UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Prediccion de lineas evolutivas a partir de
rusticianina de Acidithiobacillus ferrooxidans

CAMILO REYES JANA

Memoria para optar al titulo profesional de
Bioguimico

Profesor Guia: Dr. David S. Holmes, Centro de Biologia Gen6mica y Bioinformatica,
Fundacion Ciencia & Vida.

Profesor Patrocinante: Dr. Davor Cotoras Tadic, Laboratorio de microbiologia,
facultad de Cs. Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.

Santiago, Chile 2012



“Luchar, fracasar, volver a
luchar, fracasar de nuevo
volver otra vez a luchar, y asi
hasta la victoria.”

Mao Tse Tung



Agradecimientos
Agradezco a todas aquellas personas que hicieron posible la realizacién de este
trabajo:

A mi madre, Teresa, y a toda mi familia, por su incondicional carifio y apoyo en
todos los procesos de mi vida.

A mi tia Piru, a quien recuerdo y extrafio, quien hubiese estado feliz de alcanzar a

verme finalmente convertido en un profesional.

A mi tutor, Dr. David Holmes, del Centro de Bioinforméatica y Biologia Genémica de
la Fundacion Ciencia & Vida, por permitir la realizacion de mi tesis en su laboratorio y

apoyarme en su desarrollo.

Al Dr. Davor Cotoras, de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,

Universidad de Chile, por su siempre constante apoyo y ayuda durante este proceso.

A los miembros de la Comision de Tesis: Dra. Daniela Seelenfreund y Dr. Sergio

Alvarez, por sus (tiles y constructivas correcciones.

Finalmente, a todas aquellas personas que me han acomparfado en esta etapa de

mi vida, y, con ello, han participado en mi formacion personal y profesional.



Financiamiento

Esta tesis fue realizada en la Fundacién Ciencia & Vida, Centro de Bioinformética y

Biologia Gendmica, financiada por el proyecto FONDECYT N° 1090451.



Aa

Alf

ARN
FONDECYT
Ife

HMM

PDB

SD

Abreviaturas

: Aminoacidos.

. Alfabeto.

: Acido ribonucleico.

: Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico.
: Loop funcional elemental.

: Modelo oculto de Markov.

: Protein Data Bank

: Desviaciéon estandar.



Tabla de contenido

P Yo | = (o [ To 10 0T =T 1 (o 1SS iii
FIN@NCIAMIENTO ...ttt iV
ADFEVIBLUIAS ...veeiiiiiieiiiieieeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et et e e e et eeeeeeeeeeeteeeeeeees v
Tabla de CONtENITO ......oooviiiii Vi
Tabla de ilUSIFACIONES .........ii i e e et r e e e e e e e e eraea s Vi
RESUIMIBI ...ttt e et e e e et e e e et e e e e et e e e e et e e e eaeans iX
Y 01 1 = T P X
IR 11 o o (1T o3 o] o I 1
2= HIPOLESIS. ...ttt e et e e ettt a e e e 8
R @ o 11 (1Yo o =T a 1= -1 PSSR 8
4.-ODbjetivOS ESPECITICOS .uuuuiiiiiiiieiiiee et 8
5.- MaterialeS Y MEIOUOS. .....uuuii e e e e et e e e e e e e e e ereaa s 9
5.1.- Blsqueda y seleccion de secuencias (bases de datos): ..........cccceeeeeieeeeeeennn, 9
5.2.- ANAliSiS A€ SECUEBNCIAS: ......ccceeeeee e 9
5.3.- Identificacion de loop funcional elemental: ............ccccooiiiiiiiiiiiiieeeen 9
5.4.- ANAlISiS de eSIIUCIUIAS: ......ccoe e 10
5.5.- Andlisis de Loop funcional elemental: ...............ooviiiiiiiiiiiiiii e 10
5.6.- Determinacion de modelos evolutiVOS: ..o 11
5.7.- Creacion de arboles filogenétiCoS: ........cooiiiiiiiiiiiiieeee e 11
5.8.- Creacion de modelos tridimensionales proteiCos: .........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee. 11
5.9.- Determinacion de contexto geNOMICO: .......c.uvvirieiieeeeeiiiiiieeeee e e 12
L 1S 1 7= Vo o L PR 13
7= DISCUSION ... 33
S T @0 [od 1157 o] 1= PSP 39
S T = 1= (=T o] T F PP 40
AN X O S oo e e aaaa 48

Vi



Tabla de ilustraciones

Figura 1.- Modelo de vida de la bacteria A. ferrooxidans en la superficie del mineral ..... 4
Figura 2.-Estructura de rusticianina de A. ferrooxXidans..................eeeueemiemmmimieiiiniiiiiinnn. 4
Figura 3.-Cadena de electrones utilizada por A. ferrooxidans..............cccccccvmiieiininnnnnnnns 6

Figura 4.- Modelo de vida de la bacteria A. ferrooxidans en la superficie del mineral ..... 6

Figura 5.- Alineamiento d€ CIANINAS ..........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiei bbb enneneeane 13
Figura 6.- Alineamiento de secencias Candidatas ...................uuuueuirmimiiiiieiiiiiiii. 16
Figura 7.- Arbol filogenético de fragmentos de interés de las proteinas candidatas ....... 17
Figura 8.- Comparacion estructural de proteinas de la familia de las cianinas ............... 18

Figura 9.- Comparacion estructural y de sitios de interaccion con el ion cobre de

rusticianina y proteinas filogenéticamente cercanas ..........ccccceeeeeeeeeeeeevinnnnnnn. 19

Figura 10.- Arbol filogenético de secuencias 16S de organismos generadores de

(o1 = 1o [ = L= 20

Figura 11.- Comparacion de la subunidad Il de la citocromo c oxidasa de T.

thermophilus con rusticianina de A. ferrooxidans ............cccccccvveeieiieeiiiiiiiinnn. 21

Figura 12.- Alineamiento de Cycl de A. ferrooxidans con el citocromo ¢ 552 de T.
thErMOPRIIUS. ...eeiie e e 22

Figura 13.- Alineamiento de la subunidad a de AA3 de A. ferrooxidans con la BA3
oxidasa de T. thermophilus ... 24

Figura 14.- Sitio de interaccién con el ion dicobre de la subunidad Il de la citocromo
c oxidasa de T. thermophiluS...............uuuiuimiiiiiiiee 25

Figura 15.- Seccion de la cadena transportadora de electrones de T. thermophilus ...... 26
Figura 16.- Proteinas C552 de T. thermophilus y Cycl de A. ferrooxidans .................... 26

Figura 17.- Proteinas citocromo BA3 oxidasa de T. thermophilus y subunidad a de
AA3 de A. TEITOOXIAANS ......covuiiiiiiiii e e et 27

Figura 18.- Contexto genémico de las secuencias que codifican para la subunidad |l
de la citocromo c oxidasa de T. thermophilus y rusticianina de A.
FEITOOXIAANS ... 28

Vi



Figura 19.- Lfe de la rusticianina de A. ferrooXidans .............ooouviiiiiieeeeiieeiiiiie e, 29
Tabla 1.- Resultados de la busqueda del Ife. de rusticianina ............cccccooviiiiiiiiieeennnnnns 30

Figura 20.- Arbol filogenético de los loops de las proteinas resultantes del analisis
del Ife. de FUSHICIANING. .. ....eeeiieiee e e e e e e e e e s 31

Figura 21.- Arbol filogenético de 16S de organismos resultantes del analisis de Ife.de

LTS (o= 1 011 T PR 32

Figura 22.- Cambio propuesto del sitio de interaccion con cobre............ccccceeeeiieeeeiinnnns 35

viii



Resumen

El sostenido progreso de la tecnologia computacional y el acelerado aumento del
volumen de datos de interés cientifico en linea, han permitido el posicionamiento de la
bioinformatica como una disciplina de gran utilidad para las ciencias de la vida. En la
presente memoria de titulo, se utilizaron herramientas bioinformaticas para dilucidar la
relacién existente entre diversas proteinas con un rasgo en comun: su parecido a la
rusticianina, una proteina indispensable para el proceso vital de oxidacién de hierro de
la bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans. Su secuencia de aminoacidos y pliegues
estructurales fueron sometidos a andlisis filogenético. Se dio especial atencién a los
aminoacidos criticos y estructura proteica rodeando su sitio de unién a cobre. Los
resultados sugieren un enlace evolutivo entre la rusticianina y otras proteinas
coordinadoras de cobre involucradas en variados procesos, pero desarrollando
basicamente la misma funcién, transportar electrones. Finalmente, usando la
subunidad Il de citocromo c oxidasa de Thermus thermophilus como modelo, se
muestra que esta familia de proteinas exhibe caracteristicas ancestrales compartidas
con rusticianina, que sugieren cémo las proteinas evolucionaron a partir de sus
funciones en un metabolismo anaerdbico a las de metabolismo aerdbico cuando los

niveles de oxigeno aumentaron hace alrededor de 2.400 millones de afios.



Abstract

Prediction of evolutionary links starting from rusticyanin of
Acidithiobacillus ferrooxidans

The continuing progress of computer technology and the rapid increase in the
volume of online data of scientific interest have allowed the positioning of bioinformatics
as a discipline of great use to the life sciences. In this thesis, various bioinformatics
tools were used for the analysis of rusticyanin, an essential protein for the vital process
of oxidation of iron, from the bacterium Acidithiobacillus ferrooxidans. Rusticyanin
belongs to the family of blue copper proteins. Its amino acid sequence and structural
folds were subjected to phylogenetic analysis. Special attention was given to critical
amino acids and protein structure surrounding its copper binding site. The results
suggest an evolutionary link between rusticyanin and other copper-containing proteins
involved in various processes but basically fulfilling the same function, namely electron
transport. Finally, using the cytochrome c oxidase of Thermus thermophilus as a model,
it is shown that this family of proteins exhibits ancestral characteristics shared with
rusticyanin that suggest how proteins could evolve from functions in anaerobic
metabolism to those of aerobic metabolism as atmospheric oxygen levels rose about

2.4 billion years ago.



1.- Introduccioén

La evolucién es un proceso mediante el cual los organismos adquieren, modifican o
eliminan ciertas caracteristicas con el fin adaptarse al entorno y lograr tanto sobrevivir
como proliferar. En evolucién gendmica, generalmente la presidén selectiva causa que
los procesos que conceden ventajas adaptativas a los organismos, sean mantenidos a
lo largo de las generaciones, mientras que aquellos que no las generan, se pierden.
Muchos de estos procesos sufren cambios, algunos de los cuales permiten a los
organismos colonizar nuevos nichos; la sucesién de cambios nos permite trazar una
historia evolutiva de los organismos y nos provee de informacién para especular sobre
el origen de las especies. Por ejemplo, al tomar un gran conjunto de organismos para
compararlos y analizarlos, probablemente aquel organismo que ha sufrido menos
cambios sea mas parecido al ancestro comun y, por extension, que las condiciones en
las que vive, posiblemente sean parecidas a aquellas en las cuales vivié anteriormente
(Schwartzman et al., 2004). Hoy en dia contamos con bastante informacién genética y
proteica de una amplia gama de organismos, asi como con las herramientas
probabilisticas para manejarla, y con ello poder dilucidar las relaciones filogenéticas
entre los organismos analizados. Esto nos permite especular sobre como era y cdmo

vivia el ancestro comun.

Es muy posible que las primeras células en el planeta, ancestros comunes de todos
los organismos que viven en la actualidad, tuviesen sélo una o pocas fuentes de
energia. El proceso evolutivo permitié la obtenciéon de energia de diversos origenes,
permitiéndoles colonizar nuevos nichos existentes, adaptandose a las condiciones
ambientales del momento. Para la adaptaciébn a nuevas fuentes de energia, fue
requerido un desarrollo paulatino de mecanismos moleculares metabdlicos mas
complejos. Es interesante que, aun considerando que las condiciones ambientales
eran muy distintas a las actuales, los organismos extremofilos utilizan muchas de las
fuentes de energia presentes en el pasado, como es el caso de las fumarolas
hidrotermales, géiseres y efluentes minerales. Por ejemplo, la extraccion de energia
de efluentes minerales es utilizada, hasta la fecha, por microrganismos, y los mismos

los aplicamos hoy en el proceso de biolixiviacion.



El proceso de biolixiviacion consiste en la utilizacion de microorganismos que,
mediante su metabolismo, logran la extraccién de minerales que nosotros rescatamos.
Una de estas aplicaciones es la extraccion del cobre, en la que la biolixiviacién se

diferencia de otros sistemas de extraccion convencionales en los siguientes aspectos:

e Cantidad de energia requerida: Mucho menor que en otros procesos de
extraccion de cobre, como la pirometalurgia, debido a que los microorganismos
so6lo necesitan un ambiente 6ptimo para vivir y no requieren energia externa para
funcionar.

¢ Impacto ambiental: Con una infraestructura adecuada, puede ser bajo o nulo, ya
gue no se liberan compuestos téxicos al ambiente, pues es un sistema cerrado,
es decir, que no libera materia al medio.

¢ Rentabilidad: Es un proceso rentable incluso al tratar mineral de baja ley (<0,5%
de cobre); atil ademas para material sulfurado, el cual no es tratable via lixiviacién
guimica.

¢ Velocidad: Es un proceso de extraccion mas lento que otros sistemas, pero esto
puede ser revertido optimizando las condiciones para el crecimiento y

funcionamiento bacteriano.

Las ventajas de la biolixiviacién permiten que sea una opcion viable para solucionar
un problema creciente en la actualidad, el agotamiento de las reservas de cobre de alta
ley. La biolixiviaciébn permite, ademas, extraer cobre de manera rentable de mineral
catalogado como desecho por ser de baja ley. Para optimizar la biolixiviacion y asi
utilizarla para remplazar o apoyar los sistemas actuales, se hace indispensable

ahondar en el conocimiento de los mecanismos involucrados en el proceso.

El proceso de biolixiviacion de cobre consiste en su extraccion desde rocas
mediante su oxidacion de +1 a +2, pasando a un estado soluble, el que se logra
mediante la reduccion de ion hierro desde su estado de oxidacion +3 a +2. Este paso
es independiente de las bacterias. El rol que cumplen los microorganismos es
regenerar los iones de hierro Il (Fe*®) mediante la oxidacién de iones de hierro Il
(Fe*?), ganando electrones en el proceso. Los microorganismos presentes en el medio

generan sulfato (SO,?) a partir de minerales sulfatados, como la pirita (FeS,),



obteniendo un medio &cido mediante su formacién. La sobresaturacién del medio con
sulfato permite la formacion de sulfato cuprico (CuSO,) al reaccionar con el ion cobre |l
(Cu*®). El sulfato cuprico es tratado mediante electrolisis para la obtencion de cobre de

alta pureza.

La bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans (A. ferrooxidans), por su metabolismo
quimiolitotréfico, es capaz de extraer metales eficientemente a partir de minerales de
baja ley y drenaje &cido de minas. Por ello es considerada de gran importancia en el
proceso de biolixiviacion. Se estima que las condiciones en las que vive la A.
ferrooxidans se asemejan a aquellas en las cuales se desarrollaron los primeros
organismos durante la era arcaica (Dietrich et al., 2006). Estas condiciones
corresponden a ambientes con alto contenido de metales pesados y pH bajo (Orell et
al., 2010). A. ferrooxidans realiza la totalidad de sus procesos metabdlicos adherida a
la superficie mineral, mediante la formacion de biopeliculas (Figura 1). La acidez del
medio permite que iones de hierro Il (Fe*?) no precipiten y es critica para la oxidacién
por parte de la bacteria (Meruane et al., 2003). Los Fe' en solucién, son
metabolizados por la bacteria, obteniendo electrones y generando iones de hierro Il
(Fe*™). En el medio, el Fe*® oxida a Cu**, originando Cu*? y Fe*?. El Fe*? producto de la
oxidacion de cobre es nuevamente oxidado a Fe™ por A. ferrooxidans para la
obtencién de electrones. El Cu*® en solucion utilizado en la industria minera para

obtener cobre de alta pureza.

