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RESUMEN

A. ferrooxidans es una y-proteobacteria que obtiene la energia primaria a
través de la oxidacién de ion ferroso, compuestos de azufre reducido, hidrégeno
molecular o formiato. Como aceptores de electrones puede utilizar oxigeno, azufre
elemental o ion férrico. Fija CO, y N, atmosférico. Ademads, esta bacteria forma
parte de las comunidades biolixiviantes involucradas en la recuperacién de metales
de importancia econdmica.

Esta investigacién se ha basado en la caracterizacién de la region génica de
una mutante de 4. ferrooxidans, que no podia oxidar el hierro, pero si los
compuestos de azufre reducido como tiosulfito. Esta mutante tenfa el gen resB
interrumpido con la secuencia de insercion ISAfel. Se determind que rio abajo de
gen resB, se encontraba el gen resC y un gen que codificaba para un proteina
hipotética. En otros organismos como Bacillus subtilis los genes resBC codifican
para las proteinas ResBC que participan en la biogénesis de citocromos de tipo e.
Rio arriba de resB se identificé una secuencia que codificaba para un citocromo ¢;.
El citocromo ¢; €s un constituyente del complejo citocromo be; (quinol:citocromo ¢
oxidoreductasa) en todos los organismos estudiados. Basados en estas observaciones
planteamos que el fenotipo de esta mutante se debia a que la interrupcion de resB
con la secuencia de insercién ISAfel impedia la maduracién del citocromo ¢y, Por su
parte, la inactivacion de este citocromo impedia la oxidacién de hierro, pero no
tiosulfato, sugiriendo que el citocromo de ¢; era esencial para la oxidacién de Fe**,
pero no para la oxidacion de tiosulfato.

En este trabajo se clond y caracterizo la region génica localizada rio arriba del
gen que codificaba para ResB, confirmédndose la presencia de los genes cyedl, sdrAdl,
petdl, petBl y petC1 que codificaban para un citocromo cy4, una proteina SDR (Short-
Chain dehydrogenase reductase) y las tres subunidades del complejo bc; (Rieske,
citocromo b y citocromo ¢;), respectivamente. Experimentos de RT-PCR demostraron
que todos estos genes se organizaban en un operén que fue denominado “operdn

petl”. Por su parte, los genes resB, resC y el gen que codificaba para la proteina
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hipotética constituyen una unidad de transcripcion independiente que fue denominada
operén res. Basados en experimentos de extension del partidor se identificaron
posibles promotores para cada operdn. Un andlisis bioinformético realizado sobre la
secuencia de DNA deducida revelo la presencia de un posible terminador rho
independiente para el operén pet. A partir de Jos resultados de los anélisis
bioinformaticos y experimentales se establecid que 4. ferrooxidans posefa dos copias
no idénticas del operdn pet. La segunda copia identificada (operén pet2), poseia los
genes: cycA2, sdrA2, petABC2 y el gen iro, este ultimo codificaba para una proteina
similar la proteina hipip descrita previamente en 4. ferrooxidans.

Debido a que A. ferrooxidans no ha podido ser manipulado genéticamente de
manera eficiente, no fue posible obtener evidencias genéticas acerca de la funci6n de
las proteinas Res en la biogénesis del citocromos ¢; y otros citocromos de tipo ¢ y de
las proteinas redox codificadas en los operones pet! y res.

A través de la técnica de Western blotting se detecto a las proteinas SDR,
Rieske y citocromo ¢; en A. ferrooxidans crecido en Fe** y en S°, sugiriendo que
éstas desarrollaban un papel funcional en la bacteria en la transferencia de electrones
durante la oxidacién de ambos sustratos.

En A. ferrooxidans, se ha establecido que durante Ia oxidacién de Fe*', el
complejo be; participa en el flujo invertido (o “uphill” } de electrones entre el Fe™'y
el NAD(P)", lo cual lleva a la generacién de NAD(P)H. La funcién de este complejo
en la oxidacién de otros sustratos como los compuestos de azufre reducido era
desconocida hasta el momento de comenzar esta investigacion. Se investigd la
funcién del complejo bc; en la oxidacién de tiosulfato, utilizando métodos
espectrofotométricos y polarograficos en combinacién con el uso de inhibidores
especificos. Se midié el consumo de oxigeno en células que utilizaban tiosulfato
como unica fuente de electrones, en ausencia y en presencia de inhibidores
especificos del complejo be; (estigmatelina, mixotiazol y antimicina A). La medicién
del consumo de oxigeno se realizé en células crecidas en 8° o Fe®", determinandose
que los compuestos utilizados inhibian la actividad respiratoria (55%, 63% y 38%,
respectivamente) de las células crecidas en azufre elemental, pero no gjercian efecto
sobre las células crecidas en Fe?". Los resultados obtenidos sugieren que, en A.

ferrooxidans, la oxidacién de tiosulfato procede a través de una via que involucra al
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complejo bey, el cual funcionaria en el flujo directo de electrones entre el tiosulfato
y €l oxigeno. Por otra parte, el consumo de oxigeno remanente en las células sugirié
la existencia de vias alternativas para el transporte de electrones, las cuales podrian
ser utilizadas si el complejo bc; estd inhibido o inactivado.

Los andlisis espectrofotométricos realizados sobre células enteras de A.
ferrooxidans revelaron 1a presencia de un pico de absorbancia méaximo a 630 nm, el
cual es tipico de la quinol oxidasa bd. La probable utilizacion de la quinol oxidasa bd
como un sistema alternativo para el transporte de electrones nos 1levo a examinar el
genoma de A. ferrooxidans para estudiar la presencia de genes que pudiesen codificar
para éste u otros complejos alternativos. Se detectaron genes que potencialmente
codifican para los complejos quinol oxidasa bd (cydAB) y bos (cyoABCDE), los
cuales, segin los andlisis bioinformdticos, tenian una organizacion tipo operén. Su
actividad transcripcional fue confirmada por RT-PCR.

Los resultados anteriormente expuestos, sugieren que en A. ferrooxidans
existen vias transportadoras de electrones alternativas entre el tiosulfato y el oxigeno.
Una de estas vias involucra al complejo bcj, el cual funcionaria como un
intermediario entre el quinol y el citocromo ¢. Los electrones podrian fluir finalmente
hacia el oxigeno a través de la citocromo ¢ oxidasa. Este es un tipico flujo de
electrones de tipo “downhill” descrito para la mitocondria y muchas bacterias.
Alternativamente, los electrones podrian fluir desde el quinol hacia el oxigeno a
través de los complejos bd y bos. De esta manera, la inactivacién del complejo bey,
debido a la presencia de inhibidores o a la inactivacion de un gen critico con ISAfel,
eliminaria el flujo “downhill” desde el tiosulfato hacia el oxigeno via el complejo
be;, pero no impediria el flujo de electrones hacia el oxigeno via los complejos bd o
bos. Por otro lado, el complejo bc; constituye la inica via para transportar electrones
entre el Fe?* y el NAD(P)" durante la oxidacién de Fe?* debido a estos su
inactivacién por inhibidores o ISAfel, impediria el crecimiento de 4. ferrooxidans en

Fe®*. Estos modelos de oxidaci6n apoyan la hipétesis de esta tesis.
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ABSTRACT

A. ferrooxidans is a y-proteobacteria that obtains energy by the oxidation of
iron, various forms of reduced sulfur, hydrogen and possibly formate. Oxygen, sulfur
and ferric ions can serve as electrons acceptors. It fixes CO; and Ny. In addition, this
microorganism is frequently encountered in bioleaching environments and is thought to
play an important role in the recovery of economically important metals.

This investigation is based on an earlier description of a mutant of A
ferrooxidans that could not oxidize iron, but could oxidize sulfur and reduced sulfur
compounds such as thiosulfate. It was observed that the resB gene of this mutant was
interrupted by the insertion sequence element ISAfel, whereas the wild type lacked
ISAfel in this position. resC and a possible gene encoding an unknown protein were
mapped downstream of resB. In other organisms such as Bacillus subtilis, ResB and
ResC have been shown to be involved in cytochrome ¢ biogenesis, Upstream of resB an
incomplete sequence encoding a possible cytochrome ¢; was identified. Cytochrome c;
is a component of the cytochrome bc; complex (quinol:cytochrome ¢ oxidoreductase) in
all organisms studied. Based on these observations, the hypothesis was proposed that the
mutant phenotype resulted from the insertion of ISAfel into resB preventing proper
maturation of a c-type cytochrome, possible c; of the bc; complex. Inactivation of the c-
type cytochrome prevented iron oxidation but not sulfur oxidation, suggesting that the c-
type cytochrome was not essential for sulfur oxidation.

In this work, the putative ¢; gene and its upsiream region were cloned and
sequenced. The identification of ¢; was confirmed and, upstream of ¢;, genes (cycdl,
sdrdl, petdl y petBI) were detected potentially encoding a cytochrome ¢4, SDR protein
(short-chain dehydrogenase reductase) and the remaining subunits of the bc; complex
(Rieske and cytochrome b). All these genes, together with ¢; were organized in a
potential operon. Results of RT-PCR experiments, demonstrating co-expression of the

genes of this potential operon and those of the previously identified resB and resC
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genes, support the contention that this region consists of two operons that we
denominate as the pet! operon and the res operon. Possible promotors of the two
operons were identified based on primer extension experiments. A possible rho-
independent stop was detected by bioinformatic analysis between the pet] and res
operons supporting the idea that they operate as two independent transcription units.
Additional bioinformatic analysis of the genome sequence of A. ferrooxidans (sequence
from the Institute of GenomeResearch) revealed the presence of a second, but non
identical copy of the pet operon, which we denominate as pet2. pet2 encodes the genes
cycA2, sdrA2, petABC and the gene iro. iro potentially encodes a HiPiP-like protein that
has been identified previously in 4. ferrooxidans. Because A. ferrooxidans cannot be
genetically manipulated in an efficient way, it proved impossible, despite repeated
attempts, to obtain genetic evidences for the function of the proteins encoded by the pet]
and res operons. Consequently, alternative methods were used to obtain validation for
our hypothesis. Polyclonal antibodies were developed against several putative proteins
predicted to be encoded by the pet! and res operons. Western blotting demonstrated that
SDR, Rieske and citocrome c; were present in 4.ferrooxidans grown in Fe** or in S°,
suggesting that they played a functional role in electron transfer in both conditions.

In A. ferrooxidans, the bc; complex has recently been shown to be capable of
reverse electron flow between Fe** and NAD(P)" during iron oxidation, generating
NAD(P)H. However, although reverse electron flow had long been suspected, no
evidence existed for this phenomenon at the time of the initiation of the present studies.
In order to determinate the role of the bc; complex in thiosulfate oxidation, we used
spectroscopic and polarografic methods in conjunction with the use of specific inhibitors
to measure oxygen consumption of cells grown in either iron or thiosulfate. When the
oxygen consumption was measure in presence of thiosulfate and different specifics
inhibitors of bc;complex such as stigmatelin, myxotiazol and antimycin A, a reduction
of respiratory activity of 55%, 63% and 38%, respectively was observed in cells grown
in thiosulfate, but not iron. These results suggested that, in 4. ferrooxidans, the be;
complex is involved in thiosulfate oxidation by transferring electrons between

thiosulfate and oxygen. On the other hand, the oxygen consumption remaining in the
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cells suggest the existence of alternatives transfer electron routes can be used if the bc;
complex is inhibited. Spectroscopic analysis on whole cells revealed the presence of a
peak wavelength of 630 nm, which is typical for a quinol oxidase bd complex. The
discovery of the probably utilization of quinol oxidases bd complex as an alternative
electron transfer systems, prompted an examination of the A. ferrooxidans genome for
the presence of genes that could potentially encode this complex or other alternative
complexes and, if present, an evaluation of their transcriptional activity during growth
in thiosulfate and iron. Genes potentially encoding a bd (cydAB) and bosz (cyoABCDE)
complex were detected in the genome in operon-like organizations by bioinformatic
analysis. Their transcriptional activity was confirmed by RT-PCR. The results obtained
suggest that, in 4 .ferrooxidans, the electrons extracted from the oxidation of thiosulfate
can pass to oxygen via more than one pathway. One pathway involves the bc; complex
as an intermediary between quinol and cytochrome ¢, ultimately depositing electrons in
oxygen via cytochrome oxidase. This is a typical “downhill” flow of electrons
exemplified in mitochondria and many species of bacteria. Aliernatively, electrons can
pass from quinol to oxygen via a bd or bos complex, Thus, inactivation of the bc;
complex, either by inhibitors or by the presence of ISAfel in a critical gene, will
eliminate downhill flow from thiosulfate via the be; complex but will not necessarily
impede growth because either the bd or boz complex can assume the responsibility of
electron transfer to oxygen. On the other hand, the bc; complex represents the only
pathway for electrons to flow “uphill” to reduce NADH during the oxidation of iron.
Therefore, its inactivation by inhibitors or by the action of ISAfel, prevents growth of 4.

ferrooxidans on iron, consistent with the hypothesis of this thesis.
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INTRODUCCION

Los organismos capaces de utilizar compuestos inorgénicos como fuente de
energia primaria inicialmente se describieron por el cientifico ruso Sergei Winograndski
en 1890. Esta condicién metabélica conocida como "quimiolitotrofia” fue inicialmente
estudiada en bacterias oxidantes del azufre pertenecientes al género Beggiatoa. En
principio, se postulé que este tipo de metabolismo poseia un carécter mas evolucionado
que la organotrofia, no obstante, la construccién de arboles filogenéticos basados en la
secuencia del rRNA 168 puso de manifiesto su caricter ancestral (Woese, 1987). Por esta
razén el estudio detallado del metabolismo quimiolifotréfico podria contribuir al
entendimiento de la evolucién de las vias metabélicas, contribuyendo asi al desarrollo de
un 4rea fundamental de la biologia.

La oxidacién de hierro es particularmente interesante, ya que este elemento debi6
estar ampliamente distribuido en la tierra primitiva, constituyendo una fuente energética
abundante para la vida emergente (Walker y Brimblecombe, 1985). El Fe** es altamente
reactivo con el oxigeno, por esta razén se postula que el advenimiento de la fotosintesis
aerobia y la concomitante liberacién de oxigeno a la atmésfera restringieron su oxidacion
biolégica a condiciones de anaerobiosis o extremas de acidez extrema (Anbar y Knoll,
2002; Madigan y cols., 1997). Actualmente, los organismos que utilizan el jon ferroso

como fuente de energia son bacterias y arqueas acidéfilas y/o anaerobias estrictas.




Acidithiobacillus ferrooxidans (Kelly y Wood, 2000) es una y-proteobacteria que
posee capacidad de oxidar el hierro y otros compuestos inorganicos como compuestos de
azufre reducido e hidrégeno molecular, Este microbrganismo fue inicialmente descrito
por Colmer y Hinckler en 1947 y posteriormente se le asocié con las comunidades
microbianas implicadas en los procesos de biolixiviacién involucrados en la recuperacion
de metales (Bryner y cols.,1954). Las vias metabélicas poco usuales de esta bacteria y su
uso potencial en procesos de biolixiviacién generaron asi un interés creciente por estudiar
su biologia.

Actualmente, sabemos que esta bacteria oxida compuestos inorgénicos en
condiciones extremas de acidez y que es un organismo aerobio facultativo capaz de fijar
CO, (Gale y Beck, 1967) y N, atmosférico (Mackintoch, 1978). No obstante, no es
posible una descripcién detallada de sus vias metabdlicas. La limitacién al progreso en
esta drea se debe fundamentalmente a la falta de herramientas genéticas que permitan el
estudio detallado de genes y productos. Ademas, a pesar que se han realizado intentos por
establecer un sistema adecuado de clasificacién de las diferentes especies y cepas de
tiobacilos (Harrison, 1982) esto no sido posible debido a la gran diversidad filogenética
del grupo (Karavaiko y cols., 2003).

A. ferrooxidans posee una gran diversidad metabélica, pero sin duda una linea
primordial de investigacién es la que intenta dilucidar los mecanismos implicados en la
oxidacién de diferentes sustratos. El trabajo de investigacion que abordaremos tiene como
objetivo determinar la naturaleza de algunos de los componentes implicados en la

oxidacién de hierro y tiosulfato. Para ello, se estudiara el papel funcional de los productos




de una regi6n génica (Cabrejos y cols., 1999) en la oxidacion de ambos sustratos. A
continuacién se expondran los antecedentes tedricos y experimentales que delinean este

{rabajo.

1. El metabolismo oxidative de A. ferrooxidans.

A. ferrooxidans es un organismo quimiolitotréfico capaz de oxidar compuestos
inorganicos como ion ferroso (Fe*), compuestos de azufre reducido (8°, S,05%, S30¢67,
etc.) o hidrégeno molecular (H,). También se ha informado de su capacidad para oxidar
formiato (Pronk y cols., 1991). Esta bacteria fija el CO; ambiental a través del ciclo de
Calvin-Benson y presenta un tipo de respiracion aerobia, pero cuando utiliza H, como
dador de electrones, puede utilizar aceptores alternativos como S° y Fe**(Ohmura y cols.,
2002a; Drobner y cols., 1990).

En general se ha establecido que los principios bioenergéticos de la respiracion
aerobia y anaerobia de las bacterias son similares, y no difieren sustancialmente de los
principios que delinean la funcion mitocondrial en eucariontes. No obstante, las bacterias
extreméfilas y particularmente los acidofilos como A. ferrooxidans presentan algunas
particularidades en su metabolismo energético que son importanies de considerar.

Los sistemas respiratorios bacterianos tipicos llevan a cabo la oxidacion de un
sustrato de bajo potencial redox. Los electrones liberados en esta reaccion se transportan
hasta un aceptor final de alto potencial redox a través de componentes redox integrados o
asociados a la membrana citoplasmética. La energfa liberada durante la transferencia de
electrones se utiliza para translocar protones a través de la membrana, generando un

gradiente electroquimico de protones (Apm:) 0 una “fuerza proton motriz * (FPM) que




puede ser ulilizada para la sintesis de ATP (Gennis, 1996), el transporte de solutos
(Davidson, 2002) o el movimiento flagelar (Bourret y Stock, 2002). Este mecanismo de
conservacion de la energia conduce a la acidificacion del periplasma bacteriano, por lo
que pH periplasmatico (pH 5,0) es normalmente mds acido que el citoplasmatico (pH
6,5). No obstante, dado que 4. ferrooxidans vive en condiciones altamente acidicas,
dispone de los protones circundantes en el medio para generar un gradiente natural de
protones entre el periplasma y el citoplasma, estableciéndose asi el Apys requerido para
sintesis de ATP. Los protones que ingresan al citoplasma a fravés de la ATP sintasa
(Brown y Rawling, 1993) son utilizados en la reduccion del oxigeno y del NAD(P)"
generdndose F,O y NAD(P)H. De esta manera, en A. ferrooxidans el transporte de
clectrones contribuiria al mantenimiento del gradiente de protones y no a la generacion de
éste como ocurre en la basta mayoria de los organismos.

El estudio del metabolismo oxidativo de A. ferrooxidans se ha centrado
fundamentalmente en la oxidacién de Fe** y de compuestos de azufre reducido. Bajo
estas condiciones de crecimiento se ha descrito una cantidad considerable de
componentes redox, cuyo ntmero se ha visto incrementado con la informacion deducida
del analisis del genoma de este microorganismo. Muchas de las proteinas redox
identificadas se purificaron y su actividad oxidoreductora se ensayé in vifro, la
informacion obtenida en estos experimentos sustenta gran parte de los modelos de
oxidacién que més adelante analizaremos.

