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RESUMEN

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria extremoéfila de gran importancia industrial
debido a su participacién en la recuperacion de metales tales como cobre, oro y uranio
mediante biolixiviacién. Es capaz de resistir altas concentraciones de cobre y otros
metales, caracteristica fundamental para los procesos de biomineria en donde las
concentraciones de cobre son muy altas.

A. ferrooxidans ATCC 23270 posee determinantes de resistencia a cobre candnicos
(bombas de eflujo, chaperonas que unen cobre, etc.) y otras estrategias para manejar el
dafio producido por este metal (aumento en la sintesis de histidina, aumento de una
disuifuro isomerasa, represion de canales i6nicos, etc.).

La cepa de 4. ferrooxidans ATCC 53993 es capaz de resistir concentraciones mucho
mayores de cobre que la cepa ATCC 23270. Se determind que 4. ferrooxidans ATCC
53993 posee en su genoma una regidn exclusiva de alrededor de 160 kb clasificada
como isla gendmica (IG), la cual estd ausente en la cepa ATCC 23270. Esta IG contiene
genes que codifican para determinantes de cobre adicionales a los encontrados en la cepa
ATCC 23270. Se ha propuesto que estos genes le otorgarian a ATCC 53993 una mayor
capacidad para resistir cobre que la cepa a ATCC 23270. Sin embargo, no existen
estudios protedmicos en presencia de cobre en la cepa ATCC 53993 que apoyen esto.
Con el objetivo de identificar nuevos determinantes o estrategias de resistencia a cobre
en la cepa ATCC 53993, se evaluo la expresion de las proteinas totales de esta bacteria

crecida en presencia de cobre a tfavés de proteémica cuantitativa ICPL (isotope-coded
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protein labeling). En este estudio se identificaron 523 proteinas de las cuales 49
cambiaron significativamente sus niveles en presencia del metal. Dentro de estas
protenas, se encontré una alta sobreexpresion de los sistemas de eflujo del tipo RND y
de chaperonas de cobre CusF exclusivos de la isla gendmica de esta cepa. Ademds, se
observaron varias estrategias metabdlicas que podrian ayudar a controlar los efectos del
metal. Entre éstas se destacan el aumento de la via de oxidacion de hierro y de proteinas
que participan en la sintesis de glutamato. También se detectd el aumento de una
proteina de la familia de chaperonas HipG.

Finalmente, se identificé una nueva proteina de unién a cobre que podria ser un nuevo
determinante de resistencia a cobre en 4. ferrooxidans.

Ios resultados obtenidos indican que A. ferrooxidans 53993 usaria no solo estrategias
candnicas de resistencia a cobre presentes en su isla genémica, sino que también,

-

estrategias metabdlicas que permiten mantener una correcta homeostasis del metal.




SUMMARY

Acidithiobacillus ferrooxidans is an extremophilic bacterium of great industrial
importance due to its participation in the recovery of metals such as copper, gold and
wranium through bioleaching. It is capable to resist elevated concentrations of copper
and other metals, usually present in biomining processes.

It has been reported that the strain 4. ferrooxidans ATCC 23270 has canonic resistance
determinants to copper (efflux pumps, copper binding chaperones, etc.) and other
strategies to manage the damage produced by this metal (increase in histidine synthesis,
increase of a disulphate isomerase, repression of ion channels, etc.).

A. ferrooxidans strain ATCC 53993 is capable of resisting much higher copper
concentrations than the strain ATCC 23270, It was described that A. ferrooxidans ATCC
53993 has in its genome an exclusive region of about 160 kb classified as a genomic
island (GI), which is absent in the strain ATCC 23270. This GI contains genes codifying
additional copper determinants than the ones found in the strain ATCC 23270. It has
been proposed that these genes would grant a greater capacity to resist copper than the
strain ATCC 23270. However, there are no proteomic studies in presence of copper in
the strain ATCC 53993 that support this.

In order to identify new possible determinants or strategies for the resistance of copper
of the strain ATCC 53993, total protein levels in presence of copper were assesed
through a quantitative proteomic ICPL analysis (isotope-coded protein labeling). In this
study, 523 proteins were identified, 49 of which changed significantly their levels in

presence of the metal. Among these proteins, we find a high
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overexpression of the RND type efflux systems and CusF copper chaperones, exclusive
of the genomic island of this strain. In addition, several metabolic strategies were
observed that could help control the effects of the metal. Among these, the increase in
the iron oxidation pathway as well as proteins that participate in the synthesis of
glutamate stand out. An increase of a protein from the HtpG chaperones family was
identified as well.

Finally, a new binding copper protein was identified, which could participate as a new
determinant in copper resistance in 4. ferrooxidans.

The results found indicate that 4. ferrooxidans 53993 would not only use canonical
copper tesistance elements present in its genomic island, but also metabolic strategies

that allow it to maintain a correct homeostasis as well.
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1. INTRODUCCION
1.1 Biolixiviacion
La biolixiviacién es un proceso que permite la extraccion de metales pesados a partir de
los minerales insolubles que los contienen, gracias a la accién de microorganismos
capaces de oxidar dichos compuestos (Olson y col., 2003; Jerez., 2011). La
biolixiviacién tiene algunas ventajas sobre los procedimientos tradicionales de mineria,
ya que es un proceso que tiene un bajo costo operacional, permite usar minerales de baja
ley y no genera emisiones gaseosas peligrosas como el diéxido de azufre, lo que la
convierte en un proceso més amigable con el medio ambiente (Rawlings., 2002;
Johnson., 2013). Esta técnica se utiliza principalmente para la extraccién de metales
como cobre, oro y uranio, entre otros (Rohwerder y col., 2003; Jerez., 2012).
En Chile, este proceso ha tomado mucha importancia ya que permite el tratamiento de
los recursos y reservas crecientes de minerales con baja ley de cobre, que no pueden ser
econdmicamente procesados por los métodos tradicionales. De hecho, se estima que en
nuestro pais se generan alrededor de 600.000 toneladas de cobre-al afio mediante esta
tecnologia, lo que corresponde a mas del 10% de la produccidn total de cobre en Chile
(COCHILCO., 2010).
En el proceso de biolixiviacidn, la extraccién de cobre desde los minerales se lleva a
cabo gracias a la oxidacién de sulfuros metalicos, lo cual genera tanto la disminucion del
pH en el medio, producto de la generacién de 4cido sulfiirico, como la liberacién de altas
concentraciones de cobre, condiciones que pueden liegar a ser muy toxicas incluso para

los microorganismos biomineros (Orell y col, 2010). Debido a esto, los




microorganismos que participan en este proceso deben ser capaces de resistir altas
concentraciones de cobre. Probablemente, este sea uno de los factores limitantes de la
biolixiviacién. Por lo tanto, comprender estos tipos de mecanismos es de gran

importancia para el desarrollo y optimizacién de este proceso.

1.2 Funcién biol6gica del cobre y toxicidad

El cobre ha sido aceptado por mucho tiempo como un oligoelemento esencial, necesario
para la supervivencia de todos los tipos celulares conocidos. Este requerimiento se basa
en la caracteristica de este elemento, capaz de adoptar distintos estados redox, ya sea en
Ia forma oxidada Cu™ o en la forma reducida Cu'. En consecuencia, los iones de cobre
sirven como cofactores de importantes protefnas, como por ejemplo, la supertxido
dismutasa, la plastocianina o los citocromos de diversos tipos (Pefia y col., 1999;
Arguello y col., 2013) que participan en procesos vitales como lo son la respiracién y la
fotosintesis (Puig y Thiele., 2002). Sin embargo, y en contraparte a este requerimiento, a
concentraciones superiores a las fisiologicas, el cobre puede ser extremadamente
perjudicial para la célula, ya que genera especies reactivas de oxigeno (ROS) por una
reaccion de tipo Fenton:

Cu' + H,0, — HO+ -+ HO + Cu™?
Cu'? + H,0, — HOO« + HY + Cu*

Asi, los radicales libres generados mediante esta reaccién pueden dafiar las membranas
celulares, provocar la peroxidacién de lipidos, oxidar proteinas y generar dafios en los
4cidos mucleicos, perturbando las funciones celulares (Bruins y col., 2000; Solioz y

Stoyanov., 2003). Ademés de este mecanismo de dafio, el cobre puede desplazar otros




metales funcionales desde motivos estructurales o cataliticos de muchas proteinas
celulares, generando alteraciones en su funcion (Predki y Sarkar., 1992). Por ofra parte y
debido a la gran afinidad entre el cobre y los grupos tioles, este metal puede también
dafiar los centros Fe-S de algunas proteinas (Dupont y col., 2011). Debido a todo los
dafios que puede producir el cobre, es de vital importancia mantener su concentracion
fuera de los rangos de toxicidad. Para ello, los organismos han desarrollado mecanismos

de tolerancia que tienen como objetivo mantener su correcta homeostasis.

1.3 Mecanismos de resistencia a cobre en bacterias

Las bacterias, en general, poseen mecanismos de resistencia a cobre que involucran el
secuestro del metal, ya sea en el exterior celular o en el citoplasma por medio de
proteinas que unen el cobre; o bien poseen mecanismos que involucran el eflujo activo
del metal mediante transportadores de membrana desde el citoplasma hasta el medio
extracelular. Los modelos bacterianos mejor caracterizados son los de las bactetias
Gram-negativas Escherichia coli y Pseudomonas psyringae y el de la bacteria Gram-

positiva Enferococcus hirae.

1.3.1 Eflujo de cobre mediante el sistema CusCFBA

El sistema Cus es un sistema de eflujo de cobre descrito en E. coli que participa en la
homeostasis del cobrei. Este sistema esta codificado a nivel cromosomal en el operén
cusCFBA el cual codifica a CusA, una proteina RND de membrana interna que
corresponde a un antiporte protén-sustrato; CusB, una protefna de fusion de membrana

periplasmética (Saier y col., 1994); CusC, un componente de la membrana externa de la




bacteria (Dinh y col., 1994) y CusF, una chaperona de cobre periplasmica. Se ha
propuesto que en el sistema CusCBA, CusC interactuaria con la proteina CusA y CusB
formando un canal que permitiria conectar el citoplasma con la membrana externa. La
funcién de este complejo multiproteico seria capturar Cu' desde el citoplasma y exportar
el metal hacia el exterior, previniendo asi su aparicion en el periplasma. Se ha propuesto
también que CusF podria entregar el cobre desde el periplasma al complejo CusCBA
facilitando la destoxificacion de cobre del periplasma (Franke y col., 2003; Arguello y
col., 2013) (Figura 1). Ademés existe un sistema de dos componentes cusRS que
codifica para un regulador transcripcional (CusR) y una histidina kinasa (CusS) que es
capaz de captar la presencia de cobre en el periplasma y activar la transcripcion del

operon cusCFBA.

MEDI) EXTRACELULAR

FIGURA 1. Sistema de eflujo de cobre CusCFBA. El operén cusCFBA codifica al sistema del tipo
RND que transporta cobre desde el periplasma y/o citoplasma a través de la membrana externa hacia el
espacio extracelular. La expresion de este complejo se regula por un sistema de 2 componentes
codificados por el operon cusRS.




1.3.2 Eflujo de cobre a través del sistema Cue

El sistema Cue (Figura 2), estd compuesto por dos proteinas. La primera, CopA es una
protefna de transmembrana correspondiente a una ATPasa de tipo P que transporta el metal
desde el citoplasma hasta el periplasma de la bacteria, siendo esto esencial para mantener la
homeostasis de cobre citoplasméitico (Rensing y Grass., 2002). Dicha ATPasa utiliza la
energfa proporcionada por la hidrélisis del ATP para el transporte del metal (Axelsen y
Palmgren., 1998). Se ha determinado que los aminoacidos capaces de unir metales en
estas ATPasas se encuentran ubicados en sus hélices de transmembrana que constituyen
las llamadas TM-MBDs, responsables de la translocacion del i6n dependiente de ATP
(Arguello y col,, 2007). La segunda proteina del sistema, CueO, corresponde a una
multi-oxidasa de cobre que cataliza la oxidacion del i6n Cu', la especie mas toxica del
cobre, hasta la forma menos toxica Cu** (Singh y col., 2004). Se ha demostrado que
CueQ estd implicada en la resistencia a cobre, ya que protege a las enzimas
periplasméticas del dafio inducido por el metal. Esta proteccion puede estar dada por la
capacidad de unir el metal y/o por la disminucion de Cu’ (Rensing y Grass., 2002).

Se ha determinado que la expresion transcripcional de CopA y CueO estaria regulada
por CueR, una proteina perteneciente a la familia de los reguladores transcripcionales
MerR. La presencia de cobre activa a dicho regulador, generando la sobreexpresion de

estas protefnas (Changela y cols., 2003; Espariz y col., 2007).
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Figura 2. Eflujo de cobre a través del sistema Cue. El regulador transcripcional CueR controla la
transcripeion directa de CopA, una ATPasa tipo P translocadora de cobre y CueO, oxidasa de multicobre
periplasmatica responsable de la oxidacion de Cu(T) a Cu(ll) (especie menos toxica).

