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RESUMEN

Acidithiobacillus ferrooxidans es una y-proteobacteria que obtienc su energia de la
oxidacién de Fe?*, azufre elemental, compuestos de azufre reducido (como tiosulfato y
tetrationato), hidrégeno y formiato. 4. ferrooxidans usa esta energia para fijar CO; mediante
el ciclo reductivo de la pentosa fosfato, conocido como ciclo de Calvin-Benson-Bassham
(chbb).

Analisis bioinformaticos, basados en la secuencia completa del genoma de la cepa tipo
ATCC 23270 identificaron cuatro grupos de genes cbb. Experimentos de RT-PCR
demostraron que estos cuairo grupos de genes constituyen operones. Estos operones
codifican para: (i) los componentes del carboxisoma y una de las copias de la RubisCO
forma I (operén chbL1), (ii) una segunda copia de la RubisCO forma I (operén cbbL2), (iii)
enzimas del metabolismo central de carbono (operén ¢bb3) y (iv) una fosforribuloquinasa y
enzimas del metabolisn;o del azufre (operén cbb4). La inspeccion bioinformdtica de la
secuencia del genoma predijo ademés la presencia del gen cbbR que codifica para un
regulador transcripcional tipo LysR. Este gen estd localizado inmediatamente rio arriba y en
orientacion divergente al operon cbbL1.

A. ferrooxidans es capaz de crecer en presencia de bajas (0.036%) o en altas
concentraciones (2.5% a 20%) de CO,. La abundancia de los mRNAs de las dos copias de la
RubisCO forma I disminuy6 en presencia de altas concentraciones de CO, mientras que la
abundancia del mRNA de chbR aumentd en las mismas condiciones. Algoritmos
bioinformaticos predijeron la presencia de putativos promotores tipo ¢’’ (denominados
pebbL1, pchbL2, pchb3, pcbb4 y pebbR) rio arriba de los cuatro operones cbb y también del

gen cbbR. Se encontraron sitios de unién consensos TnA-N7-TnA para CbbR asociados con




cada uno de los cinco promotores candidatos tipo o’

Se utilizaron procedimientos estandarizados de biologia molecular para construir
plasmidos recombinantes que contenian cbbR y los promotores predichos cbb de A
ferrooxidans, los cuales fueron subsecuentemente transformados en la bacteria autétrofa
Ralstonia eutropha HB14 que carece de chbR. Los resultados sugirieron que CbbR de 4.
ferrooxidans incremento la expresion de pcbbL1 y pchbL2 pero disminuyd la expresion de
pcbb3, pcbb4 y pebbR en el huésped heterélogo.

Ensayos en geles de retardo (EMSA), mostraron que CbbR se uni6 especificamente a los
promotores pebbL1, pchbL2, pchb3 y pebbR, pero no al promotor pebb4. Adicionalmente,
CbbR fue capaz de: (i) complementar la funcion de cbbR de R. eutropha HI16 (cepa
silvestre) ya que mostrd la capacidad de promover el crecimiento de R. eufropha HB14 en
presencia de F,:CO2:0; 8.1.1] y (ii) unirse especificamente al promotor pcbbL de R.
eutropha H16.

Es importante destacar que la proteina CbbR de una y-proteobacteria quimioautétrofa
obligada como es A. ferrooxidans fue capaz de funcionar como un activador de la expresién
de los genes cbb en la bacteria autétrofa facultativa R. eutropha H16 (B-proteobacteria).
Esto representa la primera demostracion de actividad cruzada de CbbRs entre especies.

Se desarrollé un modelo en el cual CbbR regula la expresién de los genes cbb. Se
sugiere que CbbR funciona como un activador de los operones de la RubisCO forma I'y
como un represor del operén c¢bb3 y de si mismo (chbR) (autorregulacién negativa). Este
modelo constituye un avance en nuestra comprension de la fijacion de CO, en bacterias
quimiolitoautétrofas y sirve como base para emprender investigaciones adicionales en la

fijacién de CO2y en el metabolismo central de carbono en 4. ferrooxidans.




ABSTRACT

Acidithiobacillus ferrooxidans is a y—proteobacterium that obtains energy by the
oxidation of Fe®’, elemental sulfur, reduced forms of sulfur (such as thiosulfate and
tetrathionate), hydrogen and formate. It uses this energy to fix CO, by the Calvin-Benson-
Bassham (cbb) reductive pentose phosphate cycle.

Bioinformatic analyses, based on the complete genome sequence of the type strain
ATCC 23270, identified four cbb genes clusters. RT-PCR experiments demonstrated that
the four gene clusters are operons. These operons are predicted to encode: (i) the
components of the carboxysome and one of the copies of RubisCO form I (cb8L1 operon),
(ii) a second copy of RubisCO form I (chbL2 operon), (iii) enzymes of central carbon
metabolism (cbb3 operon) and (iv) a phosphorribulokinase and enzymes of sulfur
metabolism (cbb4 operon). In addition, bioinformatics examination of the genome sequence
predicted the presence of a gene cbbR, encoding a LysR-type transcriptional regulator. This
gene is located immediately upstream and in divergent orientation to the chbL1 operon.

A. ferrooxidans is able to grow in the presence of low (0.036%) or high (2.5% to
20%) CO, concentrations. The abundance of the mRNAs of both copies of the form I
RubisCO decreased in high CO; concentrations while the abundance of mRNA for chbR
increased in the same conditions. Bioinformatic algorithms predicted the presence of
putative oy -like promoters (termed pcbbL1, pcbbL2, pchbb3, pebb4 and pchbR) upsiream
of the four ¢hb operons and also the chbR gene. The binding site consensus TnA-N;-TnA
for CbbR was discovered associated with each of the five candidate o7 -like promoters.

Standard procedures of molecular biology were used to construct recombinant




plasmids containing chbR and predicted chb promoters from A. ferrooxidans that were
subsequently transformed into the autotrophic bacterium Ralstonia eutropha HB14 that
lacks cbbR. The results suggested that CbbR from A. ferrooxidans increased the expression
of pchbL1 and pchbL2 but decreased the expression of pcbb3, pcbb4 and pchbR in the
heterologous host.

Gel shift assays (EMSA) showed that CbbR binds specifically at the promoters
pebbL1, pebbL2, pcbb3 and pebbR, but does not bind the pchb4 promoter. Additionally,
CbbR was able to: (i) complement the function of cbbR from R. eutropha H16 (wild strain)
as shown by its ability to promote the growth of R. eutropha HB14 in the presence of
H;:C0,:0, [8.1.1] and (ii) to bind specifically to the pcbbL promoter from R. eutropha
Hie.

Additionally, the CbbR protein of a chemoantotrophic obligate y-proteobacterium
(4. ferrooxidans) is able to function as an activator of cbb gene expression in a facultative
autotrophic bacterium R. eutropha H16 (B-proteobacterium). This represents the first
demonstration of cross-species activity of CbbR.

A model was developed in which CbbR regulates the expression of the cbb genes. It
is suggested that CbbR functions as an activator of the RubisCO form I operons and as a
repressor of both the cbh3 operon and of itself (cbbR) (negative autoregulation). This model
advances our understanding of CO, fixation in chemolithoautotrophic bacteria and serves as
a basis for undertaking additional research into CO, fixation and central carbon metabolism

in 4, ferrooxidans.




I. INTRODUCCION

1.1. La fijacién de CO;: mecanismos de asimilacién e importancia

En la naturaleza el CO, es usado como fuente de carbono por la gran mayoria
de organismos autdtrofos. Estos organismos tienen un rol primordial en el
ecosistema proporcionando un suministro continuo de carbono orgénico para los
heterdtrofos (Madigan y cols., 2006). Los mecanismos de asimilacién de CO; mas
estudiados en autdtrofos son: el ciclo reductivo de las pentosas fosfato (Ciclo de
Calvin) (Bassham y Calvin, 1957), el ciclo reductivo de los acidos tricarboxilicos
(Evans y cols., 1966; Fuchs y cols., 1980) y el ciclo del 3-hidroxipropionato (Holo,
1989; Strauss y Fuchs, 1993; Hiigler y cols., 2003). El ciclo de Calvin-Benson-
Bassham (Raven, 1996; Shively y cols., 2001) constituye la ruta ampliamente usada
para la fijacidn de carbono. A pesar de su importancia global, este ciclo se restringe a
los organismos quimioautétrofos o fotoautétrofos que presentan un alto rendimiento
en la produccién de energia. Algunos de estos microorganismos habitan en
ambientes extremos, por ejemplo: en anaerobiosis, altas temperaturas o en

condiciones muy 4cidas (Fuchs y cols., 1980; Madigan y cols., 2006).

1.2. El ciclo de Calvin: fijacién, transporte y almacenamiento de CO;
La fijacion CO; por el ciclo de Calvin (Kusian y Bowien, 1997) es dependiente
de doce reacciones enzimaticas. Las enzimas principales del ciclo son: la Ribulosa
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RubisCO) y la fosforribuloquinasa (CbbP). La

RubisCO cataliza la carboxilacién de ribulosa-1,5-bisfosfato para formar dos




moléculas de fosfoglicerato y la CbbP cataliza la regeneracién de ribulosa-1,5-
bisfosfato. Las demas reacciones enzimdticas del ciclo de Calvin son empleadas para
la biosintesis de hexosas a partir de fosfoglicerato, al mismo tiempo estas enzimas
participan del metabolismo central de carbono (glicolisis/gluconeogénesis,
biosintesis de pentosas) (Kusian y Bowien, 1997).

En los organismos autétrofos la RubisCO se presenta en cuatro formas (I-IV)
(Watson y cols., 1999; Hanson y Tabita, 2001). La forma I (CbbL) es la
predominante en plantas, algas, cianobacterias y estd presente en la mayoria de las
bacterias quimioautétrofas. Esta enzima es un hexadecdmero constituido por 8
subunidades grandes y 8 subunidades pequefias (LgSg). La forma II (CbbM) de la
enzima consiste en multimeros conformados por diferentes niimeros de subunidades
grandes (L, Ly y Lg) y esta presente solo en algunas bacterias autotrofas (English y
cols., 1992; Cheng y cols., 1993; Cavanaugh y Robinson, 1995; Igarashi y Kodama,
1996). En el quimioautétrofo Hydrogenovibrio marinus la RubisCO forma I es la
enzima dominante en una atmésfera de CO, al 2% mientras que la forma II se
sintetiza en presencia de CO; al 10% (Toyoda y cols., 2005). Los microorganismos
que solo poseen la RubisCO forma III (arqueas) y IV (Bacillus spp. y algunas
proteobacterias) son incapaces de fijar CO; (Shively y cols., 2001).

Para aumentar la eficiencia de la fijacion de CO; por la RubisCO, las bacterias
autétrofas obligadas y las cianobacterias usan los carboxisomas. Dentro del
carboxisoma existe una anhidrasa carbomica, la cual asegura una adecuada

disponibilidad de CO, para la RubisCO (Heinhorst y cols., 2006). En la bacteria

Thiobacillus neapolitanus se ha descrito que en presencia de CO, atmosférico, las




células responden sintetizando elevadas cantidades de RubisCO las cuales son luego
almacenadas dentro de los carboxisomas; pero en exceso de CO; la RubisCO es
débilmente sintetizada y disminuye el porcentaje de carboxisomas (Shively y cols.,

1998).

1.3. Organizacion de los genes del ciclo de Calvin

Los genes que codifican para las enzimas bacterianas que funcionan
exclusivamente en el ciclo de Calvin son designados como genes cbb (Tabita y cols.,
1992). Los genes chb pueden estar localizados en plismidos (Oligotropha
carboxidovoras), en el cromosoma (lo més comun) o en ambos (Ralstonia eutropha)
(Bowien y Kusian, 2002). En distintas bacterias los genes chb difieren en tamafio,
organizacion y en algunas especies presentan duplicacién. La organizacién més
conservada de los genes cbb incluye a los genes que codifican para la forma I y
forma II de la RubisCO. En algunos quimioautStrofos obligados los genes del
carboxisoma (cso) residen inmediatamente rio abajo de los genes chbL-chbS
(chbLS) y en aut6trofos facultativos los genes cbbLS estdn seguidos por los genes
que codifican para la fosforribuloguinasa (CbbP), fosfoglicolato fosfatasa (CbbZ) y
las actividades restantes del ciclo de Calvin.

En la mayoria de las bacterias el gen cbbR, que codifica para un regulador
transcripcional de la familia LysR, estd localizado rio arriba y de orientacion
divergente a los genes que codifican para RubisCO (chbLS o chbbM). En

Thiobacillus denitrificans, H. marinus y Rhodobacter capsulatus existe mas de una

copia funcional del gen ¢bbR (Dubbs y Tabita, 2003; Dubbs y cols., 2004; Toyoda y




cols., 2005; Beller y cols., 2006). La region intergénica entre el gen cbbR y chbL,
sirve como una regién de control para la unién de la proteina CbbR la cual regula
ambas unidades transcripcionales (Kusian y Bowien, 1997).

Actualmente se tiene escasa informacién acerca de las secuencias completas de
los genes chb para los quimioautdtrofos obligados. Sélo se cuenta con informacion
publicada de 7. denitrificans, H. marinus, Thiomonas intermedia, Nitrosococcus
oceani, Thiomicrospira crunogena (Toyoda y cols., 2005; Beller y cols., 2006; Scott
y cols., 2006; Klotz y cols., 2006), las cuales indican que los genes cbb se agrupan
en dos o tres probables operones en donde coexisten los genes de las formas Iy II de

la RubisCO, ademas de la presencia de dos a tres copias para el gen chbR.

1.4. Regulacion de los genes del ciclo de Calvin por ChbR

La asimilacién de CO; por el ciclo de Calvin es un proceso que requiere de
mucha energia, por tal razén las bacterias autétrofas han desarrollado dos
mecanismos para el control de esta ruta: (1) regulacion a nivel génico modulando la
transcripcién de los genes cbb y (2) regulacién metabodlica de las enzimas del ciclo
de Calvin. Los antecedentes acumulados en autétrofos facultativos seftalan que el
metabolismo de CO; se regula a nivel de su asimilacién y depende del regulador
CbbR. La activacién dirigida por CbbR parece ser un principio comuin en la
regulacion de operones cbb en la mayorfa de proteobacterias autotréficas y es
razonable asumir una conservacion de las secuencias del promotor y sus relativas
posiciones dentro de la regién de control de los operones cbb en diferentes

organismos (Umeda y cols., 1991; Tabita, 1995; Kusian y Bowien, 1997).




Las proteinas CbbR pertenecen a la familia de reguladores bacterianos tipo
LysR (Schell, 1993). Estas proteinas se caracterizan por presentar tres dominios
funcionales: un domino amino terminal que contiene el motivo estructural de unién
al DNA (hélice-vuelta-hélice), un dominio central y un dominio carboxilo terminal
probablemente requerido en la multimerizacion (Bowien y Kusian, 2002). A estos
reguladores se unen diferentes efectores de bajo peso molecular los cuales actian
como correguladores por induccién de cambios conformacionales en estas proteinas.
El dominio central de varios de los reguladores esta involucrado en la unién del
efector (Dangel y cols., 2005).

La represion de las enzimas del ciclo de Calvin durante el crecimiento
heterotréfico es una caracteristica propia de los quimioautétrofos facultativos
(Bowien, 1989). El organismo mads estudiado es R. eutropha HI6, en donde el
operén chb es fuertemente expresado en condiciones litoautotréficas (H como
fuente de energia), pero en heterotroffa (piruvato o fructosa como fuente de energia)
se produce una parcial o completa represion (Kusian y Bowien, 1997). Por otra
parte, en la bacteria fotoaut6trofa R. sphaeroides la regulacion de los genes cbb es
mas compleja por la presencia de dos operones cbb diferentes (cbby y cbbyy), los
cuales son independientemente controlados por CbbR. En esta bacteria la RubisCO
forma I es predominante en condiciones fotoautotréficas, mientras que la sintesis de
la enzima forma II es relativamente favorecida durante el crecimiento
fotoheterotréfico (Jouanneau y Tabita, 1986; Falcone y cols., 1988).

Mutaciones en el gen c¢hbbR de R. eutropha (Windho&vel y Bowien, 1991) y

Xanthobacter flavus (Van den Bergh y cols., 1993) inactivan la expresién de los




operones chb en estas bacterias. Un mutante en este gen en R. sphaeroides demosird
que CbbR es requerido para la expresion del operén que codifica para la forma I de
la RubisCO mientras que, en el operdn de la forma II es parcialmente dependiente de
CbbR (Gibson y Tabita, 1993). En Cromatium vinosum el producto del gen cbbR
puede funcionar como activador y represor del operén cbbLS dependiendo de la
disponibilidad de moléculas efectoras (Viale y cols., 1991).

La funcién de CbbR no s6lo se limita a la regulacién de operones cbb que
codifican para RubisCO sino que también funciona como activador en la regulacién
del operén chbG-cbbK (que codifica para gliceraldehido-3P-dehidrogenasa y para
fosfoglicerato kinasa) en X. flavus. Segfin ésto, el control de otros genes del
metabolismo central de carbono es también integrado dentro de una red mayor de
regulacion (Meijer y cols.,, 1996). Sin embargo, a la fecha no se ha publicado
informacion acerca de otros operones del metabolismo central del carbono que sean

regulados por CbbR.

1.5. La region de control de los genes del ciclo de Calvin
Los reguladores CbbR se unen a las regiones del promotor en secuencias
parcialmente simétricas que contienen el motivo T-Nj;-A (Ny: indica separacion de
once nucledtidos), tipicamente centrado cerca de la posicion -65 rio arriba del inicio
de la transcripcion del operén que regulan (Goethals y cols, 1992). Los
alineamientos de las secuencias rio arriba de los operones cbb de quimioautotrofos y

fotoautdtrofos presentan alta similitud entre las posiciones -30 y -70, relativas a los

sitios conocidos del inicio de la transcripcidn.




La unién de CbbR a la region de control ¢bbL ha sido demostrada ir vitro en 4.
ferrooxidans Fel (Kusano y Sugawara, 1993), R. eutropha (Windhoével y Bowien,
1991; Kusian y Bowien, 1995), X. flavus (van Keulen y cols., 1998) R. sphaeroides
(Dubbs y cols., 2000), R. capsulatus (Vichivanives y cols., 2000), Hydrogenophilus
thermoluteolus (Terazono y cols., 2001) y H. marinus (Toyoda y cols., 2005).

En A. ferrooxidans Fel, CbbR se une en las posiciones -76 a -14 relativas al
inicio de la transcripcion del operén cbbL (Kusano y Sugawara, 1993), de la misma
manera ocurre en R. eutropha en donde dichas regiones son similares y corresponden
a las posiciones -76 y -27. Estas regiones se denominan regiones intergénicas de
unién a CbbR (RI) y comprenden la regién R (sitio de reconocimiento) y la regién A
(sitio de activacion) del operador (Figura 1).

Cuando CbbR esta en altas concentraciones, éste se une a una region extendida
que abarca hasta la posicién +13, denominada region extendida de unién (RE). La
unién de CbbR a dos sitios independientes (RI-1 y RI-2) en R. eutropha es de
manera cooperativa (Bowien y Kusian, 2002). Las relativas localizaciones de las RI
en R. eutropha y su correspondiente contraparte en A. ferrooxidans Fel son muy
similares a lo encontrado en otros sistemas regulatorios tipo LysR (Schell, 1993;
Bowien y Kusian, 2002). La superposicién del operador con la regién -35 de los
promotores regulados permite presumir la existencia de contactos entre las proteinas
regulatorias y las subunidades de la RNA polimerasa, que son esenciales en los

procesos de activacion (Ishihama, 1993).
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Figura 1. Alineamientos de las secuencias de nucledtidos que corresponde a la region
intergénica entre los genes c¢bbL y cbbR de bacterias autdtrofas. Las secuencias
contienen los elementos de control ¢bd que comprende el operador, el promotor del
operén chb (peps) y el promotor ¢hbR (popsr). El regulador CbbR se une tanto a la
region R (sitio de reconocimiento) como a la regién A (sitio de activacion) del operador.
Los nucleétidos conservados (TNA-N75-TNA, T-Nj-A) para la unién de CbbR se
localizan en las regiones intergénicas RI-1, RI-2 y RI-3. La prediccion del promotor y
los sitios de unién para ¢’° se muestran en las columnas (secuencias -35 y -10). La
posicion del sitio de inicio de la transcripcion se indica como +1, con el nucledtido en
cursiva. Las bacterias se indican a continuacién 4. ferrooxidans (Af), H. thermoluteolus
(Ht), X. flavus (Xf), N. euwropea (Ne), R. capsulatus (Rc), R. sphaeroides (Rs), R.
eutropha H16 (Ral), R. metallidurans CH34 (Rm). I y II indican operdn cbb; y cbby.
Af*?"% indica la cepa tipo de 4. ferrooxidans.