El mecanismo molecular utilizado por A. ferrooxidans para la oxidacién de hierro
corresponde a una cadena de proteinas que extrae electrones desde el hierro para
transportarlos al interior celular. Para ello el hierro es oxidado por el citocromo ¢
(codificado por el gen Cyc2), extrayendo un electron, que es transportado por la
rusticianina (Figura 2) hacia el citocromo c4 o hacia el citocromo ¢552 (codificados por
CycAl y Cycl respectivamente). Cabe sefialar que el proceso de oxidacion de hierro
es esencial para la sobrevida de la bacteria A. ferrooxidans, ya que permite la
reduccion de NAD+ a NADH y también la extraccion de protones desde el interior
celular (Quatrini et al., 2009) (Figura 3). La extraccién de protones es un proceso critico
para esta bacteria, ya que permite mantener un pH interno neutro (~6,5) viviendo en un

entorno de pH muy bajo (1,5-3,5).
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Figura 1.- Modelo de vida de la bacteria A. ferrooxidans en la superficie del mineral, se
muestran las reacciones involucradas con su subsistencia. La bacteria metaboliza Fe™
generando Fe*. En el medio, el Fe™ es nuevamente convertido en Fe*?, debido a gue oxida
Cu** contenido en las piedras, generando Cu*?, soluble en el medio. Las especies sulfuradas son

metabolizadas liberandose SO47 al medio. (Valdés et al., 2008)

Figura 2.- Estructura de rusticianina de A. ferrooxidans obtenida mediante cristalografia de
rayos X, mediante la técnica de dispersion anémala de longitudes de onda mdltiples. La
estructura central corresponde a un barril de ldminas beta, con el sitio de interaccion con el ion
cobre en su interior. La estructura periférica es una hélice alfa, necesaria para interactuar con
otras proteinas. (LRCY. Walter, R. L. et al., 1996)



La rusticianina es una proteina rédox periplasmatica que posee un centro de cobre
el cual le da un potencial quimico cercano a +680 mV (Botuyan et al., 1996), el cual es
el mas alto de la familia de la cupredoxinas (familia de proteinas de bajo peso
molecular, solubles, que contienen cobre) necesario para el correcto funcionamiento
proteico a bajo pH. La estructura y composicion de la rusticianina le da una gran
estabilidad en medios acidos (pH<2,0) la cual es necesaria debido a las condiciones
extremas en las que vive la bacteria A. ferrooxidans (Cox et al., 1978; Boyutan et al.,
1996).

Los sitios de coordinacién para el ion cobre de la rusticianina y proteinas similares
poseen 4 aminodacidos caracteristicos que se unen directamente al i6n, estos son
cisteina, metionina y dos histidinas (Figura 4). En el caso de la rusticianina, son
cisteina 138, metionina 148 e histidinas 85 y 143. Dichos aminoacidos se encuentran
altamente conservados entre proteinas filogenéticamente cercanas, siempre cercanos
al extremo carboxilo de la cadena proteica. Al igual que los sitios de coordinacién, la
configuracion estructural de la proteina también se encuentra conservada Yy

corresponde a un sandwich constituido de laminas beta (Vivekanandan et al., 2004).

Las condiciones de vida de la A. ferrooxidans se asemejan a las condiciones
existentes en tiempos ancestrales. Es posible que los mecanismos utilizados por las
primeras células en aquel medio se asemejen a los de A. ferrooxidans. Lo anterior
cobra especial importancia si la vida celular se origin6 o se presentdé en etapas
tempranas en un ambiente similar al que vive esta bacteria. De ser asi, los
mecanismos de obtencién de energia podrian haber evolucionado acorde a la
necesidad de aprovechamiento de otras fuentes de energia y la consiguiente presién
adaptativa dada por el medio, generando nuevas especies. Si los mecanismos de
obtencion de energia evolucionaron en la forma propuesta, seria posible hacer un
seguimiento de dichos cambios a través del analisis de sus componentes criticos. Para
ayudar a trazar una historia evolutiva celular a partir de sus mecanismos de obtencion
de energia, analizando uno de sus componentes criticos, se busca dilucidar el camino
evolutivo proteico de la rusticianina y proteinas potencialmente relacionadas

filogenéticamente.
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Figura 3.- Cadena de electrones utilizada por A. ferrooxidans para la generacién de NADH vy
extraccion de H* del interior de la célula. Se muestran los componentes del mecanismo proteico
desde la extraccion de electrones, mediante la oxidacién de Fe*? y posterior transporte al
interior celular. Rusticianina (Rus) es el intermediario entre Cyc2 y CycAl o Cycl, permitiendo

la generacion de NADH vy la salida de protones, respectivamente. (Quatrini R. et al., 2009)

A:MET148

Figura 4.- Sitio de interaccion de rusticianina (A. ferrooxidans) con el ién cobre. Dentro de la
estructura de ldminas beta, los aminoécidos histidina 85, cisteina 138, histidina 143 y metionina
148 se ubican en un bolsillo que permite alojar al i6n cobre (esfera) e interactuar con él.

(Vivekanandan et al., 2004)



Los aspectos que se consideran para el analisis evolutivo de la rusticianina son la
estructura y secuencia de la proteina, la estructura y secuencia del loop funcional
elemental (Ife.), que contiene los sitios de coordinacion para el ion cobre, y la presencia

de amino&cidos criticos en posiciones especificas para la interaccién con el ion cobre.

Los métodos utilizados para realizar esta investigacion son alineamientos mdltiples,
busqueda e identificacion del motivo oculto de Markov (HMM), comparacion de
secuencias aminoacidicas con secuencias contenidas en las bases de datos UNIPROT
(Apweiler et al., 2004), PDB (Berman et al., 2000) y NCBI, comparacién de estructuras
secundarias, determinacién y comparacion de Ife., generacion de modelos proteicos

tridimensionales y generacion de arboles filogenéticos con la informacion encontrada.

Es importante recalcar que en la presente memoria de titulo convergen la ciencia
aplicada y la ciencia basica. Aplicada porque A. ferrooxidans es una conocida bacteria
biolixiviante y su conocimiento es de gran utilidad para incrementar la eficiencia del
proceso en el que esta involucrada. Y béasica porque la informacion buscada y la
investigacion realizada esta al limite de la barrera del conocimiento actual, buscando

Su expansion.



2.- Hipotesis

La rusticianina de A. ferrooxidans esta relacionada filogenéticamente con un

ancestro de las proteinas coordinadoras de cobre.

3.-Objetivo general

>

Reconstituir la relacion filogenética entre rusticianina y proteinas que participan

en procesos de obtencién de energia en otros organismos.

4.-Objetivos Especificos

>

Analizar y comparar la secuencia de rusticianina con secuencias obtenidas de

proteinas con similitud estructural.

Generar un arbol filogenético que incluya las proteinas de la familia de la
rusticianina mediante MR BAYES.

Identificar los sitios de coordinacion para cobre de rusticianina y demostrar su
conservacion en otras proteinas mediante UGENE y LIGAND EXPLORER.

Comparar gréficamente los residuos de coordinacion del ién cobre de

rusticianina con los de proteinas filogenéticamente cercanas.

Generar un érbol filogenético que incluya las proteinas con similitud a
rusticianina mediante MR BAYES.

Comparar los arboles filogenéticos obtenidos entre siy a su vez con arboles de

16S de referencia.

Analizar otros elementos de la cadena de electrones a la que pertenece la

rusticianina (A. ferrooxidans).



5.- Materiales y métodos
5.1.- Busqueday seleccion de secuencias (bases de datos):

Se utilizé la secuencia de rusticianina de A. ferrooxidans ATCC 23270,
namero NCBI Gl: 218520076, para la busqueda de cadenas aminoacidicas en las
diferentes bases de datos. Primeramente se buscé en NCBI (nt y nr) mediante la
herramienta PSI-BLAST (Altschul et al., 1997), posteriormente se buscé en las

bases de datos PDB (secuencias y estructuras publicadas) y UNIPROT.

Paralelamente se buscaron secuencias relacionadas a rusticianina mediante
SAM-TO08 (Katzman et al., 2008), herramienta que utiliza la base de datos PDB

para comparar tanto secuencia como estructura.

Para la busqueda de ARN mitocondrial (16S), utilizado como referencia para
la evaluacién de los resultados obtenidos, se utilizo la base de datos ARB-Silva
(Pruesse et al., 2007).

5.2.- Andlisis de secuencias:

Una vez obtenidas las secuencias candidatas a través de PSI-BLAST, fueron
analizadas mediante alineamiento multiple. Para las secuencias pertenecientes a
la familia de las cupredoxinas (18 secuencias), ClustalX presenté un mejor
desempenfio al mostrar correctamente alineados los sitios de coordinacion de i6n
cobre. Sin embargo, MAFFT (Katoh et al., 2002), con estrategia FFT-NS-i
(método lento de refinamiento iterativo de maximo 1000 iteraciones), otorgé los
mejores resultados ante un nimero mayor de candidatos (45 secuencias). Se
utiliz6 el programa MEGA 5.03 (Tamura et al., 2011) para obtener los

alineamientos multiples y arboles bésicos.

5.3.- Identificacion de loop funcional elemental:

El Ife. es un lazo proteico cerrado en forma de anillo de 25 a 30 aa. que

proporcionan residuos funcionales importantes en patrones caracteristicos para



alguna actividad proteica (Goncearenco et al., 2010). Se determiné el Ife. de la
rusticianina consultando su estructura PDB en la herramienta “Domain Hierarchy
and closed Loops (DHcL)” (Koczyk et al., 2008). Se identifica en la estructura, el

loop donde se ubican los sitios de union a ién cobre y su secuencia respectiva.

5.4.- Andlisis de estructuras:

Las estructuras proteicas fueron obtenidas de la base de datos PDB y
analizadas mediante los programas Ligand Explorer, Ugene (Fursov et al.,
2009), y PyMol (Delano, 2002).

Se utilizé Ligand Explorer para mostrar la presencia y posicion del ién cobre,
asi como de los aminoacidos que lo enlazan, Ugene para la asignacién de
estructura secundaria a segmentos de las secuencias candidatas y PyMol para la

superposicion de las estructuras proteicas.

5.5.- Andlisis de Loop funcional elemental:

La secuencia del loop obtenido de rusticianina fue analizada mediante
HHpred (So6ding et al., 2005), utilizando las bases de datos de HMM (modelos
ocultos de Markov) PDB70_29octll y SCOP70_1.75. El método de alineamiento
multiple de estructuras fue HHblits con 8 iteraciones. El puntaje de estructura
secundaria fue obtenido considerando estructuras predichas so6lo contra
estructuras predichas (excluye estructuras proteicas existentes en base de datos,
generando nuevas estructuras basandose sOlo en sus secuencias). El
alineamiento fue global (compara la secuencia consultada con todas las
secuencias de las bases de datos utilizadas) y fue realineado con MAC
(Algoritmo de alineamiento de maxima precision) (Remmert et al., 2012). El
umbral de valor de E, la cobertura minima de las coincidencias y la identidad
minima de las coincidencias de las secuencias con la secuencia de interés
utilizadas para HHblits fueron 0,1; 10 y 10, respectivamente. El umbral de

realineamiento de MAC fue 0,0 (global) y se activé la correccion de parcialidades



composicionales. El nimero de secuencias por HMM utilizado fue 1, con un 20%
minimo de coincidencias.
Se buscaron proteinas relacionadas al Ife. de rusticianina mediante SAM-T08,

comparando secuencias y estructuras.

5.6.- Determinacion de modelos evolutivos:

Se utilizé Prottest (Abascal et al., 2005) para la seleccion del modelo evolutivo
que mejor se ajusta para el conjunto de secuencias proteicas alineadas a analizar
con Mr. Bayes (Ronquist et al., 2003). Se considera el mejor resultado dado por
las estrategias estadisticas AIC (criterio de informacion de akatite), BIC (criterio

de informacion bayesiano) y -InL (maxima probabilidad).

5.7.- Creacién de arboles filogenéticos:

La generacion de arboles filogenéticos a partir de los alineamientos de las
proteinas candidatas fue realizada mediante aproximacion bayesiana con el
programa Mr. Bayes y utilizando la tasa y el modelo evolutivo propuesto por
Prottest. El nimero de iteraciones utilizada fue variable, se aument6 hasta lograr
una desviacion estandar (SD) menor o igual a 0.01. Posteriormente los arboles

generados fueron visualizados mediante el programa Figtree v1.3.1.

Los arboles filogenéticos de las secuencias de ARN 16S se generaron
mediante MEGA 5,03.

5.8.- Creacion de modelos tridimensionales proteicos:

La generacién de estructuras proteicas terciarias a partir de secuencias
aminoacidicas fue realizada mediante la comparacion de su perfil de HMM con
los de otras proteinas de estructura identificada utilizando la herramienta HHpred,

que compara la secuencia y su perfii HMM con los de la base de datos
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seleccionada. Se utilizé la base de datos pdb70_21jul, con 8 iteraciones HHblits
méaximo, considerando puntaje de estructura secundaria y modo de alineamiento
local.

Obtenidos los resultados de HHpred se cre6 un modelo, mediante Modeller
(Eswar et al., 2007) a partir de la(s) proteina(s) con menor valor de E (se utiliza
mas de una si sus valores de E son de similar magnitud), seleccionandola (s)

manualmente.

5.9.- Determinacién de contexto genémico:

Se utiliz6 la herramienta de NCBI, de la seccion Gene, denominada “Gene

regions, transcripts, and products”.
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6.- Resultados

La secuencia aminoacidica de rusticianina, utilizada como base, es del organismo
A. ferrooxidans ATCC 23270 (numero NCBI GIl: 218520076). Se identificoO su péptido
sefial mediante la herramienta SignalP (Petersen et al., 2011) correspondiente a sus
primeros 32 aa, se buscé similitud de la secuencia sin el péptido sefial con otras
proteinas mediante PSI-Blast (3 iteraciones), utilizando la base de datos nr (no
redundantes) y las opciones por defecto, encontrando coincidencias con otras cianinas
(Informacion mostrada en el anexo 1), proteinas coordinadoras de i6n cobre, cuya
relaciébn con rusticianina era conocida (Zhang, 2010, tabla suplementaria S1). Las
secuencias de las cianinas fueron alineadas utilizando ClustalW enfatizando en la
similitud de los aminodacidos cisteina, histidina y metionina, que se ligan directamente

con cobre (Figura 5).

Plastacyanin A varisbilis
Faeudoazurin A cyclaclastas
Halgocyanin H wolganii
Cyt_:_:xid;:;_T_aquaticu:
Nitrogocyanin N eurapasa
Rusaticyaninh A ferrooxidans
Sulf::yanin_g_;:iducaldcrius
Mavicyanin C pepa

Uclacyanin putative A thaliana
Fhytecyanin_A_thalisns
Flantacyanin 5 aleracea

Basic blue protein & sativas
Umecyenin_k_rusticana
Dicyanin 5 lycaperaicum
Auracvanin 3 O aurantiacus
hzurin_Methylomonas_sp
Fmieyanin P denikrificans
Auracvanin A C aurantiacus

ASEYTFYCE-——FPHRGA--EMVERITVAG-—-———===—=—========
—EVIEVECT——PHYEN -GNV EVVVEDAFPANLEAVREEARNERRAD]
EGTYDYFCE-—-PHEQL--GHVGRVVCEDPGEPAEEGRI FHEPGS LY
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AGAFTIWCQLHEPFHNIHL-PETLH-—VVE-———————————————————
AGTTYYVCQ-IPGHRAT--GHPERIVWE----——————— -
RAGEDTMLVCE=I LGHAARS=-CHHAVLVASKNVTAEYAVID========
PETEYFLCGE-IPEECQL——GERREVEIRVDPESSSA-—————————————
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Y TYFCE-YPGHF S =--HRGTLELEE===========cc=c===
—-GTYDYHCT———-PHP-—-—--FMACEVVVE-———————————=———====-
ASTYLYICT-VPGHYPL-—-MQGEELVVH-———————————— ===

Figura 5.- Alineamiento de cianinas. Cisteina, histidina y metionina son los aminoacidos que
estan enlazando directamente con el i6n cobre y muestran coincidencia entre las diferentes
secuencias. La glicina, ain cuando no interactda directamente con cobre, se encuentra muy
conservada entre estas secuencias. No se han encontrado reportes de la funcionalidad de la

glicina en las cianinas.
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La proteina rusticianina guarda relacion con las secuencias de miembros de la
familia de las cianinas, perteneciendo a ella. Se caracteriza por un elevado potencial
redox y estabilidad en medio &cido (Barrett et al., 2006). El parentesco entre los
miembros de la familia de las cianinas explica la coincidencia de sus puntos de
interaccion con i6n cobre, como se muesta en la Figura 5. La subunidad Il de la
citocromo ¢ oxidasa fue incluida para generar antecedentes sobre su historia evolutiva,
aun cuando no es una cianina. Los puntos de interaccién con idn cobre mostrados en
los alineamientos de las Figuras 5 y 6 (cisteina, histidina y metionina) ademas de una
histidina ubicada lejos de los otros tres residuos, estdn en contacto directo con el i6n
cobre. De estos aa, la cisteina es el residuo que cuenta con el tiolato, el cual se enlaza
directamente con cobre, por lo que es fundamental para su coordinacion (Zeng et al.,
2007). La histidina sirve como llave de paso para el control de las reacciones redox
(Giudici-Orticoni et al.,, 1999) y la metionina ocupa la posicion axial (Hough et al.,
2001). Sin embargo y como se observa, en muchas proteinas la metionina es
reemplazada por glicina o glutamina. Esta sustitucion ocasiona la formacion de enlaces
mas fuertes, favoreciendo la formacion de dicha estructura para Cu(ll) y Cu(l),
respectivamente (Vivekanandan et al., 2004). Las recientes investigaciones de Ando
(2010) sugieren que la metionina en la posicion axial tiene funcién en la reorganizacion
rédox en el sitio activo de la proteina. No se han encontrado referencias de la funcion
de la glicina, que en rusticianina ocupa la posicion 132, y se haya altamente

conservada tanto en cianinas como en las demas secuencias candidatas

Se obtuvo el HMM a partir del alineamiento mediante HMMBuild (Eddy, 1998),
resultando el patron G-(5-6)X-C-(2-4)X-H-(2-6)X-M. EI HMM obtenido fue utilizado en
busquedas mediante PSI-Blast para la obtenciéon de las secuencias relacionadas (en
adelante, sefialadas como “secuencias candidatas”). Se seleccionaron todas aquellas
secuencias que guardan relaciéon con rusticianina por sus sitios de unién a i6n metdalico,
los segmentos que contienen los aminoacidos caracteristicos de coordinacion o la
mayoria de ellos, en el patron antes sefialado. Se hizo un alineamiento local con las
secuencias candidatas con MAFFT. Las secuencias analizadas corresponden a
fragmentos de la secuencia completa, los cuales fueron extraidos considerando la

ubicacién de los residuos de interés y los residuos conservados. Se ve que el
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alineamiento fue efectivo por la superposicion que muestran en él los residuos de

interés (Figura 6).

