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RESUMEN

Acidithiobacillus ferrooxidans (ex Thiobacillus ferrooxidans) es una bacteria
acidofila y quimiolitotréfica que oxida el ion ferroso, azufre elemental y compuestos de
azufre reducidos como fuentes de energia. Este y otros microorganismos tienen la
habilidad de solubilizar el metal de los sulfuros metalicos por lo que son exitosamente
utilizados en operaciones de biomineria.

Se han propuesto dos mecanismos para la disolucién de los sulfuros metalicos: el
directo e indirecto. En el primero, la bacteria oxida directamente el mineral, sin la
participacion de los iones férrico. Evidencias recientes apoyan al mecanismo indirecto.
Se postula que los sulfuros metalicos serian degradados por el ataque quimico de iones
Fe(IlT) y/o protones. El mecanismo de degradacion estd determinado por la estructura
cristalina del mineral. De acuerdo al modelo propuesto, el tiosulfato seria el
intermediario principal de la oxidacion de la pirita (FeS;) v otros sulfuros similares. En
este proceso de disolucion, los iones Fe(Ill) son los tinicos agentes oxidantes. Esto
explicarfa porqué sélo las bacterias que oxidan iones Fe(II) son capaces de oxidar este
tipo de sulfuros metalicos. En cambio, los sulfuros metalicos como la esfalerita (ZnS) y
otros relacionados, son degradados mediante el ataque de los iones Fe(lil) y los
protones. En consecuencia, los infermediarios principales son los polisulfuros y el azufre
elemental.

Ya que el tiosulfato es el producto intermediario principal en la oxidacién del

residuo azufrado de la pirita, el mecanismo ha sido recientemente denominado como el




mecanismo del tiosulfato. Se ha demostrado que todas las reacciones que ocurririan en
este mecanismo pueden deberse solo a bases eminentemente quimicas. Sin embargo, las
enzimas que oxidan compuestos azufrados como la tiosulfato deshidrogenasa de A.
ferrooxidans podrian también estar involucradas. Ademas, las enzimas que oxidan el
tiosulfato o el sulfito de A. ferrooxidans podrian competir exitosamente con la
reacciones quimicas de los iones Fe(Ill). La actividad rodanasa ha sido anteriormente
descrita en A. ferrooxidans. Esta enzima es una tiosulfato azufre transferasa que rompe
el enlace S-S del tiosulfato, produciendo azufre y sulfito. Las rodanasas catalizan in vitro
la transferencia del atomo de azufre sulfano del tiosulfato al cianuro.

Previamente nosotros hemos estudiado los cambios globales en la expresion de
proteinas cuando A. ferrooxidans ATCC 19859 crece en ion ferroso o azufre elemental y
hemos identificado algunas de estas proteinas. Durante esta tesis, con el objetivo de
caracterizar los componentes involucrados en la oxidacion del tiosulfato y otros sulfuros
metalicos, hemos analizado mediante electroforesis bidimensional en condiciones de no
equilibrio (2D NEPHGE) y Western blot las proteinas que sintetiza 4. ferrooxidans
cuando crece en iones Fe(Il), azufre elemental, pirita, tiosulfato, ZnS y CuS.

Analizamos la expresion de una proteina de 21 kDa (P21) cuya sintesis se
incrementa enormemente cuando el microorganismo crece en FeS,, tiosulfato, azufre
elemental, CuS y ZnS y se encuentra completamente reprimida cuando crece en ion
ferroso. Posteriormente determinamos la secuencia de aminoicidos del extremo amino
terminal de la proteina P21 y usamos la secuencia genomica preliminar de la cepa de A.
ferrooxidans ATCC 23270 disponible via internet para identificar y aislar la region del

DNA que contiene el gen p2]. La secuencia nucleotidica de este fragmento de DNA
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contiene un posible marco abierto de lectura (ORF) que codifica para una proteina de 23
kDa. La diferencia en el tamafio se debe a la presencia de un posible péptido sefial en el
ORF que codifica para la P21. Cuando el gen p2]/ se clond y sobreexpresé en
Escherichia coli, el péptido sefial fue removido, dando como resultado la proteina
madura de 21 kDa. La proteina P21 exhibe una elevada similitud con otras tiosulfato
azufre transferasas cuyas actividades han sido demostradas in vifro. Ademas, ésta
contiene altamente conservados los dominios estructurales CH2A, CH2B vy el sitio
activo, tipico de las tiosulfato azufre transferasas. Sin embargo, la proteina P21
recombinante no mostr¢ actividad. A diferencia de las rodanasas citoplasmaticas, la
proteina P21 fue localizada mediante analisis inmunocitoquimico en la periferia de las
células de A. ferrooxidans y su sintesis se regula en forma dependiente del sustrato
oxidable. .

En el contexto gendmico del gen p2/ se encuentran otros ORFs que codificarian para
proteinas de unidn a sulfato-tiosulfato y una tioredoxina. Estos resultados sugieren que
la proteina P21 se encontraria involucrada en el metabolismo de compuestos azufrados
en A. ferrooxidans. Aunque todavia no se ha demostrado, esta proteina puede ser parte
importante del mecanismo indirecto del tiosulfato para la disolucién de Jos minerales y/o
del metabolismo de azufre en 4. ferrooxidans. Usando la misma estrategia de genética
reversa identificamos el gen que codifica para una proteina de 33 kDa que se induce
cuando la bacteria crece en tiosulfato en relacién a ion ferroso. El gen p33 se encuentra
rio arriba del gen p21.

Encontramos la actividad rodanasa en los extractos totales de células de A.

ferrooxidans, lo que sugiere la existencia de una proteina TST. Por esta razon, mediante




el uso de herramientas bioinformaticas, investigamos en el genoma incompleto de A.
ferrooxidans ATCC 23270 la existencia de otras proteinas similares a rodanasas. Como
resultado de esta biisqueda se caracterizo preliminarmente una protefna de 14 kDa que
tiene actividad rodanasa. 4. ferrooxidans posee al menos otros dos genes que codifican
para una proteina que contienen dominios presentes en la superfamilia de rodanasas,
pero que posiblemente desempefian otras funciones celulares.

En conclusion, debido a la ausencia de un sistema genético apropiado para realizar
gendmica funcional en 4. ferrooxidans, hasta este momento no ha sido posible asignar
una funcion definitiva a la proteina P21 en el metabolismo del azufre o del tiosulfato.
Sin embargo, considerando la proximidad al gen p2/ a genes que codificarian para un
sistema de transporte de suifato o tiosulfato, los elevados niveles de sintesis de P21 en
azufre, tiosulfato, pirita y otros sulfuros, su posible localizacién asociada a la membrana
interna pero hacia el lado peripldsmico, y su similitud a rodanasas, la proteina P21 esta

probablemente involucrada en la oxidacion o en la adquisicion de compuestos azufrados.

xvii



ABSTRACT

Acidithiobacillus ferrooxidans (ex Thiobacillus ferrooxidans) is an acidophilic
chemolithoautotrophic bacterium that obtains its energy from the oxidation of ferrous
iron, elemental sulfur, or partially oxidized sulfur compounds. The ability of these and
other microorganisms present in the same habitat to solubilize metal sulfides has been
successfully applied in biomining operations.

Two mechanisms have been proposed for the dissolution of metal sulfides, the
direct one and the indirect one. In the direct mechanism, the bacteria directly oxidize the
mineral by biological means, without any requirement for ferric or ferrous ions. Recent
evidence favors the indirect mechanism of sulfide dissolution by which metal suifides
are degraded by a chemical attack of Fe(IIl) ions and/or protons on the crystal lattice.
The mechanism of degradation is determined by the mineral structure. According to the
proposed model, the disulfide pyrite (FeS,) and other similar sulfides are degraded by
generating thiosulfate as the main intermediate. Iron(1II) ions are the exclusive oxidizing
agents for the dissolution. This explains why only Fe(I) ion-oxidizing bacteria are
capable of oxidizing these metal sulfides. Metal sulfides such as sphalerite (ZnS), among
others, are degradable by iron(IlT) ion and proton aftack. As a consequence, polysulfides
and elemental sulfur are the main intermediates.

Because thiosulfate is the key compound in the oxidation of the sulfur moiety of
pyrite, the mechanism has recently been defined as the thiosulfate mechanism. All

reactions comprising this mechanism have been shown to occur on a purely chemical
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basis. However, sulfur compounds oxidizing enzymes such as the thiosulfate
dehydrogenase of 4. ferrooxidans may be involved. In addition, enzymes for thiosulfate
or sulfite oxidation from A. ferrooxidans may succesfully compete with the chemical
reactions with iron(Ill) ions as an oxidizing agent. A rhodanese activity has been
previously described in 4. ferrooxidans. This enzyme is a thiosulfate sulfur-transferase
or thodanese which breaks the S-S bond present in thiosulfate, generating sulfur and
sulfite, The rhodaneses catalyze the transfer of a sulfane sulfur atom from thiosulfate to
cyanide.

We have previously studied the global changes in gene expression of A.
ferrooxidans ATCC 19859 when the microorganism is grown on ferrous iron or sulfur
and have identified some of these proteins. To further define some of the components
involved in the oxidation of thiosulfate and metal sulfides, during this thesis we
analyzed by means of 2D NEPHGE and Westemn blot the proteins synthesized by the
bacterium when grown on Fe(II) ions, elemental sulfur, pyrite, thiosulfate, ZnS and CuS.

We analyzed the synthesis of a P21 protein of 21 kDa whose synthesis was greatly
induced when the microorganisms were grown in FeS,, thiosulfate, elemental sulfur,
CusS, and ZnS and was almost completely repressed by growth in ferrous iron. After we
determined the N-terminal amino acid sequence of P21, we used the available
preliminary genomic sequence of 4. ferrooxidans ATCC 23270 to isolate the DNA
region containing the p2/ gene. The nucleotide sequence of this DNA fragment
contained a open reading frame (ORF) coding for a putative 23-kDa protein. This
difference in size was due to the presence of a possible signal peptide. When p2] was

cloned and overexpressed in Escherichia coli, the signal peptide was removed, resulting




in a mature protein with a molecular mass of 21 kDa. P21 exhibited significant similarity
to thiosulfate-sulfur transferases whose activity has been demonstrated in vitro. P21 also
contained the highly conserved structural domains CH2A, CH2B and the catalytic sife,
typical of thiosulfate sulfur-transferases. However, the purified recombinant P21 protein
did not show rhodanese activity. Unlike cytoplasmic rhodaneses, P21 was located in the
periphery of A. ferrooxidans cells, as determined by immunocytochemical analysis, and
was regulated depending on the oxidizable subsirate.

The genomic context around gene p2/ contained other ORFs corresponding to
proteins such as thioredoxins and sulfate-thiosulfate binding proteins. These results
suggest the involvement of P21 in inorganic sulfur metabolism in A. ferrooxidans.
Although yet to be demonstrated, this protein may be an important part of the indirect
thiosulfate mechanism of dissolution of minerals and/or sulfur metabolism in 4.
ferrooxidans. By using the same reverse genetic strategy, we identified the gene coding
for a putative sulfate-thiosulfate binding protein of 33 kDa (P33) whose synthesis
increased during growth of the bacteria in thiosulfate in comparison with ferrous iron.
The p33 gene was located upstream of the p27 gene.

The presence of rhodanese activity detected in cell-free extract from A. ferrooxidans
suggested the existence of a rhodanese-like gene in the genome. Using bioinformatic
tools, we encountered a such a gene potentially coding for a 14 kDa protein (p/4). We
have cloned and partially characterized this protein. The recombinant P14 from A.
ferrooxidans was functional when expressed in E. coli. In addition, 4. ferrooxidans
appears to have at least two more genes coding for rhodanese-like proteins. These

proteins most likely perform other functions in the cell.




At this point it is not possible to assign a definitive role to P21 in sulfur or
thiosulfate metabolism in A. ferrooxidans, due to the lack of an appropriate workable
genetic system to perform functional genomics with 4. ferrooxidans. However, given its
proximity to genes encoding the sulfate-thiosulfate transport system, its specific and
high level of accumulation in pyrite, sulfur, thiosulfate, and other sulfides, its possible
localization bound to the inner membrane but facing the periplasmic space, and its

similarity to rhodaneses, the protein is probably involved in the oxidation or in the

acquisition of sulfur compounds.
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1. INTRODUCCION

1.1. La quimica del atomo de azufre

La oxidacién microbiana de los compuestos inorganicos de azufre reducido (CIAR)
se halla gobernada tanto por reacciones quimicas como enzimaticas. Resuita importante
mencionar que los CIAR, sus intermediarios y sus productos metabdlicos son altamente
reactivos y esto dificulta en gran medida la dilucidaciéon y comprension de las vias
metabdlicas de la oxidacion de estos compuestos.

Esta elevada reactividad se explica porque el atomo de azufre presenta varios de
estados de oxidacion (Tabla 1) (Suzuki 1999, Steudel R., 2000). En los sulfuros (H,S), el
atomo de azufre se encuentra en el estado mas reducido (-2), en tanto que en el sulfato se
halla en el estado mas oxidado (+6). La pirita (FeS;) es uno de los sulfuros metalicos
mas abundantes en la naturaleza y su oxidacidén quimica genera azufre molecular, El
azufre molecular puede adoptar muchas formas estructurales, entre las cuales se
considera al anillo octamérico (Sg) como la forma maés estable (Figura 1A).

El monoéxido de azufre (SO) y el sulfoxilato (SO”) se consideran como los posibles
intermediarios de la oxidacién quimica del azufre elemental hacia diéxido de azufre
(80,). El didxido de azufre es un gas no inflamable y muy soluble en solucién acuosa.
Al solubilizarse en el agua forma cido sulfuroso (H»SO;) que al disociarse genera el ion

hidrosulfito o bisulfito (HSO5") y posteriormente el ion sulfito (SO;”). Se ha propuesto

que el sulfito es uno de los més importantes intermediarios de la oxidacion biolégica de
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los CIAR (Kelly, 1985). Por otro lado el trioxido de azufre (SOs3) presenta un dtomo de
azufre en estado de oxidacion +6 y se forma por la oxidacion del dioxido de azufre. La
forma hidratada del trioxido de azufre es el acido sulftrico (H,SO4) que al disociarse de
sus protones produce el ion hidrosulfato (HSO4) y finalmente el sulfato (SOsH)
(Tablal). Este compuesto es el producto final de la oxidacion completa de los CIAR por

microorganismos.

Tabla 1. Estados de oxidacion del atomo de azufre en diferentes
compuestos que lo contienen

-2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6
H,S H,S, S CI-S-8-C1 (S0) S,0.° S0, 5,05 SO;
Sulfurode  Disulfano Azufre Dicloro Monéxido  Ditionita ~ Didxido de Ditionato™  Trioxido
hidrégeno clemental  disulfano ~ deazufre azufre de azufre

HS 8F R-S,-R S0,* H,S0; RSOy S0.*
Ionsulfuro  Disulfuro Polisulfano Sulfoxilato Acido Sulfonato Sulfato
de comoenla organico sulfuroso
hldmgmo pirita
s> S0,*
Ion sulfuro Sulfito
como en
FeS
AL
S SO;
Tiosulfato
2
IS SO;
S SO;
Tetrationato
st Sn
Polisulfano
2-
S Sa
Polisulfuro

(Suzuki, 1999; con modificaciones)




Introduccion 3

Ademas existen en la naturaleza CIAR con atomos de azufre en distintos estados de
oxidacion conformando la misma molécula. Entre éstos, hay varios que son utilizados
oxidativamente como fuente energética por los microorganismos. Entre los mas
importantes tenemos el tiosulfato (S-SO32', Figura 1B), tetrationato ("O3S-S-S-SO3) y
los polisulfuros (*S-S,). Se sugiere, de acuerdo a sus propiedades, que el tiosulfato se
generaria mediante la combinacion quimica entre el azufre y el sulfito. El estado de
oxidacion efectivo por atomo de azufre en el tiosulfato seria de +2. Por otro lado, el
tetrationato tiene cuatro atomos de azufre de los cuales los dos atomos internos se hallan
con valencia cero. Mientras que los atomos de azufre externos unidos a los atomos de
oxigeno, uno tendrian valencia +4 (tipo sulfito) y el otro valencia +6 (tipo trioxido de
azufre), respectivamente. En cambio, los atomos de azufre de los polisulfuros presentan
un nivel de oxidacion de azufre elemental o azufre sulfano (0) con la excepcion del

atomo de azufre del sulfuro terminal (-2) (Tabla 1; Suzuki, 1999; Steudel, 2000).

*

azufre
sulfano

Figura 1. A, estructura molecular del azufre octamérico (Ss). Se indica con numeros los 8 atomos
de azufre. B, estructura molecular del tiosulfato. Las esferas amarillas representan a los atomos
de azufre, mientras que las rojas a los &tomos de oxigeno.
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1.2. Biolixiviaciéon microbiana

La biolixiviacion se define como la utilizacién de microorganismos en la
recuperacion de metales a partir de los minerales que los contienen. Desde el punto de
vista econdmice, constituye un método eficiente y de bajo costo para la recuperacion de
metales a partir de minerales de baja ley. La biolixiviacién de minerales se esti usando
ampliamente en faenas mineras. Por ejemplo, en Chile y Estados Unidos
aproximadamente el 18% del cobre total se recupera mediante biolixiviacion. Mientras
que en Sudafrica y Australia se estd aplicando para incrementar la extraccién de oro
(Lindstrém y col., 1992). Este metal se halla mayormente asociado con tres tipos de
minerales azufrados: la pirita (FeS,), la arsenopirita (FeAsS) y pirita arsenical (AsFeS;)
en forma de particulas muy finas que se encuentran atrapadas en la matriz del mineral.
Los microorganismos acidéfilos oxidan los minerales azufrados liberando las particulas
de oro. La recuperacidn del oro puede incrementarse desde un 10% antes del tratamiento
hasta el 90% después del tratamiento del mineral (Dopson, 2001),

En el habitat en el que ocurre la biolixiviacién coexisten metales y/o azufre en
distintos estados de oxidacién en contacto con el aire, el agua y los microorganismos.
En general, los ambientes lixiviantes contienen grandes cantidades de sulfuros metalicos
y estan sometidos simultdneamente a reacciones de oxidacion quimica y bacteriana. El
producto final de la oxidacion de los compuestos azufrados es el dcido sulfiirico, el cual
disminuye ¢l pH del agua. Cuando se vierten las aguas 4cidas de las minas a los rios y

lagos se generan graves problemas de contaminacién ambiental. Por esta razon es
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importante entender el proceso de biolixiviacién con el fin de controlar el dafio

ecoldgico originado en forma natural o por accion de la actividad humana.
1.2.1. Microorganismos presentes en los ambientes lixiviantes

Desde los inicios de la investigacion en la biolixiviacion por los afios 50, se creia que
los Ginicos microorganismos responsables de este proceso eran algunas especies de la
bacteria Acidithiobacillus (ex-Thiobacillus ferrooxidans) y que las especies
predominantes eran A. ferrooxidans y A. thicoxidans. Sin embargo con el transcurso de
los afios se ha demostrado que en determinadas condiciones participan una variedad de
otras bacterias quimiolitotréficas, heterotréficas, arqueas, hongos, algas y protozoarios
(Johnson, 1998). Una de las caracteristicas mas sobresalientes de todos los
microorganismos lixiviantes es su carcter acidofilo, ya que el rango de pH 6ptimo de
crecimiento de éstos es menor a 4. Precisamente algunos metales de interés econémico
son mds solubles a pHs 4cidos y por tanto la presencia de microorganismos acidéfilos
favorece su solubilizacion. Por ejemplo, el ion ferroso es muy solubie a pHs menores de
1.5, y en tanto que precipita a pHs mayores de 2.

Rawlings y col., (1999) reportaron que en determinadas condiciones predomina la
bacteria acidofila quimiolitotrofica estricta Leptospirillum ferrooxidans. Esta bacteria
quimiolitotréfica estricta tiene la propiedad de oxidar solamente el ion ferroso (Fe**) a
ion férrico (Fe*") como tnica fuente de energia. Por esta razén en los cultivos puros de
L. ferrvoxidans crecidos en pirita se acumula azufre elemental. Cultivos mixtos de esta

bacteria con 4. thiooxidans oxidan completamente la pirita a sulfato (Schippers y col.,

1999), Estas evidencias demuestran que existe cooperatividad en la disolucion de los
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sulfuros metalicos. Entre los microorganismos termofilos que estan involucrados en la
oxidacidn de la pirita destacan Acidithiobacillus caldus (Dopson y Lindstrém, 1599) y
las arqueas Metallosphaera sedula (Han y Kelly, 1998) y Sulfolobus metallicus (Larsson
y col., 1990; Nemati y col., 2000). Debemos destacar que en el dominio 4rchaea sélo
los miembros del orden Sulfolobales oxidan compuestos azufrados, mientras que no se

ha descrito hasta la actualidad ningin organismo del dominio Fukarya que oxide CIAR.
1.2.2. El género Acidithiobacillus

La existencia del género Thiobacillus desde hace ya muchos afios estuvo en
constante revision porque lo constituian una gran diversidad de especies con
caracteristicas muy disimiles, cuyos miembros se distribuian en las subclases ¢,  y y de
las Proteobacteria (Kelly y Harrisson., 1989). Sin embargo, la aplicacion del analisis
filogenético con la secuencia del IRNA 168 y de las técnicas de hibridacion DNA-DNA
han permitido clarificar en alguna medida la taxonomia de Ias especies que conformaban
el género Thiobacillus. Como resultado de estos analisis Kelly y Wood (2000)
reasignaron a Thiobacillus ferrooxidans como una especie del nuevo geénero:
Acidithiobacillus (A).

El género Acidithiobacillus comprende a especies bacterianas Gram-negativas de
morfologia cocobacilar, acidofilas y quimiolitotréficas estrictas (aciditiobacilos) y que
segin el andlisis filogenético con el rRNA 16S pertenece a la subclase y de las
Proteobacteria (Kelly y Wood, 2000). La mas estudiada por su importancia
biotecnolégica es A. ferrooxidans, y en menor mediada 4. thicoxidans y A. caldus. Sin

embargo este ultimo esta siendo estudiado para aplicarlo en procesos de biolixiviacién a
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temperaturas moderadas (Dopson y Lindstrém, 1999). Estas bacterias oxidan azufre,
sulfuros metalicos y otros compuestos inorganicos de azufre reducido como donadores
de electrones para su crecimiento quimilitotréfico aerébico o anaerdbico. Solamente la
especie A. ferrooxidans ademas obtiene energia a partir de la oxidacion aerdbica del ion
ferroso (Kelly y Wood, 2000). El metabolismo del azufre en 4. ferrooxidans constituye
un area interesante de estudio. No solamente por la capacidad de este microorganismo
de oxidar una variedad de compuestos azufrados sino también porque puede incorporar
atomos de azufte del sulfato a los aminoacidos cisteina y metionina (Fry y Garcia, 1989;
Sekowska y col., 2000). En este sentido, A. ferrooxidans posee el potencial y la
capacidad de regular simultineamente la sintesis de enzimas que participan en
reacciones quimicas diametralmente opuestas. Por un lado, la produccion oxidativa del
sulfato y en el otro la asimilacion reductiva de éste.

El genoma de esta bacteria ha sido secuenciado casi en su totalidad por The Institute
for Genomic Research y se halla disponible via internet en el sitio http:/tigr.org y por
Integrated Genomics (Selkov y col., 2000). Ademds se estin desarrollando herramientas
genéticas que permitan el analisis mutagénico de este microorganismo (Cabrejos y col.,

1999; Lin y col., 2000).

1.3. Principios de Ia biolixiviacion de metales

Desde los inicios de la investigacion de la biolixiviacién dos hipdtesis acerca del
mecanismo de ataque al mineral por los microorganismos se han puesto en discusion: el

mecanismo de ataque directo y el indirecto (Sand y col., 1995). El mecanismo de
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lixiviacién indirecto ha sido mejor establecido, sin embargo en la actualidad el

mecanismo directo aiin no ha sido totalmente descartado (Fowler y Crundwell, 1998).
1.3.1, Mecanismo de lixiviacidn directa

En concordancia con la definicion, el mecanismo directo supone la existencia de una
enzima unida a la superficie de la célula o la secrecion extracelular de una enzima que
oxidaria directamente el mineral a iones metélicos y sulfato. Sin embargo, recientemente
Tributsch (1999) ha intentado redefinirlo como el “mecanismo de lixiviacién por
contacto” en vista de la dificultad en distinguir la dimensién molecular de dicho
contacto. En el caso de la pirita el mecanismo directo es representado por la ecuacion 1
(Fowler y Crundwell, 1998):

FeS; + H,0 + 720,  beein y Fe®™ + 2807 + 2H" (1)
1.3.2. Mecanismo de lixiviacion indirecta

En cambio, el mecanismo de ataque indirecto se sustenta en que la disolucion de los
sulfuros metalicos se llevaria a cabo inicamente por la oxidacién quimica mediada por
iones férricos y/o protones. La forma reducida, el ion ferroso, serviria s6lo como fuente
de energia para 4. ferrooxidans, el cual lo reoxidaria a ion férrico (Sand y col., 1995).
De acuerdo a recientes evidencias experimentales, un modelo integral del mecanismo
indirecto ha sido enunciado (Schippers y Sand, 1999). Este considera que los sulfuros
metalicos son solubilizados mediante el ataque quimico de los iones férricos y/o
protones. El ion férrico seria proporcionado por los polisacaridos extracelulares de la

bacteria, que lo llevan unido. Ademas, considerando la estructura electronica y cristalina
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del mineral, Schippers y Sand (1999) los clasifican en dos grupos: el primero incluye a
Ia pirita (FeS;), molibdenita (MoS;), y tungstenita (WS;) los cuales serian solubilizados
mediante el ataque del ion férrico como unico agente oxidante, mientras que el otro
grupo lo constituyen la esfalerita (ZnS), covelita (CuS) y galena (PbS), que serian
lixiviados por el ion férrico y/o los protones. Como consecuencia, se postula que el
intermediario principal del primer grupo de sulfuros seria el tiosulfato (ecuaciones 2 y
3), mientras que del segundo grupo serian polisulfuros y azufre elemental (ecuaciones 4-
6). Por lo tanto, se han puesto en consideracion dos mecanismos de oxidacion indirecta

de los sulfuros metalicos (Figura 2, Schippers y Sand, 1999):

Mecanismo del tiosulfato;

FeS; + 6Fe’ + 3H,0 — 8057 + 7R + 6H (2)
$0, + 8F’" + SH,0 — 28074 + 8F*T + 10H (3)
Mecanismo del polisulfuro:

MS + F + H' o> MY + 05HS, + F& @m22) @)
05H,S, + Fe* —~ 01258 + F + HF (5)

0.1258; + 150, + B,0 —» SO% + 24 (6)
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MECANISMO DEL MECANISMO DEL
TIOSULFATO POLISULFURO

'Fe}i— \ Fe3+ \
Af Lf Af, Lf A
SM SM >
Fé'y -~ Fé'y, -~
v
M* +8S 7
| Af, At
A

Af, At Ss

SO} + H SO%

>

W
]

M* +8,0

L]

Figura 2. Proceso de biolixiviacion por dos mecanismos indirectos distintos: la via del tiosulfato y
la via del polisulfuro, considerando las propiedades de los sulfuros metalicos (SM) (Schippers y
Sand, 1999). Af, Acidithiobacillus ferrooxidans; At, Acidithiobacillus thiooxidans;, Lf,

Leptospirillum ferrooxidans.