1.6. Efecto de las sefiales metaboélicas y mediocambientales en la regulacién mediada
por CbbR
Un aspecto central concerniente al control de los operones chb en varias
bacterias autdtrofas es la accion de sefiales metabdlicas que son generadas
intracelularmente en el metabolismo de carbono (Kusian y Bowien, 1997; Shively y
cols., 1998). En efecto, la expresion de la RubisCO y otros genes del ciclo de Calvin

en bacterias quimioautétrofas y fotoautotrofas responden a diferentes sefiales del




medio ambiente, incluyendo la concentracién de CO; y la disponibilidad apropiada
de carbono orginico (Shively y cols., 1998; Tabita, 1999). De hecho, en R.
sphaeroides (Phillips-Jones y Hunter, 1994; Eraso y Kaplan, 1995) y R. capsulatus
(Sganga y Bauer, 1992; Mosley y cols., 1994) existe un sistema de sefiales de
transducciéon de dos componentes RegB-RegA (Bauer, 1995) que tiene una
significancia mas global, el cual involucra el control de la asimilacion de CO; con la
fijacién de N, (Joshi y Tabita, 1996; Qian y Tabita, 1996), en donde tanto CbbR
como RegA son requeridos para la regulacion positiva de los operones cbb (Qian y
Tabita, 1996; Tabita, 2007).

Una sefial metabélica para la expresion de los genes cbb en R. eutropha H16 lo
constituye la concentracién intracelular de fosfoenolpiruvato (PEP). El PEP es un
producto indirecto del ciclo de Calvin que produce un control por retroalimentacién
de la ruta. El PEP actiia como un efector negativo de CbbR. A rangos fisioldgicos
(0,2-2,0 mM), el PEP se une a CbbR e inhibe la activacién de la transcripcién del
oper6n cbb (Grzeszik y cols., 2000).

Por otra parte, en X. flavus se ha descrito que CbbR es un sensor del NADPH
(van Keulen y cols., 1998), este cofactor se une a CbbR y forma el complejo
CbbRNAPPH ¢ cual se une al operador cbb produciendo un doblez en el DNA y la
activacion de la expresion de los operones chb y gap-pgk. Adicionalmente, CbbR de
H. thermoluteolus también interactia con NADPH produciendo alteracion en la
union de CbbR sobre el operador cbb (Terazono y cols., 2001).

Otras sefiales metabdlicas distintas, a PEP y NADPH, pueden ser usadas en

autotrofos que poseen varias protefnas CbbR las cuales interactuarfan con diferentes




ligandos (Bowien y Kusian, 2002). En efecto, en los fotoautétrofos R. sphaeroides y
R. capsulatus, la ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP), el substrato de la RubisCO,

constituye un efector positivo para CbbR.

1.7. Antecedentes generales y fijacién de CO; en A. ferrooxidans

A. ferrooxidans es una y-proteobacteria acidéfila, mesofila, aerobia facultativa,
capaz de utilizar Fe®*, azufre elemental, compuestos de azufre reducido como
tiosulfato y tetrationato, formiato o hidrégeno como fuente de electrones y de
energfa para fijar CO; y N, (Eccleston y Kelly, 1978; Kelly, 1982; Holmes, 1998;
Rawlings y cols., 1999; Ohmura y cols., 2002). Esta bacteria crece en condiciones de
acidez extrema (pH: 1,6-3,5) y es uno de los microorganismos utilizados en la
recuperacion biologica de metales a partir de minerales azufrados (Rawlings y
Silver, 1995; Holmes, 1998). 4. ferrooxidans se ha convertido en el microorganismo
modelo en biomineria por ser la primera bacteria descrita capaz de solubilizar
metales (Colmer y Hinkel, 1947) y una de las mds importantes en el proceso de
biolixiviacién y como tal es la primera cuyo genoma ha sido secuenciado (Integrated
Genomics ¥ TIGR). Sin embargo, esta bacteria presenta una enorme dificultad para
realizar trabajos genéticos y como alternativa para evaluar la funcién génica in vivo
se requiere de un hospedero heterdlogo (Liu y cols., 2000).

Para cubrir los requerimientos del crecimiento, 4. ferrooxidans fija COz; para
ello, esta bacteria necesita reducir grandes cantidades de CO; a carbono organico con
un elevado consumo de energia de tal manera que para la fijacién de una molécula

de CO; requiere tres ATP y dos NADH (Eccleston y Kelly, 1978). En consecuencia,




cerca del 80% del ATP disponible es usado por el ciclo de Calvin y el ATP restante
es requerido en la biosintesis de hexosas para cubrir las demas funciones metabdlicas
(Forrest y Walter, 1971; Stouthamer, 1973; Kelly y cols., 1977).

A. ferrooxidans en su habitat natural y a nivel de laboratorio crece en presencia
de CO; atmosférico (0,036%), sin embargo estudios fisioldgicos y de aplicaciones en
biomineria (Makita y cols., 2004) han demostrado que es capaz de crecer en
ambientes con exceso de CO, (1% al 15%) (Cadwell y cols., 2007) lo que permite
obtener un mejor rendimiento del crecimiento (Holuigue y cols., 1987) y un
incremento de la recuperacion del metal biolixiviado (Torma y cols., 1972; Eccleston
y Kelly, 1978; Hazeu y cols., 1986).

La existencia del ciclo de Calvin fue demostrada en 4. ferrooxidans (Gale y
Beck, 1967) y algunos de los genes involucrados en la fijacién de CO,, como los
genes que codifican para la RubisCO forma I, se han clonado y caracterizado (Pulgar
y cols., 1991; Kusano y cols., 1991). Rio arriba de los genes chbLS1 se localiza de
manera divergente el gen chbR (Kusano y Sugawara, 1993; Heinhorst y cols., 2002;
Cannon y cols., 2003). La presencia de la RubisCO forma I ha sido examinada en
cultivos de A. ferrooxidans en Fe** o azufre con CO, atmosférico (Ramirez y cols.,
2004; Appia-Ayme y cols., 2006) y con CO; al 1% (Cadwell y cols., 2007).

A la fecha, la informacidn publicada de la regulacion del ciclo de Calvin esta
centrada en la autotrofia facultativa sin tener mayores antecedentes de la regulacion
de este ciclo en autdtrofos obligados. Ademas, los estudios conocidos de la
regulacidén por CbbR han sido realizados in vitro y la funcién in vivo de CbbR solo

ha sido probada en algunos autétrofos facultativos. Bajo este panorama, algunas de
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las preguntas de la autotrofia obligada requieren ser resueltas: (i) ;Como estan
organizados los genes ¢bb en un autdtrofo obligado?, (ii) (Cual es el rol de CbbR en
la regulacion de los genes cbb?, y (iii) ;Cémo afectan las concentraciones de CO; en
la expresion de los genes cbb y de chbbR?. Por esta razon, el estudio detallado de la
regulacién de la fijacién de CO; en 4. ferrooxidans como modelo de autotrofia
obligada podria favorecer al entendimiento del ciclo de Calvin, contribuyendo asi al
desarrollo de esta drea fundamental de la biologfa.

A. ferrooxidans posee una gran diversidad metabdlica, pero sin duda una linea
primordial de investigacién es la que intenta dilucidar los mecanismos implicados en
la regulacion de la fijacién de CO; en autotrofia obligada. El presente trabajo de
investigacién plante6 la hipétesis de que en A ferrooxidans el regulador
transcripcional CbbR controla la expresién de los genes del ciclo de Calvin. El
objetivo general fue estudiar los mecanismos moleculares involucrados en el control
de la expresion de los genes de asimilacién y metabolismo de COz en 4.
ferrooxidans por CbbR, asi como determinar el efecto del CO; en la expresion de los
genes chb. Los objetivos especificos fueron: (1°) establecer la organizacién
transcripcional de los genes del ciclo de Calvin presentes en el genoma de A.
ferrooxidans, (2°) evaluar el efecto de diferentes concentraciones de CO; en la
expresién del regulador CbbR y (3°) determinar la funcionalidad de CbbR como

regulador transcripcional de los genes cbb en 4. ferrooxidans.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material

2.1.1. Cepas bacterianas, plasmidos y partidores
Las cepas bacterianas, plasmidos comerciales y partidores usados durante el

desarrollo de esta tesis se describen en las tablas 1, 2 y 3 respectivamente.

Tabla 1. Lista de cepas usadas en esta tesis

Cepas Caracteristicas relevantes Referencias

Cepa tipo, su genoma completo estd anotado en

A. ferrooxidans  11Gp ¢ Inteorated Genomics ATCC 23270
Cepa tipo, su genoma completo esta anotado en

R. eutropha KEGG (sinénimo Cupriavidus necator H16)

H16 Cfx" Hox' Fox®, pHG1+, tipo silvestre ATCC 17699

- + + + .

HB14 Cix’'Hox" Fox', pHG1", cbbRA, derivada de la Teffke (1999)
cepa H16

E. coli
ara A (lac-proAB) rpsL o 80(lacZAM15)

JWI F’(lacl® lacZAM15 proA'BY) Kolmar ( 1930)

. Sm" Tp" mod] res thi pro recA; integrated RP4 .

S17-1 Apir (Te::Mu-Km::Tn?) Simon (1983)
F merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

TOP10 @80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara- Tnvitrogen

leu) 7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG




Tabla 2. Lista de plismidos usados en esta tesis

Plismidos Caracteristica relevante Referencia

pUC18 Amp’ lacPOZ9 Yanisch (1985)
pUC18::1.8-kb HindllI-Sall f{ragmento que

PAECI200 contiene chbR de R. eutropha H16 Jefike (1999) |
Tc'; pVK101::1,031-bp Ddel fragmento que .

pUW7 contiene cbbR de R. eutropha H16 Windhével (1991)
Tc', plasmido de fusién con lacZ (B-

pBK galactosidasa) y gusA (B-glucuronidasa) como Kusian (1995)
genes reporteros
pBK::236-bp Xbal-Pstl fragmento que contiene

pBK2241 la region del promotor cbbL de R. eutropha Kusian (1995)
Hlé

pGEMT® Amp' promotor JacZ Promega
pGEMT::1.1-kb fragmento que contiene cbbR

pGEMT-RR de A. ferrooxidans ATCC 23270 con su propio Esta fesis
promotor

® Amp' promotor araBAD(Ppap) C-terminal: V5 .

pBAD-TOPO epitope tag-polihistidina (6xHis) Tnvitrogen
pBAD-TOPO::927-bp del fragmento que

pBAD-cbbR contiene cbbR de 4. ferrooxidans ATCC 23270 Esta tesis
fusionado al tag 6xHis
pBK::209-bp Xbal-PstI fragmento que contiene

pBK-PcbbL1 la region del promotor chbbLl de A. Esta tesis
Jerrooxidans ATCC 23270
pBK::222-bp  Xbal-Xbal fragmento que

pBK-PcbbL2 contiene la regién del promotor cbbL2 de A. Esta tesis

Jerrooxidans ATCC 23270
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Tabla 2. Lista de plismidos usados en esta tesis (continuacion)

Plasmidos

Caracteristica relevante

Referencia

pBK-Pcbb3

pBK-Pchb4

pBK-PchbR

pBK-PchbL1/RR

pBK-PcbbL.2/RR

pBK-Pchb3/RR

pBK-Pcbb4/RR

pBK-PchbR/RR

pBK/RR

pBK2241/RR

pBK::218-bp Xbal-Xbal fragmento que contiene
la region del promotor chb3 de A. ferrooxidans
ATCC 23270

pBK.::218-bp Xbal-Psil fragmento que contiene la
region del promotor chbb4 de A. ferrooxidans
ATCC 23270

pBK::198-bp Xbal-PstI fragmento que contiene la
regién del promotor chbR de A. ferrooxidans
ATCC 23270

pBK-PcbbL1::1.1-kb fragmento que contiene

cbbR de A. ferrooxidans ATCC 23270 con su
propio promotor

pBK-PchbL2::1.1-kb fragmento que contiene

ebbR de A. ferrooxidans ATCC 23270 con su
propio promotor

pBK-Pchb3::1.1-kb fragmento que contiene chbR
de A. ferrooxidans ATCC 23270 con su propio
promotor

pBK-Pchbb4::1.1-kb fragmento que contiene chbR
de A. ferrooxidans ATCC 23270 con su propio

promotor

pBK-PchbR::1.1-kb fragmento que contiene chbR
de 4. ferrooxidans ATCC 23270 con su propio
promotor

pBK::1.1-kb fragmento que contiene chbR de A.
ferrooxidans ATCC 23270 con su propio
promotor

pBK2241::1.1-kb fragmento que contiene cbbR
de 4. ferrooxidans ATCC 23270 con su propio
promotor

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
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Tabla 3. Lista de partidores usados en esta tesis

Operén cbblL1

gen Partidor 5'-3' gen Partidor 5'-3'
cbbR 1fw CAACGCCGTGTTGCTCGAA chbll  2rev CTAGACTTTTTTACGGCCATGCTT
chbl1 3fw CTGCCAATCGTGTCGCGEC c50S2  4rev CGCACGGGAAAGCGACTT
cs5082 5fw  CCOTATGETGCCGTECCAAC c50S3 6rev GTECATGACGCACGCCC
5053 7w GTCAGCGGGTCAAAGCCG csoS1B  8rev GCCGCCTTGGTCATCG
csoS1B 9w GGRGCAGATGCGTGTGAGCG parA  12rev CTGATCGAACCCTGAGGATCGG
bfrA  10fw CGCGCAGAAGAGTTACAAGCCTTE parA  11rev AGTAGAACCCCGCCGAGCCAA
parA  13fw GTGCTGCGETTGAAGGGGT recQ  14rev GTGGAGTTCCATAATGGCGGAG |
recQ  15fw CGAGAAGCCTCCGCCATTATC cbhbQ  16rev GCCTGTGEGTCCTTTCAGCAT ‘i
chhO 19fw GCAGAGGCTGCCAGAARAGCT chbQ  17rev CAGGGATTTCAGGCTGETCG |
cbbO  18fw TGACGCCAGGARAGCGGTG chbA  20rev AAGCACCTACCGCGTATCCGT
bioD  22fw ACTEGTTGECGTGGTGCTGA bioD  21rev CAGTGCCACCGCCACCC
sua5  23rev GCCATATGCACGATCAGCGG
Operén chblL2
__gen Partidor 5'-3' gen Partidor 5'-3'
taiC 1fw ACGACGGCGETCTAGAACCGCC chbl2 2rev CCGETAATCCTCTAGACCCGCGTT
chbl2 3fw CATCGAGARGGAAGGCAAGGC cbhS 4rev  CGCAACCTGTTGACGGATCTG
chbS 5fw ACCGGAAAACGCCTTCGGC chbQ 6rev GGTCAATGGGCCATCCTGCC
chbQ 7fw  AGGETGTTGAGGCGARGGCC cbbO 8rev GTACGATGGGCETGTGECGC
cbbQ 9fw GCCTACAGCGAGGAGGCCATG yfeA  10rev GCGGAGCCTTGTCCCTCGG
Operdn cbbh3
gen Partidor 5'-3' gen Partidor 5'-3'
hyp2 1fw TACGARGECEGCTCCCCG hyp3 2rey CGACGGCAATCGGAGTCTTT
hyp3  3fw CGGGTGATCGCGCTGGAT cbbT  4rev CAGRATGCCGTCGTGACCA
cbbT  Sfw ATCGGCATCGACCACTTT chbK  6rev TCCATCATACGCAGGACA
chbK 7fw CCTACATCAGTACGGGTE chbA 9rev CACCTGCTCCAGGTTGTT
pyrA 8fw TTGATCCTCATCACCATCGG chbE  11rev GATATGGATATAGTCGGCACCC
cbbA  10fw GCAGGCCAGCAAGATCAA fpE  14rev GCCGACRAGGGAGTATCGA
pE  12fw CTATCGAACTGGAAGTGCATCG frpG  16rev CGATAGCCGCCACGTCG
chbZ  13fw TCGGCGATTCACGTAACG tpC  17rev AGGGCCACTGECCGCCTGC
frpE 15fw GAAACCATGARCARAACGCCG
Operdon cbbd
__gen Partidor §'-3' gen Partidor 5'-3'
ompA 1w GETATTTCCTATTTTTGGGGTGGC  SahA 3rev  CGGCAATGCGGACTTCCTTAC
metK 2fw  TTCCCACCGGACCEACRAAG mefF Srev  AAGCATACTCGGGACCCAAGG
sahA  4fw CTTCGCGEGEETGCTEA chbP 7rev  GACGGGATGTTTTTTGGACATGG
metF  6fw CACCGRAGCCTGCATTTITTACACC  ynbD  9rev  GGCTACAGCCACCACGGGAT
chbP 8fw ATGTTGCCGGGCAGTTTTATGTC fbnA  10rev GCGAGETGGACTGGACGGA
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Tabla 3. Lista de partidores usados en Ia tesis (continuacion)

gRT-PCR
gen Partidor directo 5-3' gen Partidor reverso 5-3'
cbbS1  GCATCGAGCATGETGEEAGCCT cbbS1  GCGGAACACCACARAAGCG
cbbS2  TAGAACATACCGAACCGGAAAACG cbbS2  GCCCCGATAGACTACCAGGGAAG
hyp3 ATCAGGCCCTCATTCTGCAGC hyp3 GATCCATCTGGCAGGTCACACC
chbG AGCACCACATCGTCTCCAACG cbbG GCTGGTGGGGATCATGCTCAT
cbbP AGACACCATCCTGCECCATAT cbbP GCAGGAGGGTGGGGARATTCT
chbR TCAGCCGCCGGAACACATA cbbR CAACGCCGTIGTTGCTCGAA
recA CACCGGTGGTAATGCCCTTARAT rech ACACCGAGGTCCACCAGTTCG
Clonamientos
*prom Partidor directo 5'-3' prom Partidor reverso 5'-3'
pehbbR-Xbal CGGETATTCTAGARCTCCGGCCTCA pcbbR-Xbal GCAAGGCTGCAGGACGGATAGA
pcbbL1-Xbal CGGCAGTCTAGATCTTGAGTTGGETGC pebbL-Xbal CTCOCECGOTGCAGACTTTTTTACGS
pebbl2-Xbal ACGACGGCGTCTAGARCCGCC pchbl2-Xbal CCGGTAATCCTCTAGACCCEOGTT
pcbb3-Xbal TCTAGAACAGGATCAGCTCCTGG pchbb3-Xbal TCTAGAGTCTTTGATCATGCGCC
pcbbd-Xbal TTTEGCOTEECATCTAGARGTCCT pebba-Xbal COARAACCECTCCAGRCETGAR
pchbLR® GTCCATCTECAACTGGCGRA pcbbLE OTCATTCACCTECATTCATGE
pBK TTTCCCACCAARCGCTGATCA pEK GGATGTGCTGCAAGGCGATT
cbbRiw TCTATCCGTCATGCARCCTTG chbRrev GCGCCATTCCTTTTCACCATG
pGEMT-pchbR  CTAGACTTTTTTACGGCCATGCTT pGEMT-chbR  CCATTACTTCATTCTTGAGCGE
pBAD ATGCCATAGCATTTTTATCC pBAD GATTTAATCTGTATCAGE
EMSA (DNA Eiotlna)
prom Partidor directo 5'-3' prom Partidor reverso 5'-3'
Bio-pehbl1  CGGCAGCGAAGATCTTGAGTTGETGC Bio-pebbll  CTCCGGCCTCATACTTTTTTACCE
Bio-pcbbl2  ACGACGGCGEGCAAGCACCGCC Bio-pohbl2  CCGETAATCCTTCACACCCGECRTT
Bio-pcbb3  CATTGAACAGGGTCAGCTCCTEG Bio-pcbb3  ATCGGAGTCTTTGATCATGCGCC
Bio-pcbbd  TTTGGGGTEGCAGCAAGARGT Bic-pcbb4  GGAAACGGATTCAGAGGTGAARRG
Bio-pcbbL™®  GTCGATCTGCAACTGGCGAA Bio-pcbbl®  GTGATTCAGGTCCGTTCATEC
Los partidores usados para ensayos de cotranscripcion por RT-PCR se agrupan en los
operones chbL1, cbbL2, c¢bb3 y cbb4; para los ensayos de RT-PCR en tiempo real se
agrupan en qRT-PCR, los usados en experimentos de construcciones génicas se agrupan en
clonamientos y los empleados en ensayos de movilidad electroforética se agrupan en
EMSA. El (*) indica promotor, fw: partidor directo y rev: partidor reverso, RE: R.
eutropha, Bio: Biotina.




2.1.2. Medios de cultive y condiciones de crecimiento bacteriano

Para cultivar células de A. ferrooxidans se prepar6 el medio 9K
suplementado con Fe** (pH 1,6) o azufte elemental (pH 3,5) como describe Yates
y Holmes (1987) o el medio MM-azufre (pH 2,5). El medio MM se prepar6 segin
protocolo de Kusian y Bowien (1995). Los cultivos de A. ferrooxidans se
incubaron a 30°C con agitacion de 200 RPM. El crecimiento bacteriano se
determiné por recuento directo en una cimara Petroff—Haus.ser. Las bacterias se
colectaron en la fase de crecimiento semi-logaritmica mediante centrifugacion a
10000 x g por 20 min a 4°C.