Los compuestos redox descritos en esta bacteria incluyen una amplia variedad de

citocromos de tipo ¢ (Ohmura y cols., 2002a; Yarzabal y cols., 2002a; Giudici-Orticoni y




cols., 2000; Cavazza y cols., 1996; Vakova-Valchanova y Chan, 1994; Mansch y Sand,

1992), proteinas con centros Fe-S (Brugna y cols., 1999; Kusano y cols., 1992; Fry y

cols., 1986), quinona-8 (Short y cols., 1969), complejo _citocromo bc; (Elbehti y cols.,

2000; 1999), quinol oxidasa (Kamimura y cols., 2001), citocromo c oxidasa (Appia-

Ayme ¥ cols., 1998a; Kai y cols., 1992), rusticianina (Cox y Boxer, 1978; Blake y Shute,
1993) e hidrogenasa (Ohmura y cols., 2002a; Fisher y cols., 1996), entre otros. Muchas de
las enzimas caracterizadas muestran una actividad 6ptima y una mayor estabilidad en un
rango de pH de 2,0-3,5 de lo cual se deduce que funcionan en el periplasma o asociados a
las membranas celulares (Yamanaka y Fukumori, 1995).

A la fecha, la mayorfa de los componentes redox conocidos han sido identificados
en células crecidas en hierro. Existen pocos ejemplos en los que se compara los niveles de
estos componentes bajo diferentes condiciones de crecimiento. La rusticianina por
ejemplo, se sintetiza mas en hierro que en azufre (Jedlicki y cols., 1986; Cox y Boxer,
1978; Cobley y Haddock, 1975). Recientemente se ha identificado un citocromo de tipo-c
que esta presente solo bajo condiciones de anaerobiosis cuando 4. ferrooxidans utiliza S°
o F? como aceptor de electrones (Ohmura y cols., 2002a). Por otro lado, se ha
determinado que el crecimiento de 4. ferrooxidans en hierro o azufre es inhibido
diferencialmente por compuestos como cianuro de potasio (KCN) y azida de sodio
(NaNs), sugiriendo que bajo estas condiciones se sintetizan diferentes oxidasas terminales

(Harahuc y cols., 2000).




1. 1. La oxidacién de hierro.

A. ferrooxidans oxida Fe?* a un pH 6ptimo de 2.0. La ecuacién que define la
reaccion total de oxidacion es: 2Fe?+ 1/20, + 2H = 2Fe*" + H,0

El potencial de reduccion del par Fe’*/Fe** en el medio de crecimiento (E,,2) ha
sido estimado en 770 mV (Ingledew y cols., 1977). Por otro lado, €l Epn7 del par Oy/ H,0
es de 810 mV (Clark, 1960) (Tabla 1). Estos valores indican que la reaccién oxidativa
genera bajos niveles de energia disponible. No obstante, debido a que la bacteria vive en
condiciones altamente acidicas puede mantener un Ay a través de la membrana
citoplasmatica que es utilizado para la sintesis de ATP y NAD(P)H.

En A. ferrooxidans los electrones liberados durante la oxidacion de Fe** pueden
ser transportados por dos vias diferentes: 1) la via entre el Fe®* y el oxigeno que estd
destinada al mantenimiento del Apup: y representa aproximadamente el 90% de los
electrones transportados y 2) la via entre el Fe?* v el NAD(P)" que estd destinada a la
generacién de NAD(P)H necesario para la fijacion de CO; y otros procesos anabdlicos y
representa menos del 10% del flujo de electrones (Ingledew, 1982). 4. ferrooxidans posee
una tasa oxidativa del Fe** muy alta que se refleja en el consumo de oxigeno elevado de
esta bacteria. Una estimacion indica que la tasa respiratoria de 4. ferrooxidans es
aproximadamente 10 veces superior a estimada en la mitocondria de corazon de bovino
(Ingledew y Cobley, 1980). Para alcanzar altas tasas oxidativas, Ia célula sintetiza niveles
elevados de los componentes redox involucrados en las cadenas transportadoras de

electrones. Un ejemplo representativo queda dado por la rusticianina y los citocromos




Tabla 1




tipo-c que en conjunto pueden llegar a representar el 5-10% (por mg) de la proteina total
de la célula (Ingledew, 1982).

En A ferrooxidans la generacion de NAD(P)H es termodindmicamente
desfavorable. La reduccion de NAD(P)" no puede acoplarse directamente a la oxidacion
del Fe?*, debido a que el potencial de reduccion del par Fe**/Fe** (+770 mV) es mayor
que el potencial de reduccion del par NAD(PYH/NAD(P)® (-320 mV). Los electrones que
son transportados entre el Fe™* y el NAD(P)" viajan en contra del gradiente
termodindmico requiriendo, por lo tanto, de un aporte externo de energia. Ingledew
(1982) denominé a esta cadena transportadora “fujo invertido de electrones” y postulé
que la energia necesaria podria derivar del Apy: mantenido por el transporte de electrones
entre el Fe*" y el oxigeno.

Los mecanismos y componentes involucrados en la oxidacién de Fe’* en 4.
ferrooxidans han sido sujeto de estudio por més de dos décadas. Al menos 5 modelos de
oxidacién del ion ferroso han sido sugeridos para esta bacteria (Appia-Ayme y cols.,
1999; Bruschi y cols., 1996; Blake y cols., 1993; Yamanaka y cols., 1991; Ingledew y
cols., 1977). Esto hace dificil la compilacién y el entendimiento de toda la informacién
generada al respecto, no obstante es posible establecer algunos pardmetros generales
(Figura 1).

La cadena respiratoria establecida entre el Fe*" y el oxigeno involucraria a las
proteinas redox codificadas por el “operén rus™: un citocromo ¢ de alto peso molecular

denominado Cyc2 (gen cyc2), la rusticianina (gen rus), un citocromo ¢y {gen cycl) y las
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Figura 1. Modelo general de la oxidacién de hierro por A. ferrooxidans. Se indica el flujo de electrones desde
el Fe?* hacia el O, o el NAD(P)".
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cuatro subunidades de la citocromo ¢ oxidasa (genes coxl, cox2, cox3 y cox4) (Appia-
Ayme y cols., 1999; 1998a).

Debido a la gran reactividad del ion ferroso y a la naturaleza altamente insoluble del
ion férrico generado, se postula que la oxidacion del Fe?* ocurriria en el medio externo de
la célula. Recientemente se ha sugerido que el citocromo ¢ de alto peso molecular
codificado por el gen cyc2 estaria involucrado en la oxidacion inicial. Esta hipdtesis se
basa en la localizacién de la proteina en Ia membrana externa de la célula (Yarzdbal y
cols., 2002a) y en la cotranscripcién del gen cyc2 con los otros componenies del operon
rus (Appia-Ayme y cols., 1999; Appia-Ayme y cols., 1998a; 1998b).

Otro eslabén importante de la cadena oxidativa estd constituido por la proteina
rusticianina. Se trata de una proteina de 16,5 kDa cuyo centro redox estd gobernado por
un dtomo de cobre (Casimiro y cols., 1995; Hunt y cols., 1994; Cobley y Haddock, 1975).
Cuando A. ferrooxidans crece en presencia de ion ferroso, la rusticianina representa el 5%
de la proteina total de la célula (Cox y Boxer, 1978; Cobley y Haddock, 1975). La
proteina también se sintetiza cuando se utilizan compuestos de azufre reducido (Mjoli y
Kulpa, 1988; Jedlicki, y cols., 1986) o Hy (Ohmura y cols., 2002a) como fuente de
energfa, aunque en este caso la expresion disminuye significativamente. In vitro, la
rusticianina es reducida en presencia de jon ferroso, pero esta reduccidn ocurre a una tasa
demasiado baja para dar cuenta de la oxidacion total de Fe¥* en la célula (Blake y Shute,
1987). Por esta razén se cree que la proteina no seria el aceptor inicial en la célula,
aunque ciertamente constituye un componente genuino de la via de oxidacion. Se ha

demostrado que esta proteina forma un complejo de alta afinidad con un citocromo ¢
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dihemfnico (Kp: 2,07 x 107M) y en presencia de ion ferroso puede reducirlo casi
completamente {Giudici-Orticoni y cols., 1999). Estas observaciones sugieren que ambos
componentes interaccionan in vivo formando parte de la via oxidativa.

La transferencia final de electrones hacia el O, ocurriria por accién de una
citocromo ¢ oxidasa aas. En A. ferrooxidans se ba identificado una oxidasa de este tipo
cuya masa molecular es de 169 kDa (Kai y cols., 1992). La proteina puede oxidar in vitro
a un ferrocitocromo c soluble y rusticianina reducida a pH 3,5-4,0. Las subunidades de la
oxidasa aa; se encuentran codificadas en el operén rus (Appia-Ayme y cols., 1999). El
analisis de las secuencias aminoacidicas de cada subunidad mostrdé que presentan una
gran conservacion de residuos de importancia funcional involucrados con la unién de Cu,
hemo a, hemo a3, oxigeno y Mg?" y con la interaccién con un citocromo de tipo-c (Appia-
Ayme y cols.,, 1999). La inmunodeteccién de la subunidad II de la oxidasa aas de
A. ferrooxidans reveld que ésta se sintetiza mayoritariamente en la condicién de Fe**
respecto a S° y esté asociada a la membrana interna de la célula (Yarzébal, comunicacién
personal) sugiriendo que esta proteina desempefia un papel funcional bajo estas
condiciones.

Segin Ingledew (1982), la cadena transportadora de electrones establecida entre el
Fe’* y el NAD(P)" involucrarfa al “pool” Q de membrana, a un complejo bc; y a un
sistema NAD(P)" reductasa. Muchos de los aspectos de su hipétesis fueron recientemente
demostrados. En 4. ferrooxidans el complejo be; fue descrito por técnicas
espectroscopicas y EPR (Elbehti y cols., 1999; Brugna y cols., 1999). Las primeras

evidencias experimentales acetca de la funcién del complejo be; en el denominado
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“transporte invertido de electrones” se dieron por el grupo de Danielle Lemesle-Meunier
en Francia (Elbehti y cols., 2000). Los autores midieron espectrofotoméiricamente la
oxidacién de un ferrocitocromo ¢ exdgeno por esferoplastos de A. ferrooxidans.
Sorprendentemente, la oxidacién ocurrié en presencia de KCN, un potente inhibidor dela
oxidasa terminal y por tanto de la cadena transportadora de electrones conducente a la
reduccién de O,. Bajo estas condiciones, la tasa de oxidacion se afecté por inhibidores del
complejo be; y de complejos tipo NAD-1. El experimento llevo a los autores a concluir
que cuando la oxidacién del ferrocitocromo ¢ ocurre en presencia de KCN, los electrones
derivados se desvian a una ruta alternativa en la que participa el complejo be; y un
complejo tipo NADH-I (NADH deshidrogenasa tipo-I). Esto explicaria la sensibilidad a
los diferentes inhibidores y sugiere la presencia de un transporte invertido de electrones
conducentes a la reduccion de NAD(P)” (Elbehti y cols., 2000).

El transporte invertido de electrones en A. ferrooxidans y otras bacterias
quimiolitotréficas (Kiesow, 1967; Aleem y cols., 1966; Aleem y cols., 1963) ha sido
explicado mediante la existencia de un ciclo-Q operando en sentido inverso. En este caso
el complejo bc; utilizaria la energia liberada por la entrada de H" en favor del gradiente,
para transportar electrones hacia el NAD(P)", en contra del gradiente de potencial.

E! paso controlado de electrones hacia el oxigeno o hacia el NADPH es de la
mayor importancia para establecer el balance energético en la célula. Por esta razén, el
paso de los electrones hacia una u otra via debe ser detectado y controlado in vivo. En

este contexto se postula que en 4. ferrooxidans la regulacién estaria determinada por la
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la membrana citoplasmatica (Elbehti y cols., 2000).

1. 2. La oxidacién de compuestos de azufre reducido.
1. 2. 1. Papel de los microorganismos en las transformaciones de los comp/mE -
azufrados.

Las transformaciones redox de los compuestos azufrados son complejas debido a
que el azufre se puede encontrar en una amplia variedad de estados redox y ademas
muchas transformaciones ocurren quimicamente a tasas equivalentes a las bioldgicas. En
la Figura 2 se presenta el ciclo biogeoquimico del azufre y se indica la participacion de
los microorganismos en las transformaciones de estos compuestos. Aunque los
compuestos azufrados pueden encontrarse en un gran nimero de estados redox,
solamente tres formas existen en cantidades importantes en la naturaleza: -2 (sulfuros: R-
SH y HS), 0 (azufte elemental S§°) y +6 (sulfatos: SO4%). Gran parte del azufre se
encuentra sobre la tierra en forma de rocas y minerales sulfatados y sulfurados, aunque el
gran reservorio sobre la biosfera esté constituido por los océanos.

La utilizacion de compuestos de azufre reducido como fuente de electrones
constituye parte del metabolismo disimilativo de estos compuestos. Este tipo de
transformaciones son llevadas a cabo por especies bacterianas del geénero
Acidithiobacillus y Thiomicrospira y arqueas del género Sulfolobus. Un producto comun

de este metabolismo es el &cido sulfiirico, por esta razon, los microorganismos

involucrados en la oxidacién de compuestos azufrados son normalmente acidéfilos
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Figura 2. Ciclo biogeoquimico del azufre. Se indican los organismos que desarrollan cada una de las
transformaciones indicadas. Tomado de Madigan y cols., 1997.
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capaces de elevar la tasa de produccioén de &cido (>1.000.000 veces) desde minerales
azufrados como pirita y pirrotita (Evangelou y Zhang, 1995).

Los organismos que poseen esta condicién metabélica podrian tener aplicaciones
en la solubilizacién de metales desde los minerales azufrados. No obstante, ain no ha
sido posible la acumulacién de la informacién necesaria para establecer un modelo
general de oxidacién debido a que no existe uniformidad en las vias empleadas por
diferentes organismos (Kelly, 1982). Ademés la reactividad quimica de estos
compuestos constituye un obsticulo adicional para realizar estudios fisioldgicos en el
area.

1.2. 2. La oxidacién de los compuestos de azufre reducido por A. ferrooxidans.

Los compuestos de azufre que pueden ser oxidados por 4. ferrooxidans incluyen
azufre elemental (8°), sulfito (SO;™), tiosulfato (S205%), sulfuro de hidrogeno (HzS) y
politionatos (Sx0¢>). La oxidacién de estos compuestos ocurre a pH y temperatura
6ptimos de 3,2 y 30°C, respectivamente (Kelly y Harrison, 1989). La literatura actual
hace referencia a dos vias diferentes de oxidacién de estos compuestos. Kelly (1988)
propone un modelo (Figura 3A) que implica la oxidacién parcial de diferentes
compuestos de azufre reducido hasta sulfito. Esta oxidacion puede ocurrir en una o mas
ctapas con la participacién de una actividad sulfuro reductasa, azufre oxigenasa, sulfito
reductasa, rodanasa y tiosulfato:cit ¢ oxidoreductasa. La oxidacion final del sulfito a
sulfato puede ocuirir por tres sistemas enzimaticos distintos: adenilsulfato reductasa,

sulfito oxidasa y ADP sulfurilasa. La gran mayoria de estas actividades se han detectado
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Figura 3. Modelos de la oxidacién de compuestos de azufre reducide en A. ferrooxidans. A) Metabolismo
de los compuestos de azufre reducido (Kelly, 1988). 1: Sulfuro reductasa, 2: Azufre oxigenasa, 3: Sulfito
reductasa, 4: Rodanasa, 5: Tiosulfato citocromo c oxidoreductasa, 6: Adenil sulfato reductasa, 7: Sulfito oxidasa,
8: ADP sulfurilasa. B} Oxidacién de azufre elemental por el sistema FIR (Sugio y cols., 1989). 1: SFORasa, 2:
Sulfito oxidasa.
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en 4. ferrooxidans a excepcidn de la sulfito reductasa y la adenilsulfato reductasa (APS
reductasa) (Silver y Lundgren 1978; Vestal y Lundgren, 1971; Tabita y cols., 1969).

La segunda via de oxidacién gue se ha propuesto en A. ferrooxidans es el sistema
FIR (ferric iron reducing system) (Sugio y cols., 1985). En este modelo (Figura 3B) la
oxidaci6n inicial de azufre elemental estaria acoplada a la reduccion de ion férrico con la
consiguiente generacién de ion ferroso. El sistema también admite Mo®" y Cu®* como
aceptores de electrones (Sugio y cols., 1988). En una primera etapa el azufre elemental se
reduce a HyS en presencia de glutation reducido (GSH). Existen dos enzimas
caracteristicas en el sistema FIR: (1) la sulfuro:ioén férrico oxidoreductasa (SFORasa) que
cataliza la oxidacién de sulfuro a sulfito y utiliza ion férrico como aceptor de electrones y
(2) la sulfito oxidasa es unma proteina heterodimérica de membrana que permite la
oxidacion de sulfito a sulfato. Esta reaccién también acoplada a la reduccién de ion
férrico (Sugio y cols., 1992).

Corbett e Ingledew (1987) han propuesto que las vias de oxidacién de hierro y de
azufre son entidades separadas, aunque el ion férrico podria reemplazar al oxigeno bajo
condiciones de anaerobiosis. Esta hipotesis concuerda con la capacidad recientemente
descrita de 4. ferrooxidans para crecer anaerébicamente utilizando Fe** como aceptores
de electrones (Ohmura y cols., 2002a; Ohmura y cols., 2002b ). La idea que la oxidacién
de ambos sustratos ocurre por vias independientes o parcialmente independientes se ve
apoyada por la sintesis diferenciada de numerosos componentes redox bajo estas
condiciones. Asi por ejemplo, se han detectado diferencias en el contenido de citocromos

tipo ¢ (Yarzébal y cols., 2002b; Jerez y cols., 1995), citocromo c oxidasa (Mansch y Sand,
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1992), una proteina tipo rodanasa (Ramirez y cols., 2002) y rusticinaina (Mansch y Sand,
1992) en células crecidas en hierro versus azufre elemental.

La informacién respecto a la composicién de las cadenas transportadoras de
electrones operantes durante la oxidacion de compuestos de azufre reducido es escasa.
Por esta razén se desconocen los mecanismos de conservacién de la energia asociados a
]a oxidacién de estos sustratos y no es posible predecir la existencia de diferencias con los

mecanismos propuestos para la oxidacién de Fe*.