Se aislo el fragmento de interés, que contiene los sitios de interaccion con el i6n
metalico, de las cadenas aminoacidicas de las secuencias candidatas. La
determinacion de las lineas evolutivas seguidas por las proteinas de estos organismos
fue determinada mediante analisis por Mr. Bayes en un arbol filogenético. En el andlisis
se utilizaron el modelo y la tasa sugerido por Prottest, correspondientes a WAG y
gamma respectivamente. Al utilizar 3 *10° generaciones, se obtuvo una SD de
0,007565. El arbol filogenético de las secuencias candidatas, obtenido por Mr. Bayes
(Figura 7), sugiere que la rusticianina, de A. ferrooxidans, es la proteina mas cercana a
la proteina ancestral, seguida por auracianina y la subunidad Il de la citocromo c
oxidasa. Las otras proteinas se agruparon segun su funcién, observandose un grupo

de cianinas de plantas como grupo externo.

Se compararon estructuralmente las proteinas de la familia de las cianinas (Figura
8). Esta comparacion sugiere una estructura central comuan; con ello se relaciona,

aparte de la secuencia, la estructura de estas proteinas.

Se superpusieron las proteinas rusticianina de A. ferrooxidans, la subunidad Il de la
citocromo ¢ oxidasa de T. thermophilus y auracianina de C. aurantiacus, mediante
PyMol (Figura 9). El andlisis muestra que son proteinas filogenéticamente cercanas a
rusticianina en el arbol filogenético (Figura 7). Las estructuras proteicas de las figuras 8
y 9 fueron obtenidas de la base de datos PDB.
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Figura 6.- Alineamiento de secuencias candidatas. Los aminoacidos marcados estan

conservados entre las diferentes cadenas aminoacidicas, siendo cisteina, histidina y metionina

aquellos que coordinan al i6n cobre. Algunas proteinas prescinden del residuo metionina. Al

igual que en el caso de las cianinas, el aminoacido glicina (marcado en rojo) se encuentra en la

mayoria de las proteinas. Basandose en el alineamiento, se dedujo el patrén caracteristico, el

que se muestra en la parte inferior de la figura. Rusticianina estd marcada como referencia.

16



Mavicyanin_C_pepo
— Plantacyanin_S_oleracea
[ Apo_azurin_A_dendtrificans
‘-Ialocyamn_H_voIcami

—— Plastocyanin_A_vanabilis
— Plastocyanin_P_laminosum
Amicyanin_P_denitnficans

Nitrite_Reductase_A_faecal

0rs‘litrite_reductase_A_cycIoclas!es
Nitrite_Reductase_A_xylosoxidans

085 Nitrite_reductase_R_sphasroides
— PAN_1_N_gonorhoeae
= Nitrite_Reductase_P_haloplanktis
— Nitritz_Reductase_H_denitrificans
Trimenc_multicopper_oxidase_Ahorhacter_sp

062 _|0_? Laccase_C_cinereus
054 — Laccase_T_thermophilus
4 “———Laccase_M_albomyces
057 — Astorbate_oxidase_Zucchini
Laccase_S_coelicolor
Pseudoazurin_H_denitrificans
- 053 = Sulfocyanin_S_acidocaldarius
il - Ubiquinol_oxidase_E_coli
_{E Multicopper_oxidase_B_sublilis
06 088 Bilirubin_oxidase_M_verrucana

Laccase_E_coli

NO_reductase_P_denitrificans

Mitrosocyanin_N_suropaea

Azurin_P_fluorescens

Azurin_P_putida

o 096A:-un‘nl_A_xylosomdans

= Bzurin_A_faecalis

Azurin_Methylomonas_sp

— Auracyanin_C_aurantiacus

RusticyaninA_A_ferrooxidans

Cyt_C_owdase_T_thermophiius -

_{°_i_9_ Uclacyanin_putative_A_thaliana
Phytocyanin_A_thaliana
I:o'”Dicyanin_s_lycopersmum
Umecyanin_A_rusticana

03
Figura 7.- Arbol filogenético obtenido mediante Mr. Bayes a partir de los fragmentos de

-
-

082

interés de las proteinas candidatas. Se marcan las proteinas mas emparentadas a la proteina
ancestral. Se observa que las proteinas procedentes de plantas se diferencian como grupo
externo en el arbol construido. EI nimero mostrado en cada nodo corresponde al valor de

probabilidad calculado por el programa.
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Figura 8.- Comparacion estructural de proteinas de la familia de las cianinas, (A)Amicianina
(3L45, Sukuman et al., 2010), (B) Azurina (2H47, Dodd et al., 2000), (C) Mavicianina (1WS7,
Xie et al., 2004), (D) Nitrosocianina (1IBY, Lieberman et al., 2001), (E) Proteina bésica azul
(1CBP, Guss et al., 1996), (F) Plantacianina (1F56, Einsle et al., 2000), (G) Plastocianina
(ININ, Badsberg et al., 1996), (H) Umecianina (1X9U, Koch et al., 2005). Se observa que
todas las proteinas tienen en comun el barril de laminas beta central. Las flechas blancas

muestran las estructuras anexas al barril de laminas beta central.

Al igual que la secuencia, la comparacién de las estructuras publicadas de las
cianinas (Figuras 8 y 9a, b, c), indica una alta conservacion de la forma proteica, de
barril de sdbanas beta. Dicha conservacion también se observa en los puntos de
coordinacion con i6n cobre, que en todos los casos se encuentra en la base de la
estructura. Se muestra que al superponer las estructuras, los aminoacidos de
coordinacién quedan ubicados en un mismo sector (Figura 9-E). En las proteinas
varian las estructuras anexas al barril beta, encontrandose, generalmente, una hélice
alfa asociada (sefialadas por flechas blancas en las Figuras 8 y 9). Su utilidad es
otorgar una correcta configuracion espacial subcelular y ensamblaje al sistema
proteico, lo que posibilita el correcto funcionamiento del sistema al cual pertenece la

proteina.
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Segun los antecedentes aportados por el arbol filogenético, las proteinas mas
cercanas a rusticianina y a la proteina ancestral comun son auracianina y la subunidad
Il de la citocromo c oxidasa. Dichas proteinas fueron comparadas estructuralmente en
la Figura 9 a, b, c y d. Se observa similitud tanto en su conformacion como en el sitio
de unién a ién cobre. En la figura 9 e es posible indentificar los residos criticos de
unidon a cobre en proteinas de cobre tipo I. La diferencia observada entre estas
proteinas cercanas radica en la helice alfa ubicada fuera del barril de sabanas beta,

indicando una interaccion diferente con las proteinas con las cuales se asocian.

Figura 9.- Comparacién estructural y de sitios de interaccién con el idn cobre de rusticianina y
proteinas filogenéticamente cercanas. (A).- Rusticianina, de A. ferrooxidans. (B).- Subunidad Il
de la citocromo c¢ oxidasa, de T. thermophilus (2FWL, Muresanu et al., 2006), (C).-
Auracianina, de C. aurantiacus (1QHQ, Bond et al., 2001) (D.)- Superposicidon estructural de
rusticianina, subunidad Il de la citocromo c oxidasa y auracianina. (E).- Comparacion de los
sitios de coordinacion con el i6n cobre. Las flechas blancas muestran las estructuras anexas al

barril de laminas beta central.

Como referencia, se generé un é&rbol con las secuencias de ARN 16S de los
diferentes organismos que generan cianinas. Las secuencias fueron obtenidas de la
base de datos ARB-Silva, se utiliz6 MAFFT para alinearlas y el arbol filogenético fue

generado con Mr. Bayes (Figura 10). Se observa la formacion de tres ramas, la
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superior, correspondiente a bacterias; la intermedia, correspondiente a arqueas y la

inferior, correspondiente a plantas.
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Figura 10.- Arbol filogenético de secuencias 16S pertenecientes a organismos que generan

proteinas de la familia de las cianinas. Se observan tres ramas: Bacterias (superior), arqueas

(intermedia) y células vegetales (inferior). EI nimero mostrado en cada nodo corresponde al

valor de probabilidad calculado por el programa.
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Se compararon las secuencias de la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa, de T.
thermophilus, con la rusticianina de A. ferrooxidans, mediante un alineamiento con
MAFFT (Figura 11). Se sefalan las estructuras secundarias y los sitios de unién con
cobre. Se observa conservacion tanto de los aminoacidos de interaccion con ion cobre
como de las estructuras secundarias de la proteina. Sin embargo, la subunidad Il de la
citocromo ¢ oxidasa posee dos cisteinas en el sitio de union a cobre, a diferencia de la
rusticianina, que sélo posee uno. Esta diferencia le confiere la capacidad de unir iones
dicobre (Maneg et al.,, 2003). Ademas, la secuencia aminoacidica de la rustianina
presenta dos fragmentos, uno de 11 aa y otro de 7 aa, que no comparte con la
subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa. No se encontré informacion acerca de la

funcionalidad de estas secciones.

CLUSTAL format alignment by MAFFT L-INS-1 (vé.850Db)

O OXT thermophll M AYTLATHTAGVIPAGKLERV-DPTTVRQEGPWADPAQAVVQT
Rusticyanin A f MYTQNTMKKNWYVIVGAAAALAATVGMGTAMAGTLDTTWKEATLPQVKAMLEKDTGKVSG

- - - * - . . S * . > . - e - . - o -
Cyt OX T thermophil GENQY---TVYVLA-—————====— FAFGYQPNP-IEVPQGA--EIVFKITSP

Rusticyanin A f DIVIYSGKIVHVVAAAVLPGFPFPSFEVHDKKNPILEIPAGATVDVIFINTNKGF

* *kokoek _ TRFE s kk skeok k% o w W *

Cyt OX T thermophil VEGTNINVEVLP---=—=——=—ce—ee=- GEVSTVRYIFK-RPGEYRI] IQ@LW
QI TG

Rusticyanin A f ITKKGPPYAVMPVIDPIVAGIGFSPVPKDGKEGYTDFTWHPTAGIYY

* ek * . sk . 0 ofk ] * *
. ... . . .

Cyt OX T thermophil
Rusticyanin A £

Figura 11.- Comparacién de la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa (T. thermophilus) con
rusticianina (A. ferrooxidans). Los residuos marcados por un cuadro corresponden a los sitios
de union con i6n cobre. Los espacios marcados con una linea roja corresponden a hélices alfa y
los con linea azul, a laminas beta. Asterisco (*) simboliza identidad, dos puntos (:) sustitucion

conservativa y punto (.) sustitucion semi-conservativa.
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En aras de sugerir una conservacion del mecanismo de transporte de electrones
entre ambas especies, se compararon otros elementos de las cadenas. Se buscaron
semejanzas entre Cycl (proteina que estd en contacto directo con rusticianina de A.
ferrooxidans) con las secuencias nucleotidicas (tBLASTn) y aminoacidicas (protein
BLAST) publicadas de T. thermophilus. Como resultado, se encontré similitud con
citocromo ¢552. Se comparé la secuencia aminoacidica de ambas proteinas mediante
un alineamiento con MAFFT (Figura 12). Se realiz6 igual procedimiento con la
subunidad a de AA3 de A. ferrooxidans encontrandose similitud con la subunidad | de
BA3 oxidasa de T. thermophilus (Figura 13).

CLUSTAL format alignment by MAFFT L-INS-1 (vé&.850b)

Cycl A ferrooxi GRDILYPIVPRLAGQHKSYLEAQLKAYKDHSRADQONGEIYMWEVAQALDSAKITALADYF
c552_T_ thermoph ----————--—------"-—————————— MRAQA-—————————————

Cycl_A ferrooxi NAQKPPMQSSGIKHAGVKEGKAIFNQGVINEQIPACMECHGSAGQG-AGPFPRLAGQ---

c552_T_thermoph --——-----—————---— DGAKIYAQ----————- CAGCHQONGQGIPGAFPPLAGHVAE
% *: % * * % . kEkEk ok kk kkk

Cycl A ferrooxi ------ RYGYIIQQLTYFHNGTRVNTLMNQIAKNITVAQMKD--VAAYLSSL-——-—----—

c552_T_ thermoph ILAKEGGREYLILVLLYGLQGQIEVKGMKYNGVMSSFAQLKDEEIAAVLNHIATAWGDAK

LR E I . % * . + ke kk ckk *
. . . . . .. . . .

Cycl A ferrooxi ---———————---—————————
c552_T_thermoph KVKGFKPFTAEEVKKLRAKKLTPQOVLAERKKLGLK

Figura 12.- Alineamiento de Cycl (A. ferrooxidans) con citocromo ¢552 (T. thermophilus)
mediante MAFFT. Se observan zonas acotadas similares entre ambas proteinas. Asterisco (*)
simboliza identidad, dos puntos (:) sustitucién conservativa y punto (.) sustitucion semi-

conservativa.

Se observa que si bien las secuencias no conservan un alto grado de identidad
(30% de identidad en el alineamiento de AA3 de A. ferrooxidans con la subunidad | de
la BA3 oxidasa de T. thermophilus y 31% en el caso de los citocromos ¢552), éstas si
comparten similitud de ciertos aminoacidos en areas acotadas distribuidas a lo largo de
las proteinas. Se evaluo6 si dicha similitud se origin6 de forma azarosa, observando el

valor E al comparar las proteinas supuestamente relacionadas. En el caso de AA3 de
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A. ferrooxidans con la subunidad | de la BA3 oxidasa de T. thermophilus se obtuvo el
valor E 1™ y en el caso de los citocromos ¢552 se obtuvo 2e. Dichos resultados

sugieren que las proteinas analizadas son similares.

Al comparar la estructura del sitio de unibn a cobre de rusticianina y de la
subunidad Il de la citocromo c oxidasa (Figura 14), se observa que la subunidad Il de la
citocromo c oxidasa expone dos cisteinas hacia el i6n, mientras que la rusticianina
expone una cisteina. La diferencia de cisteinas permite la uniébn de dos atomos de
cobre en un ion dicobre, en el caso de dos cisteinas, o un ion cobre, en el caso de una

cisteina.

Se analizaron estructuralmente los componentes de la cadena transportadora de
electrones de A. ferrooxidans, con sus respectivas interacciones (Figura 3), y se
compararon con los correspondientes a T. thermophilus. Los componentes de la
cadena de electrones de T. thermophilus fueron obtenidos de dos estructuras de
complejos que contienen la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa, uno con C552 (pdb:
2FWL) y otro con la subunidad | de BA3 oxidasa (pdb: 3EH3). Las estructuras de
complejos se ensamblaron mediante alineamiento estructural con PyMol y se
compararon con el modelo de la cadena transportadora de electrones de A.

ferrooxidans (Figura 15).
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CLUSTAL format alignment by MAFFT L-IN3-1 (w&.8350k)

2Ad3a A ferrooxi
Cyt _BA3 ox T th

AA3s A ferrooxi
Cyt BAZ ox T th

Ax3a A ferrooxi
Cyt BA3 ox T th

2Ad3a A ferrooxi
Cyt _BA3 ox T th

Ax3a A ferrooxi
Cyt BAZ ox T th

2Ad3a A ferrooxi
Cyt _BA3 ox T th

AA3a A ferrooxi
Cyt BAZ ox T th

Ax3a A ferrooxi
Cyt_BAS_D:(_T_th

2Ad3a A ferrooxi
Cyt _BA3 ox T th

Ax3a A ferrooxi
Cyt BAZ ox T th

2Ad3a A ferrooxi
Cyt _BA3 ox T th

A2d3a A ferrooxi
Cyt BAZ ox T th

MATNE IQEZALNNMGVDETPFAASMLFPLVEATLWELTGYFAAAWITALLLHTVIVNELE

SEISRVYEA-—————-——————---- YPEKKAT-———————————————- LYFLVLGEFLA
* H o, *.