Para los cultivos de Escherichia coli se usaron los medios y condiciones de
crecimiento descritos por Ausubel y cols. (1999): medios LB, SOC y SOB. Para
preparar los medios sélidos LB, se agregd agar a una concentracion de 1,5% p/v.
En algunos casos, el medio LB se suplementd con antibidtico a la concentracion
apropiada (LBT: LB mads tetraciclina 20 pg/ml, LBA: LB mds ampicilina 100
pg/ml). Para la seleccion por expresion del gen lacZ se suplement6 con IPTG ::1 0.5
mM y X-gal a 80 pg/ml. Para los cultivos de R. eutropha crecidos en heterotrofia
se preparé MM-tetraciclina con piruvato (MMTP) al 0,2% final y para los cultivos
crecidos en litoautotrofia se us6 MMTL con NaHCO; 0,05% (p/v) final y se llevd
a atmdsfera de 80% (v/v) de Ha, 10% (v/v) de CO,y 10% (v/v) de O,. La mayoria
de los medios antes detallados se esterilizaron por autoclave por 20 min a 15 atm

Sin embargo algunos componentes como el Fe?* o azufre elemental se esterilizaron

por filtraciéon usando filtro de 0,2 pm o por tratamiento con etanol al 100%
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respectivamente. Las distintas cepas de E. coli y las cepas de R. eutropha se
incubaron a 37°C o 30°C segun corresponda, con agitacién constante hasta la
concentracion celular requerida. El crecimiento bacteriano se controlo midiendo la
turbidez en un espectrofometro a D43 0 DOggo. Las bacterias se colectaron por

centrifugacién a 5000 x g a 4°C durante 10 min.

2.1.3. Reactivos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (USA):
lisozima, BSA, ampicilina, TEMED, persulfato de amonio, bromuro de etidio, azul
de Coomasie R250, DTT, 2-mercaptoetanol. El SDS se obtuvo de United States
Biochemicals Co. (USA) y el reactivo de Bradford de BioRad. El azufte elemental, el
sulfato de hierro II y el agua de calidad HPLC se obtuvieron de MercK. El ONPG (O-
Nitrofenil-B-D-galactopiranosido) se adquirié de Fluka. La agarosa de ultra calidad se
obtuvo de ROTH. El papel 3MM fue de Whatman y los filtros de nitrocelulosa BA85
de Schleicher and Shiiell. La inmunodeteccion de proteinas se realizé con un kit de
inmunodeteccion por quimioluminiscencia (Super Signal Chemiluminiscent Substrate
Kit “Pierce™). El papel radiografico y soluciones de revelado se adquirieron de
Kodak.

Todas las endonucleasas de restriccion utilizadas procedieron de Fermentas.
La RNAsa A fue de Boehringer Mannheim. Las enzimas T4 DNA ligasa y
polinucledtido kinasa se obtuvieron de Invitrogen y de New England Biolabs. La
fosfatasa alcalina intestinal de ternera (CIAP), la Tag DNA polimerasa, Tag DNA

Elongasa {mezcla de Tag DNA polimerasa y DNA polimerasa de Pyroccocus sp.
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GB-D) y los nucledtidos dATP, dCTP, dTTP y dGTP fueron de Fermentas y Gibco
BRL.

Los marcadores de tamafic de DNA y de proteinas se obtuvieron de
Fermentas. Para DNA se uso: fago A digerido con PstI, 1 kb DNA ladder, 50 y 100
pb DNA ladder y para proteinas se empled el marcador pretefiido de masa
molecular.

Todas las sales, 4cidos, bases y compuestos organicos fueron de grado
analitico y procedieron de Sigma Co., Merck, Fluka o JT Backer. Los reactivos
para medios de cultivo: triptona, extracto de levadura y agar, procedieron de Difco

Laboratories.

2.2. Métodos

2.2.1 Métodos Bioinformaticos

2.2.1.1. Reconstruccion metabélica de la fijacion CO-
La via de fijacion de CO; en autétrofos se obtuvo de la base de datos
KEGG (Kanehisa y cols., 2002). Las secuencias de aminodacidos derivadas de los
genes que estén involucrados en la asimilacién de carbono se usaron para buscar
por similitud los posibles genes candidatos existentes en la secuencia del genoma
de A. ferrooxidans ATCC 23270 presente en base de datos Comprehensive
Microbial Resource (CMR) (J. Craig Venter Institute, www.jcvi.org), ERGO

y en GenBank/EMBL/DDBIJ accession numbers CP001219 y NC 011761. Se
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empled las herramientas TblastN o BlastP (Altschul y cols., 1997) usando los |
pardmetros por defecto. Cuando el gen candidato fue identificado, su secuencia
de aminoécidos se usd para confirmar la asignacion de funcién mediante analisis
de bisqueda por BlastP en la base de datos no redundante del NCBI. Unicamente
el mejor resultado del BlastP bi-direccional (Valdés y cols., 2003) se acepto
como evidencia de haber encontrado un ortélogo putativo. Las secuencias de los
genes candidatos y sus proteinas fueron luego caracterizadas mediante el empleo
de herramientas bioinforméticas disponibles en la web (Tabla 4). La
informacion de la organizacion genética de los genes chb en A. ferrooxidans se
obtuvo mediante los programas SoftBerry Gene Finding y Microbes online Gene

Context (Tabla 4).

2.2.1.2. Basqueda de sitios de regulacién para CbbR

Las secuencias de unién T-Ny;-A (ver Fig. 1) presentes en los promotores
de los genes cbb de varios autdtrofos (Kusian y Bowien, 1997) se usaron como
molde para la blisqueda de los sitios de unién para CbbR en los promotores
pcbbL1, pebbl2, pebb3, pcbb4d y pcbbR de A. ferrooxidans. Los anélisis
bioinformaticos permitieron caracterizar a los promotores (BPROM) y los sitios
de unién para CbbR (FOOTPRINTER) (Tabla 4). Para cada promotor en estudio
se caracterizo los sitios de unién -35 y -10 de la RNA polimerasa, el sitio de
unién al ribosoma (SD), el inicio de la traduccidon (ATG) y las distancias

relativas (pares de bases) entre el inicio de la transcripcion y el primer codén de

inicio de la traduccidn.
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Tabla 4. Lista de aplicaciones y recursos bioinformaticos para el analisis de secuencias
de DNA y proteinas

Aplicacién web

Anailisis y
herramientas

Direccion en internet

NCBI

TIGR

ERGO

COoG

SOFTBERRY

KEGG
BLASTP

CLUSTAW

PROTPARAM

ORF FINDER

PRODOM

PROSITE

INTERPRO

PFAM

Busqueda de genes

y proteinas

Gendmica y
protedmica

Gendmica y
protedmica

Grupo de Genes
Ortdlogos

Alineamientos y
predicciones

Rutas Metabdlicas

Similitud
Alineamientos

Paradmetros de
proteina

Prediccidon de ORFs

Dominios de
Proteinas

Sitios funcionales
de Proteinas
Andlisis de
proteinas

Familias de
Proteinas

Www.nct;i.nlm.nih.gov

www.tigr.org
www.integratedgenomics.org
www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/index.html

www.softberry.com/berry.phtml

www.genome.ad.jp/kegg/kegg?.htm
www.ncbi.nlm.nih.gov/blastp

www.ebl.ac.uk/Clustal W/
www.c¢xpasy.ch/tools/protparam.html

www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf

hitp://prodes.toulouse.inra.fr/prodom/20
04.1/html/form.php?CG=0

www.expasy.ch/prosite

www.ebi.ac.uk/interpro/

www.sanger.ac.uk/cgi-bin/pfam




Tabla 4. Lista de aplicaciones y recursos bioinformaticos para el andlisis de secuencias
de DNA y proteinas (continuacién)

Aplicacion web ht:::'];llllsi:;:{as Direccidn en internet
Motivos http:/fwingless.cs.washington.edu/htbin-
FOOTPRINTER  conservados en post/unrestricted/FootPrinterWeb/FootP
DNA rinterInput2.pl
Motivos consensos  www.bork.embl-heidelberg.de
CONSENSO de DNA /Alignment/consensus.html
I(Jl'gg(S)ENS o giof)l;i): consensos http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
Prediccion de www.softberry.com/berry.phtml?topic=
FGENESB oree::r(l;l:n(;s fgenesb&group=programs&subgroup=g
P findb
PROMOTOR Prediccion del www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.ht
PREDICTION promotor ml
., www.softberry.com/berry.phtml?topic=
BPROM P:giig::;n del bpromé&group=programsé&subgroup=gf
P indb
CLC-RNA Prediccion del clemnaworkbench.com
Workbench terminador ) '
MFOLD Estructura 2riadel  hitp://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfac
RNA es/mfold-simple. html
PAIRWISE igﬂ:iizs www.ebi.ac.uk/emboss/align/
Alinear dos www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/whbl
BLAST 25EQ secuencias ast2.cgi
1\041{1(]_:‘%&)1‘]]3 ES Contexto genético  http://www.microbesonline.org/
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2.2.2 Analisis de cotranscripcion de los genes chb

2.2.2.1. Aislamiento de RNA total de A. ferrooxidans
El RNA total se aislé desde células de A. ferrooxidans en fase semi-
logaritmica, siguiendo el protocolo de Quatrini y cols. (2005). Luego el RNA
total se traté con deoxiribunucleasa I {DNase I-RNase free) fermentas segiin

protocolo del proveedor.

2.2.2.2. Ensayos de transcripcién reversa por RT-PCR

El ensayo de transcripcion reversa acoplado a PCR para el andlisis de
cotranscripcion de los genes cbb se realizé usando el sistema “one step RT-PCR”
(QIAGEN) incluyendo los controles respectivos segun protocolo del fabricante.
Los partidores empleados para este experimento se describen en la Tabla 3. Cada
pareja de partidores flanquean una region de genes contiguos presentes en cuatro
putativos operones cbbL1, cbbL2, cbb3 y cbb4. Los ensayos de expresiéon por
cotranscripcion para cada par de partidores se realizaron en tubos independientes
en presencia de RNA total o DNA gendmico (control positivo) y se realizaron

por duplicado. Como control de expresion constitutiva se empleo el gen recA.

2.2.3. Anailisis de expresion en tiempo real de los genes cbb
Los analisis de PCR en tiempo real (QRT-PCR) se realizaron con pares de
partidores especificos para los genes candidatos del ciclo de Calvin: ¢hbSl1,

cbbS2, cbbG, cbbP y cbbR (Tabla 3). El gen recA se usé como control interno de
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expresion constitutiva como previamente fue descrito (Rivas y cols, 2005). El
RNA total se obtuvo desde células de 4. ferrooxidans crecidas hasta fase semi-
logaritmica en presencia de diferentes concentraciones de CO, (2,5, 5, 10 y
20%). El cultivo control se crecié tinicamente con aire (CO; al 0,036%). EIl
ensayo de transcripcién reversa se realizé usando la transcriptasa reversa
RevertAid™ H. Minus M-MulV (Fermentas). EL ¢cDNA sintetizado sirvi6 como
molde para los ensayos de PCR cuantitativo incorporando IQ SYBR green
supermix (Bio-Rad). Todas las reacciones se realizaron por duplicado a partir de
RNA total de dos cultivos independientes. En el andlisis de expresién para cada
gen en estudio incluyé la desviacion estandar. La abundancia relativa de los
mRNAs de los genes ¢bb fue normalizada con respecto a la abundancia del
mRNA del gen recA y los célculos respectivos se realizaron con iQ™35 Optical

System Software siguiendo protocolo del fabricante (Bio-Rad)..

2.2.4, Clonamiento de los promotores cbb en ¢l vector pBK de fusion a lacZ

2.2.4.1. Preparacion de DNA plasmidial a pequeiia escala
Para la purificacion del DNA plasmidial a pequefia escala se usd el sistema
QIAGEN Plasmid Midi kit. Las células de E. coli se cultivaron con agitacién toda
la noche a 37°C y se colectaron por centrifugacion a 12000 x g por 10 min. El DNA

plasmidial se purifico segiin las indicaciones del proveedor.
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2.2.4.2. Preparacion de DNA cromosomico de A. ferrooxidans
Las bacterias se cultivaron en medio 9K suplementado con azufre hasta
alcanzar una densidad de 10® cel/ml. Las células se colectaron por centrifugacion
a 12000 x g por 20 min a 4°C y se lavaron con H;SO4 10 mM y en Tris 10 mM-
EDTA 1 mM pH 8,0. La extraccién del DNA cromosomal se realizd segiin

protocolo descrito por Yates y Holmes (1987).

2.2.4.3. Separacién de DNA por electroforesis
Las muestras de DNA se sometieron a electroforesis en geles de agarosa
horizontales con bromuro de etidio 0,5 pg/ml. La concentracion de agarosa
dependié del tamafio de los fragmentos de DNA a separar. La electroforesis se
realizd a 80 V por tiempos variables en amortiguador TAE (Tris-Acetato 40 mM
pH 8,3, EDTA 1 mM) y el DNA se visualizd en un transiluminador de radiacién
UV. Los geles se fotografiaron con una cdmara digital (Kodak Digital Science) y la

imagen se procesé en el computador.

2.2.4.4. Digestion de DNA
El DNA a una concentracién de 0,1 pg/pl, se digirid con enzimas de

restriccion utilizando 5 unidades de enzima por pg de DNA en las condiciones de

tiempo, temperatura y fuerza idnica recomendada por los proveedores. Las

reacciones enzimaticas se detuvieron por calentamiento a 65-70°C.
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2.2.4.5. Desfosforilacion de DNA plasmidial

Al digerir el DNA plasmidial con enzimas de restriccion se generaron
extremos 5° fosfato que debian ser eliminados para aumentar la eficiencia de unién
del inserto. Para desfosforilar los plasmidos se utilizd fosfatasa alcalina intestinal de
ternera (CIAP). Para ello el DNA se tratd con 2 U de CIAP por pmol de extremo 5°
fosfato en la solucion amortiguadora (Tris-HCl 50 mM pH 9,3, MgCl, 1 mM,
ZnCl; 0,1 mM y espermidina 1 mM) y se incubd a 37°C por 60 min. La reaccion se
detuvo incubando a 65 °C por 30 min. El DNA desfosforilado se purificé segin

protocolo del proveedor (QIAGEN).

2.2.4.6. Purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa
Para purificar los fragmentos derivados de reacciones de PCR o de
digestiones con enzimas de restriccion se utilizé el kit Wizard PCR Preps DNA
Purification Systems (Promega Corp). La muesitra de DNA se sometid a
electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusién. Se cortd el trozo de gel
que contenia la banda de DNA a purificar y se fundié a 65°C en un tubo de 1,5 ml.
siguiendo el protocolo entregado por el proveedor. Luego el DNA se eluyd en agua

ultrapura calidad HPL.C Merck hasta alcanzar la concentracion deseada.

2.2.4.7. Reaccion de amplificacion de DNA por PCR

La reaccion se realizé en la solucién amortiguadora Tris-HC] 20 mM pH 8.4,

KCl 50 mM, MgCl, 0,67 mM, dNTPs 0,3 mM cada uno, 1 pM de
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oligonucleétidos y 0,04 U/ul de Tag DNA polimerasa. Se utilizé 1-100 ng de
DNA molde. La reacciéon de PCR, para todos lo partidores de la Tabla 3,
consistié en una primera etapa de desnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguida de
29 ciclos de: (1) desnaturalizacién a 94°C durante 30 s, (2) alineamiento del
partidor durante 30 s a 57°C y (3) extension del fragmento por la tag DNA
polimerasa a 72°C durante un tiempo aproximado de 1 min por 1 kpb de DNA a
sintetizar, Finalmente se realiz6 una extension a 72°C durante 10 min. El

producto de amplificacién se analizd por electroforesis en geles de agarosa.

2.2.4.8. Disefio de partidores
Los partidores utilizados en todas las reacciones de PCR (Tabla 3) se
disefiaron utilizando el programa VECTOR NTI (Invitrogen). Este programa
permitid analizar los partidores diseflados, estableciendo si éstos formaban

estructuras secundarias no deseadas o si podian generar dimeros.

2.2.4.9. Cuantificacién de dcidos nucleicos
Para cuantificar los &cidos nucleicos presentes en las diferentes muestras se
utilizaron dos métodos: (1) cuantificacion por absorbancia; se midio la
absorbancia a 260 nm y se calculd la concentracién de &cidos nucleicos
considerando que una DOj¢ = 1 corresponde a 50 pg/ml de DNA de doble
hebra, 40 pg/ml de DNA de 1 hebra 0 RNA (Sambrook y cols., 1989) y (2)

cuantificacion utilizando el marcador de DNA Ladder 100 bp Fermentas. Se
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realizaron diluciones de la muestra de DNA a cuantificar y se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa junto a cantidades conocidas del marcador. Se
compard la intensidad de la banda del DNA con una de tamafio similar del
marcador. Las muestras de DNA plasmidial fueron previamente linealizadas por

digestion con la enzima de restriccién adecuada.

2.2.4.10. Ligacién de fragmentos de DNA en plismidos digeridos y desfosforilados
Para obtener los plasmidos recombinantes se utilizd la enzima T4 DNA ligasa
Invitrogen. El plasmido digerido con la enzima de restriccion apropiada fue
desfosforilado y purificado desde columna (QIAGEN). Luego se mezcld con el
inserto en una relacién molar de ~1:2 (plasmido: inserto) en presencia de
amortiguador Ligasa y 6 U de T4 DNA ligasa. La reaccion se incubd a temperatura

ambiente por dos horas.

2.2.4.11. Construccion de la fusién plasmidial promotor cbb::lacZ en el vector pBK

Los fragmentos de DNA correspondientes a los promotores de los operones
del ciclo de Calvin (pcbbLl, pcbbl.2, pcbb3, pcbbd) v del gen cbbR de A.
ferrooxidans, se obtuvieron por amplificacién por PCR a partir de DNA gendémico
usando partidores especificos (Tabla 3) con sitios Xbal y Pstl. Estos fragmentos se
clonaron en los sitios Xbal o Psf presentes en los plasmidos comerciales pUC18 o
pGEMT vy se transfirieron a células de E. coli JTW1 para posteriores manipulaciones.
Después el pladsmido especifico fue digerido con Xbal, y Pstl, seglin el caso, para

liberar el fragmento conteniendo el promotor respectivo. Luego este fragmento se
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purificé desde columna (QIAGEN) y se clond en el vector pBK de fusion a lacZ,
(Bowien y Kusian, 1995) previamente digerido con Xbal-Pstl y desfosforilado con
CIAP (Promega). Las fusiones en pBK generaron las siguientes construcciones:
pBK-PcbbL1::lacZ, pBK-Pchbl2::lacZ, pBK-Pcbb3::lacZ, pBK-Pcbbd:lacZ y

pBK-PchbbR::lacZ (Anexo 1).

2.2.4.12. Construccion de la fusion plasmidial promotor cbb::lacZ en presencia del
gen chbR

Para generar las construcciones del promotor cbb en presencia del gen que
codifica para CbbR se procedi6é a amplificar por PCR el fragmento de DNA (~1,1
Kpb), que contiene la secuencia que codifica para el gen cbbR con su propio
promotor (fragmento RR), a partir de DNA genoémico de 4. ferrooxidans. El
fragmento RR se purificé desde columna (QIAGEN) y se clond en el vector
pGEMT easy (Promega) generandose el plasmido recombinante pGEMT-RR. La
presencia del gen cbbR con su propio promotor se verifico por secuenciacion.

El fragmento RR obtenido por digestion del plasmido pGEMT-RR con
EcoR], se insertdé en el sitio EcoRl del vector pBK que contiene la fusion
respectiva (pcbb::lacZ) y se generaron las siguientes construcciones conteniendo el
gen del regulador CbbR con su propio promotor; pBK-PchbL1::lacZ/RR, pBK-
Pcbbl2::lacZ/RR, pBK-Pchb3::lacZ/RR, pBK-Pcbbd::lacZ/RR 'y pBK-

PchbR::lacZ/RR (Anexo 1).
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2.2.4.13. Transformacién de E. coli por electroporacién y seleccién de clones

Cada una de las construcciones plasmidiales generadas en los pasos
2.2.4.11. y 2.2.4.12. se transfirié a cepas independientes de E. coli (JW1 y S17-
1). Las electroporaciones se realizaron en el equipo Cell-Porator (Gibco BRL
Life Technologies, INC). Las bacterias electrocompetentes (20-25 ul) se
mezclaron con 1 pl de mezcla de ligacién y se depositaron entre los electrodos de
la cubeta. Se aplicé un pulso de 2,4 kV (25 UF, 330 Q). Las muestras se
transfirieron en forma estéril a un tubo de cultivo que contenia 1 ml de medio
SOC. Las células se recuperaron incubando a 30°C o 37°C por 1 h, segin el
caso. Luego entre 50 a 200 pl de cultivo celular se depositaron en placas de agar
LBT y se incubaron toda la noche a la temperatura deseada. Las colonias
obtenidas se evaluaron mediante PCR para definir la presencia y orientacion del
inserto. La identidad e integridad del fragmento clonado se verifico por

secuenciacion.

2.2.5. Secuenciacion de DNA
Las muestras de DNA de los pldsmidos pUC18 y pGEMTeasy que contenian
los fragmentos de interés se secuenciaron en el centro de secuenciacion del
laboratorio de Gendmica del Instituto de Microbiologia de la Universidad de

Gottingen-Alemania,
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2.2.6. Transferencia de DNA plasmidial por conjugacion desde células de E. coli a
células de R. eutropha
2.2.6.1. Preparacion de células de E. coliy R. eutropha
Cada una de las cepas de E. coli S17-1 (Simon y cols., 1983) que contenian
los plasmidos pBK con su respectiva fusion del promotor cbb::lacZ se crecieron en
medio nutritivo a 37°C durante toda la noche con agitacion constante hasta alcanzar
una DOgge~1,5.
R. eutropha H16 o R. eutropha HB14 se crecieron en medio MMTP a 30°C
hasta la fase exponencial tardia. Luego un indéculo de 1 ml de células se sembr6 en
20 ml de medio nutritivo y se incub6 a 30°C toda la noche con agitacién constante

hasta alcanzar vna DQgge~1,5.