1.3.3 Mecanismo de resistencia a cobre de Pseudomonas syringae mediante el
sistema CopABCDy,.

Otro tipo de mecanismo de resistencia a cobre, es el que se ha descrito en la bacteria
Gram negativa P. syringae, basado principalmente en el secuestro del metal. Este
sistema, a diferencia de los mencionados anteriormente, esta codificado a nivel
plasmidial y estd compuesto por cuatro protefnas codificadas por el operén copABCDpy,

que es inducible por cobre y regulado por las proteinas codificadas por el operén CopRS

(Figura 3).




La proteina CopAp;, corresponde a una oxidasa de multicobre periplasmética capaz de
unir 11 4tomos de cobre; CopBps corresponde a una proteina integral de membrana
externa, mientras que CopCp, representa una chaperona de cobre periplasmatica que une
dos atomo de cobre (Arnesano y col., 2003; Puig y col., 2002). Estas tres proteinas se
han relacionado directamente con la resistencia a cobre dada su capacidad de unir el
metal, disminuyendo de esta forma su concentracion libre. Ademas, se ha propuesto que
CopCp, podria transferir el cobre desde CopAp; al transportador integrado de membrana

interna CopD p,, formando un complejo con CopCpy (Chay Cooksey., 1993).
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Figura 3. Mecanismo de resistencia a cobre de P. syringae. Las proteinas CopApg, CopCps y CopBps son
proteinas que unen cobre y que participarian en la homeostasis del metal mediante su secuestro. CopC
puede transferir el cobre unido al transportador de membrana CopDp,. El operdn CopRSp, se encargaria de
regular la expresion de estas proteinas.




1.3.4 Mecanismos de homeostasis de cobre en Enterococcus hirae

El mecanismo de resistencia descrito para esta bacteria Gram positiva estd compuesto
principalmente por cuatro proteinas: CopAgs, una ATPasa de influjo de cobre; CopZgp,
una chaperona de cobre citoplasmatica capaz de unir cobre mediante las cistefnas del
sitio MXCXXC, muy conservado; CopBgs, una ATPasa de eflujo y Cop¥Yes, Un represor
transcripcional, el cual tiene unido un atomo de zinc que reprime al operén capYZAB
(Solioz y Stoyanov., 2003) (Figura. 4).

Se ha propuesto que el Cu’ generado por la reductasa de cobre CorAg, puede ser
utilizado por la ATPasa de influjo CopA para ingresar el cobre a la célula. Este cobre
ingresado podiia ser captado por la chaperona citoplasmatica de cobre CopZ, la cual es
capaz de entregarle el Cu" al represor CopY, que al intercambiar el zinc por cobre
provoca un cambio conformacional, liberdndose de su promotor y permitiendo la
transcripeion del operén copYZAB. En el caso de que las concentraciones de cobre sean
muy altas, CopZ también puede ceder el metal a la ATPasa de eflujo CopB para eliminar

el exceso de cobre (Solioz y Stoyanov., 2003).
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Figura 4. Modelo de la homeostasis de cobre en E. hirae. La reductasa extracelular CorA genera
Cu+que puede ser utilizado por la ATPasa de influjo CopA para ingresar cobre a la célula. El cobre que

ingresa es captado por la metalochaperona CopZ, la cual es capaz de entregarle el C u'al represor CopY
para que éste libere el zinc, salga de su promotor y permita la transcripeion del operdn copY ZAB. En caso
de estar en presencia de un exceso de cobre, CopZ puede cederle el metal a la ATPasa de eflujo CopB
para eliminar el exceso de cobre.

1.3.5 Papel de los polifosfatos (PoliP) en la resistencia a metales

Los polifosfatos (poliP) son polimeros lineales que consisten de residuos de ortofosfatos
(Pi) unidos por enlaces fosfoanhidrido de alta energia. El metabolismo de poliP es
cominmente regulado en bacterias por dos enzimas: PPK1 y PPX.

Hay varias evidencias que proponen la relacion de los poliP en la resistencia a metales
pesados. Una de estas evidencias, son las propiedades quimicas de los poliP, ya que

debido a su alta densidad de cargas negativas y la flexibilidad de su enlace, pueden
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actuar como quelantes de iones metdlicos (Kornberg y col., 1999). Otra evidencia, es la
gran cantidad de poliP que acumulan algunas bacterias tales como Klebsiella aerogenes,
Stichococcus bacillaris, Sulfolobolus metallicus, A. ferrooxidans, entre otros, que
resisten altas concentraciones de metales pesados (Aiking y col., 1984; Zhang y Majidi.,
1994; Alvarez y Jerez., 2004; Remonsellez y col., 2006). Ademés, estudios realizados en
E. coli han propuesto que la degradacion de los poliP, catalizada por la PPX, permitiria
que el fosfato inorgénico liberado de esta reaccién se asocie con metales pesados
formando un complejo Cu-fosfato, quc;, eventualmente puede ser expulsado de la célula
por ¢l sistema Pit que se ubica en Ja membrana plasmética de este microorganismo (Van

Veen y col.; 1994; Keasling., 1997).

1.3.6 Acidithiobacillus ferrooxidans y mecanismos de resistencia a cobre descritos.

A. ferrooxidans, es una y-proteobacteria acidéfila capaz de utilizar el ion ferroso y una
variedad de compuestos reducidos de azufre como fuentes de energia (Chi y col., 2007).
Es una de las bacterias més estudiadas dentro del consorcio de microorganismos
empleados en biolixiviacién (Jerez., 2012; Vera y col., 2013) principalmente desde que
se conoce la secuencia del genoma tanto de la cepa ATCC 23270 como de la cepa
ATCC 53993, Ambas cepas de 4. ferrooxidans se han estndiado debido a su gran
capacidad de resistir cobre. Ademds, éstas pueden resistir concentraciones de cobres
muy diferentes. Por un lado, la cepa ATCC 23270 es capaz de crecer hasta una
concentracion aproximada de 40 mM de CuSOy, mientras que la cepa ATCC 53993

puede crecer a concentraciones mayores de 100 mM del mismo compuesto.
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En nuestro laboratorio se realizé una busqueda de los posibles determinantes de
resistencia a cobre en el genoma de 4. ferrooxidans ATCC 23270 y se comprobd que
éstos aumentan su expresion genética cuando esta bacteria crece en presencia del metal.
Asimismo, se demostrd que la expresion heterdloga de algunos de estos determinantes
aumentan la resistencia al cobre de cepas dc? E. coli sensibles a este metal (Navarro y
col., 2009). Dentro de estos determinantes de resistencia a cobre propuestos se
encuentran proteinas encargadas del eflujo del metal, que consisten principalmente en
tres P-ATPasas de cobre y un sistema del tipo RND (tipo CusCFBA). Por otro lado, se
determiné un sistema de secuestro del cobre a través de chaperonas del metal tipo CusF
y CopC (Navarro y col., 2009). Ademds, en nuestro laboratorio, se analizé mediante
proteémica cuantitativa ICPL, la expresién de algunas proteinas que podrian estar
involucradas en la resistencia a cobre cuando se crece 4. ferrooxidans ATCC 23270 en
presencia de 40 mM de cobre. En este estudio, se observo la sobreexpresion de proteinas
de los sistema CusCFBA, mna gran cantidad de proteinas involucradas en la sintesis de
cisteina e histidina y un aumento en la sintesis de una posible disulfuro isomerasa
periplasméatica. Conjuntamente, se vio altamente sobreexpresada una chaperona
citoplasmética del tipo CopZ que podria estar implicada en la resistencia a cobre
(Almércegui y col.,, 2014). Se observ también la disminucion de algunas porinas y de
algunos transportadores de iones, los que posiblemente estén involucrados en el ingreso
del cobre.

Por otra parte, existe evidencia de que los poliP podrian estar involucrados en la
resistencia a cobre en A. ferrooxidans ATCC 23270, En relacién a esto, se demostré que

en presencia de cobre existe una diminucién de los niveles intracelulares de poliP, junto




12

con un aumento de la actividad de PPX y del eflujo de P; al medio extracelular (Alvarez
y Jerez., 2004; Remonsellez y col., 2006).

Teniendo en cuenta los estudios realizados en la cepa ATCC 23270 y la diferencia en la
resistencia a cobre con la cepa ATCC 53993, se realizé en nuestro laboratorio una
comparacion del genoma de estas dos cepas mostrando desigualdades que podrian ser
parte de la diferencia de resistencia a cobre de dichas cepas. Se conchiyo que la cepa
ATCC 53993 contiene todos los genes de resistencia a cobre presentes en la cepa de 4.
ferrooxida.ns ATCC 23270, cuyos ORFs tienen un 100% de identidad entre ambas
secuencias de DNA. Sin embargo, lo que las hace diferentes es la presencia de ORFs
putativos adicionales en la cepa ATCC 53993 que estan relacionados con la resistencia a
metales. Estos genes se encuentran incluidos en una regién de DNA o isla gendmica que
esta ausente en el genoma de la cepa ATCC 23270 que codifican para determinantes de
resistencia a cobre como lo son: ATPasa tipo-P, sistema CusCBA y chaperonas
periplasmaticas. Estas proteinas resultaron ser funcionales cuando se expresaron
heterologamente en una cepa de E. coli sensible al cobre, aumentando asi su resistencia
al metal. Estos resultados sugieren fuertemente que las diferencias en la resistencia a
cobre en las dos cepas de 4. ferrooxidans pueden estar determinadas por pequefias
diferencias en sus genomas (Orellana y Jerez., 2011)

Dada la gran diferencia de concentraciones de metal que pueden soportar estas dos cepas
de A. ferrooxidansy la pequeiia diferencia que existe en su genoma, resulta interesante
poder estudiar mediante un andlisis protedmico y transcriptémico, las posifnle pgoteinas,
mecanismos o adaptaciones que podrian estar relacionados con la mayor resistencia de

esta cepa al metal.
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1.4 Objetivo general

Determinar el efecto de la presencia de cobre sobre el proteoma de 4. ferrooxidans
ATCC 53993 y analizar la expresién transcripcional de algunos genes que resulten de

interés.

1.5 Objetivos especificos

1. Determinar mediante protedmica cuantitativa ICPL la variacién en los niveles de
protefnas de un extracto total de 4. ferrooxidans ATCC 53993 crecida en
presencia o ausencia de cobre, usando hierro como fuente energética.

2. Cuantificar mediante qRT-PCR la expresién de genes que resulien relevantes en

el andlisis de la protedmica cuantitativa.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas y condiciones de culfivos

Se utiliz6 la cepa de A. ferrooxidans ATCC 53993 para todos Ios experimentos de este
Seminario de Titulo. Las bacterias se crecieron en un medio de cultivo con ion ferroso
como fuente de energia y se cultivaron a 30°C con agitacién rotatoria de 150 rpm. El
medio de cultivo corresponde a una modificacidén del medio 9K ajustado a pH 1,45, el
cual contiene (g/1) 0,4 de MgS04 x 7 H,0; 0,1 de (NH4),804; 0,04 de KIIPO4 x 3 HO
v 33,3 de FeSO4 x H,0 (Amaro y col., 1991).

El crecimiento bacteriano se determind por el recuento del mimero de c€lulas mediante
un microscopio éptico Olympus BX50 y utilizando una cémara de conteo Petrofi-

Hausser.

2.2 Crecimiento de células de A. ferrooxidans sucesivamente adaptadas a cobre

Para obtener cultivos sucesivamente adaptados a cobre, se partié con un indculo de
células que nunca habian estado en contacto con cobre y se realizaron subcultivos
sucesivos en los que la concentracién de CuSOy se fue aumentando. Una vez alcanzada
la concentracién deseada, se realizaron tres subcultivos sucesivos en la misma
concentracion. Se ocuparon medios con concentraciones finales de 40, 100 y 300 mM de
CuSQys. En todos los casos se utilizo una solucién stock 1 M de CuSO; filtrada (Millex

GV 0,22 pm, Durapore) ajustada a pH 1,45.
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Tas células se crecieron hasta llegar a la fase exponencial tardia de crecimiento
(aproximadamente a las 72 h), donde se colectaron para su utilizacion inmediata en los

diferentes experimentos.

2.3 Técnicas de biologia molecular

2.3.1 Extraccion del DNA genémico.

Las células de 4. ferrooxidans provenientes de un cultivo de 600 ml crecido hasta la fase
exponencial tardia se colectaron por centrifiugacion a 5000 x g por 15 min y se lavaron
dos veces con 750 pl de una solucién de agua 4cida (pH = 1,5) y dos veces con 750 pl de
una solucién de citrato de sodio (10 mM pH = 7). Estos lavados tienen como finalidad
extraer el Fe** y el medio remanente de las células. Luego, para extraer el DNA, se
utilizé el “Wizard® Genome DNA purification kit” (Promega), segin las
recomendaciones para bacterias Gram-negativas, el cual se basa en la lisis celular
segnida de una digestién enzimatica del RNA, una posterior precipitacion del DNA

gendmico con isopropanol y una solubilizacién con agua.

2.3.2 Cuantificacién del DNA

La cuantificacion del DNA gendémico se realizé por la medicién de la absorbancia a 260
nm (Aago) en 1n equipo espectrofotometro para multi-volimenes Epoch (Biotek). Para la
cuantificacién de DNA gendmico se utilizaron 2 pl de una dilucién 1:5 del DNA
gendmico extraido. Una Asgo igual a 1 corresponde a una solucién de DNA de 50 pg/ml.

La pureza se determiné obteniendo la razén de.Aze/Asso. Se utilizé una preparacién de
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DNA con una razén Ase/Asse > 1,8, considerado como una medida de baja cantidad de

proteinas.