Cuando A. ferrooxidans oxida azufre elemental a sulfato genera sulfito como
intermediario, el cual se acumula cuando se inhibe su posterior oxidacion. De este modo,
se ha detectado sulfito cuando se utiliza el inhibidor 2-n-heptil-4-hidroxiquinolina N-
oxido (HQNO) (Suzuki 1999). Resulta de particular interés que durante la oxidacion del
azufre se haya observado la acumulacion de sulfito en ausencia de inhibidores (Sugio y
col., 1987; Pronk y col., 1990) ya que el sulfito se combinaria quimicamente con el
azufre para formar tiosulfato (S° + SO;Z' — 82032') (Suzuki y Silver, 1966; Chan y
Suzuki, 1994) y de hecho éste intermediario ha sido detectado en el medio de cultivo de
A. ferrooxidans cuando crece en azufre elemental, lo que permite crecer a las células no

adheridas al sustrato solido (Shrihari y col., 1993).
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1.4. La oxidacién de compuestos inorginicos de azufre reducido por

Bacteria

Se ha calculado que los microorganismos pueden obtener hasta 14 moles de
electrones de la oxidacion del residuo azufrado por mol ;ie sulfuro metélico en
comparacion al mol de electrones que se obtiene de la oxidacién del ion ferroso
(Rawlings, 1997). Por esta razon la oxidacion biolégica del azufre es muy importante
desde el punto de vista energético para la lixiviaciéon completa de los sulfuros metélicos
por A. ferrooxidans. Existen en la literatura muchas propuestas- sobre las vias
involucradas en la oxidacién de compuestos inorganicos de azufre (Kelly, 1988; Pronk
y col., 1990; Kelly y col., 1997, Friedrich, 1998; Schippers y col., 1999; Friedrich y col.,
2001, Kappler y col., 2001). Sin embargo aun sigue vigente la pregunta de si existen
varias vias paralelas o sélo un mecanismo general para la oxidacién del compuestos
inorganicos de azufre reducido en bacterias. Varios modelos propuestos consideran al
tiosulfato como uno de los intermediarios claves en la oxidacion de los CIAR (Schippers

y col., 1999; Kappler y col., 2001).
1.4.1. Oxidacidén del ion sulfuro

El ion sulfuro (S;") constituye uno de las especies de azufre que tiene el estado de
oxidacion mds reducido y reacciona espontineamente con el oxigeno para formar una
serie de productos entre los que se incluyen, el tiosulfato y suifito. A pH acidos y a bajas
concentraciones de ion sulfuro la oxidacion biologica competiria con la siguiente

reaccién quimica (Dopson, 2001):

S© + 2" + 1RO, —» 8 + HO (7)
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Debido a la elevada reactividad de los iones sulfuros libres, existe escasa
informacién sobre la enzimologia de su oxidacién. Sin embargo se ha reportado que el
primer paso de la oxidacion del sulfuro por A. thicoxidans se iniciaria con la formacion
de azufre elemental o largas cadenas de polisulfuros (Moriarty y Nicholas, 1970). La
oxidacion de los sulfuros por A. ferrooxidans también seguiria esta via y se efectuaria en
el periplasma de la célula. Esta aseveracion es consistente con los resultados de Hallberg
y col., (1996) quienes encontraron que al aiiadirle el desacoplador carbonil cianuro m-
clorofenil-hidrazona (CCCP) durante la oxidacion del tetrationato por 4. ferrooxidans se

acumula azufre elemental y politionatos.
1.4.2. Oxidacion del tiosulfato

De acuerdo a la informacion bioquimica, fisioldgica y los recientes datos genémicos
disponibles se han postulado al menos tres vias para la oxidacion del tiosulfato. En una
de las vias, el tiosulfato se oxidaria completamente hasta sulfato (Friedrich y col., 2001).
En la segunda, el tiosulfato seria oxidado a través del tetrationato como intermediario
principal (De Jong y col., 1997) y en la tercera, ¢l tiosulfato seria hidrolizado a azufre y
sulfito. La primera via se hallaria en los tiobacilos que crecen a pHs neutros como
Paracoccus pantotrophus, en algunas bacterias fotosintéticas y otras especies
relacionadas (Kelly y col., 1997). Recientemente Friedrich y col., (2001) en base al
analisis genético molecular y bioquimico de los genes sox de Paracoccus pantotrophus
y a partir de los datos genomicos disponibles (Wodara y col., 1997; Friedrich y col.,
2000; Mukhopadhyaya y col., 2000; Rother y col., 2001; Appia-Ayme y col., 2001)

sostienen la hipétesis que existiria un mecanismo comiin para la oxidacién de los CIAR
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en las bacterias quimiolitotroficas y fototroficas (Figura 3), en el cual el tiosulfato es el
intermediario principal. Los genes sox en Paracoccus pantotrophus comprenden un
grupo de al menos 15 genes, de los cuales 7 (soxXYZABCD) son esenciales para la
oxidacion del tiosulfato. Interesantemente cuando la bacteria crece en tiosulfato ademas
de estos 7 genes, se inducen los genes sox/"GH (Wodara y col., 1997, Friedrich y col.,
2000). Este cluster de genes también se induce en la bacteria fotosintética Rhodovulum
sulfidophilum cuando crece en tiosulfato (Appia-Ayme y col., 2001). Este grupo de
genes aun no han sido descritos en A. ferrooxidans y de no poseerlos, en si ya
representaria un interesante problema cientifico el mecanismo de oxidacion del

tiosulfato que emplea este acidéfilo.

$,0;*

e-
\—P Cadena respiratoria

MI

citoplasma

Figura 3. Oxidacion del tiosulfato a través del complejo multienzimatico Sox. ME, membrana
externa; MI, membrana interna (Kappler y col., 2001).
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La segunda y tercera vias para la oxidacion del tiosulfato, se hallarian presentes en
los tiobacilos acidofilos quimilitotréficos obligados como es el caso de 4. ferrooxidans y
en algunos facultativos como Acidiphilium acidophilum (ex-Thiobacilius acidophilus).
Varios organismos acidéfilos pueden utilizar €] tiosulfato como tinica fuente de energia,
entre los que destacan 4. caldus, A. thiooxidans y A. ferrooxidans. El mecanismo de la
oxidacion biolégica del tiosulfato en estos microorganismos alin es motivo de
controversia. Sin embargo se postula que en la segunda via, el tiosulfato seria convertido
a tetrationato (Figura 4) mediante la enzima tiosulfato deshidrogenasa (TD) segin la
siguiente reaccion (Suzuki, 1999):

28-S0 <« 038-8-8-803 + 2¢ 8)

Posteriormente, el tetrationato seria hidrolizado por la tetrationato hidrolasa (De
Jong v col., 1997). La enzima TD ha sido parcialmente purificada a partir de tres
microorganismos lixiviantes: A. acidophifum (Meulenberg y col.,1993), A. thicoxidans
(Chan y Suzuki, 1994; Nakamura y col., 2001) y 4. ferrooxidans (Silver y Lundgren,
1968). En A. ferrooxidans estaria compuesta por tres polipéptidos y presenta una
actividad optima a pH 5 (Visser y col., 1997). De acuerdo con estos estudios
preliminares y por analogia con el sistema de oxidacion del tiosulfato en Paracoccus, la
TD en A. ferrooxidans estaria conformada por varias subunidades (Lu, 1986; Pronk,
1991; Kelly y col., 1997; Visser y col., 1997, Friedrich, 1998). Estos antecedentes
sugieren que la oxidacion del tiosulfato en 4. ferrooxidans podria llevarse a cabo en el

periplasma.
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En cuanto a la tercera via, ésta se iniciaria con la ruptura del enlace S-S del tiosulfato
por la enzima tiosulfato azufre transferasa (TST, Figura 4) de acuerdo a la reaccion
reversible (Suzuki,1999):

S-SO:©  + 2H,0 ¢ §° + H,SO; + 20H 9)

Seguidamente, el S° seria oxidado por la enzima azufre oxidasa y el SO:> por la

sulfito oxido reductasa (Suzuki, 1999).
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Figura 4. Posible modelo de la oxidacion del tiosulfato en tiobacilos aerobios estrictos. El
tiosulfato podria ser oxidado via tetrationato por una tiosulfato deshidrogenasa (TD) o ser
hidrolizado a azufre y sulfito por accién de una tiosulfato azufre transferasa (TST). El
mecanismo de la oxidacion del tetrationato ain es motivo de discusion (tomado de Briiser y col.,
2000 con modificaciones).
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Sin embargo el estudio de esta bacteria se complica aiin mas por su gran versatilidad
metabdlica, ya que también tiene los componentes genéticos de las vias de oxidacion del
sulfito dependiente e independiente de AMP (Briisser y col., 2000). En la produccién del
sulfito podria participar una TST (Figura 4). Desde el punto de vista evolutivo existen
evidencias de la ocurrencia de procesos de convergencia evolutiva en los diversos
grupos de microorganismos para obtener energia a partir de los CIAR, pero utilizando
distintos sistemas enzimoldgicos, y algunos de los cuales podrian tener componentes

similares (Kelly y col., 1997).

1.4.2.1. Las azufre transferasas en los seres vivos

Las tiosulfato azufre transferasas (TST) constituyen una superfamilia de proteinas de
amplia distribucion en los tres dominios de los seres vivos y catalizan la transferencia
del 4dtomo de azufre sulfano de una molécula donadora a un aceptor tiofilico. Se
consideran como miembros de la superfamilia TST a las tiosulfato:cianuro azufre
transferasas (rodanasas, EC 2.8.1.1), 3-mercaptopiruvato:ditiol azufre transferasas
(MPST, EC 2.8.1.2), tiosulfato:tiol azufre transferasas (EC 2.8.1.5) y tiosulfato:ditiol
azufre transferasas (EC 2.8.1.5) (Papenbrock y Schmidt, 2000). Todas ellas estan
estrechamente relacionadas por el tipo de reaccidon que catalizan y probablemente
también por su secuencia primaria de aminoacidos.

De éstas solamente las rodanasas han sido ampliamente estudiadas y se caracterizan
por transferir el azufre sulfano del tiosulfato al ion cianuro (CN'). Los genes y la
estructura cristalina de algunas de estas proteinas de Eukarya v Bacteria han sido

determinadas. Por ¢jemplo la rodanasa mitocondrial de higado de bovino ha sido
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ampliamente caracterizada bioquimicamente y su estructura cristalina ya ha sido
establecida. La enzima es un mondémero de 239 aminoécidos (33 kDa de peso
molecular) y consiste de dos dominios rodanasa estructuralmente similares (Ploegman y
col., 1978). Esta caracteristica es interesante en relacion a su funcion y evolucion ya que
posiblemente esta proteina se habria originado a partir de una duplicacién génica y que
los médulos divergieron durante la evolucién pero manteniendo su estructura terciaria.
En el dominio rodanasa del C-terminal se localiza la cisteina (Cys-247) responsable de
la catélisig (Ploegman y col., 1978). Esta cisteina altamente conservada conjuntamente
con los aminoacidos con carga positiva Arg-186 y Lys-249 que participan en la unién
del sustrato (Ploegman y col., 1987) son los residuos mas importantes del sitio activo.
Esta enzima se halla localizada en las mitocondrias de las células eucaridticas mientras
que proteinas similares a rodanasas como las MPST se localizan en el citosol (Nagahara
y col., 1995). Proteinas homdlogas a la rodanasa de bovino se han descrito en Bacteria.
Siendo las mas caracterizadas las de Synechococcus (RhdA, Laudenbach y col., 1991),
Azotobacter vinelandii (RhodA, Colnaghi y col., 1996; Pagani y col., 2000; Bordo y
col., 2000) y E. coli (SseA, Colnaghi y col., 2001). Por otro lado el secuenciamiento
completo de una variedad de genomas ha mostrado la existencia de genes que codifican
para azufre transferasas que presentan un Ginico dominio rodanasa en el mismo genoma
(Ray y col., 2000; Spallarossa y col., 2001). Por ejemplo en el genoma de E. coli en
particular existen 8 genes entre ellos glipF, pspE y ygaP, que codifican para proteinas
con un solo dominio rodanasa, ademas de los genes ssed y ywE que codifican para
proteinas con dos dominios rodanasas. El panorama se complica aiin mas ya que hay

proteinas que presentan un dominio rodanasa asociado a ofros dominios no relacionados.
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En E. coli tenemos entre estas a YceA que tiene adicionalmente el dominio C5 de unién
a metal (Koonin y col., 2000).

Si bien las TST comprenden una superfamilia de enzimas de amplia distribucion en
los tres dominios de los seres vivos {(Papenbrock y Schmidt, 2000; Ray y col., 2000;
Tatusov y col., 2000; Fitz-Gibbon y col., 2002), su funcidn fisiclégica ain sigue siendo
motivo de controversia. Ademas de su participacién en el metabolismo del tiosulfato,
entre las funciones atribuidas a las TST que destacan, tenemos su rol en la
destoxificacion del cianuro (Dooley y col., 1995), arsénico (Wysocki, 1997), del ion
sulfuro (Picton, 2002) y la movilizacion del azufre para la biosintesis o reparacion de los
centros de Fe-S (Bonomi y col., 1977, Pagani y Galante, 1983; Pagani y col., 1984;

Cerletti, 1986).

1.4.2.2. Las IST en A. ferrooxidans

La actividad tiosulfato:cianuro azufre fransferasa o rodanasa ha sido detectada en
extractos crudos, céluias enteras (Gardner y Rawlings, 2000) y en una proteina
parcialmente purificada a partir de 4. ferrooxidans (Tabita y col., 1969). Esta enzima
presenta actividad dptima en el rango de pH 7.5 a 9.0 al igual que otras rodanasas de
otros organismos. En vista que existen evidencias que el tiosulfato serfa oxidado en el
periplasma de la bacteria, esta enzima no estaria directamente involucrada en el
metabolismo de este compuesto energético. Una TST periplasmica podria ser la
responsable de dicha funcién. Conocer la secuencia y anotacion correspondiente del

genoma de la cepa 23270 de 4. ferrooxidans permitira aclarar el panorama sobre la
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existencia y diversidad de los miembros de esta superfamilia de proteinas en esta

bacteria quimiolitotrofica estricta.
1.4.3. Oxidacidn del tetrationato

El tetrationato se forma durante la oxidacion del tiosulfato (Pronk y col.,, 1990) y
puede servir como TUnica fuente de energia en los aciditiobacilos. El metabolismo del
tetrationato ocurre mediante una reaccion de hidrolisis para generar tiosulfato, azufre
elemental y sulfato, segiin la ecuacion:

Si0¢" + 0 - 805 + 8 + SoF + 2 (10)

La enzima clave que cataliza esta reaccion se denomina tetrationato hidrolasa. Esta
enzima ha sido purificada en A. ferrooxidans (De Jong y col,, 1997). Esta enzima
produce largas cadenas de azufre en ausencia de oxigeno molecular y es activa a pHs
4cidos, lo cual sugiere su localizacion periplasmica. Estos resultados estin en
concordancia con los hallazgos de azufre clemental en el espacio periplasmico de A.

ferrooxidans (Hazeu y col., 1998).
1.4.4. Oxidacion del azufre elemental

La baja solubilidad e hidrofobicidad del azufre molecular (Sg) hace suponer que las
reacciones que ocurren en la superficie del solido tendria un rol crucial en la oxidacion
biologica del Sg. Razdén por la cual se ve favorecida la hipdtesis de que el azufre

molecular requiere ser activado. En dicha activacion, el Sg seria inicialmente reducido a

H-S. Bacon e Ingledew (1989) demostraron que 4. ferrooxidans liberaria al medio de
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cultivo pequeiias cantidades de H,S. Se postula que la oxidacién seria catalizada por la
enzima oxidante del azufre de acuerdo a la siguiente ecuacion:
S + 0, + H0 —» 807 +2H (1)

Esta reaccidn es inhibida por N-etilmaleimida (NEM) un agente que se une a grupos
tioles (Suzuki, 1999). La enzima oxidante de azufre ha sido purificada a partir de 4.
Jferrooxidans pero su significado fisiologico ha sido cuestionado ya que la reaccion que
catalizaria no explica como se sintetizaria ATP y equivalentes reductores (Dopson y

Lindstrém, 1999).
1.4.5. Oxidacidn del sulfito

El sulfito es otro de los intermediarios importantes durante la oxidacion de los
compuestos inorganicos de azufre por aciditiobacilos. Se han descrito dos mecanismos
diferentes para la oxidacion del sulfito. En el primero, el sulfito seria oxidado a sulfato
por una sulfito oxidasa o sulfito citocromo ¢ oxidoreductasa (SOR)(Suzuki, 1999):

HSO; + HHO — SO + 26 + 4H°  (12)

Aparentemente esta via es la méds empleada. La sulfito oxidasa transferiria
directamente los electrones desde el sulfito al citocromo c, y se sintetizaria ATP como
consecuencia del transporte de electrones y la formacion de fuerza protén motriz. Esta
enzima ha sido parcialmente purificada a partir de A. ferrooxidans y no presenta grupos
hemo (Sugio y col., 1992; Jong y col., 2000; Kappler y Dahl, 2001). Sin embargo, se

postula que algunos organismos quimiolitotréficos ademas oxidarian el sulfito usando la

via reversa de la actividad adenosina fosfosulfato reductasa (APSR). En esta via el
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sulfito se condensaria con la adenosina 5-monofosfato (AMP) para formar adenosina 5-
fosfosulfato (APS) segtin las reacciones:

H,SO0; + AMP -—» APS + 2¢ + 2H° (13)

APS + PPi —> ATP + SO/ (14)

La ruptura de{l APS se halla ligada a la formacién de ADP. Esta fosforilacion a nivel
de sustrato con sulfito produciria Y2 ATP por sulfito. Esta reaccidn iria hacia la
produccién de sulfato en las bacterias quimiolitotréficas que oxidan compuestos
inorganicos de azufre, produciendo un enlace fosfato de alta energia cuando el AMP es
convertido a ADP. El AMP se regeneraria mediante una adenilato quinasa en presencia
de Pi. Cuando el tiosulfato es el donador de electrones en las bacterias
quimiolitotréficas, este podria ser hidrolizado en azufre elemental y sulfito, los cuales

serian oxidados a sulfato (Madigan y col., 2000).

1.5. Asimilacion del azufre y del tiosulfato en Bacteria

El sulfato es asimilado por una variedad de organismos con el fin de utilizarlo en la
biosintesis de los aminoacidos azufrados metionina y cisteina. En los seres vivos la
sintesis de casi todas las proteinas se inicia con metionina mientras que la cisteina juega
un rol vital en la estructura, estabilidad y funcidn catalitica de muchas proteinas
(Kobayashi y col.,1997; Raina y Missiakas, 1997; Chung v col., 2000). Por esta razén el
azufre es un componente esencial en muchos procesos bioldgicos. Resulta de interés
mencionar que en muchas de las enzimas descritas que participan en el metabolismo
oxidativo de los compuestos inorgdnicos de azufre existen aminodcidos azufrados

esenciales para su actividad. Como es el caso de la polisulfuro azufre transferasa Sud de
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Wolinella succinogenes (Klimmek y col., 1999), la proteina SoxY de P. pantotrophus
GB17 (Quentmeier y col., 2001), y otras relacionadas (Friedrich y col., 2000; Appia-
Ayme y col,, 2001). Considerando que muchas de ellas se inducen cuando el
microorganismo oxida un sustrato azufrado, los requerimientos de aminodcidos
azufrados se incrementarian, por lo tanto el transporte y asimilacién de azufre seria vital
en estos microorganismos.

Con la finalidad de transportar y asimilar el azufre, muchos organismos expresan una
serie de transportadores y enzimas que estin involucrados en dicha funcién. Una de las
caracteristicas del medio intracelular es ser reductor y por ello el sulfato antes de
incorporarse a las moléculas orgéanicas tiene que ser reducido y debe mantenerse en esa
condicion, para lo cual se requiere del gasto de mucho ATP (Sekowska y col., 2000). La
ausencia de oxigeno y la compartamentalizacion celular facilita a la célula lograr este
objetivo. Inferesantemente, la incorporacién del tiosulfato en E. coli no requiere de
mayor gasto de ATP, y se ha demostrado que el tiosulfato es un excelente fuente de
azuftre (Sirko,1990; Hryniewicz y col.,1990; Sirko y col.,1995).

En E. coli se han descrito los componentes genéticos moleculares del transporte y
asimilacién del sulfato y tiosulfato, muchos de los cuales se encuentran organizados en
operones (Sekowska y col., 2000). En primer lugar el sulfato o tiosulfato serian
transportados al citoplasma a través de una permeasa (sulfato/tiosulfato permeasa
CysUWA) o de una proteina de union a sulfato/tiosulfato (Sbp/CysP). Seguidamente se
iniciaria la reduccion del sulfato via APS a sulfuro y éste seria finalmente utilizado en la
biosintesis de la cisteina (Figura 5). Ya hace algunos afios Fry y Garcia (1989)

describieron en A. ferrooxidans algunas de las proteinas que participan en la asimilacién
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reductiva del sulfato, entre ellas la ATP sulfurilasa (CysD) y la APS quinasa (CysC). Por
la peculiar fisiologia de esta bacteria de oxidar y a su vez reducir compuestos azufrados

se postula que la via de reduccion desasimilativa del sulfato podria funcionar en sentido

reverso (Madigan y col., 2000).
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Figura 5. Vias de la asimilacion del sulfato/tiosnlfato y biosintesis de la cisteina en E. coli
(Sekowskay col., 2000).
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1.6. Expresion de proteinas durante el crecimiento de A. ferroxidans en

azufre elemental

En experimentos previos a esta tesis, en nuestro laboratorio se han detectado
mediante electroforesis bidimensional, varias diferencias en el patrén de expresion de
proteinas en respuesta a distintos sustratos oxidables en microorganismos acidofilos
quimiolitotroficos de interés en biomineria, entre ellos A. ferrooxidans. Por ejemplo, la
rusticianina se halla fuertemente inducida en las células crecidas en ion ferroso y
disminuida en azufre (Osorio y col., 1993). Posteriormente, Guiliani y Jerez (1999)
compararon el patron de expresion de proteinas de membrana externa, membrana interna
y fraccion soluble y observaron varias proteinas sobreexpresadas en ion ferroso y otras
en azufre elemental. Algunas de las proteinas que se inducen cuando las células crecen
en azufre son similares a proteinas que participan en el metabolismo de compuestos
azufrados.

Estos experimentos previos, conjuntamente con las evidencias presentadas de que el
tiosulfato seria uno de los intermediarios principales de la oxidacién de la pirita
(Schippers y col., 1999) y del azufre elemental (Shrihari v col., 1993) nos permitié
proponer como hipétesis de trabajo que las enzimas que participan en el metabolismo
del tiosulfato se inducirian cuando A. ferrooxidans es cultivado en pirita y azufre
elemental, mientras se espera un efecto contrario cuando la bacteria crece en hierro.

Durante el desarrollo de esta tesis se caracterizé una proteina de 21 kDa (P21) que se

induce cuando A. ferrooxidans ATCC 19859 crece en pirita, tiosulfato y otros

compuestos inorganicos de azufre reducido. Se encontré que esta proteina tiene un
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dominio rodanasa tipico de las TST y es exportada al lado periplasmico de la célula via
el sistema Sec. La busqueda de otros componentes genéticos del metabolismo del
tiosulfato se realizé a través de métodos bioinformaticos analizando via internet la
secuencia del genoma inconcluso de 4. ferrooxidans ATCC 23270, De esta manera se
encontro otros dos genes similares a TST uno de las cuales se caracterizé parcialmente.
Por ofro lado mediante el analisis del proteoma de A. ferrooxidans identificamos ademas
una proteina de 33 kDa de peso molecular que se induce cuando la bacteria crece en

tiosulfato. El gen correspondiente fue localizado mediante genética reversa y presenta

similitud con proteinas de union a sulfato/tiosulfato.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas, plasmidios y condiciones de cultivo
2.1.1. Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 19859

Se utilizo la cepa ATCC 19859 de A. ferrooxidans 1a cual se creci6 en el medio 9K
modificado segin el sustrato oxidable. Para el crecimiento en ion ferroso las células se
cultivaron a 30°C en un medio a pH 1.5 que contenia (g 1'1): FeSO4 x 7 H,0, 33.3;
MgSO, x 7 H;0, 0.4; (NH;),S04, 0.1; y KH,PO4 x 3 HyO, 0.04 (Amaro y col., 1991;
Varela y col., 1998). Los cultivos en azufre elemental se realizaron en perlas de azufre al
5% y pH 2.5 (Arredondo y col., 1994). Para el crecimiento en los sulfuros metalicos, el
sulfato ferroso del medio 9K se reemplazd por el correspondiente sulfuro metalico 1%
(p/v). El ZnS, CuS y PbS (pureza > de 99%) se adquiricron de Aldrich® (Wisconsin,
USA). La pirita (40% p/p Fe, pasada por un tamiz de 75 pum de didmetro) nos fue
proporcionada por el Dr, Paul Norris. Los cultivos de 4. ferrooxidans en tiosulfato se
realizaron en el medio 71 DSMZ (http:/www.gbf de/dsmz/media/med071 htm)
conteniendo 20 mM de tiosulfato y los siguientes componentes (g I''): KH,PO,, 3.0;
MgSO0,-7H,0, 0.5; (NH,),S0s, 3.0; CaCl-2H,O, 0.25. El pH se mantuvo estable

alrededor de 4.6 por la adicién de 1 M de NaOH.
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2.1.2. Cepas de Escherichia coli

Las cepas de E. coli utilizadas fueron JM109 (Promega®), BL21(DE3) (Novagen®)
y BL21(DE3)pLysS (Novagen®). Estas se crecieron en medio Luria-Bertani (LB, g I'"
triptona 10.0; extracto de levadura 5.0 y NaCl 5.0) (Sambrook y Russell, 2001).