2.2.6.2. Conjugacion bacteriana entre células de E. coli y R. eutropha
Las células donantes (E. coli S17-1) y receptoras (R. eutropha), preparadas
como se describié en el paso anterior, se mezclaron en una proporcion de 1:1 en 2
ml de la suspensién bacteriana total y se incubd sin agitacién por 12 horas a

temperatura ambiente.

2.2.6.3. Seleccion de transconjugantes

Un indculo de 100 pl de mezcla de células conjugantes de E. coli S17-1 y R,
eutropha se afladié a 900 pl agua destilada estéril y se prepararon diluciones

seriadas de 107 a 10, Una alicuota de 100 pl de cada suspensién se sembrd por

32




diseminacién en placas con medio MMTP. Posteriormente cada placa se llevo a
incubacién durante tres dias a 30°C. Las colonias que crecieron en el medio
selectivo MMTP fueron las células que portan el vector pBK (resistencia a
tetraciclina) con la construccién respectiva y que metabolizan el piruvato en
presencia del medio de sales minerales, tales células correspondieron a
transconjugantes de R eutropha. El andlisis de los clones consistid en la

identificacion del inserto, mediante PCR de colonias.

2.2.7. Determinacion de Ia actividad del promotor por andilisis de la actividad
especifica B-galactosidasa [EC 3.2.1.23]

Los clones que portaban las construcciones del promotor cbb::lacZ
(construccion en ausencia del gen ¢bbR) y promotor cbb::lacZ/RR (construccion
en presencia del gen ¢bbR) se usaron para el andlisis de la actividad especifica -
galactosidasa. Para ello, se cultivaron células de E. coli JW1 en medio LBT y
células de R. eutropha en medio MMTP, MMTF o MMTL. Las cepas de E. coli
JW1, R. eutropha H16 y R. eutropha HB14 se cultivaron independientemente por
triplicado en matraces de 500 ml con 50 ml de medio de cultivo con un indculo
inicial de DQy436~0,1 y se incubaron a 30°C con agitacion constante de 180 R.P.M
hasta alcanzar una DO436~2,5. Para cada cultivo se procedid como sigue: se
centrifugd 25 ml de cultivo a 8000 x g, 10 min a 4°C. Las células se lavaron en
amortiguador P-galactosidasa a 4°C, pH 7,0 (componentes en g/l: 16,1 de
Na;HPO4x7H,0, 5,5 de NaH;PO;x1H,0, 0,75 de KCl, 0,246 de MgSOy4 y -

mercaptoetanol a concentracién final de 3,5 mM) y se centrifugd a 8000 x g, 5 min
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a 4°C. Luego se resuspendieron las células en 0,5 ml de amortiguador f-
galactosidasa y se sonicaron por 7 min, a pulso continuo del 50% con una amplitud
de 0,5 Hertz en bafio de hielo a 0°C. Los restos celulares se separaron por
centrifugacion a 20000 x g por 15 min a 4°C. El extracto celular se colocé en un
tubo estéril en hielo. El ensayo para cada cultivo se realizé por triplicado en tubos
de 2 ml. Se adiciond 990 pl de amortiguador B-galactosidasa y 10 pl de extracto
celular. Se mezcld por inversion e incubd a 37°C por 2 min. Luego se agregéd 200
pl de sustrato ONPG (o-Nitrofenil-B-D-galactopiranosido) al 0,2% en
amortiguador p-galactosidasa. La reacci6n se detuvo con 500 pl de Na,COs cuando
se observd la presencia de un color amarillo pédlido y se anoto el tiempo
transcurrido. Después, se extrajo 1 ml de la reaccién final y se analizé a DOyg. La
concentracién de proteinas presentes en el extracto celular se determiné segin la
técnica descrita por Bradford (Bradford, 1976); para ello, 10 pl de extracto celular
se adicionaron a 990 pl de reactivo de Bradford, se mezcl6 por inversion e incubé
5 min a temperatura ambiente, luego se analizé6 a DOsgs y se cuantific la
concentracién de proteinas segin la curva estandar para la BSA. La actividad
especifica B-galactosidasa se célculo segin la férmula propuesta por Dawson y

cols. (1986):

mU/mg = Eazo [em™]1,7[mI]10°

21 300[ml. mmol™. cm™] T [min™] Veol[ml] Q[mg.mI "]
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E420: medicién de la DOy, T: tiempo de duracién de la reaccién, Vol:
volumen total para cuantificacién de proteinas (1 ml), Q: concentracion de
proteinas segiin DOsps, mU/mg: mili unidades de actividad especifica -

galactosidasa por mg de proteina.

2.2.8. Clonamiento y sobreexpresion de ChbR de A. ferrooxidans en E. coli

El fragmento de DNA que codifica para la proteina CbbR de A. ferrooxidans se
obtuvo por amplificacién desde DNA cromosomal utilizando los partidores chbR{w y
chbbRrev (Tabla 3). Luego el producto de amplificacién se inserté al vector de
expresién pBAD-TOPO (Inviirogen) siguiendo las instrucciones del proveedor. El
vector resultante pBAD-cbbR, conteniendo la fusion del gen cbbR al Histag (6xHis),
se us6 para transformar c€lulas de E. coli TOP10. La proteina de fusion recombinante
se purifico como se indica: Se crecieron cultivos de E. coli TOP10 + pBAD-cbbR en
LBA a 37°C hasta obtener una DOgy~0,8-0,9, luego se adiciond arabinosa a una
concentracion final de 0,2% como inductor y se incubd a 37°C por 4 h adicionales.
Posteriormente las células se centrifugaron a 5000 x g por 10 min. a 4°C y se lavaron
en amortiguador con 50 mM tris-HCl pH 8,0, se resuspendieron en 200 pl de
amortiguador de lisis (tris HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 2 mM pH 8,0, triton X-100
0,1 %, B-mercaptoetanol 20 mM y PMSF 1mM), en presencia de lisozima a una
concentracion final de 0.1 mg/ml, se mantuvo en hielo por 30-45 min y se procedié
a romper las células por sonicacién dando 5 pulsos de 15 segundos a 50 Watt de

potencia. El lisado celular obtenido se centrifugd a 20000 x g por 10 min a 4°C,
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Tanto el sobrenadante (fraccion soluble) como el precipitado (cuerpos de
inclusién) obtenidos en esta etapa se analizaron por SDS-PAGE y la presencia de
la proteina de fusion CbbR-Histag se detecto por western blotting con anticuerpos

anti-Histag.

2.2.8.1. Visualizacion de las proteinas separadas por electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida

La fraccion soluble y los cuerpos de inclusidn se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS preparado como se
describe en Sambrook y cols. (1989). Las muestras se prepararon en solucion de
carga Tris-HCI 50 mM pH 6,8, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%,
2-mercaptoetanol 5% v/v y se calentaron a 100°C durante 5 min. Luego se
sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida en amortiguador Tris 25 mM
pH 8.3, glicina 0,25 M, SDS 0,1% a 150 V durante 90 min. Posteriormente los
geles se lavaron durante 5 min en agua destilada y se tifieron en solucion de tincién
durante 20 min (preparada por disolucién de 0,2 g de azul brillante R250 en 30 ml
de metanol seguido de la adicién de 10 ml de acido acético glacial y 60 mi de agua
destilada). Finalmente se destifieron los geles en metanol 20% y acido acético
glacial 5%. Las bandas de proteina correspondientes a CbbR-Histag se visualizaron

en un transiluminador y se fotografiaron para su documentacion.
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2.2.9. Purificacion de CbbR a partir de cuerpos de inclusion

Se siguid la técnica descrita por Dangel y cols., (2005) con algunas
modificaciones y que consistid basicamente a la fase descrita a continuacién: un
cultivo de 1.5 [ de E. coli TOP10 + pBAD-chbR se creci6 aerébicamente en LBA a
37°C hasta una DOggy~0,8. Después se indujo la expresion de ¢bbR por la adicion
de arabinosa (0.1% final), segnida de agitacién constante e incubacién adicional de
12 horas a 37°C. Luego se recolectaron las células por centrifugacién y se
resuspendieron en amortiguador de lisis desnaturante pH 7,8 (Gu-HCI 6M, NaCl
500 mM y amortiguador fosfato 20 mM) con agitacién rotatoria por 1 hora a
temperatura ambiente. El lisado celular se centrifugd a 20000 x g a 7°C por 30
min. Se recuperd el sobrenadante (extracto total celular desnaturado: ETD) y se
colocé en un frasco de vidrio estéril. Los pasos siguientes del tratamiento
desnaturante se realizaron a temperatura ambiente. Paralelamente una resina de Ni-
NTA (QIAGEN) se empaco en columna (Farmacia® 50 cm x 4 cm) y equilibrada
con amortiguador de unién desnaturante pH 7,8 (urea 8 M, NaCl 500 mM y
amortiguador fosfato 20 mM) segtin protocolo del proveedor. Posteriormente el
ETD se pasé dos veces por la resina y luego se pas6 amortiguador de unioén
desnaturante pH 7.8. Después se adicion6 amortiguador de lavado desnaturante pH
6.0 (urea 8 M, NaCl 500 mM y amortiguador fosfato 20 mM). Los pasos siguientes
de renaturaci6n de la protefna se realizaron a 4°C, En la misma columna, se agregd
amortiguador de lavado nativo pH 8,0 (50 mM NaH;PO4xH,0, 300 mM NaCl y 20
mM Imidazol) y luego se eluyé la proteina en presencia de amortignador de

elucion nativo pH 8,0 (50 mM NaH;PO4xH,0, 300 mM NaCl y 250 mM de
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imidazol) y se recolectaron fracciones de 1 ml en tubos estériles. Luego para cada
fraccion se midi6 la DOygy y se cuantificé la cantidad de proteina eluida por el
método de Bradford. Las fracciones con mayor concentracion de CbbR-Histag se
agruparon y se someticron a doble diélisis a 4°C contra amortiguador BD (Hepes
50 mM, KCI 200 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, PMSF 0.05 mM y Glicerol
50%) a pH 7,8 estéril. Se verificé la pureza de la proteina CbbR-Histag por
electroforesis en geles de SDS-PAGE. Finalmente la proteina CbbR-Histag se

cuantificd por el método de Bradford y se almacené a ~20°C.

2.2.10. Obtencién de anticuerpos policlonales
Los anticuerpos anti-CbbP (fosforribuloquinasa) y anti-CbbS (subunidad
pequefia de RubisCO) de R. eutropha H16 fueron proporcionados por el Dr. Botho
Bowien del laboratorio de Fisiologfa Microbiana del Instituto de Microbiologia y
Genética de la Universidad de Géttingen, Gottingen, Alemania. Los anticuerpos
anti-Histag fueron proporcionados por el Dr. Edio Maldonado del Instituto de

Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

2.2.10.1. Produccion de anticuerpos anti-CbbR de A. ferrooxidans
La proteina CbbR-Histag previamente purificada (~1 mg/ml) se sometid a
emulsioén en adyuvante incompleto de Freund (primera dosis) y luego se inoculo
via sanguinea (vena marginal de la oreja) y subcutinea en un ejemplar de
Oryctolagus cuniculus raza Californian giant (conejo doméstico) de dos meses

edad. Cada una de las siguientes cuatro dosis se prepararon en adyuvante completo
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de Freund e inoculadas en intervalos de 15 dias. La primera sangria se realiz6 antes
de la primera inoculacién de CbbR-Histag (suero pre-imnune), luego se realizaron
cuatro sangrias, después de tres dias de cada inoculacién de CbbR-Histag en los
intervalos antes mencionados. El suero conteniendo los anticuerpos anti-CbbR-
Histag se separo de la sangre por centrifugacion a 8000 x g por 10 min a 4°C, se
alicuoté y almacené a -20°C. La reactividad del suero pre inmune y del suero con |
anticuerpo anti-CbbR-Histag se analiz por western blotting utilizando entre 20 ng a

100 ng de proteina CbbR-Histag.

2.2.11. Inmunodeteccién de proteinas por western blotting

Se utilizé el sistema de quimioluminiscencia “Pierce” que consiste en la
generacion de luz como producto de una reaccion quimica. El extracto de proteinas
de las muestras bacterianas respectivas, se someti6 a separacién mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS preparado como se
describe en Sambrook y cols. (1989). Las proteinas separadas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. La transferencia se realizd en una solucién de
transferencia 10% (dcido bérico 500 mM, NaOH 190 mM, pH 9,0}, etanol 20%, SDS
0,1% y se aplic6 una corriente de 350 mA durante 1,5 h. La membrana se bloque6
con 0,1 ml/em? de leche al 1% en TBS/T (Tris-HCI a 20 mM pH 7,6, NaCl a 137
mM, Tween 20 a 0,1% v/v) incubando 0.5 h a temperatura ambiente. La membrana
se lavé con TBS/T tres veces por 10 min y se incub6 con antisuero policlonal

(anticuerpo primario) diluido 1/1000 en TBS/T durante 1 h a temperatura ambiente

con agitacién suave. La membrana se lavo tres veces durante 10 min en TBS/T,
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Posteriormente se incub6 con anticuerpo secundario (anti IgG de congjo conjugado
con peroxidasa, diluido 1/20000 con TBS/T) por 30 min con agitacién lenta. Luego
se lavo la membrana tres veces durante 10 min en TBS/T. La reacciéon de
quimioluminiscencia se. desarrollé sobre la membrana mezclando iguales
volumenes de los sustratos reactantes como lo indica el fabricante (Pierce) y se
incubd por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se colocd sobre la
membrana una pelicula autorradiografica Kodak y se revelé la reaccion en cuarto

obscuro siguiendo las instrucciones del proveedor Kodak.

2.2.12. Andlisis de expresién de CbbR, CbbS y CbbP a diferentes concentraciones
de CO;

Las proteinas totales de A. ferrooxidans se obtuvieron desde fase semi-
logaritmica en cultivos crecidos en 9K-azufre con diferentes concentraciones de
CO; externo (0,036, 25, 5, 10 y 20 %). La preparacién de extractos celulares de
A. ferrooxidans fue realizada como previamente fue descrito (Levican y cols,
2007). La concentracién de proteinas se determiné por el método de Bradford
usando suero de albimina bovina como estandar (Bradford, 1976). La cantidad a
evaluar de proteinas totales obtenidas desde células crecidas en una determinada
concentracion de CO; fue la misma, para ello se cargd ~20 pg de proteinas
totales en cada carril de un gel de SDS-poliacrilamida. Luego, las proteinas se
separaron en geles de SDS-PAGE y se sigui6 el andlisis para CbbR, CbbS y

CbbP por western blotting usando anticuerpos anti-CbbR, anti-CbbS y anti-CbbP

respectivamente.




2.2.13. Ensayos de complementacion de la cepa R. eutropha HB14

El vector pGEMT-RR que contiene la secuencia que codifica para chbbR con
su propio promotor fue digerido con EcoRI para liberar el fragmento RR. Luego
este fragmento se insertd en el sitio EcoRI del vector pBK. generando pBK-RR. El
vector pBK-RR fue transferido a células de E. coli S17-1. Se realizé un ensayo de
conjugacion entre E. coli S17-1 + pBK-RR (cepa dadora) y R. eutropha HB14
(cepa receptora). Las células transconjugantes se seleccionaron en medio MMTP.
Luego R. eutropha HB14 + pBK-RR se incubd en presencia de H;:0,:CO; [8:1:1]
en placas de agarosa ultra calidad (ROTH) con MMTP a 30°C por 10 dias. Como
controles se usaron a R. eutropha HB14 + pBK (control negativo), R. eutropha
HB14 + pUW7 (expresa cbbR de R. eutropha) (Jeffke y cols.,, 1999) y R

eutropha H16 + pBK como cepa silvestre (controles positivos).

2.2.14. Ensayos de retardo de la movilidad eletroforetica (EMSA)

Se amplificé por PCR los fragmentos correspondientes a la region del
promotor conteniendo los sitios de unién predichos para CbbR presentes en los
promotores de los operones del ciclo de Calvin: pchbL1 (221 pb), pcbbL2 (241 pb),
pchbb3 (218 pb), pcbb4 (238 pb) de A. ferrooxidans y del promotor pchbL (238 pb) de
R. eutropha a partir de DNA genomico usando los pares de partidores especificos
marcados con biotina (Metabion) en el extremo 5° (Tabla 3). El ensayo de retardo se
efectud segin Kusano y Sugawara (1993) en 17 pl de amortiguador A [HEPES-
NaOH 12 mM pH 7,9, Tris-HCI 4 mM pH 7,9; EDTA 1 mM, KCI 60 mM; DTT 1

mM; BSA 5 mg/ml; glicerol 10% v/v; DNA competidor no especifico (DNA de
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esperma de salmén 50 pg/pl o poly(dl-dC) 2 pg/ul)] con las siguientes
modificaciones: se us6 sonda especifica marcada 001; biotina (~20 pM) y CbbR de A.
Jferrooxidans purificado (~290 pM). Para cada promotor a evaluar se realizaron cuatro
reacciones por duplicado tal como sigue: (1) sin CbbR, (2) con CbbR, (3) con CbbR
mas sonda no marcada en exceso (50X) y (4) con CbbR en presencia de anticuerpos
especificos contra CbbR de 4. ferrooxidans. Las reacciones de unién se incubaron a
30°C por 15 min. Los ensayos de “supershift” en presencia de anticuerpos se
incubaron durante 15 min adicionales. Los productos de las reacciones se
sometieron a electroforesis en geles no desnaturantes de poliacrilamida al 4,8%
(p/v) corridos a 77 V durante 1 h en amortignador TBE 0,5X a temperatura
ambiente. Luego los geles se colocaron junto a una membrana Nylon Biodyne™*
en TBE 0,5X y se realizo la transferencia en camara semiseca a 380-400 mA por
60 min. Después, la membrana se sometié a irradiacién UV 312 nm por 10 min
para entrecruzar el DNA presente. Para la deteccion de las sondas de DNA
marcadas con biotina se usé el sistema quimioluminiscente LightShift® EMSA
“Pierce” con streptavidina conjugada a peroxidasa. La membrana resultante fue

expuesta a una pelicula BioMax Light Film (Kodak), Iuego la imagen se visualizd

bajo luz blanca y su andlisis se documento en el computador.
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III. RESULTADOS

3.1. Capitulo I. Reconstruccion metabdlica de la fijacion de CO; en la bacteria

quimiolitoautétrofa A. ferrooxidans

3.1.1. Identificacion y caracterizacion de los genes cbb en A. ferrooxidans

Los genes candidatos y sus productos proteicos predichos, que
potencialmente estdn involucrados en la asimilacion y fijacion de CO, se
identificaron en la secuencia del genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270
mediante analisis bioinformaticos. Para ello, las secuencias de aminodcidos de las
proteinas deducidas a partir de las secuencias nucleotidicas de los genes
involucrados en el ciclo de Calvin en A. ferrooxidans se utilizaron para realizar
andlisis de similitud con sus respectivos ortdlogos presentes en las bases de datos
KEGG y NCBI. La prediccién de dominios y motivos funcionales y su designacién
en el grupo de genes ortdlogos (COG) se muestran en la tabla 5.

Los genes que codifican para la subunidad grande y pequefia de la RubisCO
forma I se presentan en dos copias (Fig. 2). Los demas genes que codifican para las
siguientes enzimas del ciclo son: fosforribuloquinasa (CbbP), fructosa-1,6-
/seudoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (CbbF), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(CbbG), fosfoglicerato kinasa (CbbK), pentosa-5-fosfato-3-epimerasa (CbbE),

transcetolasa (CbbT), fosfoglicolato fosfatasa (CbbZ), y fructosa-1,6-

/seudoheptulosa-1,7-bisfosfato aldolasa (CbbA).
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Figura 2. Organizacion de los genes del ciclo de Calvin en A. ferrooxidans. Los
genes para la RubisCO forma I se presentan en dos copias (chbL1 y cbbL2). El gen
para la RubisCO forma II se representa por chbM. Las flechas amarillas representan a
los genes que codifican para las enzimas del ciclo de Calvin, las flechas celestes
representan a los genes que codifican para las proteinas estructurales del carboxisoma
y las flechas naranjas indican los genes que codifican para el regulador
transcripcional CbbR; y CbbR,. Las flechas blancas corresponden a los siguientes
genes y sus respectivos productos: H, indica proteinas hipotéticas; bfrA,
bacterioferritina; parA, proteina de particion A; recQ, DNA helicasa; suhB, inositol
monofosfatasa; merK, S-adenosil metionina sintetasa; sahA, S-adenosil-L-
homocisteina hidrolasa; metF, 5,10-metileno-tetrahidrofolato reductasa; ynbD,
fosfoesterasa.

3.1.2. Reconstruccion del ciclo de Calvin en A. ferrooxidans

La ruta metabdlica para la asimilacién de CO, mediante el ciclo de Calvin
presente en la base de datos de rutas metabdlicas KEGG (Tabla 4) se usé como
molde para la reconstruccion metabélica del ciclo de Calvin en A. ferrooxidans.
En la Fig. 3 se muestra la ruta predicha de fijacion de CO, mediante ¢l ciclo de
Calvin en A. ferrooxidans. El ciclo se iniciaria cuando la bacteria captura el
CO; de la atmdsfera o el HCO5;™ mediante un sistema de transporte a nivel de
membrana y acumula el HCOs™ en el citosol. EIl HCOs™ ingresaria por difusion
al carboxisoma y seria transformado en CO, por la anhidrasa carbonica (CAN)
[4.2.1.1], de esta forma el CO; se encuentra disponible para ser fijado por la
RubisCO [4.1.1.39]. En presencia de ribulosa-1,5-bifosfato y agua, se genera
glicerato-3-fosfato, el cual difunde al citosol para continuar con el ciclo de

Calvin y la biosintesis celular.