2.3.3 Electroforesis en geles de agarosa

Para comprobar la calidad e integridad de los &cidos nucleicos y el tamaiio de los
fragmentos de DNA amplificados por PCR, se realizaron electroforesis en geles de
agarosa al 1% en TAE 1X (20 mM Tris-acetato pH 8,0; 0, mM EDTA), utilizando
GelRed Nucleic Acid Gel Stain como método de tincidn. Todas las muestras se
mezclaron con amortiguador de carga 6X (0,25 % de bromofenol, 50 % glicerol, EDTA
1 mM, 10 mM Tris-HCI (pH =7,6) y se separaron & 100 V por 25 min. Los geles con las
muestras ya separadas se visnalizaron por la fluorescencia emitida bajo luz ultravioleta

de 320 nm.

2.3.4 Disefio de partidores para las reacciones de PCR y qRT-PCR

Para la amplificacién de los fragmentos de cada uno de los genes en este estudio, se
disefiaron partidores utilizando la secuencia anotada del genoma de 4. ferrooxidans cepa
ATCC 53993, El disefio se realizé utilizando el programa Geneious, que utiliza la
herramienta WEB Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edwprimer3/) y se sintetizaron por la
empresa Integrated DNA Technologies (www.idtdna.com). Se escogieron partidores con
un largo entre 18 a 30 nucledtidos, con un contenido guanina-citocina de al menos 50%,
con estructuras secundarias débiles y que permitieran obtener un amplificado entre 100 a

250 pb para las reacciones de qRT-PCR.
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2.3.5 Reacciones de PCR

Cada reaccién de PCR se monté en un volumen final de 50 pl el cual contiene 5 pl de
buffer 10X (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl, y pH 8,3), 1 i de dNTPs 10
mM, 1 yl de cada pareja de partidores en concentracién 10 pM, DNA gendémico como
molde (<1 ng), 0,25 pl de Taq DNA polimerasa (New England Biolabs) y H,0 hasta
completar los 50 pi . Para la amplificacién se utilizé un programa que consta de 5 min a
95 °C para la desnaturalizacién inicial, 30 ciclos con 30 s a 94 °C, 30 s a 55-60°C (5°
menos que la Tm de la pareja de partidores), 0,3 a 2,0 min de extension a 68°C (1
minuto/kb) y finalmente una etapa de 10 min a 68°C. En este trabajo se realizaron
reacciones de PCR para comprobar la inexistencia de contaminacién con DNA en la
sntesis de DNAc. Para esto se amplific un fragmento del gen 168, que corresponde a la
molécula de RNA de la subunidad ribosomal 30s. Como molde se us6 el DNAc diluido

1:20 veces con y sin transcriptasa reversa (ver seccion 2.3.9).

2.3.6 Extraccion de RNA total

Para 1a extraccion del RNA total de A. ferrooxidans se utiliz6é una version modificada
del método de TRIzol (Invitrogen). Este reactivo es una solucién de fenol dcido e
isotiocianato de guanidinio. El fenol 4cido permite la particién del RNA en la fase
acuosa y el isotiocianato de guanidinio permite la desnaturalizacion de proteinas como
las RNasas, Para la extraccién de RNA se crecieron cultivos de 600 ml hasta su fase
exponencial tardia y se colectaron las células por centrifugacién a 5000 rpm por 15 min
a 4°C. Posteriormente, el pellet obtenido se lavé dos veces con agua 4cida (pH = 1,5)y

luego dos veces con citrato de sodio (10 mM pH =7,0). Se usé enfre 10 a 20 mg de peso
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hiimedo de células y se resuspendieron en 200 1l de una solucion de lisis celular (acetato
de sodio 0,02M pH = 5,5; SDS 0,5%; EDTA 1 mM), incubéndose a 70°C por 5 min. A
cada resuspension celular se le agregé I ml de solucion de TRizol (Invitrogen) y se
mezcld por inversion para luego incubar por 5 min a 70°C. Inmediatamente se agregaron
200 pl de cloroformo y se homogeneizd con vortex. Seguidamente se centrifugd a 10000
x g por 10 min a 4°C y se recuperd la fase acuosa (sobrenadante) que contiene el RNA.
De acuerdo a la cantidad de fase acuosa recuperada, se precipitd el RNA con
isopropanol al 100% en una relacién de 1:1. Se incubé a temperatura ambiente por 10
min y luego se centrifugd a 4°C a 13000 x g por 10 min. El pellet obtenido se seco y se
resuspendié en 50 pl de agua libre de nucleasas. Para eliminar la posible contaminacion
por DNA, el RNA se traté con 4U (2 pl) de DNasa libre de RNasas “TURBO DNA-
free” (Ambion) por 60 min a 37°C. Se us6 un volumen final de 100 pl, de los cnales 10
pl corresponden a RNA (concentracién méxima de 2000 ng/ul), 10 ul “Buffer DNA-
frec” y agua libre de nucleasas hasta completar el volumen final. Se agregaron 10 pl de
buffer “DNase inactivation” y se incubd a temperatura ambiente por 15 min para luego
centrifugar a 10000 x g por 10 min a temperatura ambiente. Se recuperé la fase acuosa
(100 ul aprox.) y se precipité el RNA con 2,5 voliimenes de etanol 100% y 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3 M durante toda la noche. Para ayudar a la precipitacion,
se centrifugd por 13000 x rpm por 30 min a 4°C. El pellet obtenido se lavo dos veces
con 700 pl de etanol 70% para finalmente resuspender el RNA libre de DNA en 20 pl de
agua libre de nucleasas, Para comprobar la integridad del RNA obtenido se realizaron
electroforesis en geles de agarosa antes y después del tratamiento con DNAsas. Para

determinar la concentracién del RNA se utilizaron 2 pl de la suspensién y se midio la
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Ao €n un equipo espectrofotémetro de multi-volumenes Epoch (Biotek). Se utilizd la
relacién 1 DOgeo = 40 pg RNA/mL para cuantificar el RNA presente en la muestra. Se
estimé la pureza del RNA por la razén Ajee/Aasso. Se utiliz6 una preparacion de RNA con

una razon Axen/Aazgn > 1,8.
2.3.7 Transcripcién inversa

Para la obtencién del cDNA en cada condicién de estudio se realizd una transcripcion
inversa del RNA extraido. Se ocuparon 0,8 pg del RNA y 0,5 pg de
hexadesoximucledtidos al azar (Random hexamer primer, Promega). Se incubd una
mezela de 5 pl que contenia el RNA y los partidores a 70°C por 5 min para la
desnaturalizacién de las estructuras secundarias del RNA y facilitar asf la hibridizacidn
de los partidores. Posteriormente, se incub6 en hielo por 5 min donde se le agregd 15 pl
de una mezcla de amortignador “TmProm-II" 5x (Promega), dNTPs 0,5 mM cada uno, 3
mM de MgCl, y 1 U de la transcriptasa reversa (TR) “ImProm-II” (Promega). La
reaccién de sintesis incluyd una incubacion inicial por 10 min a 25°C para inducir la
unién de los partidores vy la sintesis se realizé por 1 h a 42°C. Para finalizar la reaccion,

se procedid a la desnaturalizacién de la transcriptasa reversa incubando por 15 min a

70°C.

2.3.8 Reacciones de qRT-PCR

La cuantificacién de la transcripcion de los diferentes genes de A. ferrooxidans se
realizé mediante la técnica de qRT-PCR. Estos experimentos se desarrollaron en el

equipo Corbett Rotor Gene 6000 (Corbertt Research®) y las reacciones se hicieron en
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tubos del tipo “Strip tube” de 0,1 ml (Corbett Research®) en un volumen final de 25 pl
para cada reaccién. Para las mediciones de los genes de interés se us6 1 pM final de cada
partidor, 1 i de DNAc previamente obtenido (ver seccién 2.3.8), diluido en 1:20 en el
caso de los genes de estudio y en 1:200 para el caso del gen de referencia 165 y 12,3 ul
de “master mix” QuantiFast SYBR Green (Quiagen®). Las condiciones de
amplificacién fueron de 10 min de desnaturacién y activacién enzimatica a 95°C,
seguido de 30 ciclos de 10 s a 95°C (desnaturalizacién) y 30 s a 60°C (apareamiento y
extensién). La especificidad de las amplificaciones se comprobé por analisis de curvas

de fusion realizadas con el mismo equipo.

2.3.9 Cuantificacién de transcritos por qRT-PCR

Para el andlisis de la transcripcién de los diferentes genes a estudiar se utilizd el método
de cuantificacion relativa, el cual se basa en la razdn de los transcritos de una muestra de
estudio versus una muestra control. En este caso se cuantificé la cantidad de transcritos
de una muestra crecida en presencia de cobre contra una muestra crecida sin cobre. Este
método determina los cambios en los niveles de mRNA de un gen respecto de los
niveles de otro gen, cuyos niveles permanecen constantes en la condicion experimental
que se esti estudiando. Se construyeron curvas a partir de cinco diluciones seriadas de
DNA genémico de 4. ferrooxidans cuyo rango fue desde 10 ng/pl a 1 pg/pl. Al graficar
el valor de CT, ciclo en el cual la amplificacion comipenza a ser exponencial, versus el
logaritmo de la concentracién de DNA, se obtiene una recta con pendiente negativa (m),
con la cual podemos determinar lIa eficiencia (E) de la reaccién para cada pareja de

partidores. Se consideré que una eficiencia Optima se encuentra en rectas con pendientes
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que oscilan entre -3,743 y -3,322, lo que significa una eficiencia de un 85-100%,
respectivamente. Conociendo este valor (E) y el CT de nuestras muestras, podemos
utilizar la siguiente férmula para determinar la expresién relativa de un gen en una

determinada situacion experimental (Pfaffl., 2001):

(E+1)ACT gen de estudio (condicién control- condicién experimental)

Expresion relativa =
(E+ 1)ACI‘ gen referencia (condicién control- condicién experimental)

Se desarrollaron 3 réplicas biolégicas, con preparaciones independientes de RNA y de
DNAc. Como gen de referencia de utilizé el gen 16S. Se escogid este gen de referencia

debido a que su expresién no se ve afectada por la presencia de cobre.

2.4 Métodos para el andlisis de protefnas

2.4.1 Preparacion de extracto total de protefnas para anilisis por ICPL

A. ferrooxidans ATCC 53993 se creci6 hasta la fase exponencial tardia en medios de
cultivo liquido con hierro en presencia o ausencia de CuSQO4. Las células se obtuvieron
por centrifiigacion (5000 rpm por 15 min a 4 °C) y se lavaron 3 veces con agua acida
(pH 1,5), seguido por el lavado con citrato de sodio (pH=7) con el fin de remover el
exceso de hierro y al mismo tiempo neutralizar el pH antes de la ruptura celular
mediante sonicacion.

Para la preparacion de los extractos proteicos, los sedimentos celulares se
resuspendieron en solucién amortiguadora de sonicacion (50 mM Tris-HCI pH 8,15, 1
mM EDTA y 100 pg/ml PMSF) a una razén de 10 pl de amortignador por 1 mg de peso

himedo de células. La lisis se realizé6 mediante un programa de sonicacién en hielo,
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durante 15 pulsos de 15 segundos cada uno. Se utilizd el equipo sonicador Ultrasonic
Homogenizer 4710 serie, Coler Parmer®. Consecutivamente, las suspensiones se
centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min y se descart el precipitado (debris celular).
Finalmente, el sobrenadante se transfirié a un tubo de 1,5 mL y se utilizé como extracto

proteico para realizar los analisis de protedmica.

2.4.2 Cuantificacién de protefnas

Los extractos de proteinas totales se cuantificaron segiin el método de Bradford usando

el sistema comercial Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce®).

2.4.3 Preparacion de las muestras de proteinas para ser analizadas por ICPL

Para la preparacién de las muestras, se tomaron 50 ug de extracto de protefnas totales,
provenientes de 3 cultivos independientes y se mezclaron'en un tubo de 1,5 mL para dar
un total de 150 ug de proteina. Estas mezclas proteicas se liofilizaron por 48 h a -40°C.
Las muestras se guardaron a -20°C hasta ¢l momento de ser despachadas al Centro
Nacional de Biotecnologia en Espafia, para realizar los anélisis de protedmica mediante

la técnica cuantitativa ICPL (Isotope-coded protein label).

2.4.4 Digestion proteica y marcaje para el ICPL

Se optimiz6 el protocolo del reactivo de ICPL para marcar 100 pg de muestra individual
por experimento. De esta manera, cada muestra (100 pg de extractos proteicos totales) se
disolvié en 8 M urea y 25 mM bicarbonato de amonio, y se redujo y alquilé con
iodoacetamida. La concentracién de urea se disminuyé a 2 M urea con 25 mM

bicarbonato de-amonio y la muestra se digirié con tripsina (Roche Diagnostics GmbH)
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en una razén de 25:1 durante la noche a 37 °C. El marcaje de las muestras con las
versiones liviana y pesada del reactivo de ICPL (Serva electrophoresis) se realizé de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.4.5 Identificacion de proteinas y andlisis cuantitativo

Los datos obtenidos por MS y MS/MS desde las fracciones de HPLC individuales se
combinaron usand(; el “Analysis Combiner tool” y posteriormente se procesaron como
un experimento aislado usando DataAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics). Para la
identificacién proteica, el espectro MS/MS (en la forma de archivos MASCOT
genéricos) se analizé contra la base de datos “forward-reversed” de UniprotKB de
A. ferrooxidans cepa ATCC 53993 (http://www.uniprot.org). Las secuencias se hicieron
utilizando el programa DBToolkit v4.1.5. La biisqueda con la base de-datos se realizo

usando una versién licenciada de Mascot v.2.2.04 (www.matrixscience.com; Matrix

Science).