2. Presentacion del problema.

La investigacién propuesta en esta Tesis se basa en la caracterizacion de una
mutante espontanea de 4 .ferrooxidans que habia perdido su capacidad de oxidar hierro,
pero continuaba oxidando compuestos de azufre reducido (Schrader y Holmes, 1988).
Asi, cuando se cultivaba en un medio sélido que contenia hierro y tiosulfato, las colonias
eran blancas y crecian en forma diseminada, a diferencia de la cepa silvestre que crecia
como pequefias colonias de color rojizo. Posteriormente los estudios genéticos revelaron
que esta mutante tenia una regién del genoma interrumpida con una secuencia de
insercién. La secuencia de insercién ISAfel interrumpia al gen resB que se localiza
contiguo al gen resC y un ORF que codificaba a una protefna hipotética (Figura 4)
(Cabrejos y cols., 1999; Holmes y cols., 1999). Los genes resB y resC codifican a las
proteinas ResB y ResC, respectivamente, las cuales pertenecen a la familia de
transportadores ABC involucrados en la biogénesis de los citocromos tipo-c en algunas

bacterias (Kranz y cols., 1998). La proteina hipotética no mostré similitud significativa
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Figura 4. Genotipo y fenotipo de una mutante de 4. ferrooxidans. A) Interrupcion del gen resB con la
secuencia de insercion ISAfe-1 en la cepa mutante. B) Comparacion del fenotipo de la cepa mutante, de las
revertantes y de la silvestre cuando crecian en un medio solido que contenia ion ferroso y tiosulfato.
(Schrader y Holmes, 1988; Cabrejos y cols., 1999).
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con proteinas de funcién conocida, pero aparece débilmente relacionada con un
transportador de tipo ABC eucarionte lo cual permite relacionar su posible papel
funcional con las proteinas ResB y ResC. Adicionalmente, rio arriba de resB se identifico
un ORF incompleto cuyo producto tenfa similitud con el extremo carboxilo terminal de
un citocromo c¢;, que es un componente del complejo citocromo bc; descrito en la
mitocondria y una amplia variedad de bacterias (Trumpower, 1990).

La informaci6n disponible nos llevé a postular que el fenotipo de la cepa mutante se
debia a que la secuencia de insercién inactivaba al gen resB, de modo que la célula no era
capaz de generar citocromos tipo-¢ maduros. Un candidato posible de maduracion era el
citocromo ¢; codificado en la regién rio arriba de resB. Esto se basa en que muchos genes
que codifican para las proteinas de biogénesis de citocromos se encuentran proximos o
constituyendo un mismo operén con los genes que codifican los citocromos blanco
(Nakamura y cols., 1997; Grove y cols., 1996; Saiki y cols., 1992). Por otro lado, debido
a que el citocromo ¢; forma parte del complejo bc; y debido a que la mutante no podia
oxidar hierro, era factible presumir que el complejo bc; era un componente esencial para
la oxidacién de hierro, pero no de tiosulfato u otros compuestos de azufre reducido.

Fn la mutante descrita, la carencia de citocromos tipo-c y en particular del
citocromo ¢; no fue demostrada experimentalmente. No obstante, ésta parece probable
debido a que al realizar un analisis sobre la secuencia del genoma de 4. Jferrooxidans
disponible en la base de datos no se encontrd copias de los genes resB y resC y no se
detectd genes que codificaran para otros sistemas andlogos de biogénesis de citocromos

tipo-c conocidos (Thony-Meyer, 1997). Esta informacién generé una interrogante
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inmediata relacionada con el papel de los citocromos tipo-c en el metabolismo oxidativo
de los compuestos de azufre reducido en 4. ferrooxidans. ;Puede esta bacteria prescindir
de los citocromos tipo-¢ para su crecimiento en tiosulfato?. La informacion existente en
otros organismos que oxidan compuestos de azufre reducido revela que los citocromos
tipo-c forman parte de las vias oxidativas descritas en otros organismos oxidantes de
tiosulfato como Rhodovulum sulfidophilum (Bamford y cols., 2002; Appia-Ayme y cols.,
2001). Ademds algunos estudios sobre los citocromos presentes en células de A.
ferrooxidans crecidas en hierro y azufre elemental revelaron que en esta ultima condicién
se sintetizan algunos citocromos tipo-¢ que no estdn presente en la condicion de hierro
(Mansch y Sand, 1992; Yarzabal y cols., 2002b). En conjunto estos antecedentes sugerian
que los citocromos tipo-c desempefiaban un papel fincional en la oxidacion de azufre u
otros compuestos de azufre reducido como tiosulfato. A pesar de estos antecedentes, el
fenotipo de la mutante sugeria que los citocromos tipo-c y en particular el citocromo ¢; no
desempefiaban un papel funcional o no eran esenciales en la oxidacién de estos
compuestos, introduciendo un aspecto controversial que resultaba muy interesante de ser
estudiado experimentalmente.

Al momento de comenzar esta Tesis la funcidn del complejo be; en el metabolismo
oxidativo de A4. ferrooxidans no habia sido descrita. Sin embargo, en el afio 2000 se
comunicd la funcién del complejo en el metabolismo oxidativo del ion ferroso (Elbehti y
cols., 2000). Debido a que aun permanecia desconocida la funcién del complejo bc; en la

oxidacion de compuestos de azufre reducido no era posible establecer ¢l carcter esencial
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o0 no esencial de este complejo en esta condicion, resultando pertinente abordar su estudio

en A. ferrooxidans.

3. Hipdtesis.
La informacion disponible permite plantear que el citocromo ¢; codificado por la
region génica ubicada rio arriba del gen resB, constituye parte de un complejo tipo bc;

que es esencial para la oxidacién del ion ferroso, pero no para la oxidacién de

compuestos de azufre reducido.

4. Objetivo General.

El objetivo general de esta investigacion fue caracterizar la region génica cercana
al gen resB y estudiar la funcion de sus productos en el metabolismo oxidativo de Fe** y

de compuestos de azufre reducido en 4. ferrooxidans.
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MATERIALES Y METODOS

I MATERIALES
1. Bacterias

La cepa de 4. ferrooxidans ATCC 19859 y ATCC 23270 se mantuvieron por
cultivos sucesivos en medio 9K a 30°C con agitacién constante. Se control6 el
crecimiento por recuento directo de las bacterias en una camara Petroff-Hausser. Las
bacterias se colectaron en la fase tardia del crecimiento exponencial mediante
centrifugacién a 12.000 x g por 20 min.

Las distintas cepas de E. coli se cultivaron en medio Luria Broth (IB) o en medio
LB suplementado con antibi6tico a 37°C con agitacion hasta la concentracion requerida.
El crecimiento bacteriano se controld midiendo la turbidez en un espectrofémetro a 550-
600 nm. Las bacterias se colectaron por centrifugacion a 3000 x g durante 5 min.

La cepa E. coli JMI109 [ F’TraD36lac(lacZ)M15prod’ B fel4(McrA)(lac-
proA)thigyrA%(I\Ial‘)enM1hstl7(rkmk*)relAIsupE44recA ] se utilizdé para la
propagacion de los plasmidios pUC19, pGEX2T, PGEMT vy sus derivados
recombinantes y para la sobreexpresién de genes. La cepa E. coli 817.1 (recd pro hsdR
RP4-2 Te::Mu Kan::Tn7) (Simon y cols., 1983) se utilizé en los experimentos de
conjugacion con A. ferrooxidans.

2. Medios de cultivo
-Medio Luria Bertani (LB): Triptona 1% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v,

NaCl 1% p/v. Se esterilizé por autoclave por 20 min a 15 atm.
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Para preparar los medios sélidos, al medio minimo y LB se agregd agar a una
concentracién de 1,5% p/v. En algunos casos, los medios se suplementaron con el
antibiético a una concentracion apropiada (ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 10 pg/mi o
espectinomicina 50 pg/ml). Para la seleccién por expresion del gen B-galactosidasa se
suplementé con IPTG (Isopropil B-D-tiogalactopirandsido) 0,5 mM y X-gal (5-bromo-4-
cloro-3-indol B-D-tioglucopirondsido) 80 pg/ml.

-Medio SOB: Triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 10 mM y
KCI 2,5 mM. Se ajusté a pH 7,0 con NaOH y se esterilizé por autoclave 20 min a 15
atm.

Medio SOC: A 98 ml de medio SOB se agregé 1 ml de solucién 2 M de Mg**
(1M en MgCl, y 1M en MgS04) y 1 ml de glucosa 2 M resultando 20 mM en Mg2+ y 20
mM en glucosa.

-Medio 9K: K,HPO4 x 3H,0 0,04 gfl, MgSO;, 0,04 g/1, (NH.4);S04 x 7H,0 0,1
g/l y FeSO4x 7TH,0 33,3 g/l. Se ajusté el pH 1,6 con HSO4 concentrado y se esterilizo
por autoclave durante 15 min a 15 atm. Para cultivar las bacterias en azufre elemental, se
sustituyo el FeSO4 por S° 5 g/l y se ajusté el pH a 3,5.

3. Vectores

-pGEM-T: (Promega Corp. USA) vector de 3820 pb se utiliz6 para el
clonamiento directo de productos de PCR generados con Tag DNA polimerasa sin
actividad editora.

-pGEX-2T: (Amershan Pharmacia Biotech) vector de 4900 pb que se utiliz6 para

el clonamiento, sobreexpresion de los genes mutados y purificacién de las proteinas
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pT7 Blue3-3: (Novagen USA) vector de 3820 pb que se utilizd para el
clonamiento de los fragmentos de “nested  PCR” producidos con la enzima
polimerimerizante “Elongase Mix” (Gibco-BRL). El sitio de clonamiento esta
flanqueado por dos sitios EcoRl, lo que facilito el subclonamiento del fragmento
clonado.

El plasmidio pUCI8 mob (4,2 kb) contiene la region de movilizacién mob
derivada del plasmidic RP4 (Simon y cols., 1983) y el plasmidio php45QK (4,3 kb)
contiene un cassette de resistencia a kanamicina (Fellay y cols., 1987). Ambos
plasmidios recombinantes fueron gentilmente donados por La Dra. Violaine Bonnefoy
(C. N. R. 8., Marsella, Francia).

4. Oligonucleétidos

Todos los oligonucleétidos (Tabla 2) utilizados en esta Tesis se obtuvieron del
“Centro de Andlisis y Sintesis de Biomoléculas” de la Facultad de Medicina de Ia
Universidad de Chile.

3. Reactivos

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (USA): lisozima,
BSA, ampicilina, TEMED, persulfato de amonio, bromuro de etidio, azul de Coomasie
R250, DTT, 2-mercaptoetanol, ATP, antimicina, estigamtelina, mixotiazol, cianuro de
potasio, azida de sodio, quinona-1, citocromo ¢ de caballo, ascorbato, ditionito de sodio,
borohidruro de potasio, hexacloro iridato, B-alanina. El SDS se obtuvo de United States

Biochemicals Co. (USA) y el reactivo de Bradford de BioRad.
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Tabla 2
Listado de oligonucledtidos utilizados.
Nombre S—p 3
A. Clonamiento de la regién génica localizada rio arriba del gen resB
AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGC
AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT
GSP1 TCGGCATCAGCACTCATCATTATATC
GSP2 TAAATCATATCTCTTTACCGCGCAAC
GSP3 CAACAGCAATGATCCTGCATAGTATAG
GSP4 AGAAAAAACCCGCTAATCAGCTGGAG
B. Secuenciacién de la regién génica localizada rio arriba de resB.
B.1l CCGGCATACAACAGGTATG
B2 ACCGTTCGGAAGCATGATG
B.3 AGGTGGGGTTACATCTGGT
B.4 CAATACATAGCCGACAAAG
B.5 CAGGAACTCTGGAACGATACA
B.6 ATTTGCGACACTATCTAACTT
B.7 CTGAATCAACAATTTCGTCGT
B.8 CCCACTGACCAGCCAAATCT
B.9 AACACGACAGATACCATGG
B.10 CTAACTCGGGGGTGAAGAT
B.11 GTCTTAGAACCAATGATCCG
B.12 ACACCTTGGACTTACGCTTGC
B.13 AACCAGGTATGCAGGTAACGGTGC
B.14 TGGGTCTGCGACACTGCAA
B.15 GGCGACAGCTTTATACCTC
B.16 ATGGCGTGTCATTCAGTTAG
B.17 CGGTACGGTTGGGTCAAAG
B.18 CAACAGCAATGATCCTGCATAGTATAG
B.19 TAATACGACTCACTATAGGG
B.20 AAACGACGGCCAGTGAATTG
C. Clonamiento de petC::kan y resB::kan en pUCmob
€.l ATGAGCACGTACAGATATC
Ci2 CCGGCATACAACAGGTATG
C.3 ATGCGATTGGCGGTTAGTCTGC
c.4 GTTCACCCAATGTCCCTCGGC
Cod GATGCGCTGCGAATCGG
Cub GCAGCTGTGCTCGACGTTG
D. Secuenciacién de clones genX:kan/pUCmob
pGEX2T-11 CTCCAARAATCGGATCTGGTTC
pGEX2T-21 TGCATGTGTCAGAGGTTTTCA
pRabajoCitbh2-3 ATGGCGTGTCATTCAGTTAG
plntercit CCGGCATACAACAGGTATG
E. Estudio de la cotranscripcidn
RT
GSP4 AGAAAAAACCCGCTAATCAGCTGGAG
E.RT1 GACATATGGGCCGATAGC
E.RT2 CACCAAAACACCAGCAGCAA
E.RT3 CCTCTATGGATGTGCTCTTT
E.RT4 AAGAGATAGGAGTGGGGGG
PCR
E.PCR1 CCTCTCAGACTTATATTGGTA
E.PCR2 AACACGACAGATACCATGG
E.PCR3 GTCTTAGAACCAATGATCCG
E.PCR4 ATTTGCGACACTATCTAACTT
E.PCR5 ACACCTTGGACTTACGCTTGC

E.PCR6 CAACAGCAATGATCCTGCATAGTATAG




Nombre s—p3

E.PCR7 GGCGACAGCTTTATACCTC
E.PCRS8 ACCGTTCGGAAGCATGATG
E.PCRY GGCGACAGCTTTATACCTC
E.PCR10 CACCAACCAACCAGCAGCAA
E.PCR11 TCAGCGCAATACTGCAGC
E.PCR12 CCTCTATGGCTGTGCTCTTT
E.PCR13 CGTCGTCAGCAGTCAATAT
E.PCR14 AAGAGATAGGAGTGGGGG

F. Extensién del partidor

F.1l AACACGACAGATACCATGG
F.2 CTATCGCGTTATCCTAAGC
Clonamiento de genes en PGEX-2T

G.1 GGTCCAACTTAGCTACACCA
G.2 GGCAAGCGCACCGAACAG
G.3 TTATTCATTAGCACCTCCGGGT
G.4 GCCAACAGTTACAGATTCGG
G.5 TTCATTGGAGCCAACGGCAG
G.6 GTCAACACAAGTGAGCTTTGG
G.7 GCGATTGGCGGTTAGTCTG
G.8 GTTCACCCAATGTCCCTCGGC
G.9 CGCCGATATTCCGGTGARAG
G.10 AGGCCACTTCGTAACCTCC
Secuenciacién de clones gst

H.1l CTCCAAAATCGGATCTGGTTC
Deteccién de la presencia de pet2

Fads TGATGGGTGATTGCGGGT
2 AAGGCGAAAGGCGACGGCAT
T:3 CAGACGAAACGCAAGACAGC
1.4 ATGAGCGGCGACACGCTGG
1.5 AGTATGTTGTGTGGGCAGG
I.6 CGATGCCGTTCAGTTGGGTG
I.7 TATGCCCTTCTGCTCCGCC
I.8 CGGCAGACTTTTGAGCGGA
1.9 TTTATGCGCCATCTGGGTC
I1.10 TAAACGCTATACAATACCCG
Deteccién de la expresién del pet2

J.1 GACGGGCCACAATTATTGACA
J.2 GTCGTGTCGTTGCACGACG
T3 ATGAGTGAGAAACTGAAGGA
J.4 TAAACGCTATACAATACCCG
Deteccién de la presencia de los genes cyd/cyo
K.1 AAGCTGGCGGCCATGGAAGC
K.2 CACACCTGGTTACCGTCCCA
K.3 GACCACGACATTCTTCATTCC
K.4 GGTGCATAACCGAACCAGCC
Deteccién de la expresién de los genes cyd/cyo
3 9 ATTCTGGTTCCTGATTCTGGG
Tua2 AGCACGCCGCAGAGAATCG
Lu3 CTTGCCTGGTCTCAGATTCC
L.5 GGTGCATAACCGAACCAGCC
Deteccién del cassette Kan

KMTN5 CGATGCGCTGCGAATCGG
M.2 GCAGCTGTGCTCGACGTTG
Deteccién dele gen rus

RusNM GGCACGCTGGATTCCACATGGAAAGAGGCG
RCX CCACTCGAGCCTTGACAATGATTTTACCAARCATACC

Los oligonucledtidos directos son destacados en color rojo y los inversos en color azul.
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El papel 3MM fue de Whatman y los filtros de nitrocelulosa BA85 de Schleicher
and Shiiell, Los compuestos radiactivos [Y**P]-ATP y [o->° 8]-dATP se obtuvieron de NEN
Life Science Products Inc. La inmunodeteccion de proteinas se realizé con un kit de
inmunodeteccién por quimioluminiscencia (Super Signal Chemiluminiscent Substrate Kit
“Pierce™).

Todas las endonucleasas de restriccién utilizadas procedieron de Gibco BRL. La
RNAsaA fue de Boehringer Mannheim, Las enzimas T4 DNA ligasa y polinucledtido
quinasa se obtuvieron de New England Biolabs. La fosfatasa alcalina intestinal de
ternera (CIAP), ¢l fragmento Klenow de la DNA polimerasa, la Tag DNA polimerasa,
Elongasa (mezcla de Tag DNA polimerasa y DNA polimerasa de Pyroccocus sp. GB-D)
y los nucleétidos dATP, dCTP, dTTP y dGTP fueron de Gibco BRL.

Como marcadores del tamafio de DNA se utilizaron DNA del fagoh digerido
con HindIlI , DNA del fago $X174 RF tratado con Haelll, 1 kb DNA ladder, 50 y 100 pb
DNA ladder. Como marcador del tamafio del RNA se utilizé 0,24-9,5 kb RNA ladder,
todos provenientes de Gibco BRL. También se utilizé el marcador de masa molecular de
proteinas proveniente de BioRad Laboratories.

Todas las sales, acidos, bases y compuestos orgénicos fueron de grado analitico y
procedieron de Sigma Co., Merck, Fluka o JT Backer.

Los reactivos para medios de cultivo: triptona, extracto de levadura y agar,

procedieron de Difco Laboratories.




I METODOS

1. Clonamiento _de los genes cycAl, sdrAl, petAl, petCI v resB en el vectd

expresion pGEX-2T,

1.1 Preparacién de dcidos nucleicos
1.1.1 Preparacién de DNA plasmidial en pequeiia y mediana escala

Para la purificacién del DNA plasmidial se utilizé el sistema Wizard DNA
Purification Systems (Promega Corp). E. coli se cultivé con agitacion toda la noche a 37°C
y se colectaron las células por centrifugacion a 12.000 x g por 10 min. Las bacterias se
someticron a lisis alcalina y el DNA plasmidial se purificé por cromatografia de
intercambio ionico segin la indicaciones del proveedor.

Las muesiras de DNA se sometieron a electroforesis en geles de agarosa
horizontales cuya concentracién dependi6 del tamafio de los fragmentos de DNA a separar
y se agregd bromuro de etidio 0,5 ug/ml. La electroforesis se realizo a 80 V por tiempos
variables en tampén TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8,3, EDTA 1 mM) y el DNA se
visualizé en un transiluminador de radiacién UV. Los geles se fotografiaron con una
cémara digital (Kodak Digital Science) y la imagen se procesé en el computador.