46




co,

< Glicolato
X ]
P, "

2-P-Glicolato

Citosol

o o
- -

—»1,3-BPG — ~— GA-3-P
NADH + H*

Xu-5-Pp —

Membrana interna

Membrana externa

Figura 3. Reconstruccién metabolica del ciclo de Calvin en el quimioautétrofo
A. ferrooxidans. Se muestran las reacciones y las enzimas del ciclo de Calvin
incluyendo la reaccion inicial de la oxidacion del glicolato. Las abreviaturas
usadas para los diferentes metabolitos son: 3-PGA, 3-fosfoglicerato; 1,3-BPG,
1,3-bisfosfoglicerato; GA-3-P, gliceraldehido-3-fosfato; F-1,6-BP, fructosa-
1,6-bisfosfato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; R-5-P, ribosa-5-fosfato; Xu-5-
P, xilulosa-5-fosfato; F-6-P, fructosa-6-fosfato; E-4-P, eritrosa-4-fosfato;
RuBP, ribulosa-1,5-bisfosfato; Ru-5-P, ribulosa-5-fosfato; Su-1,7-BP,
seudoheptulosa-1,7-bisfosfato;  Su-7-P,  seudoheptulosa-7-fosfato;  G-6-P,
glucosa-6-fosfato. Las enzimas del ciclo se describieron en la Tabla 5.

3.1.3. Identificacion de reguladores transcripcionales para los genes cbb en A.

ferrooxidans

Las bacterias aut6trofas se valen de dos estrategias para regular la
expresion de los genes involucrados en la asimilacién y fijacion de CO.. La
primera estrategia la conforma el sistema de regulacion mediado por el
regulador CbbR que es el principal responsable de la activacion de la expresion

de los genes RubisCO en varias bacterias aut6trofas. CbbR ha mostrado
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responder a diferentes concentraciones intracelulares de metabolitos derivados
del ciclo de Calvin, los cuales actian como efectores de CbbR (Kusian y
Bowien, 1997; Shively y cols., 1998). La segunda estrategia consiste en la
regulacién de los genes cbb y del transporte de COz por un sistema de
iransduccién de sefiales de dos componentes conformado por las protefnas
RegB/RegA. RegB es una protefna histidina kinasa que responde a sefiales
produciendo la fosforilacién del regulador transcripcional RegA (Elsen y cols.,

2004).

3.1.3.1. Busqueda de genes cbbR en el genoma de 4. ferrooxidans

El genoma de A. ferrooxidans presenta dos genes predichos para
reguladores transcripcionales tipo LysR [cbdR, (AFE1393) y cbbR;
(AF0939)] que se encuentran localizados de manera divergh'énte a los genes
cbbL1 y cbbM (Fig.2). Esta organizacion constituye una caracteristica
genética altamente conservada con otras bacterias autétrofas, lo que sustenta
que estos genes codificarian para potenciales reguladores CbbR.

Los anilisis de la secuencia de amino4cidos de los reguladores CbbR de
A, ferrooxidans mostraron que ambos comparten una identidad del 44% entre
si, ademés CbbR, de 4. ferrooxidans comparte una identidad del 51 % con
CbbR; de R. capsulatus, y CbbR, presenta una identidad del 53 % con CbbR3

k]

de T. denitrificans.
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3.1.3.1.1. Caracterizacién del regulador CbbR de A. ferrooxidans

La secuencia de aminoacidos de la proteina CbbR; de 4. ferrooxidans
se usd para ¢l andlisis de bisqueda de motivos funcionales en la base de
datos ProDom, Prosite e Interpro. Por otra parte, se realizé la prediccién de
la estructura secundaria para CbbR; usando la herramienta PSSFinder
(www.softberry.com) y el alineamiento del dominio de union a DNA entre
CbbR; con otras proteinas CbbR de algunas bacterias autétrofas.

CbbR, de 4. ferrooxidans posee 308 aminoacidos, un peso molecular
estimado de 33,7 kDa y un punto isoeléctrico de 7,4. Ademds presenta tres
dominios bien caracterizados. El dominio de unién a DNA (HTH,
pfam00126, COG0583) que esta localizado entre Jas posiciones 8 y 57 del
extremo amino terminal, el dominio de oligomerizacién y el dominio de
unién al efector, se encuentran ubicados en el exiremo carboxilo terminal
entre los residuos de aminodcidos 87 al 290 (Fig.4).

Los alineamientos del dominio HTH entre la proteina CbbR, de 4.
ferrooxidans con otras protefnas CbbR, muestran una alta conservacion de
residuos, lo que permite suponer que estos reguladores podrian unirse a una
secuencia conservada de DNA (Fig. 4).

Los sitios de unién para CbbR (T-Nj;-A) se localizan entre los
promotores de los genes chbL-chbR y han sido bien caracterizados en
varias bacterias autotrofas en donde CbbR activa la expresién de los genes
para RubisCO y reprime su propia expresion (Kusian y Bowien, 1997). En
A. ferrooxidans se encontré dos secuencias de unién en la region

intergénica entre chbR1-cbbL; (Fig. 2).
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Dominio de unién a DNA

Figura 4. Caracterizacion de la estructura secundaria del regulador CbbR de 4.
ferrooxidans. En el extremo amino terminal se presenta la region de aminoécidos que
conforman el dominio de unién a DNA (HTH: hélice vuelta hélice) y en el extremo
carboxilo terminal se observa el dominio de oligomerizacién y el dominio de unién
al efector. Los simbolos indican: «; estructura alfa hélice (barras grises) y B
estructura tipo hoja beta (flechas grises). En la parte inferior se observan fos
alineamientos multiples del extremo amino terminal de los CbbRs en bacterias
aut6trofas. Las secuencias usadas corresponden a las siguientes bacterias: 4.
ferrooxidans (Afe), R. capsulatus (Reap), T. denitrificans (Thd), H. marinus {Hma),
R. eutropha H16 (Ral), X. flavus (Xfla) y R. sphaeroides (Rsp). pfam00126: indica el
dominio conservado de unién a DNA de la familia de protefnas de los reguladores
tipo LysR. La linea horizontal representa la secuencia completa de 308 aminodcidos
de CbbR.

3.1.3.1.2. A. ferrooxidans posee un ortblogo adicional para CbbR
El segundo ortélogo de A. ferrooxidans, CbbR; es 44% idéntico al
regulador CbbR;. El ort6logo mas similar disponible en la base de datos
corresponde al regulador CbbRs de T. denitrificans con un 74% de
similitud. La secuencia completa de aminoacidos para CbbR» de A.
ferrooxidans posee 301 aminodcidos, un peso molecular de 33 kDa y un

punto isoeléctrico de 7,3. El andlisis de motivos predijo la presencia de un

dominio HTH en el extremo N-terminal asf como el dominio de unién al
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efector en el extremo C-terminal, acordes con los presentes en todas las

secuencias que forman la familia de reguladores tipo LysR.

3.1.4. Caracterizacién de los operones cbh en A. ferrooxidans

1a caracterizacion de los operones cbb en A. ferrooxidans se basé en un
grupo de criterios que se establecié a través de las comparaciones
computacionales con otras predicciones para operones bacterianos conocidos y
a través de trabajo experimental. En consecuencia, la prediccién de promotores,
de los sitios de inicio de la transcripcién, la identificacion de secuencias Shine-
Dalgarno, la predicci6n de los terminadores Rho independiente 'y los andlisis
de cotranscripcién entre genes contiguos, permitieron caracterizar

detalladamente cada operon.

3.1.4.1. Prediccién de promotores para sigma 70, del inicio de Ia transcripcién y
de Ias secuencias de unién al ribosoma

El programa BDGP (Neural Network Promoter Prediction) con un

puntaje por defecto de 0,80 para promotores procariotas, predijo la presencia

del sitio de inicio de la transcripcion y de potenciales promotores para los
operones pchbL1, pcbbL2, pcbb3 y pebb4 de A. ferrooxidans. Para fortalecer

dichas predicciones se valid6 el andlisis de promotores con el programa
BPROM (Prediction of bacterial promoters) y con la anotacién de promotores

para A. ferrooxidans disponible en el laboratorio. Posteriormente se identific
manualmente la secuencia de unién al ribosoma (secuencia Shine Dalgarno)

en base al consenso descrito para E. coli (Fig. 5).
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Promotor Gen{ +1 Bacteria Referencia
Cpercen
35 | 10 |

ATAGTAN:+—TATAGT chbbLl
TAGCGC—N:+—TATAGT cbbL2
TATAAG N:,—TTACGA cbb3
TCGCTT—N:—TATAGT cbbd
TCTGTAN1,—TATATT cbbR:
TTTACC—N:1-—TATCTT cbbi
CCCACAN,;:—TATTCT cbhb2
CTGTTAN:s—CATGAT c¢so

A.fsrrcoxidans (Este estudio)
A, ferrooxidans (Este estudio)
A, ferrooxidans (Este estudio)
A, ferrooxidans (Este estudio)
A, ferrooxidans (Este estudio)
RB.eutropha Blt (Jeffke y cols,, 1993)
R.eutropha H16 (Jeffke y cols., 1393)
H.neapolitanus (Cannon y cols., 2003)

O r a0y o

Figura 5. Predicciones para el inicio de la transcripcién y las cajas -35 y -10
presentes en los promotores de los operones cbh de A. ferrooxidans. La
region de nucledtidos que separa ambas cajas del promotor se representa por
N. Las siglas e¢bbL1, cbbL2, cbb3, chbbd, cbbL y cso corresponden a
operones; chbR y cbbL corresponden a gen.
3.1.4.2. Prediccién del término de la transcripcion en los operones cbb de A.
Serrooxidans
La posibilidad de formar estructuras secundarias correspondientes a
terminadores bacterianos Rho independientes (Nudler y Gottesman, 2002)
fueron predichas a nivel de mRNA entre las regiones intergénicas de chbA 'y
bioD (operén cbbL1), cbbO y yfeA (operén cbbL2), trpG y trpD (operén
cbb3), ynbD y fbnA (oper6n cbb4) (Fig. 6) mediante el uso del programa
CLC-RNA workbench (material y métodos). Estos terminadores intrinsicos

potenciales consisten de una horquilla seguida de nucledtidos de uracilo

presentes en el transcrito.
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Figura 6. Estructuras sccundarias predichas para los terminadores
transcripcionales tipo Rho independiente presentes en los operones cbb de 4.
ferrooxidans. Se muestran las estructuras de horquilla entre los genes chbA 'y
bioD (operén chbLl), cbbO y yfeA (operén cbblL2), trpG 'y trpD (operdn
chb3), recl y fbpA (operén cbb4). En el extremo 5° se indica el codon de
término de la traduccién (stop). La distancia del codén de término a la
estructura secundaria del terminador transcripcional estd representada por la
separacion de nucledtidos Ny (x= n°® de nucledtidos).

3.1.4.3. Los genes chb de A. ferrooxidans se expresan formando cuatro unidades
transcripcionales

Con el fin de validar experimentalmente las predicciones
bicinformaticas vy determinar si los genes cbb conforman operones, se
realizaron ensayos de cotranscripcion usando como molde RNA total
obtenido de A. ferrooxidans crecido en medio de cultivo en presencia de
azufre. Los resultados muestran la obtencién de fragmentos de DNA
obtenidos desde experimentos de RT-PCR utilizando partidores adecuados
(Tabla 3). En consecuencia, la cotranscripcién entre los genes predichos
bioinformaticamente fue demostrada para cada operén (Fig. 7). Se concluye

entonces que los genes cbb de A. ferrooxidans forman cuatro unidades
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transcripcionales tipo operén denominados cbbL1 (16 genes), chbl2 (4

genes), chb3 (12 genes) y cbb4 (7 genes) respectivamente.

El analisis de BlastP y motivos funcionales para las secuencias de
aminodcidos derivada de cada gen chb perteneciente a los operones chbL1,
cbbL2, chb3 y chb4 se describi6 previamente (Tabla 5). Los genes adyacentes
a los operones cbb que no forman parte de la misma unidad transcripcional se
describen a continuacién. El operén cbbLl1 estd flanqueado por los genes
chbR, y bioD (Fig 7A), los cuales codifican para el regulador transcripcional
CbbR; y para dibiotina sintasa respectivamente. El operdn cbbL2, por tatCy
yfeA que codifican para una translocasa sec-independiente y diguanilato
ciclasa (Fig. 7D); el operdn cbb3, esta flanqueado por una proteina hipotética
(Ayp2) y por el gen trpD (antranilato fosforribosil transferasa) (Fig. 7G) y el
operén cbbd, por ompA (proteina de membrana externa) y fbnA (proteina de

unién a fibronectina) (Fig. 71).

54




e e, an-

018
68
L9
v el

»

=

e

=

st N1
016

8L ! ]

o5 :
re e | |

1

MeA
1 kbp

) le‘f.-\
nbD

-~ &

Q;IO

s+
ez

-1 [
o gyt

RMNA
L 8 d

:

0.50 -» ==
0.25 » o

%

£
-
=]
‘:'if
4 -~
= D BLS -y saas
) w BT : % 4 A
g h 11 T T : -
9 =1{] W ' —f.
8 - EEES - 018 3
SR mi LR 68
3L ore S AT
2 f
Lo : L
She & I L E I |
Y [F oS | : % o S 1
2| e 1 ¢ flg e 1
ol ] g[ - d‘
UUHQ dapy | .-I ” | I-q ]l I
) L 4 EEE
€3 §§ i: ! N fMaE e s
SINY
o S
aH +
“"l?ﬁ W s PN
£T-TT
18l T e LT-ST
8 o 0761 1 Sl % erst |
& LrE | % +IET I
e a CE +ITT
Pl . é i E, 2 sror 1
1101 B | "-g &4 pe 110t 1
% e 1 i 5 T 68 i
8L l 1 ﬁ - 6L “ I
2 PR [oe i
*ﬁ.. i i gof 5 0§ |
wmtES v A e
vl [ 25, 2 SHE o
vae T e I LT ' E| | o A 0
‘ D
>v-:.(¢ 5 QO i: 3 : 2. *_téﬂu,!i
::7-' :..‘?u § g < PSS O
Iﬁ’: ¢ Ty BN
E 50 ST G
£TTT ] @ | . ‘
fost | % 9T-§T 1
©y 0761 ' ] & e 1
, LT | ! -
“ 91-ST ' Lt PI-0T l
z (W4 FI-£1 % : ;5 g 1101 '
H ‘ o 1101 l g o e l
B ERET PSR
b 8L i L '8 905 |
‘E P 0§ l : g v i
| Co=
s re | | @ & T1 |
Y =« | L‘Q‘ﬁ" ;:e; depy | il
Rl P e
g d 2 = S O of
2 = = =SS ©
" as g s & am

A

55

Figura 7. Analisis de la organizacion transcripcional de los genes chb en A. ferrooxidans (continua en la pagina siguiente)




Figura 7 (continuacion). (A, D, G y J) Organizacion de los operones chbLl,
chbL2, cbb3 y chb4 respectivamente. Los genes cbb se indican con las flechas
amarillas, los genes del carboxisoma se indican con las flechas celestes. Los
genes que no participan en el ciclo de Calvin se indican con flechas blancas. Los
partidores (cabeza de flechas) flanquean los fragmentos esperados para los
ensayos de PCR y RT-PCR. (B, E, Hy K) Fragmentos de DNA amplificados
por PCR utilizando DNA gendémico (gDNA) como molde. (C, F, I y L)
Fragmentos de DNA amplificados por RT-PCR utilizando RNA como molde.
Los fragmentos de DNA se resolvieron en geles de agarosa 1,5%. Se usé
marcadores de peso molecular 1 kbp y 100 bp.

3.2. Capitulo IL Efecto del CO; en la expresién de mRNA y proteina de los
genes cbb de A. ferrooxidans
Segtn la literatura, A. ferrooxidans es capaz de crecer tanto en presencia de
CO, atmosférico (0,036%) como a concentraciones de CO; del 1,0% al 15%
(LaCombe y Lueking, 1990, Cadwell y cols., 2007; Makita y cols., 2004), sin
embargo no se conoce si en esta bacteria tales concentraciones tienen algiin
efecto sobre la expresion de los genes involucrados en la fijacion de carbono. Sin
embargo, existen antecedentes en la bacteria autétrofa obligada H. marinus en
donde el CO, al 15% afecta la expresion de los genes para RubisCO y CbbR
(Toyoda y cols., 2005). Por tanto, en esta tesis se investigé el efecto de las
concentraciones crecientes de CO; sobre la expresion de genes mds importantes
del ciclo de Calvin [genes de la RubisCO forma I (chbS1 y cbbS2) los cuales
forman parte de los operones cbbL1 y cbbL2; el gen cbbG que integra el operon
chbb3, el gen cbbP que forma parte del operén cbb4 y el gen del regulador
transcripcional cbbR] en cultivos de 4. ferrooxidans crecidos en medio 9K-5° a
pH 3,5.
La abundancia relativa de los mRNAs de los genes del ciclo de Calvin fue

determinada por transcripcion reversa y PCR en tiempo real. Para ello, la
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abundancia del RNA para todos los genes cbb evaluados se normalizé con la
abundancia del RNA para el gen recA.

Los resultados (Fig. 8A) indicaron que cuando A. ferroxidans crecié en
presencia de concentraciones elevadas de CO; (del 2,5 al 20%) cambio
drasticamente la abundancia de los transcritos de los genes cbb. Por ejemplo,
cuando se incrementé la concentracion de CO,, la abundancia de los transcritos
de los genes fijacién de carbono (chbS1 y cbbS2) disminuy6, mientras que la
abundancia de los transcritos de los genes involucrados en el metabolismo (cbbG,
chbP) y regulacién (chbR) de CO; aumenté en la misma condicion.

Al comparar la abundancia del mRNA, entre los genes para RubisCO
(cbbS1 y chbbS2) en concentraciones de 2,5% y 5% de CO;, se observé que el
transcrito para cbbS1 fue dos a tres veces més abundante que el de cbbS2
mientras que a concentraciones de 10% y 20% de CO, el transcrito del gen
cbbS2 fue dos veces méas abundante que el gen cbbS1. En cambio los mRNAs
para los genes hyp3, cbbG y cbbP fueron més abundantes en comparacion con los
mRNAs para los genes RubisCO, sin embargo la abundancia de los transcritos de
los genes Ayp3 y cbbG disminuy6 a concentraciones de CO; mayores a 2,5%
mientras que la abundancia de los mRNAs para los genes chbP y cbbR
incrementé cuando A. ferrooxidans creci6 en presencia  de mayores
concentraciones de COa.

Los resultados de la expresion de proteinas para CbbR, RubisCO y CbbP
demostraron que estas proteinas estdn presentes en todas las concentraciones
de CO, evaluadas. No obstante la cantidad de cada una de ellas fue variable

segun el incremento de la concentracién de CO,. Por ejemplo, se observo una
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menor cantidad de proteina CbbR en cultivos provenientes de CO2 al 0,036%,
pero hubo mayor cantidad de proteina en concentraciones del 2,5% a 20% de
CO; (Fig. 8B). Al cuantificer estas sefiales, s¢ observé que CbbR estuvo tres
veces mas abundante entre 2,5% a 5% de CO; y cinco veces mas abundante
entre 10% a 20% de CO, en comparacion con la cantidad de CbbR presente en
0,036% de CO,, (Fig. 8C).

Con respecto a la expresién de RubisCO (CbbS), se observd mayor
cantidad de proteina en cultivos crecidos a baja concentracion de CO:
(0,036%) comparado con cultivos crecidos en altas concentraciones de COx.
Por otro lado, se encontré mayor cantidad de proteina fosforribuloguinasa
(CbbP) en cultivos de 4. ferrooxidans crecidos con CO; externo (2.5% al 20%)
comparado con cultivos crecidos en CO; al 0,036% (Fig. 8B).

Agrupando los resultados se puede inferir que la concentracion externa
del CO, afecta la expresion del mRNA entre los genes cbb de A. ferrooxidans
lo que sugiere que el CO; ejerce un efecto sobre la expresién génica a nivel
transcripcional. Esto resultado sugiere que cuando existe exceso de CO;
externo en el habitat natural de A. ferrooxidams, esta bacteria responde
disminuyendo Ia expresién de sus genes RubisCO forma I y aumentando la

expresion de los genes ¢bbG, chbP y chbR.
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Figura 8. Efecto del CO; en la expresion de los genes del ciclo de Calvin durante el
crecimiento litoautotrofico de 4. ferrooxidans bajo concentraciones crecientes de
CO,. (A) Abundancia relativa del mRNA de los genes cbbS1, cbbS2, hyp3, cbbG,
chbP y cbbR con respecto al gen recA. La abundancia del mRNA se calculo por RT-
PCR cuantitativo (n=4) a partir de dos cultivos independientes. En cada columna se
incluye la desviaci6n estindar. (B) Inmunoblot para las proteinas claves del ciclo de
Calvin: CbbR, CbbS y CbbP. Cada carril se normalizé con ~20 pg de proteina total.
(C) Cuantificacién de la intensidad de las bandas de proteinas para CbbR mediante
el programa Image Quant TL.