2.5 Métodos bioinforméticos

2.5.1 Andlisis de secuencia y alineamientos genéticos

Para analizar los genes de 4. ferrooxidans, se utilizaron herramientas bioinformaticas
tales como el software Geneious, un programa que recopila distintas herramientas
bioinformaticas que permiten evaluar los contextos gendémicos de los genes deseados,
realizar alineamientos de secuencias y disefio de partidores. Este programa cuenta con
una base de datos de secuencias aisladas y genomas completos de diferentes

microorganismos, lo que permite la comparacion y estudio de diferentes proteinas
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(hitp://www.geneious.comy). Se utilizé también la herramienta online BLAST, que
permitié inferir relaciones funcionales a través de la comparacion de homologias de
secuencias nucleotidicas entre diversos organismos y el porcentaje de identidad existente
entre los distintos genes y protefnas encontradas (http:/blast.ncbinim.nih.gov/). Uniprot
(http://www.umiprot.org/) es ofra herramienta en linea que se utilizé para acceder a
informaci6n completa sobre las secuencias de proteinas de interés y poder utilizarlas en
el programa ClustalW Alignement (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para
hacer alineamientos mmiltiples de las secuencias aminoacidicas. Ademas, para la
clasificacién de las categorias funcionales de las proteinas analizadas por ICPL se utilizé
la herramienta informatica COGnitor que permite asignar un COG (Clusters of
Orthologous Groups) con base en la secuencia aminoacidica de una proteina.
Finalmente, se utilizaron los programas CELLO v.2.5 y PSORTb v.3 para predecir la

ubicacién subcelular de proteinas a partir de su secuencia de aminodcidos.
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3. RESULTADOS

3.1 Cambios cuantitativos en el proteoma total de A. ferrooxidans ATCC 53993
crecidos en hierro y en presencia de 40 mM de cobre.

Se analizaron muestras provenientes de A. ferrooxidans ATCC 53993 crecidos en hierro
a 0 0 40 mM de CuSQ, mediante proteémica cuantitativa ICPL. Se observaron proteinas
que cambian sus niveles en presencia de cobre comparadas con la condicion control, en
ausencia de cobre (Tabla 1). En resumen, se encontraron 49 proteinas que
experimentaron cambios (33 aumentaron y 16 disminuyeron). Se consideraron que
cambiaron significativamente las proteinas cuyo log, del factor de cambio (0 mM
Cw/40mM Cu)-mediana fue superior a 0,5 o inferior a -0,65 y de las cuales se
identificaron al menos 2 péptidos. El criterio utilizado para la seleccién de los rangos de
corte se determind por un anilisis en el cual se graficd la razén logs (Avg(0mM
Cu/40mM Cu)-mediana) versus la posicion que ocupa la proteina. Los resultados de este
andlisis mostraron que a partir de los valores 0,5 y -0,65 se observaba una desviacion
(punto de inflexién) de los datos respecto al eje central en dénde se agruparon la

mayoria de las proteinas (Figura 5).

Tabla 1. Resultados globales de las proteinas de 4. ferrooxidans crecidos en hierro y cuantificados por
ICPL. :

Categoria Nimero

Proteinas identificadas " 523
Proteinas que cambiaron significativamente 49
Proteinas que aumentaron 33

Proteinas que disminuyeron 16
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*

log,{Avg(40mM/0mM)-median)

Figura 5. Anilisis de proteinas que cambian significativamente la expresion en presencia de
CuS0y. Los puntos de inflexion de la curva (indicados con una flecha azul), se utilizaron como rango de
corte para determinar aquellas proteinas que cambiaron significativamente sus niveles en presencia de
CuS0Oy .

Para un mejor analisis y estudio de las proteinas que cambiaron sus niveles, éstas se
agruparon segiin sus categorfas funcionales. Con este objetivo cada uno de los ORFs
identificados se categorizé segin la anotacion disponible del genoma de A. ferrooxidans
53993, usando la clasificacién entregada por la base de datos COG (Clusters of

Orthologous Groups) (Tablas 2 y 2B). Aquellas proteinas cuyos ORFs no tenian un

COG asociado se clasificaron utilizando el programa COGnitor.
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Tabla 2A. Identificaclén de las protefnas que aumentaron sus niveles en A. ferrooxidans ATCC 53993 crectdos en hierro en presencia de 40 mM CuSOy.

Cateporias Funcionales Nombre/ funcién Logz(Ave(40mM/0mM) Gen N2 de péptidos
-ntedlana)

METABOLISMO

Metabolismo y transporte de lones Inorginicos  -Bemba de eflujo de metales pesados, familia CzcA 1,58 CusA2 1
<Receptor dependlente de TonB 1,36 6
-Proteina de membrana externa de eflujo 2,02 CusC2 5
-Proteina de membrana externa de eflujo 2,04 CusCl 4
-Transportador, Eflufo de metales pesados, 1,76 CusB1 3
Subuntdad MF?
-Transportador, Eflujo de metales pesados, 193 CusB3 [
Subunidad MFP

Metabolismo y transporte de aminodcidos Llutamato stoasa (ferredoxina) 1,06 gitB 11
-DinEdrodipleolinato sintasa 098 6

Metabollsmo y transporte de carbohidratos -[nositol-fosfato fosfatasa 2,06 2
-Fosfoglicerato mutasa 1 1,04 gpmi-2 2
-Prote(na de la famltia ROK 3,58 2

Metaholismo y transporte de lipidos -Enoli-[proteina transportadora de acil] reductasa 0,58 Jab! 13
(NADH}

Produeclén y conversién de energia -NADH quinona ¢xIdo reductasa subunidad D 1,56 nouD 2
-NADH quincna éxido reductasa, cadena G 1,31 auoG 6
-Cltocromo cclase b 078 tycl 19
-Citacromo coxidasa subunidad 1§ 6,75 CoxB 35
-Citocromo © 0,66 yc2 18
-Hidrogeno: guinona 6xido reductasa 0,67 12
-Rustictanina 0,56 Rus - 93
-Cltocromo ¢ oxidasa subunidad | 0,54 CoxA 32




Tabla 2A. Continuactén.

Categorfas Funcionales Nombre, funcién log(Avgz(40mM/0mM)- Gen N2 de péptidos
! medlana)
PROCESOS EELULARES Y
SENALIZACION
Mecanismo de transducclén de sefiales -Sigma54, reguladot transcripelonal, dos 113 Lferr 2568 4
componentes, famlllz Fis espec(fica
Biosintesis de envolturafmembrana/ -Foslolipasa C 0,59 2]
pared celular -Proteina bifunclonal RfaE 0,51 RfB 3
Modliicaclones post transduccionates, -Protelna putativa no caracterizada 2,75 CusF3 3
rectntblo protelco y chaperonas -Protelna putativa b caracterizada 2,64 Cusk2 3
moleculares -Protelna banda 7 194 2
-Protefna de la familia ResB 1,17 ResB 14
-Protefna chaperana HtpG 087 27
-Protefna biogénesls citocromo CesB 0,49 ResC 1
ALMACENAMIENTO DE
INFORMACION Y PROCESAMIENTO
Traducdén, estructura ribosomal y -Protelna ribosomal 305 513 0,53 12
blogénesls
PROTEINAS NO CARACTERIZADAS
Solo fundén General predicha «Plridina mucledtido-disulfuro
oxldorreductasa dependlente de FAD 0,52 52
Funciéh desconocida
-Protefna putativa no caracterizada 246 Lferr_ 1368 1
-Proteina putativa no caracterizada 0,63 Lferr_2749 19
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Tabla 2B. Identlficacién de las protefnas que disminuyeron sus niveles en A. ferrooxidans ATCC 53993 crecidos en hierro en presencia de 40 mi

CuS0,.
Categorias Funclonales Nombre/ funclén Logz(Avg(40mM /0mM) Gen N2 de péptidos
~mediana)

METABOLISMO

Metabollsmo y transporte de fones inorgdnioos  -Proteina de dominlo Rodanasa -0,77 2
-Famllia de protefnas de unidn a soluto extracelular -1,63 Z
-Proteina de membrana externa de eflujo -2,01 Lferr_1706 2

Metabolisito y transporte de carhohidratos ~Reglén central Trancetolasa -0,72 46
-Cetosa-aldolasa bifosfato de clase Il -0,72 6
-Carboxilasa ribulosa-bifosfato -0,69 cbbs-1 5

Metabolismo y transpotte de lipidos
-Beta-cetoacll sintasa -1,14 7

Produccién y conversién de energla -Plruvato deshidrogenasa -90,72 6
-NADH/ ubiquinona/ plastoquinana (complejo 1) -0,76 6

PROCESOS CELULARESY

SENALIZACION

Biosintesis de envoltura/membrana/ -Glicosil transferasa grupo 1 -114 3

pared celular -ADP-L-glicerol-D-manno-heptosa-6-eplmerasa -1,26 rfaD 2

PROTEINAS NO CARACTERIZADAS

Solo funcién General predicha -
-Alquilo hidroperoxidasa como la tamilla AhpC -0,83 ahpD 4

Funcién desconodda -Protelna UPFO753 0,65 63
-Protefna putativa no caracterizada 0,67 Llevr 0478 11
-Proteina putativa nacavacterizada -1.44 Lierr 2673 1
-Plrroloquinslina quinona -282 6
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Se observé que la categorfa funcional con el mayor nfimero de cambios en presencia de
40 mM CuSO; corresponde al metabolismo, considerando tanto aumentos como
disminuciones en los niveles de proteinas. Esta categorfa representa un 57% de las
proteinas totales que cambiaron sus niveles. La siguiente categoria funcional mas
representada fue la de procesos celulares y sefializacion (25%) y finalmente
procesamiento y almacenaje de Ia informacién (2%). Ademas de esto, hubo un grupo
importante de protefnas cuya funcién se desconoce. Dentro de esta categoria
encontramos un 16% del total de proteinas (Figura 6A).

Un desglose de las categorias funcionales ya mencionadas nos permitié establecer que
dentro del metabolismo las funciones que experimentaron mayor cantidad de cambios
fueron produccién de energia y conversién, junto con el metabolismo y transporte de
fones inorgénicos. Las proteinas que experimentaron cambios (aumentan o disminuyen)
en sus niveles dentro de las categorias ya mencionadas representan un 22,4% y un

16,3% respectivamente.
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Categorias funcionales (Fe 40mM Cu)

EMetabolismo

& Procesos celulares y
sefalizacién

« Almacenamiento de
informaciény
procesamiento

i Proteinas no caracterizadas

N*de

Categoria Funcional proteinas | proteinas + | proteinas - %
Metabolismo
Metabolismo y transperte de iones inorganicos 8 6 2 16,3
Metabolismo y transporte de aminodcidos 2 2 0 4,1
Metabolismo y transporte de carbohidratos 5 3 2 10,2
Metabolismo y transporte de lipidos 2 pt i 4,1
Produccion de energia y conversién 11 8 3 22,4
Procesos celulares y sefializacién
Modificacién postraduccional, recambio de proteinas y chaperonas 6 6 0 12,2
Biosintesis de envoltura/membrana/ pared celular 5 2 3 10,2
Mecanismo de transduccién de sefiales 1 1 0 2,0
Almacenamiento de informacién y procesamiento
Transcripcién | 1| 1 | o | 2,0
Proteinas no caracterizadas
Solo con funcién general predicha 1 1 0 2,0
Funcién desconocida 7 2 5 14,3
TOTAL 49 33 16 100,0

Figura 6. Anilisis global de las proteinas de A. ferrooxidans 53993 que experimentaron cambios en
presencia de cobre. A, distribucion de las proteinas segin categorias funcionales. B, desglose del
porcentaje de distribucion.

Otras proteinas que experimentaron cambios en sus niveles son las agrupadas en la
categoria de metabolismo de carbohidratos que representan un 10,2%; aquellas que estan
relacionadas con el metabolismo y transporte de aminoéacidos, un 4,1%; y aquellas
relacionadas con el metabolismo de lipidos, un 4,1%. El resto de las categorias
funcionales dentro del metabolismo no experimentaron cambios. Finalmente, dentro de

la categoria funcional, almacenamiento y procesamiento de la informacion, se observo
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que tan solo una proteina dentro de esta categoria, representando sélo un 2% de las
proteinas totales que cambiaron (Figura 6B).

La subcategorfa metabolismo y transporte de iones inorgénicos resulta de gran interés,
ya que la mayoria de los mecanismos de resistencia a altas concentraciones de cobre,
identificados en otros microorganismos, se llevan a cabo por proteinas clasificadas
dentro de esta categoria. De hecho, el 60% de las proteinas que sufrieron cambios en
esta subcategoria del metabolismo, son proteinas que pertenecen al sistema de eflujo del
tipo CusCFBA. Estos sistemas, como se describid anteriormente, estdn involucrados en
la resistencia a cobre. Ademas, la mayoria de estos sistemas son parte de la isla
gendmica exclusiva de la cepa 4. ferrooxidans 53993. Estos resultados apoyarian la
hipStesis propuesta en nuestro laboratorio, seglin la cual se propone que la mayor
capacidad de resistencia a este metal de A. ferrooxidans 53993 se relaciona con el mayor
niimero de genes relacionados con la resistencia a cobre.