1.1.2 Preparacién de DNA cromosémico de A. ferrooxidans.

Las bacterias se cultivaron en 2 1 de medio 9K hasta alcanzar una densidad de 10°
cel/ml. Las células se colectaron por centrifugacion a 12.000 x g por 20 min a 4°C y se
favaron con H>S0,; 10 mM y en TE pH 8,0. La extraccion del DNA cromosomal se realizo
segin el método de Marmur (1961). Las bacterias se suspendieron en 15 mi de solucién A

(Tris-HCI 25 mM pH 8,0, glucosa 50 mM, EDTA 10 mM). Se agregd 5 ml de solucion A
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con lisozima 2 mg/ml y se incubd en hielo durante 60 min. Se agregé SDS 0,05% final y
proteinasa K 50 pg/ml final, y se incubé durante 15 min a 37°C. Las proteinas se
eliminaron por extraccién con 1 volumen de una mezcla de fenol:cloroformo 1: 1y luego
con 1 volumen de cloroformo. Los 4cidos nucleicos se precipitaron con etanol en presencia
de acetato de sodio 0,3 M durante toda la noche a —20°C. El sedimento se lavo con etanol
70%, se secO y resuspendio en 10 ml de tampén TE [Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y EDTA
1mM]. Se incubé durante 2 h a 37°C con 30 pug de RNAsa A. Se realizé una extraccion de
proteinas con fenol-cloroformo y se precipité con etanol durante la noche. La mezcla
alcohdlica se centrifugd durante 10 min a 12.000 x g y el DNA gendmico se resuspendid
en tampon TE hasta a concentracion de 0,5 pg/pl.
1. 1.3 Preparacién de RNA total de A, ferrooxidans

El RNA total se preparé de acuerdo al procedimiento descrito por Iagen y Young
(1978). Todas las soluciones y material de vidrio se trataron previamente con 0,1% de
dietilpirocarbonato (DEPC) y se esterilizaron por autoclave durante 30 min. Las bacterias
se crecieron en 2 1 de medio 9K y se colectaron cuando el cultivo alcanzé una densidad
aproximada de 108 cel/ml. Se lavaron con H;80, y TE, manteniéndose siempre en hielo.
Se resuspendieron en 5 ml de Tris-HC1 50 mM pH 6,8, EDTA 2 mM y SDS 1% y se
lisaron por calentamiento a 97°C en bafio marfa. Se agregé acetato de sodio hasta 0,3 M
pH 5.2 y se realizo un extraccién de proteinas con fenol 4cido (pH 4,5) agitando
suavemente la mezcla durante 10 min. A la mezcla se adicioné cloroformo y se repitio el
procedimiento de extraccion. Se centrifugd 2 12.000x g a 4°C v la fase acuosa se fratd con

fenol: cloroformo por 10 min, Los 4cidos nucleicos se precipitaron con etanol durante 2 ha
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—20°C en presencia de acetato de sodio 0,3 M pH 5,2. La mezcla etandlica se centrifugd y
el sedimento se resuspendié en 1 ml de Tris-HCI 10 mM pH 8,0, MgCl; 1 mM, DNAsa
libre de RNAsa 10 pg/ml y se incubé po 10 min a 37°C. Se agreg6 acetato de sodio 0,3 M
final y las proteinas se extrajeron con fenol:cloroformo por 5 min. Se obtuvo la fase acuosa
por centrifugacion a 12.000 x g por 10 min y se agrego etanol absoluto y acetato de sodio
para precipitar el RNA. El sedimento se secé a temperatura ambiente por 10 min y se
resuspendié en H,O tratada con DEPC a una concentracion de 1 pg/pl. Para almacenar el
RNA por periodos prolongados el RNA éste se precipité con etanol y se mantuvo a —-80°C.
1.2  Precipitacién de los dcidos nucleicos

Los 4cidos nucleicos fueron precipitados con 1 volumen de etanol absoluto y 0,1
volumen de acetato de sodio pH 4,8. La mezcla se incubd a -20°C durante 2 h y se
centrifugd a 20.000 x g durante 10 min. El DNA o RNA precipitado fue lavado con etanol
70% para retirar el exceso de sales presente. Se dejé secar duras 15 min a temperatura
ambiente y se solubilizo en tampén TE a la concentracion deseada.
1.3  Digestion del DNA

El DNA a una concentracién de 0,1 pg/ul, se digirié con enzimas de restriccion
utilizando 5 unidades de enzima por pg de DNA en las condiciones de tiempo, temperatura
y fuerza i6nica recomendada por los proveedores. Las reacciones enzimaticas se detuvieron
por calentamiento a 65-70°C o por extracci6n fendlica.
1.4  Desfosforilacién del DNA.

Al digerir el DNA con enzimas de restriccion, se generaron extremos 5° fosfato que

deben ser eliminados para aumentar la eficiencia de unién del inserto. Para desfosforilar
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los vectores se utilizé fosfatasa alcalina intestinal de ternera (CIAP). Para ello el DNA se
trat6 con 2 U de CIAP por pmol de extremo 5’ fosfato en la solucion amortiguadora (Tris-
HC1 50mM pH 9,3, MgCl, 1 mM, ZnCl, 0,1 mM y espermidina 1 mM) y se incub6 a 37°C
por 15 min. El procedimiento se repetié dos veces. Cuando la enzima de restriccion
utilizada generaba extremos romos o 5’ recesivos, se incubd a 37°C por 15 min y luego a
56°C por 15 min. El procedimiento también fue realizado dos veces. La reaccién se detuvo
con 300 pi de una solucién de Tris-HCIL 10 mM pH 7,5, SDS 0,5%, EDTA 1 mM y NaCl
200 mM. Se realizd una extraccion fenol cloroformo y el DNA se precipit6 con etanol. Se
resuspendi6 en un volumen apropiado de TE.

1.5 Purificacién de fragmentos de DNA desde geles de agarosa.

Para purificar fragmentos derivados de reacciones de PCR o de digestiones con
enzimas de restriccion, se utilizd el kit Wizard PCR Preps DNA Purification Systems
(Promega Corp). La muestra de DNA se sometio a electroforesis en un gel de agarosa de
bajo punto de fusién. Se cortd el trozo de gel que contenia la banda de DNA a purificar y
se fundié a 65°C en un tubo de 1,5 ml. Se agregé la resina y se purificé por cromatografia
en mini-columnas como se especifica en el protocolo entregado por el proveedor y el DNA
se eluy6 con tampon TE pH  8,0.

1.6 Reaccion de amplificacién de DNA por PCR.
1. 6.1 Reaccién utilizando la enzima Tag DNA polimerasa.
La reaccion se realizd en la solucion amortiguadora Tris-HC1 20 mM pH 8,4, KCl

50 mM, MgCl, 0.67 mM, dNTPs 0.3 mM cada uno, 1 pM de oligonucledtidos y 0,04

U/pl de Tag DNA polimerasa. Se utilizo 1-100 ng de DNA molde. La mezcla se cubri6
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con aceite mineral para evitar la evaporacion. La reaccion de PCR consistio en una
primera etapa desnaturalizacion 94°C por 5 min, seguida de 28-35 ciclos de:

a) desnaturalizacién a 94°C durante 30 s,

b) alineamiento del partidor durante 30 s a una temperatura de aproximadamente 5°C por
debajo de la temperatura de “melting” de los partidores utilizados,

¢) extension del fragmento por la tag DNA polimerasa a 72°C durante un tiempo
aproximado de 1 min por 1 kb de DNA a sintetizar.

Finalmente se realizé una extensién a 72°C durante 10 min. El producto de
amplificacién se analizo por electroforesis en geles de agarosa.

1. 6. 2 Reaccién utilizando la enzima Elongasa

La reaccién se realizé en una solucién amortiguadora Tris 60 mM pll 9,1,
(NH,);804 18 mM, MgCl, 1,6 mM, dNTPs 1,25 mM cada uno, oligonucleétidos 5 pM
cada uno y elongasa 0,02 U/pl. Se siguié el mismo procedimiento como en el punto 1.
6.1., pero la temperatura de extension fue 68°C.

1. 6. 3 Disefio de los oligonucledtidos utilizados como partidores.

Los oligonucledtidos utilizados en todas las reacciones de PCR, RT-PCR,
secuenciacién y extensién del partidor (Tabla 2) se disefiaron utilizando el programa
OLIGOS. Este programa permitié analizar los oligonucledtidos disefiados, estableciendo
si éstos formaban estructuras secundarias no deseadas o si podian generar dimeros.

1.7 Cuantificacion de Acidos nucleicos
Para cuantificar 4cidos nucleicos presentes en las diferentes muestras se

utilizaron dos métodos.
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A) Cuantificacién por absorbancia: se midié la absorbancia a 260 nm y se
calculé la concentracién de acidos nucleicos considerando que DOgg= 1 corresponde a
50 ug/m! de DNA de doble hebra, 40 pg/ml de DNA de 1 hebra o RNA (Sambrook vy
cols., 1989).

B) También se cuantificé acidos nucleicos utilizando el marcador M HindlIll o
AX174 RF/Haelll. Se realizaron diluciones de la muestra de DNA a cuantificar y se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa junto a cantidades conocidas del
marcador. Se compar la intensidad de 1a banda del DNA con una de tamafio similar del
marcador. Las muestras de DNA plasmidial fueron previamente linearizadas por
digestion con una enzima de restriccion.

1.8 Ligacién de fragmentos de DNA en vectores

Para obtener los clones recombinantes se utilizd la enzima T4 DNA. ligasa. El
vector purificado, digerido con la enzima de restriccién apropiada y desfosforilado se
mezcld en una relacion molar de 1:5 (vector : inserto) con el inserto en Tris-HCl 50 mM
pH 7,5, MgCl 10 mM, DTT 10 mM, ATP 1mM, BSA 25 pg/mi) y 6 U de T4 DNA ligasa.
La reaccion se incub6 a 16°C durante toda la noche.

1.9  Transformacién de E. coli
1.9.1 Preparacién de células electrocompetentes

Células de E. coli cultivadas toda la noche a 37°C en medio LB se utilizaron para
inocular 500 ml de LB al 1% v/v. Se cultivé a 37°C con agitacion hasta alcanzar una DOsgo
de 0.8. El cultivo se centrifugé a 4.000 x g por 10 min a 4° C. Se elimin6 el sobrenadante y

las células se lavaron dos veces en 500 ml de agua destilada, estéril y fifa, centrifugando
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cada vez a 4.000 x g 10 min a 4° C. Las células se resuspendieron agregando 2 ml de
glicerol 10% estéril, se alicuotaron y se conservaron a —80°C.

1.9.2 Electroporacion

Las electroporaciones se realizaron en un equipo Cell-Porator (Gibco BRL Life
Technologies, INC). Las bacterias electrocompetentes (20-25 pl) se mezclaron con
aproximadamente 1 11g de DNA y se depositaron entre los electrodos de la cubeta. Se
aplicé un pulso de 2400 V y las muesiras se transfiricron en forma estéril a un tubo de
cultivo que contenfa 1 ml de medio SOC. Las células se recuperaron incubando a 30-37°C
por 1 h, segin el caso. Luego 50-200 ul de células se depositaron en placas de agar LB
m4s el antibidtico adecuado y se incubaron toda la noche a la temperatura deseada.

2. Secuenciacion de DNA

Los DNAs se secuenciaron como describe Sanger y cols. (1977) utilizando el
meétodo de secuenciacién por PCR.

2.1 Marcacién radiactiva del oligonucledtido

Se realizé la marcacion radiactiva del oligonucleétido por incorporacién de [*P] al
extremo 5° de éste bajo las siguientes condiciones; Tris-HCl 60 mM pH 7,8, MgCl, 10
mM, KCl 200 mM, oligonucledtido 0,2 pM, [y*°P] ATP 04 yM y 0,2 U de T4
polinucledtido quinasa en un volumen final de 5 pl. La reaccién se incub6 a 37°C por 10
min y a 55°C por 5 min y se enfii6 en hielo.

2.2  Reaccién de secuenciacion
Para la reaccidén de secuenciacién se prepard una mezcla de prerreaccién que

contenia Tris-FIC1 30 mM pH 9,0, MgCl> 5 mM, KC1 30 mM, W-1 0,05 % pfv, 1 pmol de
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oligonuclestido marcado radiactivamente (los 5 pl de la reaccién de marcacion), 1,25 U de
Tag DNA polimerasa y 300-700 ng de DNA en un volumen final de 36 pl. Se mezclé todo
y se enfrié en hielo. Se prepararon cuatro reacciones de secuenciacién A, C, Gy T. Se
colocaron 2 pl de cada reactivo de terminacién en cada tubo: dideoxiadenina en tubo A 'y
asi sucesivamente. Se agregé a cada uno de los tubos 8 pl de mezcla de prerreaccién. Se
mezcld, se enfrié en hielo y se cubrid con aceite mineral y se sometieron al signiente
programa de PCR: 1 ciclo de 3 min a 95°C, 30 ciclos de 30 s 2 95°C, 3052 55°Cy 60 s a
70°C. Finalizado el programa se agregé a cada tubo 5 pl de solucién de detenci6n, se
calentaron a 90°C por 5 min y se cargaron 3-5 pl de la fase acuosa en el gel de
secuenciacion preparado como describe Sambrook y cols. (1989).

La electroforesis se realizé a 1600 V por tiempos variables. Luego el gel fue
adherido a papel filtro, secado aplicando calor (80°C) y vacio por una hora y expuesto ante
una ldmina autorradiografica a temperatura ambiente y en oscuridad por 48-72 h. La
lamina autorradiografica se reveld en oscuridad y se analizé la secuencia.

La secuenciacién de los fragmentos también se realizd en un secuenciador
automdtico en el Centro de An4lisis y Sintesis de Biomoléculas de la Universidad de Chile.

3. Reaccion de RT-PCR

3.1 Tratamiento del RNA con DNAsa libre de RNAsa

El RNA total extraido de A. ferrooxidans se traté con DNAsa libre de RNAsa para
eliminar el DNA cromosémico bacteriano. 50 pg de RNA total se incubaron con 68 U de
DNAsa pancratica de bovino (DNAsa I) contenidos en 300 pl de tampdén a una

concentracion final de 5 mM MgCl; y 0,1 M acetato de sodio pH 5,2. Se incubo a
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temperatura ambiente durante 15 min y se continué con una exiraccién con fenol
cloroformo, la fase acuosa se precipitd con etanol a —20°C. El RNA se resuspendi6
finalmente en H,O tratada con DEPC a una concentracion de I pg/pl.

3.2 Sintesis del cDNA

La preparacion de RNA libre de DNA se calent6 a 85°C por 5 min y se llevé a 0°C
colocandola en hielo. La reaccion de sintesis de cDNA se realizé en 20 pul de una solucién
que contenia 1pg de RNA desnaturalizado, 20 pmol del oligonucléotido y 0,5 mM de cada
dNTP. La mezcla se incub6 durante 5 min a 65°C. Se agregd 4 ul de tampon de reaccion
5X (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCl y 15 mM MgCl) y 2 ul de 0,1 M DTT. El
contenido del tubo se mezcl6 e incubd durante 2 min a 42°C. Finalmente se afiadié 1 pl de
transcriptasa reversa 200 U/ul y se incubd 50 min a 42°C. La reaccién se inactivo
calentando a 70°C. Este tipo de experimento se realizé para estudiar la expresion y la
cotranscripcion entre genes contiguos. Todos los oligonucle6tidos utilizados con este fin
estan debidamente indicados en la Tabla 2.

3.3 Amplificacién de cDNA por la reaccién de amplificacién en cadena (PCR)

La reaccidén de amplificacidén se realizé en un volumen de 25 pl siguiendo un

protocolo similar al descrito en la seccién 1. 6. 1., pero utilizando como templado 2 pl de

Ia mezcla de la reaccion de sintesis de ¢DNA.

4, Extension del partidor

Para identificar el extremo 5° del mRNA del operén pet 1 y del oper6n res se
utilizé la metddica de extensién del partidor descrita en Sambrook y cols, (1989), con

algunas modificaciones. 100 pg de RNA total de 4. ferrooxidans y 3-5 pmoles de
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L

oligonucledtido marcado con (2P)PO; en el extremo 5° (10° cpm), se precipitaron en
etanol. La mezcla se resuspendi6 en 10 pl de tampén Tris-HCL 50 mM pH 8,3, MgCl, 6
mM y KCl 100 mM. Se incubd a 85°C durante 10 min para desnaturalizar los acidos
nucleicos v 2 h a 55°C para permitir la hibridacion del oligonucle6tido al mRNA. La
reaccion de sintesis de cDNA se realizé incubando a 37°C por 1 h en 20 pl de una solucion
que contenia Tris-HCI 50 mM pH 8,3, MgCl; 6 mM, KCI 100 mM, DTT 5 mM, cada uno
de los ANTP a una concenfracion de 1 mM y transcriptasa reversa 1U/pl. La etapa de
sintesis se repiti6é dos veces més para lo cual la mezcla se calentd por 5 min a 90°C y luego
de enfriar se agrego transcriptasa reversa 1 U/ul y se incub6 por 30 min a 37°C. Luego se
agregd a la mezcla 20 pg de RNAsa A libre de DNAsa, se incub6 por 15 min a 37°C. Las
proteinas fueron eliminadas por extraccion con una mezcla de fenol:cloroformo. Los
4cidos nucleicos se precipitaron con etanol en presencia de 5 pg de glicogeno. Finalmente
el cDNA se resuspendié en 6 pl de tampén TE y 4 pl de solucién de carga para geles de
poliacrilamida desnaturalisantes (formamida 80%, EDTA 10 mM pH 8,0, xilén cianol 1
mg/ml y azul de bromofenol 1 mg/ml). Las muestras se analizaron en un gel de
poliacrilamida al 6% en presencia de urea § M.

5. Transferencia de DNAp por conjugacion desde E. coli a A. ferrooxidans

5.1 Preparacion de E. coli

La cepa de E. coli S17.1 (Simon y cols., 1983) que llevaba los plasmidios
petCl::kan/pUC19mob o resB::kan/pUC19mob se crecié en medio salino (NH4),804 85
mM, KC1 5 mM y MgSO4 15 mM pH 4,6) suplementado con extracto de levadura, 0,5% a

37°C durante toda la noche con agitacién constante. Las células se inocularon 1/100 en




38

medio fresco hasta alcanzar una DOggo= 1,0. Las células se colectaron por centrifugacion a
2.500 x g durante 5 min y se lavaron con medio salino. El precipitado bacteriano se
resuspendi6 en el mismo medio a una concentracién de 10° células/ml.,
5.2  Preparacion de A. ferrooxidans

A. ferrooxidans se crecié en azufre elemental como se indicé en la seccion 1-1-2.
Las células se colectaron en la fase exponencial tardia por centrifugacion a 10.000 x g
durante 20 min a temperatura ambiente. Las células precipitadas se lavaron sucesivamente
con medio salino (seccién 5. 1) hasta eliminar todos los restos de azufre elemental. Las
células se resuspendieron en la misma solucion hasta una concentracion de 10° células/ml.
5.3  Conjugacién de A. ferrooxidans y E, coli

Las células donantes (E. coli 817.1) y receptoras (4. ferrooxidans) preparadas
como se describe en las secciones 5.1 y 5.2 se mezclaron en una proporcién de 1:2. 100 pl
de la suspensién bacteriana se depositaron en el medio de conjugacién que contenia:
(NH4),S04 170 mM, KCl 10 mM, MgSO4 15 mM, agar 1,25%, L-leucina 60 mM, 4cido
diaminopimélico 50 mM, tiosulfato de sodio 20 mM y extracto de levadura 0,125% y se
incubo a 30°C durante 3 dias.
5.4. Seleccion de recombinantes

Las células mantenidas en el medio de conjugacién durante 3 dias fueron
suspendidas en 1 ml de medio salino y se realizaron diluciones seriadas de 10 10
células/ml. 100 pl de cada diluci6n fueron sembrados por diseminacién en medio sélido

que contenia: (NH;),S04 170 mM, KCl 10 mM, MgSO, 15 mM, Agar 1,25%, L-leucina
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60 mM, 4cido diaminopimélico 50 mM, tiosulfato de sodio 20 mM, FeSOs 4 mM y
kanamicina 200 pg/ml. Se incub6 a 30°C durante 15 dias.