59




3.3. Capitulo III. CbbR regula la expresi6n de los genes del ciclo de Calvin de 4.
ferrooxidans
Ante la dificultad de manipulacion génica y de obtener mutantes nulos en
A. ferrooxidans, se opt6 por la alternativa de emplear un sistema heterélogo que
asemeje la condicién de crecimiento quimiolitoautotréfica de 4. ferrooxidans,
razén por la cual se usé la bacteria R. eutropha. Esta presenta la capacidad de
manipulacién génica y ademas es capaz de crecer en condicidn
quimiolitoautétrofa, ademés se dispone de la cepa mutante nula para el gen del
regulador CbbR (cepa HB14). Por ofra parte, los genes del ciclo de Calvin y del
regulador CbbR han sido ampliamente estudiados en base al sistema de R

eutropha (Bowien y Kusian, 2002; Pohlmann y cols., 2006).

3.3.1. Presencia de sitios de unién para CbbR en los promotores cbb de A.
ferraoxidans

Un primer acercamiento antes de abordar el estudio de la funcionalidad de

CbbR, fue determinar la presencia de sitios de unién para este regulador en los

promotores chb de A. ferrooxidans. En virtud de que se conoce el motivo de

unién T-Ni;-A para los reguladores CbbR descritos en bacterias autétrofas, se

buscéd manualmente esta secuencia en la region del operador de cada promotor

de los operones chbL1, chbL2, cbb3, cbb4 y del gen cbbR de A. ferrooxidans

(Fig. 9).
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Secuencia Promotor Posicidn

pchbLl (-55,-43)
pchbLl (-32,-20)
pchbL2 (-50,-38)
pchbL2 (-40,-28)
pcbbL2 (-37,-25)

pchb3 (-31,-19)
pchb3 (+14,+26)
pchbb3 (+46,+58)

pchbR1 (-18,-06)
pcbbR1 (+06,+18)
pchbid (-51,-39)

-,A
- ¥

Figura 9. Alineamiento de secuencias predichas para la unién de CbbR en las
regiones de control de los promotores chb de A. ferrooxidans. En (A) se
muestran las secuencias alineadas y las posiciones de los nucledtidos con
respecto al inicio de la trascripcién de cada gen. Los nucledtidos altamente
conservados se presentan en letras blancas con fondo negro. Al lado derecho, se
indica la localizacion de cada motivo de unién para CbbR con respecto a la caja
-10 y -35 del promotor reconocido por el factor 6”’ de la RNA polimerasa. En
(B) se observa la secuencia consenso (TNA-N;-TNA) para CbbR de A.
ferrooxidans obtenido mediante andlisis bioinformdtico usando el programa
WebLogo.

B Caja consenso
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Los analisis indicaron que la mayoria de los promotores chb presentan
entre dos y tres motivos para la unién de CbbR, los cuales se encontraron ya
sea cerca de la region -35 (promotores pebbL1 y pcbbL2) o de la region -10
(promotores pchb3 y pchbbR) para sigma 70 (Fig. 9A). El promotor cbbd
present6 un s6lo motivo T-Nj;-A cerca de la caja -35 pero adicionalmente tuvo
una secuencia tipo T-Nj2-A que se localizo cerca de la caja -10.

El alineamiento de las secuencias completas T-N;;-A presentes en cada
promotor chb permiti6 caracterizar la caja consenso (TNA-N7-TNA) para la

union de CbbR a los promotores chb de A. ferrooxidans (Fig. 9B).
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3.3.2. CbbRAT regula la expresién de los genes cbb de A. ferrooxidans presentes
en R. eutropha HB14
En virtud de la presencia de sitios de unién para CbbR en los
promotores para chbL1, cbbl2, cbb3, cbb4 y cbbR de A. ferrooxidans
entonces se investigo la funcion de CbbR* en la bacteria R. eutropha HB14.
Para ello se realizaron construcciones plasmidiales (ver métodos, tabla 2) las
cuales contenfan el promotor cbb respectivo fusionado al gen lacZ en ausencia
(actividad basal del promotor cbd) y en presencia del gen que codifica para el
regulador transcripcional CbbR de A. ferrooxidans (actividad del promotor cbb
con CbbR*F), cada construccién respectiva fue incorporada en células de R.
eutropha HB14 y luego se evalio la actividad del promotor mediante el ensayo
de B-galactosidasa.

Los resultados (Fig. 10, columnas amarillas) muestran que todos los
promotores chb de A. ferrooxidans fueron funcionales en cultivos de R
eutropha HB14 crecidos con piruvato. Los promotores pchbb4 y pechb3
presentaron la mas alta actividad mientras que los promotores pchbR, pcbbL]
y pebbL2 tuvieron la més baja actividad. Por otro lado, en presencia de
CbbR” (Fig. 10, columnas azules) se observé variaciones en la actividad de
los promotores cbb. La actividad de los promotores pchbLl y pchbL2 se
incrementé mientras que la actividad para los promotores pcbb3, pchbd y

pebbR disminuyd.
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Figura 10. Actividades de los promotores cbb de A. ferrooxidans en
presencia y ausencia de CbbR*F. La actividad de los promotores pebbL1,
pebbL2, pcbb3, pebb4 y pchbR se evaltio en extractos celulares de cultivos de
R. eutropha HB14 + pBK-Pcbb::lacZ (actividad en ausencia de CbbR) y en
R. eutropha HB14 + pBK-Pcbb::lacZ/RR (actividad en presencia de CbbR)
crecidos en piruvato. Las columnas indican el promedio del andlisis de la
actividad especifica f-galactosidasa de tres cultivos independientes con su
respectiva desviacion estdndar. pBK vector de fusién a lacZ.

Reuniendo los resultados antes mostrados, se puede inferir que CbbRAF
fue capaz de regular la actividad de los promotores cbb de 4. ferrooxidans
cuando ellos se expresan en R eutropha HB14. Este patron de regulacion
ejercido por CbbRAF sobre los promotores cbé es consistente con la presencia
de dos sitios de unidén contiguos (Fig. 9) es decir, cuando dichos sitios se

localizan juntos y cercanos al motivo -35 (pchbL1 y pchbL2) se observo que,

CbbR*F produjo un incremento en la expresion (rol activador), en cambio

63




cuando se localizan superpuestos o rio abajo del motivo -10 (pcdb3, pchb4 y

pchbR) se observo que, disminuyd la expresion (rol represor).

3.3.3. CbbR de A. ferrooxidans permite el crecimiento de R. eutropha HB14 en
presencia de CO,

En vista de la presencia de sitios de unién T-Ny;-A en el promotor pcbbL
de R. eutropha H16 (Bowien y Kusian; 2002) se investigd si CbbRAF fue capaz
de complementar la ausencia funcional de CbbR de R. eutropha H16 (CbbR™)
y permitir el crecimiento autotr6fico en la cepa mutante para chbR’.

Para desarrollar este objetivo se empled la cepa R. eutropha HB14 con la
construccién que porta el gen chbR de A. ferrooxidans con su propio promotor
(vector pBK/RR) y se determiné la complementacion de la funcién mediante la
evaluacién del crecimiento autotréfico en presencia de H»:CO2:02 (8:1:1).
Como controles positivos se emplearon la cepa silvestre R. eutropha H16 con
el plasmido pBK y la cepa HB14 con el vector pUW7 (Windhdvel y Bowien,
1991, ver Tabla 2). El control negativo fue la cepa HB14 conteniendo el vector
pBK (Fig. 11).

Los resultados del analisis de complementacién de R. eutropha HB14 por
el regulador transcripcional CbbR (Fig. 11) sugieren que CbbR* se expresa y
se une in vivo a la regién de control del promotor pcbbdL de R. eutropha; lo que
activaria la expresién de la RubisCO permitiendo el crecimiento bacteriano.
Estos resultados se sustentan porque no hubo crecimiento del control negativo
(R. eutropha HB14 + pBK) y existid desarrollo de colonias de los controles

positivos (R. eutropha H16 + pBK o R. eutropha H16 + pUW?7).

64




H16 + pBK HBi4 + pBK

HB14 + pUW7 HB14 + pBK/RR

Figura 11. Analisis de complementaci6n en R. eutropha HB14 (cbbR") por el
regulador transcripcional CbbRA' en condiciones quimiolitoautotroficas. Los
cuadros muestran las caracteristicas y tamafios relativos de las colonias de R.
eutropha crecidas en presencia de Hp:CO2:0; (8:1:1) a 30°C. En la parte
superior se muestran las cepas R. eutropha H16 (control positivo) y HB14
(control negativo) transformadas con el vector pBK y en la parte inferior se
muestran las cepas R. eutropha HB14 transformadas con los vectores pUW7
(que contiene la region que codifica para cbbR de R. eutropha bajo el control
del promotor pT7) y con pBK/RR (que contiene el fragmento de DNA que
codifica para chbR de A. ferrooxidans con su propio promotor).

En resumen, lo antes expuesto constituye el primer resultado en el cual se
informa que un regulador CbbR de un autétrofo obligado [4. ferrooxidans (y-
proteobacteria)] es capaz de complementar la deficiencia de la proteina CbbR

de una bacteria autétrofa facultativa [R. eutropha (B-proteobacteria)].
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3.4 Capitulo IV. CbbR de A. ferrooxidans se une especificamente a las
secuencias TNA-N7-TNA presentes en los promotores de Ios genes del ciclo
de Calvin

Los antecedentes obtenidos # vivo indican que CbbR*F fue capaz de activar
la expresién de los promotores de los operones cbbLl, chbL2 y reprimir la
expresién del promotor del operdn cbb3 y del gen chdR de 4. ferrooxidans lo
cual sugiri6, pero no determinG, que CbbR*® puede reconocer las secuencias
TNA-N;-TNA y unirse a ellas con la afinidad suficiente como para controlar la
expresion génica. Para probar si CbbR*F se uni6 de modo especifico a tales
secuencias presentes en los promotores chb, en este trabajo se expresd y purificé
la proteina CbbR*F desde una cepa de E. coli recombinate y luego se efectuaron
ensayos de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) en presencia de

CbbRAT y DNA marcado con biotina.

3.4.1. CbbRAT se expresa eficientemente en E. coli y produce cuerpos de
inclusion

Una evidencia adicional en la demostracion de la regulacién de la
expresion de los genes cbb por CbbR es la comprobacion de la unién de esta
proteina a las secuencias promotoras de dichos genes. Con el fin de conseguir

este objetivo, se construyd la cepa de E. coli Topl0 + pBAD-chbR que
permitio la expresion de la proteina CbbRAT fusionada a una cola de histidina.

La expresién de CbbR*F fue eficiente y se produjo abundante cantidad de

proteina. Sin embargo, el andlisis de deteccién de CbbR*F por western blot

mostré que CbbRAF estuvo presente tinicamente en la fraccién insoluble de los




extractos celulares de E. coli Topl0 + pBAD-chbR previamente inducidos con
arabinosa (Fig. 12).

kDa 1 2
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47 —
36—
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Figura 12. Expresion heteréloga e inmunoblot de CbbR de 4. ferrooxidans. Las
alicuotas de los extractos de proteinas de E. coli Topl0 + pBAD-chbR después
de la induccién con arabinosa y las fracciones soluble e insoluble del lisado
celular se analizaron por electroforesis en SDS-PAGE al 12%. El marcador de
masa molecular se muestra en kDa. La flecha indica la proteina recombinante
CbbR*F-Histag (~35 kDa). Carril 1, proteina total de células no inducidas y carril
2, proteina total de células inducidas con arabinosa, carriles 3 y 4 andlisis de
inmunoblot de las muestras mostradas en las carriles 1 y 2 respectivamente
usando anticuerpos anti-6xHistag. Carril 5, fraccién insoluble y carril 6, fraccion
soluble de células previamente inducidas con arabinosa, carriles 7 y 8 andlisis de
inmunoblot de las mismas muestras mostradas en las camiles 5 y 6
respectivamente usando anticuerpos anti-6xHistag.

3.4.2. CbbR** forma oligémeros en solucién

La sobreexpresion de CbbRA' desde E. coli Topl0 + pBAD-chbbR
produjo la formacién de agregados de proteina resultando en formacion de
protefna CbbRAT insoluble (cuerpos de inclusitn), la cual fue Inego purificada
en condiciones desnaturantes. En ia Fig. 13 se muestran los perfiles de elucién

de las fracciones enriquecidas con CbbRAF en presencia de urea 8 M obtenidas
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mediante cromatografia de afinidad usando columna de niquel-agarosa (Ni-
NTA) (ver métodos) (Fig. 13A). Luego algunas de las fracciones se separaron
por SDS-PAGE y se observé que contenian proteinas con pesos moleculares
aproximados de 70 kDa y 140 kDa, lo cual sugirié que CbbR*" estaria

formando dimeros y tetrAmeros en presencia de urea 8 M. (Fig. 13B).
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Figura 13. Purificacién de CbbR de 4. ferrooxidans. (A) Perfiles de elucién de la
columna de afinidad Ni-NTA conteniendo CbbR*". (B) Tinci6n con azul de
Coomassie de los geles de SDS-PAGE conteniendo fracciones de CbbR?*
purificado. Las alicuotas de las fracciones purificadas con CbbR*T se¢ analizaron
por electroforesis. Carril 1 y 2 muestran eluciones desnaturantes en presencia de
urea § M. Cada alicuota (10 pl) se resolvi6 en ausencia (carril 1) o presencia de
agente reductor (100 mM de B-mercaptoetanol; carril 2). Las flechas indican la
masa molecular esperada de 35, 70 y 140 kDa respectivamente de la proteina
CbbR-Histag como monémero (Mo), dimero (Di) y tetramero (Te).

En resumen, los resultados mostrados en esta seccidén sugieren que
CbbRAF forma oligémeros estables en presencia de urea 8 M y SDS, lo que
constituye una caracteristica propia de esta proteina. La propiedad de dimerizar
u oligomerizar de CbbR de A. ferrooxidans podria tener implicancias en su
papel de regulador puesto que se sabe que CbbR de R, eutropha H16, CbbR de

X. flavus y CbnR de R. eutropha NH9 forman dimeros y tetrameros en
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solucién y bajo esta conformacion se unen a sus secuencia blanco (Bowien y

Kusian, 2002; van Keulen y cols., 2003; Muraoka y cols., 2003).

3.4.3. CbbR* se une especificamente a los prometores pcbbL1, pcbbL2 y pcbb3
de A. ferrooxidans y al promotor pcbbL. de R. eutropha H16

La especificidad de la unién de CbbR*F a DNA se demostré por
ensayos de retardo en gel. Estos ensayos revelaron que CbbRAF (presente en
la fraccién nativa purificada) fue capaz de unirse especificamente a los
promotores pcbbL1, pchbL2 y pcbb3 de A. ferrooxidans. Al mismo tiempo
las reacciones de competencia con sonda frfa (50 veces en exceso)
reafirmaron la especificidad de la unién (Fig. 14). Ademds, frente a la adicién
del anticuerpo anti-CbbR?¥, se produjo un super retardo en la migracién del
complejo CbbRA*-DNA, demostrando que el efecto es mediado
especificamente por la proteina CbbRA,

Los resultados de la Fig. 14 confirman que CbbR* se uni6 in vitro a los
promotores pchbL1, pchbL2 y pcbb3 lo que explica su papel de regulador
transcripcional, sin embargo en este mismo experimento CbbR** no fite
capaz de unirse al promotor pchb4.

En virtud de que CbbR de 4. ferrooxidans fue capaz de activar in vivo
la expresidn de los genes cbb de R. eutropha H16, entonces se examing si
CbbR se unié de modo especifico a los sitios TNA-N7-TNA presentes en el
promotor pcbbl. de R. eutropha. Los experimentos de retardo (Fig. 14)
determinaron que CbbR F se unié al promotor pchbL de R. eutropha H16. En

consecuencia, estos resultados constituyen el primer antecedente que
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demuestra que los reguladores tipo CbbRAY también pueden reconocer
secuencias especificas TNA-N;-TNA conservadas en otras especies
bacterianas. Ademds sugiere que los reguladores CbbR pueden ser
intercambiables en autétrofos conservando sus propiedades funcionales como

activadores de la expresion de los genes del ciclo de Calvin.
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Figura 14. Union especifica de CbbRAF a las secuencias TNA-N;-TNA
presentes en las regiones de control de los promotores pcbbL1, pebbl2,
pchb3 y pchb4 de A. ferrooxidans y el promotor pchbL de R, eutropha H16.
Las sondas de DNA se obtuvieron por amplificacién por PCR a partir de
DNA genémico usando partidores marcados con biotina en el extremo 5. La
cantidad final de cada sonda fue de ~20 pmol Jpor reaccion. Los carriles del
gel revelan la sonda marcada: (a) sin CbbR F () con CbbR*, (c) con
CbbR*F en presencia de 50 veces en exceso de sonda no marcada y (d) con
CbbRAF en presencia de anticuerpos especificos contra CbbR™. La flecha
indica las posiciones de migracién de la sonda del DNA libre.
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IV. DISCUSION

El enfoque de esta tesis estuvo fundado esencialmente en la caracterizacion del
mecanismo de regulacién de la fijaciéon de CO; en la bacteria autétrofa obligada 4.
ferrooxidans. Las primeras aproximaciones abordaron Ja reconstruccién metabolica de la
fijacién de CO; asi como también la identificacion de los genes asociados a este proceso
y la caracterizacién de su organizacién génica, estableciéndose que los genes cbb forman
operones. Con estos antecedentes y a raiz de que esta bacteria crece con CO; atmosférico
como fuente de carbono, se procedi6 a analizar si las variaciones de las concentraciones
de CO, presentes en el medio de cultivo influyen sobre la expresion de mRNA y de
proteina de los genes cbb. En efecto, la concentracion de CO; afect6 la expresion génica
siendo los genes mas afectados aquellos que codifican para RubisCO,
fosforribuloquinasa y el regulador transcripcional CbbR. El siguiente paso fue
caracterizar el mecanismo de regulacion de los genes cbb de A. ferrooxidans, ya que se
determind la existencia del gen cbbR y la presencia de secuencias de union para CbbR
en los promotores de los genes cbb. Estos estudios se llevaron a cabo tanto in vivo (en
huésped heterélogo) como in vitro (experimentos de retardo). Se establecié que CbbR
regula los genes cbb (in vivo) y sc une especificamente a sus secuencias blanco (in vitro)
presente en los promotores cbb.

Los resultados mostrados en la seccién anterior apoyan la hipétesis establecida
respecto a la funcién de CbbR en la regulacion de la fijacién de CO, en 4. ferrooxidans.
En las paginas siguientes se discutird en detalle los aspectos més relevantes que derivan

de los resultados obtenidos en esta tesis.




4.1. Los genes chb en A. ferrooxidans se organizan formando cuatro operones

La organizacién de los genes que codifican para las enzimas del ciclo de
Calvin fue establecida en la bacteria modelo de autotrofia obligada A. ferrooxidans y
resultd particularmente interesante que los genes cbb integren cuatro operones
(cbBLA, chbL2, cbb3 y cbb4) (Fig.7), ya que en la mayorfa de las bacterias, se ha
publicado que los genes chb solamente se organizan en uno o dos operones (Kusian
y Bowien, 1997; Shively y cols., 1998; Bowieny Kusian, 2002).

En A. ferrooxidans la organizacién génica del operon chbL1 (Fig. 7A) fue
diferente a lo descrito en bacterias autétrofas facultativas, puesto que carece del gen
chbP. Sin embargo este operén es similar a lo descrito en bacterias autdtrofas
obligadas tales como H. marinus, Ts. crunogena’y H. neapolitanus (Toyoda y cols.,
2005, Cai y cols., 2008; Scott y cols., 2006) (Anexo 2) puesto que estas bacterias,
ademas de los genes para RubisCO y el carboxisoma, presentan genes que codifican
para bacterioferritina A (bfrA), proteina hipotética (Aypl e hyp2), proteina de
particion A (parA), DNA helicasa (recQ). Sin embargo en el operon de A
ferrooxidans existen ademds los genes que codifican para proteinas activadoras de la
RubisCO (cbbQ1-cbbO1) y la fructosa-bisfosfato aldolasa (chbA). Por tanto, 4.
ferrooxidans presenta el oper6n cbbL1 funcional més extenso (16 genes) descrito a
la fecha en bacterias.