Para la preparacion de placas con medio sélido, al medio LB se le adiciond agar
(Difco®) a una concentracién final de 1.5 % (p/v). En algunos casos el medio LB se
suplementé con 1 mM de iso propil tio-B-D-galactésido (IPTG), 80 pg/ml de 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactosido (X-Gal) y 100 ug/m! de Ampicilina o 34 pg/ml de
cloramfenicol. Las soluciones stock de los antibidticos estuvieron a una concentracién
de 10 mg/ml. La cepa BL21(DE3) de E. coli que lleva el plasmidio pGZ105 con el
inserto de gipE que codifica para la rodanasa de E. coli (Ray y col., 2000) fue

gentilmente donada por el Dr. Timothy Larson.

2.1.3. Cepas y plasmidios de E. coli usadas y generadas durante la

ejecucion de esta Tesis

En las tablas 1 y 2 se indican las caracteristicas mas relevantes de las cepas y

plasmidios usadas y generadas durante la ejecucién de esta tesis.
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Tabla 2. Cepas de E. coli empleadas y generadas en esta tesis

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia

IM109 recAl supFA4 endAl hsdR17 gyrA96 Sambrook y Russell
relAl thi A(lac-proAB) F'[traD36 proAB™ (2001)
lacl® lacZ AM15].

BL21(DE3) F" ompT hsdSp (tg'mp) gal dem (DE3). Es Novagen
un huésped de expresion general.

BL21(DE3)pLysS F ompT hsdSg (tgmp) gal dem (DE3) Studier (1991)
pLysS (Cm®). Es un huésped de expresion

en niveles altamente controladas.

PR21H BL21(DE3), con ¢l plasmidio pPR21H Esta tesis

PR2IMH BL21(DE3), con el plasmidio pPR21IMH  Esta tesis

MA14H BL21(DE3)pLysS, con el plasmidio Esta tesis
pMAI14H

PR1 BL21(DE3), con el plasmidio pET21b(+)  Esta tesis

PR2 BL21(DE3)pLysS, con el plasmidio Esta tesis

pET21b(+)
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Tabla 3. Plasmidios de E. coli empleados y construidos en esta tesis

Plasmidio

Caracteristicas relevantes

Referencia

pGEM-T

pGEM-T Easy

pET21b(+)

PLysS

pGEM-Tp2IH

PGEM-Tp2iMH

pGEM-Tpl4H
pPR21H

pPR21IMH

pMA14H

pGZ105

Derivado de pGEM-5ZF(+).Tamafio 3000 pb y
lineal. Tiene timinas afiadidas en el extremo 3'.
Numero de copias: 300-700. Confiere resistencia a
Amp. Promotores T7 y SP6. Se usa para clonar
productos de PCR.

Similar al anterior pero tiene 2 sitios de
restriccion adicionales. Tamafio: 3015 pb.
Derivado del pBR322. Numero de copias: 25.
Tamafio 5443 pb. Tiene un promotor T7, RBS de
1a proteina de la capside mayor del fago T7. El
sitio de clonamiento multiple permite afiadir 6
His en el C-terminal. Confiere resistencia a Amp.
Derivado de pACYC184, tiene ¢l gen de la
lizosima del fago T7 bajo €l control del promotor
T7. El plasmidio confiere resistencia al Cm.
Derivado del pGEM-T con la insercién de p2/
Derivado del pGEM-T con la insercion de p27 sin
la secuencia del péptido sefial

Derivado del pGEM-T con la insercién de pl4
Derivado del pET21b(+) con la insercion de p21
en el sitio Ndel/Xhol

Derivado del pET21b(+) con la insercién en el
sitio Neel/Xhol de p2 IMH

Derivado del pET21b(+) con la insercién en el
sitio Ndel/Xhol de pI4H

Derivado del pT7-7 con la insercion de gipE

Robles y Doers
(1994)

Robles y Doers
(1994)
Studier y col,
(1990)

Studier (1991)

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Ray y col., (2000)
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2.2, Técnicas de biologia molecular

Se utilizaron técnicas de DNA recombinante estandares similares a las descritas por

Sambrook y Russell., (2001).
2.2.1. Extraccion de DNA cromosomico

Para la exiraccién de DNA cromosomico de A. ferrooxidans se utilizé el protocolo
para bacterias Gram-negativas del Wizard genomic DNA Purification kit (Promega®). El
mismo se basa en una lisis celular seguido de digestion enzimatica del RNA,
precipitacién del DNA genémico con isopropanol y solubilizacién en agua. El paso de
preparacion de las células se modificé y adapté para 4. ferrooxidans de la siguiente
manera; 100 ml de cultivo de A. ferrooxidans crecido en ion ferroso se centrifugaron a
8000 x g durante 10 min, y luego el pellet se resuspendié en 1 ml de solucién de
H2S04, 0.0177M, pH 1.75. Este paso tiene por objetivo limpiar las células y eliminar el
exceso de Fe®* que presenta el cultivo. Posteriormente el protocolo se utilizé sin

modificaciones.
2.2.2. Extraccion de DNA plasmidial

Se utilizo el protocolo de Wizard Plus Minipreps DNA Purification System Kit
(Promega®™). Este sistema se basa en una lisis celular alcalina, seguida de neutralizacién
y centrifugacion. Se utilizaron cultivos de E. coli crecidos en 5 ml de medio LB-Amp.
Se sigui6 el protocolo recomendado por el proveedor cambiando el primer paso. Este
cambio consisti6é en centrifugar 1.5 ml de cultivo a 10,000 x g por 2 min, y eliminar el

sobrenadante. Sobre el pellet de células se volvié a centrifugar 1.5 ml del cultivo 2 veces
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mas. De esta forma se acumulé mayor masa celular ya que el cultivo utilizado se creci6
solo entre 5 y 6 horas, en lugar de las 12 horas que se emplean habitualmente en un

cultivo de toda la noche. El resto del protocolo se llevo a cabo sin cambios.
2.2.3. Cuantificacién de DNA

La cuantificacion del DNA gendmico se realizé midiendo la absorbancia a 260 nm
(Az60) de una dilucién 1:50 de la solucién de DNA obtenida (Sambrook y Russell,
2001). Una Azg corresponde a 50 pg/mi de DNA en la solucién. La pureza se comprob6

mediante la relacion Azso/Azsq.
2.2.4. Digestiones de DNA con enzimas de restriccion

Las digestiones de DNA plasmidial se realizaron de acuerdo a lo indicado por el
proveedor de las enzimas (New England Biolabs®). 1 g de los plasmidios pGEM-Tp21,
pGEM-Tpl4 o pET21b(+) se digirieron con 10 unidades enziméticas de las enzimas de

restriccion correspondientes en un volumen de 50 pl durante 2 h 2 37°C.
2.2.5. Ligaciones de DNA

Previo a las ligaciones con los vectores, a los fragmentos de PCR amplificados con
la polimerasa Pwo se les realizé un tratamiento para afiadirles una adenina (“A-tailing™).
Este procedimiento se realiza porque la polimerasa Pwo no afiade esta base nucleotidica
en los amplificados. Brevemente, este tratamiento consistio en incubar 140 ng de

fragmento con 1 unidad de Polimerasa Tag y 0.2 mM de ATP en un volumen final de 20

pl durante 20 min a 70°C (Knoche y Kephart, 1999).
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Para la ligacion de los amplificados por PCR de los genes p2! y pi4 en el vector
pGEM-T 6 pGEM-T Easy se utilizaron 10 ng de vector y entre 10-50 ng de fragmento
de PCR (lo necesario para alcanzar una relacion molar de 1:1 a 3:1), 3 unidades de DNA
ligasa T4 (Promega) en un volumen final de 10 pl. La reaccion se incubd a 4°C durante
toda la noche. Para Ja ligacién de los fragmentos p27 o pl4 con el vector pET21b(+),
todos digeridos con las enzimas Ndel y X#ol, se utilizaron 25 ng del vector y 20 ng del

fragmento y se procedio a la reaccién de ligacion en las condiciones ya descritas.
2.2.6. Transformaciones

En las transformaciones se utilizo productos de reaccion de ligacion o vectores. En
el primer caso, se usé las células competentes JM109 (Promega®) que presenian una
elevada eficiencia de transformacion (1x10® ufc/pg de DNA) por lo que son adecuadas
para transformar las bacterias con productos de ligacién. Se utilizaron 50 pl de la
suspension de células y 5 pl de la reaccion de ligacién. La mezcla se incubd 20 min en
bafio de hiclo y 2 min a 42°C, retornando rapidamente el tubo al hielo. Luego se agregd
950 pl de medio LB, se incubé por 1 h a 37°C con agitacion y se plaquearon alicuotas de
100 y 200 pl en placas Petri con agar LB-Amp/IPTG/X-Gal.

Para la transformacién con vectores se utiliz6 25 pi de la suspension de células

IM109 o BL21(DE3) o (BL21DE3)pLysS y 50 ng de vector. La mezcla se incubé 20

min en bafio de hielo y 2 min a 42°C, retornando el tubo inmediatamente al hielo. Luego

se agregd 950 ul de medio LB, se incubd por 1 h a 37°C con agitacion y se plaguearon
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alicuotas de 100 y 200 pl en placas Petri con agar LB-Amp o LB-Amp/Cm, segtin sea el

caso.
2.2.7. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para visualizar el DNA plasmidial o cromosomal, ya sea integro o digerido con
enzimas de restriccion, se utilizaron geles de agarosa. Los geles se prepararon en
amortiguador TAE 0.5X (20 mM Tris-acetato pH 8.0, 0.5 mM EDTA), con una
concentracién de 1% de agarosa ultrapura (Gibco BRL® o Winkler®). Las muestras de
DNA se mezclaron con solucién de carga (0.25 % azul de bromofenol, 40 % sacarosa).

Como marcadores de estandares de peso molecular se utilizaron 1 kb DNA Ladder
(Gibco BRL®) y 1 kb Ladder (Promega®). La tincién se realizé durante 10 min en una
solucion de TAE 0.5X con bromuro de etidio a una concentracién de 0.5 pg/ml. Las
bandas se visualizaron por la fluorescencia emitida al irradiar con luz vltravioleta de 320

nm.
2.2.8. Purificacién de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Se utilizo el protocolo de Wizard PCR Preps DNA Purification System Kit
(Promega®), sin modificaciones hasta el paso final. El método se basa en la escision de
la banda desde el gel de agarosa y la solubilizacién del material extraido en presencia de

una resina que une DNA. La resina se carga en una mini columna, y se lava dos veces

con isopropanol y el DNA se eluye con 50 pl de H,O precalentada a 65°C.
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2.2.9. Clonamiento de productos de PCR

Para el clonamiento de fragmentos amplificados por PCR se utilizaron como
vectores los plasmidios pGEM-T y pGEM-T Easy (Promega®). Estos vectores estan
especificamente disefiados para el clonamiento de productos de PCR ya que poseen
nucledtidos de timina en sus extremos 3°, los cuales se complementan con los
nucledtidos de adenina del extremo 5’ del amplificado, agregados por error de ciertas
DNA polimerasas, como la Tag polimerasa.

Para las reacciones de ligacién, se siguieron las instrucciones sugeridas por los
proveedores, utilizando 1 pl de DNA ligasa T4 (3 Uful) (Promega®), 1 pl de tampén
para ligasa 10X, 1 pl de plasmidio (10 ng) y 7 pl de inserto (10-50 ng). Esta reaccion se
incubd por toda la noche a 4°C. Para transformar 50 pl de cé€lulas competentes de la cepa
IM109 (Promega®) de E. coli se utilizé un volumen de 5 pl de la reaccién de ligacién
siguiendo el protocolo ya descrito. Al finalizar la transformacion, a los tubos se les
adiciond 950 pl de medio LB y se incubaron a 37°C con agitacién durante 1 h. Luego se
plaquearon alicuotas de 100 y 200 ul de esta incubacion en placas LB-Amp/IPTG/X-
Gal. Las placas se incubaron a 37°C hasta el dia siguiente. Las colonias celestes o
blancas que se obtenian, se analizaron mediante PCR de colonias con los partidores SP6

y T7, que flanquean el sitio de clonamiento del vector.

2.2.10. Reaccion de PCR sobre las colonias recombinantes

Se hizo la reaccién de PCR con colonias para analizar los clones recombinantes

obtenidos y comprobar la presencia de inserto. Esta reaccion se realizé sin purificar el

DNA plasmidial. El principio se basa en que este filtimo queda en solucién luego de la
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lisis que sufren las bacterias con el primer paso de la PCR, que se realiza a 95°C. Se
utilizaron partidores complementarios a las secuencias del vector que flanquean el sitio
donde estd clonado el inserto. Por lo tanto, si la colonia escogida tiene inserto, la
reaccion de PCR con colonias mostrard un amplificado del tamafio del inserto mas un
nimero de pares de bases, que corresponden al tamafic que se amplificaria si el vector
no tuviese inserto. Se utilizé como templado 1 pl de una suspension de células obtenidas
picando un tercio de una colonia en 150 pl de agua destilada estéril. La reaccion se
realizd en un volumen de 10 pl conteniendo 15 pmoles de partidores, 0.1 mM dNTPs y

0.2 unidades de polimerasa Taq.
2.2.11. Secuenciacién de DNA

Para el secuenciamiento de DNA se utilizd el método de la terminacién por
didesoxinucleotido empleando el sistema dsDNA Cycle Sequencing System de Gibco
BRL® sequence DNA usando [y’PJATP. Las secuencias de DNA obtenidas se
compilaron y analizaron mediante el paquete de programas GCG version 9.1 de la

Universidad de Wisconsin (Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wis.).
2.3.Busqueda de genes de TSTs y de la proteina de unién a tiosulfato en
A. ferrooxidans ATCC 19859
2.3.1. Basqueda de los genes p21, pl4,pl6yp33

La busqueda del gen de la proteina P21 se realizé haciendo un BlastP de la

secuencia aminodcidica del extremo amino terminal de la proteina P21 contra la

secuencia del genoma inconcluso de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans
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(http://www.tigr.org). Este analisis nos permitié encontrar un marco abierto de lectura de
645 pb que codifica para una posible tiosulfato azufre transferasa y que presenta un
dominio rodanasa caracteristico de esta familia de proteinas. Este marco abierto de
lectura se encuentra en el contig 7916. De manera similar se procedio para ubicar el gen
que codifica para la proteina P33, encontrandose un marco abierto de lectura de 1008 pb
que codifica una posible proteina de union a sulfato/tiosulfato.

La bisqueda de otros genes homologos a tiosulfato azufre transferasas en A.
ferrooxidans se realiz6 haciendo un BlastP de la secuencia aminoacidica completa de la
proteina P21 u otras TSTs contra la secuencia del genoma de la cepa ATCC 23270 de 4.
ferrooxidans. Mediante este procedimiento se logré emcontrar dos posibles marcos
abiertos de lectura que codifican para proteinas homologas a rodanasas. A estos se les

denominé pl4 y pl6 'y se encuentran en los contigs 7920 y 7913, respectivamente.

2.3.1.1. Partidores y condiciones de PCR para amplificar el gen p21

Las secuencias de los partidores para clonar el gen p2/ se disefiaron a partir del
marco abierto de lectura obtenido de la secuencia del genoma de la cepa ATCC 23270
de A. ferrooxidans (hitp://www.tigr.org). Los partidores especificos utilizados para el
clonamiento del gen de la proteina P21 fueron:

P2INH2-Ndel (5°-ggAgAATCATATgTTCAAgCgCCTAgCA-3"),
P21M-Ndel (5" TggCCTCCCATATggACAgTggTAACCAAgE-3"),

P21CTER-XAoIHT (5-TCCAAACCTCgAggATeCgCCTgCeeeTTeTC-3") y

P21CTER-Xho! (5>-TgTTTCCAgAgCTCTCAATgCgCCTeCee-3").
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El esquema general de las reacciones de PCR fue el siguiente: 3 min a 95°C,
seguidos por N ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a la temperatura de hibridacién (X), con
Y min de sintesis a 72°C. Finalizando con 3 min de sintesis final a 72°C. El namero de
ciclos (N), la temperatura de hibridacién (X) y el tiempo de sintesis (Y), son funcion del
tamafio del amplificado a obtener y de la Tm de los partidores utilizados.

Para amplificar el gen p2/ se utilizé el protocolo “two-step HotPCR™: 2 min a 95°C
seguido por 25 ciclos a 95°C por 30 s y 72°C por 1 min, y finalmente 4 min a 72°C. Este
protocolo se aplica cuando las Ty, de los partidores del gen a clonar son cercanos a la
temperatura de hibridacién como es el caso de los partidores disefiados para el
clonamiento del gen p21. Las reacciones de PCR se realizaron con el termociclador MJ

Research.
2.3.1.2. Partidores y condiciones de PCR para amplificar el gen p14

Los partidores utilizados para el clonamiento del gen de Ia proteina P14 fueron los
siguientes:

P14NTER-Ndel (5'-gTTTTTAgTCATATggggAAggTCATeg-3")
P14CTER-XhoIHT (5'-TAggCTCCggCTCTCgAgegAAACEAC-3")

Las reacciones de PCR se realizaron con el termociclador Tgradiente (Whatman
Biometra). Este equipo permite determinar con mayor rapidez la temperatura Optima de
hibridacion del gen, al establecer en un solo paso una gradiente de temperaturas de
hibridacién. La gradiente incluyé las temperaturas 58.4, 60.8, 63.2, 65.6, 67.9, 70.1 y
71.5 °C. El protocolo de la reaccion de la PCR fue el siguiente: 3 min a 95°C, seguidos

por 25 ciclos de 30 seg a 95°C, 30 seg a la temperatura de hibridacion, con 45 seg de
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sintesis a 72°C. Finalizando con 3 min de sintesis final a 72°C. Este sistema nos permitio
establecer en un solo paso que 60.8°C era la temperatura 6ptima para la amplificacion

del gen pi4.
2.3.1.3. Clonamiento y expresion del gen p21.

Se utilizé el sistema de clonamiento pGEM-T (Promega®™) y el sistema de expresion
pET (Novagen®). El gen p2] con péptido sefial se obtuvo mediante PCR usando los
partidores P2INH2-Ndel y P21CTER-X%oIHT correspondientes a las secuencias de los
extremos amino terminal y carboxilo terminal de la proteina P21 y que contienen los
sitios de restriccion Ndel and Xhol, respectivamente. El gen p2!/ sin péptido lider se
cloné mediante el uso de los partidores P21M-Ndel y P21CTER-XAoIHT. Se usé la
polimerasa Pwo (Roche®) y las amplificaciones se realizaron a bajo niimero de ciclos
para disminuir los errores en las secuencias. Los fragmentos de DNA se separaron
mediante  electroforesis en geles de agarosa al 1%, se recuperaron y purificaron
mediante el sistema de purificacion “Wizard PCR Preps DNA Purification System Kit”
(Promega®) y se ligaron al vector pGEM-T (Promega®). Con los productos de la
ligacién (plasmidios pGEM-Tp21H y pGEM-Tp21HM) se transformo la cepa JM109 de
E. coli y los clones positivos se analizaron mediante PCR de colonia. Los plasmidios
con el inserto se purificaron con el “Wizard Plus Minipreps DNA Purification System
Kit” (Promega®™). Los insertos se liberaron mediante la digestion de los plasmidios con
las enzimas de restriccién Ndel y Xhol y se ligaron al vector pET21b(+) (Novagen®™).
Los productos de ligacion (los vectores pPR21H y pPR2IMH con y sin secuencia

codificante del péptido lider) se usaron para transformar la cepa BL21{DE3) de E. coli.
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Los clones recombinantes se seleccionaron sobre medio sélido de LB-Amp (100 pg/ml).
El anélisis de la induccién/expresion se realizé en presencia y ausencia de 1 mM de
PTG, el cual fue afiadido cuando la DOge nm de los cultivos alcanzaron 0.6 de
absorbancia. La expresién de la proteina P21 recombinante (P21r) con y sin péptido
sefial fue analizado mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS y geles

bidimensionales de extractos totales de células,

2.3.1.4. Clonamiento y expresion del gen pl4

Se utiliz6 basicamente la misma estrategia utilizada para el clonamiento y expresion
del gen p21. El gen pl4 se obtuvo mediante PCR usando los partidores P14NTER-Ndel
y PI4CTER-XhoIHT correspondientes a las secuencias de los extremos amino y
carboxilo terminales de la proteina P14 y que contienen los sitios de restriccién Ndel and
Xhol, respectivamente. Para la separacion, purificacién y ligacion de los fragmentos de
DNA se utilizo los mismos procedimientos descritos para el gen p27 (2.3.1.3).

Con los productos de la ligacion (pGEM-TpI4H) se transformd la cepa JM109 de £.
coli y los clones positivos se analizaron mediante PCR de colonia. Para purificar los
plasmidios con el inserto se utilizé el “Wizard Plus Minipreps DNA purification system
Kit” (Promega®). Los insertos se liberaron mediante la digestion de los plasmidios con
las enzimas de restriccion Ndel y Xhol y se ligaron al vector pET21b(+) (Novagen®). De
esta reaccion se obtuvo el vector pMA14H que se usé para transformar la cepa
BL21(DE3)pLysS de E. coli. Los clones recombinantes se seleccionaron sobre medio
sélido de LB-Amp/Cm (100 pg/ml y 34 pg/ml, respectivamente). El anilisis de la

induccién/expresion se realizé en presencia y ausencia de 1 mM de IPTG, el cual fue
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afiadido cuando la DOgyy nm de los cultivos alcanzo 0.6 de absorbancia. La expresion de
la proteina P14 recombinante (P14r) fue analizada mediante electroforesis de

poliacrilamida-SDS de extractos totales de células.

2.4. Expresion y purificacién de la proteina P21 recombinante (P21r)

Para la purificacién de la proteina P21r en condiciones desnaturantes, se creci6 5 ml
de cultivo de la cepas durante toda la noche. Las células se centrifugaron y
resuspendieron en 1 mi de LB fresco, €l que fue utilizado como indculo para 300 ml de
cultivo. El cultivo de 300 m! de la cepa BL21(DE3) transformada con el vector pPR21H
o pPR21MH fue crecido hasta una DOggp nm de 0.6 e inducido con I mM de IPTG.
Luego de 3 h las células se colectaron por centrifugacion durante 20 min a 4,500 g y el
pellet se resuspendié en 30 ml de amortiguador de unién 1X que contenia 5 mM de
imidazol, 0.5 M de NaCl, 20 mM de Tris-HCI, pH 7.9. Las células se lisaron por
sonicacion (6 veces por intervalos de 30 s). Después de recolectar las células mediante
centrifugacion (20,000 x g por 15 min) el pellet se resuspendi6 en 5 ml de amortiguador
de unién 1X que contenia 6 M de urea y se incubd por 1 h en un bafio con hielo. Las
muestras se centrifugaron (39,000 x g por 20 min) y los sobrenadantes se filtraron a
través de un filtro Millipore de 0.45 um de porosidad. Seguidamente se aplicaron sobre
una columna que contenia 1 ml de resina his-NTA. La proteina P21r fue eluida con 10
ml de amortiguador de elusién que contenfa 300 mM de imidazol, 0.25 mM de NaCl, 10
mM de Tris-HCI, pH 7.9 y 6 M de urea. Las fracciones colectadas (0.5 ml) se analizaron
mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS. Finalmente, las fracciones que contenian

la proteina P21r, las cuales tuvieron escasa contaminacién por otras proteinas, se
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juntaron y renaturaron eliminando la urea mediante cinco pasos secuenciales de dialisis
con amortiguador fosfato 67 mM (pH 5) con 6 M, 2 M, 1 M, 0.5 M y sin urea. Todas las

didlisis se realizaron en presencia de 50 mM de tiosulfato y 200 mM de B-

mercaptoetanol.

2.5. Anilisis de proteinas
2.5.1. Marcacion de proteinas in vivo con [**S]metionina

Para analizar el patron global de sintesis de proteinas de las bacterias de A.
ferrooxidans, las células se marcaron con 0.1 mCi de [**S]metionina (NEN®, actividad
especifica = 1,087 Ci/mmol) durante €l crecimiento. Las proteinas radiactivas se
separaron por electroforesis 2D en geles de poliacrilamida, seguido de fluorografia y

autorradiografia (O'Farrel, 1975; O'Farrel et al,, 1977, Amaro et al., 1991; Seeger y

Jerez, 1993),

2.5.2. Preparacion de muestras para electroforesis en geles de

poliacrilamida

Las muestras para la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se trataron con
amortiguador de muestra (Laemmli, 1970) que contenia: Tris-HCl 0,0625 M (pH 6,8),
SDS 2%, glicerol 10%, P-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,001%. Se
calentaron a 100°C por 5 min. Luego se centrifugaron por 5 min para tomar el
sobrenadante con las proteinas solubilizadas para la electroforesis.

Las muestras de proteinas totales para la electroforesis bidimensional sin alcanzar el

equilibrio (2D-NEPHGE) se trataron tal como lo describen OFarrel (1975) y Seeger y

O
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col., (1996). Las muestras de células (4 mg de peso hiimedo) se resuspendieron en 80 pl
de una solucion de sonicacion que contenta Tris-HCl 10 mM (pH 7.4), MgCl:; 5 mM y
50 pg/ml de RNasa pancreitica, se sonicaron y frataron con DNasa 50 ug/ml,
concentracion final, por 10 min en bafio de hielo. La mezcla se liofilizé y disolvié en un
volumen adecuado de amortiguador de lisis {urea 9,5 M, Nonidet P-40 al 2%, anfolitos
al 2% (pH 3-10, BioRad®) y B-mercaptoetanol al 5%), para ser finalmente aplicadas en

un gel. Para un gel 2D radiactivo se aplicaron 500,000 cpm.
2.5.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Los geles para electroforesis de poliacrilamida-SDS se prepararon segiin la técnica
descrita por Laemmli (1970). Para el analisis de las proteinas totales se usé un gel
concentrador al 3% y un gel separador con una concentracién de 12.5% o 15% en
poliacrilamida en presencia de SDS al 0.1%. Las electroforesis se corrieron a 200 V,
hasta que el colorante indicador alcanzara el borde inferior del gel. Las proteinas se
fijaron y se tifieron con una solucién que contenia azul de Coomassie al 2% en metanol
al 50% y écido acético al 7% por 30 min. Luego se destifieron mediante lavados

sucesivos con una solucion de metanol al 20% y acido acético al 7%.
2.5.4. Electroforesis bidimensional de proteinas

Se utilizaron la técnica descrita por OFarrel (1975) y OFarrel y col. (1977). La
primera dimensi6én consistia en una electroforesis en gradiente de pH sin alcanzar el

equilibrio (2D NEPHGE). Para los geles en gradiente de pH sin alcanzar el equilibrio se

establecio una gradiente de 3 a 10. La mezcla contenia urea 9.2 M, Nonidet P-40 al 2%,
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acrilamida al 3.8%, bisacrilamida al 0.2%, anfolitos al 2% (del rango de pH 3 a 10),
persulfato de amonio al 0.02% y N,N,N'N'-tetrametilendiamina al 0.014%. la
electroforesis se realizé de manera que el reservorio superior de la camara contuviese la
solucién de H;PQ, 10 mM vy el inferior la solucién de NaOH 20 mM. Los geles se
sometieron a electroforesis a 400 V por 5 h. Seguidamente, los geles se equilibraron
durante 2 h en amortiguador de muestra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2.3%
y Tris-HCI1 0.0625 M, pH 6.8). Los geles equilibrados se sometieron inmediatamente a la
segunda dimension. La segunda dimension consistia basicamente en el sistema de
electroforesis de poliacrilamida-SDS, con algunas modificaciones. Se usé wn gel
separador de 11.5% de poliacrilamida y uno concentrador de 4,75% de poliacrilamida.
Sobre el gel concentrador se coloco una solucidn de agarosa al 1% en amortiguador de
muestra. Con esta solucién todavia liguida, se coloco el gel de la primera dimension,
cubriéndolo nuevamente con esta solucién de agarosa. La electroforesis, tincién y
destefiido se realizaron en la forma descrita para la electroforesis de poliacritamida-SDS.
En el caso de los geles con las muestras radiactivas, estos se incubaron por 30 min con
una solucién para la deteccién fluorografica (Amplify®, Amersham). Luego de secarse a
80 °C y al vacio, se expusieron a peliculas radiograficas (Fuji® tipo Super RX) a -80°C.