0. Inmunodeteccion de las proteinas SdrAl, Rieskel y Citocromo crl en A.

ferrooxidans.

6.1 Sobreexpresion de los genes por induccién con IPTG

La cepa de E. coli IM109 transformada con el vector recombinante pGEX-2T que
lleva los genes sdrAl, petdl o petCI, se cultivd toda la noche a 37°C en LB-ampicilina
100 pg/ml. El cultivo se utilizé para inocular 100 ml de medio LB-ampicilina al 5%. Se
cultivaron a 37°C con agitacién hasta alcanzar la fase logaritmica (DOgp™ 0,8-1,0). Se
adicioné IPTG a una concentracién final de 0,1 mM y se incubd a 30°C por 3 h. Se
centrifugaron las células a 5.000 x g por 10 min a 4° C. Se lavaron al menos una vez con
una solucién de 50 mM Tris-HCl pH 8,0 fifa y se gnardaron a —20°C 6 —80°C.

6.2  Visualizacion de las proteinas sobreproducidas por SDS-PAGE.

El exiracto bacteriano se sometié a separacidn por electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS preparado como se describe en Sambrook y cols.
(1989). Las muestras se prepararon en solucién de carga Tris-HCl 50mM pH 6,8, SDS 2%,
azul de bromo fenol 0,1%, glicerol 10%, 2-mercaptoetanol 5% v/v y se calentaron a 100°C
durante 5 min para asegurar la completa desnaturalizacion de las proteinas. Posteriormente
las muesiras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida en tampé6n Tris 25
mM pH 8,3, glicina 0,25 M, SDS 0,1% a 150 V durante 45 min. Los geles se lavaron
durante 5 min en agua destilada y tifieron en solucién de tincién durante 20 min (preparada

por disolucién de 0,2 g de azul brillante R250 (Sigma) en 30 ml de metanol proanalisis y la
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posterior adicién de 10 ml de acido acético glacial y 60 ml de agua destilada). Finalmente
se destifieron en metanol 20% y dcido acético glacial 5%. Las bandas sobre el gel que
corresponden a las proteinas se visualizaron en un transiluminador.
6.3 Aislamiento de las proteinas sobreproducidas desde la fraccion soluble e
insoluble de Ia c€lula

Las cepas de E. coli que sobreexpresaban los genes cycd, sdrA o petC se crecieron
en 2 ml de medio a 37°C hasta una DOg= 0,8 y se indujo la sobreexpresion del gen
respectivo con IPTG 1 mM por incubacion a 30°C durante 3 h. Las células se colectaron
por centrifugacion a 3.000 x g durante 5 min y se lavaron con tampén HCI 50 mM pH 8,0.
Las células se resuspendieron en 200 pl de tampén de lisis (Tris HCI 50 mM pH 8,0,
EDTA 2 mM pH 8,0, friton X-100 0,1 %, B-mercaptoetanol 20 mM y PMSF 1mM)] y se
agregd lisozima a una concentracion final de 0,1 mg/ml. Se mantuvo en hielo por 30-45
min y se procedié a romper las células por sonicacién, dando 5 pulsos de 15 s a 50 Wait
de potencia. El lisado celular obtenido se centrifugé a 20.000 x g por 10 min, Tanto el
sobrenadante (fraccién soluble) como el precipitado (cuerpos de inclusién) obtenidos en
esta etapa se analizaron por SDS-PAGE (Seccion 6.2.).
6.4 Obtencion de proteinas de fusion y obtencién de anticuerpos policlonales

Se aislaron los cuerpos de inclusion desde cultivos de 100 ml de células que
sobreexpresan los genes cycdl, sdrdl o petCl. Estos fueron suspendidos en tampon de
carga Tris-HCl 50mM pH 6,8, SDS 2%, azul de bromo fenol 0,1%, glicerol 10%, 2-
mercaptoetanol 5% v/v. El extracto de proteinas de los cuerpos de inclusién fue sometido

una electroforesis en geles de poliacrilamida 12% en presencia de SDS preparado como
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se describe en Sambrook y cols. (1989). La banda que correspondia a la proteina
sobreproducida (>200 pg de proteina) se escindié del gel y lavo en tampodn fosfato salino
(NaCl 8 g/1, KC1 0,2 g/l, Na;HPO4 1,44 g/l y KH;PO4 0,24 g/, pH ~ 7,4). El pedazo de
poliacrilamida se mezcld y maceré con coadyuvante de Freund (Sigma) hasta generar una
emulsion que se inyect6 en conejos debidamente mantenidos en el vivero de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile. La inyeccién de esta emulsién se repetié dos veces
mas cada 15 dias.

Los anticuerpos se obtuvieron a partir del suero sanguineo colectado a partir de 50
ml de sangre coagulada. El suero colectado se someti6 a centrifugacion a 500 x g por 5
min. El sobrenadante se recuperd y almacené a -20°C. La reactividad de estos anticuerpos
se analizé por “Weslemn blotting” utilizando 1-100 ng de antigeno y comparando la
reaccién con el suero sanguineo colectado de los conejos antes de la inyeccion con el
antigeno.
6.5 Obtencion de membrana citoplasmitica de A. ferrooxidans

Para obtener una preparacion de membranas enriquecida en la membrana
citoplasmdtica se utilizé el protocolo descrito por Misuno y Kageyama (1978). 100 mg de
pellet bacteriano se suspendieron en 3 ml de sacarosa 20%. Se agregé secuencialmente los
siguientes componentes: 1,5 ml de sacarosa 2 M, 1,7 ml de Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, 130 pl
de EDTA 1%, 150 pul de lisozima 10 mg/ml y DNAsa a una concentracién final de 10
pg/ml. Se incubdé a 30°C durante 60 min con agitacién ocasional. En esta etapa se
generaron esferoplastos debido al desprendimiento de la membrana externa. Se centrifugd

a 15.000 x g durante 15 min. Las células precipitadas se suspendieron en 5 mi de Tris-HCl
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pH 8,0 y PMSF 1mM y rotas con prensa French. El lisado bacteriano se centrifugo a
15000 x g durante 15 min y el sobredanante resultante se sometio a una
ultracentrifugacién an 45.000 rpm durante 1,5 h a 4°C (Ultracentrifuga Sorvall OTD-
Combi, Rotor T-875). El precipitado que contenia las membranas citoplasmaticas se
resuspendi6 en agua destilada y almacenado a -20°C.

6.6 Cuantificacién de proteinas.

La concentracién de proteinas se determind utilizando el protocolo de Bradford
(1976) con algunas modificaciones. A 100 pl de una solucién que contenfa 0,5-10 pg de
proteina se agregd 1 ml del reactivo de Bradford. La absorbancia se midi6 2 una longitud
de onda de 595 nm. La curva de calibracion se realiz6 con seroalbiimina de bovino como
patrén. La cuantificacién de proteina totales de células enteras y membranas celulares se
realizé de forma similar, pero se agregé una etapa inicial de solubilizacién de las proteinas
que consistié en la adicién de NaOH 0,4 M final e incubacién a 100°C durante 10 min.

6.7 Inmunodeteccion de proteinas por Western Blotting.

Se utilizd un sistema de quimioluminiscencia “Pierce” que consiste en la
generacioén de [uz como producto de una reaccion quimica.

El extracto de protefnas de las bacterias se sometié a separacién mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS preparado como se describe
en Sambrook y cols. (1989). Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. La transferencia se realizd en una solucidn de transferencia 10 % (4cido
borico 500 mM, NaOH 190 mM, pH. 9,0), etanol 20%, SDS 0,1% y se aplicé una

corriente de 300 mA durante 1,5 h. La membrana se bloqued con 0,1 ml/cm? de leche al
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5% en TBS/T (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM,, Tween 20 0,1% v/v) incubando
1 h a temperatura ambiente. La membrana se lavé con TBS/T por 10 min dos veces. Se
incubé con el anticuerpo purificado diluido 1/10.000 en TBS/T durante 1 h a
temperatura ambiente con agitacion suave. La membrana se lavé 4 veces durante 10 min
en TBS/T. Posteriormente se incubd con el segundo anticuerpo de cabra anti IgG de
conejo, conjugado con peroxidasa diluido 1/40.00 con TBS/T. El revelado se realizé
mezclando iguales voliimenes de los sustratos como lo indica el proveedor y se incubo

-

por 1 min a temperatura ambiente. La membrana se expuso a una pelicula

autorradiografica.
7. Determinacion de la funcion del complejo bc; en Ia oxidacién de tiosulfato

por A. ferrooxidans

7.1 Medicion de la actividad respiratoria en A. ferrooxidans

La actividad respiratoria de células enteras y membranas de 4. ferrooxidans se
determiné polarograficamente midiendo el consumo de oxigeno con un electrodo de
Clark (oxigrafo Gilson) a 25°C, Alicuotas de 10-20 pl de una resuspension  bacteriana
se inyectaron en la camara del oxigrafo que contenia 1,8 ml tampén de (-alanina (-
alanina-H,S04 20 mM, pH 3,5) o tampdn fosfato (KH,PO; 50mM pH 7.4). El
consumo de oxigeno se midié en presencia de Fe** (FeSO4, 3 mM), tiosulfato (NaS;03
3mM), DBH; (decilquinol) 2 mM o ascorbato 50 mM como tnica fuente de electrones.
Los ensayos se realizaron en ausencia o en presencia de inhibidores del complejo bc;
[antimicina A 9 uM, estigmatelina 8 pM, mixotiazol 35 pM y HQNO (2-heptil-4-

hidroquinolina N-6xido) 20 pM] o de la citocromo ¢ oxidasa terminal (KCN 0,5 - 5 mM,
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NaN3; 1 mM). El DBH, se prepar6 por reduccién de DB (decilubiquinona, Sigma) con
borohidruro de potasio segiin el protocolo descrito por Rieske (1967).
7.2  Medicion de la actividad tiosulfato:quinona oxidoreductasa

La reduccién de la quinona en presencia de tiosulfato como tnica fuente de
clectrones se evalud espectrofotométricamente (espectrofotémetro Aminco DW 2A).
Alicuotas de 20 pl de células preparadas como se describird en la seccion 7.4 se
resuspendieron en 1 ml de tampén B-alanina pH 3,5 en presencia de tiosulfato (NaS;0s,
3mM). La reaccién se inici6 con la adicion de quinona Q1 30 pM. La reduccion de la
quinona se medi6 por seguimiento espectroscépico a 278 nm. A esta longitud de onda la
quinona en su estado oxidado muestra un méximo de absorcién. La cuantificacién de la
disminucién de la quinona y del incremento transitorio de quinol (quinona reducida) se
realizd como se describird en la seccidon 7. 4, utilizando un coeficiente de extincion
molar de 12,25 M'em™.
7.3 Medicion de la actividad citocromo ¢ oxidasa en A. ferrooxidans

La tasa de oxidacion de un ferrocitocromo ¢ 50 pM (citocromo ¢ 100 pM +
ascorbato 50 mM) se determiné espectrofotométricamente a 550 nm menos 540 nm en
tampon B-alanina pH 3,5 o tampén fosfato pH 7,4 (Seccién 7. 1), en ausencia o en
presencia de KCN 0,5 mM. La tasa de oxidacién se determiné a partir de los cambios en
los valores de absorbancia registrados en el tiempo. La cuantificacién del contenido de
citocromo ¢ en estado reducido se realizd a través de la ley de Lambert-Beer utilizando

un coeficiente de extincién molar de 18 mM ™ cm™.
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7.4 Identificacién y cuantificacién de componentes redox en A. Jferrooxidans

Las células de 4. ferrooxidans se colectaron por centrifugacion al final de la fase
exponencial de crecimiento. El sedimento que contenia las bacterias precipitadas se lavo
sucesivamente con una solucién que contenia K,HPO4 0,130 mM, MgSQO, 0,8 mM,
(NI4)2S04 0,76 mM. Para las células crecidas en hierro, el pH de la solucién se ajusto a
1,6 y para azufre a 3,5. Las células fueron resuspendidas en tampdn p-alanina pH 35
(Seccion 7. 1). La concentracion de protefnas totales de la resuspension celular se estimé
como se describe en la seccién 6. 6. Alicuotas de 20 pl de un concentrado celular se
resuspendieron en 1 ml de tampén B-alanina dentro de una cubeta de vidrio de 1 cm. La
muestra contenida en la cubeta se congelé en nitrgeno liquido e inmediatamente se
analizé en un espectrofotémetro Aminco DW 2000. Los espectros de absorcion
generados en cada caso (rango 300-600 nm) se analizaron para determinar los valores de
absorbancia y longitud de onda de cada pico de absorbancia observado.

La cuantificacién de las proteinas redox de realizé de acuerdo a la ley de
Lambert-Beer que relaciona los valores absorbancia con los coeficientes de extincién
molar de los componentes identificados. Se consideré Ia absorbancia de los picos a de
cada componente redox (citocromos ¢: 550 nm, citocromo b: 560 nm, citocromo ¢
oxidasa aas: 597 nm, quinol oxidasa bd: 630 nm). Los valores de la absorbancia se
obtuvieron de la diferencia de absorbancia del espectro reducido (muestras en presencia
de ditionito de sodio 5 mM) menos el espectro oxidado (muestras en presencia de

hexacloro iridato 5 mM). Los coeficientes de extincion molar utilizados fueron
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citocromo ¢ (18 mMem™), citocromo b (24 mM'em™), citocromo ¢ oxidasa (21 mM’
1crn'l), citocromo d (24 mM'lcm'l) y quinona (mM'lcm'I).

8. Anlisis de secuencias de aminodcidos v nucleétidos

Los andlisis de las secuencias de aminoicidos y nucle6tidos se realizaron
utilizando programas disponibles en Ja Internet y las bases de datos de “The Institute of
Genome Research” (TIGR) e “Integrated Genomics” que contienen la secuencia del
genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270. La Tabla 3 presenta un listado de los

programas y bases de datos utilizados y sus correspondientes direcciones electromicas.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion de la regién génica v andlisis de las proteinas codificadas.

1.1 Clonamiento, secuenciacion e identificacion de marcos de lectura (ORF). La
correlacién observada entre la interrupcion del gen resB con la secuencia de insercién
ISAFe-1 y el “phenotypic switching” (Cabrejos y cols., 1999), llevé a la necesidad de
caracterizar mas profundamente toda la region génica rio arriba y rio abajo de este gen.
El DNA gendmico de 4. ferrooxidans se digirié con 5 enzimas de restriccién (EcoRV,
Hincll, Mscl, Smal y Stul) que generaban fragmentos con CX{remos romos. Estos
fragmentos se ligaron a adaptadores lineales que provenian de un sistema de clonamiento
de Tnvitrogen (Genome Walker Kit). De esta manera se generaron cinco genotecas
diferentes que sirvieron de molde para una reaccion de “nested PCR” (Figura 5). Esta
técnica consistié en la realizacién de una reaccion de PCR utilizando un oligonucleotido
que alineaba con el DNA del adaptador y otro que alineaba con el DNA de la secuencia
conocida localizado tio arriba de resB. El producto generado se utilizd nuevamente
como molde en una segunda reaccién de PCR utilizando pares de partidores localizados
més internamente. En ambas reacciones de PCR se utilizaron oligonucleétidos de 26-27
pb (ver Tabla 2) y la reaccién de extension de realizé en 35 ciclos de desnaturalizacion,
alineamiento de los oligonucledtidos y polimerizacion, utilizando una enzima
polimerizante con actividad editora (ver Materiales y Métodos, Seccion II-1. 6). Cuando

se utilizé la genoteca Hincll como plantilla en la reaccion de “nested PCR”, se obtuvo un
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A) DNA gendémico

l - Digestién con enzimas de restriccidn
- Ligacién a adaptadores lineales de DNA
EcoRV  Hincll Mscl Smal Stul

Genotecas “no propagables”

B)
Adaptador Lineal Adaptador Lineal
5 3
APL -d ‘L < GSP1(GSP3) PCR primario AP1-GSP1
(GSP3)
APZ--> ‘L <-~GSP2 (GSP4)  PCR secundario AP2-GSP2
(GSP4)

-Clonamiento en el vector pT7-Blue
-Secuenciacion del DNA

C) Hinell EcoRV
pb pb

3054 3054
2036 2036
1636 1636

Figura 5. Clonamiento de Ia regién génica localizada rio arriba del gen resB. A} Construccién de
genotecas no propagables. B) Obtencién de fragmentos “por nested PCR” utilizando los oligonucledtidos
indicados con la flecha segmentada. C) Andlisis de los productoes del “nested PCR” "por electroforesis en
geles de agarosa af 1%. La flecha sefiala los fragmentos obtenidos, los cuales se clonaron en pT7-Blue y se

secuenciaron.
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fragmento de aproximadamente 2,0 Kb (Figura 5C) que se clond en el vector pT7-Blue
3-3 y posteriormente se secuenci6. La informacién de la secuencia de DNA de este
fragmento permitié disefiar nuevos oligonucleétidos para la realizacion de una nueva
reaccién de PCR, “nested PCR”, lograndose amplificar una secuencia tio arriba de la
regién conocida. Se obtuvo un fragmento de aproximadamente 3,0 kb con la genoteca
EcoRV (Figura 5C), el cual se cloné y secuencid. Estos experimentos permitieron definir
]a secuencia de una porcién de DNA de aproximadamente 5 kb rio arriba de resB.

La secuencia de DNA de los fragmentos clonados se analizé con programas
bioinformaticos (Tabla 3) estableciéndose la existencia de 5 ORFs localizados
inmediatamente tio arriba de resB. Los productos de estos ORFs mostraron similitud con
un citocromo ¢y, una proteina de la familia SDR (short-chain dehydrogenase reductase) y
las tres subunidades del complejo bey: Rieske, citocromo b y citocromo cj. Las
caracteristicas de estas proteinas y sus secuencias de aminoécidos seran tratadas en
profundidad en la proxima seccién. En acuerdo a la nomenclatura usualmente utilizada
en la literatura, estos genes se denominaron cycdl, sdrdl, petdl, petBl y petCl,
respectivamente. La secuencia nucleotidica deducida de esta regidn se muestra en la
Figura 6. En la region génica secuenciada el gen cycA se ubicaba entre las posiciones
446-1228, sdrAl entre 1221-2012, petdl entre 2112-2732, petBI entre 2760-3968 y
petC1 enire 3965-4693. Los genes petCl y resB quedaban separados por 619 pb. La
secuencia total y la secuencia de cada ORF se encuentra disponible en el banco de genes
NCBI (National Center for Biotechnology Information) con el cdodigo de acceso

AF00296.