Dentro del metabolismo energético observamos un avmento de las proteinas que estan
relacionadas con la oxidacion del hierro. Esta via resulta de gran importancia para este
microorganismo ya que asi es como obtiene su poder reductor. Ademds, en nuestro
laboratorio se ha propuesto un posible determinante de resistencia a cobre que es parte
de esta via.

3.2 Expresién de los gemes que codifican para algunas protefnas de interés
inducidas por la presencia de cobre.

Para medir los cambios en la expresién génica y determinar si la induccidn de la
expresion se observa a mayores concentraciones de cobre, se desarrollaron experimentos

de PCR en tiempo real a diferentes concentraciones de CuSO4 (40, 100, 300 mM) para
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algunas proteinas de la Tabla 2 que se expresaron de manera diferencial en presencia de
40 mM de cobre.

Los resultados muestran una fuerte sobreexpresion, proporcional a la concentracion de
CuSOy, de los genes que codifican al sistema de transporte del tipo RND CusCBA y
chaperona CusF presentes tanto en la isla gendmica de A. ferrooxidans, como los

codificados fuera de ésta (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Expresion relativa de genes que codifican para sistemas de eflujo del tipo RND (CusAl y
CusCl1) y chaperona de cobre (CusF2) fuera de la IG de A. ferrooxidans 53993. La expresion se midio
en relacion al control del experimento que corresponde a células crecidas en ausencia de cobre. Los datos
se normalizaron usando los valores de expresion del gen rRNA16S. Los valores se obtuvieron a partir de
tres réplicas bioldgicas y las barras de error muestran la desviacién estandar. Se realizo la prucba
estadistica ANOVA de una via con un post test de Dunnett para cada concentracion vs el control (sin
cobre). Los simbolos; *** indica p < 0,001, ** indica p < 0,01, * indica p < 0,05 y ns indica p > 0,05.
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Figura 8. Expresion relativa de genes que codifican al sistema de eflujo del tipo RND (CusA3) y
chaperona de cobre (CusF3) en la IG de A. ferrooxidans 53993. La expresién se midio como se indica
en la Figura 7.

Otra de las proteinas que aumentd de manera diferencial en presencia de 40 mM de
cobre fue la chaperona HtpG (Heat shock protein), relacionada con distintos tipos de
estrés. Tal como se observa en la Figura 9, el analisis mediante QRT-PCR determind que
los niveles transcripcionales del gen que codifica esta chaperona aumentaron en las tres

condiciones ensayadas.
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Figura 9. Expresion relativa del gen que codifica para la proteina de choque térmico HtpG de A.
Jferrooxidans 53993. La expresion se midio como se indica en la Figura 7.

Ademés, los resultados muestran una sobreexpresion tanto proteica (Tabla 2) como
transcripcional en 40 mM de CuSQOy del operdén rus (Figura 10) que participa en la
oxidacion del hierro. Nuestro laboratorio propuso una posible funcion para la proteina
rusticianina (Rus) en la resistencia a cobre en 4. ferrooxidans ATCC 23270 (Navarro.,
2009). Adicionalmente, una de las proteinas de este operdn, anotada como hipotética
(Lferr_2749), presenta un dominio de unién a cobre muy conservado. Este dominio se
ha caracterizado en otras proteinas de union a cobre tales como CopC, relacionada con la

resistencia a cobre en P. syringae.
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Figura 10. Expresion relativa de genes que codifican parte del operén rus en A. ferrooxidans ATCC
53993. A, contexto gendmico del operon rus. B, Expresion relativa de genes que son parte del operén. La
expresion se midio como se indica en la Figura 7.
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3.3 Anilisis de secuencia y alineamientos genéticos de la proteina hipetética

Lferr_2749

Para inferir en una primera instancia la posible fimcionalidad de la proteina Lferr 2749
(denominada recientemente AcoP (Roger y col, 2014) se utilizd el programa
bioinformético BLASTp, identificando varias proteinas con alto grado de identidad (>
30%) a Lferr_2749 (Tabla 3). La gran mayoria de éstas se encueniran anotadas como
“Proteina hipotética” o como “Multi-oxidasa de cobre”. Gran parte de las proteinas
identificadas presentan un dominic muy conservado tipo cupredoxina., Este dominio
consiste en un barril B con un largo lazo entre las primeras y las tiltimas hojas B que
cubren la parte superior del barril. Esta familia de proteinas generalmente posee un

tinico 4tomo de cobre, coordinado por dos residuos de histidina y un residuo de cisteina.

Tabla 3. Lista de proteinas homdlogas de Lferr_2749.

Organismo Deseripcién Cobertura Identidad
Acidithiobacillus ferrooxidans Proteina hipotética 100% 100%
Acidithiobacillus ferrivorans Proteina hipotética 100% 88%
Thiobacillus prosperus Proteina hipotética 97% 45%
Swifobacillus thermosulfidooxidans Proteina hipotética 95% 32%
Sulfobacilius acidophilus Proteina hipotética 1% 35%
Halorubrum saccharovorum Multi-oxidasa de cobre tipo 3 62% 32%
Candidatus Halobonum Multi-oxidasa de cobre 62% 32%
Halogeometricum boringuense Multi-oxidasa de cobre 62% 31%

Con el objetivo de identificar los aminoAcidos conservados en esta protefna, se realizd
un alineamiento entre las secuencias aminoacidicas de AcoP contra proteinas con alto

grado de identidad (primeras 3 proteinas de la Tabla 3) y proteinas ya caracterizadas de
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la misma familia cupredoxina (CopAp,, CopCps y Rus). Como se observa en la Figura
11, se identificaron varios residuos conservados, especialmente los aminoécidos del sitio
de union a cobre.

La prediccion de la ubicacion subcelular mediante los programas CELLO v.2.5 y
PSORTDb v.3 indican que AcoP es probablemente una proteina de periplasma. Con base
en estos antecedentes (identidad y motivos de union a cobre) y la induccion diferencial
en presencia de cobre, se podria sugerir que esta proteina tiene alguna relacién con la
resistencia a cobre, quizds como una chaperona de unién a cobre o como una multi-

oxidasa de cobre (Tabla 3).

CoOpA. = eemmmsmeemsmeemeeeee el LI-memmmcc e —————————————
CopC FSCAKLVMTAMP - SPMGVETAVSGGGDPETMI ITPASPLTACTYKVDWRAVSSDTE
Rus LE~cmennnnm—— 2 DVTE INTNEKGEGESE = o o o e o e o e e e e
Sulfobacillus FENMSL-~-T BELOIGREVSTONTVFGTEN~=m == mm = mmna ANGFLEDFWODM
Thiobacillus LFNANH= =~ FOWNMGRNLATSSTGFAQER = = = o = o = = w = ~QPDGWDONFFAGV
ferrivorans IDNRS(Q~~~SAPPTAROFSIGRILVSRNNGFPES(= == cmmmmmmn, ALAVCGWEENFFDGV
ACop IDNRSQ-~~SAPPIAMOFSIGRTLVSRDNGFPRS0=mmeu === n=AIAVGWKDNEFDGV
Coph =VLEKSVPA~~~RIVFD~~~RKDPSPCLDQIVFPDFGVEANLPMGEEYVVE-ITPEQAGE
CopC PITGSmmmcm e e ——— B, sy o VE oo
Rus DITKEGPPYAV=mmmmmm— === wMPVID~PIVAGTGE SPVPEDGKFGYTDF TWHPTAGT
Sulfobacillus PVILS~NPYLIDNFVIAQAKPTYEGPVSDFMVTPGF PFSPTLRPCCEIDISFTVEDRKPGT
Thiobacillus TIDTE=S=smemenannnn—— GSEK===n= ===VQEDFSVSLTPGQEFTFKFTVENEPGK
ferrivorans PITS0-==mmmm e GOTA~~=m e PIPAFSVSLNGGQRYTEFSFVVPNEPGE
Acop PITSGmmmmm e GOTG-=—mmmmm PVPAFSVSLNGCQRYTESFVVPNEPGK
CopaA FSF. e =] VE~=m=m
CopC B e = Tt T T SR -
Rus I=a GKIVVE====-=
Sulfobacillus WNYGC TLNITRA~=~
Thiobacillus WIYADFLON GTVDVVPANAG
ferrivorans WEWC IDILPAQGS
Acop WEYG GILDILPA~~~

Figura 11. Alineamiento miiltiple entre Lferr_2049 (Acop), proteinas homélogas y chaperonas de
cobre mis caracterizadas. Los rectingulos rojos indican los aminoécidos que son parte del sitio de unién
a cobre.
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3.4 Cambios del pH del medio extracelular durante el crecimiento de A.

ferrooxidans en Fe'%,

El sistema CusCBA de eflujo de cobre (perteneciente a la familia de las proteinas RND),
utiliza el gradiente de protones para el eflujo del metal desde el citoplasma hasta el
medio extracelular. Teniendo en cuenta lo anterior y considerando que el eflujo de un
atomo de cobre por el sistema CusCBA requiere el ingreso a la célula de un protén, se
esperaria que el pH del medio extracelular aumentara cuando la célula crece en
presencia del metal y este sistema se sobreexprese.

Los resultados muestran que existe un aumento del pH del medio directamente
proporcional a la concentracién de cobre (Figura 12). Por otra parte, también se observé
que el aumento de la concentracién de cobre esté relacionado con el crecimiento de esta
bacteria ya que a medida que se aumenta la concentracién de este metal se observa un

crecimiento menor en comparacién con el control sin cobre (Figura 13).
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Figura 12. Medicién del pH extracelular de A. ferrooxidans a diferentes concentraciones de cobre. Para la
medicién se orecit un cultive de 300 ml de 4. ferrooxidans hasta la fase estacionaria, se colectd el sobrenadante por
centrifugacién a 3.000 x g durante 15 min y se midié el pH. Los valores se obtuvieron a partir de tres réplicas bioldgicas
y las barras de error muestran la desviacion estindar. Se realizé la prueba estadistica ANOVA de una via con un post
test de Dunnett donde se comparé cada condicién con y sin células. Los simbolos; *** indica p < 0,001, ** indica p <

0,01, * indica p £0,05 y ns indica p > 0,05,
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Figura 13. Curva de crecimiento de 4. ferreoxidans adaptada a altas concentraciones de cobre. El crecimiento se
realiz6 en presencia de Fe*? como fuente de energia y a distintas concentraciones de cobre. Se partid con un inéculo de
2x107 (células/ml) y el conteo celular se realizé cada 24 h. Los valores se obtuvieron a partir de tres réplicas bioldgicas

y las barras de error muestran la desviacion estindar.
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4. DISCUSION

A través de un estudio proteémico y transcriptdmico se identificaron varias proteinas
que cambian sus niveles de expresién cuando A. ferrooxidans ATCC 53993 crece en ion
ferroso y en presencia de 40 mM de cobre. Estas protefnas presentan una extensa
diversidad de funciones, sugiriendo que este microorganismo utilizaria una amplia
variedad de estrategias para mantener la homeostasis del cobre y prevenir el dafio celular
que éste provoca. Ademds, estas proteinas podrian ser una clara y éptima adaptacion del
microorganismo a su metabolismo y medio ambiente.

Dada la diversidad de las protefnas que presentan una expresion diferencial en presencia
de cobre, la descripcion y anélisis de los resultados se han organizado de acuerdo a las

diferentes categorias funcionales en las cuales fueron agrupadas.

4.1 Metabolismo y transporte de iones inorgéanicos.

4.1.1 Aumento de la sintesis de sistemas de eflujo del tipo RND.

A. ferrooxidans crece en ambientes altamente 4cidos, tipicamente a un pH externo
inferior a 3, y es capaz de crecer en i6n ferroso y en una variedad de compuestos
reducidos de azufre como fuentes de energfa. Probablemente las adaptaciones
metabdlicas y fenotipicas de este microorganismo se han originado y evolucionado en
estas condiciones. Por esta razon, los mecanismos de resistencia a metales de esta

bacteria podrian tener una estrecha relacién a las condiciones de pH y metabolismo
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energético que utiliza, con el objetivo de optimizar y aprovechar las condiciones en las
cuales se desarrolla.