ATVETVVGELVCWLMGSGVIWESWIRRAFGGEEAP TY TG IERYFRFGPDSKSTAVRETVVLNT
LIVEELFGPFOALNYGNY DAY PLLMHAHHHHHAVRASE IS RVYEAYPERKAT-LE¥FLVLGE

++ . * + * - - * =k * - * . F .k - ek E .

VIFFLAGMAAMATRIELLTPDSTAW-———-WLSEIQ-¥NOTF GIHGLMMLL GWVVASATVGET
LAL IVGESLEGPFOATLNYGNVDAYPLLERLLPFVOS ¥ YOGLTLHGVLNAT-VEFTOLFAQAT
HE I . HES R L A B - T A

GYY¥LIPLMLGTENVYFPFLLGLSWWLLPPATVAVFMEP TIGGE QTGWWGYPPLAQNI GG
W ¥LPAREL NMEER NM—— GLMWL STWWMAF TELVVAATL PLLANEATVLYTFYPPTLEGH————

£+ Kk k. . kEEE R . L r EEEE
VWY VLGAATILFASTLGAINTAGTMV YMRAKGMILGEVE ———————— IFVIWGLFAAATT
——WAF¥LGASVEVLITWY I IY IVLDL-WERWEAANE GEVTPLY TYMAVYVFWLMWELASL G

+ R +* =%t % - PR I + .t -t E o

LV¥ESPATY TFALMDLSDMIAGSHF Y TP TGHPLAYLDQFWELFHPEVYVF ILPAF A TWL

LVLEAVLFLLFWSFGLVEGYV-——————————— DELVARTLFWWTGHE IVYFWLLPAYATIY
X P LEE th . kE kE L akkE kS

EILPAAAKFPLFARGWATAGLYV GV ML GAMLGYVHHYF T-—AVSDAFMP IFMTITETVS IFP
TILPEQAGGRLVSDPMARLAFLLFLLLES TP VGFHHOFADPGIDEP TWEMIHSVLTLEWVAVE

wEEF o S B R LI
TGFI¥TLIATGTL-WERLE————————————— INAAVILLVLMAMMNFL T L TGIFNAD
SLMTAFTVAASTEFAGRLRGGRGLFGUIFALPHWDNPAFVAPVLGLLGF IPGEAGETVNAS

k. **** * . .. e ke EF ** **

VPADLOLHNTYWY IAHFHY TML GGV IFSWIAAT ¥WWE P EVTGREINEFWGEE H———AWWE

FTLDTVVHNTAWVE GHF HLOVASLVTL TAMGSLYWLLPNLTEEP ISDAQRRL GL AV VAL
£ akEE kR _kEE . F s x akEE akaakEr F . . *
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Figura 13.- Alineamiento de la subunidad a de AA3 (A. ferrooxidans) con BA3 oxidasa (T.
thermophilus) mediante MAFFT. Se muestran residuos similares distribuidos en la toda la
extension de las cadenas. Asterisco (*) simboliza identidad, dos puntos (:) sustitucion

conservativa y punto (.) sustitucion semi-conservativa.
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Figura 14.- Sitio de interaccion con ion dicobre de la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa de
T. thermophilus (2FWL, Muresanu et al., 2006). Los aminoécidos que interacttan con el i6n
dicobre, marcados en la estructura con color rojo, son histidina 114, cisteina 149, cisteina 153,
histidina 157 y metionina 160.

Se compararon las estructuras de C552 (T. thermophilus) con c552, codificado por
Cycl (A. ferrooxidans). La secuencia aminoacidica de Cycl fue obtenida a partir de la
secuencia génica publicada en NCBI (ID: 7135079). Se obtuvo la estructura de la
proteina de A. ferrooxidans a partir de la secuencia aminoacidica, segun lo descrito en
métodos. La estructura de c552 de T. thermophilus se obtuvo de pdb (pdb: 2FWL)
(Figura 16).

Se compararon también las estructuras proteicas de la subunidad | de BA3 oxidasa
(T. thermophilus) y la subunidad a de AA3 (A. ferrooxidans) (Figura 17). La estructura
de la proteina de T. thermophilus se obtuvo de pdb (pdb: 3EH3). La estructura de la
proteina de A. ferrooxidans fue lograda a partir de su secuencia aminoacidica

depositada en NCBI (cédigo GenBank: CAA07035.1) segun lo descrito en métodos.

Las Figuras 16 y 17 muestran que las estructuras de las proteinas previamente
citadas son similares, ain cuando poseen diferencias en sus aminoacidos. Se destaca

que las estructuras de la subunidad | de BA3 oxidasa de A. ferrooxidans y la subunidad
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a de AAS3, de T. thermophilus presentan un alto grado de similitud , obteniendo un valor
P del alineamiento estructural de 0, pese a la diferencia de sus secuencias.

T. thermophilus A. ferrooxidans Fe? 2Fe?
c552
> pH 2.0
rmembrane
Periplasmic
space
Periplasmic
space Inner membrane
pH6.5
_ H'+1720 HO
Citocromo ‘ ‘
BA3 oxidasa Cytoplasm
X Cytoplasm

Figura 15.- Comparacion de una seccién de la cadena transportadora de electrones de T.
thermophilus (Compuesta por las estructuras 2FWL y 3EH3) con seccién de modelo propuesto
de cadena transportadora de electrones de A. ferrooxidans (Quatrini R. et al., 2009). Las lineas

representar la relacion entre las proteinas.

Figura 16.- Comparacion de las proteinas periplasmicas que interactian con las proteinas de
interés. Proteinas C552 de T. thermophilus (Muresanu et al., 2006) (izquierda), Cycl de A.
ferrooxidans (centro), alineamiento estructural (derecha). El valor P del alineamiento

estructural es 3,19 e (menor a 0,05 es significativo).
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Figura 17.- Comparacion de las proteinas transmembrana que interactlian con las proteinas de
interés. Proteinas citocromo BA3 oxidasa de T. thermophilus (3EH3, Liu et al., 2009)
(izquierda), la subunidad a de AA3, de A. ferrooxidans (centro), alineamiento estructural
(derecha). El valor P del alineamiento estructural es 0 (menor a 0,05 es significativo).

Se buscaron los genes de las proteinas rusticianina y la subunidad Il de la
citocromo c oxidasa en la base de datos NCBI. Se observo su contexto gendémico en la
seccion “Genomic regions, transcripts and products”. Se identificaron los genes que
codifican para las proteinas que interactian con rusticianina y la subunidad Il de la

citocromo c oxidasa (Figura 18).

El analisis del contexto genémico del gen de rusticianina, de A. ferrooxidans y el
gen de subunidad Il de la citocromo c oxidasa, de T. thermophilus, mostrado en la
Figura 18, relevé que ambos se encuentran cercanos a los genes que codifican para
las proteinas AA3 y la subunidad | de BA3 oxidasa, respectivamente. Sin embargo,
solo el gen que codifica para ¢552 de A. ferrooxidans esta cercano al de la proteina de
interés. El resultado muestra que la conservacion observada a nivel proteico no se ve

reflejada a nivel génico.
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Figura 18.- Contexto gendmico de las secuencias que codifican para la subunidad Il de la
citocromo c oxidasa (B) de T. thermophilus y rusticianina (E) de A. ferrooxidans. En el caso de
T. thermophilus se haya la secuencia que codifica para la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa
(A) se encuentra cercana a la que codifica para la subunidad 1l (B). En el caso de A.
ferrooxidans, estan las secuencias que codifican para C552 y la subunidad | de AA3 (Cy D

respectivamente).

Para establecer un criterio adicional de blsqueda de secuencias relacionadas con
rusticianina, se buscaron vinculos de su Ife, el cual presenta los aminoacidos que
coordinan el i6n cobre, con los de otras proteinas. Se analiz6 la secuencia de
rusticianina mediante la herramienta DHcL (Materiales y Métodos, 8.3) obteniendo que
su Ife corresponde a sus ultimos 23 aa. (Figura 19). Para reconocer secuencias
relacionadas que ademas poseen una estructura semejante, la cadena aminoacidica
de dicho loop fue analizada mediante SAM-T08. Los resultados obtenidos
corresponden a la basqueda iterativa TO6, precedida por la prediccion de estructura
local con el alfabeto str4, se presentan las proteinas en funcién de su valor E (Tabla 1).

Fueron seleccionados aquellas proteinas que presentasen un valor de E inferior a 0,1.
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Para el andlisis filogenético de las secuencias de Ife. se excluyeron aquellas
correspondientes a proteinas de cobre complejas y simples diferentes de tipo I. Las
secuencias (Mostradas en el anexo 2) fueron alineadas con MAFFT. A partir del
alineamiento, se obtuvo un arbol filogenético mediante Mr. Bayes (utilizando el método
WAG + GAMMA), con 10°iteraciones, resultando con una SD de 0,009091 (Figura 20).

El andlisis de Ife de rusticianina revelé que el loop presente en auracianina de C.
aurantiacus, presenta una alta similitud tanto a nivel de secuencia como estructural
(Tabla 1, Figura 20). Se observa la organizacion de los loops en familias de proteinas,
sin embargo, el loop de rusticianina mostr6 mayor similitud con los de proteinas de
plantas que con los bacterianos, lo que se expresa en su cercania en el arbol.

Mediante esta busqueda no se encontrd similitud con la subunidad Il de la citocromo c oxidasa.

Figura 19.- Loop funcional elemental de la rusticianina de A. ferrooxidans (color amarillo),
correspondiente a los aminoacidos 131 - 154. El sitio de coordinacion al ion cobre se ubica en el

loop en el centro del segmento marcado.
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Tabla 1.- Tabla de resultados de la busqueda del Ife de rusticianina mediante SAM-TO08, de
valor de E menor a 0.1. El resultado seleccionado corresponde a T06 - str4. Se observa que la

proteina de mayor similitud con el loop es la auracianina. El resultado completo se muestra en el

anexo 2.
EFL RUSTICYANIN ACIDITHIOBACILLUS FERROOXIDANS 2CAK T06-W0.5-1-str4-0.1 SCORES
Caodigo PDB  |Length| Evalue SCOP_domains Protein Organism
1ghgA 140 | 4.05e-06 b.6.1.1 Auracyanin C. aurantiacus
2calA 154 | 8.63e-06 Rusticyanin A. ferrooxidans
1e30A 155 | 8.95e-06 b.6.1.1 Rusticyanin A. ferrooxidans
3ft0A 129 | 0.000143 Azurin P. aeruginosa
ladaA 129 | 0.000968 b.6.1.1 Azurin A. denitrificans
2aanA 139 ([ 0.000975 Auracyanin A C. aurantiacus
ljzgA 128 | 0.001037 b.6.1.1 Azurin P. aeruginosa
InwpA 128 | 0.001512 b.6.1.1 Azurin P. putida
1cuoA 129 | 0.001688 b.6.1.1 Azurin Methylomonas sp.
2cCWA 129 | 0.001883 b.6.1.1 Azurin Il A. xylosoxydans
3fswA 128 | 0.003580 Azurin P. aeruginosa
1xb3A 128 | 0.004594 b.6.1.1 Azurin P. aeruginosa
1hfuA 503 | 0.008888 | b.6.1.3b.6.1.3b.6.1.3 Laccase C. cinereus
3fpxA 499 | 0.01068 Laccase T. hirsuta
3efdA 124 | 0.01435 Pseudoazurin H. denitrificans
1pmyA 123 | 0.01597 b.6.1.1 Pseudoazurin M. extorquens
1bgkA 124 | 0.01734 b.6.1.1 Pseudoazurin A. cycloclastes
1kdjA 102 | 0.01737 b.6.1.1 Plastocyanin D. crassirhizoma
3erxA 123 | 0.01766 Pseudoazurin P. pantotrophus
1kdj 102 | 0.01905 Plastocyanin D. crassirhizoma
1pyOA 125 | 0.01969 b.6.1.1 Pseudoazurin A. faecalis
1pazA 123 | 0.01982 b.6.1.1 Pseudoazurin A. faecalis
3pxIA 499 | 0.01986 Laccase T. hirsuta
205bA 105 | 0.02063 b.6.1.1 Plastocyanin P. laminosum
2ih8A 559 | 0.02089 |(h.6.1.3b.6.1.3b.6.1.3 Laccase 1 M. albomyces
2pltA 98 0.02220 b.6.1.1 Plastocyanin C. reinhardtii
1plc 99 0.02221 Plastocyanin P. nigra
2gimA 106 | 0.02583 b.6.1.1 Plastocyanin A. variabilis
3dkhA 559 | 0.02673 Laccase M. albomyces
1gycA 499 | 0.02728 |b.6.1.3b.6.1.3b.6.1.3 Laccase T. versicolor
1bgk 124 | 0.03132 Pseudoazurin A. cycloclastes
1jxgA 100 | 0.03863 b.6.1.1 Plastocyanin P. nigra
liuzA 98 0.03913 b.6.1.1 Plastocyanin U. pertusa
3kw7A 502 | 0.04210 Laccase B Trametes sp.
lagbA 99 0.04782 b.6.1.1 Plastocyanin S. oleracea
4dpazA 123 | 0.04933 b.6.1.1 Pseudoazurin A. faecalis
1picA 99 0.04975 b.6.1.1 Plastocyanin P. nigra
2chpA 96 0.07131 b.6.1.1 Cucumber basic protein C. sativus
1ws8A 109 | 0.07395 b.6.1.1 Mavicyanin C. pepo
3cvbA 105 | 0.07458 Plastocyanin P. laminosum
ljerA 138 | 0.07699 b.6.1.1 Cucumber stellacyanin C. sativus
1bypA 99 0.09297 b.6.1.1 Plastocyanin S. latifolia
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Figura 20.- Arbol filogenético de los loops de proteinas resultantes del analisis del Ife de

rusticianina con SAM TO08, obtenido mediante MR BAYES con 10° iteraciones. El nimero

mostrado en cada nodo corresponde al valor de probabilidad calculado por el programa.
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Como referencia, se agrega el arbol filogenético resultante del analisis de las
secuencias 16S mediante MEGA de los organismos que presentan las proteinas
obtenidas por SAM t08 (Figura 21). La organizacién del arbol difiere de la obtenida al
analizar secuencias del Ife de estos organismos. En el arbol se separan las ramas de
bacterias (rama superior) y células vegetales (rama inferior). Dentro de la rama de las
bacterias se separa en bacterias no fotosintéticas (rama superior) y fotosintéticas (rama
inferior).

100 Pseudomonas aeruginosa
83 P

seudomonas putida

Methylomonas sp.
Alcaligenes faecalis
Achromobacter denitrificans

Achromobacter xylosoxidans

100
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270

Hyphomicrobium denitrificans ATCC 51888

Methylobacterium extorquens
%glEchromobacter cycloclastes
Paracoccus pantotrophus

99

42

Chloroflexus aurantiacus

Silene latifolia
sol— o
Anabaena variabilis ATCC 29413

99
ﬂ|:um pertusa
Chlamydomonas reinhardtii

100 Spinacia oleracea
99 t Cucumis sativus (cucumber)
Cucurbita pepo
70

—

0.05
Figura 21.- Arbol filogenético de 16S de organismos resultantes del analisis de Ife. de
rusticianina con SAM T08. Se observan dos ramas, correspondientes a bacterias (rama superior)
y plantas (rama inferior).. ElI ndmero mostrado en cada nodo corresponde al valor de

probabilidad, en porcentaje, calculado por el programa MEGA.
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7.- Discusion

En la presente memoria de titulo, se investig6 sobre las relaciones filogenéticas de
la rusticianina, proteina involucrada en el transporte de electrones procedentes de la
oxidacién de io6n hierro Il, en A. ferrooxidans. Se estima que el hierro fue una posible
fuente de energia de organismos en periodos ancestrales, carentes de oxigeno
(>2.400 millones de afios). La evolucion que llevdo a rusticianina podria ser
representativa de la evolucion sufrida por mecanismos de obtencién de energia desde

un metabolismo anaerébico a uno aerébico.

En la investigacion, se compararon diferentes caracteristicas de la rusticianina con
proteinas contenidas en las bases de datos PDB y NCBI. La finalidad de la
comparacion fue establecer similitudes con otras secuencias, para luego analizarlas
filogenéticamente. Fruto de la busqueda comparativa en las bases de datos, se
hallaron proteinas capaces de coordinar al ion cobre. Se evidencio la relacién entre la
secuencia, segmentos de la secuencia, estructura o fragmentos especificos de las
estructuras de estas proteinas con rusticianina. Se entregaron pruebas de la similitud
de los sitios de coordinacibn en ellas, como alineamientos y comparaciones
estructurales, obteniéndose de los resultados el patron caracteristico G-(5-6)X-C-(2-
4)X-H-(2-6)X-M. Sin embargo, los residuos presentes en otras areas de la cadena no
son constantes, pero si la estructura de la proteina. Se puede observar que a pesar de
las diferentes configuraciones aminoacidicas, el barril de ldminas beta se conserva al
igual que los sitios de interaccion con ién cobre (Figura 8 y 9). Posiblemente esto
sucede debido a las diferentes condiciones en las que crecen estos organismos, en las
cuales el pH y la temperatura resultan determinantes para la formacion y correcto
funcionamiento proteico. Aunque no se profundiz6 en la conformacién de otros
dominios de la proteina diferentes a los sitios de coordinacion, es interesante notar la
conservacién de los aminoacidos glicina en las cercanias de los sitios de interaccién
con cobre porque, pese a que no se ha reportado su funcién, son muy conservados. El

papel que cumpliria esta glicina constituye un desafio para futuras investigaciones.