Finalmente, las peliculas se revelaron y fijaron de acuerdo a procedimientos estandares.

2.5.5. Preparacion de las proteinas para microsecuenciamiento del

extremo amino terminal

Las manchas de las proteinas de interés se cortaron con un bisturi a partir de los

geles 2D tefiidos con azul de Coomassie y secados. Después de rehidratarlos con 500 ul
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de H;BO; al 0.1% durante 2 h a temperatura ambiente, los fragmentos se colocaron en
los pocillos de un gel de poliacrilamida desnaturante-SDS al 12.5% y se le agrego6 25 pl
de amortiguador de muestra 1X y se corrieron a 40 V hasta que la muestra atraveso el
gel concentrador y luego a 100 V. Concluida la electroforesis de poliacrilamida-SDS, las
proteinas se electrotransfirieron sobre membranas de difluoruro de polivinilideno
(PDVF) (Matsudaira, 1989). La transferencia se realizé a 800 mA por 36 min y la
tincién con 0.1% de azul de Coomasie en 50% de metanol por 5 min. La membrana se

destifié con una solucioén de metanol al 50% y acido acético al 10%.
2.5.6. Microsecuenciacion del extremo amino terminal

La microsecuenciacion se realizo mediante la degradacion de Edman (Matsudaira,
1989) en el Laboratoire de Microséquencage des Protéines del Instituto Pasteur
(Francia). Para la comparacion de las secuencias obtenidas con proteinas en bases de

datos se utilizé el algoritmo BlastT version 2.0 (Altschul y col., 1997).
2.5.7. Determinacidn cuantitativa de protefnas
Se realizd de acuerdo al método de Bradford (1976) usando el Coomassie Plus
Protein Assay Reagent Kit (Pierce®).
2.6. Analisis inmunolégico de la expresion de la proteina P21r

Con el fin de analizar la expresion de la proteina P21 en células de 4. ferrooxidans
crecidas en distintos sustratos oxidables y en E. coli sobreexpresando esta proteina, se

procedi6 a preparar un antisuero en ratones para usarlo en ensayos de Western blot.
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2.6.1. Preparacion de anticuerpos anti P21r

El antisuero contra la proteina P21r se prepard mediante inmunizaciones
intraperitoneales (IP) en un ratén Balb/C. Se utilizé como antigeno aproximadamente 50
ug/dosis de proteina P21r. Esta cantidad de P21r se someti6 a una electroforesis 2D con
el fin de eliminar las posibles proteinas contaminantes. Para preparar las dosis de
inmunizacion, se cort6 el trozo de gel 2D que contenia la proteina P21r se rehidraté en el
pocillo de un gel para electroforesis en una matriz solubilizable ProtoPrep® (National
Diagnostics, Atlanta, USA), se rehidraté por 1 h en amortiguador de muestra 1X diluida
con 50 mM de H3;BOs, 0.1% de SDS, pH 8. En este gel la acrilamida es reemplazada con
ProtoPrep® y sirve para separar, purificar y recuperar proteinas para producir
anticuerpos. Este consistid en un gel separador que se prepar6é con 11.25 ml de la
solucién de ProtoPrep®™ Concentrate, 3.75 ml de ProtoPrep®™ Buffer, 120 pl de persulfato
de amonio al 10% y 15 pl  de NN, N',N'-tetrametilendiamina. El gel concentrador
consistié en mezclar 2.5 ml de ProtoPrep® Stacking Buffer, 2.5 mi de ProtoPrep®
Concentrate, 5 ml de agua bidestilada, 70 pl de persulfato de amonio al 10% y 10 ul de
N,N,N’,N'-tetrametilendiamina. Después de la electroforesis el gel se colored con azul
de Coomassie, las bandas de la proteina P21r se cortaron y lavaron cuatro veces con
agua bidestilada. Los trozos de gel que contenian la proteina P21r se pesaron y se
disolvieron en un volumen (asumiendo 1 mg = 1 pul) de “ProtoPrep® Dissolution
Reagent” por una hora a 80°C en bafio de agua. Una vez ya disuelta, 1a mezcla viscosa

de ProtoPrep”® se mezcld con un volumen de coadyuvante completo de Freund (Gibco

BRL®) y se agité en un vortex durante 1 h para producir una emulsién inyectable. Las
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inmunizaciones IP se realizaron cuatro veces, con intervalos de una semana. Después de
una semana de la ultima dosis, se colectd la sangre del ratén y se obtuvo el suero

mediante centrifugacion.
2.6.2. Inmunoelectirotransferencia

Se utilizd la técnica de inmunoelectroforesis o “Western blot”. Con este fin se
separaron las proteinas fotales mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS y se
electrotransfirieron a una membrana de PVDF. Se aplicé una corriente constante de 800
mA durante 36 min. La eficiencia de 1a electrotransferencia se confirmé mediante el uso
de marcadores moleculares pretefiidos (New England Biolabs™) y tifiendo el gel después

de la electrotransferencia.
2.6.3. Deteccién inmunologica de proteinas

La membrana de PVDF conteniendo las proteinas transferidas, se incubd por 2 h
con un amortiguador Tris-HC! 20 mM (pH 7.6) que contenia NaCl 137 mM (TBS),
Tween 20 al 0.1% (TBST) y seroalbimina bovina (BSA) al 1% (TBST-BSA). Luego se
lavo tres veces por 15 min cada vez con TBS-T y luego se incubé por toda la noche con
el antisuero policlonal de raton anti P21r diluido 1/2,500. Seguidamente la membrana se
lavd tres veces por 15 min cada vez con TBST. Se incub6 por 2 h con anticuerpos
monoclonales anti-ratén conjugado con peroxidasa (Amersham®) como anticuerpo
secundario a una dilucién 1/5,000. Se repitieron los tres lavados de la membrana y se

procedi6 a la deteccioén de la reaccion antigeno-anticuerpo sobre la membrana. Con este

fin se aplico el método colorimétrico recomendado por Promega®. Este consistié en
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incubar la membrana con amortiguador TBS que contenia metanol 20% (v/v), 4-Cloro-
1-nafiol 0.5 mg/ml (Biorad®), H,0, 0.15% (Merck®). La reaccién se realizo en la
oscuridad y luego se visualizd las bandas. Las intensidades relativas de las bandas de Ia
proteina P21 en los Western blots se determinaron mediante el uso de un scanner y el
programa Scion Image (www.scioncorp.com) para el andlisis de iméagenes.

La especificidad del suero anti-P21r se probo tanto con suero preinmune e inmune
(dilucion 1/4,000) contra la proteina P21r y proteinas totales de 4. ferrooxidans y E. coli
BL21(DE3). No se observd reaccion cruzada con proteinas de E. coli, mieniras que
solamente se observd una banda de reaccién en las muestras de 4. ferrooxidans y
ninguna banda se observé con el suero preinmune, indicando que el suero fue

monoespecifico.

2.6.4. Inmunomicroscopia electronica con cortes finos de células de 4.

Jerrooxidans ATCC 19859

Células de 4. ferrooxidans crecidas en azufre e ion ferroso se cosecharon por
centrifugacién (10 min, 6,000 x g, 4°C), lavadas en 1 ml de solucién de H,SOq, 0.0177M
(pH 1.75) v los pellets se fijaron con 4% de paraformaldehido en amortiguador fosfato
0.1 M (pH 7.0) por 2 h a 4°C. Seguidamente, las células se deshidrataron con varias
series de etanol y se infiltraron con 1:1 Unicril®-etanol y Unicryl® puro (Energy Beam
Sciences, Inc.) por 4 h y toda la noche, respectivamente. Las muestras se colocaron en
capsulas de gelatina y se dejo polimerizar por 72 h a 45°C. Los cortes ultrafinos se

realizaron con un Ultramicrétomo Sorval MT-2B y se colectaron sobre rejillas niquel.
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Los cortes ultrafinos se bloquearon toda la noche con BSA al 1% en amortiguador
Tris-HCI 20 mM (pH 7.6) que contenia 137 mM de NaCl y 0.05% de Tween 20 (TBST).
Los cortes se lavaron cinco veces con TBST y se incubaron con el anticuerpo anti-P21ra
una dilucién de 1/50 en TBST-BSA por 2 h a temperatura ambiente. Los cortes
ultrafinos se lavaron cinco veces de la misma manera (10 min cada vez), y se incubaron
con el anticuerpo de cabra anti-IgG de raton conjugado con particulas de oro de 10 nm
de diametro (Sigma®) a una dilucién de 1/10 por 1 h en TBST-BSA para poder detectar
la uni6én del anticuerpo primario. Seguidamente, los cortes se lavaron cinco veces con
TBST y tres veces con agua bidestilada. Finalmente, las secciones se tifieron con acetato
de uranilo y se observaron a 80 kV en un microscopio electronico de transmision
(Phillips Tecnai 12) en el Centro de Microscopia Electronica de la Universidad Catolica

de Chile.

2.7. Fraccionamiento subcelular de A. ferrooxidansy E. coli

Para localizar 1a proteina P21 se procedio al fraccionamiento subcelular de 4.
ferrooxidans en las siguientes fracciones: membrana externa, membrana interna y
soluble. Paralelamente se extrajeron proteinas del periplasma de las células mediante

shock osmatico en frio.
2.7.1. Separacion de fraccién soluble, membrana interna y externa

La membrana externa se obtuvo de acuerdo a lo descrito por Guiliani y Jerez 2000.

Segim éste procedimiento se define la fraccion soluble (FS) como el sobrenadante

obtenido después de la primera centrifigacion a 100,000 x g por 2 h y el peliet como la
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fraccion de membrana total {(MT). La fraccion con las proteinas de membrana interna
(PMI) se consideré como el 1iltimo sobrenadante obtenido después del tratamiento de la
fraccién de membrana total en presencia de lauril sarcesinato de sodio al 2% y el pellet
resultante fue la preparacion de proteinas de membrana externa (PME).

Las células se cosecharon por centrifugacion a 15,000 x g por 15 min a 4°C. El
pellet se lavd tres veces con acido sulfirico diluido 0.01 N (pH 2.0), tres veces con
citrato de sodio 10 mM (pH 6.9) y una vez con amortiguador de sonicacion (Tris-HCI 50
mM; EDTA 10 mM; pH 8.15; RNasa A 50 pg por ml). Todas las soluciones contuvieron
50 ug por ml de PMSF. El pellet se resuspendié a razon de 20 mg de células (peso
hiimedo) por 2 ml de amortiguador de sonicacién. La suspension celular se sonicé cinco
veces por 30 seg y el lisado se centrifugd a baja velocidad (11,500 g x 20 min a 4°C)
para eliminar las células enteras. El sobrenadante se centrifugé a 100,000 x gpor2 h a
4°C, y el sobrenadante obtenido en este caso se considerd como la fraccién soluble (FS)
y el pellet como la fraccion de membrana total (MT). La FS contiene las proteinas del
periplasma y del citoplasma. El pellet de MT se lavé con amortiguador de sonicacion en
presencia de NaCl 50 mM, se resuspendio en lauril sarcosinato de sodio al 2% e incubd
a 37°C por 1 h. La suspension fue centrifugada a baja velocidad (11,500 g x 20 min a
4°C) y el sobrenadante se recentrifugé a 100,000 g x 2 h a 4°C. El sobrenadante final
obtenido contiene las proteinas de la membrana interna (PMI) y el pellet resuitante, las
protefnas de membrana externa (PME). La PME obtenidas de 20 mg de células se
solubilizaron con 40 pl de Nonidet P-40, 10 pl de DTT y 5 pl de pB-mercaptoetanol a

56°C en bafio de agua por 30 min, Para preparar las fracciones correspondientes a E. coli
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se siguié el mismo procedimiento con la excepcion de no lavar las células con acido

sulfiirico 0.01N (pH 2.0) y citrato de sodio 10 mM (pH 6.9).
2.7.2. Extraccion de proteinas del periplasma de A. ferrooxidans

Se procedi6 de acuerdo a Laudenbach y col. (1991), con modificaciones. Las células
crecidas en azufre elemental, ion ferroso o tiosulfato se cosecharon por centrifugacion a
10,000 g x 15 min a 4°C y se lavaron dos veces por centrifugacion (9,000 x g por 5 min
a 4°C) con el medio base sin sustrato oxidable. El pellet de células resultante se
resuspendi6 en Tris-FHCI 30 mM (pH 7.5) conteniendo EDTA 2 mM y sacarosa al 40% a
la razén de 20 mg por ml, y se incub6 a 30°C con agitacién rotatoria (150 rpm). Las
células se colectaron por centrifugacién (8,000 x g por 10 min a 4°C) y el pellet
resultante se resuspendio en Tris-HCl 30 mM previamente enfriado a razén de 35
mg/ml. Esta suspension se incubd en bafio de hielo por 10 min y el sobrenadante se
separd por centrifugacion a 12,000 x g por 10 min. Este sobrenadante se define como la
fraccion que contiene las proteinas del periplasma (FP) obtenidas mediante shock

osmotico en frio.

2.8. Determinacion de la actividad tiosulfato:cianuro azufre transferasa

El ensayo se sustenta en que las tiosulfato:cianuro azufre transferasas (rodanasas)
catalizan la transferencia del azufre sulfano del tiosulfato al cianuro, generando
tiocianato y sulfito. En el ensayo se mide la velocidad con que la enzima produce
tiocianato. El tiocianato se cuantifica como tiocianato férrico midiendo su absorbancia a

470 nm (A470 nm). La actividad enzimética con extractos crudos o proteina purificada se
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determiné inicialmente en las condiciones de pH, sales y temperatura establecidos por
Silver y Lundgren (1969) y Ray y col., (2000). Las mediciones se realizaron a 30°C en
una solucion de Tris-HCI1 100 mM (pH 8.5), tiosulfato de sodio 50 mM, KCN 50 mM en
un volumen final de 1 ml. La reaccién se inicié por la adicién de KCN y se detuvo con
0.25 ml de formaldehido al 37%. Se desarrollo el color con la adicion de 0.2 ml del
reactivo de nitrato férrico (100 g de Fe(NOs); x 9 H,O y 200 ml de HNO; al 65% para
1,500 ml de reactivo). Las muestras se centrifugaron a 13,000 x g por 5 min y se
determind la A4 nm. Ademas se midié la actividad rodanasa en las condiciones
descritas por Singlenton y Smith (1988) y Gardner y Rawlings (2000). Las mediciones
se realizaron a 30°C en una solucion de amortiguador fosfato 67 mM (pH 7.5), tiosulfato
de sodio 100 mM, KCN 100 mM y NaCl al 20% en un volumen final de 0.5 ml. La
reaccion se inicid por la adicién de KCN y se detuvo con 45 pl de formaldehido al 37%.
El desarrollo del color se realiz6 con 0.5 ml de reactivo de nitrato férrico ya descrito y se
midio6 la Asy. La unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima
que libera 1 uM de tiocianato por minuto en las condiciones antes descritas. En todas las
determinaciones se uso como controles las reacciones no enzimdtica y sin sustrato. Con
fines de comparacion, se utilizé la rodanasa GIpE recombinate de E. coli (Ray y col.,

2000).

2.9. Anadlisis in silico de secuencias y comparacion con bases de datos

El analisis de la identidad/similitud en los bancos de datos se realizé mediante los

programas BLASTP y PSI-BLAST (Altschul y col, 1997) del NCBI

(http//www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) utilizando el sitio del genoma inconcluso de 4.
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ferrooxidans ATCC 23270 (hitp://www.tigr.org). Esta secuencia gendmica se utilizd
también para el diseiio de partidores especificos.

Los alineamientos multiples se realizaron mediante el programa ClustalW 1.8
(http://dot.imgen.bem.tme.edu:9331/multi-align/multi-align.html) y se editaron con el
programa BOXSHADE 3.21 (http://www.isrec.isb-
sib.ch:8080/software/BOX form.html.). @ Las masas moleculares y los puntos
isoeléctricos de los ORFs se calcularon usando el programa ProtParam
(hitp://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam). La posible presencia de péptido sefial se
analizé usando el programa SignalP version 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y los dominios de transmembrana con el
programa TMPRED (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED). Las posibles
funciones y localizaciones subcelulares de las proteinas codificadas por los diferentes
ORFs se  predijeron mediante el uso del programa  BLAST

(http://www.ncbi.nlm nih,gov/BLAST).

2.16. Numero de acceso a base de datos de Ia secuencia nucleotidica

La secuencia nucleotidica del gen p27 se halla disponible en el banco de datos de

EMBL con el niimero: AJ312238.
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3. RESULTADOS

3.1. La oxidacion del tiosulfato en A. ferrooxidans

La proteémica constituye una herramienta muy til para analizar la expresion de
proteinas de un organismo expuesto a distintas condiciones medio ambientales. A partir
de la secuencia del extremo amino ferminal de las proteinas se puede llegar a ubicar €l
gen correspondiente en la secuencia del genoma del organismo en estudio, si es que éste
se ha secuenciado total o parcialmente, como es el caso de 4. ferrooxidans. Como parte
de esta tesis se utilizd esta estrategia experimental e in silico para intentar dilucidar el
metabolismo del tiosulfato en 4. ferrooxidans ATCC 19859. Parte de estos resultados ha

sido publicados recientemente (Ramirez y col.,, 2001; Ver Anexo).

3.1.1. Identificacién de una proteina de 21 kDa que se induce cuando 4.

ferrooxidans crece en pirita

Para caracterizar algunas de las proteinas sintetizadas por 4. ferrooxidans durante su
crecimiento en diferentes sustratos oxidables, se utilizaron geles 2D NEPHGE de las
proteinas totales y se tifieron con azul de Coomassie tal como se muestra en la figura 6.
Publicaciones previas de nuestro laboratorio mostraron diferencias en el patrén general
de sintesis de proteinas de 4. ferrooxidans crecido en ion ferroso en comparacion con el
observado cuando la bacteria crece en azufte elemental (Osorio y col., 1993). Las

diferencias incluyen la induccién y la represion de la sintesis de numerosos polipéptidos.

Detectamos la induccion de una proteina de 21 kDa de peso molecular (P21) que
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aumenta notoriamente su sintesis cuando la bacteria crece en pirita en comparacién a ion
ferroso (Figura 6B). Como se observa, la proteina P21 se halla totalmente ausente
cuando A. ferrooxidans crece en ion ferroso (gel A) mientras que se induce
abundantemente cuando las células crecen en pirita (gel B). Por otro lado, la rusticianina
(Rus), una proteina que se sabe que se encuentra presente cuando el microorganismo
crece en ion ferroso, se induce en ambas condiciones, aunque en mayores

concentraciones en las células crecidas en ion ferroso.
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Figura 6. Induccion de la expresion de la proteina P21 cuando A. ferrooxidans crece en pirita.
Las proteinas totales de las células crecidas en ion ferroso (A) o en pirita (B) se separaron
mediante 2D-NEPHGE con un gradiente de pH entre 3.0 ( a la derecha del gel) y 10.0 (a la
izquierda del gel), y las proteinas se colorearon con azul de Coomassie. En el panel A, el area
delimitada con lineas entrecortadas contiene el 6valo que muestra la region donde migra la
proteina P21. En el panel B, solamente se muestra esta regién. Los nimeros a la izquierda de los
geles indican los pesos moleculares de las proteinas estdndares en kilodaltons. Rus, la posicion
de migracién de la rusticianina.
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3.1.2. Identificacion del gen p2] mediante genética reversa

Con el objetivo de identificar el gen p27 se aisld la proteina P21 a partir de los geles
2D y se sometio su extremo amino terminal a microsecuenciacion de Edman,
obteniéndose la siguiente secuencia aminoacidica:
DDSGNQAAQQVLNARMEKFFADQKPYG. Se busco la presencia de esta secuencia
én el genoma preliminar de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans disponible en
internet (http://www.tigr.org) mediante el programa tBLASTN e identificamos un marco
abierto de lectura de 645 pares de bases al interior del cual se hallaba una secuencia que
presentaba 100% de identidad con el extremo amino terminal de la proteina P21
obtenida mediante microsecuenciacién de Edman. El gen p2! codifica para un
polipéptido de 215 aminoicidos con un posible péptido sefial de 28 aminodcidos (Figura
7), sugiriendo que la proteina P21 es exportada posiblemente al periplasma de A.
ferrooxidans. Este péptido sefial tiene todas las caracteristicas de un péptido seffal de una
bacteria Gram-negativa: en el extremo del amino terminal presenta aminoécidos
cargados positivamente, luego contintia una region de residuos hidrofébicos, una glicina
al final de esta regién que permitiria la formacién de una alfa hélice, y finalmente una
secuencia consenso para el corte por la peptidasa (Ala/Gli/Ser)-X-(Ala/Gli/Ser), un
motivo caracteristico de aquellas proteinas cuyo transporte se realiza via el sistema Sec
(Pugsley, 1993). Los resultados mostraron que el sitio de corte predecido por el
programa Signal? (A S A * D D 8) coincidia con la secuencia amino terminal de la

proteina madura obtenida de los geles.
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Figura 7. A, Secuencia nucleotidica del gen p2/ y de la secuencia de aminoéacidos deducida para
la proteina P21. En la secuencia de la proteina P21 se indica subrayado el péptido sefial de 28
aminoacidos. En este péptido seiial se indican (en gris): 1, los residuos cargados positivamente;
2, la region con residuos hidrofobicos; 3, un residuo de Glicina y 4, la secuencia consenso de
corte (Ala/Gli/Ser)-X-(Ala/Gli/Ser). La flecha indica el sitio de corte del péptido lider. En la
secuencia nucleotidica se indica el posible codén de inicio (en verde) y de término (en rojo) de la
traduccion. B, la proteina P21 presenta un dominio rodanasa.
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En base a esta informacion se procedid a disefiar los partidores especificos
P21NH2-Ndel, P2IM-Ndel, P21CTER-XhoIHT y P2I1CTER-X#ol para clonar y
secuenciar el gen p2] con y sin péptido sefial. Estos partidores se utilizaron ademas para
afiadirle una cola de His durante su clonamiento, que nos permitié purificarla mediante

el uso de una columna de afinidad por niquel.
3.1.3. Clonamiento y secuenciacion del gen p21

Con los partidores disefiados se amplificé el gen p2/ con y sin péptido sefial
utilizando como templado el DNA de la cepa ATCC 19859 de 4. ferrooxidans. A los
fragmentos se les agregd sitios de restriccién para las enzimas Ndel y Xhol en los
extremos 5 y 3°. Estos fragmentos amplificados se ligaron al vector pGEM-T (Figura
9). La mezcla de ligamiento se usé para transformar la cepa de Z. coli IM109. De las
colonias transformantes y recombinantes se selecciond un clon de cada construccién y se
secuenciaron los vectores resultantes (pGEM-Tp2/H y pGEM-Tp2/MH). Todas las
amplificaciones se realizaron usando el DNA genémico de la cepa ATCC 19859 de 4.
ferrooxidans. Es importante remarcar que los amplificados con los partidores disefiados
del gen p2I a partir de la secuencia del genoma de la cepa ATCC 23270 de 4.
ferrooxidans dieron bandas especificas. La secuencia obtenida por nosotros presento
100% de identidad con la secuencia hallada en el genoma de la cepa de 4. ferrooxidans

ATCC 23270.
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3.1.4, La proteina P21 presenta similitud con tiosulfato azufre transferasas

El analisis mediante el programa PSI-BLASTP de la secuencia aminoacidica de la
proteina P21 con otras proteinas de banco de datos reveld la presencia en la proteina P21
de un dominio rodanasa que presenta un 27% de identidad y 42% de similitud con una
azufie transferasa de Deinococcus radiodurans y valores parecidos con otras rodanasas
de otros organismos. El alineamiento multiple con ¢l programa ClustalW de la proteina
P21 con otras azufre transferasas cuyas actividades se han demostrado in vitro muestra
que esta proteina tiene conservado el sitio activo y los motivos estructurales CH2A y
CH2B (Fauman y col., 1998; Ray y col., 2000) caracteristicos del dominio rodanasa en
todas las proteinas comparadas (Figura 8). Estos resultados in silico incrementaron
nuestro interés en clonar el gen p2/ en un vector de expresion y sobreexpresarlo en E.

coli con el fin de reconstituir su actividad in vitro.
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la proteina P21 de 4. ferrooxidans con
otras azufre transferasas representativas. El sifio activo y los dos motivos estructurales CH2A y
CH2B del domino rodanasa se indican en recuadros. En el sitio activo se indica en negrita una
cisteina conservada en todas las secuencias. Se alinearon con las secuencias de la rodanasa GIpE
de E. coli (GIpE-Ec), la rodanasa de Bos taurus (Rhod-Bf), la mercaptopiruvato azufre
transferasa de Ratus norvegicus (MPST-Rn) y la sulfuro deshidrogenasa de Wolinelia
succinogenes (Sud-Ws). Niuneros de acceso en banco de datos: GlpE-Fc, M96795; Sud-Ws,
X81642; Rhod-Bt, M58561; MPST-Rn, D50564; P21-Atf, AJ312238.
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3.1.5. Clonamiento del gen p2! de A. ferrooxidans ATCC 19859 en el

sistema de expresion pET

Con el fin de dilucidar las propiedades funcionales de la proteina P21 decidimos en
primera instancia clonarla el gen p2/ en un vector de clonamiento (ver 3.1.3) y de alli
subclonarlo en el vector de expresién pET. Los plasmidios pGEM-Tp2/H o pGEM-
Tp2IMH que contenian el gen p27 con o sin péptido sefial se sometieron a digestiones
con las enzimas Ndel y Xhol para liberar el inserto correspondiente para luego ligarlos al
vector de expresion pET21b(+), previamente digerido con las mismas enzimas. Con los
productos de ligacion se transformé la cepa BL21(DE3) de E. coli. Esta cepa tiene una
copia del gen de 1a RNA polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor /acUV5.
La adicion de IPTG a los cultivos induce la expresion de la T7 RNA polimerasa y ésta
transcribe el gen clonado bajo el control del promotor T7. Las cepas obtenidas se
denominaron PR21H y PR21IMH.