Teniendo en cuenta que A. ferrooxidans sobrevive a un pH exierno é4cido y su pH
citoplasmético es tipicamente hasta 5 unidades por sobre el pH externo, el gradiente que
se genera de pH a través de la membrana citoplasmatica es muy elevado. Esto
contribuye en gran medida a la fuerza protén motriz (FPM) que comprende el potencial
de membrana (A¥) y la diferencia de pH transmembrana (ApH). Esta FPM
generalmente estd relacionada con el metabolismo energético y con la generacion de
ATP (Ferguson y Ingledew., 2008). Ademés, muchas protefnas de membrana que actian
como transportadores secundarios activos también obtienen la energia necesaria para la
eliminacion del sustrato directamente a partir del gradiente de protones. Dentro de estas
proteinas encontramos a las bombas de eflujo clasificadas en la familia de
transportadores de tipo RND, que como se ha comentado anteriormente, estin
involucradas en el transporte de metales (Piddock., 2006). Este tipo de transportador,
que se ha relacionado con la resistencia a cobre en Escherichia coli, corresponde al ya
mencionado translocador de cobre CusCFBA (Magnani y Solioz., 2007). Teniendo en
cuenta que este sistema es un antiporter que utiliza el gradiente de protones para el eflujo
de cobre, el gran ApH en A. ferrooxidans hace pensar que este transporte podria ser el
mas eficiente y favorecido energéticamente y, por lo tanto, utilizado preferentermente en
este microorganismo como mecanismo de destoxificacion en presencia de una sustancia
téxica. Sin embargo, un punto importante en este contexto es la potencial acidificacion
del citoplasma que se puede producir con una actividad excesiva de este tipo de

transportador. Esta mayor acidificacion puede ser disminwida por el metabolismo
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energético de la bacteria (oxidacion de i6n ferroso con oxigeno molecular como aceptor
de electrones que consume protones) (Figura 16). Sin embargo, si esta compensacion no
Jogra disminuir el exceso de protones que ingresan al citoplasma, se produciria una
disminucién mas ripida de la fuerza protén motriz y por lo tanto podria afectar, entre
otros procesos, la generacién de ATP (via ATPasa), la generacién de poder reductor, la
capacidad de destoxificacién y probablemente tener alguna consecuencia en el
crecimiento bacteriano.

Nuestros resultados mediante protedmica cuantitativa JICPL demostraron que tres
sistemas de eflujo de tipo RND se sobreexpresaron fuertemente (dentro de las 10
proteinas que mds aumentaron de las 523 identificadas) cuando A. ferrooxidans ATCC
53993 se adapta a crecer en 40 mM de cobre. Adicionalmente, a través de experimentos
de qRT-PCR, se detecté un incremento a nivel transcipional de estos sistemas
proporcional a ]a concentracién de cobre (Figuras 7y 8).

En nuestro laboratorio se ha demostrado que estos sistemas confieren una mayor
resistencia a cobre en cepas de E. coli que expresan estos sistemas de 4. ferrooxidans, lo
que sugiere que los componentes son funcionales y podrian ser parte de importantes
sistemas de resistencia al cobre en esta bacteria (Navarro y col., 2009; Orellana y Jerez.,
2011).

Dentro de los tres sistemas de tipo RND que se vieron fuertemente sobreexpresados, uno
es parte de la isla gendmica exclusiva de la cepa 4. ferrooxidans ATCC 53993. Este
sistema aumentd casi 5 veces su expresion proteica en 40 mM de cobre y mas de 60
veces su nivel franscripcional a 300 mM del mismo metal. Estos resultados apoyan la

hipétesis propuesta en nuestro laboratorio, la cual propone que la expresién de genes
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adicionales relacionados con la resistencia a cobre presentes en esta isla gendmica le
otorgan a esta cepa una mayor resistencia al metal (Orellana., 2011) comparada con la
cepa ATCC 23270, carente de este elemento genético.

En relacién a la posible acidificacién del citoplasma por estos sistemas, nuestros
resultados mostraron un incremento del pH del medio extracelular a medida que se
aumentaba la concentracién de cobre (Figura 12). Este incremento de pH podria estar
relacionado, como se menciond anteriormente, con la actividad excesiva de estos
transportadores (eflujo de cobre e ingreso de protones a la célula), los cuales acidifican
el citoplasma y eventualmente podrian superar la capacidad de mantener el pH
citoplasmatico cercano a la neutralidad. Esta acidificacién podria deteriorar tanto
proteinas como DNA y provocar una disminuciéon en la FPM importante para el
metabolismo energético de este microorganismo (Baker-Austin y Dopson., 2007), 1o que
puede tener una relacion directa con el crecimiento que presenta A. ferrooxidans 53993 a
concentraciones mayores de cobre (Figura 13).

Por otra parte, no se vieron cambios a nivel proteémico de otras proteinas que se han
relacionado con la resistencia a cobre en A. ferrooxidans, como son las ATPasas de
cobre. Este comportamiento se puede deber a que el mecanismo llevado a cabo por las
bombas del tipo RND son de menor costo energético comparado con el mecanismo de
eflujo de cobre llevado a cabo por otros transportadores, que utilizan la energia

proporcionada por la hidrolisis del ATP.
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4.1.2 Aumento de proteinas relacionadas con la captacién de hierro

El hierro es un factor de crecimiento esencial para practicamente todas las bacterias,
puesto que forma parte de algunas proteinas como las catalasas, peroxidasas, oxidasas y
citocromos. Participa también en la sintesis de pirimidinas, amino4cidos, en el ciclo de
los 4cidos carboxilicos y en la cadena transportadora de electrones. Ademas, es un
cofactor importante por su potencial redox (Braun y Killmann., 1999; Ratledge y
Dover., 2000). Debido a la importancia de este elemento, los microorganismos han
desarrollado sistemas especializados para la captacién de hierro. Uno de estos
mecanismos implica la sintesis y liberacién de moléculas de bajo peso molecular,
llamadas siderdforos, con una alta afinidad por hierro (Fe™). Una vez que estos
siderdforos captan el hierro, son reconocidos por unos transportadores de la membrana
bacteriana (llamados transportadores dependientes de TonB), y en la mayoria de los
casos, penetran al interior de la célula donde liberan la molécula de hierro. Estos
transportadores muestran alta afinidad y especificidad por los sideroforos y utilizan la
energia derivada de la fuerza protén motriz a través de la membrana interna para el
transporte de ellos (Noinaj y col., 2010). Para la transduccién de esta fuente de energia,
los transportadores deben interactuar con un complejo de proteinas de membrana interna
que consiste en TonB, ExbB, y ExbD, las cuales transficren la energia desde la
membrana interna hasta el receptor ubicado en la membrana externa (Postle., 2007).
Debido a que una concentracion alta de hierro puede ser tdxica, es importante contar con
un mecanismo que mantengan los niveles de hierro en concentraciones normales. En
relacién a esto, se ha descrito en E. coli la proteina Fur (Ferric Uptake Regulator), un

represor transcripcional que reconoce una secuencia de DNA, conocida como caja Fur,
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presente en la regidn operadora de los genes que pertenecen a la captacién de hierro y se
une a ella bloqueando la transcripeion de dichos genes. Este reconocimiento tiene lugar
cuando la proteina Fur forma un complejo con Fe'™, por lo cual las transcripciones de
estos genes se bloquean. Por otro lado, cnando el hierro es escaso, la proteina Fur no esta
unida al DNA v esto Ileva a la expresién de los genes relacionados con el transporte de
hierro y metabolismo (Nicholas y col., 2010). Se ha demostrado la existencia de una
proteina Fur (Lferr 0458) en A. ferrooxidans que efectivamente regula genes
relacionados con la captacién del hierro en esta bacteria (Quatrini y col., 2005)

De acuerdo a estos antecedentes, nuestros restltados en la protedmica cuantitativa
muestran un receptor dependiente de TonB (Tabla 2) que se sobreexpresa en presencia
de cobre. El aumento de este receptor podria deberse a un déficit de hierro en el
citoplasma por un mayor requerimiento del metal. Este requerimiento podria estar dado
por el aumento de proteinas que necesiten para su maduracién la insercién de grupos
prostéticos que contienen hierro. Este es el caso de dos citocromos C (Cycl y Cyc2) y
dos subunidades de la citocromo oxidasa aa3 (CoxA y CoxB) que tienen como grupo
prostético el grupo hemo, el cual presenta en su centro itomos de Fe'2, Estas tres
proteinas se vieron sobreexpresadas en la proteémica cuantitativa ICPL juntos a dos

proteinas (ResB y ResC) que estén involucradas en la insercién del grupo hemo (Tabla
2) en los citocromos C (Ahuja y col., 2009). Teniendo en cuenta que los citocromos son

parte fundamental del metabolismo energético de A. ferrooxidans, 1a sobreexpresion de
estos y ofros componentes del metabolismo podrian relacionarse con un mayor

requerimiento de energia para manejar el estrés celular que causa el cobre. Ademas; la
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sobreexpresion de estas proteinas que tiene como cofactor una molécula de porfirina,

podria jugar un rol importante en la homeostasis del hierro (Andrews y col., 2003).

4.2 Metabolismo y transporte de carbohidratoes y amino4cidos

Relacionado con el transporte de carbohidratos y metabolismo, encontramos niveles
elevados de una posible hexoquinasa (Tabla 2) en células crecidas en hierro y en
presencia de cobre. Esta enzima cataliza la reaccion que forma gluicosa-6-fosfato a partir
de glicosa. La fosforilacién de este aziicar (activacién) permite la entrada de esta
molécula a dos vias metabdlicas importantes, tal como lo son la via glicolitica y de las
pentosas fosfato,

En nuestros datos protedmicos no se identifico la fosfofructoquinasa-1, la cual cataliza la
formacién de fructosa-1,6-bifosfato a partir de fructosa-6-fosfato, ademas se observo la
disminucién de una fructosa-bifosfato-aldolasa (Tabla 2A) que genera dihidroxiacetona
fosfato y gliceraldehido-3-fosfato a partir de fructosa-1,6-bifosfato. Esto nos sugiere que
la via glicolitica estaria desfavorecida en presencia de cobre (Figura 14), Por otra parte,
se observd el aumento de enzimas que catalizan la conversion de firucrosa-6-fosfato en
intermediarios cque son parte de la via de las pentosas fosfato, sin embargo estos
aumentos no son significativos (Figura 14). Ademas, la disminucién de una
transquetolasa, enzima que conecta la via de las pentosas con la via glicolitica, y de la
ribulosa difosfato carboxilasa, que participa en el paso de ribulosa-1,5-fosfato a
glicerato-3-fosfato, sugiere que la via de las pentosa fosfato se ve mas favorecida sobre

la via glicolitica en presencia de cobre (Figura 14).
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Figura 14. Esquema de las vias glicolitica, pentosa fosfato y fijacion de carbono en A. ferrooxidans.
Las flechas verdes y rojas indican las enzimas que aumentaron y disminuyeron significativamente sus
niveles en presencia de cobre respectivamente. Las cruces muestran las enzimas que no se identificaron en
los resultados protedmicos.

Nota: Las flechas azules sefialan las enzimas que se identificaron y aumentaron en presencia de cobre pero
que no se encuentran dentro de las proteinas que aumentan significativamente. Por lo que tienen solo un
valor informativo en las diferentes rutas metabolicas.

4.2.1 Aumento en la sintesis de glutamato en presencia de cobre

Respecto al metabolismo de aminoacidos observamos el aumento de los niveles de la
glutamato sintasa, enzima que cataliza la reaccion de sintesis de glutamato a partir de
glutamina y 2-oxoglutarato. El aumento en la biosintesis de glutamato podria tener

diferentes destinos. Por un lado el grupo carboxilo de la cadena lateral del glutamato y el
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grupo amino de la cistefna forman y-glutamilcisteina por la glutamato cisteina ligasa,
que finalmente forma glutatién por la glutatién sintetasa (Figura 15). El glutation es un
antioxidante que se encuentra tanto en eucariotas como procariotas y protege a la célula
de especies reactivas de oxigeno (ROS), como los radicales libres y el perdxido, cnando
su ambiente reductor esta desequilibrado. Un aumento en los niveles de glutation podria
relacionarse directamente al estrés oxidativo que ocurre en la célula a causa del cobre
(Orell y col., 2010), Nuestros resultados proteémicos muestran un pequefio aumento de
alguna de estas enzimas mencionadas anteriormente que estan involucradas en la
formacion de glutatién a partir de glutamato (Figura 15). Sin embargo, este aumento no
es significativo ni cercano al aumento reportado para la cepa ATCC 23270 en las-
mismas condiciones (Almércegui y col., 2014). Teniendo en cuenta estos antecedentes
podriamos especular que las condiciones de estrés oxidativo en esta cepa son menores ¥,
por lo tanto, la via de formacidn de glutation no se ve tan favorecida.

Por ofra parte, el glutamato puede ir a la formacion del Glu-tRNA formado por la Glu-
tRNA sintetasa (GluRS). Este Glu-tRNA es un susirato que se utiliza para la biosintesis
de proteinas y la formacion de tetrapirroles por la via Cs (Figura 15). En esta ruta, Glu-
tRNA se transforma en 4cido 6-aminolevulinico (ALA), el precursor universal de
tetrapirroles (presentes en el grupo hemo) por la accidn de la Glu-tRNA reductasa
(GIuTR) y por la glutamato semialdehido aminotransferasa (GSAM). Nuestros
resultados protedmicos muestran un aumento (no significativo) de estas enzimas, las
cuales podrian estar relacionadas directamente con el contenido de hemo celular, Se ha
determinado que A. ferrooxidans produce un nimero ex.tremadamente alto de los

componentes de la cadena respiratoria por célula (Levican y col., 2007). El nivel de
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estos componentes de la cadena respiratoria, incluyendo los citocromos y, por tanto de
hemo, depende en gran medida de las condiciones de crecimiento y Glu-tRNA (Kaiz y
col., 2010). Teniendo en cuenta que nuestros resultados protedmicos muestran un
aumento significativo de estos componentes (citocromos), podemos sugerir que esta via
se ve favorecida en presencia de cobre y por lo tanto se podria relacionar con el mayor
requerimiento respiratorio.