Todas las proteinas candidatas encontradas participan en cadenas transportadoras

de electrones. Esto es debido al potencial electroquimico generado por el ién cobre, el
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cual facilita la ganancia de electrones. Algunas proteinas, como las citocromo c
oxidasas, presentan dos cisteinas en lugar de una en el sitio de interaccion con cobre,
lo que permite anclar 2 iones cobre. Aquello es una diferencia importante respecto a
las cianinas, que so6lo poseen una cisteina en el sitio de interaccién con cobre, uniendo
sélo un ién. Si se considera a la rusticianina y a la auracianina como las proteinas que
han presentado menos cambios a partir del ancestro comun con la subunidad 2 de la
citocromo c oxidasa, la diferencia entre sitios de unién a cobre es un asunto de interés.
Es probable que el ancestro comdn haya presentado un sitio de interaccion con cobre,
en lugar de dos, el que se conservo en rusticianina y auracianina. Otra alternativa,
menos probable que la anterior debido a que sefiala que una proteina simple se formoé
a partir de una compleja, es que la proteina ancestral haya tenido dos sitios de unién a
cobre, como en la subunidad 2 de la citocromo c oxidasa. Lo anterior involucra la
pérdida de un sitio de unibn a cobre para generar proteinas como rusticianina y
auracianina. Se sugiere que la primera opcién es mas probable, siendo los sistemas
mas simples los que generalmente evolucionan a sistemas mas complejos. Se
propone entonces que inicialmente existia un sistema con aa especificos para unir un
ibn cobre, al que luego, en el proceso evolutivo, se sumaron otros que confirieron
capacidad para coordinar un ion mas (Figura 22). Al presentar dos cisteinas, el sitio de
union de la subunidad Il de citocromo oxidasa ¢ puede coordinar dos atomos de cobre
(i6n dicobre) en lugar de uno, como rusticianina o auracianina. Se sugiere que este
cambio se presentdé en una proteina ancestral y otorgé la capacidad de unir al ion
dicobre ante un desafio evolutivo, como podria ser el aumento de los niveles de
oxigeno. Sin embargo, este cambio posiblemente no se presentd en proteinas que

unen s6lo un ion cobre, dando lugar a proteinas como la rusticianina o la auracianina.

La relacion evolutiva planteada resulta notable, ya que el sistema al que pertenece
la subunidad Il de la citocromo c oxidasa corresponde al de la respiracion aerébica
celular. Por lo tanto, es posible que la adicion de aminoacidos criticos a una proteina
capaz de unir sélo un ion cobre permitiese la respiracién aerébica o su mejora. La
modificacion propuesta podria haber sido gatillada por el aumento progresivo de los
niveles de oxigeno hace 2.400 millones de afios, pasando de un mundo andxico a uno

oxico.
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G

Subunidad IT de la citocromo “ E-R—P—i
oxidasa ¢ T. thermophilus

"Bloque™ agregado
Figura 22.- Cambio propuesto del sitio de interaccidn con cobre. Los aminoacidos en rojo son
la glicina conservada y los aminoacidos que interactian con cobre (cisteina, histidina y

metionina). Se indica con una flecha el bloque agregado propuesto.

Al revisar las diferentes estructuras, se puede observar conservacion tanto en el
dominio de la proteina que interactia con cobre, como de la estructura en barril de
lAminas beta. Sin embargo, existen diferencias notables en el largo de las laminas beta
gue componen el barril central de la proteina. Uno de los factores que puede haber
propiciado esta diferencia son las condiciones fisicoquimicas en las cuales se
encuentran inmersas las proteinas. En el caso puntual de la rusticianina, ella requiere
de una estructura mas estable debido a que se encuentra en condiciones
generalmente desnaturantes, como alta acidez (Botuyan et al., 1996). Dicha estabilidad
podria estar dada por el nimero de laminas beta, superior al de otras cianinas

(Informacién mostrada en anexo 3).

Es destacable que, pese al inconstante nUmero de laminas beta entre cianinas, asi
como el nimero de aminoacidos que conforma cada una, el nUmero de aminoacidos
de la ultima lamina beta sea siempre 6 6 7. Esta conservacion sugiere que el nimero
de aminoé&cidos constituyentes de la Ultima lamina beta, precedida por los sitios de

unién al ién cobre, juega un rol importante en la funcionalidad de la proteina.

Es importante enfatizar que la estructura de cada proteina fue obtenida en
ambientes distintos a las demas proteinas. Debido a que las condiciones adecuadas
para mantener la conformacién natural de la proteina son especificas, las estructuras
son resultado de diferentes configuraciones aminoacidicas para tolerar el medio y

mantener la estructura nativa y funcional en él.

Se analizaron las secuencias de otros componentes de la cadena transportadora

de electrones de A. ferrooxidans diferentes de rusticianina. Posteriormente se obtuvo
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su estructura proteica para compararlos con sus supuestos homologos de T.
thermophilus. Se observé que la Cycl (A. ferrooxidans) se diferencia de ¢552 en su
tamafio, pero sus estructuras de hélices alfa son una caracteristica comdn. En cambio,
la estructura obtenida de AA3 es similar a la estructura publicada de la subunidad | de
la BA3 oxidasa de T. thermophilus. Sin embargo, la comparacion de sus secuencias
(Figura 13) y nivel de similitud de sus secuencias no explica esto. Por lo anterior,
surgen dudas sobre la eficiencia de Modeller en la generacién de estructuras proteicas.
Queda cuestionarse si la proteina utilizada de molde fue la adecuada o simplemente si
la secuencia, pese a ser diferente, genera una estructura similar. Esto constituiria una
hip6tesis aceptable si se considera que la funcionalidad de la proteina esta dada por su
estructura y aminoacidos especificos criticos. Aln si la hipétesis es acertada, es
erréneo considerar una estructura obtenida mediante Modeller como completamente
correcta. Se sugiere, para comparaciones posteriores, determinar las estructuras

mediante métodos cristalograficos.

El resultado de la busqueda tanto estructural como de secuencia del Ife de
rusticianina mediante SAM-t08 (Tabla 1) no mostrd cercania con el loop de subunidad
Il de la citocromo c oxidasa de T. thermophilus. Una de las razones que explicaria este
hecho es que el valor E maximo utilizado podria haber sido demasiado bajo (0,1). Esto
indica que el loop no es realmente tan similar como podria esperarse, considerando
estructura y secuencia, entre estas proteinas. Resulta interesante observar que
proteinas fungicas, las lacasas, presentan un alto grado de similitud (el valor de E de la
lacasa de C. cinereus fue 0,008888 siendo el valor minimo presentado por estas
proteinas) con el Ife de rusticianina, mayor incluso que el de algunas cianinas como la
plastocianina de S. latifolia, con un valor de E de 0,09297. En andlisis posteriores se
descartaron las lacasas por no tratarse de proteinas de cobre tipo |, siendo proteinas
complejas. Cabe cuestionarse si la estrategia de busqueda, el alfabeto utilizado en la
prediccion de estructura secundaria y el método de busqueda iterativa, de proteinas
elegida en SAM-T08 fue la adecuada. SAM-TO08 predice la estructura secundaria de la
secuencia consultada mediante quince alfabetos diferentes paralelamente para

después comparar dicha estructura con todas las presentes en la base de datos PDB.
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De los quince alf utilizados para el andlisis con SAM-T08 (str2, alpha, bys, pb,
0_sep, n_sep, 0_notor, n_notor, o_notor2, n_notor2, str4, dssp_ehl2, CB_burial_14_7,
near-backbone-11 y CB8-sep9), los tres ultimos se basan en la interaccion de la
proteina con el medio. Ellos identifican segmentos hidrofilos e hidrofobos que por su
naturaleza interactian o se esconden del medio acuoso. Dicha prediccion no fue
considerada util debido a que se analiza un segmento pequefio de la proteina. De los
doce alf. restantes, estructurales, se selecciond str4 por tratarse del mas completo,
siendo una combinacién de los alf. str2, notor2 y alpha. Lo que hace str4 es clasificar
los tipos de laminas segun su orientacion como str2, considera los angulos de torsion
respecto al plano en los enlaces peptidicos con oxigeno y con nitrdgeno tal como
evallda notor2. Los angulos de torsién alfa los evalila como alpha. La busqueda
iterativa seleccionada, t06, fue elegida por ser la mas sensible de las tres utilizadas
paralelamente por SAM-T08. Considerando que los criterios de seleccion de estrategia
son adecuados para el analisis del loop, es posible suponer que la diferencia entre los
resultados otorgados por el andlisis de Ife. y de secuencia completa esta dado por
elementos diferentes del loop. Aun cuando el resultado puede parecer
contraproducente en el sentido de no relacionar la rusticianina con la subunidad Il de
citocromo c oxidasa, es efectivo en relacionarla con la auracianina, lo cual es relevante
dado que participan en procesos distintos, aunque la funcion es la misma (transporte

de electrones).

Una consideracion importante es sefialar que DHcL es la Unica herramienta
disponible para la determinacion de Ife., por lo que no se puede comparar con otro

software actual.

El conjunto de resultados obtenidos sugiere que las cadenas transportadoras de
electrones de T. thermophilus y A. ferrooxidans, provienen de sistema similar en un
ancestro comun mas cercano a ellas que al resto de las bacterias generadoras de
cianinas o proteinas candidatas. Es posible que el sistema presente en el ancestro
comun cumpliese la funcién reversa, es decir, la extraccion de electrones desde el
interior celular, si se encontrase en un ambiente andxico. Actualmente, se discute que
tanto la rusticianina como la cadena proteica a la que pertenece podrian extraer

electrones desde el interior celular en condiciones anoxicas, utilizando Fe™ como
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aceptor final de electrones (Ohmura et al.,, 2002). El nuevo desafio es predecir
sistemas ancestrales, a partir de los presentes en la actualidad, capaces de extraer
electrones desde el interior celular en un ambiente andxico, que den cuenta del
sistema de vida anterior al aumento de oxigeno ambiental y otorguen informacion

sobre el origen de la vida en la tierra y el dltimo ancestro comun universal.

Idealmente, los hallazgos futuros podrian conducir incluso al conocimiento de los
sistemas de transporte de electrones prebidticos que posiblemente fueron adquiridos
por las vesiculas que posteriormente derivaron en las células primitivas (Schump et al.,
2010). Hay antecedentes de moléculas capaces de servir como transportadoras de
electrones, como las fenazinas y los grupos de hierro azufre (Zhao et al., 2009), que
por sus caracteristicas electroquimicas, podria haber otorgado alguna funcionalidad a
las protocélulas y constituido una ventaja adaptativa frente a otras. Dichas moléculas,
presentes tanto en el pasado lejano como en organismos vivientes en la actualidad,
podrian ser el origen de los sistemas de transportes de electrones celulares y su
presencia es compatible con ambientes extraterrestres, como por ejemplo, la luna
Europa, de Jupiter, por lo que podrian ser pilares para la formacién de vida fuera del

planeta Tierra.
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8.- Conclusiones

El sitio de coordinacion con el i6bn cobre, caracterizado por los aminoacidos
cisteina, histidina y metionina, se encuentra altamente conservado entre las

proteinas candidatas encontradas.

La estructura del sitio de coordinacién con ion cobre se encuentra altamente

conservada entre las proteinas candidatas.

Los resultados encontrados sugieren que la subunidad Il de la citocromo ¢
oxidasa de T. thermophilus y la rusticianina de A. ferrooxidans evolucionaron a

partir de una proteina ancestral coman.

La adicibn de aminoacidos capaces de unir ion cobre permitieron a la
subunidad Il de la citocromo c oxidasa unir al ion dicobre, marcando una

divergencia en el proceso evolutivo proteico de proteinas que unen cobre.

Las proteinas cycl y subunidad a de la AA3 oxidasa, que interactian con
rusticianina, guardan similitud con ¢552 y la subunidad | de BA3, que

interactdan con la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa.

La similitud estructural de rusticianina y la subunidad Il de la citocromo ¢
oxidasa, asi como también la similitud de las proteinas que interactian con
ellas sugieren la conservacién, en el proceso evolutivo, del segmento de la

cadena transportadora de electrones al cual pertenecen.

El desafio evolutivo impuesto por el aumento de oxigeno, pasando de un
mundo andxico a uno Oxico, pudo haber ocasionado la divergencia evolutiva
gue supuestamente generd la subunidad Il de la citocromo ¢ oxidasa de T.
thermophilus y la rusticianina de A. ferrooxidans, a partir de un ancestro

comdn.
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Anexo 1

Resultados de la tercera iteracion de PSI-blast con la secuencia de rusticianina

madura.
Accession Description sﬁ :: otf el cgltel;::ly_e E value
CCA63066.1 rusticyanin precursor [uncultured bacterium] 152 152 100% 9,00E-47
YP_004784314.1 rusticyanin [Acidithiobacillus ferrivorans SS3] >gb|A 149 @ 149 100%  1,00E-45
YP_004783009.1 rusticyanin [Acidithiobacillus ferrivorans SS3] >gb|A 148 @ 148 98% 2,00E-45
YP_004784176.1 rusticyanin [Acidithiobacillus ferrivorans SS3] >gb|A 147 147 98% 8,00E-45
YP_934454.1 unnamed protein product [Azoarcus sp. BH72] >emr 106 = 106 70% 2,00E-29
ZP_08933243.1 blue (type 1) copper domain protein [Thioalkalimicrc 106 106 72% 4,00E-29
YP_001790301.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Lef 105 @ 105 71% 6,00E-29
NP_394955.1 rusticyanin [Thermoplasma acidophilum DSM 1728] 105 105 82% 8,00E-29
YP_001409345.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Xar 103 @ 103 86% 3,00E-28
NP_886246.1 unnamed protein product [Bordetella parapertussic 103 = 103 74% 4,00E-28
ACK38175.1 rusticyanin B [Acidithiobacillus ferrivorans] 102 102 78% 5,00E-28
NP_881852.1 unnamed protein product [Bordetella pertussis Toh 103 = 103 74% 7,00E-28
YP_002490064.1 unnamed protein product [Methylobacterium noduli 101 = 101 87% 1,00E-27
NP_111971.1 rusticyanin [Thermoplasma volcanium GSS1] >dbj|[E 101 = 101 87% 2,00E-27
YP_003157271.1 blue (type 1) copper domain-containing protein [De 101 @ 101 72% 2,00E-27
YP_996440.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Ver 101 @ 101 71% 2,00E-27
ZP_04765613.1 blue (type 1) copper domain protein [Acidovorax de 100 100 72% 3,00E-27
ZP_09753883.1 putative copper-binding protein [Burkholderiales be 100 100 74% 4,00E-27
YP_002552674.1 blue (type 1) copper domain-containing protein [Ac 100 @ 100 72% 4,00E-27
YP_004379835.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Ps¢ 100 @100 92% 5,00E-27
YP_004489168.1 blue (type 1) copper domain-containing protein [De 100 @100 72% 5,00E-27
YP_001563932.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Del 100 100 72% 6,00E-27
YP_986835.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Acic 100 @ 100 71% 6,00E-27
ACB12989.1 putative blue (type 1) copper domain protein [Aque 98.9 98.9 73% 2,00E-26
YP_001419481.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Xa1 98.9 @ 98.9 65% 2,00E-26
CBA30406.1 hypothetical protein Csp_C23390 [Curvibacter pute 98.9 98.9 73% 2,00E-26
CBK52899.1 rusticyanin type B [Acidithiobacillus ferrivorans] >er 97.7 97.7 72% 2,00E-26
ZP_09712581.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Ps¢ 98.5 98.5 72% 3,00E-26
YP_001899401.1 blue (type 1) copper domain-containing protein [Ra 98.1 @ 98.1 92% 3,00E-26
YP_002973584.1 blue (type 1) copper domain protein [Ralstonia pick 98.1 @ 98.1 71% 3,00E-26
YP_003981758.1 copper binding protein, plastocyanin/azurin family f 98.1 = 98.1 91% 3,00E-26
YP_001409272.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Xat 98.1 @ 98.1 65% 3,00E-26
YP_434213.1 putative copper-binding protein [Hahella chejuensit 97.7 97.7 73% 4,00E-26
YP_145678.1 putative oxydoreductase [Ralstonia metallidurans ( 97.7 97.7 94% 4,00E-26
ZP_07025775.1 blue (type 1) copper domain protein [Afipia sp. 1INL 97.7 @ 97.7 82% 4,00E-26
ZP_08406917.1 blue (typel) copper domain-containing protein [Hyl 98.1 @ 98.1 72% 4,00E-26
EGP46069.1 putative blue copper protein [Achromobacter xylos¢ 98.1 98.1 91% 5,00E-26
YP_001633210.1 copC2 gene product [Bordetella petrii DSM 12804] 97.7 @ 97.7 73% 5,00E-26