H




TAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTATCGCARATTTGT TCACTTTT TAATAATAACGACACGGT
ARGTATATTCCGTGAGCGCGTTTGGTCTTGT TTAGCGATTGGTCGGGARATGACGGGCTTGGTCGTGGGAT
GGTGGTCCTGATCACCATCCCTGCAGGGCCTTTCTTGCTCCGCCTTCCAGGCAGGCTTTGATGTGCAGTTT
GGGCAGTATCTTCACAATCAAAGAGAGGGCTGACCATAATCAGT TTTTATAGTCATATATAGTCGTTATGT
GGTTATAGATGAATTAGATGATAAGTATATGCTAACT(GGGGATGARGATAGATGGTCCAACTTAGCTACA cyed
CCAAAAAATCCGGCAAGATGGTGGCCATGGTATCTGTCGTGTTTATTGGTATGGGTGCGATGCCTTTTGAC 783 pb
ACAATTGCTTATGGAGCGGCAAGCGCACCGAACAGCAAGATTGTTGCTGCCACCGTTTCTTCGTCCGCGGE
CGTTACGGCTCCAACGCAATCCGTGGCGAGTGCACAGAAAACGACGGATACCAATGCGGGAGGCATTCCGC
AACCGGTAAGCACTACCTGTATGGCATGCCACGGAATGACTGGAATATCCCCCGGTGGATCAATGTTTCCA
GATTTGGCTGGTCAGTGGGCTCCCTATCTGGTCARACAGCTCAATAACTTTAGAAGTCATACGCGTGCGGA
TCCCATGGCARAGGCTATTATGTGGGGCATGGCCGCGTCGCTGACGCCGGCACAGGTGCAACAGGTAGCAR
ATTACTTCTCTACCCAGACTCCACCGAAAGCARAAATGGTAAACGCTARACTAGCGGCAGAAGGAAAGAAG
ATATATGAAGGTGGAATATCTAACCTTCATGTGCCTGCCTGTATGGCATGCCATGGCCCARCCGGTCTGGG
TGACCCGCCTTACTTTCCTCGCTTGGCAGGTCAACGACGAGCCTACGTAGAAT TGCAGCTGCATTATTTCA
AAAAAGGTCTTAGAACCAATGATCCGTATGCCATAATGCGGTACGTCGCCTCGCGGCTAACGGGGCCGCAG
ATTACCGAGTTAGCAACCTATGTACGCAGTTTACC]GGAGQTGCTAATGAATAATTACGTACCAGTTGATG sdrd
GCTTGCTGAACGGGCGTGTAATCATTGT TACAGGAGCCGGAGAAGGGATTGGTCGCTGTGCTGCCGTAGAA 792 pb
TTTGCTCGTTTGGGTGCTGAAGTAGTGTTATTGGGCCGAACTCAGCGGAAGC TAGAGGGTGTATACGACGA
AATTGTTGATTCAGGTTATAAAGAGCCGGTTATACATCCCATGGATTTGCTGACTGCCAAGGGGCGCGATT
ATCAGGATTTTGCGCAGCGCCTGAAGGAGAGT TTAGGCCGTTTGGATGGGATCCTGCACARCGCTGCGGAA
CTCGATATATTGACACCGATCCAGTATTACGACGAGGAGT TGTGGGAAAGCGCGATGARAGTGAACGTGAC
CGCGCCATACTTATTGACACAAGCCTGTTTGCCACTGT TGCTGGCATCCGAGGATGCCTCCATTGTTTTCA
TTACTGATGACTGCGCCCGTGAGGCARAAGGTTATTGGGGTGCCTATGCTGTARGTAAAGCGGCAGTACAA
CACCTTGGACTTACGCTTGCAATTGAAT TACAAAACACCAACGT TCGCGTGAACGTGATARATCCTGGGCC
ATGCCGTACGGGAATGCGGGTGAGGACACATCCGGGAGCGTCAATAATGTCCGTTCCACCACCGATAGCGA
TCATGCCCCTTTATGAATATTTGT TAGGGCCCGATAGCAARAATACACGTGGGCAGATCATGAATGCCAGA
GATTGGCTGGATGCGGAACACGATGATCGCCAGATAGTTGCTGT TCTTGAGCAATAAATCGAACGAAGTTA
GATAGTGTCGCAAATCCCAATACGGAATAAGGCAAACTTCTGGTAGTTACGCTGT TTGTATCAGAGCACTA
dCGAGQTTATAGARATGCCAACAGT TACAGAT TCGGAACATGGCCACARAAATATTACACGCCGGCGATTT petd
TTGGCGGCGGC TACATCCGCAGT TGGCGCGGTGGTGGCCGGAATGGTTGCGGTGCCGCTCGTCGATTCATT 621 pb
GGAGCCAACGGCAGCGGCCGAAGCAGCATCGTCAACCACCGTAGATCTGACGCCCATTGAACCAGGTATGC
AGGTAACGGTGCCGTGGCAGAAGAAACCGGTAATAATAATAAATCGGACCCCGGARATGTTGGCTACATTA
AAAGAAACGATGGCAARAGGGATTTTGAAAGATCCGC TATGCARAGTGCCGCAGCAGCCTCCATACTGTAC
AAACATGTATCGTTCCAGAGTTCCTGAATGGTATGTCGGGATACGTATCTGTAATCATCTATGCTGTATTC
CACATTATAGACCGAAGAAAGGAAGTGTTGCACCATGGTGGCTTGGCGGATTTCACTGCCCGTGCCGTGGT
TCAATGTACGATCTGTCTGCACGGGTGATACAGGGTTCCCCAGCCCCGCATAATATGGCGGTGCCGGAGTA
TGAGCTCTCCACAGAGAAGATGAGTGCTACGATAACTCATATGTATCCCAAAGCTCACTTGTGTTGACAGA
TTGATAATTGAGGAGTGGATCCGATGAGTAGATTTTCGGCATGGGT TAACAAGAGGCTCCCGGTAGATGAG petB
ACCATAAGGGAGCACATGACAGAATATTTTGCGCCAAGAAACTTCAATATTCTATACTATGCAGGATCATT 1209 pb
GCTGTTGTTGATGATCGTGCTCCAGCTGATTAGCGGGTTTTTTCTGATGGCGCATTATGTTCCTACATCTC
AAGATGCCTTTGCTTCAGTGCAAGGCATCATGTACGACACAAAATGGGGCTGGT TGATACGCTATATGCAT
GTTGATGGCGTATCTTTAATATTTATCTTACTCTATACCCATATGTTTCGCGGGCTACTGTATGGCTCGCA
TCGTGCCCCTAGGGAGCTTGTTTGGGT TATCGGGTATGT TATTTATTTGT TAATGATGGCGGAAGCCTTTG
TCGGCTATGTATTGCCATTTGGAAATTTATCTTATTGGGCTGGCGAGGT TATTACCTCCATCATGCACGCA
CTGCCGGTGGTTGGGCCATCTCTTACTACCCTGACGCGCGGCGGGCCCGGGATTGGGTCTGCGACACTGCA
ACGCCTTCTAGCGCTGCACGTGGTTCTGTTCTTCCTTATTATTC TCGCAGCCATCGCGCTCCATATCGTAG
CATTGCATCGGGTAGGTTCGAACAACCCCGACGGTATTGACATCAAAAAACACAAGGGCCCGGATGGARRA
CCGTTAGATGGTGTACCATTTCACCCATATTATACCGTGARAGACCTGTTTGGTGTTGGGGTTTGGCTGAC
CATATTTGTTTCTGTTATATTTTATGCTCCAACCATGCATGGGGTATTCATGGAACGTACGACGTTCCTTG
CCGCAAACCCGATGGTCAGTTTACCAGATGTAACCCCACCTTGGTACCTATCGCCTTATTACGCAATGCTC
CGTGCGGTACCTAACAAGTAT TACGGAATCGCAATAATGAT TACATCCGTCTTGCTGCCGTTGCTGTTGCC
TTGGCTCGATCGTAACCCGGTTCGGTCCAGCAGATACCGTCCAGTGTACAGGATAATGCTTATTGTTGCGG
GGGTTTCCTTCATTATTTTGGCATGGAT TGGTCAGGAACCACCGTTGCCTARATATTTCTTGATCGAGCGG
GTGGCGACAGCTTTATACCTCGGGTTTTACCTCTTGCTGCCGTTCGT TAGCATGATAGAACCTACACGGCC




CGTACCGAAGAGAGT TACAGGAIGAGCACGTACAGATATCTATGGTTTTTGTTGGTGTCCATGTTGATTCC petC
CGGGATAGCATGGGGAGCGGAAAATACGGTACACTGGATGACGCCGCATTATACGT TCAACCGGACCACTG 729 pb

TAATAGCTGGAGCGCGTTATTT TGCAGATCACTGTATGGCGTGTCATTCAGTTAGTTCGTTGCGTTACGAG
TACCTCCGTGCAGATCTTGGCATGACGARAARAGAGGTGGAGAAGGACATCATGCTTCCGAACGGTGCGGT
CTGGAAGGGACAAATAGTCTCCCCAATGCCCCCTGACATGGCAGCCARATGGTTAGGCARGCCTCCTCCAA
ACTTGAGTCATATGGACCGGTATCTTGGCTCAARATTTATTTATACGTACCTGCTGTCATTCTATTGGGAT
CCTGCGCGACCATCAGGT TGGAATAATTATGTGTTCCCAATGGTTGCCATGCCAAATATATTGGCTCCATG
GGGCGGTACGGTTGGGTCAAAGGGGCAAGTAATTTTTCCCGGAAGACTTTCTCCTGCCAAGTATCACCARA
ATGTTGCAGATGTCGTGGCGTTCCTTCGGTACGCCTCGGATCCTTCGTATTTTACAAGAATGGCTATCGGC
CCATATGTCATTGGCATAATGGTACTATTCACCATTCTTGCTTATTTTCTCAAGACAGCATATTGGATTGA
TCTGARAGARRAAACGTAGTAATACCCATACARAGGGCTAGTGGTTCCATACCTGTTGTATGCCGGGCATGA
AGATGGCCCGCCTGACCAGCGCGTTTTTAGGGGTCTGGCGGGTTTTTCGACATGARCGCGCGGTGTTAGTT
TGCCCCGGTGTGGGCTCGCTATGCTCCGTCGCCAACAACGTTGCGCGGTAAAGAGATATGATTTATTAGTG
GGTGGTAACATATTGATATAATGATGAGTGCTGATGCCGAtgtcgaggatgctgecgttectecgecaaagegg
aacctccagcgctgacagggtctcattceccagggatcttcggggeggectccgggagatcgegatgcaggget
tgattgccccatgegecatatggtatcaagectaattatatggtttatgecttaggataacgegatagtgeatyg
gtttgccccatggatatcgggtettcactttgtttgtcgttgegggtgagtaacatgcaatgggttggtte
cgggcataaacatgcattgttatcttattatagaactatttacaggtgtattaatagcctgccactaatca
tgtagttatcagagggatcagatttggctaagcagatttctggagatgcaagttattcgagaacgegetta
gcataaattttttgggttccatgcgattggeggttagtctgetggtattactggeccategectetgttatt
ggtacagttctcaaccaacaacaaccctatgaggattacgttttaaagtttggctcattctggtttgetgt
ttttcgtgacgtcggtttgtacaatgtttaccggactaattggtacctggegattgttggttttetegtge
tgtctactagcacatgtttgattcgtaatacaccgcgcatgctgagggaaatgecgecgagecggatttggeg
gttgggtctgggtacgatccgecgagggatggtgaataatacggaaatgttctecgecattagecatcecagtce
cgcaagtaacatggtggtagccgttatgecgggggegtggatatcgaccgaaactccacgaaagcaacggtyg
gagtggtagttactggtcgtaaagggcgttataatcgacttgggtatatactaacgcatgcggcgatcata
gtattttgtgcggccgegetttataacgeccgatatteccggtgaagetggatatgectgaccggegeagtacg
accggagaataactttcatattccgectgtcggaagtcagcaaaaaggcttggetctcggataataatcectg
cataccgtggcacggttactgtaccggaaggccagtcaacgcaagtcgtctatgagttggtggggaatggt
tatctggtccaaccacttccgtteccggatcatgttgaageggtttcatgtegettactactectacgggeat
gcccaaggattttatttccaatatcgttctttacaataatgaaggcaaggtactgaaagaggctaatgtcece
gagttaatcacccacttacctatcatggcgttcagatatttcaggcgagectttgtcgacgggggatecctt
ctgaaaatgaaacgctacatgttcaatgatccgggtgcgggtgecggttgatgagcaagegegegtcgggea
atcaataaaactgcccggtacgacctatatgttaaaattaaaaggattctccttggataatgttgteccectyg
cagacgccatagaatcccggeccgggegecgcacacaaacatatcaacctecgggeccgagttttacatatatt
gcgcaaagtacatcggcgtctagtgeccgagttcaagacctatatgcageccgatcacgagagatggacaatce
ctattttgtgcaaggggttaggacagcgttcggtactccataccaatatctttttatcccaacgggaccaa
atggttccattggtttatttatgaaatacttatctgecgectgcaaaagcaggcgggcatgaatageggtgag
agcactaaacgttacgttttacatacatttaaggtggtgatcagcaaatatgcgccatctatgacgacgga
agccgaggcactatattttcagtececgegatcagegcaatactgcagectcaaagcatacccagtaceettceg
tggttactcttaccggatttgatcaccgatgggcggctgggectggaggttacgaagtggectgccactgtyg
gttatttattggggttgtgctgtactggttcttggcatatttatactgttctatctgeccgecagegecggat
gtcggttgccttgcgcgcatcgaacgatggcacagaggtaataatcggtggecgecgagcagecgaaaccegt
ac-agttcaccaaggagtttgaaggatttgttacccgtctcaagagtgccctgcagggtcaggatgacai]
gaataﬂgatgcha_qctcacaagcagatgagtcgctcgcgcttacgaaaatggaagccgagggac
attgggtgaaccgtatcagcaagcaggacctgectgtggttcgeggggcttacggttgctgctggtgttttyg
gtggacgtttttaacagccagttttggttttggcaatatgtggttcttgctacctggtatgtcacgttggt
tgcagtcggtattcactggcgcgeccttccaggtggcattcttaacggtggtcagegecgetecttetgggtyg
tttggttgtatagcatcggccaaacacctgctaacgatgtcattttatgttacgtattacaaggctatgece
ggtgttatgtggatgatcggttttcttttggeccgecaccagtgecttatattatctacctgtttacectete
ggaaaaagtggggcgcttggcaacggggectgacatgggtecggtgttattatgggecttcatecggecttggtyg
tccgttggecgecgaaacctatatcgggecatectgattggggacatgtteccggtgaccaatectttgggaggty
atggtggtattttgcgcagccactgeccctecttttacctttattatgagtececgettcaaateccagateget
aggggcttttgtcatgcccttggttgecggecggectgcagggttecttatectggctgacctttgteccageata

resB
1776 pb

resC
1191 pb




tggatcgtatagcaccgataattcctgecgctacaaagecttctggatgaaattgcacgtaccgatgatgttt
gtggcatatgccaacttcaccatcgeccagtctggttggtctegettatcttcteggegaccgetegegtag
aagtggtggcggcggegttctcgegegggetecttcccageggggaggttatggataacatgatgtecaagg
caattgccttgggatttctgttgtttacgatcgecactateccteggtgetgtatgggecgecaaggecatgg
ggcggattttggtcgtgggatcccaaggagacgtgggcacttatagtttggttgaattatgecggatacct
tcatgccegtacaagtaaaggatggcggggcaagcagatggegtggtggtectttatgagtetgtgggttg
tgacattctgctttctgggecgtcaacctetttctatcegggttgeattettacgggaagetetgattgeca
ttagcgttaaggatatttcgtgecggggcgacaaaagttggtggcgeccggecaggtaatgaaggacggaacgce
atggaaatggaatttggccggcatggtggegectcectttateccttecggegtatgataaaacatggatagat
gtcggtcattatcggtattgcaggcgtgtgcatgagatatctgatgattgttgttacaaccctggatatgq
aaaagagcacagccatagaggctgttttcaaccgggccaaagcagccacgqctgagtacgatgtagaagtt
attttgactggagaatctggggttattgcaacaacacatgcggtaaaaagcggcatcgatgaagaatatct
gcgtctactgtatgactctatgegatctgcaaaatcageccggtgtgaaaattagtatttgecgaacgatcta
tagagtggtgcagtttaaataatgatgagcttatcccggagatagatgacgtcgtcagcagtcaatatatt
atggagcgggccgcaccagatacatatgttgcttatttctga

Figura 6. Secuencia de DNA de la region génica estudiada. Con letras rojas se sefiala los ORFs
identificados y a la derecha de cada uno de ellos se indica el nombre asignado y el tamaiio en pares de
bases (pb). Los posibles codones iniciadores o terminadores de la traduccion se encuentran subrayados.
Las secuencias destacadas con un rectangulo representan posibles secuencias Shine-Dalgarno de union al
ribosoma. Las letras mayisculas indican la secuencia deducida de los fragmentos clonados (4906 pb) y en
letras minusculas se indica la secuencia previamente conocida de los genes resB, resC e hip2 de A
ferrooxidans

hip2
399 pb
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Todos los genes identificados codificarian para proteinas redox, que podrian estar
vinculadas funcionalmente entre si. Asi por ejemplo, los productos de los genes pef son
las subunidades del complejo citocromo bc;. Ademas la cercania entre los cinco genes
permite suponer que ellos se agrupan en una unidad tnica de transcripcién. También
debe destacarse la presencia de dos genes que codifican para citocromos tipo-c, los
cuales podrian ser blancos de maduracién de las proteinas Res B/C cuyos genes resB/C
estan localizados inmediatamente rio abajo.

1.2  Anilisis de las proteinas codificadas por los genes cycAl, sdrAl y petABCI
del operon petl de A. ferrooxidans.

La obtencién de la secuencia nucleotidica de la regién génica (F igura 6) permitié
realizar diferentes analisis para caracterizar las proteinas putativas codificadas por los
genes del operén petl. Las caracteristicas generales de estas protefnas se detallan a
continuacion:

1.2.1 El gen cycAl. La proteina precursora codificada por el gen cycAl de 4.
ferrooxidans posefa 260 aminoacidos, una masa molecular deducida de 27,6 kDa y un
54% de similitud con un citocromo tipo-cs de Ralstonia solanacearum. El andlisis de la
estructura primaria de la proteina (Figura 7) reveld la presencia de dos secuencias
CXXCH (84-88 y 186-190). En esta secuencia los residuos de cisteina se han
involucrado en la unién covalente del grupo hemo C y los residuos de histidina en

conjunto con las metioninas 132/232 se han sido implicado en la coordinacién del dtomo

de Fe de este grupo quimico (Thény-Meyer, 1997).
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Figura 7. Alineamiento miltiple de la secuencia completa de aminodcidos del citocromo ¢, (CycAl)
de A. ferrooxidans y otros c, bacterianos. La linea superior destaca una secuencia sefial putativa
localizada en el extremo amino-terminal del citocromo ¢, de 4. ferrooxidans. (+) residuos aminoacidicos de
carga positiva a pH 7,0. (SXS): secuencia para escicion de la secuencia sefial. La flecha indica un lugar
posible de corte. Los residuos conservados implicados en la unién de grupos hemo se destacan con color
rojo. Los asteriscos representan aminoacidos idénticos y los puntos representan aminoacidos
funcionalmente conservados. Af A. ferrooxidans (AAF76296). R.s: Ralstonia solanacearum
(NP _518318.1). S.v: Shewanella violacea (BAA89217.1). P.s: Pseudomonas stutzeri (Q52369). V.c:
Vibrio cholerae (NP_229771.1). P.a: Pseudomonas aeruginosa (NP_254177).




