM Tris-Acetato pH 9,0 y 1 mg/ml de BSA.

Como en ningún caso se aprecia un efecto importante, se puede decir que la que la

actividad azufre transferasa de P16.2 no fue mayormente inhibida por los a¡iones sulfato

y cloruro, al menos, en las concentraciones ensayadas (Figura 34). Aunque, se conoce el

mecanismo por el cual algunos aniones causan la inhibición de la actividad TST, no se

sabe la razón por la cual algunas enzimas muestran resistencia a la inactivación por

aniones.

Por lo tanto, el comportamiento de P16.2 de A. ferrooxidans se asemejaría a Ia GlpE

de E. coli, en donde los aniones estudiados tienen poco o ningún efecto sobre la

actiüdad azufre transferasa (Ray y col., 2000). Por otro lado, como en el caso de Pll,

sería interesante confirmar esta conclusión empleado mayores concentraciones de sales.
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Conclusión

Se determina¡on las condiciones óptimas de actividad ezimática para las proteínas

recombinantes P1l y P16.2. En el caso de Pl I son: temperatr¡ra 25 'C; 50 mM de

amortiguador Tris-HCl pH 7,5 y 1 mg/ml de BSA.

Mientras que, para 1a enzima P16.2 las condiciones optimas para la actiüdad TST

fueron las siguientes: temperatwa 40 "C; 50 mM Tris-Acetato pH 9,0 y 1 mg/ml de

BSA. Por otro lado se demostró que la proteína Pll es afectada negativamente por la

presencia de aniones, en particular por el cloruro, mientras qlue 1aPl6.2 prácticamente

no fue inhibida en su actividad en presencia de los aniones usados.

Caracterización de la cinética enzimática de la proteÍna recombinante Pl1 de

A, ferro oxidan s AT CC2327 0

Se determinó las características de la cinética de la proteína Pll en las condiciones

óptimas de actividad, esto es a 25"C, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, I mg/ml de BSA, y

concentraciones variables de los sustratos cianuro y tiosulfato cuando se determinó la

velocidad maxima (V,n*), 1a constante de Michaelis-Menten (K.) y la constante

catalítica (Kut).

La medición de los pariímetros de la cinética et:zimálica se realizó bajo condiciones

de velocidad inicial. En estas condiciones, la fo¡mación de SCN- fue lineal en el

intervalo empleado (Figura 34A y B). A partir de estos datos se graficó 1a velocidad de

la proteína recombinante en diferentes concentraciones de SzO:2- (Figura 34C) y CN-

(Figura 34D) desde donde, mediarte una regresión no lineal, se obtuvo los valores de la
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K* y V.* correspondiente a cada sustrato. En el caso del tiosulfato la K. =13'62*r,,

mM y la Y^ = 28,75+1,9 nmol SCN-min-I. Para el cianuro presenta una Km:

39,59+6,1 mM, dos veces el valor obtenido para el tiosulfato y una Y^* = 49 
'73+6,5

nmol SCN-.min-l. Por otro lado, la K"ut pma el SzO¡2- fue de 0,67 s-' y para el CN-, 1,15

s-r.

Estos resultados de K, podrían explicar el efecto observado sobre 1a actividad TST

en presencia de DTT (Figura 31C). Dado que la P1l tiene una mayor afinidad por

tiosulfato que por el CN-, el primero podría ser desplazado por el DTT de dador a

aceptor de azufre, como consecuencia de lo cual se produciría tritionato. La producción

de SCN- seria cadavez menor al aumentar la concentración de DTT como se muesta en

Ia figura 3l C.

En relación a otras tiosulfato: azuñe transferas4 los valores de K. de la Pl1 son

altos (Tabla 10) y, por 1o tanto, es poco probable que reflejen la realidad ñsiológica de

A. ferrooxidans. Las razones por las cuales la proteína presenta estos valores podrían ser,

a) la falta de un activador, aunque esto es poco probable ya que no se conoce ninguna

TST que requiera una molécula activadora; b) no se han alcanzado las condiciones

óptimas para la actividad enzimática, fundado en el hecho de que la actividad enzimática

de la Pl 1 en extracto crudo de E. coli parece ser mucho más alta que cuando se empleó

la er:zima pura y, ñnalmente, c) lo más Fobable, es que los sushatos empleados aquí

son diferentes a los empleados por la proteína P 1 I en la células d e A. ferrooxidans.
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c