49



ZP_08947411.1
YP_001188142.1
EFV86900.1
CBK52901.1
YP_004474296.1
ZP_03544296.1
YP_129194.1
YP_002947541.1
YP_001353514.1
ACDO03845.1
AAP42068.1
ZP_09298883.1
YP_004631476.1
YP_001020832.1
ZP_09330514.1
YP_004416969.1
YP_002890940.1
ZP_09475080.1
YP_004052804.1
ZP_09714388.1
ZP_09646414.1
YP_002290594.1
BAL12886.1
YP_001099872.1
YP_004634336.1
CBA29880.1
ZP_01440770.1
YP_004416264.1
YP_002553637.1
ZP_09091640.1
YP_005092654.1
YP_004619330.1
ZP_08404056.1
ZP_09623004.1
YP_571387.1
ZP_07673870.1
YP_001541742.1
YP_002891008.1
YP_001045845.1
YP_746291.1

blue (typel) copper domain-containing protein [Aci
blue (typel) copper domain-containing protein [Pse
copper tolerance protein [Achromobacter xylosoxid
rusticyanin type B [Acidithiobacillus ferrivorans]
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ps
blue (typel) copper domain-containing protein [Col
copper tolerance protein [Photobacterium profundt
blue (type 1) copper domain protein [Variovorax pa
blue copper protein [Janthinobacterium sp. Marseill
Rusticyanin [Thiobacillus prosperus]

unknown [Xanthomonas euvesicatoria]

copper binding protein, plastocyanin/azurin family
copper-binding protein [Oligotropha carboxidovoral
oxidoreductase [Methylibium petroleiphilum PM1] >
blue (typel) copper domain-containing protein [Aci
blue (typel) copper domain-containing protein [Pus
blue (type 1) copper domain-containing protein [Th
putative Copper tolerance protein (Cupredoxin) [Br
azurin [Marivirga tractuosa DSM 4126] >gb|ADR20¢€
blue (type 1) copper domain-containing protein [Sp
putative copper-binding protein [Bradyrhizobium sg
copper tolerance protein [Oligotropha carboxidovot
copper tolerance protein [Bradyrhizobium japonicut
unnamed protein product [Herminiimonas arsenico:
copper-binding protein [Oligotropha carboxidovoral
hypothetical protein Csp_A14370 [Curvibacter pute
putative copper-containing oxidoreductase signal ¢
blue (typel) copper domain-containing protein [Put
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ac
blue (type 1) copper domain-containing protein [Me
unnamed protein product [Oceanimonas sp. GK1] >
hypothetical protein Rta_22150 [Ramlibacter tatao
blue (type 1) copper domain protein [Rubrivivax be
blue (type 1) copper domain protein [Cupriavidus b
blue (typel) copper domain-containing protein [Rh¢
copper tolerance protein [Ralstonia sp. 5_7_47FAA
hypothetical protein Cmaq_1935 [Caldivirga maquil
transposase Tn3 family protein [Thauera sp. MZ1T]
blue (typel) copper domain-containing protein [Rh¢
blue (typel) copper domain-containing protein [Nit

96.6
97.3
97.3
96.2
97.3
96.9
96.9
96.9
96.9
97.3
96.6
96.6
96.2
96.9
95.4
96.2
96.2
95.4
95.8
96.6
94.6
95.0
94.6
95.0
94.6
93.9
93.1
92.3
93.5
93.9
93.5
95.0
93.5
93.1
93.1
93.1
94.6
92.7
92.7
92.3

96.6
97.3
97.3
96.2
97.3
96.9
96.9
96.9
96.9
97.3
96.6
96.6
96.2
96.9
954
96.2
96.2
954
95.8
96.6
94.6
95.0
94.6
95.0
94.6
93.9
93.1
92.3
93.5
93.9
93.5
95.0
93.5
93.1
93.1
93.1
94.6
92.7
92.7
92.3

73%
69%
91%
66%
92%
93%
76%
73%
72%
92%
74%
72%
87%
72%
72%
72%
72%
64%
90%
99%
65%
87%
65%
67%
65%
73%
64%
65%
73%
92%
72%
87%
73%
72%
94%
73%
96%
71%
90%
84%

6,00E-26
6,00E-26
8,00E-26
8,00E-26
9,00E-26
1,00E-25
1,00E-25
1,00E-25
1,00E-25
1,00E-25
1,00E-25
1,00E-25
2,00E-25
2,00E-25
2,00E-25
2,00E-25
2,00E-25
3,00E-25
4,00E-25
6,00E-25
6,00E-25
6,00E-25
6,00E-25
7,00E-25
8,00E-25
9,00E-25
1,00E-24
1,00E-24
2,00E-24
2,00E-24
2,00E-24
2,00E-24
2,00E-24
3,00E-24
3,00E-24
3,00E-24
4,00E-24
4,00E-24
6,00E-24
7,00E-24
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ZP_08874939.1
YP_004389327.1
YP_986891.1
CCG00296.1
ZP_09432186.1
YP_746279.1
ZP_01898889.1
YP_004126100.1
ZP_03266724.1
YP_986940.1
ZP_08415195.1
ZP_01062087.1
YP_001990115.1
ZP_04762053.1
NP_251497.1
ZP_01440306.1
ZP_09420332.1
ZP_04929113.1
YP_001892447.1
YP_259085.2
YP_550293.1
AEO74639.1
ZP_05842960.1
YP_354771.1
YP_004156527.1
ZP_05078063.1
EHS33815.1
YP_002439868.1
ZP_01366267.1
ZP_09052359.1
ZP_07794111.1
YP_001818956.1
YP_004127356.1
ZP_02152613.1
NP_384693.1
EGM21891.1
CAZ89691.1
YP_004388076.1
YP_002520371.1
CAC45159.2

blue (typel) copper domain-containing protein [Vetr
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ali
blue (typel) copper domain-containing protein [Aci
azurin [uncultured Flavobacteriia bacterium]

putative Copper tolerance protein (Cupredoxin) [Br
blue (typel) copper domain-containing protein [Niti
Hypothetical copper tolerance protein [Moritella sp.
blue (type 1) copper domain protein [Alicycliphilus ¢
blue (type 1) copper domain protein [Burkholderia !
blue (typel) copper domain-containing protein [Aci
Blue (Type 1) copper domain protein precursor [Rh¢
azurin [Leeuwenhoekiella blandensis MED217] >gt
blue (type 1) copper domain-containing protein [Rh
blue (type 1) copper domain protein [Acidovorax de
unnamed protein product [Pseudomonas aeruginos
putative copper-containing oxidoreductase signal ¢
putative Copper tolerance protein (Cupredoxin) [Br
hypothetical protein PACG_01730 [Pseudomonas a
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ra
unnamed protein product [Pseudomonas fluorescel
blue (typel) copper domain-containing protein [Pol
putative copper-binding protein [Pseudomonas aer
blue (type 1) copper domain protein [Rhodobacter
unnamed protein product [Rhodobacter sphaeroide
oxidoreductase [Variovorax paradoxus EPS] >gb|Al
copper tolerance protein [Rhodobacterales bacterit
hypothetical protein 010_25894 [Pseudomonas ae
unnamed protein product [Pseudomonas aeruginos
hypothetical protein PaerPA_01003411 [Pseudomo
hypothetical protein HMPREF1030_01445 [Pseudor
putative copper-binding protein [Pseudomonas aer
blue (typel) copper domain-containing protein [Op
blue (type 1) copper domain protein [Alicycliphilus ¢
hypothetical protein OIHEL45_06680 [Oceanibulbu
copper-containing oxidoreductase signal peptide pi
putative copper-binding protein [Pseudomonas aer
putative blue (type 1) copper domain protein, puta
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ali
Blue (Type 1) copper domain protein precursor [Rh¢
Putative copper-containing oxidoreductase signal ¢

92.3
91.9
91.9
91.9
91.6
91.9
91.6
91.6
90.8
91.2
91.2
91.2
91.2
90.8
91.2
91.6
90.4
91.2
90.0
90.4
90.4
90.8
89.6
90.0
89.6
90.8
90.0
90.4
89.6
89.6
89.2
88.9
88.9
90.4
88.9
88.9
89.6
88.9
88.9
88.5

92.3
91.9
91.9
91.9
91.6
91.9
91.6
91.6
90.8
91.2
91.2
91.2
91.2
90.8
91.2
91.6
90.4
91.2
90.0
90.4
90.4
90.8
89.6
90.0
89.6
90.8
90.0
90.4
89.6
89.6
89.2
88.9
88.9
90.4
88.9
88.9
89.6
88.9
88.9
88.5

71%
71%
96%
83%
64%
72%
83%
71%
70%
73%
63%
83%
72%
96%
96%
64%
64%
96%
73%
63%
86%
96%
65%
63%
75%
91%
96%
96%
96%
96%
96%
78%
72%
93%
64%
96%
91%
72%
62%
64%

7,00E-24
8,00E-24
8,00E-24
8,00E-24
1,00E-23
1,00E-23
1,00E-23
1,00E-23
1,00E-23
2,00E-23
2,00E-23
2,00E-23
2,00E-23
2,00E-23
3,00E-23
3,00E-23
3,00E-23
3,00E-23
4,00E-23
4,00E-23
4,00E-23
4,00E-23
4,00E-23
6,00E-23
6,00E-23
6,00E-23
6,00E-23
6,00E-23
7,00E-23
9,00E-23
9,00E-23
9,00E-23
1,00E-22
1,00E-22
1,00E-22
1,00E-22
1,00E-22
1,00E-22
1,00E-22
2,00E-22
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YP_001239425.1
YP_004243887.1
YP_790372.1
NP_378394.1
YP_981496.1
ZP_03520199.1
YP_768024.1
EHHO03895.1
YP_001242335.1
NP_378393.1
ZP_01225556.1
YP_002540620.1
CCF00576.1
NP_768849.1
ZP_08273251.1
ZP_02154955.1
YP_001347717.1
ZP_01038107.1
ZP_06878189.1
EGP55786.1
AAF32271.1
ZP_00963604.1
NP_356651.1
ABC68313.1
ZP_01227198.1
YP_973565.1
YP_002822925.1
YP_470023.1
EGP55536.1
YP_165195.1
YP_002546511.1
YP_004444181.1
ZP_05026207.1
ZP_01881463.1
ZP_08522000.1
YP_001868284.1
ZP_09670228.1
ZP_08811606.1
NP_435810.1
ZP_03507150.1

copper tolerance protein [Bradyrhizobium sp. BTAi1l
blue (type 1) copper domain-containing protein [Vu
unnamed protein product [Pseudomonas aeruginos
sulfocyanin [Sulfolobus tokodaii str. 7] >dbj|BAK54"
blue (typel) copper domain-containing protein [Pol
blue (type 1) copper domain protein [Rhizobium etl
copC gene product [Rhizobium leguminosarum bv. !
copper tolerance protein [Agrobacterium tumefacie
copper tolerance protein (cupredoxin) [Bradyrhizob
sulfocyanin [Sulfolobus tokodaii str. 7] >dbj|BAK54"
copper binding protein [Aurantimonas manganoxyd
copper-containing oxidase [Agrobacterium radiobac
putative copper oxidase, possibly exported [Sinorh
copC gene product [Bradyrhizobium japonicum USC
blue (type 1) copper domain protein [Oxalobactera
putative copper oxidase [Oceanibulbus indolifex HE
hypothetical protein PSPA7_2350 [Pseudomonas a
putative copper-containing oxidoreductase signal ¢
hypothetical protein PaerPAb_11205 [Pseudomona
copper tolerance protein [Agrobacterium tumefacie
CopC [Aeromonas veronii bv. Sobria]

hypothetical protein NAS141_00605 [Sulfitobacter :
copper tolerance protein [Agrobacterium tumefacie
copper-binding protein [Pseudomonas chlororaphis
putative copper containing protein [Aurantimonas r
blue (typel) copper domain-containing protein [Pol
copper oxidase, possibly exported [Sinorhizobium f
copper-containing oxidase [Rhizobium etli CFN 42]
copper tolerance protein [Agrobacterium tumefacie
hypothetical protein SPOA0368 [Ruegeria pomeroy
copper tolerance protein [Agrobacterium vitis S4] >
copper tolerance protein [Agrobacterium sp. H13-3
Copper binding protein, plastocyanin/azurin family
copper tolerance protein [Roseovarius sp. TM1035]
blue (typel) copper domain-containing protein [Ael
hypothetical protein Npun_R4997 [Nostoc punctifor
azurin blue-copper protein [Gillisia limnaea DSM 15
blue (Type 1) copper domain protein [Desulfosporo
copper oxidase [Sinorhizobium meliloti 1021] >gb |4
putative copper-containing oxidase protein [Rhizob

88.1
90.0
89.2
89.2
90.0
88.1
88.1
88.1
87.7
89.2
87.7
86.9
87.7
87.7
87.3
88.1
88.1
87.7
87.7
86.9
87.3
88.5
86.5
87.3
86.5
86.9
86.5
86.5
86.5
86.5
86.5
86.2
85.8
86.2
86.2
86.2
86.2
87.7
85.8
85.4

88.1
90.0
89.2
89.2
90.0
88.1
88.1
88.1
87.7
89.2
87.7
86.9
87.7
87.7
87.3
88.1
88.1
87.7
87.7
86.9
87.3
88.5
86.5
87.3
86.5
86.9
86.5
86.5
86.5
86.5
86.5
86.2
85.8
86.2
86.2
86.2
86.2
87.7
85.8
85.4

64%
81%
96%
81%
86%
80%
64%
85%
65%
81%
64%
64%
64%
64%
94%
61%
96%
61%
96%
85%
90%
63%
65%
81%
64%
73%
64%
64%
65%
65%
96%
65%
66%
61%
90%
89%
83%
94%
64%
64%

2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
2,00E-22
3,00E-22
3,00E-22
3,00E-22
3,00E-22
3,00E-22
3,00E-22
4,00E-22
4,00E-22
4,00E-22
5,00E-22
6,00E-22
6,00E-22
7,00E-22
7,00E-22
7,00E-22
8,00E-22
8,00E-22
8,00E-22
8,00E-22
8,00E-22
9,00E-22
1,00E-21
1,00E-21
1,00E-21
1,00E-21
2,00E-21
2,00E-21
2,00E-21
2,00E-21
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ABZ07390.1
YP_001313744.1
ZP_00956003.1
NP_841532.1
ZP_09086693.1
ZP_08257532.1
ZP_09294446.1
YP_002278136.1
YP_002823035.1
YP_002546506.1
ZP_09705128.1
YP_004688921.1
ZP_09327409.1
YP_004352986.1
EEZ92491.1
ZP_01629152.1
EHS52117.1
NP_344287.1
ZP_08142781.1
YP_004410335.1
ZP_01049823.1
AEG03152.1
YP_002915652.1
YP_002830406.1
YP_001187722.1
ZP_05741884.1
ADX86320.1
ZP_08550477.1
YP_001636176.1
YP_002833151.1
ZP_00961603.1
AEV63960.1
ZP_09328437.1
ZP_06387080.1
YP_001190424.1
YP_003146709.1
YP_349582.1
YP_004430544.1
ZP_08667184.1
YP_003902144.1

putative copper-binding protein, plastocyanin/azuri
blue (typel) copper domain-containing protein [Sin
hypothetical protein EE36_01545 [Sulfitobacter sp.
copper-containing oxidoreductase signal peptide pi
Copper tolerance protein [Mesorhizobium amorpha
blue (typel) copper domain-containing protein [Cal
blue (typel) copper domain-containing protein [Me
blue (type 1) copper domain protein [Rhizobium leg
copper oxidase, possibly exported [Sinorhizobium f
copper tolerance protein [Agrobacterium vitis S4] >
sulfocyanin [Metallosphaera yellowstonensis MK1]
cupredoxin-like protein [Roseobacter litoralis Och 1
blue (typel) copper domain-containing protein [Aci
hypothetical protein PSEBR_a1771 [Pseudomonas
blue (type 1) copper domain protein [Candidatus P
hypothetical protein N9414_20225 [Nodularia spun
blue (type 1) copper domain protein [Rhizobium sp
quinol oxidase-2, sulfocyanin (blue copper protein)
blue (typel) copper domain-containing protein [Pse
sulfocyanin [Metallosphaera cuprina Ar-4] >gb|AEB!
Azurin [Dokdonia donghaensis MED134] >gb|EAQ3
blue (type 1) copper domain protein [Sinorhizobiun
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus M.16.4] >gb|ACR:
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus M.14.25] >ref|YP_
blue (typel) copper domain-containing protein [Pse
hypothetical protein SCH4B_3070 [Silicibacter sp. T
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus REY15A]

blue (typel) copper domain-containing protein [Sal
blue (typel) copper domain-containing protein [Chl
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus L.S.2.15] >ref|YP,
hypothetical protein ISM_17445 [Roseovarius nubit
copper-binding protein [Pseudomonas fluorescens
blue (typel) copper domain-containing protein, par
blue (type 1) copper domain protein [Sulfolobus so
unnamed protein product [Metallosphaera sedula [
azurin [Kangiella koreensis DSM 16069] >gb |ACV2¢
copper-binding protein [Pseudomonas fluorescens
azurin [Krokinobacter sp. 4H-3-7-5] >gb|AEE19276
Blue (Type 1) copper domain protein [Candidatus N
blue (type 1) copper domain-containing protein [Vu