Es importante mencionar que el awmento en los niveles de hemo a partir de Glu-tRNA
podria afectar la biodisponibilidad de este sustrato para la sintesis de protefnas. Sin
embargo, la presencia en A. ferrooxidans de dos GIluRS podria ser una estrategia
evolutiva para garantizar el requerimiento adecuado de sustrato hacia la via Cssin
afectar la biosintesis de proteinas.

Finalmente, otra posible funcién que podria tener el aumento de glutamato es la
capacidad de actuar como un amortiguador de pH en el citoplasma. De hecho la
descarboxilacion de glutamato y arginina en E. coli esta implicada en la regulacion de
pH (buffer celular) por los protones que consumen en el proceso que luego son

transportados fuera de la célula (Castanie-Cornet y col., 1999).
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Figura 15. Esquema de las vias Cs (porfirinas) y metabolismo de glutation en A. ferrooxidans. Las
flechas verdes indican las enzimas que aumentaron significativamente sus niveles en presencia de cobre.
Nota: Las flechas azules sefialan las enzimas que se identificaron y aumentaron en presencia de cobre pero
que no se encuentran dentro de las proteinas que aumentan significativamente. Por lo que tienen solo un
valor informativo en las diferentes rutas metabdlicas.

4.3 Produccién y conversion de energia

4.3.1 Cambios en los niveles de proteinas que participan en la oxidacion de hierro

El Fe' puede ser oxidado facilmente a Fe'’ bajo ciertas condiciones y de esta manera
puede servir como dador de electrones. Sin embargo, la pareja Fe’'/Fe’" tiene un
potencial redox muy electropositivo (+770 mV a pH 2). Debido a esto, los electrones
provenientes de la oxidacion de Fe'? por A. ferrooxidans pueden tener dos rutas
diferentes que pueden o no acoplarse favorablemente con este potencial (Quatrini y col.,

2009). En la primera ruta, conocida como ruta “Energéticamente favorable” (downbhill),
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estan involucradas proteinas codificadas por el operdn #us (Figura 10), el cual contiene
genes que codifican para un citocromo ¢ de membrana externa (cyc2), una proteina de
funcién desconocida (Lferr_2749), una proteina de cobre azul periplasmatica, llamada
rusticianina (rus), un citocromo del tipo c4 periplasmatico (cycl) y una citrocromo
oxidasa del tipo aa; (coxBACD) (Yarzabal y col., 2004). La segunda ruta, conocida
también como ruta “Energéticamente desfavorable”, incluye un complejo citocromo be;
(complejo II1, ubiquinol-citocromo ¢ reductasa), un pool de quinonas y un complejo
NADH deshidrogenasa 1. Los genes que codifican al complejo be; han demostrado ser
parte de un operdn, denominado operoén petl, que codifica para un citocromo ¢4 (cycAl),
una deshidrogenasa de cadena corta (sdr41) de funcidn desconocida, un citocromo b-
(petdl), una proteina de Rieske de hierro-azufre (perB7) y un citocromo cl (petCI).
Adyacente al operdn petl, existen tres genes (resBC y un gen hipotético), que como se

ha comentado anteriormente, serian chaperonas implicadas en la insercién de los grupos
hemos en los citocromos ¢ y por lo tanto importantes para su maduracion (Ahuja y col.,

2009).

Se ha propuesto que Cyc2, ubicada en la membrana externa, acepta los electrones
directamente del Fe (II), por lo que llevaria a cabo el primer paso en la oxidacion del
hierro (Yarzabal y col., 2002). En el modelo propuesto de la oxidacién de hierro, se
estableci6 que los electrones provenientes de la oxidacién de Fe (II) por Cyc2 se dirigen
hacia la rusticianina, En este punto, parte de los electrones pueden dirigirse hacia la ruta
“favorable” a través de Cycl hacia la citrocromo oxidasa aa; que finalmente reducen

oxigeno a agua, o hacia la ruta “desfavorable”, donde CycAl recibe los electrones de la
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rusticianina y se los cede al complejo bey y ubiquinonas que se los entrega finalmente a
la NADH deshidrogenasa I para generar poder reductor (Valdés y col., 2008) (Figura
16).

Nuestros resultados proteémicos muestran un aumento significativo de casi todas las
proteinas codificadas por el operén rus (Tabla 2), que como comentamos anteriormente,
estarfa involucrado en la reduccién de oxigeno a agua consumiendo protones en el
proceso. Teniendo en cuenta que esta via tiene como una de sus funciones neutralizar los
protones que ingresan por la ATP sintetasa, una sobreexpresién de esta via podria
ayudar a contrarrestar la entrada extra de protones por los sistemas de eflujo del tipo
RND y de esta forma confrolar la acidificacion citoplasmatica. Por otra parte,
encontramos que a 300 mM de cobre existe una disminucion en la expresion génica del
operén rus (Figura 10) y un awmento considerable de la expresion génica de los sistemas
RND (Figura 7 y 8). Siguiendo con la misma logica, un aumento en la entrada de
protones por los sistemas RND y una disminucién del operdn rus provocaria una mayor
acidificacion citoplasmatica, la cual podria estar relacionada con el menor crecimiento
de este microorganismo (Figura 13). Apoyando esta idea, encontramos que
efectivamente en 300 mM de cobre existe una mayor cantidad de Fe (II) en el medio
extracelular en comparacidn a células crecidas sin cobre o en presencia de 40 mM del
metal (Figura A1l). Esto nos indica que la oxidacidén de hierro es menor a 300 mM de
cobre, sugiriendo que en esta condicién la “respiracién” podria verse afectada. Por otra
parte, se ha propuesto en nuestro laboratorio que la rusticianina ademas de tener un
papel energético podria representar un importante determinante de resistencia a cobre,

tanto por sus altos niveles de expresion en células de 4. ferrooxidans crecidas en
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distintos sustratos energéticos en presencia de cobre, como por su capacidad de unir
cobre en el espacio periplasmatico (Navarro., 2009). En relacién a estos antecedentes,
una sobreexpresion del operdon rus podria tener un doble papel en la resistencia a cobre;
por un lado estaria ayudando a contrarrestar la posible acidificacion del citoplasma
debido a Ia actividad excesiva de los transportadores RND y, por otro lado, protefnas

codificadas en él estarfan capturando el cobre reduciendo asf su toxicidad (Figura 16).
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Figura 16. Sistema de eflujo RND y modelo de oxidacién de Fe™ en A. ferrooxidans. Se muestra en rojo la entrada de protones por los sistemas RND y la probable
neutralizacion de estos protones por la via favorable del modelo de oxidacién del hierro. Tal como se puede observar en este modelo, los electrones provenientes de la
oxidacion de hierro se dirigen hacia la rusticianina (Rus). En este punto, los electrones pueden dirigirse a las dos diferentes rutas (ruta desfavorable en crema y ruta
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4.4 Procesos celulares y seiializacion

4.4.1 Mecanismos de transduccién de seiiales

La iniciacidén de la transcripeion es un paso critico para la regulacién de la expresion
génica y es controlado por un amplio nmimerc de factores transcripcionales. El factor
sigma 54 alternativo (¢54) juega una funcién crucial en la activacion de la respuesta
frente a un gran nimero de sefiales externas. Para ello, 654 se une reversiblemente a la
RNA polimerasa y permite el reconocimiento de elementos especificos del promotor del
gen que va ser transcrite (Hechard y col., 2001). De acuerdo a las caracteristicas de este
factor, se ha determinado que la expresion génica dependiente de ¢54 corresponde a
respuestas rapidas y especificas a los cambios ambientales (Kazmierczak y col., 2005).
Ademads, cumple una importante funcién en la virulencia de varias bacterias siendo
requerido para la biosintesis flagelar, adherencia y formacion de biopeliculas (Wolfe y
col., 2004; Zhao y col., 2010). Por otra parte, se ha descrito que el factor ¢32 y ¢54
regulan la expresidn de la chaperona molecular HipG de E. coli en condiciones de stress
térmico (Heitzer y col., 1992), 4cido (Hevde y Portalier., 1990) y en carencia de
nitrogeno (Kabir y col., 2004).

De acuerdo a los antecedentes mencionados previamente, el aumento protedmico del
regulador transcripcional de la familia Fis (Lferr 2568), que luego de su activacidon
permite un cambio conformacional en 654 para iniciar la transcripcion (Vidangos y
cols., 2014), podria estar relacionado con aumento en la expresion de genes regulados
por 54 que ayuden a reparar el dafio o stress que genera la presencia de cobre. En este

contexto, el aumento de la chaperona molecular HipG en presencia de cobre en nuestros
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resultados nos sugiere que esta proteina podria estar regulada frente a la exposicion a
cobre por este factor, pudiendo ayudar al correcto plegamiento y estabilizacion de

proteinas frente al dafio por la exposicién al metal.

4.4.2 Biosintesis de envoltura / membrana / pared celular

Aumento de la sintesis de peptidoglicano

En la pared celular de las bacterias hay una capa rigida responsable de la resistencia de
ésta. En las bacterias Gram-negativas esta capa rigida se localiza dentro del periplasma
entre la membrana interna y externa, Esta estructura rigida se denomina capa de
peptidoglicano o mureina y estd compuesta por dos derivados de aziicares, la N-
acetilglucosamina y el 4cido N-acetilmuramico que estan unidos por enfaces p1-4, y un
pequefio grupo de aminodcidos.

La biosintesis de peptidoglicano es un proceso complejo que involucra alrededor de 20
reacciones que tienen lugar en el citoplasma y en el lado interior y exterior (reacciones
de polimerizacién) de la membrana citoplasmética, Las enzimas que participan en la
biosintesis de la N-acetilglucosamina son las denominadas proteinas Glm y las que
participan en la sintesis de N-acetilmuramico se denominan proteinas Mur (Vollmer y
col., 2010). Ademads, existen otras proteinas como las glicotranferasas, que participan en
la polimerizacién del peptidoglicano.

Se ha documentado que el peptidoglicano y ofras proteinas de superficie pueden
secuestrar metales para prevenir sus efectos toxicos. Esto ocurre principalmente cuando

las bacterias estAn formando una biopelicula (Harrison y col., 2007).
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Nuestros resultados protedmicos muestran una sobreexpresion (no significativo) de
MurA y una peptidoglicano glicotransferasa, implicadas en la biosintesis del
peptidoglicano. A pesar de que este aumento no es estadisticamente significativo, si lo es
en la cepa 23270. Teniendo en cuenta este antecedente, es probable que en la cepa 53993

exista otra barrera fisica que impida el ingreso del metal tal como el lipopolisacarido.

Aumento de la sintesis del lipopolisacarido

Ademds del peptidoglicano las bacterias Gram-negativas poseen en su pared una capa
adicional que estd cor;lpuesta del lipopolisacérido. De hecho, esta capa representa una
segunda capa lipidica que no consta solo de fosfolipidos, sino que también de
polisacaridos y proteinas,

La estructura del lipopolisacérido consta de un micleo, el polisacérido O y el lipido A.
En general el niicleo del lipopolisacérido estd compuesto por cetodesoxioctonato (KDO),
heptosas, glucosa, galactosa y N-acetilglucosamina. El polisacéride O est4d unido al
nicleo y consta generalmente de azucares de seis carbonos asi como una o mads
dideoxiaziicares poco frecuentes. La parte lipidica del lipopolisacarido, el lipido A, no es
un lipido de glicerol, si no que los 4cidos grasos se unen por una unién amino éster a un
disacarido compuesto por N-acetilglucosamina-fosfato, Se ha reportado que el
lipopolisacéarido de A. ferrooxidans presenta una estructura tipica de las bacterias Gram-
negativas. De hecho contiene KDO, heptosas, glucosa, N-acetilglucosamina y 4cidos
grasos usuales de las bacterias Gram-negativas (Hirt y Vestal,, 1975).