54

Mediante un andlisis con el programa PSORT (Banai y cols., 2001) se establecio
que en el extremo amino terminal de la proteina se localizaba una secuencia sefial
putativa similar a la descrita en bacterias Gram negativas. Esta secuencia sefial se
caracteriza por una regién con carga neta positiva en el extremo amino terminal, una
regién hidrofobica y la presencia de la secuencia SXS que constituye una sefial para la
peptidasa que escinde la secuencia sefial de las proteinas dependientes del sistema Sec
(Fekkes y Driessen, 1999). La masa molecular y el pl calculado para la proteina madura
son 21,9 kDa y 9,5, respectivamente. Este Gltimo valor es caracteristico de otras
proteinas basicas presentes en el periplasma de A. ferrooxidans como la rusticianina
(Plicerico: 9,2). En conjunto, estos antecedentes sugerian que la proteina era exportada
hacia el periplasma de 4. ferrooxidans a través de la via Sec.

1.2.2 El gen sdrAl. La secuencia de aa deducida del gen sdrdl poseia 263
aminoécidos, una masa molecular deducida de 28,9 kDa y era similar en un 56% a una
proteina de Vibrio cholerae perteneciente a la familia SDR (short-chain dehydrogenase
reductase). El analisis de la secuencia aminoacidica (Figura 8) reveld la presencia de la
secuencia GXXXGXG que en otras deshidrogenasas de estructura conocida formaba
parte de una estructura B-o-p implicada en la unién de la coenzima NAD(P) (Brénden,

1980). Todos los miembros pertenecientes a la familia SDR poseen residuos altamente

conservados como Y166 y K170 cuya implicancia funcional no ha sido establecida, pero
sugieren que los miembros de esta familia estin relacionados funcionalmente (Jornvail y

cols., 1995).
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Figura 8. Alineamiento multiple de la secuencia completa de aminodcidos de la proteina SDR de A.
ferrooxidans y otras deshidrogenasas bacterianas. La secuencia GXXXGXG implicada en la union de la
coenzima NAD(P)" y los residuos altamente conservados en la familia de proteinas SDR se destacan con
color rojo. Los asteriscos representan aminoacidos idénticos y los puntos representan aminoacidos
funcionalmente conservados. A.fA. ferrooxidans (AAF76297). V.c:V. cholerae (NP_230704.1). Y.p:
Yersinia pestis (NP_405756.1). S.e: Salmonella enterica (NP_455780.1). E.c: E. coli (NP_287928.1). P.a:
Pseudomonas aeruginosa (NP_251863.1).
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Las protefnas de la familia SDR poseen una amplia diversidad de sustratos. La

proteina SDR de 4. ferrooxidans tuvo una alta similitud (50%) con la ribitol-5-P-
deshidrogenasa de Bruscella melitensis, lo cual sugiri6 que el ribitol podria constituir un
posible sustrato para esta proteina. Este hecho podria tener importantes implicancias en
la generacion de susiratos como NAD(P)H y ribulosa, los cuales son necesarios para la
fijacién de CO,. Este aspecto serd analizado més detailadamente en la discusién de esta
tesis.
1.2.3 El gen petAl. El producto del gen perdl es “aliamente” similar con la proteina
Rieske de Allochromatium vinosum (52%). La secuencia de aminoécidos de la proteina
deducida de este gen poseja 206 residuos y una masa molecular tedrica de 22,7 kDa
(Figura 9). Ademas, presentaba los residuos de cisteina e histidina involucrados en la
unién covalente del centro redox F»-S,. La secuencia que une el Fe-1 (CNHLCC: 131-
136) se alejaba levemente del consenso establecido (C(TKHLG(LIVST), pero los
residuos funcionalmente claves se mantenian conservados (C131 y H 133). La secuencia
que unia al Fe-2 (CPCHGS: 157-162) estaba conservada respecto a la secuencia
consenso (CPCHX(GSA), siendo los residuos funcionalmente claves: C157 y H160.
También estaban presentes las cisteinas (C136 y C159) que participaban en el
establecimiento de un enlace disulfuro esencial para mantener la estructura 'y la funcién
de la proteina (Iwata y cols., 1996).

Los programas de analisis utilizados mostraron que la proteina Rieske de 4.
ferrooxidans no poseia una secuencia sefial tipica de exportacién o de anclaje a la

membrana citoplasmatica, sin ambargo, si posefa una a-hélice hidrofébica en el extremo
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Figura 9. Alineamiento miltiple de la secuencia completa de aminodcidos de la proteina Rieske de
A. ferrooxidans y otras proteinas Rieske bacterianas. Los residuos conservados implicados en la unién
de centro redox Fe,-S, y en la mantencion de la estructura y la funcion de la proteina se destacan con color
rojo. Los asteriscos representan aminoacidos idénticos y los puntos representan aminodcidos
funcionalmente conservados. A.f: A.ferrooxidans (AAF76298). A.v: Allochromatioum vinosum (031214).
N.m: Neisseria meningitidis (NP_275043.1). P.a: P. aeruginosa (NP_253121.1). V.c: V. cholerae
NP_230224.1). A.t: Agrobacterium tumefaciens (NP_532912.1) .




58

amino terminal (aa: 19-40) que podria constituir una region de anclaje a la membrana de
modo que la porcién restante, que contenia al centro redox, quedaria expuesta hacia el
periplasma bacteriano. Un esquema similar ha sido descrito para la proteina Rieske de
levaduras y bovinos. En bovinos esta proteina se traduce con una secuencia sefial de 78
residuos, la cual se escinde para generar una proteina madura de 196 residuos
aminoacidicos (Berry y cols., 2000). La idea de la posible ubicacién de la proteina
Rieske de A. ferrooxidans en el periplasma, estuvo también apoyada por su elevado
valor de pl (8,9).
1.2.4 El gen petBI. La proteina codificada por el gen petBI se relacioné con el
citocromo tipo-b del complejo be;. El mayor “score” se obtuvo con un citocromo b de
Pseudomonas aeruginosa (62% de similitud). El citocromo b de A. ferroxidans poseia
los residuos de histidina involucrados en la unién del grupo hemo By (H101/203) y BL
(H87/188), de alto y de bajo potencial electroquimico, respectivamente. Ademas, se
encontraron las secuencias del tipo (D/EN/Q)XXXG(F/Y. TWIM/QYX(L/I/V/M/E)
RXXH) y PXW que eran altamente conservadas en los citocromos tipo-b y que eran
definidas como una sefial caracteristica de este tipo de proteinas (Prosite PS00192)
(Figura 10). La secuencia PXW se localizaba normalmente entre las hélices V y VI de
otros citocromos b conocidos, pero en el cit b de 4. ferrooxidans estaba localizada entre
las hélices VI-VII putativas.

El polipéptido generado (402 aa) posefa 9 o-hélices hidrofobicas que eran
comunes a una inmensa variedad de citocromos tipo-5 bacterianos y que estaban

relacionadas con la integracion de la proteina en la membrana citoplasmatica (Crofis y
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Cit b-A.f = |  mmmmee——m——e- MSRFSAWVNKRLPVDETIREHMTEYFAPRNFNILYYAGSLLLLMIVL 47
cit b-P.a ———————————-= MNKFMAWVDARFPATKMWEDHLSKYYAPKNFNEWYFFGSLALLVLVN 47
cit b-R.g MADFKQRRPGAPMAEQFMTWVDNRFPATKLFKEHMSEYYAPKNFNVWYFFGSLAMLVLVI 60
cit b-A.v MSAEKTEN----—-—=—= LSWIDKRFPLSETWRNHLSEYYAPKNLNFWSFFGSLAILTLVI 51
Cit b-N.m MANQTNSK~---- AKALLGWMDARFPLSKMWNEHLAQYYAPKNFNFWYYFGSLALLVLVI 55
é wea Frk  x JEEposckakmn,  ox RRA ok ok
DXXXGWXRXXH
Cit b-A.£f QLISGFFLMAHYVPTS———-—-—-= QDAFASVQGIMYDTKWGWLIRYMHVDGVSLIFILLYT 100
Cit b-P.a QILTGIWLTMSFTPSA--—=--- EEAFASVEYIMRDVDYGWIIRYMHSTGASAFFIVVYL 100
Cit b-R.g QIVTGIFLVMHYKPDA-—-————— ATAFASVEYIMRDVPWGWLVRYMHSTGASAFFIVVYL 113
Cit b-A.v QIVTGVWLAMSYKPDAG-——-—--— LAFASVEYIMRDVDWGWLIRYMHSTGASMFFIVIYL 104
Cit b-N.m QIVSGIFLTMNYKPDGNLNAYHLPAAFTAVEYIMRDVSGGWIIRYMHSTGASFFFIVVYL 115
t-v:*_:* : * **::1: * * *_ **::**k* *'* :**::*
cit b-A.f HMFRGLLYGSHRAPRELVWVIGYVIYLLMMAEAFVGYVLPFGNLSYWAGEVITSIMHALP 160
cit b-P.a HMFRGLLYGSYQKPRELVWIFGMLIYLALMAEAFMGYLLPWGQMSYWGAQVIISLFGAIP 160
cit b-R.g HMFRGMIYGSYRKPRELVWIFGCAIFLALMAEAFMGYLLPWGOMS YWGAQVIINLFAARIP 173
Cit b-A.v HMFRGLLRGSYRKPRELLWMIGVVIYLVMMATAFFGYLLPWGOMS YWGAQVIVNLFAARVP 164
Cit b-N.m HMFRGLIYGSYKKPRELVWIFGSLIFLALMAEAFMGYLLPWGOMS FWGAQVIINLEFSAIP 175
*****:: **:: ****:*::* *:* :** **.**:**:*::*:*l_:** e b2 *:*
Cit b-A.f VVGPSLTTLTRGGPGIGSATLORLLALHVVLFFLIILAAIALHIVALHRVGSNNEFDGIDI 220
Cit b-P.a VVGEDLAQWIRGDFLISGITLNRFFALHVIALPIVLLGLVVLHILALHEVGSNNPDGVDI 220
cit b-R.g FVGNDLSLLIRGDFVVGDATLNRFFSFHVIAVPLVLLGLVVAHIIALHEVGSNNPDGIET 233
Cit b-A.v VVGEDLSVWVRGDFVISDATLNRFFAFHFL-LPFLLAGLVFLEIVALHHVGSNNPDGIEL 223
b-N.m

eit

VIGPDLSTWIRGDFNVSDVTLNRFFALHVIAVPLVLLGLVVAHIIALHEVGSNNPDGVEL 235

* Eg LA k¥akeasaWon L gn o 3 el okmiekdekdcdly ok

Ccit b-A.f KK——-*HKGPDGKPLDGVPFHPYYTVKDLFGVGVWLTIFVSVIFYAPTMHGVFMERTTFL 276
Cit b-P.a KK----KKDENGVPLDGIAFHPYYTVKDIVGVVVFLFIFCTVIFFFPEMGGYFLEKPNFE 276
Ccit b-R.g KA————KKDERGIPLDGIPFHPYYTVHDIYGVRIFLILYSAVLFFAPEGGGYFLEFNNFI 289
Cit b-A.v KEGPKGNRWSDKAPADGIPFHPYYTVKDLMGVVVFLAIFGYVMFFNPTMGGLEFLEAPNFQ 283
Cit b-N.m KK----NKDENGIPRDGIPFHPYYTVKDVLGVVVFLIVFCAVLFFAPEGGGYFLEAPNFD 291
* e * **:_*******:*: ok ::* 5] *:*: * * *:* _*
BXW
Cit b-A.f AANPMVSLPDVTPPWYLSPYYAMLRAVP——-—NKYYGIAIMITSVLLPLLLPWLDRNPVR 332
cit b-P.a MRNQFKTPEHIAPVWYFTPFYAILRAVP————DKLMGVVAMGAAIAVLFVLPWLDRSPVR 332
cit b-R.g PADPLKTPAHIAPVWYFTPFYSMLRALLKTFDAKFWGVVVMGVAVLILFFLPWLDRSPVK 349
cit b-A.v PAN?MQTRAHIAPVWYFTPFYAMLRAVPPMYGSQFPGVVVMFAAILILFVLPWLDRSPVK 343
b-N.m

Cit

AANALKTPPHIAPVWYFTPFYAILRAIPSFLGTQVWGVIGMGAAVVLIALLPWLDRGEV- 350
. - - - * . - . -

*. ‘::!r **::*:*::***: * .******- *

Cit b-A.f SSRYR-PVYRIMLIVAGVSFIILAWIGQEPPLPKYFLIERVATALYLGFYLLLPFVSMIE 391
Cit b-P.a SIRYKGWLSKLWLVIFAVSFVILGYYGAQAPSPLGTTLSRVCTVLYFAFFILMPFYTRME 392
Cit b-R.g SIRYRPTWHKVVYAVFVVNEVVLGYYGIQPPSVAGSIISMVGTLFYMGFFLLMPWWSRIG 409
Cit b-A.v SMRYKGPIFKWATGIFVVSFVALAWLGIQPASDFYTLLSQIFTVLYFAYFLLMPIYSSLD 403
Cit b-N.m = ———mmmm e o — o — e

Cit b- PTRPVPERVTG--- 402

cit b- KTKPVPERVTG--- 403

Cit EFKPVPERVTFRAH 423
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Figura 10. Alineamiento miltiple de la secuencia completa de aminoscidos del citocromo b de A.
ferrooxidans y otros citocromos b bacterianos. Se destacan los residuos conservados implicados en la
unién de grupos hemo By y By, También se muestran algunas secuencias altamente conservadas en los
citocromo de tipo-b (DXXXGWXIRXXH y PXW). Los asteriscos representan aminoacidos idénticos y los
puntos representan aminoacidos funcionalmente conservados. Af: A. ferrooxidans (AAF76299). P.a: P.
aeruginosa (NP_253120.1). R.g: Rubrivivax gelatinosus (AAK55422). A.v: A. vinosum (031215). N.om: NV,
meningitidis (NP_283214.1).
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Berry, 1998; Xia y cols., 1997). Los dos centros redox estarian unidos a histidinas
localizadas en las a-hélices Ly V'y quedarfan inmersos en la membrana.

El complejo be; de cianobacterias, plastidios y bacterias fotosintéticas posec una
cuarta subunidad (SUIV) que no posee centro redox y que estd involucrada en la union
de la quinona (Yu y cols., 1999). La SULV es codificada por el gen pet D (fbcQ) y en
bacterias fototrofas este gen se transcribe independientemente del operdn pet, Sin
embargo, en bacterias quimi6trofas se encuentra normalmente fusionado a petB (Bexry y
Trumpowet, 1985) o petC (Yuycols., 1995)02 ambos (Thony-Meyer y cols., 1991).

Con el objeto de definir la presencia o ausencia del gen petD y su contexto
genético en 4. ferrooxidans se procedi6 a analizar las secuencias de las SUIV de
diferentes organismos con el programa «Blocks” (Henikoff y cols., 1995). Se analizd 13
secuencias completas disponibles en las bases de datos, provenientes de los siguientes
organismos: Rhodobacter sphaeroides (AAA26107.1), Triticum aestivum (CAA38552),
Atropa belladona (NP_783262.1), Cuscuta reflexa (CAD28794.1), Synechocystis sp
(CAA41412.1), Synechococcus  elongatus (CAB46750.1)  Psilotum nudum
(BAB84247.1), Spinacia oleracea (NP_054965.1), Nostoc sp. (CAC39603.1);

Chlamydomonas reinhardtii (CAA51424.1) y Marchantia polymorpha (NP_039318. 1).

Esto permitié generar una proteina de consenso (SUIV-C) que se utilizo para
realizar una bisqueda con el programa Blastp (Altschul y cols., 1997) en la base de datos
TIGR de A. ferrooxidans. La biisqueda no generod secuencias similares, sugiriendo que
en 4. ferrooxidans petD no existe como un gen independiente. Para definir si petD se

encontraba fusionado a los genes petB ylo petC, se realizé un alineamiento, utilizando el

-
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programa Clustal W (Thompson y cols., 1994), de la secuencia SUIV-C con el
citocromo b y ¢ de A. ferrooxidans. El alineamiento de mayor significacion se obtuvo
entre SUIV-C y el extremo C-terminal del citocromo b (Figura 11). Ademas un analisis
en el programa “Blast 2 sequences” revel6 que ]a porcién en que ambas proteinas son
més parecidas (aprox. 85 residuos) tiene un 50% de similitud. Estos resultados
sugirieron que en 4. ferrooxidans el gen petD estaba fusionado al extremo C-terminal de
petB. El alineamiento mostrd que ambas secuencias compartian el “motif” PXW, que
segin Prosite (PS00192) era caracteristico y altamente conservado en los citocromos
tipo-b. En una inspeccion realizada sobre Ia secuencia de las 13 SUILV utilizadas en este
anglisis hemos determinado que esta secuencia también estd conservada en la proteina
QUIV. La secuencia PXW ha sido involucrada en la union de la quinona al sitio Qo lo
cual est4 relacionado con la funcién de ambas proteinas.
1.2.5 El gen petCl. El polipéptido codificado por el gen petCl present6 un 52% de
similitud al citocromo ¢; de V. cholerae. La secuencia de 242 aminoacidos poseia una
masa molecular deducida de 27,6 kDa (Figura 12) y en ella fue posible detectar los
residuos implicados en la unién covalente del hemo ¢ (C52 y C55). También se
conservaban los residuos implicados en la coordinacién del dtomo de hierro (H56 y
M152).

El citocromo ¢; de A. ferrooxidans posefa 2 a~hélices hidrofobicas localizadas en
los extremos N-terminal (aa 4-23) ¥ C-terminal (aa 217-235). En los citocromos ¢; de
otros organismos la a—hélice N-terminal constituye una sefial de anclaje a la membrana

citoplasmética, la cual es escindida una vez que ha culminado la insercion de la o-hélice
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PXW
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Figura 11. Alineamiento parcial de los aminodcidos de una secuencia consenso de la subunidad IV
(SUIV-C) y el citocromo b de A. ferrooxidans. La SUIV-C alinea con ¢l extremo C terminal del
citocromo 5. PXW: secuencia conservada.
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Figura 12. Alineamiento miiltiple de la secuencia completa de aminoscidos del citocromo ¢, de A.
ferrooxidans y otros citocromos ¢; bacterianos. En color rojo se destaca los residuos conservados
implicados en la union del grupo hemo y en la coordinacion del atomo de Fe del grupo hemo. Los
asteriscos representan aminoacidos idénticos y lo puntos representan aminoacidos funcionalmente
conservados. Af A. ferrooxidans (AAF76296). V.c: V. cholerae (NP_230226). Xylella fastidiosa
(NP _779960). R.s: R. solanacearum (NP_521048). P.a: P. aeruginosa (NP_253119). Allochromatium
vinosum (AAB86975).
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C-terminal y la adicién del grupo hemo (Nicholson y cols., 1989). La asociacion del
citocromo ¢; con la membrana citoplasmdtica quedo sugerida también por un analisis
realizado en el programa PSORT (Henikoff y cols., 1995) que evalud la localizacién de
proteinas en los diferentes compartimentos celulares.