86.2
85.4
86.9
85.0
85.4
86.9
85.0
84.6
84.6
84.6
85.4
85.8
84.6
84.6
85.8
84.6
84.2
84.6
84.2
84.6
83.8
83.8
84.2
84.2
83.8
84.6
83.8
82.7
82.7
83.8
83.5
83.1
80.8
83.8
83.1
81.9
82.3
81.9
83.5
83.1

86.2
85.4
86.9
85.0
85.4
86.9
85.0
84.6
84.6
84.6
85.4
85.8
84.6
84.6
85.8
84.6
84.2
84.6
84.2
84.6
83.8
83.8
84.2
84.2
83.8
84.6
83.8
82.7
82.7
83.8
83.5
83.1
80.8
83.8
83.1
81.9
82.3
81.9
83.5
83.1

96%
93%
63%
86%
61%
95%
84%
79%
64%
92%
81%
89%
88%
95%
99%
66%
64%
79%
62%
81%
92%
64%
79%
79%
62%
64%
79%
75%
63%
79%
64%
95%
54%
66%
81%
70%
63%
85%
95%
77%

2,00E-21
2,00E-21
2,00E-21
2,00E-21
2,00E-21
3,00E-21
3,00E-21
3,00E-21
3,00E-21
3,00E-21
4,00E-21
4,00E-21
5,00E-21
5,00E-21
5,00E-21
5,00E-21
5,00E-21
7,00E-21
8,00E-21
8,00E-21
8,00E-21
8,00E-21
9,00E-21
9,00E-21
1,00E-20
1,00E-20
1,00E-20
1,00E-20
1,00E-20
2,00E-20
2,00E-20
2,00E-20
2,00E-20
2,00E-20
3,00E-20
3,00E-20
3,00E-20
4,00E-20
4,00E-20
5,00E-20
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YP_004714873.1
ZP_08528099.1
YP_004688920.1
YP_001802596.1
BAL53196.1
ZP_00964733.1
ZP_05059164.1
ADX84707.1
ZP_02188746.1
ZP_01881464.1
YP_001818686.1
YP_003390896.1
YP_002828861.1
ZP_02154956.1
ZP_01739821.1
YP_001541297.1
ZP_09703936.1
ZP_01038108.1
YP_003087289.1
ZP_09703737.1
YP_002463939.1
ZP_04057121.1
YP_002837125.1
YP_002914072.1
YP_002871218.1
ZP_07774167.1
YP_002831569.1
ZP_09329698.1
ZP_01253842.1
YP_957419.1
NP_485063.1
ZP_08202719.1
ZP_09158576.1
YP_324178.1
ZP_09158296.1
ZP_07113113.1
ZP_09712003.1
YP_172280.1
YP_003085514.1
YP_004316921.1

blue (typel) copper domain-containing protein [Pse
copper oxidase [Agrobacterium sp. ATCC 31749] >
cupredoxin-like protein [Roseobacter litoralis Och 1
hypothetical protein cce_1180 [Cyanothece sp. ATC
blue (typel) copper domain-containing protein [unc
putative copper oxidase, possibly exported [Sulfito
Copper binding protein, plastocyanin/azurin family
blue (type 1) copper domain protein [Sulfolobus isl:
copper-binding protein [alpha proteobacterium BAL
hypothetical protein RTM1035_00250 [Roseovarius
blue (typel) copper domain-containing protein [Op
blue (type 1) copper domain-containing protein [Sp
blue (type 1) copper domain protein [Sulfolobus isl:
hypothetical protein OIHEL45_17881 [Oceanibulbu
hypothetical protein MELB17_11659 [Marinobacter
hypothetical protein Cmaq_1483 [Caldivirga maquil
Sulfocyanin (SoxE) [Metallosphaera yellowstonensi
hypothetical protein ROS217_03150 [Roseovarius ¢
azurin [Dyadobacter fermentans DSM 18053] >gb|/
plastocyanin [Metallosphaera yellowstonensis MK1
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ch
azurin [Capnocytophaga gingivalis ATCC 33624] >c
blue (type 1) copper domain protein [Sulfolobus isl:
blue (type 1) copper domain protein [Sulfolobus isl:
hypothetical protein PFLU1577 [Pseudomonas fluor
uncharacterized copper-binding protein [Pseudomc
blue (type 1) copper domain protein [Sulfolobus isl:
blue (typel) copper domain-containing protein, par
Azurin [Psychroflexus torquis ATCC 700755] >gb|E/
copper-binding protein [Marinobacter aquaeolei VT:
unnamed protein product [Nostoc sp. PCC 7120] >
azurin [Capnocytophaga sp. oral taxon 338 str. FO:
copper-binding protein [Marinobacter manganoxyd:
unnamed protein product [Anabaena variabilis ATC
copper-binding protein [Marinobacter manganoxyd:
conserved exported hypothetical protein [Oscillator
blue (typel) copper domain-containing protein [Pse
unnamed protein product [Synechococcus elongatu
blue (type 1) copper domain-containing protein [Dy
blue (type 1) copper domain-containing protein [Sp

81.9
81.5
82.3
80.8
80.8
81.5
85.4
81.9
81.2
81.9
81.2
84.6
81.5
81.5
81.2
81.9
81.5
80.8
80.0
81.2
79.6
80.0
81.2
81.2
80.0
80.0
80.8
77.7
79.2
79.6
79.6
79.2
79.6
78.8
78.8
78.5
78.8
78.5
81.9
78.5

81.9
81.5
82.3
80.8
80.8
81.5
85.4
81.9
81.2
81.9
81.2
84.6
81.5
81.5
81.2
81.9
81.5
80.8
80.0
81.2
79.6
80.0
81.2
81.2
80.0
80.0
80.8
77.7
79.2
79.6
79.6
79.2
79.6
78.8
78.8
78.5
78.8
78.5
81.9
78.5

62%
64%
61%
77%
63%
79%
91%
66%
90%
86%
85%
96%
66%
86%
92%
82%
87%
61%
85%
66%
63%
86%
66%
66%
92%
93%
66%
54%
87%
60%
66%
71%
60%
66%
71%
65%
62%
66%
92%
87%

6,00E-20
6,00E-20
6,00E-20
7,00E-20
8,00E-20
8,00E-20
9,00E-20
1,00E-19
1,00E-19
1,00E-19
1,00E-19
1,00E-19
1,00E-19
1,00E-19
1,00E-19
1,00E-19
2,00E-19
2,00E-19
2,00E-19
2,00E-19
2,00E-19
2,00E-19
2,00E-19
2,00E-19
3,00E-19
3,00E-19
3,00E-19
3,00E-19
4,00E-19
4,00E-19
4,00E-19
4,00E-19
4,00E-19
5,00E-19
6,00E-19
6,00E-19
7,00E-19
7,00E-19
1,00E-18
1,00E-18
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YP_004410193.1
ZP_00964732.1
ZP_01013009.1

YP_002828467.1

YP_004740186.1

YP_001748550.1

YP_004693329.1
ZP_03724054.1
ZP_08819851.1

YP_002913600.1

YP_002831107.1

YP_002842353.1

YP_002377863.1

YP_002841712.1

YP_004990635.1

YP_003890048.1

YP_002836499.1

YP_001734539.1

YP_876891.1
ADP95948.1
ADX84379.1
ZP_01727882.1
YP_477240.1

YP_001543535.1

YP_004275640.1

YP_001276694.1

YP_003386724.1

NP_375952.1
ZP_05042814.1
YP_256841.1
ZP_08986453.1
YP_003185776.1
Q53765.1

YP_001187723.1
ZP_06897948.1

YP_002840914.1

AEJ44563.1

YP_004655180.1
ZP_03493024.1
ZP_09525793.1

sulfocyanin [Metallosphaera cuprina Ar-4] >gb |AEB!
hypothetical protein NAS141_01646 [Sulfitobacter !
uncharacterized copper-binding protein [Maritimiba
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus M.14.25] >gb|ACI
Azurin [Capnocytophaga canimorsus Cc5] >gb|AEK
blue copper domain-containing protein [Pseudomort
blue (type 1) copper domain-containing protein [Nit
blue (type 1) copper domain protein [Diplosphaera
azurin [Bizionia argentinensis JUB59] >gb|EGV433¢
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus M.16.4] >gb|ACR:
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus L.S.2.15] >ref|YP.
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus M.16.27] >gb|ACI
blue-copper-protein-like protein [Cyanothece sp. P!
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus Y.N.15.51] >gb|A
unnamed protein product [Owenweeksia hongkonc
blue-copper-protein-like protein [Cyanothece sp. P!
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus Y.G.57.14] >gb|A
blue-copper-protein-like protein [Synechococcus sp
hypothetical protein CENSYa_1982 [Cenarchaeum !
copper-binding protein [Marinobacter adhaerens Hi
sulfocyanin [Sulfolobus islandicus REY15A] >gb|AD>
hypothetical protein CY0110_23556 [Cyanothece s
hypothetical protein CYB_0999 [Synechococcus sp.
blue (typel) copper domain-containing protein [Hel
unnamed protein product [Pedobacter saltans DSM
blue (typel) copper domain-containing protein [Ro¢
blue (type 1) copper domain-containing protein [Sp
sulfocyanin [Sulfolobus tokodaii str. 7] >dbj|BAK54:
hypothetical protein ADG881_2337 [Alcanivorax sp
sulfocyanin, blue copper protein [Sulfolobus acidoc:
hypothetical protein FISC11DRAFT_2659 [Fischerell
unnamed protein product [Alicyclobacillus acidocald
RecName: Full=Sulfocyanin; AltName: Full=Blue cop
hypothetical protein Pmen_2232 [Pseudomonas mk
plastocyanin/azurin family copper-binding protein [l
blue (type 1) copper domain protein [Sulfolobus isl:
hypothetical protein TC41_2669 [Alicyclobacillus aci
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ru
hypothetical protein AaLAA1DRAFT_0610 [Alicyclobe
azurin [Myroides odoratimimus CCUG 10230] >gb|E

78.8
78.1
78.1
78.8
77.7
77.7
77.3
77.7
77.7
78.5
78.5
78.1
76.9
78.1
77.3
76.5
77.7
76.5
77.3
76.9
77.7
76.5
76.1
77.7
76.9
76.5
80.4
76.9
75.8
76.9
76.1
76.5
76.9
76.5
76.5
76.9
76.1
79.6
76.1
76.1

78.8
78.1
78.1
78.8
77.7
77.7
77.3
77.7
77.7
78.5
78.5
78.1
76.9
78.1
77.3
76.5
77.7
76.5
77.3
76.9
77.7
76.5
76.1
77.7
76.9
76.5
80.4
76.9
75.8
76.9
76.1
76.5
76.9
76.5
76.5
76.9
76.1
79.6
76.1
76.1

82%
64%
62%
81%
87%
75%
85%
85%
87%
81%
81%
81%
66%
81%
100%
66%
81%
64%
95%
60%
81%
77%
64%
96%
88%
63%
92%
80%
62%
80%
84%
74%
80%
63%
62%
66%
74%
94%
74%
69%

1,00E-18
1,00E-18
1,00E-18
1,00E-18
2,00E-18
2,00E-18
2,00E-18
2,00E-18
2,00E-18
2,00E-18
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2,00E-18
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3,00E-18
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6,00E-18
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YP_693084.1
CAC16938.1
ZP_09593174.1
EHO06485.1
YP_001191060.1
YP_002461709.1
NP_343834.1
YP_004293297.1
ZP_09592128.1
YP_474533.1
YP_411275.1
YP_001433184.1
ZP_01052661.1
1QHQ_A
ACX90592.1
YP_001516382.1
YP_004772162.1
YP_001656736.1
YP_002521622.1
ZP_09248884.1
ZP_01117450.1
ZP_09620880.1
ZP_08008497.1
ZP_01892186.1
ZP_07719012.1
YP_001581519.1
YP_001667939.1
YP_002771753.1
YP_002482307.1
YP_256346.1
YP_609211.1
ZP_07835336.1
ZP_02930868.1
ZP_08142951.1
YP_003997400.1
YP_003089064.1
YP_003896936.1
ZP_05055938.1
YP_004825359.1
YP_003290487.1

copC gene product [Alcanivorax borkumensis SK2]
SynEII protein [synthetic construct]

blue (type 1) copper domain protein [Opitutaceae t
azurin [Myroides odoratimimus CCUG 12901]
unnamed protein product [Metallosphaera sedula [
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ch
quinol oxidase-2, sulfocyanin (blue copper protein),
blue (type 1) copper domain-containing protein [Nit
blue (type 1) copper domain protein [Opitutaceae t
hypothetical protein CYA_1075 [Synechococcus sp.
blue (typel) copper domain-containing protein [Niti
blue (typel) copper domain-containing protein [Ro¢
copper binding protein, plastocyanin/azurin family [
Chain A, Auracyanin, A Blue Copper Protein From Tt
sulfocyanin [Sulfolobus solfataricus 98/2]

unnamed protein product [Acaryochloris marina MB
blue (type 1) copper domain-containing protein [Cy
blue-copper-protein-like protein [Microcystis aerugi
halocyanin -like protein [Thermomicrobium roseum
hypothetical protein ACCM5_16468 [Acaryochloris ¢
azurin precursor [Polaribacter irgensii 23-P] >gb|E£
hypothetical protein LDG_7292 [Legionella drancou
hypothetical protein HMPREF1013_05117 [Bacillus !
copper-binding protein [Marinobacter algicola DG8S
auracyanin A [Algoriphagus sp. PR1] >gb|EAZ8197:
blue (typel) copper domain-containing protein [Niti
blue (typel) copper domain-containing protein [Pse
hypothetical protein BBR47_22720 [Brevibacillus br
hypothetical protein Cyan7425_1576 [Cyanothece
hypothetical protein Saci_1747 [Sulfolobus acidoca
copper-binding protein [Pseudomonas entomophila
hypothetical protein ThesuDRAFT_1856 [Thermaerc
probable cytochrome c precursor [Verrucomicrobiun
plastocyanin/azurin family copper binding protein [l
azurin [Leadbetterella byssophila DSM 17132] >gb
membrane-bound dehydrogenase domain-containil
copC gene product [Halomonas elongata DSM 258!
Copper binding protein, plastocyanin/azurin family
blue (type 1) copper domain-containing protein [Rh
blue (type 1) copper domain-containing protein [Rh

76.1
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76.1
76.1
76.5
75.4
76.1
75.0
75.4
75.0
75.0
75.0
75.4
74.2
75.8
74.6
76.9
74.2
74.6
74.2
74.6
74.2
75.0
74.2
74.2
75.4
74.2
75.0
73.8
74.2
73.8
73.1
77.7
73.8
73.8
77.3
73.4
73.1
73.1
73.1

76.1
75.8
76.1
76.1
76.5
75.4
76.1
75.0
75.4
75.0
75.0
75.0
75.4
74.2
75.8
74.6
76.9
74.2
74.6
74.2
74.6
74.2
75.0
74.2
74.2
75.4
74.2
75.0
73.8
74.2
73.8
73.1
77.7
73.8
73.8
77.3
73.4
73.1
73.1
73.1

62%
80%
89%
69%
65%
65%
81%
62%
83%
99%
63%
62%
76%
85%
80%
94%
70%
66%
65%
64%
90%
90%
90%
60%
65%
95%
75%
63%
92%
81%
63%
93%
98%
97%
69%
89%
63%
72%
67%
67%