Informaci6n recientemente publicada de la presencia de los genes para la
RubisCO forma I asociada a genes del carboxisoma en bacterias aut6trofas ha
sugerido que se subclasifique a eéta RubisCO como forma IAc (c: indica

carboxisoma) puesto que evolutivamente esta RubisCO pertenece al grupo de las
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RubisCOs presentes en cianobacterias (Badger y Bek, 2008). Un aporte génico
adicional del operén ¢bbL1 es la presencia de genes que codifican para proteinas
activadoras de la RubisCO, CbbQ-CbbO. Esto es importante ya que en
cianobacterias no se presenta los genes cbbQ-cbbO y quizas en el medioambiente
extremofilo donde habita A. ferrooxidans se los requiera para activar a la RubisCO
en comparacion con las cianobacterias y bacterias autétrofas facultativas que no
requieren de estas protefnas activadoras. Lo peculiar de la organizacién del operon
chbL1 es la presencia de un gen predicho que codificaria para una proteina
involucrada en la particién del DNA cromosomal, gen parA. Este gen no ha sido
antes descrito asociado a genes cbb, sin embargo la inspeccién de su presencia en
otros genomas muestra que solo se localiza en las bacterias autétrofas obligadas T.
denitrificans, Ts. crunogena, Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus thiooxidans,
Nitrobacter hamburgensis Nitrosomonas eutropha 'y Nitrobacter winogradskyi
(Anexo 3). Los andlisis filogenéticos muestran que ParA de las bacterias antes
mencionadas esta presente en un clade independiente de los demds ParA no
asociados a genes cbb (Anexo 4). Puesto que ParA participa en la particion de DNA
y que en A. ferrooxidans el gen parA esta asociado a gemes del carboxisoma
(actualmente definido como prototipo bacteriano de organelo) (Menon y cols.,
2008), es posible especular que cuando la célula se divida sea importante repartir
igual niimero de los carboxisomas a las células hijas, quizas ParA tenga una funcion
en este proceso, mas interesante atin es que la proteinas carboxisomales CsoS2 y
CsoS4A de A. ferrooxidans presentan en su secuencia aminoacidica un péptido sefial

tipo “TAT”, lo que sugiere que estas proteinas podrian estar transportdndose a la




membrana externa o al periplasma. Datos experimentales publicados en 4.
ferrooxidans crecido en tiosulfato han mostrado que dichas proteinas del
carboxisoma estan presentes en el periplasma (Chi y cols., 2007). Mas atin.
recientemente se ha dilucidado la estructura tridimensional del la proteina CsoS4A
de H. neapolitanus (Tanaka y cols., 2008) en donde la conformacién pentamérica de
esta proteina forma parte la estructura externa del carboxisoma. Asociando los
antecedentes previos, en donde la proteina CsoS4A ha sido encontrada en el
periplasma y ademés forma parte de la capa externa del carboxisoma entonces seria
mas ventajo para la bacteria tener los carboxisomas mas cerca de la membrana
celular o anclados a ella (mediante CsoS4A) para que el CO;, difunda directamente
al carboxisoma. Futuros trabajos podrian dirigirse a establecer la funcion de ParA y
su asociacion con el carboxisoma asi como identificar si el carboxisoma esta anclado
a membrana mediante CsoS4A.

Acerca del contexto génico del operdén cbbL2 de A. ferrooxidans (Fig. 7D)
se observd que es altamente conservado al compararlo con lo descrito en Ts.
crunogena, T. denitrificans, H. marinus, R. capsulatus, N. europaea, Solemya velum
y Pseudomonas hydrogenothermophila (Scott y cols., 2006; Beller y cols., 2006;
Toyoda y cols., 2005; Wei y cols., 2004; Paoli y cols., 1998; Yokoyama y cols.,
1995). En virtud de que los genes de la segunda copia de RubisCO en A
ferrooxidans estdn asociados directamente a los genes chbQ-cbbO, se ha sugerido
que su denominacién sea RubisCO forma IAq (q: indica cbbQ) (Badger, y Bek,
2008). Al destacar la presencia en 4. ferrooxidans de dos copias de RubisCO con sus

respectivas protefnas activadoras, se hace interesante plantear el porque esta bacteria

74




necesita tener dos copias para RubisCOs forma I, la explicacion derivada de esto
podria dirigirse al habitad natural de 4. ferroxidans. Esta bacteria vive en presencia
de CO; atmosférico el cual tiene una concentracion muy baja (0,036%), entonces se
hace necesario que esta bacteria pueda tener dos copias de RubisCO IAc y IAq para
poder aumentar el rendimiento de la fijacién del escaso CO; externo y con estos
sostener su crecimiento en tal condicion. Acerca de la relacion filogenética entre las
copias de RubisCO [Ac y 1Aq de 4. ferrooxidans ambas estin juntas en un mismo
clade junto con otras RubisCO forma I presente en cianobacterias y proteobacterias
autdirofas (Valdés y cols, 2008) (Anexo 4).

Con respecto a los demas genes que codifican para las otras enzimas
involucradas en el metabolismo central de carbono, todos estin presentes en el
genoma de 4. ferrooxidans y la mayoria estidn formando el operén cbb3 integrado
por 12 genes (Fig. 7G), de los cuales, ocho sélo participan en el ciclo de Calvin
(chbF, chbT, cbbG, cbbK, pykA, cbbA, cbbE y cbbZ) y directamente conectan la
ruta de sintesis de hexosas con el metabolismo del glicolato.

La organizacion génica del operon cbb3 es propia de 4. ferrooxidans puesto
que en bacterias autdtrofas facultativas los genes del metabolismo central de carbono
estin juntos con los genes que codifican para RubisCO y CbbP, formando un solo
operén. Por tanto, la presencia del operon cbb3, independiente de genes RubisCO o
CbbP en 4. ferrooxidans, constituye un nuevo antecedente en la organizacién de los
genes cbb en bacterias autdtrofas (Anexo 5). Ademds este operdn presenta
asociacion con genes del metabolismo de triptéfano (frp) y resultd interesante

conocer dos situaciones, la primera es que las proteinas codificadas de los genes

75



He

>

irpD-1rpE presentes en el operén cbb3, son responsables de producir piruvato
(Browne y cols., 2006). Adicionalmente el piruvato es substrato de PykA (el gen
pyvkA esta presente en el operdn cbb3), cuyo producto resultante es el
fosfoenolpiruvato (PEP) (Grzeszik y cols., 2000), A su vez se ha descrito que el
PEP es cofactor de la proteina CbbR en Ralstonia eutropha H16, en donde se sabe
que la proteina CbbR se une a PEP y forma el complejo CbbR-PEP, el cual produce
represion de los genes cbb (Grzeszik y cols., 2000). Esta conexidn resulté importante
puesto que, in vivo CbbR de A. ferrooxidans reprime la expresién del operén cbb3
(Fig. 10) lo cual es consistente con lo discutido previamente. La segunda implicancia
es que la reaccién catalizada por la enzima sintetizada a partir del gen #pC (gen
asociado al operén cbbh3) produce CO,. Esto es muy importante ya que supone una
fuente de CO, intracelular no descrita previamente, en la cual las bacterias autétrofas
podrian valerse para reciclar el CO; y poder usarlo nuevamente para fijacion y
derivarlo a biosintesis (Anexo 6).

Por otro lado, la presencia del gen que codifica para la fosforribuloquinasa
(cbbP) de A. ferroxidans, aislado de los genes para RubisCO, se coniradice a lo
publicado en bacterias autétrofas facultativos (Kusian y Bowien, 1997; Shively y
cols., 1998; Bowien y Kusian, 2002) ya que en estas bacterias el gen cbbP siempre
esta asociado a genes para RubisCO.

El operén cbb4 de A. ferrooxidans se caracteriza de otros potenciales operones
cbbd de autotrofos obligados (Anexo 7) en que es el Uinico operén descrito que
incluye a genes que estén directamente involucrados en la biosintesis de metionina

(mefK, sahA y metF). Para sintetizar metionina Ia célula requiere metabolizar el
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azufre del medio externo y reducirlo a homocisteina, en consecuencia la importancia
de la conexién del ciclo de Calvin (CbbP) con el metabolismo de azufre no ha sido
antes relacionada. Al parecer la organizacion génica en 4. ferroxidans conectando a
los genes del ciclo de Calvin con el metabolismo de azufre podria tener alguna
significancia fisioldgica. Una hipétesis preliminar que potencialmente puede explicar
estas conexiones en 4. ferrooxidans es que los productos de los genes del operdn
cbb4 que conectan con el metabolismo de azufre serian requeridos en la reduccion de
azufre elemental v producir energia para fijar CO; mediante el ciclo de Calvin
{Anexo 8).

En resumen, los resultados de esta tesis constituyen el primer estudio dirigido
a la caracterizacién génica global del ciclo de Calvin en una bacteria
quimiolitoautotréfica y establecié que todos los genes cbb se agrupan en cuatro

OpErones.

4.2. E1 CO, afecta la expresion de los genes de cbb en A. ferrooxidans

En esta tesis se observod que A. ferrooxidans fue capaz de crecer a nivel de
laboratorio en presencia tanto de concentracion atmosférica como en exceso de CO,.
El modelo experimental de usar elevadas cantidades de CO; se fundamenta en que
previamente se han crecido otras bacterias autdtrofas, incluyendo 4. ferrooxidans, en
concentraciones de CO; del 1 al 15% (Lacombe y Lueking, 1990; Takahashi y cols.,
2004; Makita y cols., 2004; Toyoda y cols., 2005; Cadwell y cols., 2007) pero se
sabe muy poco del efecto del CO- en la expresion de los genes involucrados en la

fijacion de carbono. En virtud de ello, en esta investigacién se establecié que CO;
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afecta la expresion de los genes chb de A. ferrooxidans a nivel de mRNA y de
proteina (Fig. 8).

Los analisis de expresién de mRNA y proteina para RubisCO forma I de 4.
Jerrooxidans, mostraron que los dichos genes se expresaron mas en cultivos crecidos
en presencia de CO; atmosférico que en aquellos crecidos en presencia de exceso de
CO; (Fig. 8A). Este resultado, fue similar a los publicados para la RubisCO forma I
de H marinus v H neapolitanus (Yoshizawa y cols., 2004; Menon y cols., 2008).
Adicionalmente, otros estudios en 4. ferrooxidans han mostrado que existe mayor
expresion de la RubisCO forma I en cultivos crecidos con CO, atmosférico que con
respecto a cultivos suplementados con CO, al 1% (Cadwell y cols., 2007). Asi
también se ha descrito que en la bacteria H. neapolitanus la expresion de RubisCO
forma I disminuy6 en cultivos crecidos con exceso de CO, (Baker y cols., 1998;
Menon y cols., 2008).

La abundancia del mRNA y proteina para el gen cbbR en cultivos de 4.
ferrooxidans crecidos en exceso de CO; (5% al 20%) fue mayor con respecto a la de
cultivos crecidos con CO, atmosférico (Fig. 8). Este resultado fue consistente con lo
descrito en la bacteria H. marinus en la cual se indicd que la expresion del mRNA
para cbbR fue mayor cuando se aumento la concentracion de CO; de 2 al 15% en el
medio de cultivo (Toyoda y cols., 2005). Al parecer, en estos autétrofos obligados
existe un patr6n comun de expresion del regulador CbbR que es dependiente de la
concentraciéon externa de CO,, lo cual puede sugerir que estas bacterias al

enfrentarse a ambientes con exceso de CO; responden sintetizando mayor cantidad

de regulador CbbR. Segin la literatura, en la bacteria autétrofa Rhodopseudomonas




palustris existe conexion entre el CO; externo y su efecto sobre la proteina CbbR.
Esta bacteria presenta un sistema de dos componentes CbbRRS cuya proteina
sensora CbbSR detecta el CO, y responde fosforilando dos reguladores de respuesta
CbbRR1 y CbbRR2, los cuales posteriormente regularian post-transcripcionalmente
al gen del regulador CbbR (Romagnoli y Tabita, 2007).

Otros sistemas de dos componentes han sido descritos en bacterias. En las
bacterias fotoautdtrofas R. capsulatus y R. sphaeroides fue comprobada la existencia
del sistema de dos componentes RegB/RegA. y se identificd que este sistema estuvo
involucrado con el sensado y control de la fijacion de CO, en R sphaeroides
(Spanga y Bauer, 1992; Mosley y cols., 1994; Qian y Tabita, 1996; Dubbs y cols.,
2000; Dubbs y Tabita, 2003), pero a la fecha no se ha descrito la presencia de
regB/regA en bacterias autotrofas obligadas, es por ello que la existencia de genes
candidatos para regB/regA fue.investigada en este trabajo.

En A. ferrooxidans se encontrd que los genes regB/regA (AFE3195-AFE3196)
forman un potencial operén. Ademas, la inspeccién en otros autdtrofos obligados
determin6 la presencia de los genes regBfregA en T. denitrificans (Tbd2690-
Tdb2689) con alta similitud con los ortélogos respectivos en 4. ferrooxidans. El
producto inferido del gen regA de A. ferrooxidans constituye una proteina de 191
aminoacidos (21,2 kDa) que contiene varios residuos conservados que son
tipicamente encontrados en los reguladores de respuesta de dos componentes. Los
residuos conservados incluyen un aspartato aceptor de fosfato y un bolsillo acidico

que contiene dos residuos conservados de aspéartico en el dominio N-terminal, en

cambio el dominio C-terminal presenta un motivo de unién a DNA (HTH) (Sganga y




Bauer, 1992). El alinecamiento de RegA de 4. ferrooxidans con otros homélogos de
varias especies de proteobacterias determiné una alta conservacion de sus dominios
de unién a DNA (Anexo 9). Al parecer este sistema parece estar conservado en A.
ferrooxidans y T. denitrificans y podria extenderse a otros autétrofos a medida que
se liberen otras secuencias gendmicas que estan en proceso de anotacion.

Probablemente, un sistema de dos componente sensor de CO; similar a
CbbRRS podria funcionar en 4. ferrooxidans y de esta forma se explicaria como las
concentraciones crecientes de CO, producen un aumento intracelular de la proteina
CbbR.

Por otro lado, acerca del gen de la fosforribuloquinasa, se observé que su
expresion (mRNA o de protefna) se incrementd en concentraciones altas CO, (Fig.
8). Este fenémeno podria explicarse porque al existir mayor CO, intracelular, se
requerira mayor cantidad de ribulosa-1,5-bisfosfato (R-1,5-BP, producto de la
fosforribuloquinasa) para ser carboxilada por la RubisCO lo que permitiria una
mayor produccién de R-1,5-BP. Estos datos también se correlacionan con lo
observado en la actividad CbbP en extractos de 4. ferrooxidans obtenidos de cultivos
en presencia CO; atmosférico y con 1% de CO; (Cadwell y cols., 2007) en los cuales
se mostrd que la actividad CbbP aument6 en presencia de exceso de CO,, lo cual
directamente sugiere la presencia de mayor cantidad de CbbP (Fig. 8B) y en
consecuencia mayor produccién de R-1,5-BP.

Acerca de la abundancia del mRNA para los genes del operén cbb3: Ayp3

(proteina hipotética) y ¢bbG (gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa), se observo

que ésta fue mayor en altas concentraciones de CO,. Este resultado sugiere que los




genes del metabolismo central de carbono (presentes en el operdn cbb3) de A.
ferrooxidans incrementarian su abundancia en ambientes con exceso de COj, lo cual
seria consistente con la demanda externa de carbono porque al existir exceso de CO»,
se requerird mayor sintesis de las enzimas involucradas en metabolizar el CO;. Este
hecho conectado con el aumento de expresidn de la fosforribuloquinasa permiten que
A. ferrooxidans se adapte ante la demanda de CO,, metabolice el carbono y crezca

en el medio ambiente donde habita.

4.3. CbbR de A. ferrooxidans funciona como regulador transcripcional de los genes
del ciclo de Calvin
Cuando la proteina CbbR™F fue expresada en R. eutropha HB14 (cbbR) a
partir de su propio promotor (pcbbR), ésta regul6 eficientemente la expresion de los
genes para RubisCO y cbbR, tal como ocurre en bacterias autotrofas (Kusian y
Bowien, 1997). Los datos presentados en esta tesis muestran que CbbRAF activa la
expresion del promotor del operén ¢bbL1 y del operén c¢bbL2 en cultivos de R
eutropha HB14 crecidos en piruvato (Fig. 10).
Otro aspecto del mecanismo de regulacion ejercido por CbbRAF es la capacidad
de ejercer autorregulacion de su propia expresion. Esto fue evidente en cultivos de R.
eutropha HB14 en donde se encontrd que CbbRA reprime su propia expresién.
Adicionalmente cabe destacar que CbbR también regula la expresion de los genes
del metabolismo central de carbono, agrupados en el operdn cbb3 ya que CbbR
reprime drasticamente la expresién del promotor cbb3 cuando este se expresé en R,

eutropha HB14 (Fig.10). Ademads CbbRAF se unié especificamente al fragmento de
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DNA del promotor pcbb3 mediante ensayos de retardo (Fig.14). Esta informacion es
relevante, puesto que a la fecha no se habfa descrito la capacidad de CbbR de regular
genes del metabolismo central en autdtrofos obligados. Ademas, adiciona nueva
informacion al conocimiento en la regulacion del ciclo de Calvin de bacterias
aut6trofas, puesto que CbbR se unié a sus sitios presentes en el promotor del gen
hyp3 (primer gen del operén cbb3) (Fig.9), que codifica para una proteina hipotética.
En consecuencia, esta evidencia constituye la primera informacién en la cual un
regulador tipo LysR es capaz de ejercer regulacion sobre un gen hipotético. Este
nuevo panorama de control génico amplia los blancos de regulacién para CbbR ya
que esta proteina no s6lo regularia a los genes cbb sino que a otros genes con sitios
de unién para CbbR. Probablemente este sistema es propio de 4. ferrooxidans ya
que en los autétrofos obligados cuyo genomas estan disponibles (7. denitrificas, Ts.
crunogena, H. marinus) los genes del probable oper6én para cbb3 no inician con un
gen hipotético.

Reuniendo la informacién de los estudios fisioldgicos en cultivos de R
eutropha, se infiere que CbbR* in vivo es un regulador transcripcional de Ia
RubisCO forma I, del operén ¢bb3 y de si mismo. Adicionalmente, experimentos de
union de CbbR a los promotores pcbbLl, pcbbl2, pcbb3 y pchbbR in vitro
confirmaron la autenticidad y especificidad de esta interaccion. En consecuencia, la
conservacion del motivo HTH, la propiedad de formar dimeros y tetrdmeros en
solucion (Fig.13), la capacidad de unién a dos cajas conservadas de CbbR™ in vitro

y la capacidad de activar los promotores de los operones cbbL1, chbL2 y reprimir al
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gen cbbR y al promotor del operén chb3 de A. ferrooxidans in vivo, permiten

caracterizar el rol de la proteina CbbR de 4. ferrooxidans (Fig. 15).
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Figura 15. Mecanismo de regulacmn de los genes del ciclo de Calvin de A.
ferrooxidans por la protema CbbR*F. El mecanismo supone que la proteina CbbR se
une a las secuencias TNA-N;-TNA (cajas grises) presentes en los promotores
pcbbL1- pcbbR, pcbbL2 y pcbb3 en forma de dimeros o tetrdmeros. Cuando la union
de CbbR es cercana a la caja -35 se inicia la activacion de c¢hbL.1 o chbL2, en cambio
si CbbR se une a la caja -10 se reprime la expresion del gen chbR y del operén
cbb3. Las secuencias sombreadas en azul y cursiva corresponden a las cajas -10 y -
35 para los promotores sigma 70.

Otra funcién adicional para CbbR*" fue su capacidad de regular la expresion
de los genes chb en otra bacteria. Puesto que, CbbR™ fue capaz de activar
eficazmente la expresion del genes cbb de R. eutropha y permitié que esta bacteria
prolifere en presencia de 10% de CO, y 80% de H, (Fig. 11). La capacidad de
CbbR*" para complementar la deficiencia del regulador CbbR*® en R. eutropha

demuestran que la proteina CbbR™  fue funcional en condiciones

quimiolitoautotréficas. Ademas CbbR*"  se uni6 especificamente a las cajas TNA-
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N7-TNA presentes en el promotor pchbL de R. eutropha H16 (Fig.14). Experimentos
de unién in vitro permitieron confirmar la especificidad de esta interaccion (Fig. 14).
Por tanto, cabe destacar que lo discutido anteriormente constituye un importante
aporte al conocimiento de las funciones adicionales de los reguladores
transcripcionales tipo LysR ya que sélo se conocia que los reguladores LysR regulan
unicamente sus secuencias blanco dentro de la misma bacteria (Shell, 1993; Kusian y
Bowien, 1997). En esta investigacién quedé establecido que un regulador CbbR de
una fy-proteobacteria (4. ferrooxidans) fue capaz de activar la expresién de otros
genes cbh de otra especie bacteriana diferente como R. eutropha H16 (B-

proteobacteria).