Figura 34. Propiedades de la cinética de la proteína recombinante Pll con cianuo de
potasio y tiosulfato de sodio como sustratos para la actividad tiosulfato: azufre
transferasa. Los grríficos A y B muestran curvas de progreso para obtener la velocidad
inicial de la Pl I en presencia de diferentes concentraciones de tiosulfato y cianuro. Se

muestra el promedio de, al menos tres ensayos de actividad enziméúica. En C y D se

muestra la velocidad en relación con la concentración de los sustratos tiosulfato y
cianuro, respecüvamente. Cada cuadrado negro reprcsenta la velocidad de la e¡zima a
esa concentración de sustrato en particular. La línea continua fue calculada de acuerdo

con la ecuación de Michaelis-Menten.

Es poco probable la existencia de una enzima que en condiciones normales utilice

tiosulfato como dador de azufre para el cianuro, pero este ensayo es el mejor evaluado

hasta el momento y permite realizar una comparación bajo condiciones similares de

protelnas de muy diversos orígenes y, posiblemente, diferentes roles fisiológicos.
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En relación con los valores de K. obtenidos con otras proteínas para el S2O3-2, la

proteína Pll se encuentra muy próxima al obtenido por la TST de Eidolon helvum

(Agboola y Okonji, 2004), un quiróptero herbívoro que se encuentra expuesto, debido a

su dieta, a grandes concentraciones de compuestos cianógenos.

Por su parte, la K, para el CN- es mayor que para el tiosulfato. Esta condición es

poco frecuente. Ademrás, de la Pl1 delaA. ferrooxidans, sólo hay dos casos reportados

erA. vinelandii (Pagani y col., 1993) y P. aeruginosa (Cipollone y col.,2004) y hay que

indicar que ambas proteínas son casi idénticas (Cipollone y co1.,2004).

La RhdA de A. vinelandii es la proteína mejor estudiada. La deleción del gen que lo

codifica lleva a la acumulación de polihidroxibutirato en la bacteria. Este fenómeno se

debería a la ausencia de un dador de átomos de aztfre parala formación de centros Fe-S

de proteínas involucradas en el ciclo de Krebs, más específicamente la aconitasa (Cereda

y col.,2007).

Aunque resulta claro que a nivel de secuencia aminoacídica no existe relación entre

las proteínas RhdA de l. vinelandii y Pl1, resulta llamativa que estas proteínas tengan

mayor afinidad por el S2O32- que otms. Se podría pensar que esto corresponde a algún

tipo de especialización entre las proteínas con actividad TST. Por su puesto, hay que

considerar que es poco probable que el tiosulfato o el cianuro sean sustratos fisiológicos

de la proteína Pl1 como de la RhdA de L vinelandii.
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Tabla 10. Parámetos cinéticos de algunas tiosulfato: azufre transferasas.

Sustrato, Km (mM)

Organismo ProteÍna sro,, cN'

110

A. vineland¡¡ .

A. ferrooxidans

B. taurus b

E. ca{¡ c

E. coti d

E. cal¡ e

E¡. helvum t

P. aeruginosa a

RhdA

P11

Tst

GlpE

PspE

YgaP

No ident.

RhdA

8.7

39,6

0,063

17

4,6

1,5

13,5

16

1,0

18,G

7.O

78

19,5

7,4

AR

a, Pagani y col. (1993); b, Wang y Volini (1973); c, Ray y col. (2000); d, Adams y col.

Q002); e, Ahmed (2003); f, proteína no identificada por Agboola y Okonji, (2004); g,

Cipollone y col. (2004). Azotobater vínelandii (A. vinelandii), Acidithiobacillus

.ferrooxidans (A. ferrooxidans), Bos taurus (8. taurus), Escherichia coli (8. coli),
Eidolon helvum (Ei. helvum), y Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa).

Conclusión

Los parámetros cinéticos obtenidos para la proteína recombinante Pll de A.

.ferrooxidaw fueron los siguientes: la K, = 18,62+3,5 mM para el S2O32' y 39,59+6,1

mM para el CN-, mientras que la §u, fue de 0,67 s-rpara el SzO:2- y 1,15 s'r para el CN-.