La seleccion de las transformantes se realizé mediante resistencia a Amp y PCR de
colonias. Los cultivos se crecieron en medio LB-Amp y se indujeron con 1 mM de IPTG
durante 2 h. Cuando se analizaron los extractos crudos provenientes de la cepa PR21MH
en presencia o ausencia de IPTG mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS, se
observo la induccion de una banda proteica de 21 kDa (Figura 10c) en presencia de
IPTG. La elevada sobreexpresion de la proteina P21 produjo cuerpos de inclusion por lo
que se procedio a purificarla en condiciones desnaturantes por cromatografia de afinidad
de niquel, seguida por renaturaciéon. La secuencia del gen clonado se verificé mediante

secuenciacion de ambas hebras, mostrando un 100% de identidad con la secuencia

.
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obtenida a partir del genoma de la cepa 23270 (datos no mostrados). En conclusion la

proteina P21 es idéntica a la existente en la cepa ATCC 19859.
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Figura 9. Amplificacion por PCR del gen p2] con y sin péptido sefial. Los productos de la
reaccion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1, estandar de peso molecular.
Los niumeros de la izquierda indican el tamarfio de éstos en pb; 2, amplificado del gen p2/ con
péptido sefial empleando los partidores P21NH2-Ndel/P21CTER-Xho/HT (662 pb); 3,
amplificado del gen p2/ sin péptido seiial, usando los partidores P2 IM-Ndel/P21CTER-XholHT

(579 pb).
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Figura 10. Sobreexpresién in vivo del gen p2] en E. coli. El plasmidio pPR21IMH (b, c) o el
vector sin inserto (d, €) se usaron para transformar la cepa de E.coli BL21(DE3). En la fase
logaritmica de crecimiento a las cepas se adicionaron (¢, €) o no (b, d) I mM de IPTG por 2 h,
Muestras de proteinas totales (b, ¢, d y e), estiandares de peso molecular (a) y la proteina
purificada (f) se separaron mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS y se tifieron con azul
de Coomassie. La punta de una flecha indica la posicién de migracion de la proteina P21.

3.1.6. Analisis de la expresion de la proteina P21 en A. ferrooxidans

crecido en distintos sustratos oxidables.

La sintesis de la proteina P21 similar a rodanasa aparentemente se halla regulada
por la presencia de ion ferroso en el medio de crecimiento. Encontramos que esta
expresion se encuentra fuertemente reprimida a medida que se incrementa la
concentracion del ion ferroso. En la tabla 5 se presentan los cambios observados en la
expresion de la proteina P21 y de la rusticianina cuando 4. ferrooxidans crece en azufre
elemental y se le afiade cantidades crecientes de ion ferroso. Se observa una evidente

disminucion de los niveles de sintesis de P21 y el incremento en los niveles de sintesis
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de la Rus. Esto sugiere que la proteina P21 que se halla regulada por la concentracion de
ion ferroso en el medio de crecimiento.

Por otro lado, cuando se analizo la sintesis de la proteina P21 en células crecidas en
ion ferroso, azufre elemental, tiosulfato o sulfuros metalicos (sulfuro ferroso, sulfuro de
zinc y sulfuro de cobre) mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS seguido de
Western blotting con el antisuero anti-P21r, se obtuvieron los resultados que se muestran
en la figura 11A. Evidentemente, se observa una gran induccion de la proteina P21
cuando las células crecen en pirita (carril d), mientras que las células que crecen en ion
ferroso se encuentran totalmente carentes de P21 (carril a), en concordancia con los
resultados que se muestran en la tabla 5. Las células que crecen en presencia de azufre
elemental (carril b), presentan niveles de induccion ligeramente menores al observado en
células crecidas en pirita (FeS,), pero niveles mucho mayores que los observados cuando

la bacteria crece en tiosulfato (carril ¢), CuS (carril ) o ZnS (carril f) (Figura 11B).

Tabla 4. Efecto de la concentracion del ion ferroso sobre la expresion de la proteina P21

Niveles relativos de proteina®

Fe’* (mM
¢ (mM) P21 (%) Rus (%)
05 100.0 100.0
5 44.4 260.8
10 2.7 3913

* A los cultivos de A. ferrooxidans crecidos en azufre elemental se les afiadio
concentraciones crecientes de ion ferroso (0.5, 5 y 10 mM) y seguidamente se les
afadio [*°S]metionina. Después de 30 h en estas condiciones las proteinas totales
se separaron por 2D y luego sometidas a autorradiografia. Las intensidades de las
manchas correspondientes de la proteina P21 y la rusticianina se determino
mediante el uso del programa Scion Image.
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Figura 11. Anélisis de la expresion de la proteina P21 mediante Western blot en A. ferrooxidans
crecido en distintas condiciones. A, Cantidades equivalentes de proteinas totales de células de 4.
ferrooxidans crecidas en ion ferroso (a), azufre elemental (b), tiosulfato (c), pirita (d), sulfuro de
cobre (e) y sulfuro de zinc (f) y 2 pg de P21r se separaron mediante electroforesis de
poliacrilamida-SDS y se transfirieron a una membrana de PVDF. Seguidamente se incubé la
membrana con el antisuero anti-P21r y luego con un segundo anticuerpo conjugado con
peroxidasa. La reaccion se detectd colorimétricamente y los cultivos se realizaron en las
condiciones que se describen en Materiales y Métodos. B, Cuantificacion de las bandas
mostradas en A mediante el programa de procesamiento de imagenes Scion Image. Los valores
son relativos a los obtenidos en azufre elemental (100%).
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3.1.7. Localizacién celular de la proteina P21 en A. ferrooxidans

Las evidencias indican (Silver y Lundgren, 1968; Kelly y col., 1997; Visser y col,,
1997) que la oxidacién del tiosulfato ocurriria en el periplasma de la célula. En este
sentido, si la proteina P21, participara en este proceso resultaba de interés determinar su
localizacion celular en A. ferrooxidans. Para determinar la localizacion celular de la
proteina P21, en primer lugar investigamos si el péptido sefial predicho mediante €l
programa SignalP era procesado por la maquinaria de E. coli. Con esta finalidad
analizamos la maduraciéon de la proteina P21 en E. coli mediante geles 2D.
Posteriormente analizamos con mayor profundidad la localizacion de la proteina P21
mediante inmunomicroscopia electronica en células de A. ferrooxidans crecidas en ion
ferroso y azufre elemental, y mediante Western blot en fracciones subcelulares de 4.
ferrooxidans crecido en azufre y E. coli sobrexpresando la proteina P21 con péptido

sefial.

3.1.7.1. Procesamiento de la proteina P21 en E. coli

Para estudiar el procesamiento del péptido sefial de la proteina P21 ésta se
sobreexpresé en la cepa BL21(DE3) de L. coli y se analizo la sintesis de P21 en
presencia o ausencia de IPTG. Se usaron las cepas PR21IH y PR2IMH que estin
transformadas con los vectores de expresién pPR21H y pPR2IMH que llevan el gen
que codifica la proteina P21 con o sin péptido sefial, respectivamente. En estos vectores,
tio abajo del promotor del fago T7 se halla el coddén de inicio. Este se encuentra

sobrepuesto con el sitioc Ndel (CATATG) del vector pET. Los genes que se clonan en

este sistema con el fin de sobreexpresarlos, usualmente se amplifican mediante PCR
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empleando un partidor que introduce un sitio Ndel al inicio de la secuencia codificante.
Las cepas que portaban los plasmidios pPR2IH y pPR2IMH expresaron
abundantemente la proteina P21 con o sin péptido sefial. En la construccién del
plasmidio pPR21MH fue necesario cambiar un 4cido aspartico por una metionina para
poder eliminar el péptido sefial (Figura 12).

Para investigar si la proteina P21 con péptido sefial era procesado en E. coli, se
analiz6 las proteinas totales de las cepas transformadas con los plasmidios pPR21H y
pPR21MH mediante electroforesis bidimensional. La proteina P21 sobreexpresada sin
péptido sefial se muestra en la figura 12A. La sobreexpresion del gen p27 con péptido
sefial en la cepa E. coli BL21(DE3) se presenta en la figura 12B. Se observan dos
manchas: una de 23 y otra de 21 kDa de peso molecular. La migracion de estas proteinas
se hallan en concordancia con los pesos moleculares y puntos isoeléctricos predecidos
para los polipéptidos antes y después del procesamiento y remocion del péptido sefial de
la proteina P23. Esto se confirmé mediante el secuenciamiento de Edman del extremo
amino terminal de ambas proteinas. En conclusidn estos resultados sugieren fuertemente
que la maquinaria del sistema de secrecién tipo II (Sec) de E. coli reconoce y procesa el

péptido sefial de la proteina P21 de A. ferrooxidans.
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Figura 12. El péptido sefial de la proteina P21 es procesado cuando el gen p21 se expresa en E.
coli. Para transformar la cepa de E. coli BL21(DE3) se usaron el plasmidio pPR21MH que lleva
el gen p21 sin el péptido seiial (A), el plasmidio pPR21H con el gen p2] con péptido seiial (B), o
el vector sin el inserto (C). Todas las cepas se crecieron por 2 h en presencia de 1 mM de IPTG.
Las proteinas totales se separaron mediante 2D-NEPHGE y se tifieron con azul de Coomassie.
Los niimeros de la izquierda indican los marcadores de peso molecular. En el gel A, el recuadro
de lineas punteadas indica el 4rea de migracion de la proteina P21. Solamente esta é4rea se indica
en los geles B y C. En el gel A, la secuencia de la proteina P21 se inicia con un aminodcido
diferente debido al cambio que se realizdé de un acido aspartico por una metionina durante el
clonamiento para eliminar el péptido sefial.
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3.1.7.2. Localizacidn de la proteina P21 en A. ferrooxidans mediante

inmunocitoquimica y fraccionamiento subcelular

Para investigar la localizacién de la proteina P21 en células de 4. ferrooxidans se
us6 anticuerpos monoespecificos anti-P21r producidos en ratén. En una primera
aproximacién se analiz6 la localizacion de la P21 mediante inmunomicroscopia
electronica en células crecidas en ion ferroso y azufre. Como se observa en la figura
13A las particulas de oro coloidal (flecha) unidas al anticuerpo secundario que
reconocen a los anticuerpos primarios contra Ia proteina P21 se hallan concentradas en la
periferia de las células crecidas en azufte, sugiriendo que esta protefna se halla asociada
con la envoltura celular de 4. ferrooxidans. Por otro lado, se observé baja afinidad del
anticuerpo con las células crecidas en ion ferroso (Figura 13B) con escasas particulas de
oro coloidal distribuidas al azar. Estos resultados son concordantes con la expresion de
la proteina P21 bajo estas dos condiciones (Figura 11; Tabla 5).

A pesar de la similitud de la proteina P21 con las proteinas P14 y P16 (50% y 61%
respectivamente), los anticuerpos contra P21 no reconocieron a las proteinas P14 y P16
codificadas en otros ORFs de A. ferrooxidans, indicando su condicion de
monoespecifico (resultados no mostrados). La presencia de péptido sefial y la ausencia
de dominios transmembrana en P21 incrementa la posibilidad de que esta proteina se
localice en el espacio periplasmico de 4. ferrooxidans. Con la finalidad de corroborar
esta posibilidad se extrajo las proteinas del periplasma de A. ferrooxidans crecido en
distintos sustratos oxidables (ion ferroso, azufre elemental y tiosulfato, Figura 14A)

mediante shock osmético en frio (Laudenbach y col., 1991). Sin embargo cuando se
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analiz6 mediante Western blot las proteinas de 4. ferrooxidans extraidas mediante esta

metodologia, no se observé ninguna reaccién con el anticuerpo anti-P21r (Figura 14B).

Figura 13, Localizacion de la proteina P21 en células de A. ferrooxidans crecidas en diferentes
sustratos oxidables. Secciones ultrafinas de células crecidas en el medio de cultivo con azufie
elemental (A) o ion ferroso (B) se sometieron a inmunocitoquimica con particulas de oro
coloidal (flecha) y luego se observaron mediante microscopia electronica.
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Figura 14. Proteinas del periplasma de A. ferrooxidans ATCC 19859 crecido en distintos
sustratos oxidables. Las proteinas (4 pg) de la fraccion de periplasma de células crecidas en ion
ferroso (Fe*"), azufre elemental (S°) y tiosulfato (S,05™) se extrajeron mediante shock osmoético
en frio y se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 15% (panel A).
Las proteinas separadas se tifieron con azul de Coomassie (A) o se transfirieron a una membrana
de PVDF y se enfrentaron con el anticuerpo anti-P21 (B). Como control de la preparacion de las
fracciones de periplasma se detecté la rusticianina con un anticuerpo anti-Rus (C). En A se
muestra el drea enmarcada con lineas entrecortadas la posicion de migracion de la proteina P21 y
de la Rus. Solo esta region se presenta en los paneles B y C. Los nimeros a la izquierda de los
geles indican los estandares de pesos moleculares en kilodaltons.
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Estos resultados nos indican que la proteina P21 similar a rodanasa podria estar
asociada a la membrana, sola o con otras proteinas formando complejos. Por esta razon
era pertinente determinar si la proteina P21 se encontraba asociada a la membrana, y si
esta posibilidad era cierta, evaluar si dicha asociacién ocurrfa con la membrana interna o
externa.

Como una primera aproximacién se aislaron las proteinas totales de membrana
(MT) de esta bacteria crecida en azufre elemental y se analizo la presencia de la proteina
P21 mediante Western blot con el anticuerpo anti-P21r. Estos experimentos iniciales
mostraron que la P21 se asocia a la MT (datos no mostrados). Para determinar si dicha
asociaciéon era con la membrana externa o la interna, se realizé el fraccionamiento
subcelular de 4. ferrooxidans crecido en azufre elemental y de la cepa de E. coli
BL21(DE3) que sobreexpresa la proteina P21r con péptido sefial (PR21H). Al analizar
las fracciones soluble (FS), proteinas de membrana interna (PMI) y membrana externa
(PME) mediante andlisis de Western blot (Figura 15), se observé que la proteina P21 se
encuentra tanto en la fraccion soluble (carril a) como en la fraccion de membrana interna
(carril ¢) y no es detectable en la fraccion de membrana externa (camil e) de 4.
ferrooxidans. Similares resultados se obtuvieron con Ja cepa de E. coli BL21(DE3)
sobreexpresando la P21 con péptido sefial (carriles b, d, f). Asimismo, se aprecia
claramente la presencia de la proteina P21 sin procesar y procesada en la fraccion PMI

de 1a cepa de E. coli que sobreexpresa la proteina P21r con péptido sefial {carril d) en

concordancia con los resultados mostrados en la figura 12.




Resultados 73

FS PMI PME
PM a b c d e f
(kDa)
25 ™ |
& o, _ e B
16.5=

Figura 15. Localizacién subcelular de la proteina P21 de A. ferrooxidans crecido en azufre
elemental y en £. coli que sobreexpresa P21r con péptido sefial. Cantidades equivalentes (12 pg)
de proteinas de la fraccion soluble (FS), membrana interna (PMI) y membrana externa (PME)
de células de A. ferrooxidans crecidas en azufre elemental (carriles a, c, €) y de E. coli
sobreexpresando la proteina P21r con péptido sefial crecido en LB-Amp en presencia de 1 mM
de IPTG por 2 h (b, d, f) se separaron mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al
15%. Seguidamente se transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF y se detecto la
proteina P21 mediante ensayos de Western blot. Los nimeros a la izquierda de los geles indican
los pesos moleculares estandares en kilodaltons.

3.1.8. Analisis funcional de la proteina P21r

La capacidad de la proteina P21 recombinante (P21r) para transferir el azufre
sulfano del tiosulfato al cianuro se determiné segun las condiciones descritas en
Materiales y Métodos (Gardner y Rawlings, 2000; Singlenton y Smith, 1988) en 1)
extractos crudos de %. coli que sobreexpresa la proteina P21r o ii) con P21r purificada
mediante cromatografia de afinidad. Sin embargo, no se detecto actividad
tiosulfato:cianuro azufre transferasa bajo estas condiciones (resultados no mostrados).
Para descartar la posible interferencia de las Histidinas presentes en el carboxilo

terminal de la proteina recombinante, se midio la actividad rodanasa en extractos libres
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de células de E. coli que sobreexpresan la proteina P21r sin cola de His, obteniéndose
también resultados negativos (resultados no mostrados), lo que nos indicaria que la

adicion de las His no seria la causa de 1a falta de actividad rodanasa esperada.

3.1.9. Acidithiobacillus ferrooxidans presenta actividad tiosulfato

cianuro;azufre transferasa

Las actividades TST se midieron en las condiciones descritas por Silver y
Lundgren, (1969) y Ray y col., (2000) en extractos crudos de 4. ferrooxidans ATCC
19859 crecidos en ion ferroso, azufre elemental y pirita con la finalidad de evaluar si
existia algunas diferencias en dichas actividades dependiente del sustrato oxidable en
que creciera esta bacteria. Nuestros resultados no mostraron diferencias significativas
entre los niveles encontrados en ion ferroso respecto a los otros sustratos (Figura 16).
Encontraron resultados similares Gardner y Rawlings (2000) cuando compararon las
actividades rodanasa en la cepa de 4. ferrooxidans ATCC 33020 crecido en tetrationato

versus ion ferroso.
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Figura 16. Actividad rodanasa en A. ferrooxidans ATCC 19859 crecido en azufre elemental (S°),
ion ferroso (Fe*") y pirita (FeS,). Las determinaciones se realizaron segin Silver y Lundgren
(1969) y Ray y col., (2000) como se describe en Materiales y Métodos.



Resultados 76

3.2. Identificacion de otras TSTs en A. ferrooxidans mediante métodos

bioinforméaticos

Los antecedentes preliminares indican que existe actividad rodanasa en extractos
crudos de células de 4. ferrooxidans, Con la finalidad de encontrar los posibles genes de
la(s) proteina(s) responsable(s) de dicha actividad se realizo la basqueda de genes
similares a rodanasas en la secuencia del genoma de la cepa de A. ferrooxidans ATCC
23270, con resultados positivos. La busqueda en el genoma se realizd por BLASTP y
PSI-BLAST (Altschul y col., 1997) utilizando como gen modelo las secuencias proteicas
de los genes glpE de E. coli (Ray y col,, 2001) y p2I de A. ferrooxidans que presentan
un s6lo dominio rodanasa y los genes rfod de bovino (Ploegman y col., 1978) y rad4 de
Azotobacter vinelandii (Colnaghi y col., 1996; Pagani y col., 2000; Bordo y col., 2000)
que presentan dos dominios rodanasas. Nuestros resultados fueron positivos solamente
con las secuencias que contienen solo un dominio rodanasa.

Nuestra busqueda demostrd que en la secuencia del genoma inconcluso de A.
ferrooxidans ATCC 23270 no solamente existe un gen que codificaria para una proteina
similar a rodanasa, sino que existen al menos dos secuencias que presentan similitud
significativa con rodanasas: una de ellas codificaria para una proteina de 14 kDa de peso
molecular (P14; Figura 17) y la otra para una de 16 kDa (P16; Figura 18). Ambas

secuencias presentaron un dominio con similitud significativa con el dominio rodanasa.
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A

atggggaaggtcatggggaaatctcttgcggatttcatacgggeg

M G K V M G K S L A D F I R A 15
gcgcegccgtcagattecgegaaatagactgegatacgttggaggat

A R R Q I R E I D CUD T L E D 30
tggctgcggagceccgggacgatgtgetggtggtggacgttegggag

W L R 8 R DDV L V V D V R E 45
gccagtgectttetggatgggecatectgecgggegecatecatgtg

A S A F L D GHULUPGA ATIHV 60
cctegeggttatetggaggecactggeggacectgattacggecat

P R G Y L E A L A D P D Y G H 75
tgccacccggagttggecgttgegegegategggtegttgtectt

C H P E L AV A RDU RV V V L 90
tactgtgacagcggaacacgttecggecgctggcageggtgaccttg

Y C b 8§ G T R 8§ A L A A V T L 105
caggagatgggcttcaccgaagtctataaccttggtggeggtate

Q EM G F T E V Y NL G G G I 120
aatgtctgggatgccgaggacaageccggtegtttectga

N V W D A E D K P V Vv 8 +* 132

B

Putative conserved domains have been detected

|gnI|Smart|smart0(]450 RHOD, Rhodanese Homology D... 5=79.7 E=1e-16
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Figura 17. A, secuencia nucleotidica completa del gen p/4 y la secuencia aminoacidica
deducida. En verde el codon de inicio y en rojo el codon de término de la traduccion. Este gen se
encuentra en el contig 7920 de la secuencia del genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270. B, la
proteina P14 presenta un dominio rodanasa.
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A

atggaccataaaattcttttctttatecgagtcgecagtggeeccttg

M D H K I L F F I E S Q W P L 15
ctgecttggggecgtggegetgatcatcatgattttecaaggggeca

L L G AV AL I I M I F K G P 30
ttgacgcggagggcecggegggtatccatgaagtagaccecggegace

L T R R A A G I H E V D P A T 45
gecggtacagttgatcaaccatgaagatgeggtaatecategatgtg

AV Q L I N H E D A YV I I D V 60
cgggagcagaaagaatggtcgcaggggcatcectgeccggtgecegg

R E Q K E W S Q G H L P G A R 75
cacattcctectgggtgacttgeccaaatatatgecaggatetggag

H I P L G D L P K Y M Q D L E 90
aagcatcgtggtcatcatatcatctgtcagtgtgegagtggecatg

K H R G H H I I C Q C A S G M 105
cgttcecgtecgegegecgeggecagectgaaaaaagecggetttgac

R 8 8§ R A A A S L K K A G F D 120
aagatttacagtctgagaggcgggatcggegegtggeggagtgec

K I ¥ 8 L R G G I G A W R S8 A 135
ggtctgecggtagagaagtga

G L P V E K * 141

B

Putative conserved domains have been detected
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Figura 18. A, secuencia nucleotidica completa del gen p/6 y la secuencia aminoacidica
deducida. En verde el codon de inicio y en rojo el codon de término de la traduccion. Este gen
se encuentra en el contig 7913 del genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270. B, esta proteina
presenta un dominio rodanasa.
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Estos dos posibles ORFs no presentan péptido sefial y corresponden a posibles
proteinas con puntos isoeléctricos de 4.8 (P14) y 9.3 (P16). Las proteinas P14 y Pi6
también presentan ¢l caracteristico sitio activo con la cisteina conservada y los motivos
estructurales CH2A y CH2B tipicos del domino rodanasa. El alineamiento multiple de
las proteinas P21, P16 y P14 nos permitid distinguir ademés algunas diferencias
importantes entre estas proteinas (Figura 19). Interesantemente, solamente la proteina
P21 presenta hacia el extremo carboxilo terminal un motivo Cys-X2-Trp-X2-Cys
(subrayado en la Figura 19). Este motivo es similar al existente en la subunidad f§ de la
nitrato reductasa/nitrito oxidasa asociada a membrana de E. coli (Berks y col., 1995) y
que podria unir un centro de hierro-azufre: [3Fe-4S). Asimismo solamente la proteina
P21 presenta una insercidén de 24 aminoacidos: PTYHDFFCGVHSNKHVCTGRGWQR
(Figura 19, en color rojo; p/ 9.0) al interior del dominio estructural CH2A que podria
tener implicancias en la estabilidad a pHs 4acidos o en la funcién de esta proteina.
Interesantemente, se ha sugerido que los dos motivos estructurales CH2A y CH2B que
flanquean el sitio activo de esta superfamilia de TSTs podrian jugar un rol muy

importante en las interacciones proteina-proteina (Fauman y col., 1998).
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Figura 19. Alineamiento multiple de proteinas de At. ferroxidans que presentan similitud con
rodanasas. P21-Atf, posible rodanasa periplasmatica; P14-A/f y P16-At posibles rodanasas
citoplasmaticas. El subrayado indica el motivo Cys;so-Xo-Trypi72-X2-Cys;7s que uniria un centro
[3Fe-4S]. En color rojo una posible insercion de 24 aminoacidos en el motivo estructural CH2A
de la proteina P21.
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3.2.1. Clonamiento y expresion del gen pl4

Con el fin de dilucidar las propiedades funcionales de la proteina P14 decidimos
clonar y sobreexpresar el gen p/4 en E. coli. Como vector de clonamiento elegimos el
sistema pGEM-T al cual ligamos los fragmentos amplificados por PCR del gen p/4
(Figura 20A), llevando los sitios de restriccién Ndel y Xhol en los extremos 5" y 3’
respectivamente. El producto de la ligacién se us6 para transformar la cepa de E. coli
JM109. Luego de la seleccidn de los transformantes por resistencia a Amp se verifico la
presencia del gen p/4 mediante PCR. Se purificaron los plasmidios a partir de un clon
positivo conteniendo el plasmidio con el gen pl4 (pGEM-TpI4H). Este se sometid a
digestiones con las enzimas Ndel y Xhol para liberar el fragmento correspondiente y
ligarlo al vector de expresion pET21b(+) previamente digerido con las mismas enzimas,
que luego nos permitiera realizar el clonamiento en el vector de expresion. Con los
productos de la ligacion se transformo la cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS. La seleccion
de los transformantes se realizé mediante resistencia a Amp/Cm y PCR de colonias. La
cepa obtenida se denomindé MA14H.