Si bien la capacidad de union a metal de organismos Gram-positivos es generado en

gran parte por la capa de peptidoglicano (Doyle y col., 1980), es poco probable que la
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misma capa proporcione la misma capacidad de unidn en un organismo Gram-negativo,
ya que el peptidoglicano de bacterias Gram-negativas es mucho més delgado que el
peptidoglicano de las bacterias Gram-positivas. De acuerdo a esto y teniendo en
consideracién que el lipopolisacarido es una estructura altamente aniénica capaz de unir
cationes metélicos por fuerzas electrostaticas sin consumo de energfa celular (Rodriguez
y Quesada., 2006), se ha propuesto al lipopolisacarido como el principal sitio de uni6n a
metal en las bacterias Gram-negativas (Langley y Beveridge., 1999)

Nuestros resultados proteémicos muestran dos protefnas implicadas en la sintesis de
lipopolisacérido que aumentaron en presencia de cobre. Una de estas proteinas,
denominada proteina RfaE bifuncional, estd implicada en la sintesis de D-glicero-D-
mano-heptosa 1-fosfato, y en la transferencia de ADP para formar ADP-D-glicero-D-
mano-heptosa precursor del niicleo interno del lipopolisacérido (Valvano y col., 2000).
Otra proteina sobreexpresada (no significativamente), anotada como proteina de
biosintesis del lipopolisacérido (Lferr_2574), presenta un dominio Wzz. Se ha
demostrado que esta proteina estd implicada en la polimerizacién del antigeno-O y por
lo tanto determina el largo de éste (Franco y col., 1998). Resulta interesante el contexto
genético de esta proteina ya que aledafio a este gen existen varios genes que codifican
para proteinas que estdn relacionadas con la sintesis y exportacién de polisacarido, que
también fueron identificadas en la protedmica. De acuerdo a estos antecedentes y
resultados, el aumento de estas proteinas en presencia de cobre podrian ayndar a

aumentar la primera barrera de proteccion de 4. ferrooxidans frente al metal.
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4.4.3 Modificacién postranduccional, recambio de proteinas y chaperonas

Chaperonas periplasmiticas CusF

Como se comenté anteriormente, CusF es una proteina periplasmatica que forma parte
del sistema CusCFBA. Esta proteina posee un dominio compuesto de 5 hebras en bairil
beta en un pliegue OB, el cual fue caracterizado por primera vez en la chaperona CusF
de E. coli. Se ha descrito en la literatura que el sitio de unién a cobre de esta proteina
estd conformado por 3 aminoécidos muy conservados: H36, M47 y M49 (Loftin y col.,
2005). Tal como se comentd anteriormente, se ha determinado que CusF mediaria Ia
transferencia de cobre al complejo de eflujo CusCBA facilitando 1a destoxificacién del
periplasma (Rensing y Grass., 2002; Franke y col, 2003; Arguello y col., 2013).
Ademds, se ha reportado recientemente que el cobre es llevado al espacio periplasmaético
por la ATPasa de membrana interna CopA la cual le entregarfa el cobre a CusF mediante
una transferencia directa entre ambas protefnas (Padilla~-Benavides y col., 2014).

Se ha determinado que A. ferrooxidans 53993 presenta cuatro chaperonas de cobre
CusF, dos codificadas en el genoma de esta bacteria (CusF1 y CusF2) y que se
encueniran también en la cepa ATCC 23270 (Navarro y col., 2009), y otras dos
presentes exclusivamente en la isla de la cepa ATCC 53993 (CusF3 y CusF4). Cabe
seflalar que la organizacién génica de algunas de estas chaperonas difiere de la
observada en E. coli, donde los cuatro genes del sistema CusCFBA serfan parte de un

operén (Franke y col., 2003).
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Se ha demostrado que las CusF y el sistema Cus del genoma e isla genémica de A.
Jerrooxidans son funcionales y por lo tanto serfan componentes relevantes en la
destoxificacién del metal (Navarro y col., 2009; Orellana y Jerez., 201 1).

Nuestros resultados proteémicos nos indican una fuerte sobreexpresion de las
chaperonas CusF3 y CusF2. Si analizamos la Tabla 2, podemos observar que ambas
chaperonas se encuentran dentro de las 3 protefnas que més se sobreexpresan en
presencia de 40 mM de cobre (més de 6 veces). Ademds, los resultados transcriptomicos
indican que a concentraciones mayores de cobre la expresién transcripcional de estas
chaperonas aumenta mas de 20 veces. Estos resultados sugieren una importante
participacién de estas proteinas en la resistencia a cobre. Asimismo, la expresion de la
chaperona de cobre CusF3 exclusiva de la isla genémica de la cepa ATCC 53993 podria
estar relacionada con la mayor resistencia de cobre de esta cepa, apoyando‘ la hipdtesis
de nuestro laboratorio, la cual propone que esta ista genémica le otorgaria una mayor

resistencia al metal (Orellana y Jerez., 2011).

Aumento de la Chaperona HtpG

Las proteinas de choque térmico (HSPs) son un grupo importante de chaperonas
moleculares que pertenecen a una familia de proteinas cuyos miembros pueden
establecer complejos de transicién con varias proteinas, La familia de chaperonas Hsp90
(HtpG en E. coli) constituye hasta el 1-2% del total de las proteinas citosélicas en
células eucariontes y su abundancia puede aumentar aproximadamente dos veces bajo
condiciones de estrés (Whitesell y Lindquist, 2005). Estas chaperonas son proteinas

diméricas que presentan tres dominios importantes (dominio N-terminal de unién a
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ATP, una regién media y un dominio C-terminal implicado en Ia dimerizacién). En
ecuariontes la Hsp90 se caracterizan por la interaccién especifica en etapas tardias del
plegado de un conjunto de profeinas que participan en vias de regulacién o de
sefializaci6n, tales como factores de transcipcién y proteinas quinasas (Buchner., 1999).
Las chaperonas Hsp90 también estin involucradas en la reactivacion de protefnas
desnaturalizadas o inactivadas en condiciones de estrés ambiental (Nathan y col., 1997),
por lo que el término proteinas de choque térmico es de alguna manera bastante acotada,
ya que se refiere s0lo a una de las condiciones bajo las cuales esta proteina podria ser
inducida. Tal como se comenté anteriormente, la funcién esencial de las protefnas
Hsp90 es evitar interacciones inapropiadas dentro y enire las proteinas celulares y
restaurar la estructura nativa en proteinas dafiadas por el estrés. Sin embargo, si estas
medidas fallan, las chaperonas Hsp90 también pueden facilitar la degradacién de las
proteinas mal plegadas por la via ubiquitina-proteasoma (McClellan v col., 2005). Por lo
tanto, también pueden participar como proteinas de control de calidad. Ademas se ha
determinado que la que Hsp90 se sobre expresa transcripcionalmente en condiciones de
estrés oxidativo y cumple un papel importante en la adaptacién a condiciones
ambientales donde se generan especies reactivas de oxigeno en cianobacterias (Hossain
y Nakamoto., 2003), ‘

De acuerdo a estos antecedentes y nuestros resultados protedmicos (Tabla 2) y
transcriptémicos (Figura 9), el aumento en presencia de cobre de una chaperona
perteneciente a la familia Hsp90 (anotada como HipG) nos sugiere que esta proteina

podria estar involucrada en mecanismos de reparacién y plegado correcto de protefnas
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frente al dafio generado por la presencia de cobre en A. ferrooxidans 53993 crecida en
hierro.

Es importante destacar que esta protefna no se observa aumentada en ausencia de cobre
y su niveles transcripcionales aumentan a medida que la concentarcién del metal es
mayor. Estos antecedentes nos sugieren que esta proteina puede tener un papel

importante frente al dafio que produce el cobre.

4.5 Proteinas no caracterizadas

4.5.1 Protefnas solo con funcién general predicha

Disminucién de protefnas relacionadas con el estrés oxidativo

La familia de antioxidantes alquilhidroperoxidasas (AhpC and AhpD) son un grupo
altamente conservado de enzimas que pueden reducir hidroper6xidos por medio de
NADH o NADPH en presencia de tiorredoxina o de donadores de electrones que
contengan tioles (Jeong y col, 2000; Lee y col, 2001). Las especies alquil
hidroperéxidos son capaces de iniciar ¥ propagar una reaccion en cadena de radicales
libres que resulta en el dafio del DNA y de membranas. La enzima AhpC puede destruir
intermediarios hidroperéxidos t6xicos y reparar el dafio en moléculas que fueron
peroxidadas, cumpliendo una importante funcién en la destoxificacién derivada del
estrés oxidativo (Baillon y col., 1999). Debido a que la expresién de estas enzimas se ha
relacionado con el estrés oxidativo, puede ser una medida del estrés que existe en la

celula,
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Nuestros resultados protedmicos muestran una fuerte disminucién (Tabla 2A) de una
alquilhidroperoxidasa (AhpD) que se ha determinado que actia como una tiorredoxina
para reducir los residuos de cisteina de la AhpC y completar su ciclo catalitico (Bryk y
col., 2002). Teniendo en cuenta que se identificaron muy pocas enzimas relacionadas
con el estrés oxidativo, podriamos especular que el ambiente de estrés oxidativo de la
cepa ATCC 53993 es menor al de la cepa ATCC 23270 en donde se observaron varias
proteinas relacionadas con el estrés oxidativo, incluyendo proteinas de la familia AhpC,

sobreexpresadas en las mismas condiciones (Almércegui y col., 2014).

4.5.2 Proteinas con funcién desconocida

Aumente de una proteina de unién a cobre de funcién desconocida

Las proteinas de uni6n a cobre han demostrado ser relevantes en procesos bioldgicos
elementales, como la respiracién, la fotosintesis y la fijacién de nitrdgeno (Rydén y
Hunt., 1993). Algunas de estas proteinas de unién de cobre presentan un pliegue comin,
llamado pliegue cupredoxina. Este pliegue, como se coment anteriormente, se compone
de un dominio B-sdndwich compuesto de siete a ocho hebras-f paralelas y antiparalelas.
El papel fisioldgico conocido para la mayoria de las proteinas de unién de cobre con un
pliegue cupredoxina es mediar la transferencia de electrones y catalizar reacciones
redox. Sin embargo, a otras cupredoxinas se les ha asignado otra posible funcionalidad.
Este es el caso de CopC de P. syringae, que participa en la captacién de cobre con el
objetivo de mantener la homeostasis del metal (Arnesano y col,, 2002) y de CupA de

Streptococcus pneumoniae, que tiene como funcidn rincipal quelar el Cu” apenas entra
D P p q P
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al citoplasma, un requisito indispensable para la resistencia a cobre de esta bacteria (Fu y
col., 2013).

El sitio de unién a cobre de las cupredoxinas ha sido bien caracterizado y se ha
determinado tanto su geometria como los aminodcidos que participan en la unién a
cobre.

Dentro de los resultados de la protedmica cuantitativa, se vio sobreexpresada una
proteina de funcién desconocida que es parte del operén rus (Figura 10A). Un
alineamiento de secuencias utilizando como secuencia problema (query) esta proteina,
nos reveld la presencia de un dominio cupredoxina y un alto grado de homologia con
Multi-oxidasas de cobre (Tabla 3). Un alineamiento de secuencias multiples contra
cupredoxinas ya conocidas nos permitié ver que esta proteina conserva los mismos
aminodcidos del sitio de unién a cobre descritos para estas proteinas, del tipo HXCX,.
sHX4M (Figura 11). Ademds, nuestros andlisis bioinformaticos nos predijeron que se
trata de una proteina periplasmética, tal como se habia reportado anteriormente (Chi y
col., 2007).

Recientemente se ha caracterizado bioquimica y espectroscopicamente esta protefna
(denominada AcoP), revelando que pertenece a la subclase de cupredoxina de color
verde. Se determind que esta proteina une un atomo de cobre. Asimismo, se observé que
es muy estable a diferentes pH y temperaturas y ademas presenta el potencial redox mas
alto reportado para esta subclase de cupredoxinas (Roger y col., 2014). Por ofra parte, la
funcionalidad de esta proteina no ha sido del todo revelada, pero se ha demostrado que
AcoP interactia con la citocromo ¢ oxidasa y mantiene su dptima actividad a pH

fisioldgico, por lo que se ha propuesto que puede participar como una chaperona de Ia
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citocromo ¢ oxidasa (Castelle y col., 2010). Ademés, se ha propuesto que AcoP podria
estar relacionada con en el flujo de electrones entre Cyc2 y Cycl actuando como un
bypass de la rusticianina (Quatrini y col., 2009). Teniendo en cuenta que la
funcionalidad de AcoP no esta del todo clara, la posibilidad de tener una fimcién fuera
de la que se propone en la ruta de oxidacién de hierro no puede ser descartada, En
relacién a esto, se ha determinado que esta proteina se ve inducida cuando A.
Jerrooxidans se crece en azufre en presencia de cobre (Alméarcegui y col., 2014) donde
no tendria alguna funcion propuesta (Figura 16).

Teniendo en cuenta la capacidad de AcoP de unir cobre Yy su sobreexpresion en
presencia del metal en los diferentes sustratos energéticos en los que crece A.
Jerrooxidans, resultarfa mmy interesante desarrollar posteriores estudios de esta
cupredoxina para analizar su potencial relacién con la resistencia a cobre, tal como se ha

visto en algunos miembros de esta familia de proteinas.
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5. CONCLUSIONES

En presencia de cobre los sistemas candnicos de eflujo de cobre CusCFBA de la
isla genémica en A. ferrooxidans ATCC 53993 aumentaron su expresion. Estos
resultados apoyan la hipétesis que propone que la presencia de la isla gendmica
en esta cepa proporcionaria mayores recursos genéticos para la destoxificacién
del cobre intracelular.

El aumento en presencia de cobre del metabolismo de oxidacién de Fe* en 4,
Jerrooxidans ATCC 53993, ayudaria a controlar Ia entrada extra de protones
provenientes de la alta sobreexpresidn de los sistemas de eflujo CusCFBA.

El aumento en la defensa antioxidante, 1a reparaci6n de proteinas, las chaperonas
de cobre y Ia sintesis de lipopolisacérido son parte del repertorio de estrategias
que utilizarfa 4. ferrooxidans ATCC 53993 para confrontar las altas
concentraciones de cobre en su medio ambiente.

La alta sobreexpresion de AcoP en presencia de cobre, y la capacidad de dicha
proteina de unir este metal, sugiere que estd podria corresponder a4 un

determinante de resistencia a cobre adicional en 4. Jferrooxidans.
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Figura Al. Determinacién de Fe' en el sobrenadante de A. Jerrooxidans mediante el
método de la fenantrolina (Muir y Andersen., 1977).

76