4.4 Modelo de la regulacién de la fijacion de CO; por CbhbRAY en la bacteria
biolixiviante A. ferrooxidans
En esta tesis se establecié que 4. ferrooxidans creci6 tanto en concentracion
atmosférica como en exceso de CO; y en estas condiciones se encontraron diferentes
cantidades de las proteinas RubisCO, fosforribuloquinasa y del regulador CbbR, las
cuales fueron dependientes de la concentracién externa de CO,. Esta observacién y
la informacién tanto in vivo como in vitro permitieron desarrollar un modelo de
regulacion en A. ferrooxidans por CbbR, el cual se describe a continuacion (Fig.
16).
Cuando 4. ferrooxidans creci6 en concentracion atmosférica de CO; (Fig. 8) la
cantidad intracelular de RubisCO aumentd, probablemente para optimizar la fijacién

del escaso CO,. El regulador CbbR, se encuentra en escasa cantidad y quizis en baja
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concentracion éste activaria la expresion de los genes de los operones c¢hbLl1 y
cbbL2 y reprimiria tanto su propia expresion como la expresion de los genes del
operon cbb3. Por otro lado, la cantidad de fosforribuloquinasa (CbbP) disminuyd
posiblemente a razéon de que existe escaso CO,. Por tanto se requerird menor
suministro de R-1,5-BP para su carboxilaciéon por la RubisCO y por tanto seria

necesario que la sintesis de CbbP sea menor que cuando existe exceso de CO,.

fico] = =

ChhR

[ ot T ale

ChbhR

A. ferrooxidans

[[cO, J=ficbbLs] + |[CbbR] tico, 1= icbbLs] + fCbbR]

Figura 16. Modelo de la regulacion de la fijacion de CO, por CbbRA en 4.
ferrooxidans. En su habitat natural 4. ferrooxidans es capaz de crecer en bajas (A) o
altas (B) concentraciones de CO;. Las flechas al costado del CO; y Ru-1,5-BP indican
mayor (1) y menor (]) cantidad de la molécula respectiva. Los signos positivos indican
mayor [+++] y menor [++] expresion de los operones cbb o del gen chbR.
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Por ofra parte, cuando A4. ferrooxidans crecid en concentraciones elevadas de
CO; (Fig. 8) la cantidad intracelnlar de RubisCO disminuy$ y la cantidad de
regulador CbbR aumento. Probablemente cuando CbbR est4d en mayor cantidad y en
exceso de CO,, éste regulador podria reprimir la expresién de la RubisCO y activar
su propia expresion y la expresion de los genes del operén cbb3 (Fig. 8). El hecho de
reprimir los genes RubisCO cuando CbbR estd en mayor cantidad ha sido observado
previamente en algunos autotrofos y se ha establecido que CbbR polimeriza sobre
sus cajas ampliando su regién de union (Viale y cols., 1991; Bowien y Kusian,
2002).

Por otro lado, en elevadas concentraciones de CO; la cantidad de
fosforribuloquinasa aument6, probablemente porque existe demanda de sintetizar
mas proteina fosforribuloquinasa para producir mayor cantidad de Ru-1,5-BP, de
esta manera al existir exceso de CO, también habria mayor cantidad de Ru-1,5-BP
necesaria para la carboxilacion por la RubisCQ. En resumen A. ferrooxidans controla
la fijacién de CO, por CbbR acorde a las necesidades metabélicas del medio
ambiente en donde habita.

Finalmente, se debe destacar que la informacién obtenida en esta tesis
constituye un aporte real al conocimiento y adiciona més antecedentes de la
regulacion de la fijacion de CO, en bacterias autdtrofas. Investigaciones futuras
podrian estudiar la regulacion de los genes de transporte y sensado de CO; (sistema
de dos componentes RegB/RegA) asi como de los genes no asociados con el
metabolismo de CO; que presenten potenciales secuencias de unién para CbbR en

sus promotores
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Ademas futuros trabajos podrian dirigirse a establecer la funcién de ParA y su
asociacion con el carboxisoma asi como identificar si el carboxisoma esta anclado a
membrana mediante CsoS4A, lo cual resultaria interesante dilucidar puesto que no se
ha descrito su implicancia en la divisién celular y quizas los carboxisomas migran en
igual cantidad a las células hijas siguiendo una linea de migracién como lo hacen
algunas estructuras multiproteicas de células eucariotas (cromosomas, mitocondrias),
esto podria sentar las bases de un sisterna primitivo de segregacién de
microcompartimientos tipo organelos en bacterias. Otro alcance es establecer la
potencial produccién de CO; intracelular no descrita previamente, en la cual las
bacterias autétrofas podrian valerse para reciclar el CO, y poder usarlo nuevamente
para fijacién y derivarlo a biosintesis.

También queda pendiente evaluar el rol del segundo ortdlogo para CbbR* (Fig.
2, Anexo 4) y determinar su funcionalidad en la regulacion de los genes cbb, en
especial su relacion con el gen de la RubisCO forma II. En resumen, estas preguntas
podrian abordarse bajo aproximaciones gendmicas, protedmicas y estudios
fisiologicos que incluyan la cepa A. ferrooxidans y el modelo heterdlogo de R.
eutropha 1IB14 en donde se compare la expresion diferencial entre condiciones de
crecimiento, o alternativamente estudios de proteccidon de DNA en donde se

identifique los sitios de unidn para los reguladores CbbRs de A. ferrooxidans.

87




V. CONCLUSIONES

1. La bacteria autétrofa 4. ferrooxidans presenta en su genoma todos los genes que
codifican para las proteinas involucradas en la asimilacién y fijacién de CO; por el
ciclo de Calvin que se agrupan formando cuatro operones. En consecuencia, la
presencia y conservacion en el genoma de 4. ferrooxidans de todos estos genes, por
analogia con sistemas conocidos, indica que esta bacteria es capaz de montar una
respuesta integral para fijar y metabolizar el COs.

2. Las concentraciones crecientes de CO; del 2,5 al 20% en el medio de crecimiento de
la bacteria 4. ferrooxidans afectan la expresion de los genes del ciclo de Calvin.
Especificamente a los genes que codifican para proteinas y enzimas involucradas en
las etapas fijacion (cbbS1, cbbS2), metabolismo (cbbG, cbbP) y regulacion (cbbR)
de CO,. En presencia de concentraciones crecientes de CO; disminuye la expresion
del mRNA de los genes cbbS1 y cbbS2 y aumenta la expresion de los genes ¢bbG,
cbbP y cbbR. En esta misma condicién, disminuye la cantidad de proteina RubisCO
formaly aumenta la presencia de proteinas CbbP y CbbR.

3. El gen cbbR (AFE_1393) presente en el genoma de 4. ferrooxidans codifica para el
regulador transcripcional CbbR, el cual es asignado a la familia de reguladores tipo
LysR sobre la base de su alta similitud de secuencia y la conservacién de los
motivos implicados en la funcién de este grupo de proteinas. Durante el
crecimiento quimiolitoautotréfico de A. ferrooxidans, el gen cbbR incrementa su
expresion (mRNA o proteina) de dos a cinco veces en concentraciones de CO; del

2.5 al 20% con respecto a la expresién en presencia de CO, atmosférico. En




consecuencia, la expresion variable del regulador CbbR en esta bacteria responde a
algiin tipo de mecanismo de control génico dependiente de CO».

4. El regulador CbbR de 4. ferrooxidans (y-proteobacteria) complementa la deficiencia
del gen cbbR en R. eutropha HB14 (B-proteobacteria), puesto que al expresar
CbbRAF desde su propio promotor (pchbR™), éste activa eficazmente la expresion
de los genes cbb en R. eutropha permitiendo la funcionalidad del ciclo de Calvin y
el crecimiento de esta bacteria en presencia de H>:C03:0;, (8:1:1). Por ofra parte,
CbbR?F in vitro se une especificamente a\l promotor pchbbL de R, eutropha H16.

5. CbbR”F regula su propia expresién y la expresion de los promotores de los operones
cbb de A. ferrooxidans presentes en la bacteria R. eutropha HB14. De hecho, el
regulador CbbRAY activa la expresién de los promotores pcbbL1*" y pebbL2*F y
reprime la expresién del promotor pchb3*Y y su propia expresién (autoregulador
negativo). Asi mismo, CbbR*" se une especificamente in vitro a los promotores de
los operones pebbL14Y, pebbL2*F v pcbb3*. En consecuencia, se sugiere que el
efecto neto de regulacién ejercido por CbbR*F como activador o represor es
dependiente de la localizacion relativa de las secuencias TNA-N7-TNA, respecto de
los motivos -10 y -35 para el factor o° de la RNA polimerasa. De esta forma la
activacién transcripcional se explica por Ja unién de CbbR? a sus cajas localizadas
en la proximidad del motivo -35, en cambio la represién seria por la unién de

CbbR*F a sus cajas ubicadas en la cercania del motivo -10.

En conclusién, el regulador CbbR de A. ferrooxidans es una proteina funcional

capaz de regular sus genes blanco presentes tanto en A. ferrooxidans como en R.
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eutropha. De esta forma CbbR”F se describe como el primer regulador LysR que
conserva su funcién en otra bacteria de diferente especie; ademas se informa de un
nuevo rol de CbbR*" ya que, no sélo regula los operones que codifican para
RubisCO, sino que tambicn a los genes involucrados en la sintesis de hexosas

(operén ¢cbb3™ ).
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ANEXOS

Anexo 1. Construcciones plasmidiales del promotor ¢bb de A. ferrooxidans fusionado
con el gen lacZ

w__ Anexo 1.1. Estrategia de clonamiento para
ADNg (o P TP SR P la construccion del vector pBK-PebbLl.
El promotor pcbbLl se generé por
amplificacién por PCR desde ADN
genomico de A. ferrooxidans usando
partidores con sitios Xbal o Psfd. El
fragmento producido por PCR se cloné en
el vector pUC, previamente ambos fueron
digeridos con las enzimas Xbal y Psi.
Luego el vector pBK y pUC-Pchbl1
fueron digeridos con Xbal y Pstl. Después
se purific6 el fragmento de ADN del
pcbbL1 y se clondé en pBK para generar
pBK-PchbL1 (12.6kpb).
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Anexo 1.2. Estrategia de clonamiento para
la construccion del vector pBK-PchbR. El
promotor pchbR  se  generd  por
amplificacion por PCR desde ADN
genémico de A. ferrooxidans usando
partidores con sitios Xbal o Pstl. El
fragmento producido por PCR se cloné en
el vector pUC, previamente ambos fueron
digeridos con las enzimas Xbal y Psil.
Luego el vector pBK y pUC-PcbbR fueron
digeridos con Xbal y Psfl. Después se
purifico el fragmento de ADN del pchbR y
se clono en pBK para generar pBK-PpchbR
(12.6kpb).
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Ancxo 1.3. Estrategia de clonamiento para

la construccion del vector pBK-PchbL2,

., El promotor pchbL2 se generd por

' amplificacién por PCR desde ADN
gendmico de 4. ferrooxidans usando

=] partidores con sitios Xbal. El fragmento

producido por PCR se clond en el vector
pUC, previamente ambos fueron digeridos
con las enzimas Xbal. Luego el vector pBK
y pUCpcbbL2 fueron digeridos con Xbal.
Después se purifico el fragmento de ADN
del pcbbL2 y se clonod en pBK para generar
pBK-PchbL2 (12.6kpb). Luego la correcta
posicion del inserto fue verificada por PCR
de orientacion.
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Anexo 1.4. Estrategia de clonamiento
para la construccién del vector pBK-
Pcbb3. El promotor pchb3 se generd
por amplificaciéon por PCR desde ADN
gendémico de 4. ferrooxidans usando
partidores con sitios Xbal. El fragmento
producido por PCR se cloné en el
vector pGEMT previamente digerido
con la enzima Xbal. Luego el vector
pBK y pGEMT-Pcbb3 fueron digeridos
con Xbal. Después se purificé el
fragmento de ADN del pchb3 y se
cloné en pBK para generar pBK-Pcbb3
(12.6kpb). Luego la correcta posicién
del inserto fue verificada por PCR de
orientacion.
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Anexo 1.5, Estrategia de clonamiento
para la construccion del vector pBK-
Pebb4. El promotor pchb4 se generd
por amplificacion por PCR desde
ADN genémico de A. ferrooxidans
usando partidores con sitios Xbal o
Pstl. El fragmento producido por
PCR se clond en el vector pUC
previamente ambos fueron digeridos
con las enzimas Xéal y Pstl, Luego el
vector pBK y pUC-Pchbb4 fueron
digeridos con Xbal y Pstl. Después se
purifico el fragmento de ADN del
pebb4 y se clond en pBK para generar
pBK-Pcbb4 (12.6kpb).
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Anexo 1.6. Estrategia de clonamiento para la construccion del vector pGEMT
conteniendo la regién de ADN que codifica para el gen chbR de A.
Jerrooxidans con su propio promotor (RR). EI fragmento de ADN se generd
por amplificacién por PCR desde ADN gendmico de 4. ferrooxidans usando
oligonucledtidos especificos. El fragmento producido se cloné en el vector
pGEMT para generar pGEMT-RR (4.1 kpb).
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Anexo 1.7. Lista de plasmidos pBK conteniendo la fusion del promotor cbb a lacZ
usados en esta tesis. El vector pBK (en cuadro) presenta los genes reporteros gusA
(B-glucoronidasa) y lacZ (B-galactosidasa). Los sitios de clonamiento Xbal y Pstl
fueron usados para insertar la region del promotor chb de A. ferrooxidans o R.
eutropha en pBK generando las construcciones pBK-PchbL1, pBK-PchbL2, pBK-
Pchb3, pBK-Pchb4, pBK-PchbR y pBK2241. La flecha azul (F) indica la direccion
de la transcripcion. tcR indica gen de resistencia a tetraciclina.
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Anexo 1.8. Lista de plasmidos pBK conteniendo la fusion del promotor ¢bb a lacZ y
la region que codifica para el gen chbR de A. ferrooxidans con su propio promotor.
El vector pBK/RR (en cuadro) presenta los genes reporteros gusA (B-glucoronidasa)
y lacZ (P -galactosidasa) y la secuencia que codifica para el gen chbR con su propio
promotor (secuencia RR en sitios EcoRI). Los sitios de clonamiento Xbal y Pstl
fueron usados para insertar la region del promotor chh de A. ferrooxidans o R.
eutropha en pBK generando las construcciones pBK-PchbL1/RR, pBK-PchbL.2/RR,
pBK-Pchbh3/RR, pBK-Pcbb4/RR, pBK-PchbR/RR y pPBK2241/RR. La flecha azul
(F) indica la direccion de la transcripcion. tcR indica gen de resistencia a tetraciclina.
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Anexo 2. Organizacion de los genes del ciclo de Calvin en bacterias autotrofas
obligadas, facultativas y fototrofas. La ribulosa bisfosfato carboxilasa-oxigenasa
(RubisCO) se presenta como forma I (cbbL) y forma Il (chhbM). Las flechas amarillas
representan a los genes que codifican para las enzimas del ciclo de Calvin, las flechas
celestes representan a los genes que codifican para las proteinas estructurales del
carboxisoma y las flechas naranjas indica al gen que codifica para el regulador
transcripcional CbbR.
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Operdn cbbL1 ( 16 genes

Acidithiobacillus ferrooxidans

|
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| s w to
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AQO: Autétrofos obligados

Anexo 3. Contexto génico del gen de particion parA presente en el operdn chbbL1 de
A. ferrooxidans y su conservacion génica en bacterias autotrofas obligadas. Los
contextos génicos fueron obtenidos mediante analisis de FastBlastP en la base de
datos www.microbesonline.org. La columna con linea celeste indica la localizacion

del gen parA.
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Anexo 4.1 Alineamientos de las secuencias parciales de aminodcidos de la
subunidades largas de las RubisCOs forma I, II y IV del quimiolitoautétrofo A.
ferrooxidans comparado con otras bacterias aut6trofas. Unicamente se alined las
secuencias que poseen a los residuos de aminoédcidos que estan involucrados en la
reaccion de la RubisCO. Los residuos del sitio activo estan resaltados con fondo negro.
Las letras C y R en la parte superior del alineamiento indican a los residuos
involucrados en la catalisis y unién de Ru-1,5-BP respectivamente. El alineamiento
principal esta numerado en concordancia con la secuencia de la RubisCO de
Synechococcus sp. PCC 7920. Las abreviaturas se describen a continuacion:
Thiobacillus neapolitanus (Thne), Thiobacillus denitrificans (Thde), Acidithiobacillus
ferrooxidans (AY), Rhodospirillum rubrum (Rr), Chlorobium tepidum (Ct) and Bacillus

subtilis (Bs).
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Anexo 4.2. Arbol filogenético de las formas I, Il y IV de la RubisCO en organismos autitrofos. Los
alineamientos myltiples de las secuencia de aminoécidos de la subunidad larga de la RubisCO fueron
producidos por Clustal W y el érbol fue generado por PHYLIP. Los valores de bootstrapping indicados en
los nodos corresponden al porcentaje de veces en que un nodo particular aparece en 1 000 ensayos. Las
RubisCOs de 4. ferrooxidans estin resaltada en negrita. Las secuencias de proteina de todos los
organismos usados en este analisis fueron obtenidas desde la base de datos del NCBI.
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Anexo 4.2. Arbol filogenético de
las proteinas de particion ParA
presentes en organismos autdtrofos.
Los alineamientos multiples de las
secuencias de aminodcidos de ParA
fueron producidos por Clustal W y
el 4rbol fue generado por MEGAA4,
La localizacién de la proteina ParA
de A. ferrooxidans se indica en un
recuadro. Los  valores  de
bootstrapping indicados en los
nodos corresponden al porcentaje de
veces en que un nodo particular
aparece en 1000 ensayos. Las
secuencias de protefna de todos los
organismos nsados en este analisis
fueron obtenidas desde la base de
datos del NCBI. Los mimeros al
final de cada rama indican el acceso
de la secuencias para la proteina
ParA depositadas en genebank en
www.microbesonline.org.
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Anexo 4.3. Arbol filogenético de las proteinas regulatorias CbbR en organismos autbtrofos. Los
alineamientos multiples de las secuencia de aminodcidos de las proteinas CbbR fueron producidos por
Clustal W y el arbol fue generado por MEGA4. Los valores de bootstrapping indicados en los nodos
cotresponden al porcentaje de veces en que un nodo particular aparece en 1000 ensayos. La dos proteinas
predichas para CbbR de 4. ferrooxidans estin subrayadas. Las secuencias de proteina de todos los
organismos usados en este analisis fueron obtenidas desde la base de datos del NCBI,

112




operon chb3 en A. ferrooxidans------—------———ooooooo_

chbT

chbG cbbK pykA cbbA  chbE cbbZ

| chbF
D

O )

suhB

D)L T. denitrificans

Autotrofos obligados

Ts. crunogena

VVVV

mpec

X. flavus

Autétrofos facultativos

Anexo 5. Contexto génico

cbbK pykA cbbA
[ >1 >R. metallidurans

del operén cbb3 de A. ferrooxidans y su conservacion

génica en bacterias autotrofas obligadas y autdtrofas facultativas. Los contextos
génicos fueron obtenidos mediante andlisis de FastBlastP en la base de datos

www.microbesonline.org.
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A. ferrooxidans

sana meF chbP ymo
= >f >l i m— m— >< N
sahA pwD chbhP  suas hemF  cspR
N. oceani < I ﬁ'>( >I >-4_J‘>—<
hypP chbP uwD
T. denitrificans <*‘—| > 1 >
cbbP  recl

Ts. crunogena | ﬁ‘> >|

quiQ chhP amp0
Methylococcus capsulatus > [_:> <__1

fysR
Alkalilimnicola ehrlichei [ > [ ']

Anexo 7. Contexto génico del operon chb4 de A. ferrooxidans y su conservacion
génica en bacterias autétrofas obligadas. Los contextos génicos fueron obtenidos
mediante anélisis de FastBlastP en la base de datos www.microbesonline.org.
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metK  sahA metF chbP ynbD
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3

S-Ade_nosn Dc
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Anexo 8. Los genes del ciclo de Calvin de A. ferrooxidans que codifican para la
fosforribuloquinasa (chbP) y la RubisCO forma IV (RLP) se encuentran en un contexto
génico relacionado con la biosintesis de metionina y metabolismo de azufre. Esta red
metabolica obtiene la energia derivada del metabolismo de azufre para fijar CO,. Los
productos génicos del operén cbb4 y del operén RLP de 4. ferrooxidans que participan
en el metabolismo de metionina se mencionan a continuacion: MetK, S-adenosil
metionina sintetasa; SahA, S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa; MetF, 5,10-metileno-
tetrahidrofolato reductasa; MtnZ, acireductona dioxigenasa; MtnW, 2,3-diketo-5-
metiltio-1-fosfopentil-1-fosfato enolasa; MtnX, 2,3-diketo-5-metiltio-1-fosfopentano
fosfatasa; MtnY, metiltioribulosa-1-fosfato dehidratasa. Las productos de las reacciones
numeradas se indican a continuacion: 1. Adenosil metioninamina; 2. Metiltioribosa; 3.
Metiltioribosa fosfato; 4. Metiltioribulosa fosfato; 5. Diketometil tiopentilfosfato; 6.
Hidroxiketometil tiopentenil fosfato; 7. Dihidroxiketometil tiopentano y 8. Metiltio
oxobutanoato. Las siguientes enzimas corresponden a Bhmt, Betaina-homocisteina
metiltransferasa; Dem, DNA citosina metilasa y MtnE, Transaminasa. R-1,5-BP indica
Ribulosa-1,5-bisfosfato.
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Anexo 9. Alineamiento parcial de aminoécidos de los homologos de RegA presenies en
las bases de datos genebank. Cada secuencia de aminoacidos tiene un residuo de 4cido
aspértico (*) conservado para aceptar el fosfato. Los residuos con fondo gris y negro
indican 100% de conservacién. La alanina (0) es responsable de conferir el fenotipo
RegA* que es capaz de fosforilar preferenemente in vitro que in vivo (Bird y cols.,
1999). El dominio de unién a DNA se denota por las flechas que indican hélice (a5)
vuelta hélice (u6). Las siglas para bacterias corresponden a Rhodobacter sphaeroides
(Rsp), Rhodobacter capsulatus (Recap), Pseudomonas syringae (Pses), Methylobacillus
Slagellatus (Mefla), Acidithiobacillus ferrooxidans (Afe) y Thiobacillus denitrificans
(Thd). Las posiciones de los aminoacidos alineados estdn en concordancia con la
secuencia de RegA para R. sphaeroides.
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