Para analizar la expresion del gen pl/4 en la cepa MA14H, los cultivos se crecieron
en medio LB-Amp/Cm y se indujeron con 1 mM IPTG durante 2 h. Cuando se
analizaron los extractos crudos provenientes de células MA14H crecidas en ausencia o

en presencia de IPTG, por electroforesis de poliacrilamida-SDS, se observé la induccién

de una banda proteica de 14 kDa de peso molecular (Figura 20B, carril b).
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Figura 20. A, amplificaciéon por PCR del gen pl4 de A. ferrooxidans. Los productos de la
reaccion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1, estindar de peso molecular
y los numeros de la izquierda indican el tamaiio en pares de bases (pb). 2, amplificado con los
partidores P14NTER-Ndel/P14CTER-XholHT. B, sobreexpresion in vivo del gen pl4 en E. coli.
La cepa MA14H (a, b) que lleva el vector con gen p/4 o de la cepa PR2 (c, d) que lleva el vector
sin inserto se crecieron hasta que alcanzaran una DOgy = 0.6. Seguidamente éstas se crecieron
en presencia (b, d) o en ausencia (a, ¢) de 1 mM IPTG por 2 h. Muestras de proteinas totales se
separaron mediante electroforesis de poliacrilamida-SDS al 15% y se tifieron con azul de
Coomassie. La punta de flecha indica la posicion de migracion de la proteina P14.
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3.2.2. Andlisis de la actividad tiosulfato cianuro:azufre transferasa de la

proteina P14r

La capacidad de transferencia del azufre sulfano del tiosulfato al cianuro de la
proteina P14 recombinante (P14r) se determino segun la metodologia descrita por Ray y
col., (2000) en extractos crudos de E. coli sobreexpresando P14r. Los extractos crudos
de las cepas MA14H que lleva el vector con el gen p/4 y la cepa control que lleva el
vector sin inserto inducidas con IPTG (aproximadamente 1 pg de proteinas) se utilizaron

para medir actividad tiosulfato:cianuro azufre transferasa o rodanasa (Figura 21).
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Figura 21. Analisis funcional del gen pl4 de A. ferrooxidans. La columna a corresponde a la
actividad rodanasa en extractos crudos de las células MA14H (vector con el gen pi4 )y b al
control (vector). Ambas cepas se crecieron hasta fase exponencial y se indujeron 2 h con 1 mM
IPTG.
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El ensayo se realizé a 30°C y la actividad detectada en la cepa MA14H fue casi el
doble que de la cepa control (0.509 vs 0.274 pmoles SCN/min/mg de proteina). Por lo
tanto, el gen pl4 codifica para una proteina funcional con actividad rodanasa, pero en
comparacion con los niveles observados con la rodanasa GIpE de E. coli fue menor (Ray
y col., 2000). En conclusion la proteina P14 podria ser la responsable de la actividad
rodanasa detectada en esta tesis en los extractos crudos de A. ferrooxidans ATCC 19859
crecido en azufre, ion ferroso y pirita, o las reportadas por Tabita y col., (1969) y

Gardner y Rawlings (2000).

3.3.Una proteina de 33 kDa (P33) se induce cuando A. ferrooxidans

ATCC 19859 crece en tiosulfato

En estudios previos a esta tesis, Osorio y col., (1993) compararon la expresion de
proteinas cuando A. ferrooxidans crece en azufre en comparacion a ion ferroso mediante
geles 2D (Osorio y col., 1993). De igual modo, mediante geles 2D analizamos la
expresion de proteinas de 4. ferrooxidans y detectamos la induccion de la expresion de
una proteina de 33 kDa (P33) de peso molecular cuando crece en tiosulfato en
comparacién 2 ion ferroso (Figura 22A y B). La secuencia aminoacidica del extremo
amino terminal de esta proteina se determiné mediante microsecuenciacion de Edman y
fue el siguiente: ADMGWNGKAEAPRYQEQVFPPW, Los niveles de expresion de esta
proteina se estimaron mediante el uso de un escaner y un programa para analisis de
imagenes. Los niveles de expresion de la proteina P33 fue 5 veces mayor cuando la

bacteria crece en tiosulfato que cuando lo hace en ion ferroso (Figura 22C).
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Figura 22. Induccion de la expresion de la proteina P33 cuando A. ferrooxidans crece en
tiosulfato. Las proteinas totales de las células crecidas en ion ferroso (A) o en tiosulfato (B) se
separaron mediante 2D-NEPHGE con un gradiente de pH entre 3.0 (a la derecha del gel) y 10.0
(a la izquierda del gel), y las proteinas se colorearon con azul de Coomassie. En el panel Ay B
s6lo se muestra parte del gel 2D en que migra la proteina P33 (6valo). En el recuadro se indican
los primeros aminoacidos del extremo amino terminal. Los niimeros a la izquierda de los geles
indican los pesos moleculares estdndares en kilodaltons. En C se muestra la cuantificacion de la
expresion de la proteina P33. Los valores son relativos al ion ferroso (100%).
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3.3.1. Blsqueda del gen p33 en el genoma de 4. ferrooxidans ATCC

23270

Con la finalidad de identificar el gen que codifica la proteina P33, se realizé un
tBLASTN entre la secuencia del exiremo amino terminal y el genoma de A
ferrooxidans ATCC 23270. Mediante este procedimiento ubicamos un marco abierto de
lectura que codifica para una posible proteina de 336 aminoacidos (Figura 23A). La
secuencia del extremo amino terminal obtenida por secuenciacién de Edman de la
proteina P33 extraida de los geles presentd un 100% de identidad con una secuencia
(Figura 23A, en rojo) al interior de la encontrada en ¢l genoma de la cepa de 4.
ferrooxidans ATCC 23270. El extremo amino terminal de la proteina P33 se inicia con
una alanina en vez de metionina, lo que nos sugirié la presencia de un péptido sefial.
Para confirmar esta aseveracion analizamos la secuencia amino terminal de esta proteina
mediante el programa SignalP el cual predijo el sitio de corte en AQAYADM. El analisis
de la secuencia confirmé la presencia de un péptido sefial de 27 aminoécidos y el sitio de
corte predecido coincidié con el obtenido mediante microsecuenciacion de Edman. Este
péptido sefial presenta todas las caracteristicas de uno que seria reconocido y procesado
via Sec (Figura 23A; Pugsley, 1993).

El andlisis mediante el programa BLASTP de la secuencia aminoacidica de la
proteina P33 con otras proteinas del banco de datos revelo la presencia en la proteina
P33 de un dominio de unién a sulfato/tiosulfato (Figura 23B) y que presenta un 31% de
identidad v 44% de similitud con una proteina de union a sulfato (Sbp) de Nostoc sp., ¥

valores parecidos con otras proteinas de unidn a sulfato/tiosulfato de otros organismos.
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Por lo tanto, podemos concluir que 4. ferrooxidans presenta una proteina de 33 kDa
similar a una proteina de union a sulfato/tiosulfato (Sbp), que se induce cuando la
bacteria crece en tiosulfato en comparacion a ion ferroso. La proteina P33 ademas
presenta 26% de identidad y 41% de similitud con la proteina de unién a sulfato (Sbp)

de Salmonella typhimurium.

A
atgaaaaaaagtaaaacgctgcaagtcgctaccgtagetgecagte
M KK s K T L @V ATV A AV 15
1 2
gcatccttgetgttcectgeggagtageecgeccaggecgeggatatyg
A'S'T'Lt r c 8 v o 8NgAlA DM 30
3 4
ggatggaacggaaaagccgaggctcccegttatcaggagecaggtyg
G W N G K A E A PR Y Q E Q V 45
5
tttcecgeectggcaacatggtgaaaacaatcccgegatceccateag
F P P W Q H G E N NP A I H Q 60

ggcctggagttcacggtcceccgaagtegatgatectggeggactte
G L E F TV PEVDDULA ATUD F 75

cacggctccatagacaatccgecaactcacgatttttgtgggegge
H G S I DNUPOQIULTTIVFV G G 90

aattactacttcgccatggctccgetggtaaaagectttgaaaag
N Y ¥ F A M A P L V KA VF E K 105

gaatacccggctctcececgggggaagatcectactacgagacgttgecg
E Y P A L R G K I ¥ Y E T UL P 120

cccggcatccetgatcaagcagatgaagcagggtggcaccatcace
P 6 I LI K QM KOQ G G T I T 135

atcggcaacatgacgtggaccgtcaagecccgatgtetatgetgece
I G NM T W TV K P D V Y A A 150

gggctgaagaaagtgaacgccttcatcaaggaaggtttgttgecag
G L K K vV N A F I KE G UL L Q 165

ggtcctgeggtgecttatgtcaccaatgatctgaccatcatgatce
G P AV P Y V T NDULTTIMI 180
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ccgaaaggcaaccccegeccacattaccggactccaggatectggge
P K G N P A HI TG UL Q D L G 195

aagcccggtgtgegtttatccatgeccaateccecgectgggaagge
K P G V R L 8 M P N P A W E G 210

gtcgccagacagatcaaaatgtctectgaccaaggetggeggeeck
vV A R Q I KM S L T KA AG G P 225

gcgctggagaaaatggtgtacgacaccaaagtcaagaacggggaa
A L E KMV Y D T K V KN G E 240

acgatcctcacccatatccatcategtcagacgeegetettectg
T T L T H I H H R @ T P L F L 255

atgcagggcctcgectgacgegggggtaacgtggaaateggaageg
M @ G L A DA GV T WK sSs E A 270

atcttecaggaacaggcggggcaccccattgecaacgteccgate
I F Q E Q A G H P I A NV P I 285

cccgegaaggacaacaccacggegatcectatgettecgeegtagte
P A K DN TTATI Y A 8 A V V 300

aagggcgcggcgcatcccaagtgggectaaggactgggtgaatttt
K G A A H P K W A KD WV N F 315

ttgaagtcacccaccgccttgecagatctttgagecactacggttte
L K 8 P TAULGQTIUFEUHY G F 330

aagccgtacacgggcaaataa
K P Y T G K * 336

Putative conserved domains have been detected
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Figura 23. A, Secuencia génica de la proteina P33 de A. ferrooxidans. En la secuencia de la
proteina P33 se indica subrayado el péptido sefial de 27 aminoacidos. En este péptido sefial se
indican (en gris) con 1, los residuos cargados positivamente; 2, la region con residuos
hidrofobicos; 3, un residuo de Glicina y 4, la secuencia consenso de corte (Ala/Gli/Ser)-X-
(Ala/Gli/Ser) de la peptidasa. La flecha indica el sitio de corte del péptido lider. La secuencia del
extremo amino terminal de la proteina madura coincide con la obtenida a partir de la proteina
P33 mediante microsecuenciacion. Esta se indica en rojo y se marca con el namero 5. En la
secuencia nucleotidica se indica el posible codon de inicio (en verde) y de término (en rojo) de la
traduccion. B, la proteina P33 presenta un dominio de union a sulfato.
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3.4. Anilisis del contexto genomico de la proteina P21 en el contig 7916

Cuando se analizo la region colindante al gen p2/(ORFS5) en el genoma incompleto
de A. ferrooxidans ATCC 23270, identificamos varios posibles ORFs relacionados con
el metabolismo del azufre (Figura 24). Entre los ORFs que se localizan rio arriba del gen
p21 tenemos el ORF4 (toxI) que codificaria para una proteina que presenta un 52% de
similitud con la subunidad Dox-D de la oxidasa terminal de Acidianus ambivalens
(Purschke y col., 1997) y una proteina de unién a sulfato/tiosulfato (ORF3). Estos
posibles genes juntos con los ORF1, ORF2 y ORF6 aparentemente forman un grupo de
genes que se transcribirian en la misma orientacion. Por otro lado, en sentido divergente
al “cluster” del gen p2] se encuentran un posible gen (ORF7) que presenta elevada
similitud con una tioredoxina de posible localizacién periplasmica, que conjuntamente
con los ORF8 (tox2) y ORF9 se transcribirian ‘en la misma direccion. Al comparar la
secuencia aminoacidica del ORFS8 con las disponibles en los bancos de datos nos mostré
que ésta presenta un 51% de similitud a la subunidad Dox-D de la oxidasa terminal de 4.
ambivalens. Por lo tanto, en esta region existen dos posibles genes que codificarian para
dos proteinas similares a la subunidad Dox-D de la oxidasa terminal de 4. ambivalens.
El porcentaje de similitud entre Tox1 y Tox2 fue de un 79% y sus pesos moleculares
calculados son de 39.0 y 40.3 kDa. El tamafio de estas proteinas es de alrededor al doble
de la correspondiente a Dox-D (20.4 kDa) de 4. ambivalens. Cuando se realizé €l

alineamiento entre Toxl, Tox2, la subunidad Dox-D de 4. ambivalens y otras

relacionadas, éstas s6lo alinearon con la regién amino terminal de Tox1 y Tox2.
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A
cdt sbp1 tox1 p21 trx tox2 sbp2
1kb
B
. - PM Dominio . . Localizacion subcelular
ORF  Designacion (kDa) p!/ ™ Posible funcion predecida
1 cdt 44.6 6.54 9 Transportador C4-dicarboxilato Membrana
2 orf2 26.2 6.18 1 No conocida -
3 sbpl (p33) 339 877 0 Proteina que une tio/sulfato Periplasma
4 tox] 390 932 5 Subunidad de oxidasa terminal Membrana
5 p21 209 9.8 0 Proteina similar a rodanasa Asociada a membrana interna
6 orfb 14.3 4.75 0 Proteina hipotética -
7 trx 186  8.97 0 Tioredoxina Periplasma
8 tox2 40.3 9.75 5 Subunidad de oxidasa terminal Membrana
9 shp2 339 B8.04 1 Proteina que une sulfato/molibdato Periplasma
10 orfl0 31.8 848 3 No conocida -

Figura 24. A, Representacion esquematica de la region del contig 7916 que contiene al grupo de
genes que rodea al gen p2] de A. ferrooxidans. En negro las regiones codificantes para posibles
péptidos sefiales que serian reconocidos por el sistema Sec. Los colores de los ORF indica
posibles unidades transcripcionales. B, Algunas propiedades de los ORFs presentes en esta
region. Los programas usados para determinar las propiedades de los productos génicos se
indican en los Materiales y Métodos.

De gran interés es que la secuencia aminoacidica correspondiente al ORF3 (sbp/)
fue la misma que la proteina P33 ya descrita en la seccion 3.3 de esta tesis (Figura 23A).
Ademas el ORF9 (sbp2) también codifica para una proteina de union a
sulfato/molibdato. Entre la proteina P33 (Sbpl) y la Sbp2 existe un 73% de identidad y

un 84% de similitud. En conclusion, en esta region analizada y anotada del contig 7916
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se localizan muy proximos los genes de las proteinas P33 y P21 que se inducen cuando
A. ferrooxidans crece en tiosulfato y ademds existen otros genes relacionados con el
metabolismo del azufre (Ramirez y col., 2002).

Por otro lado, los ORFs que codifican para las proteinas P14 y P16 se encuentran
localizados en diferentes contigs (7920 y 7913) de la secuencia del genoma inconcluso
de A4. ferrooxidans ATCC 23270, y el contexto génico es completamente distinto al
observado alrededor del gen p21 (Figura 25). Resulta de interés mencionar que los dos
posibles marcos abiertos de lectura rio arriba del gen pl/6 codificarian para una
tioredoxina y una glutaredoxina periplasmicas.

En experimentos paralelos a esta tesis, se aislé un fragmento cromosomal de 2991
pb a partir del DNA genomico de 4. ferrooxidans ATCC 19859, el cual se clonod y
secuencid. Estos resultados mostraron que la secuencia nucleotidica del gen p2/ y su
péptido sefial y los ORFs correspondientes a la tioredoxina y Ia subunidad de la oxidasa
terminal presentes rio abajo y rio arriba del gen p2/ resultaron ser las mismas que las
obtenidas a partir del genoma secuenciado disponible en internet de la cepa ATCC

23270 (resultados no mostrados). Estos datos demuestran la gran similitud existente

entre estos genes en las dos cepas de A. ferrooxidans.
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A
Contig
7916 !
cdt Shpl toxi p21 trx tox2
»33)
B
Contig
7920
5-10 mthfr  sahch sams sk pl4 ef 2,3 bfgk
C
Contig
7913
id trx gtx pl6 acrl acr2 acr3 ir

Figura 25. Representacion esquemadtica comparativa de los contextos genémicos que rodean a
los genes p2i, pi4 y pl6 similares a rodanasas de A. ferrooxidans (en A, B y C en color
amarillo). Los ORFs con los mismos colores representan a genes con elevada similitud entre
ellas. En A, se muestra en color rojo dos ORFs (fox/ y tox2) similares de una subunidad de
oxidasa terminal y en azul dos ORFs (sbpl y sbp2) similares a proteinas de union a sulfato. En
B, contexto genomico de la proteina P14. En C, el contexto genoémico de la proteina P16. Los
programas usados para determinar las propiedades de los productos génicos se mencionan en
Materiales y Métodos. Se indica en negro las regiones codificantes para posibles péptidos
seflales que serian reconocidos por el sistema Sec. 35, 10-mthf, 5,10-metileno tetrahidrofolato
reductasa; sahch, S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa; sams, S-adenosilmetionina sintetasa; sk,
azucar quinasa; gf, glicogeno fosforilasa; 2 3-bfgk, 2,3-bifosfoglicerato quinasa; amid, N-
acetilmuramoil-L-alanina amidasa; trx, tioredoxina; gtx, glutaredoxina, acrl, acr2 y acr3, genes
de resistencia a acriflavina; #r, regulador transcripcional.
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4. DISCUSION

4.1. La oxidacion del tiosulfato en Acidithiobacillus ferrooxidans

Considerando que el tiosulfato es uno de los intermediarios mds importantes de la
oxidacién de los CIARs, la comprension de sus vias de oxidacion y de sus componentes
genéticos y moleculares resultan de sumo interés para entender la natulaleza
quimiolitotréfica y acidéfila de 4. ferrooxidans, En este sentido, el aporte de diversos
estudios sobre la oxidacion del tiosulfato a través del sistema Sox presente en algunos
tiobacilos neutréfilos y en bacterias fototréficas ha significado una importante
contribucion {Friedrich, 2001; Kappler, 2001). Sin embargo, hasta la actualidad estos
genes no han sido encontrados en 4. ferrooxidans, lo que sugiere que la oxidaxion del
tiosulfato podria ser distinta en este microorganismo. La ausencia del grupo de genes sox
en el genoma de Sulfolobus solfataricus (She y col., 2001), una arquea acidéfila que
oxida facultativamente azufre elemental, sugiere que el mecanismo de oxidacion del
azufre en S. swulfataricus podria ser similar al de A ferrooxidans, ya que estos
microorganismos también son aciddfilos y pueden oxidar tiosulfato o sulfuros como
fuente de energia.

En este contexto es posible que las proteinas pertenecientes a la superfamilia de las
tiosulfato azufre transferasas puedan cumplir un rol vital en el metabolismo del
tiosulfato en A. ferrooxidans. Los resultados obtenidos en esta tesis revelan que A.

Sferrooxidans posee varios genes que codifican para azufre transferasas y entre éstas
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existe una de 21 kDa de peso molecular que se induce cuando la bacteria crece en

tiosulfato y otros CIAR en comparacién a ion ferroso.

4.2. Participacion de la proteina P21 en el metabolismo del tiosulfato

La existencia en A. ferrooxidans ATCC 19859 de una proteina similar a una
tiosulfato azufre transferasa que se exporta y cuya sintesis se regula dependiendo del
sustrato oxidable en el cual crece la bacteria resulta de especial interés, considerando la
propuesta de que la oxidacioén de la pirita generaria tiosulfato como uno de los productos
intermediarios principales (Schippers y Sand, 1999). Por otro lado, se ha demostrado que
A. ferrooxidans genera tiosulfato cuando crece en un medio con azufre elemental
(Shrihari y col., 1993). Esto explicaria la induccion de la proteina P21 cuando las células
crecen en azufre elemental. El tiosulfato producido a partir del azufre y el sulfito
mediante reaccion quimica entre cllos, permitiria el crecimiento de las células
plancténicas no unidas al sustrato sdlido. Si la proteina P21 participara en el
metabolismo del tiosulfato, se esperaria un incremento de la expresion de esta proteina
cuando la bacteria crece en pirita, tiosulfato o azufre, tal como lo hemos demostrado en
este estudio. La ausencia de represion de la sintesis de P21 cuando 4. ferrooxidans crece
en pirita en comparacion a ion ferroso fue un resultado inesperado. Sin embargo, esto se
explicaria porque durante el ataque a la pirita solamente pequefias cantidades de ion
ferroso se hallarian libres. Esta hipdtesis se ve reforzada por el hecho de que los niveles
de P21 disminuyen drasticamente cuando hay altas concentraciones de ion ferroso en el

medio (Tabla 4).
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Tabita et. al. (1969) reportaron la purificacién parcial de una rodanasa de A.
ferrooxidans la cual presenta una actividad azufre transferasa 6ptima en un rango de pH
de 7.5 a 9.0. Recientemente, Gardner y Rawlings detectaron actividad tiosulfato:cianuro
azufre transferasa en células enteras y extractos crudos libres de células de A.
Jerrooxidans, A. thiooxidans, y A. caldus en tanto que esta actividad no se encuentra en
L. ferrooxidans, ya que este microorganismo es capaz de oxidar solamente ion ferroso o
el hierro presente en la pirita, pero no el ion sulfuro de este mineral (Schippers y Sand,
1999; Sand y col., 2001). Estos resultados apoyan la idea de la participacion de una
rodanasa en la oxidacién de CIAR. Sin embargo, los estudios de Gardner y Rawlings
(2000) demuestran que los niveles de actividad rodanasa en A. ferrooxidans son
similares en células crecidas en ion ferroso o tetrationato. En nuestro laboratorio también
hemos medido esta actividad en extractos crudos de células de 4. ferrooxidans ATCC
19859 crecido en azuftre, ion ferroso o pirita, obteniéndose resultados similares (Figura
16). Los niveles obtenidos por nosotros fueron similares a los reportados por Tabita y
col., (1969) (0.250 uMoles SCN/min/mg de proteina). Por lo tanto, éstos son claramente
diferentes de los esperados si los niveles sintetizados de P21 en las células crecidas en
ion ferroso o azufre fueran responsables de la actividad rodanasa observada. Esto
significaria que la proteina P21 no utiliza el cianuro como aceptor tiofilico o que la
proteina P21 realiza su actividad azufre transferasa a pHs acidos en los cuales el cianuro
no se halla disponible. Si la proteina P21 no es la enzima responsable de la actividad

tiosulfato:ciamuro azufre fransferasa detectada en los extractos crudos de A.

ferrooxidans, entonces debe existir otra(s) proteina(s) responsable(s) de esta actividad.
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Una de ellas podria ser la que fue purificada parcialmente por Tabita y col., (1969). La
expresion de las rodanasas citoplasmaticas en otros organmismos han mostrado ser
constitutivas (Chandra y Friedrich, 1986; Friedrich, 1998). Por esta razon, existe la
posibilidad de que la actividad medida por Gardner y Rawlings mayoritariamente
corresponda a una rodanasa citoplasmatica.

El analisis comparativo de la secuencia de aminoacidos de la proteina P21 con ofras
tiosulfato azufre transferasas cuyas actividades han sido demostradas in vifro, muestra
una significativa similitud con estas (42%). La proteina P21 presenta ademas el dominio
rodanasa tipico de esta familia de proteinas que contienen los motivos estructurales
altamente conservados CH2A, CH2B y un posible sitio active con una Cys-119 (Figura
8). Asimismo, las proteinas P14 y P16 también presentan conservados los motivos del
dominio rodanasa. Sin embargo, estas dos proteinas carecen de péptido sefial, lo que
sugiere su localizacién en el citoplasma. Por este motivo, las actividades
tiosulfato:cianuro azufre transferasas anteriormente descritas en 4. ferrooxidans podrian
corresponder a éstas proteinas (Tabita y col.,1969). La existencia de una familia de
proteinas con dominios de tipo rodanasa estd bien documentada (Koonin y col., 2000).
Por ello no se puede descartar la posibilidad que las proteinas P14 y P16 correspondan a
otras proteinas bacterianas cuya funcién, estaria relacionadas por ejemplo, con la
respuesta al stress.

Resulta de interés mencionar que la mayoria de las rodanasas bacterianas descritas
presentan un punto isoeléctrico entre 4 y 5 y sus pesos moleculares varian entre 12,000-

35,000 Daltons (Tabla 5). Sin embargo, el punto isoeléctrico de la proteina P21 madura

observado en los geles 2D y el calculado (9.18) mediante el programa ProtParam nos
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indicaba que estos valores no correspondian al comun de la rodanasas descritas en otros
organismos. Este valor es similar al de otras proteinas basicas presentes en el periplasma

acido de esta bacteria, tal como es el caso de la rusticianina.

Tabla 5. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de varias proteinas
bacterianas que presentan uno o mas dominos rodanasa

ORGANISMO Peso Molecular  Punto isoelectrico (pJ)
(Dalt)
P21 de A. ferrooxidans 20915 9.18
Mycobacterium tuberculosis 33320 5.00
Streptomyces coelicolor 28986 4.81
Azotobacter vinelandii 29629 5.37
Saccharopolyspora erythraea 31424 4.80
Synechococcus sp. 35114 9.40
Sud de Wollinella succinogenes 16392 7.76
GIpE de E. Coli 12082 449
SseA de E. Coli 37003 4.99
Bacillus firmus 34287 498
Deinococcus radiodurans 32270 4.89
Corynebacterium glutamicum 25084 4.70

La ausencia de actividad rodanasa in vitro para la proteina P21 en nuestros ensayos
se puede deber a que el pH optimo de la proteina corresponda al existente en el
periplasma de A. ferrooxidans. Las condiciones del pH (7.5 a 9.0) del ensayo estandar
para la actividad rodanasa pueden no ser las adecuadas para medir la posible actividad
azufre transferasa de la proteina P21. Por otro lado, la disminucion del pH a rangos de
3.0 - 4.0 no nos permitié el uso del cianuro como aceptor del azufre sulfano del
tiosulfato. Alternativamente, la ausencia de actividad rodanasa de la proteina P21 se

podria deber a la falta de otros polipéptidos necesarios para su actividad, como ocurre
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con el complejo de oxidacién del tiosulfato tipo Sox descrito en P. versutus (Friedrich,
1998). El hecho que la proteina P21 de 4. ferrooxidans no se libere del periplasma
mediante shock osmético nos indica que podria estar asociada a la membrana, sola o con
otras proteinas formando complejos. Esta aseveracion se sustenta en los reportes de Ohy
Suzuki (1977) quienes purifican un complejo multienzimatico asociado a la membrana
que participa en la oxidacién del tiosulfato en Starkeya novella (ex-Thiobacillus
novellus). Nuestros resultados demuestran que al menos el 50% de la proteina P21 se
halla asociada a membrana interna (Figura 15). Precisamente Ogata y Volini (1990)
demostraron que la rodanasa mitocondrial de bovino se halila asociada al menos en parte
a la membrana mitocondrial formando un complejo multiproteico que seria el
responsable de la generacién de los centros de hierro-azufre. La proteina P21 podria
interactuar con otros polipéptidos mediante los dominios estructurales CH2A y CH2B a

los cuales se les asigna dicha funcién (Fauman y col., 1998; Ray y col., 2000).

4.3. ;La proteina P21 forma parte de un centro redox?