La causa de la variación de los parrirnetros cinéticos entre las TSTs (Tabla l0) no está

bien definida. Aunque, resulta claro que estii implicada la especificidad por los sustratos

y en segundo término, los requerimientos en cuanto a la velocidad del proceso de

transferencia (Krepinsky y Leimkiihler, 2007).

la' a"\
,t, í! ---1a;,¿ dil"ÚEcA? "ár¡B¡!t j';rLt-.-
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Una interesante proyección de este trabajo sería que, en futuras investigaciones, se

realice la búsqueda de los posibles sustratos fisiológicos de Ia proteína P1l.y otras

rodanasas estudiadas en este trabajo.
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Conclusiones

La identificación de los genes que codifican para proteínas con dominio rodanasa

presentes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270 se realizó mediante una

búsqueda informática. Como resultado de la búsqueda se encontró 8 secuencias genes

putativos que codifican para proteínas con dominio rodanasa'

Una vez identificados los genes, se procedió al analisis de las secuencias

aminoacídicas. El an¿flisis de las secuencias mostró que las proteínas putativas

estudiadas poseen, al menos, un dominio rodanasa. Además la P21 posee una señal de

exportación tipo Sec. La P16 mostró una región de transmembrana y, finalmente, la P28

posee, junto al dominio rodanasa, un dominio ANK.

Respecto a 1a localización celular, las rodanasas Pl1, Pl4, P14'3, Pl5' P16.2 y P28

se encontrarían solubles en el citoplasma de A. ferrooxidans, mientras que la proteína

P16 estaría anclada a la membrana intema y la P21 sería exportada al periplasma'

La predicción de la estructura secundaria del sitio catalítico mostró que todas las

rodanasas de A. fetooxida,?s presentan un lazo corto del tipo esperado para las azufre (o

seleno) tralsferasas.

La comparación de 1a estructura secundaria predicha de las proteínas putativas'de l.

.ferrooxidans en la región correspondiente al sitio catalítico mostró que las proteínas

estudiadas presentadan una organización similar a las proteínas de la superfamilia

Rodanasa/Fosfatasa tipo CDC25.
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La comparación de las secuencias de proteínas de las rodanasas de A. ferrooxidans

mostró que l¿rs proteínas son muy similares entre sí y que además presentan secciones

conservadas con otras rodanasas.

En lo que se refiere a la deducción de la actividad catalítica de las proteínas

estudiadas se determinó que algunas de ellas presentan un sitio catalítico similar al de las

TST, (P15, P16.2 y P28) mientras que la P14.3 y la P16 presentan rasgos de enzimas

MST. Sin embargo, no se pudo predecir en base a la comparación de las propiedades del

sitio catalítico la posible actividad enzimática de las proteínas Pll, P14 y P2l.

El análisis realizado al entomo de los genes putativos mostró que, solamente, la

p16.2 no formaría parte de un operón. Los restantes genes formarlan parte de unidades

transcripcionales de por lo menos dos genes.

El gen pl l formaría parte de una unidad transcripcional que constaría de 7 genes.

Los productos génicos del operón podrían esta¡ involucrados en la oxidación del azufre.

Asimismo, se localizó una proteína que podría actuar como reguladora de la expresión

de otros genes implicados en la oxidación de los compuestos de azufre.

La búsqueda de contextos genómicos similares al operón putativo P11 mostró que l.

aeolicus, S. solfataricus y S. tokodaii poseen algunos genes agrupados en un contexto

similar al encontrado en A. ferrooxidans.

E\ gen pl4 formaría una pequeña unidad transcripcional con un gen hipotético, cuyo

producto génico podría estar involucrado en la adherencia de la célula a un sustrato.

Por su parte, aunque el gen p14.3 se encuentra muy cerca de p2l,los experimentos

para determinar la extensión del operón demostraron qlue la p14.3 no se expresa con el

operón del gen p2l enlas condiciones estudiadas (Acosta y col., 2005).
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Él genpl5 formaría parte de una unidad transcripcional constituida por cuatro genes.