7,00E-18
7,00E-18
7,00E-18
7,00E-18
9,00E-18
1,00E-17
1,00E-17
1,00E-17
1,00E-17
1,00E-17
1,00E-17
1,00E-17
1,00E-17
2,00E-17
2,00E-17
2,00E-17
2,00E-17
2,00E-17
2,00E-17
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2,00E-17
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4,00E-17
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6,00E-17
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ZP_02929217.1
YP_002569830.1
ZP_05361356.1
YP_003085083.1
YP_001635554.1
YP_004102487.1
YP_001411628.1
YP_002463164.1
ZP_09444012.1
YP_001194758.1
YP_004449835.1
ZP_03130757.1
ZP_03968473.1
ZP_07079854.1
ZP_04295685.1
ADR61088.1
YP_004459045.1
ZP_04262935.1
ZP_08818680.1
ZP_04175381.1
2AAN_A
CAC38041.1
ZP_04198240.1
ZP_04171986.1
YP_001645826.1
YP_001268891.1
YP_004096027.1
YP_004271519.1
ZP_06387595.1
ZP_03630601.1
ZP_08959166.1
YP_001636825.1
NP_744308.1
YP_004102128.1
YP_004273105.1
YP_076981.1
ZP_03718622.1
ZP_08680711.1
ABL97819.1
YP_004238345.1

hypothetical protein VspiD_21250 [Verrucomicrobiu
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ch
copper resistance protein A [Acinetobacter radiores
membrane-bound dehydrogenase domain-containi
blue (typel) copper domain-containing protein [Chl
blue (type 1) copper domain-containing protein [Th
blue (typel) copper domain-containing protein [Pat
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ch
cytochrome C oxidase subunit II, periplasmic doma
unnamed protein product [Flavobacterium johnsoni
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ha
blue (type 1) copper domain protein [Chthoniobact
azurin [Sphingobacterium spiritivorum ATCC 33300
azurin [Sphingobacterium spiritivorum ATCC 33861
hypothetical protein bcere0007_29140 [Bacillus cet
Plastocyanin/azurin family copper binding protein [I
sulfocyanin [Acidianus hospitalis W1] >gb|AEE9474
hypothetical protein bcere0014_30300 [Bacillus cet
copper binding s, plastocyanin/azurin family proteir
hypothetical protein bcere0030_30450 [Bacillus cet
Chain A, Auracyanin A: A "blue" Copper Protein Fro
copper-tolerance protein [Pseudomonas fluorescen
hypothetical protein bcere0026_29790 [Bacillus cet
hypothetical protein bmyco0001_52790 [Bacillus m
hypothetical protein BcerKBAB4_3015 [Bacillus weitl
hypothetical protein Pput_3583 [Pseudomonas put
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ba
membrane-bound dehydrogenase domain-containil
sulfocyanin [Sulfolobus solfataricus 98/2]

membrane-bound dehydrogenase domain protein |
putative copper-binding protein [Halomonas sp. HA
blue (typel) copper domain-containing protein [Chl
plastocyanin/azurin family copper binding protein [l
hypothetical protein Tmar_1288 [Thermaerobacter
unnamed protein product [Pedobacter saltans DSM
hypothetical protein STH3155 [Symbiobacterium thi
hypothetical protein NEIFLAOT_00428 [Neisseria fle
plastocyanin/azurin family copper binding protein [¢
hypothetical protein ALOHA_HF1049E08.0007 [uncl
unnamed protein product [Weeksella virosa DSM 11
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ZP_08493686.1
ZP_09704281.1
ZP_02737040.1
ZP_07687154.1
ZP_04603668.1
YP_004776739.1
YP_004049219.1
ZP_01738637.1
ZP_05843308.1
ZP_05078392.1
XP_001702952.1
ZP_03264514.1
YP_003085848.1
ZP_02929453.1
ZP_05061517.1
YP_003090621.1
YP_004275988.1
YP_004459051.1
YP_004273104.1
YP_003385374.1
ABAO01106.1
ZP_00958990.1
ZP_09569160.1
AEN90378.1
YP_003562174.1
CCC97721.1
ZP_06062488.1
XP_002946937.1
ZP_02929685.1
YP_003596892.1
YP_004449966.1
ZP_06726395.1
ZP_01739822.1
ZP_07228285.1
ZP_08257221.1
ZP_04661415.1
ZP_09143993.1
NP_865052.1
YP_445711.1
ZP_09219874.1

hypothetical protein MicvaDRAFT_0910 [Microcoleus
Sulfocyanin (SoxE) [Metallosphaera yellowstonensi
hypothetical protein GobsU_34822 [Gemmata obsc
blue (type 1) copper domain protein [Oscillochloris
hypothetical protein GCWU000324_03169 [Kingelle
membrane-bound dehydrogenase domain-containi
unnamed protein product [Neisseria lactamica 020-
hypothetical protein MELB17_00490 [Marinobacter
conserved hypothetical protein [Rhodobacter sp. S'
Cytochrome C oxidase subunit II, periplasmic doma
plastocyanin, chloroplast precursor [Chlamydomon:
blue (type 1) copper domain [Burkholderia sp. H16(
membrane-bound dehydrogenase domain-containil
hypothetical protein VspiD_22430 [Verrucomicrobiu
copper-binding protein [gamma proteobacterium H’
blue (type 1) copper domain-containing protein [Pe
unnamed protein product [Pedobacter saltans DSM
hypothetical protein Ahos_1880 [Acidianus hospita
unnamed protein product [Pedobacter saltans DSM
dehydrogenase [Spirosoma linguale DSM 74] >gb|/
chloroplast plastocyanin [Chlamydomonas incerta]
copper-binding protein, plastocyanin/azurin family |
membrane-bound dehydrogenase domain protein |
hypothetical protein BMWSH_3496 [Bacillus megate
cytochrome C oxidase subunit II, periplasmic doma
conserved exported protein of unknown function [£
copper resistance protein A [Acinetobacter johnson
hypothetical protein VOLCADRAFT_79339 [Volvox ci
hypothetical sulfocyanin [Verrucomicrobium spinost
cytochrome C oxidase subunit II, periplasmic doma
membrane-bound dehydrogenase domain-containil
copper resistance protein A precursor [Acinetobact
copper resistance protein A [Marinobacter sp. ELB1
copper resistance protein A precursor [Acinetobact
Hypothetical protein Nlim_0993 [Candidatus Nitros:
copper resistance protein A precursor [Acinetobact
Copper resistance protein A precursor [Acinetobact
azurin precursor [Rhodopirellula baltica SH 1] >emt
auracyanin A [Salinibacter ruber DSM 13855] >gb|A
copper resistance protein CopA [Acinetobacter sp.
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ABz07724.1
YP_003571662.1
YP_004409890.1

ABO13341.2
YP_001190925.1
YP_003428974.1

ZP_01738641.1

EGF29617.1
YP_001085943.1

EGZ26556.1

YP_344488.1

YP_045424.1

YP_075334.1

ZP_03504518.1
XP_002946905.1
YP_003176840.1

ZP_03824039.1

ZP_05823239.1
YP_001547663.1
YP_004654883.1

ZP_06691496.1

ZP_06726858.1
YP_004653794.1

ZP_09496381.1

ZP_06064054.1

ZP_08553951.1
YP_001698046.1

ZP_06070830.1

ZP_05826104.1

ZP_05042289.1

BAEO0064.1

YP_129215.1

ZP_01219557.1

YP_256683.1

ZP_06059253.1
YP_003733503.1

ZP_08437873.1
YP_001714893.1
YP_004038071.1
YP_003391096.1

putative copper binding protein, plastocyanin/azuri
Azurin [Salinibacter ruber M8] >emb|CBH24710.1] 4
hypothetical protein Mcup_1303 [Metallosphaera ct
copper resistance protein A precursor [Acinetobact:
unnamed protein product [Metallosphaera sedula [
unnamed protein product [Bacillus pseudofirmus Ol
copper resistance protein A [Marinobacter sp. ELB1
membrane-bound dehydrogenase domain protein |
copper resistance protein A precursor [Acinetobact
hypothetical protein PHYSODRAFT_477064 [Phytop
hypothetical protein Noc_2505 [Nitrosococcus ocea
copper resistance protein A precursor [Acinetobact
hypothetical protein STH1505 [Symbiobacterium thi
blue (type 1) copper domain protein [Rhizobium etl
hypothetical protein VOLCADRAFT_72905 [Volvox ci
unnamed protein product [Halomicrobium mukohat:
copper resistance protein A precursor [Acinetobact
copper resistance protein A [Acinetobacter sp. RUH
blue (typel) copper domain-containing protein [Hel
membrane-bound dehydrogenase domain-containil
conserved hypothetical protein [Acinetobacter sp. ¢
copper resistance protein A [Acinetobacter haemol
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ru
azurin-containing protein [Flavobacteriaceae bacte
copper resistance protein A [Acinetobacter johnson
azurin [Salinisphaera shabanensis E1L3A] >gb|EGNM
blue copper oxidase cueO [Lysinibacillus sphaericus
copper resistance protein A [Acinetobacter Iwoffii S
copper resistance protein A [Acinetobacter sp. RUH
copper-resistance protein, CopA family [Alcanivorax
plastocyanin precursor [Pediastrum duplex]

hypothetical protein PBPRA1002 [Photobacterium p
hypothetical protein P3TCK_15829 [Photobacteriun
sulfocyanin [Sulfolobus acidocaldarius DSM 639] >g
copper resistance protein A [Acinetobacter calcoace
Copper resistance protein A [Acinetobacter oleivorz
copper-resistance protein, CopA family [Acinetobac
copper resistance protein A [Acinetobacter bauman
Copper binding protein, plastocyanin/azurin family
dehydrogenase [Spirosoma linguale DSM 74] >gb|/
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ZP_00964730.1
YP_004865578.1
ABO11151.2
YP_004997825.1
YP_002379790.1
ZP_08435623.1
A42418
YP_004101297.1
ZP_05361756.1
ZP_01892185.1
ADP95947.1
YP_002318066.1
YP_001381429.1
YP_003759906.1
ZP_01472688.1
YP_003526239.1
ZP_00958992.1
ZP_04660669.1
ZP_09144957.1
ZP_01079878.1
YP_693083.1
YP_957420.1
NP_894280.1
YP_001083753.1
ZP_06067630.1
YP_291212.1
YP_001714981.1
YP_003886422.1
ZP_09158297.1
YP_001014464.1
XP_002169317.1
ZP_05827827.1
ZP_02929564.1
ZP_09208085.1
ZP_02355210.1
ZP_01857709.1
XP_002946904.1
YP_002049485.1
ZP_09364952.1
ZP_08007830.1
YP_004981477.1
YP_001224476.1
YP_003796919.1
YP_001125718.1

copper resistance protein A [Sulfitobacter sp. NAS-:
copper resistance protein A [Micavibrio aeruginosan
copper resistance protein A precursor [Acinetobacti
pcoA gene product [Acinetobacter calcoaceticus PH
plastocyanin [Cyanothece sp. PCC 7424] >sp|B7KA
copper-resistance protein, CopA family [Acinetobac
auracyanin Bl - Chloroflexus aurantiacus

blue (type 1) copper domain-containing protein [Th
copper resistance protein A [Acinetobacter radiores
Copper resistance protein A precursor [Marinobacte
copper-resistance protein, CopA family [Marinobact
copper resistance protein A [Acinetobacter bauman
CopA family copper resistance protein [Anaeromyxc
hypothetical protein Nwat_0629 [Nitrosococcus wa
plastocyanin precursor [Synechococcus sp. RS9916
hypothetical protein Nhal_0672 [Nitrosococcus halc
copper resistance protein A [Roseovarius nubinhibe
Copper resistance protein A precursor [Acinetobact
copper resistance protein A precursor [Acinetobact
Plastocyanin, PetE [Synechococcus sp. RS9917] >g
copA gene product [Alcanivorax borkumensis SK2]

CopA family copper resistance protein [Marinobacte
plastocyanin [Prochlorococcus marinus str. MIT 931
copper resistance protein A precursor [Acinetobact:
copper resistance protein A [Acinetobacter junii SH.
plastocyanin [Prochlorococcus marinus str. NATL2A’
copper resistance protein A [Acinetobacter bauman
plastocyanin [Cyanothece sp. PCC 7822] >gb|ADN1
copper resistance protein A [Marinobacter mangan:
plastocyanin [Prochlorococcus marinus str. NATL1A’
PREDICTED: similar to F21D5.3 [Hydra magnipapilla
copper resistance protein A [Acinetobacter bauman
auracyanin A precursor [Verrucomicrobium spinosut
blue (type 1) copper domain-containing protein [Ca
hypothetical protein BoklIE_07001 [Burkholderia okl
probable cytochrome c precursor [Planctomyces ma
hypothetical protein VOLCADRAFT_86971 [Volvox ci
plastocyanin precursor [Paulinella chromatophora]
copper-binding protein [Vibrio ordalii ATCC 33509]

hypothetical protein HMPREF1013_04448 [Bacillus :
unnamed protein product [Geobacillus thermoleovc
plastocyanin [Synechococcus sp. WH 7803] >emb |(
hypothetical protein NIDE1237 [Candidatus Nitrosg
copper tolerance protein [Geobacillus thermodenitr
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Anexo 2

Secuencias de los Ife de las proteinas obtenidas por el analisis del Ife de
rusticianina de A. ferrooxidans en SAM t08

PROTEINA ORGANISMO CODIGO SECUENCIA
PDB

Pseudoazurina A. cycloclastes 1lbgk |VKCTPHYGMGMVGV
Azurina A. denitrificans lad4aA |GEAYAYFCSFPGHWAMHKGTLKL
Pseudoazurina A. faecalis 1pyOA | PGAYLVKCTPHYAMGMIALIAVGD
Pseudoazurina A. faecalis 1pazA |AYLVKCTPHYAMGMIALIAVGDSP
Pseudoazurina A. faecalis 4pazA | AYLVKCTAHYAMGMIALIAVGDSP
Rusticianina A. ferrooxidans 2calA |GTYYYVCQIPGMAATGMFGKIVVK
Rusticianina A. ferrooxidans 1e30A |GTYYYVCQIPGHAATGQFGKIVVK
Plastocianina A. variabilis 20imA | PAGEYTFYCEPHRGAGMVGKITV
Azurina ll A. xylosoxydans 2CCWA | AYFCSFPGHWAMMKGTL
Auracianina C. aurantiacus 1ghgA |TYLYICTFPGHYLAGMKGTLT
Auracianina A C. aurantiacus 2aanA | TYLYICTVPGHYPLMQGKLV
Mavicianina C. pepo 1ws8A | TFYFLCGIPGHCQLGQKVEI
Plastocianina C. reinhardtii 2pltA | GEYGYYCEPHQGAGMVGKIIV
Proteina basica de pepino C. sativus 2cbpA | QSYFICNFPGHCQSGMKIAVN
Estellacianina de pepino C. sativus ljerA |ELGMHYFVCTVGTHCSNGQKLSI
Plastocianina D. crassirhizoma 1kdj |PGTYTFYCTPHKSANMKGTLTV
Pseudoazurina H. denitrificans 3ef4A | YVLKCAPHYGMGMVVLV
Pseudoazurina M. extorquens 1pmyA | FKCAPHYMMGMVAL
Azurina Methylomonas sp. | 1CUOA | YFCSYPGHFSMMRGT
Azurina P. aeruginosa 3ftOA |KLKEGEQYMFFCAAAAHAAAAMK
Azurina P. aeruginosa 1ljzgA |MFFCTFPGHSALMKGTL
Azurina P. aeruginosa 3fswA | FFCAAAAHAAAMKGT
Azurina P. aeruginosa 1Xb3A |FFCTFPGHSALMKGT
Plastocianina P. laminosum 205bA | YTYYCAPHRGAGMVGKIT
Plastocianina P. laminosum 3CVbA | AGTYTYYCAPHRGAGMVGKITV
Plastocianina P. nigra lplc |GEYSFYCSPHQGAGMVGKVTV
Plastocianina P. nigra 1jxgA | YSFYCSPHQGAGMVGKV
Pseudoazurina P. pantotrophus 3erxA | VKCTPHFGMGMVGL
Azurina P. putida InwpA | FECSFPGHISMMKGT
Plastocianina S. latifolia 1bypA |KGTYKFYCAPHAGAGMVGKVTV
Plastocianina S. oleracea 1ag6A |KGTYKEFYCSPHQGAGMVGKVTV
Plastocianina U. pertusa liuzA | GVYGVYCEPHAGAGMKMTITVQ
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Anexo 3
Numero de Amicyanin |Azurin Mavicyanin  |Nitrosocyanin Basicblue  [Plantacyanin [Plastocyanin |Umecyanin |Auracyanin b [Rusticyanin |Citochrome
laminas beta protein C oxidase
1 2 6 3 17 5 5 6 3 6 3 2 z
2 2 5 5 14 7 5 2 2 5 3 4 m
3 3 8 4 5 4 4 4 4 8 3 3 IS
4 6 4 3 8 3 3 6 4 3 8 3 &
5 2 2 5 5 7 5 5 3 4 3 4 3
6 4 7 6 5 7 6 5 4 8 2 5| o 8
7 6 4 6 7 7 6 5 6 6 4 6| & %
3 2 7 5 6 7 7 8 g 2
9 2 6 6 3 5 ©
10 7 2 6 s
11 6 8 7 pw4
12 6 6 =
Q
13 6
Promedio de
aminoacidos en
ldminas beta 4,00 5,38 4,57 8,00 5,71 4,86 5,00 4,13 5,88 4,54 4,45
Nidmero de
aminoacidos de la
proteina 105 129 103 112 96 91 105 105 139 154 166
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