Los estudios de una proteina de bajo peso molecular de Wolinella succinogenes
demuestran que ésta presenta un dominio similar a rodanasa y que actla como una
sulfuro deshidrogenasa periplasmica (Kreis-Kleinschmidt y col., 1995). Esta proteina
emplea la misma cisteina de su sitio activo tanto para la transferencia de aniones como
para su actividad hidrolasa (Kreis-Kleinschmidt y col., 1995). Esto sugiere la posibilidad
de que las proteinas similares a rodanasas pueden participar en una funcién redox,
similar a la de las tioredoxinas. Esta posibilidad se ve reforzada por la presencia en el

extremo carboxilo terminal de la proteina P21 de un posible motivo conteniendo
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cisteinas: Cysigo-Xo-T1p172-X»-Cys17s. Esta cisteinas podrian estar involucradas en la
union de un centro de hierro-azufre (Figura 19 y 26) presente en proteinas involucradas
en ¢l iransporte de electrones (Berks y col., 1995). Por otro lado, es posible atribuirle a
la proteina P21 de A. ferrooxidans una actividad redox de ditiol-disulfuros anéloga a la
descrita en W. succinogenes. Por otra parte, se ha descrito que las proteinas similares a
rodanasas también podrian cumplir muchas otras actividades cataliticas, entre ellas: 1)
en la destoxificacién de compuestos téxicos tales como el arsenito (Wysocki, 1997), el
cianuro (Dooley y col., 1995) y del ion sulfuro (Picton, 2002) mediante la transferencia
de aniones o reduciéndolos; 2) una actividad chaperona que permitiria una mayor
eficiencia en el ensamblaje de los complejos hierro-azufre que contienen algunas

proteinas (Koonin y col., 2000).

Cys-?

[3Fe-4S]
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Figura 26. Posible motivo con cisteinas Iocalizado en el extremo carboxilo terminal de la
proteina P21 que podria estar involucrado en la unién de un centro de hierro-azufre (Berks y
col., 1995). Este centro se encontraria unido por tres cisteinas, dos de las cuales podrian ser las
Cys-169 y Cys-175, en tanto que la tercera podria ser la Cys-119 u otras presentes en la proteina
P21.
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4.4.La proteina P21 conserva la estructura tipo rodanasa del sitio

catalitico

Recientemente Spallarossa y col., (2001) al analizar comparativamente la estructura
cristalina de la rodanasa GIpE de E. coli han descrito que el sitio de la catalisis se halla
en un “loop” formado por 6 aminoacidos, entre los cuales se encuentra la cisteina 65.
Este “loop” se forma entre la hoja PD y la a-hélice D que forman parte del sitio
catalitico descrito anteriormente por Fauman y col., (1998). Para dilucidar si la falta de
actividad rodanasa de la proteina P21 en nuestros ensayos se debe a algin cambio
importante en la estructura del sitio catalitico, realizamos el alineamiento entre la
estructura de la proteina GIpE existente en el banco de datos (MMDB Id: 18023 PDB
Id: 1GNO) y la secuencia aminoacidica de la proteina P21 mediante el programa Cn3D
(Hogue, 1997) (Figura 27A). Como se observa en la parte B y C de la figura 27, los
aminoacidos del sitio catalitico de la proteina P21 son similares a los existentes en la
proteina GIpE. Por lo tanto es posible que la proteina P21 también tenga actividad azufre
transferasa y que esta no se pueda medir con los métodos estandares al pH en el cual la
proteina P21 es activa y ademas soluble. Esta aseveracion se ve reforzada por nuestra
observacion de que la P21 precipita in vitro a pHs mayores de 7 (resultados no
mostrados).

La similitud estructural entre la rodanasa GIpE y la proteina P14 fue mas
significativa (datos no mostrados). Cabe resaltar que los pesos moleculares y los puntos
isoeléctricos entre ambas son cercanos (GIpE PM: 12 kDa y pl 4.49 y P14 PM: 14.5 kDa

y pl 4.84). Ademas ninguna de ellas presenta péptido sefial, carecen de la insercion de




Discusién 101

24 aminoacidos PTYHDFFCGVHSNKHVCTGRGWQR y del motivo con cisteinas
presente en el carboxilo terminal de la proteina P21. En conclusién estas dos secuencias
podrian ser vitales para la estabilidad y actividad de la proteina P21 a pHs 4cidos como

en que se encuentra en el periplasma de 4. ferrooxidans.
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Figura 27. Analisis estructural comparativo entre la rodanasa GlpE (MMDB Id: 18023 PDB Id:
1GN0) de E. coli y la secuencia aminoacidica de la proteina P21 de A. ferrooxidans. A,
Alineamiento entre la estructura tridimensional de la rodanasa GIpE de E. coli con la secuencia
aminoacidica de la proteina P21. Este alineamiento estructural se realizé con el programa Cn3D
(Hogue, 1997). B, region del alineamiento estructural entre GIpE y P21. Se muestra el “loop”
que conforma el sitio catalitico con la Cys-65 conservada. Este loop se forma entre la hoja D y
la a-hélice D (Spallarossa y col., 2001). En C se presenta el alineamiento de los aminoacidos
que incluye la comparacion estructural en B. En rojo lo aminodacidos idénticos y en azul los
similares. El rectangulo de lineas entrecortadas corresponden a los aminoécidos que conforman
el “loop” que incluye la Cys-65 conservada responsable de la catalisis.
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4.5. Asimilacién de sulfato y/o tiosulfato por A. ferrooxidans

El hecho que hayamos detectado una proteina de 33 kDa similar a proteinas de unién
a sulfato/tiosulfato (Sbp) cuando 4. ferrooxidans crece en tiosulfato en comparacion a
ion ferroso resulta de especial interés para el entendimiento del metabolismo del
tiosulfato en este microorganismo. El hecho que una proteina Sbp se induzca cinco
veces en tiosulfato en relacién a ion ferroso nos hace plantear la pregunta de jpor qué la
bacteria requiere asimilar mayor cantidad de azufre en forma de sulfato o tiosulfato
hacia el medio intracelular cuando crece en tiosulfato?. Es posible pensar que la
biosintesis de aminoicidos azufrados como la cisteina se incremente, ya que éste
aminoécido es muy importante en muchas enzimas que participan en la oxidacion de
compuestos azufrados, como lo es el caso de la polisulfuro azufre transferasa Sud de
Wolinella succinogenes (Klimmek y col., 1999), la proteina SoxY de P. pantotrophus
GB17 (Quentmeier y col., 2001), y otras relacionadas (Raina y Missiakas, 1997,
Friedrich y col., 2000, Appia-Ayme y col, 2001). Las Sbp que participan en el
transporte de sulfato y tiosulfato en bacterias han sido caracterizadas en E. coli (Sitko y
col., 1995; Sekowska y col., 2000) y Salmonella typhimurium (Pflugrath y Quiocho,
1985; Pflugrath y Quiocho, 1988). Esta proteina peripldsmica participa en el transporte
activo del sulfato desde el periplasma hacia el medio intracelular. Su estructura cristalina
es conocida e indica que consiste de dos dominios globulares elipsoidales similares y
entre ellos se encuentra la hendidura que une el sulfato. El sulfato se une a los residuos

localizados en la hendidura s6lo mediante puentes de hidrégeno (Pflugrath y Quiocho,

1985). Por otro lado, se ha descrito que E. coli posee dos sistemas para el transporte del




Discusion 104

tiosulfato. El gen cysP que codifica para una proteina de unién a tiosulfato (CysP) y el
operdn cysUWA para el sistema de transporte de sulfato/tiosulfato asociado a la
membrana (Sekowska y col., 2000). El fracaso en aislar mutantes defectuosos en el
transporte de sulfato y el fenotipo protétrofo de los mutantes cysP en E. coli, sugiere que
ambos sistemas pueden transportar indistintamente tiosulfato o sulfato (Sirko y col,
1995). El alineamiento multiple entre la P33 (Sbpl) de 4. ferrooxidans y otras proteinas
relacionadas muestra que de los 6 aminoédcidos involucrados en la unién del sustrato sélo
uno se halla conservado (datos no mostrados). Por lo tanto, en esta clase de proteinas
seria mas importante la conservacién de la naturaleza de los residuos que unen el
sustrato para mantener su especificidad en el transporte del sustrato.

Otra hipétesis que no se puede descartar en relacion a las funciones de las proteina
P21 y P33, es que cuando crecemos 4. ferrooxidans en los medios de cultivo con azufre
y en los CIAR, es posible que la bacteria esté en condiciones limitantes de sulfato y por
esta razon se induzcan la proteina P21 y P33. Esta aseveracion podria ser cierta ya que
en la ciancbacteria Synechococcus sp. PCC 7942, Laudenbach y col., (1991) detectan la
induccién de una proteina de 33 kDa similar a rodanasa (RhdA) cuando la bacteria estd
en carencia de azufre. En el contexto genémico de esta RhdA se ubican dos ORFs que
codifican para proteinas de unién a sulfato (sbpA y sbpB). Por esta razoén, que una
proteina similar a rodanasa participe en la asimilaciéon del azufre en 4. ferrooxidans no
se puede descartar a priori. Sin embargo, esta posibilidad es poco probable ya que todos
nuestros ensayos se realizaron con las células en la fase logaritmica tardia, en la que se

espera que los niveles de sulfato en el medio se hayan incrementade como producto de

la oxidacion del azufre elemental o los CIAR. Nuestros resultados ademas demuestran
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que los niveles de la proteina P21 disminuyen cuando se incrementa el ion ferroso
(Tabla 5). Por lo tanto, existe algin mecanismo de regulacion celular dependiente de la
concentracién del ion ferroso en el medio. En conclusion es més probable que la
proteina P21 esté involucrada en la oxidacion de CIAR que en la asimilacién del sulfato
o tiosulfato.

Debido a la ausencia de un sistema genético apropiado para el analisis gendmico
funcional en A. ferrooxidans, no ha sido posible ain asignar una funcion definitiva a Ia
proteina P21 en el metabolismo del azufte. Sin embargo, considerando la proximidad al
gen p21 de genes que codificarian para un sistema de transporte de sulfato o tiosulfato
(Figura 24), la especificidad y elevados niveles de expresion de P21 en azufte,
tiosulfato, pirita y otros sulfuros metélicos, su posible localizacién asociada a la
membrana interna pero hacia el lado periplasmico y su similitud con rodanasas, esta
proteina P21 estd probablemente involucrada en la oxidacion o en la adquisicion de
compuestos azufrados. FA

En base a nuestros resultados y los antecedentes postulamos un posible modelo de
trabajo para el metabolismo del tiosulfato en 4. ferrooxidans (Figura 28). El modelo se
sustenta en que hasta Ja fecha en este microorganismo no se han encontrado los genes
sox y que por lo tanto las TST podrian estarian participando en la oxidacion de los
CIAR. El sulfato o tiosulfato seria asimilado al medio intracelular para suplir al

organismo de aminodcidos azufrados necesarios para la biosintesis de proteinas que

participan en procesos oxidativos como las TST, tioredoxinas y citocromos.
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Figura 28. Modelo de trabajo para el metabolismo del tiosulfato en 4. ferrooxidans. El tiosulfato
generado a partir de la pirita o por la reaccién quimica del azufre con el sulfito seria oxidado en
el periplasma de la célula a través de dos posibles vias: por la enzima tiosulfato deshidrogenasa
(TD) a tetrationato o por la tiosulfato azufre transferasa (TST, P21). Por otro lado el sulfato o
tiosulfato seria transportado al medio intracelular por la proteina SBP (P33) y seria utilizado en
la biosintesis de aminoacidos azufrados. TH, tiosulfato hidrolasa; SOR, sulfito oxido reductasa;
ME, membrana externa; EP, espacio periplasmico; MI, membrana interna.
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5. CONCLUSIONES

A. ferrooxidans posee una proteina de 21 kDa similar a tiosulfato:cianuro azufre
transferasa o rodanasa que se exporta y posiblemente se localiza en el periplasma.

La sintesis de esta proteina se regula en forma dependiente del sustrato oxidable en
que crece la bacteria. Se induce en pirita y otros compuestos inorgénicos de azufre
reducido y se halla ausente en ion ferroso.

La proteina P21 presenta un péptido sefial que es reconocido y procesado por el
sistema de exportacion de E. coli.

A pesar de tener las caracteristicas estructurales y la cistefna responsable de la
actividad catalitica, de las rodanasas, la proteina P21 no mostr6 actividad rodanasa en las
condiciones estandares. Esto podria deberse a que es activa solamente a pHs 4cidos
similar al periplasma de 4. ferrooxidans o que forma parte de un complejo
multienzimatico similar al sistema sox.

Existen al menos 2 genes adicionales (p/4 y pI6) similares a rodanasas en el genoma
de A. ferrooxidans.

A. ferroxidans posee un gen que codifica para una posible proteina (P33) de unién a
sulfato o tiosulfato que se induce cuando la bacteria crece en tiosulfato en comparacion a

ion ferroso. Este gen se encuentra junto con el gen p2/ en un contexto gendémico que

sugiere la participacién de ambas proteinas en el metabolismo de compuestos azufrados.
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By proteomic analysis we found 2 21-kDa protein (P21) from Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 19859
whose synthesis was greatly increased by growth of the bacteria in pyrite, thiosulfate, elemental sulfur, CuS,
and ZnS and was almost completely repressed by growth in ferrous iron. After we detexmined the N-terminal
amino acid sequence of P21, we used the available preliminary genomic sequence of A. ferrooxidans ATCC 23270
to isolate the DNA region containing the p2I gene. The nucleotide sequence of this DNA fragment contained
a putative open reading frame (ORF) coding for a 23-kDa protein. This difference in size was due to the
presence of a putative signal peptide in the ORF coding for P21. When p21 was cloned and overexpressed in
Escherichia coli, the signal peptide was removed, resulting in a mature protein with a molecular mass of 21 KDa
and a calculated isoelectric point of 9.18. P21 exhibited 27% identity and 42% similarity to the Deinococcus
radiodurans thiosulfate-sulfur transferase {rhodanese; EC 2.8,1.1) and similar values in relation to other
rhodaneses, conserving structural domains and an active site with a cysteine, both characteristic of this family
of proteins. However, the porified recombinant P21 protein did not show chodanese activity. Unlike cytoplas-
mic rhodaneses, P21 was located in the periphery of A. ferrooxidans cells, as determined by immunocytochem-
ical analysis, and was regulated depending on the oxidizable substrate. The genomic context around gene p27
contained other ORFs corresponding to proteins such as thieredoxins and sulfate-thiosulfate binding proteins,

S

clearly suggesting the invelvement of P21 in inorganic sulfur metabolism in 4. ferrooxidans.

Acidithiobacillus ferrooxidans is a chemolithoantotrophic
bacterinm that obtains its energy from the oxidation of ferrous
iron, elemental sulfur, or partially oxidized sulfur compounds
(5, 14, 19, 24, 35, 38). The ability of these and other microor-
ganisms present in their habitat to solubilize metal sulfides is
successfully applied in biomining operations {(5). Two mecha-
nisms have been proposed for the dissolution of metal sutfides:
the ditect one and the indirect one (see reference 28). In the
direct mechanism, the bacteria directly oxidize the mineral by
biclogical means, without any requirement for ferric or ferrous
ions (37).

Recent evidence favors the indirect mechanism of sulfide
dissolution (8, 28-30) by which metal sulfides arc degraded by
a chemical attack of Fe(III) ions and/or protons on the crystal
lattice (28, 29). The primary Fe(III) ions are supplied by the
bacterial exopolymers (28), where they are complexed to glu-
curonic acid residues, The mechanism of degradation is deter-
mined by the mineral structure. According to the proposed
model, the disulfides pyrite (FeS;), molybdenite (MoS,), and
tungstenite (WS;) are degraded, generating thiosulfate as the
main intermediate (30). Iron(III) ions are exclusively the oxi-
dizing agents for the dissolution. Thiosulfate would be conse-
quently degraded in a cyclic process to sulfate, with clemental
sulfur being a side product. This explains why only Fe(iI)
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ion-oxidizing bacteria are capable of oxidizing these metal sul-
fides (29).

Metal sulfides snch as sphalerite (ZnS), galena (PbS), cov-
elite (CuS), and chalcopyrite (CuFeS,)}, among others, are
degradable by iron(III) ion and proton attack. As a conse-
guence, polysulfides and elemental sulfur are the main inter-
mediates, In this case, thiosulfate is only a by-product of fur-
ther degradation steps (29).

Because thiosulfate is the key compound in the oxidation of
the sulfor moiety of pyrite, the mechanism has recently been
defined as the thiosulfate mechanism. All reactions comprising
this mechanism have been shown to occur on a purely chemical
basis {30). However, sulfur compounds oxidizing enzymes such
as the tetrathionate hydrolase of A. ferraxidans, Acidithioba-
cillus thiooxidans, or Thiobacillus acidophilis may be involved
(7,9, 10, 15, 35). In addition, enzymes for thiosulfate or sulfite
oxidation from A. ferrooxidans or A. thiooxidans may succes-
fully compete with the chemical reactions with iron(III) ions as
an oxidizing agent (30). A rhodanese activity has been previ-
ously described in A. ferrooxidans (36). This enzyme is a thio-
sulfate sulfur-transferase which breaks the S-8 bond present in
thiosulfate, generating sulfur and sulfite. Other enzymes may
also participate in the thiosulfate mechanism, such as the thio-
sulfate-oxidizing enzyme of A. ferrooxidans (33).

By using two-dimensional (2-D) polyacrylamide gel electro-
phoresis (PAGE), we have previously studied the global
changes in gene expression of A. ferrooxidans when the micro-
organism is grown on {errous iron or sulfur and have identified
some of these proteins (12, 23). To further define some of the
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components involved in the oxidation of sulfur and metal sul-
fides, we analyzed here by means of 2-D PAGE the proteins
synthesized by the bacterium when grown on Fe(II) ions, ele-
mental sulfur, pyrite, thiosulfate, ZnS, CuS, and PbS. Qur
results indicate that the synthesis of an exported rhodanese-
like P21 protein was greatly induced when the microorganisms
were grown in FeS, and other reduced inorganic sulfur forms.
Although vet to be demonstrated, this protein may be an im-
portant part of the indirect thiosulfate mechanism of dissolu-
tion of minerals and/or sulfur metabolism in A. ferrooxidans.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth conditions. 4. ferrooxidans ATCC 19859 was
grown in ferrous iron-containing modified 9K medium as deseribed previously (2,
39), and growth on elemental sulfur was done with sulfur prills (3). Pyrite {(40%
[wtfwt] Fe, found to pass a 75-pum-pore-size sieve) was kindly given to us by P.
Norris. ZaS and CuS were purchased from Aldrich and contained 28 and 125
ppm of trace iron, respectively. Growth of celis in these substrates was done in
maodified 9K medium (pH 2.5), replacing ferrous iron with 1% {wt/val) of the
corresponding metel sulfide, Growth of A. ferroexidans in thiosulfate was done in
DSMZ medinm 71 containing 20 mM thiosulfate and the following compenents
(in g liter™): KH,PO,;, 3.0; MgSO, - TH;0, 0.5; (NH,),80,, 3.0; and CaCl, -
2H,0, 0.25. The pH was kept at ¢a. 4.6 by addition of 1 M NaOH. Washed cells
(10" resuspended in 10 ml of the corresponding medium were Jabeled in the
presence of 0.1 mCi of [**S]methionine {specific nctivity, 1,087 Ci/mmol} for 40 h.
Escherichia coli BL21(DE3) containing plasmid pGZ105 with the glpE insert
coding for the E. coli thodanese {26) was 2 kind gift of T. Larson. E. coli strains
BL21{DE3) and derivatives were grown in Luria-Bertani medium (27).

2-D NEPHGE, SDS-PAGE, and autoradiography. Total cell proteins were
separated by 2-D nonequilibtium pH PAGE (2-D NEPHGE) (21}, and this was
performed as described before for 4. ferrooxidans {31) with aropholites (pH 3 to
10) from Bio-Rad. The cell samples (4 mg [wet weight] of unlabeled cells or
500,000 cpm contalned in cells labeled by growth in [*Simethionine) were
resuspended in 80 pl of sonication buffer {10 mM Tris-HC [pH 7.4], 5 mM
MgCl,, and 50 pg of pancreatic RNase per ml), sonicated, and treated with
DNase (final concentration, 50 pg/ml). The mixture was then lyophilized and
dissolved in lysis buffer as described previously (2). Sodium dodecyl sulfate
(SDS)-PAGE (18) consisted of 12.5% or 5 to 20% polyacrylamide gradients that
were stained with Coomassie blue. Autoradiography was done as described
previously (2).

Miecrosequencing of proteins extracted from 2-D gels. Proteins of interest were
recovered from Coomassie blue-stained and heat-dried 2-D gels by excising the
protein spots. After rehydration and concentration of the spots by SDS-PAGE,
the proteins were electroblotted onto a polyvinylidene difluoride (PVDF) mem-
brane (20) and subjected to microsequencing by the Laboratoire de Micro-
séquencage des Protéines of the Institut Pasteur.

Primers and PCR conditions. The oligonucleotide primers were purchased
from Genset Corporation. Teg and Pwe polymerases were from Promega and
Roche, respectively, and were used according to the manufacturer’s recommen-
dations. The cligonucleotide primer sequences were deduced from the open
reading frames (ORFs) found in the available almost finished DNA genomic
sequence of A, ferrooxidans ATCC 23270 (hutp:/fwww.tigr.org). These primers
were: P2INH2-Ndel (5-GGAGAATCATATGTTCAAGCGCCTAGCA-Y),
P21 M-Ndel (5'TGGCCTCCCATATGGACAGTGGTAACCAAG-3'), and
P2ICTER-XA0THT (5'-TCCAAACCTCGAGGATGCGCCTGCGGGTTGTC-
3.

To amplify the 21 gene, we used a two-step HotPCR protocol: 2 min at 95°C,
followed by 25 cycles at 95°C for 30 s and 72°C for 1 min, and finally 4 min at
72°C.

DNA manipulations. Restriction enzyme digestions and T4 DNA ligose reac-
tions were performed according to the manufacturer’s recommendations. Re-
combinant DNA techniques were carried out according to standard labotatory
procedures (27). The dideoxy chain termination method was employed to se-
quence DNA by using [y-PJATP and the dsDNA Cycle Sequencing System
from Gibco-BREL. The DNA sequences were compiled and analyzed with the
University of Wisconsin GCG Package (version 9.1; Genetics Computer Group,
Madison, Wis.),

p21 gene cloning and expression. We used pGEM-T (Promega) and the pET
System (Novagen). The p21 gene with signal peptide was obtained by PCR with
P2INH2-Ndel and P21CTER-XhoIHT primers corresponding to the N-terminal

APPL. ENVIRGN. MICROBIOL.

and C-terminal end sequences of P21 and containing NdeI and Aol restriction
sites, respectively. The p27 gene without leader peptide was cloned with the P21
M-Ndel and P21 XhoTHT primers. We used Pwo polymerase (Roche) and a low
number of amplification cycles to decrease the number of sequence erroxs. The
DNA fragments separated by electropheresis in 1% agarose gels were recovered,
purified with Wizard PCR Prep (Promega), and ligated to pGEM-T vector
(Promega). The ligation products were used to transform E., coli IM109. The
positive clones were analyzed by using colony PCR. Pure plasmids with inserts
were obtained by using the Wizard Plus Minipreps DNA purification system
(Promega), The DNA fragments were ligated to pET21b(+) vector {(Novagen),
both previously digested with Ndel and Xhol. The ligation products (pPR21H
and pPR2IMH vectors with or without the coding sequence for the leader
peptide, respectively) were used to transform E. coli BL21(DE3). The recombi-
nant clones were sclected on Lura-Bertani solid medium supplemented with
ampiciilin (106 pg/ml}. The induction-expression analysis was done in the pres-
ence or absence of 1 mM IPTG, added when the cultures reached an optical
density at 608 nm (ODyy,) of 0.6. Expression of the recombinant P21 (rP21) with
or without signal peptide was analyzed by SDS-PAGE of total cell extracts.

Purification of rP21. rP21 was purified under denaturing conditions as follows.
A 300-m! culture of BL21{DE3} transformed with pPR21H or pPR21MH vec-
tors was grown to an ODg, of 0.6 and induced with 1 mM IPTG (isopropyl-#-
p-thiogalactopyranaside). Cells were harvested by ceatrifugation, and the pellet
was resuspended in 30 ml of 1X binding buffer containing 5 mM imidazole, 0.5
M NzCl, and 20 mM Tris-HCE (pH 7.9). Cell disruption was performed by
sonication {six times during 30 5). After centrifugation (at 20,000 X g for 15 min),
the pellet was resuspended in 5 ml of 1X binding buffer containing 6 M urea and
incubated for 1 h in an ice bath. The sample was centrifuged (39,000 X g for 20
min), and the supernataat, previously filtered through a 0.45-wm-pore-size Mil-
lipore filter, was applied to a column containing I m! of His-nitrilotrincetic acid
resin. rP21 was eluted with 10 ml of Elute buffer containing 300 mM fmidazole,
0.25 mM NaCl, 10 mM Tos-HC! (pH 7.9), and 6 M urea. The collected fractions
(0.5 ml) were apalyzed by SDS-PAGE, Finally, rP21 containing fractions, which
were essentially free from other proteins, were pooled and renatured by removal.
of the urea in five sequential dialysis steps with 67 mM phosphate (pH 3) buffer
containing 6, 2, 1, and (.5 M urea and no urea. All dialyses were performed in the
presence of 50 mM thiosulfate and 260 mM §-mercaptosthanol.

Preparation of antibodies against ¥P21. The antisernm against (P21 was made
by immunizing intraperitoneally 8 BALB/c mouse with ca, 50 pg of rP21 (this
corresponded to one 2-D gel spot from the respective gel in each immunization).
To prepare the samples for immunization, the gel piece containing the rP21 spot
was loaded in one well of a slab gel prepared with a meltable synthetic electro-
phoresis matrix {ProtoPrep; National Diagnostics) and was allowed to rehydrate
for 1 h in 1X sample buffer diluted with 50 mM H,;B0-0.1% SDS (pH 8). After
electrophoresis the gel was stained with Coomassie blue, and the concentrated
1P21 band was excised and washed four times with distilled water. The slice
containing P21 was weighed, 1 volume {assuming 1 mg = 1 ju) of ProtoPrep
Dissolution Reagent was added, and the mixture was incubated for 1 b at 80°C
in a water bath, The melted viscous ProtoPrep mixture was then directly mixed
with 1 volume of Freund complete adjuvant {Gibco-BRL) and vortexed for 1 h
to produce an injectable emulsion with a final volume of 800 pl. Immunization
was done four times at I-week intervals. One week after the last injection, the
blood was collected from the mouse, and the serum was obtained by centrifu-
gation.