La información que disponemos no permite determinar si algunos de los productos

génicos del operón P15 interactúan entre si o bien actúan independientemente en vías

metabólicas diferentes.

El gen p16 formaría parte de una unidad transcripcional que constaría de 9 genes.

Los genes que se encuentran en el contexto del gen pl6 sugieren que las proteínas que

codifican formarían parte de un sistema de defensa contra condiciones de estrés, o bien

participar en la homeostasis óxido-reductora de la célula, tal como se ha reportado para

una proteína MST §agahara y co1.,2007).

La búsqueda de contextos genómicos simila¡es al operón putativo P16 dio como

resultado tres contextos similares localizados en las bacterias T. denitriJicans y en D.

aromatica. Los contextos de A. .ferrooxidans y T. denitrificans sor casi idénücos,

mientras que en D. aromatica se encuentran dos conjuntos de genes localizados en

diferentes regiones del genoma.

El contexto genómico del gen p16.2 mostró que este gen no forma parte de un

operón. Por lo tanto, no se puede deducir un contexto fisiológico para la proteína'

El gen p21 formaría pafie de un operón constituido por 5 genes. La conformación de

este operón permite pensar que algunos de 1os productos génicos podrían participar en el

metabolismo desasimilatorio del azufre, como las proteínas DoxD Ay P21.

El gen p28 formaría parte de una unidad transcripcional constituida por I genes. El

contexto genómico del gen p28 sugiere la participación de su producto génico en la

biosíntesis o reparación de grupos Fe-S.
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La búsqueda de contextos genómicos similares al operón putativo P28 mostró que l.

vinelandii posee dos grupos de genes con una organización similar al hallado en l.

ferrooxidans. Los resultados indican que la proteína P28 participaría en la generación o

reparación de grupos Fe-S, o bien, para la formación de molibdopterina, tal como ocurre

en humanos (Matthies y col., 2005).

Usualmente, los genes que codifican las proteínas rodanasas no presentan un

contexto genómico conservado o solamente en el caso de microorganismos

estrechamente emparentados. Por lo tanto, es dificil inferir el papel que cumplen en la

fisiología celular basados únicamente en la comparación de los contextos genómicos.

Con algunas excepciones presentadas aquí, la comparación de los contextos genómicos

apoyados con el análisis de las proteínas codificadas por los genes en cuestión, han

aportado información que permite predecir las posibles funciones o el rol fisiológico en'

el cual se verían involucradas algunas de las rodanasas de A. ferrooxidans como la

fijación de nitrógeno (P28), la respuesta al estrés (P16) y la oxidación de compuestos

reducidos de azufie (Pll). Además, se han descubierto algunas proteínas sobre las

cuales no existe información como la Hypl y la H1p3 de los operones putativos P1l y

P16 respectivamente.

Por otro lado se clonaron y purificaron las rodanasas Pll y P16.2, con las cuales se

rcalizarcn pruebas bioquímicas a fin de determinar las condiciones óptimas pma

actividad TST.

Se demostró que la proteína Pll es afectada negativamente por la presencia de

aniones, en particular por el cloruro, mientras qte 1aP16.2 prácticamonte no fue inhibida

en su actividad en presencia de los aniones usados.
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Se determinaron los panámetros cinéticos para la actividad TST de la proteína Pl1.

Llamativamente, la K. del SzO:2- fue menor a1 obtenido para el CN-. De acuerdo con la

relación de existente entre la K^ del SzO¡2- y el CN- se puede separar a las TSTs en dos

grupos, los que poseen una K. para el S2O32- mayor que para el CN- o üceversa. Según

esto, la Pll estaría agrupada con las TSTs que poseen una K. menor para el tiosulfato

como es el caso de la RhdA de A. vinelandíi.

Hasta el momento, se desconoce la razó¡ por la cual las TSTs se dividen estos dos

grupos. Tampoco se sabe y esto tiene alguna implicación fisiológica.

Finalmente, se puede decir que este habajo contribuye a ampliar el conocimiento

sobre esta ampliamente distribuida y bioquímicamente vercátil superfamilia de

proteínas. Una interesante proyección de este trabajo sería que, en futuras

investigaciones, se realice la búsqueda de los posibles sustmtos fisiológicos de la

proteína P11 y de otras TSTs.
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