Western immunoblotting. The proteins synthesized by A. ferrooxidans when
grown in different oxidizable substrates were separated by SDS-PAGE and
electrotransferred to a PVDF membrane as already described {13). For the
antigen-antibody reaction, the membrane containing the transferred proteins
was treated with the antiserum against P21 as the primary antibody (1:2,500
dilution) and monoclonal anti-mouse antibodies conjugaled with peroxidase
{Amersham) as the secondary antibodies (1:5,000 dilution). The specificity of the
mouse anti-tP21 serum was tested with both the preimmune and the immune
sera (1:4,000 dilution) against pure rP21 and total proteins from A. ferreoxidans
and E. coli BL2I{DE3). No cross-reaction was observed with E. cofi proteins
(results not shown), while only one reacting band was detected in A. ferrooxidans
samples and no band was observed with the preimmune serum, indicating that
the sertm was monospecific. A colodmetric method was used to develop West-
ern blots as recommended by Promega. The relative intensities of the P21
protein bands in Western blots were determined by using a scanner and an image
analysis program (www.scioncorp.com).

Immunocytochemistry with thin sections and cell fractionation. Cells of A.
ferroaxidans grown in sulfur and ferrous iron were harvested by centrifegation
(10 wmin, 6,000 X g, 4°C) and washed in water {pH 1.9), and the pellets were fixed
with 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (ptH 7.0) for 2 b at 4°C.
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Afier being washed, the cells were dehydrated with an ethapol series and then
infiltrated with 1:1 Unicryl-ethanol and Unicryl pure {Energy Beam Sciences,
Inc.) for 4 It and overnight, respectively. The samples were then placed in gelatin
capsules and polymetrized for 72 h at 45°C. Thin sections were cat with a Sorval
MT-2B Ultramicrotome and collected onto nickel grids.

Ultrathin sections wete blocked overnight with 1% bovine sertm albumin
{BSA) in 20 mM Tris-HCl buffer (pH 7.6) containing 137 mM NaCl and 0.05%
Tween 20 (TBST). Sections were washed five times with TBST and incubated
with anti-rP21 antibody at a dilution of 1:50 in TBST-1% BSA for 2 h at room
temperature. Sections were washed five times in a similar manner (10 min each
time) and then incubated with goat anti-motse immunoglobulin G conjugated
with 10-nm gold particles (Sigma) at & dilution of 1:10 for 1 hin TBST-1% BSA
to aliow the detection of primary antibody binding. Thereafter, the sections were
washed five times with TBST and three times with water. Finally, the sections
were stained with nranyl acetate and viewed at 80 kV in a transmission electron
microscope (Phillips Tecnai 12).

To locate P21, we Iractionated the A, fermaxidans cells into outer-membrane,
soluble, and jnner-membrane fractions. The outer membrane was obtained as
described eartier (13). After this fractionation to obtain the outer membrane, we
defined the soluble fraction as the supematant obtained after the first centrifn-
gation at 100,000 X g for 2 h to pellet the total membrane fraction. The inner-
membrane fraction was considered to be the last supernatant obtained aiter
treatment of the total membrane fraction in the presence of 295 sodium lauryl-
sarcosinate and pelleting of the final outer-membrane preparation (13).

Determination of rhodanese activity. Rhodunese (thiosulfate-cyanide sul-
furtransferase; EC 2.8.1.1) activity was assayed with crude enzyme extracts or
with the porified recombinant protein rP21. As a compurison, we used the
recombinant rhodanese GIpE from E. coli (26). The assay was done at pH 7.5 to
8.5 essentially as described by Singleton and Smith (34} and Gardner and Raw-
lings (11}

Sequence analysis. Identity-similarity searching in databases was done by using
the BLASTP program (1) from the National Center for Biotechnology Informa-
tion (http:/fwww.ncbiolm.nib.gov) and from the unfinished 4. ferrooxidens
ATCC 23270 genome site (http:/fwww.tigr.org). Multiple alignments were per-
formed with CLUSTALW 1.8 (http=//dot.imgen.ben.tme.edu:9331/multi-align/
multi-align.html) and edited by using BOXSHADE 3.21 (http/farww.isrec.ish-sib
.ch:8080/software/BOX_form.html.). Molecular masses and isoelectric points
of ORFs were obtained by using Protparamn (http://www.expasy.ch/cgi-bin
/protparam). The possible presence of transmembrane domains in the analyzed
ORFs was analyzed by using TMPRED {http:/fwww.ch.embnet.org/software/
TMPRED), The putative functions and predicted subcellular locations of the
proteins coded by the different ORFs analyzed were obtained by using BLAST
(http:ffwww.ncbi.olm.nib.gov/BLAST).

Nucleotide sequence aecession number. The nucleotide sequence of the p27
gene is available in the EMBL database under accession no. AJ31223.

RESULTS

Pattern of global protein synthesis of A. ferreoxidans grown
with different oxidizable substrates, To characterize some of
the proteins synthesized by A. ferrooxidans when grown in
different oxidizable substrates, we employed 2-D NEPHGE
analysis of the total cell proteins stained with Coomassie blue
as shown in Fig. 1. We have previously observed that the
general pattern of protein synthesis for ferrous-iron-grown A.
ferrooxidans showed several differences compared with that
observed for the sulfur-grown bacterium (23). The differences
involved both the induction (or derepression) and the repres-
sion of the synthesis of numerous polypeptides. Based on this
previous analysis, we have chosen to study in greater detail
protein P21, indicated by the window in the gels of Fig. 1. It is
clear that P21 was entirely absent when A. ferrooxidans was
grown in ferrous iron (gel A) and was greatly induced when the
cells grew in pyrite (gel B). Rusticyanin {Rus), a protein known
to be induced by growth of the microorganism in ferrous irom,
was present in both conditions, although in larger amounts in
cells grown in ferrous iron.

INDUCIBLE A. FERROOXIDANS RHODANESE-LIKE PROTEIN

1839

FIG. 1. Induction of the expression of protein P21 by growth of A.
ferrooxidans on pyrite. Total proteins from cells grown in ferrous iron
(A) or in pyrite {B) were separated by nonequilibrium pH 2-D PAGE
with a pH gradient between 3.0 (right side of the gel) and 1.0 (left side
of the gel), and the proteins were stained with Coomassie blue. In
panel A, the window indicated by dotted lines contains an oval showing
the region where P21 migrates. In panel B, only the portion of the gel
where P21 migrates is shown. Numbers to the left of the gels indicate
the molecular mass standards in kilodaltons. Rus, the miprating posi-
tion of Rus.

The isolated p2I gene shows similarity to rhodaneses. Pro-
tein P21 was isolated from 2-1) gels and subjected to Edman
microsequencing, vielding the following amino acid sequence:
DDSGNQAAQQVLNARMEKFFADQKPYG. Using this se-
quence, we performed a tBLASTN analysis of the available
preliminary genome sequence of A. ferroaxidans ATCC 23270
(http:/fwww.tigr.org) and identified one ORF of 645 bp. On the
basis of this information, we cloned and sequenced the p21
gene from A. ferrooxidans ATCC 19859. The result of this se-
quence can be found in the database under accession no.
Al31223.

The BLASTP analysis of the amino acid sequence of P21
indicated that this protein had 27% identity and 429 similarity
to the sulfurtransferase (rhodanese) from Deinococcus radio-
durans and comparable values with those of many other rho-
daneses. The active site of the rhodanese and two character-
istically conserved motifs (CH2A and CH2B) were also present
in all of the proteins compared (Fig. 2A). Interestingly, most
described bacterial rhodaneses have an isoelectric point of 4 to
5 and various molecular masses {12,000 to 35,000 kDa). The 4.
ferrooxidans P21 thodanese-like protein has an isoelectric point
of 9.18 (without the signal peptide), which is similar to other
very basic proteins present in the acidic periplasm of this bac-
terium, such as Rus. The p2/ gene encoded a polypeptide of
215 amino acids with a putative signal peptide (Fig, 2B), sug-
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pesting that P21 is exported, possibly to the periplasm of A.
ferrooxidans. The amino-terminal sequence contains all of the
features for the gram-negative signal peptide sequence: posi-
tively charged residues at the N terminus, a stretch of hydro-

O

FIG. 2. (A) Partial sequence alignment of the P21 protein of A. ferrooxidans with those of representative sulfurtransferases. The active site and
two conserved structural motifs, designated CH2A and CH2B, are labeled. A consensus is indicated in which the active site presents a cysteine
conserved in all of the sequences shown. Rhod-Br, bovine liver rhodanese; MPST-Rn, rat mercaptopyruvate solfurtransferase; Sud-Ws, sulfide
dehydrogenase from W. succinogenes; GlpB-Ec, E. coli rhodanese-like protein; P21-Atf, putative pcriplasmic rhodanese-like pmtein P21 from A.
ferrooxidans. (B} Sequertce alignment of A. ferrooxidans proteins with similarity to rhodaneses. The P21 protein sequernce contains a 28-amino-acid
leader peptide. Within this leader peptide, indicated by the numbered lines above, are the following: the positively charged residues at the N
terminus {line 1), a stretch of hydrophobic residues (line 2), a glycy! residue at the end of this stretch (line 3}, and a consensus cleavage sequence
{Ala/Gly/Ser)-X-(Ala/Gly/Ser) (line 4). The arrow indicates the site where the cleavage of the leader peptide would occur. P14-Aff, putative
cytoplasmic rhodanese-like from 4. ferrooxidans; P16-4sf, putative cytoplasmic rhodanase-like from A. ferrooxidans. The underlined sequeace in
P21-Asf indicates a putative cysteine motif known to bind iron-sulfur clusters. Accession numbers: Sud, X81642; Rhod-Bt, M58561; MPST-Rx,
D50564; GIpE-Ec, M96795; P21-Atf, AJ312238; and P14-Asf and P16-44f, derived from the genome sequence of 4. fen'oaxtdans 23270.

phobic residues, a glycyl residue at the end of this stretch that
would allow the formation of turns, and a consensus cleavage
sequence (Ala/Gly/Ser)-X-(Ala/Gly/Ser), a motif characteristic
of those proteins transported via the Sec system (25).
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orfl >I o >I orf3 > orfd orfé} \ orf7 |< orf8 < orf9 orfl0
cdt shpi toxl Irx tox2 shp2
1kb
B
On s By 7 ity Pomietnion PO
1 cdt 446 654 9 C4-dicarboxilate transporter Membrane
2 orf2 29.7 635 2 unknown -
3 shpl 330 637 0 Sulfate/thiosnlfate binding protein Periplasm
4 fox] 39.0 932 5 Terminal oxidase subunit Membrane
5 p2l 238 936 0 Rhodanese-like protein Inner membrane bound
6 orft 143 475 0 Hypothetical protein -
7 rx 186 8.90 0 Thioredoxin Periplasm
8 fox2 403 970 6 Termingal oxidese subunit Membrane
9 sbp2 366 873 1 Sulfate/molybdate binding protein Periplasm
10 orfl0 318 848 3 unknown -

FIG. 3. (A) Schematic map of the contig region containing the putative gene cluster context around gene p2l from A. ferrooxidans. Coding
regions containing putative signal peptides for the Sec system are indicated in black. (B) Some properties of the putative ORFs present in this
region. The programs used to determine the properties of the listed gene products are indicated in Materials and Methods.

Upon analyzing the unfinished A. ferrooxidans genome se-
quence, we found that not only was the p2] gene present but so,
too, were at least two other small sequences with rhodanese-
like similarities: P14 and P16 (Fig. 2B). These two putative
ORFs did not present signal peptides, and the corresponding
putative proteins had isoelectric points of 4.8 (P14) and 9.3
(P16). It is also interesting that only P21 contained at its C-
terminal end a cysteine motif, Cys-XX-Trp-XX-Cys (under-
lined in Fig. 2B), known to bind iron-sulfur clusters (4).

Genomic analysis of the P21 region. When the regions sur-
rounding gene p21 were analyzed on the incomplete genomic
sequence of A. ferrooxidans ATCC 23270, several putative
OREFs related to sulfur metabolism were deduced. Upstream
of P21 a terminal oxidase subunit (ORF4) and a sulfate-thio-
sulfate binding protein (ORF3) were located (Fig. 3A). These
putative genes together with ORF1, ORF2, and ORF6 appar-
ently form a cluster with the same orientation. On the other
hand, a putative gene with high similarity to a periplasmic
thioredoxin (ORFE7), together with ORF3, ORF9, and ORF10,
was oriented in a divergent way from the P21 cluster. The
ORFs coding for P14 and P16 were located in different contigs
of the incomplete genome from A. ferrooxidans ATCC 23270
(contigs 7920 and 7913, respectively) and with entirely different
neighboring putative genes (not shown).

In a separate study, we also isolated a 2,991-bp chromosomal
DNA fragment from A. ferrooxidans ATCC 19859 that was
cloned and sequenced. The nucleotide sequences for the p21
gene with its signal peptide and the ORFs corresponding to
thioredoxin and the terminal oxidase subunit present down-
stream and upstream of it, respectively, were the same as those

obtained from the ATCC 23270 genomic data (results not
shown), demonstrating the great similaritly between these pu-
tative genes in the two A. ferrooxidans strains,

Analysis of the expression of P21 in A. ferroaxidans grown
under different conditions. The synthesis of the rhodanese-like
P21 appeared to be regulated by the presence of iron in the
growth medinm, with the synthesis being strongly inhibited by
an increasing Fe(II) concentration. Table 1 shows the changes
observed i proteins P21 and Rus when A. ferrooxidans grown
in elemental sulfur was supplemented with increasing ferrous
iron concentrations, A clear decrease in the levels of P21
synthesized and an increase in the levels of Rus synthesis were
observed. This suggests a functional role for P21 in sulfur
metabolism and the regulation of the expression of P21 by the

TABLE 1. Effect of ferrons iron concentration on
the expression of protein P21°

Relative level of protein (%)

Fe(II) (mM)
P2 Rus
0.5 1000 1600
5 4.4 260.8
10 27 391.3

A A ferrooxidans cells growing in sulfur medinm to which the indicated ferrous
iron concentrations and [*S]methionine were added. After 30 h of incubation
under these conditions, total cell proteins were separated by 2-D PAGE and
subjected to autoradiography, and the intensities of the spots corresponding to
the rhodanese-like protein (P21) and Rus were determined by using an image
analysis program. The positions of these two spots were identified previously by
their cobrdinates in the gels and by N-terminal amino acid sequence analysis of
the isolated spots (23).
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FIG. 4. Western blotting analysis of P21 in 4. ferrooxidans grown
under different conditions. (A) Equivalent amounts of total cell pro-
teins from A, ferrooxidans grown in ferrous iron {Jane a), elemental
sulfur (lane b), thiosulfate (lane ), pyrite (lane d), copper sulfide (lane
€), zinc sulfide (lane f), and a sample of pure recombinant P21 (2 ug)
(lane g) were separated by SDS-PAGE and were then transferred to a
PVDF membrane, followed by reaction with antisernm against 1P21
and colorimetric development as described in Materials and Methods.
(B} Quantification of the bands in panel A by using the Scion image-
processing program. The values shown are refative to those obtained in
sulfur grown cells taken as 100%.

ferrous jon concentration present in the growth medium.
When cells were grown in ferrous iron, elemental sulfur, thio-
sulfate, and different metal sulfides and their total cell proteins
were separated by SDS-PAGE, followed by Western blotting
with antiserum against rP21, the results shown in Fig. 4 were
obtained, Clearly, there was a great induction of P21 in cells
grown in pyrite (lanes d) and an almost entire lack of P21 in
cells grown in ferrous iron {lanes a), in agreement with the
results shown in Table 1. Cells grown in the presence of ele-
mental sulfur (lanes b) showed lower induced levels of P21
compared with those of cells grown in Fe§, but greater levels
compared with those of microorganisms grown in thiosulfate
(lanes c), CuS (lanes ¢), or ZaS (lanes §) (Fig,. 4).

In vivo expression and precessing of P21 from A. ferrooxi-
dans in E. coli. The expression vectors pPR21H and pPR21MH
containing the ORF corresponding to P21, with or without
leader peptide, respectively, were used to transform E. coli
BLZ21{DE3), and the overexpression of the protein was studied
in the presence or absence of IPTG as shown in Fig. 5. The
start codon downstream from the T7 promoter is overlapped
by an Ndel site (CATATG), and the genes to be cloned for
overexpression in this system are usually amplified by PCR
with a primer to introduce an Ndel site at the start of the
coding sequence. The p21 genes contained in the resulting
plasmids pPR21H and pPR2IMH were highly expressed.
About 2 h after the addition of IPTG to a mid-log-phase
culture of E. eoli BL21(DE3) carrying pPR21H, the protein
P21 synthesized represented ca. 40% of the total protein
present in crude extracts (Fig. 5).

To obtain information about the processing of the rho-
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danese-like P21 protein in E. coli BL21(DE3), total cell pro-
teins from this strain were subjected to 2-D PAGE analysis,
The overexptessed P21 from a plasmid containing the p27 gene
without signal peptide is seen in Fig. 6A. When the p2] gene
with signal peptide was overexpressed in E. coli BL21(DE3J), as
shown in Fig. 6B, two spots with apparent masses of 23 and 21
kDa were obtained. The migrations of these spots were in
agreement with the predicted sizes and isoelectric points ob-
tained for each of these proteins before and after processing to
remove the leader peptide of P23. This was confirmed by
determining the N-terminal sequence of each of the spots
being analyzed and suggests that the E. coli Sec machinery
recognizes the A. ferrooxidans secretion signals.

Measuring rhodanese activity of P21 and crude extracts
from A. ferrooxidans. The ability of rP21 to transfer sulfane
sulfur from thiosulfate to cyanide was tested (11, 34) in crude
extracts of E. coli overexpressing rP21 or with rP21 purified by
aflinity chromatography. However, no thiosulfate-cyanide sul-
furtransferase activity was detected under these conditions (re-
sults not shown). This lack of activity could be due to the
presence of a His tag in P21, However, this was not the case,
since we detected no rhodanese activity in cell extracts from
E. coli expressing P21 with no His tag (not shown)., When we
measured rhodanese activity in crude extracts from A. ferrooxi-
dans ATCC 19859 grown in sulfur, ferrous iron, or pyrite, we
obtained values in the range of those reported by Tabita et al.
{0.250 pmol of SCN/min/mg of protein), the differences be-
tween iron- and sulfur-grown cells being only ca. 25% (data not
shown). This result is clearly different from that expected if the
levels of P21 synthesized in ferrous iron- or sulfur-grown cells
were responsible of the observed rhodanese activity.

Localization of P21 in 4. ferrooxidans by using immiunocy-
tochemistry and cell fractionation. We used the monospecific
antibodies recognizing P21 to localize this protein in A. ferro-
oxidans cells. Figure 7 shows electron micrographs of cells

a b c d e f

FIG. 5. Invivo overexpression of A. ferrooxidans p21 gene in E. coli.
The pET21b(+) plasmid containing the p21 gene insert (lanes b and ¢}
or the vector without the insert (lanes d and e) was used to transform
E. eoli BL21{DE3). All of the strains were grown for 2 h in the
presence (lanes ¢ and e) or in the absence (lanes b and d) of 1 mM
IPTG added at the half-logarithmic phase of growth. The total cell
proteins (lanes b, c, d, and &), molecular mass markers (lane a), and
rP21 purified by affinity chromatography (lane f) were separated by
SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. The arrowhead indi-
cates the migrating position of protein P21,
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FIG. 6. The signal peptide of A. ferrpoxidans P21 is processed when
the p21 gene is expressed in E. coli. The pET21b(+) plasmid contain-
ing the p2I gene insert without the signal peptide (A), the vector with
the signal peptide (B), or the same plasmid without the insert {C} was
used to transform E. cofi strain BL21{IYE3). All of the strains were
grown for 2 h in the presence of 1 mM IPTG added at the half-
logarithmic phase of growth. The total cell proteins were then sepa-
rated by 2-D NEPHGE and stained with Coomassie blue. Numbers to
the left indicate molecular mass markers. In gel A, the dotted hori-
zontal lines indicate the area where P21 migrates. Only this area is
shown in gels B and C. The N-terminal amino acid sequences of the
processed (P21) and nonprocessed {P23) forms of P21 are indicated.
The sequence of P21 in gel A starts with a different amino acid due to
a change of an aspartic acid residue for a methionine during the
cloning procedure to eliminate the signal peptide sequence.

grown in sulfur and ferrous iron. Gold particles attached to the
secondary antibodies recognizing the primary antibodies
against P21 were concentrated at the cell periphery in sulfur-
grown cells (Fig. 7A), suggesting that the protein is associated
with the cell wall envelope of A. ferrooxidans. On the other
hand, cells grown on ferrous iron (Fig. 7B) showed reduced
affinity for the antibody, with low levels of randomly distrib-
uted colloidal gold particles. These results are in agreement
with the expression of P21 under these two conditions (Fig. 4;
Table 1). The antibodies against P21, being monospecific, did
not recognize the putative proteins P14 and P16 encoded by
the other A. ferrooxidans ORFs in spite of their similarity to
rhodanese (results not shown). The presence of a signal pep-
tide and the absence of transmembrane domains in P21
strongly suggest that this protein could be located in the
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periplasmic space of A. ferrooxidans. By the unse of osmotic
shock of A. ferrooxidans we obtained a periplasmic fraction
which gave no reaction with anti-P21 antibodies by Western
analysis. On the other hand, we determined by cell fraction-
ation that P21 was present in both soluble and inner-mem-
brane fractions and not in the outer membrane (results not
shown).

DISCUSSION

The existence in A. ferrooxidans ATCC 19859 of an exported
protein, P21, similar to a thiosulfate-sulfur transferasc and
which is regulfated depending on the oxidizable substrate is
very interesting considering the proposal that the oxidation of
pyrite generates thiosulfate as one of the main intermediates
(30). On the other hand, it has been shown that 4. ferrooxidans
generates thiosulfate when grown in a medium containing el-
emental sulfur (32). This could explain why P21 was induced
when cells were grown in elemental sulfur. ‘The soluble thio-
sulfate generated from sulfur would ajlow the growth of cells
not attached to the sulfur particles. If P21 is involved in thio-
sulfate metabolisnt, one should expect an increased expression
of the protein when the cells are grown in pyrite, thiosulfate, or
sulfur, as we have observed. The lack of repression of P21
synthesis by growth in pyrite compared with that obtained by
growth in ferrous iron was unexpected. However, during pyrite
attack, much smaller amounts of free ferrous iron are probably
present and, as we have shown, the levels of P21 drastically

d 3 s L -
' 3 5

FIG. 7. Localization of P21 in A. ferrooxidans cells grown with dif-
ferent oxidizable sabstrates, Cells were grown in medium containing
either elemental sulfur (A) or ferrous iron (B). Ultrathin sections of
both kinds of cells were then subjected to immunocytochemistry with
colloidal gold particles and were observed by electron microscopy. Bar,
108 nm.
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decreased at higher concentrations of ferrous irom in the
growth medium (Table 1).

"I'abita et al. (36) reported the partial purification of a rho-
danese from A. ferrooxidans having an optimal transferase ac-
tivity in the 7.5 to 9.0 pH range. Recently, Gardner and Raw-
lings (11) detected thiosulfate-sulfur transferase activity in
whole cells and crude extracts from A. ferrooxidans, A. thiooxi-
dans, and Acidithiobacillus caldus, whereas this activity was
absent from Leptospirillum ferrooxidans, since this microorgan-
ism is enly capable of oxidizing ferrous iron or the iron con-
tained in pyrite but not its sulfur moiety (29, 30). These results
support the idea of rhodanese being involved during in vivo
sulfur oxidation, Nevertheless, in the studies of Gardner and
Rawlings (11), the thodanese activity levels in 4. ferrooxidans
were the same when cells were grown either in ferrous iron or
in sulfur. We also determined this activity in crude cell extracts
from A. ferrooxidans ATCC 19859 grown in the two substrates
and found similar results {data not shown). Therefore, this
thodanese activity does not behave like our reported P21,
whose levels were clearly different under the aforementioned
conditions. Rhodaneses have been reported as constitutive (6,
9). Therefore, the rhodanese activity measured by Gardner
and Rawlings most likely corresponded to the cytoplasmic rho-
danese, The regulated protein P21 that we describe here could
be anchored on the periplasmic side of the cytoplasmic mem-
brane of A. ferrooxidans and have a different role during sulfur
metabolism.

The comparative analysis of the amino acid sequence of P21
with several known thiosulfate-sulfur transferases whose activ-
ity has been demonstrated in vitro showed a significant simi-
larity (42%). P21 also contained the highly conserved struc-
tural domains CH2A, CH2B, and a catalytic site with a Cys-
119, typical of thiosulfate-sulfur transferases (Fig. 2). The
putative proteins P14 and P16 also showed rhodanese-like
conserved regions, but they did not contain signal peptides on
their ORFs, supgesting their cytoplasmic localization, and
therefore may correspond to the previously described rho-
danese activity from 4. ferrooxidans (36). However, proteins
P14 and P16 may also correspond to other bacterial proteins
related to stress responses. The existence of an extensive family
of such proteins containing rhodanese-like domains is well
documented (16).

The lack of activity detection for P21 in vitro in our assays
may be due to the need for an expected periplasmic acidic
optimum pH for the protein. The pH (7.5 to 9.0) conditions for
the standard rhodanese activity may not be appropriate to
measure the putative rhodanese activity of P21. On the other
hand, lowering the pH to 3.0 to 4.0 did not allow us to use
cyanide as the sulfur acceptor. Alternatively, the lack of rho-
danase activity of P21 may be due to the need for additional
polypeptides required for it to be active, since it occurs with the
thiosulfate-oxidizing complex from P. versutus {9) and the mi-
tochondrial rhodanese (22).

The studies of a small rhodanese-like protein from Wolinella
succinogenes showed that it acts as a periplasmic sulfide dehy-
drogenase and uses the same catalytic cysteine involved in
amion transferase and hydrolase activity (17). This supgests a
possible redox function for rhodanese-like proteins similar to
that of the thioredoxin proteins. This idea is supported by the
presence on the C-terminal end of P21 of a putative cysteine
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motif involved in the binding of iron-sulfur clusters in electron
transport complexes (4). It is also possible that P21 from A.
ferrooxidans is a dithiol-disulfide redox activity analogous to
the one in W. succinogenes. Nevertheless, it is known that
rhodanese-like proteins could show several alternative catalytic
activities, among them: (i) detoxification of toxic compounds,
such as arsenate and cyanide, by either transferring anions or
reducing them and (ii) 2 chaperone activity to allow efficient
assembly of iron-sulfur complex-containing proteins (16).

Due to the lack of an appropriate workable genetic system to
perform functional penomics with 4. ferrooxidans, at this point
it is not possible to assign a definitive role to P21 in sulfur
metabolism in A. ferroaxidans. However, given its proximity to
genes encoding the sulfate-thiosulfate transport system (Fip.
3), its specific and high level of accumulation in pyrite, sulfur,
thiosulfate, and other sulfides, its possible localization bound
to the inner membrane but facing the periplasmic space, and
its similarity to rhodaneses, the protein is probably involved in
the oxidation or in the acquisition of sulfur compounds.
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