Segiin estos resultados, el citocromo c; estarfa anclado a la membrana por su
extremo C-terminal y el grupo hemo estaria unido a la porcién hidrofilica de la proteina
que se contacta con el periplasma bacteriano. De esta manera, el grupo hemo C quedaria
en condiciones de interactuar con el centro redox de la proteina Rieske también expuesto
hacia el periplasma y con el centro redox de un citocromo tipo-c periplasmatico.

Los resultados sugerian que los productos de los genes petdABCI de A
ferrooxidans descritos anteriormente codificaban para el complejo citocromo bcy, ya que
se encontrd similitud significativa con cada una de las subunidades del complejo, se
detectd una alta conservacién de los aminodcidos comprometidos funcionalmente y las
predicciones de su localizacién y topologia en la membrana concordaron con su papel
funcional y con lo descrito en otros organismos.

1.3 Estudio de cotranscripién enire genes contiguos. Con el objeto de definir las
unidades de transcripcién presentes en la regién génica estudiada se llevaron a cabo
diferentes reacciones de RT-PCR utilizando como molde RNA total aislado de A.
ferrooxidans crecido en Fe?*. Para las reacciones de la transcriptasa reversa se utilizaron
partidores especificos para cada gen y para las reacciones de PCR se utilizaron pares de
partidores especificos para genes contiguos (Tabla 2). El andlisis incluyé las regiones

génicas localizadas rfo arriba de cycA (un ORF denominado hip1) y rio abajo de hip2 (un
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ORF denominado hip3) cuyas secuencias se obtuvieron de la base de datos TIGR (Figura
13).

Cuando se utilizaron los oligonucledtidos GSP4, ERT1, ERT2, E.RT3 y ERT4
(Tabla 2 y Figura 13B) en la reaccidn de transcripcion reversa, se detectaron producios
RT-PCR de tamafio esperado entre los genes cycd, sdrd, petA, petB'y petC y entre los
genes reB, resC e hyp 2 (Figura 13D). Por el contrario, no se detecté producto entre
petC-resB, hypl-cycd ¢ hyp2-hip3. En todos los casos s¢ realizaron controles que
incluyeron: A) control positivo: PCR sobre DNA genémico y B) diferentes controles
negativos: i) PCR usando como molde RNA, ii) RT-PCR usando como molde RNA
digerido con RNasa pancredtica y iii) reaccién de RT-PCR sin partidor para la
transcriptasa reversa. Este ultimo conirol se hizo necesario debido a que durante el curso
de los experimentos se detectd un fenémeno de “self priming” que consistia en la
obtencién de fragmentos de PCR sin la adicién de partidores RT (Guacucano y cols.,
2000).

Estos resultados permitieron concluir que los genes estudiados se organizaban en
dos unidades de transcripcion a las cuales hemos denominado operdn pet! (cycAl, sdrdl
y petABCI) y operon res (resB, resC e hyp2).

Estos experimentos se repitieron utilizando como plantilla el RNA total extraido
de A. ferrooxidans crecido en S, obteniéndose resultados idénticos a los anteriormente
descritos (dato; no mostrados). De esta manera se comprob6 que ambos operones se

expresaban durante ¢l crecimiento de la bacteria en Fe’t y 8°.
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Figura 13. La regién génica estudiada contiene dos operones: el operén petl y el operén res. La
cotranscripeion entre genes contiguos se evalué con experimentos de RT-PCR. A) Composicion de la regién
génica. La secuencia de los ORFs hipl e hip3 se obtuvo de la bases de datos TIGR. B) y ©)
Oligonucledtidos utilizados como partidores en las reacciones de RT y de PCR, respectivamente ( Materiales
y Métodos, Tabla 2). D) Andlisis de los productos de PCR por electroforesis en geles de agarosa al 1%. a)
PCR sobre DNA genémico y b) PCR sobre cDNA. La flecha sefiala el tamafio (pb) de los fragmentos

obtenidos.
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1.4 Determinacion de los sitios de inicio de Ia transcripcién de los operones pef 1
y res. Para determinar el sitio de inicio de la transcripcion de los operones petl y res se
realizaron ensayos de “extension del partidor” (ver Materiales y Métodos, Seccion 11-4)
utilizando como molde RNA total aislado de células crecidas en Fe** y los partidores F.1
y F.2, cuya localizacion y secuencia se describen en Materiales y Métodos (Tabla 2).

Para ambos operones se detecto dos posibles sitios de inicio de la transcripcion.
En el operén petl estos sitios se localizaron 71/72 pb tio arriba del sitio de inicio de la
traduccién de cyed (Figura 14) y corresponden a los residuos pirimidinicos TC. En el
operén res los sitios de inicio de la transcripeion se localizaron 439/440 pb rio arriba del
sitio de inicio de la traduccion de resB (Figura 15) y corresponden a los residuos
purinicos AA. Mediante inspeccion visual y comparacién con las secuencias consenso de
E. coli se pudo establecer la presencia de posibles secuencias -10 y -35 de unién del
factor sigma 70 de la RNA polimerasa. La distancia que separa las secuencias 10y -35
es de 21 pb para el operon petl y 17 pb para el operén res. En geperal, estas
caracteristicas se ajustan a las descritas para un promotor tipico bacteriano, no obstante,
el promotor establecido para el operén petl es irregular en dos aspectos: 1) la distancia
de 21 pb entre las secuencias -10 y _35 es excesiva ya que ésta flucta normalmente
enire 16-19 pb . 2) la presencia de pirimidinas en los sitios de inicio de la transcripcién
es poco frecuente ya que mas del 90% de los promotores bacterianos conocidos
comienzan la transcripcién en una purina (Harley y Reynolds, 1987).

Pese a las caracteristicas parcialmente atipicas del promotor del operén petl, la

correcta prediccion de los promotores de los operones petl y res encuentra su sustento
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Figura 14. Determinacién del sitio de inicio de [a transcripcién del operén petl. A) Reaccién de extension
del partidor utilizando RNA total aislado de 4. ferrooxidans crecido en Fe** y un oligonucleétido reverso
(F.1) que alineaba en cycAl. Los productos de Ia reaccién se separaron por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 6% junto a una reaccién de secuenciacion de la misma region génica realizada sobre DNA
genémico utilizando el mismo oligonucledtido como partidor. Los geles se expusieron sobre una placa
autoradiografica. B) Localizacién del sitio de inicio de la transcripcién (+1) respecto del posible codén de
inicio de la traduccién (ATG) del gen cycAl. El subrayado destaca los posibles sitios —10 y —35.
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Figura 15. Determinacién del sitio de inicio de Ia transcripcién del operdn res. A) Reaccién de extensién del
partidor utilizando RNA total aislado de A. ferrooxidans crecido en Fe?* y un oligonucledtido reverso (F.2) que
alineaba rio arriba de resB. Los productos de la reaccion se separaron por electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 6% junto a una reaccién de secuenciacion de Ja misma regién génica realizada sobre DNA
genémico utilizando el mismo oligonucleétido como partidor. Los geles se expusieron sobre una placa
autoradiografica. B) Localizacién del sitio de inicio de Ia transcripcion (+1) respecto al posible codén de inicio
de la traduccién (ATG) del gen resB. El subrayado destaca los posibles sitios —10 y —35.
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fundamentalmente en los datos experimentales obtenidos de los ensayos de extensién del
partidor y en la identificacién de las cajas 10 y —35.

1.5 Identificacién de posibles terminadores de la transcripcién para los
operones petl y res. La secuencia de DNA se analizé con el objeto de detectar la
presencia de estructuras secundarias que puedan constituir posibles terminadores
intrinsecos de la transcripcion. Utilizando el programa “mfold RNA Secondary
Structure” (Mathews y cols., 1999) que analiza la formacion de estructuras secundarias
en los mRNAs, se logré detectar la presencia de una estructura tipo horquilla
energéticamente estable (AG: -8,1 kcal/mol) localizada 38 pb rio abajo del gen petCl,
que consistia de un tallo rico en GC seguido de cinco residuos uracilo (Figura 16A). Esta
organizacién es muy tipica de los terminadores de la transcripcién no dependientes del
factor rho. Adicionalmente, esta estructura s¢ detectd rio abajo de otros 10 operones pef
bacterianos analizados (Figura 16B), lo cual apoy6 un posible papel funcional in vivo. La
presencia de este tipo de estructuras rfo abajo del operon res no fue evidente, lo que
sugirié una posible terminacion de la transcripeion rho-dependiente para este operon.
1.6 Identificacién de posibles sitios de unién al ribosoma en los genes del operén
petl y res. 1La identificacion de sitios de unién al ribosoma se realizé por inspeccion
visual de Ia secuencia de DNA de cada gen'y comparando ésta con las secuencias Shine-
Dalgarno definidas en otras bacterias (Lehninger y cols., 1993). La Tabla 4 y la Figura 6
muestra las secuencias que han sido sugeridas como posibles sitios de unién al ribosoma
para los genes que se indican del operén petl(cycAl, sdrdl, petdl, petBl, petCl) y res

(resB). Los genes resB'y hip2 no contienen secuencias Shine-Dalgarno tipicas.




71

A)

0

P
=

3

Q00 Q@
PEO0O L0

QO

> C-GTTTIT resB >

AG= -8,1 keal/mol

B)
Microorganismo Posibles terminadores de la transcripcién
independientes de r/1o (secuencia de DNA 5°- 3°)
P. aeruginosa 20- GCGCGCGCCCTACGGGGCGCGCGCGTCTTTT-50
N. meningitidis 12- AAARGGGCARATCCTTTAGGGTTTGCCCTTTTTTCATTTT-51
R. galegae 27- GGCGGCTTCGGCCGCCTTTTT-47
A, vinosum 13- GCGGCGGTCTAGGACTAGACCGCCGCTTT-41
P. denitrificans 4- CCCGGTCCTGATCCTGARACGCCTCCGGGGCGCGTTETT-42
B. stearothermophilus 29~ GCTGACTCGCGTTAGTCAGCTTTTTT-55
R. rubrum 32~ CGGCCGCCGGCCCCCACCGGCGGCCGTTTTTT-63
R. capsulatus 24~ CGCGCCCCACGGGGCGCGTTTTGCTTTT-54
R. sphaeroides 23~ AAACGCGCCCCACGGGGCGCGTTTTGCTTTT-53
A. ferrooxidans 38~ CCCGCCTGACCAGCGCGTTTTTAGGGETCTGGCGEETTTTT

Figura 16. Localizacién y secuencia de un posible terminador de la transcripcién independiente de rho.
A) Terminador de la transcripcién independiente del factor rho para el operén petl. B) Secuencia de DNA
de posibles terminadores independientes de rfo encontrados para el operén per de diferentes bacterias. Los
niimeros seflalan la localizacidn de las secuencias respecto al posible codén de término de la traduccidn del
gen petC.




Tabla 4

Distancia al ATG:considera el nimero de pares de bases existente entre
la secuencia Shine-Dalgarno y el cod6n de inicio de la traduccién de
cada gen,
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1.7 Determinacién del nimero de copias del operdn petl y res en el genoma de
A. ferrooxidans ATCC 23270. El nimero de copias de los operones pet! y res se evalud
mediante una busqueda realizada con el programa Blastp (Tabla3) en la base de datos
TIGR existente para la cepa de 4. ferrooxidans ATCC 23270 (> 95% de la secuencia del
genoma). Las secuencias aminoacidicas de las proteinas codificadas en el operén petl y
res se ingresaron como sondas para identificar secuencias aminoacidicas similares y las
respectivas secuencias nucleotidicas que las codifican. Las secuencias aminoacidicas y
nucleotidicas encontradas para cada proteina se analizaron para definir el tamafio y
localizacién de los ORFs codificantes (Programa “DNA Strider”), el contexto genéticos
de cada ORF identificado y la identidad de las proteinas (por similitud con las secuencias
presentes en la base de datos del NCBI) Este analisis reveld que en la cepa 23270
existian al menos dos copias del operén pet y sélo una del operén res. Una de las copias
de pet, petl, tenia una composicioén y organizacién similar a la que hemos descrito para
el operén petI de la cepa ATCC 19859. La segunda copia, pet2, poseia una composicion
y organizacién muy parecida, pero no idéntica a petl y se ubicaba en un contexto
genético claramente distinto. El operén pet2 (Figura 17) poseia los genes cycA2, sdrA2,
petABC2 y un gen de 321 pb cuyo producto tenia 56% de similitud con la proteina hipip
(high-redox potential iron-sulfur protein) codificada por el gen iro (Kusano y cols.,
1992a). Este gen parecia ser un componente del operén pet2 debido que se ubicaba a
s6lo 86 pb de perC2. Las proteinas codificadas en los operones petl y pet2 de la cepa
ATCC 23270 poseian una alta similitud entre ellas (citocromo ¢4 62%. SDR: 63%.

Rieske: 72%. citocromo b: 72%. y citocromo ¢;: 70%). El alineamiento de las secuencias
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Operon petl
T83pb | T%eb o @lpb DR —>
:  sdrd > petd pelB resB
-8 pb 99 pb 619 pb
Operoén pet2
711 pb 810 pb 621p 1215 pb 702 pb 321pb
cycd > sdrA petd petB petC iro) |Prot. Hip
5pb 30 pb 27 pb 22 pb 8 pb 173 pb

Figura 17. Composiciéon y organizacién de los operones per 1 y pet2 en A. ferrooxidans ATCC 23270.
Los nimeros superiores indican el tamafio de los genes y los inferiores indican la separacion entre ellos (en

pb). (-) Sobreposicion de los genes.
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de aminoacidos (Figuras 18-22) reveld que el citocromo ¢y, la proteina SDR, la proteina
Rieske, el citocromo b y el citocromo cy, codificados por ¢l operdn pet2, poseian
también una estricta conservacién de los residuos funcionalmente importantes. Por su
parte, la proteina hipip conservaba los residuos de cisteina (C83, C86, C95 y C108) que
han sido involucrados en la unidén del centro 4[Fe-S] (Kusano y cols., 1992a). Esto
sugeria que estas proteinas desarrollaban un papel funcional en 4. ferrooxidans.

Para definir si esta organizacién genética existia también en la cepa ATCC
19859, se realizaron reacciones de PCR usando como molde el DNA obtenido de la cepa
19859 y como control el de la cepa 23270 y se disefiaron partidores especificos (1.1-1.10,
ver Tabla 2 y Figura 23A) en aquella regiones que diferian completamente en su
secuencia entre ambos operones.

Se obtuvo productos de PCR del tamafio esperado tanto en la cepa control como
en la cepa estudiada (Figura 23B). Con el fin de estar seguros que no existia reaccion
cruzada con el operén pet! se realizaron reacciones de PCR que utilizaron como molde
el DNA del operén peti clonado en un vector plasmidial y pares de oligonucledtidos
para cada uno de los genes de pet. En cada uno de los casos no se obtuvo producto de
amplificacién (datos no mostrados). Los resultados indicaron que la cepa ATCC 19859
también poseia el operén pef2 y que sus genes estaban organizados de manera similar a
lo encontrado en la cepa ATCC 23270. Por este motivo y con el objetivo de precisar la
nomenclatura utilizada, los denominamos operén petl y pet2, respectivamente, y los
genes codificados se denominaron con el nlimero respectivo, por ejemplo: petC1 y petC2

(gen que codificaba para el citocromo c; del operén petl y pet2, respectivamente).




(GSA) X (GSA)

Cit e4-1 MVQLSYTKKSGKMVAMSVVFIGMGAMPFDTIAYGAASAPNSKIVAATVSSSAAVTAPTQS

Cit g4-2 MLQ----KKP----RLSVIPL FSMAMVMASAAYGSP-=-———- LAQTVS-AAPABATASA
*:* **. :**: L) * % : H ***:_ :'lr %k * :*-.:*.:.:

CXXCH

Cit c4-1 VASAQKTTDTNAGGIPQPVSTTCMACHGMTGI SPGGSMFPDLAGQWAPYLVKQLNNFRSH

Cit &y~2 VSATMTASVTASGIPTVVQSTCMACHGMQGIAADGGMFPNLAGQWKPYLLRQLDHFKTH
LEER \l’:._.*_*** *_:******** **:‘.*.**'ﬁ:***** ***::**::*::*

Ccit e¢4~1 TRAD?MAKAIMWGMAASLTPAQVQQVANYFSTQTPPKAMNAKLAAEGKKIYEGGISNL

Ccit c¢4-2 VRADPQS-PIMWGMAAPLTAARQMQQVADY FSSQKPASGHVYDPKLVAEGKKLY FGGLPDK
_**** s _*******.**_**:****:***:*.*__.:: :_**_*****:* *t:-:

CXXCH

Cit g1 HVPACMACHGPTGLGDPPYE’PRLAGQRRAYVELQLHYFKKGLRTNDPYAIMRYVASRLTG

Cit c4-2 HMPACMACHGATLAGLPPY FPRLAGQKRTYVINQLTY FKSGQRVATHKGIMQYVASRLNP
1\‘:********.* * **********:*:** * % ***.* *_ . **:******_

Cit a1 PQITELATYVRSLPGGANE 259

Cit ¢4-2 KQITALAAYIRSR--==--— 236

kK **:*:**

Figura 18. Alineamiento de las secuencias completas de aminodcidos de los citocromos ¢,
codificados por los genes cycAl (CiterI) y cycA2 (Citc,~2) de A. ferrooxidans ATCC 23270. Se
destaca una secuencia sefial putativa en el extremo N-terminal, seguida de una secuencia (GSA)X(GSA)
para la escision de la secuencia sefial. La flecha indica un lugar posible de corte. Los residuos
involucrados en la unién de los grupos hemo se destacan con color rojo. Los asteriscos representan

aminoacidos idénticos y los puntos representan aminoécidos funcionalmente conservados.
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GXXXGAG
SDR-1 —-MNNYVPV-~DGLLNGRVIIVIGAGEGIGRCAAVEFARLGAEVVLLGRTQRKLEGVYDE 56
SDR-2 MTENDYTKAKGDGILDGKPILVTGAGDGIGRAVATEYAHQGATVVILGKTKRNLEGVYDE 60
Tak, | kkgkpkg kakkkkkpkkwk  hpkpky ok kkbkk gk g kkdkkdkckk
SPR~1 IVDSGYKEPVIHPMDLLTAKGRDYQDFAQRLKESLGRLDGILHNAAELDILTPIQYYDEE 116
SDR-2 IPDYGYAEPAILVVDLADPASDAFKTIGARISSEFTQLNGIVHNAAELGMLTPLENYEGA 120
d ok ok kk ok okk L ar o, S pRpkhakkkhkw gkkkgs ko
SDR-1 IWESAMKVNVTAPYLLTQACLPLLLASEDASIVFITDDCAREAKGYWGAYAVSKARVQHL 176
SDR-2 LWDHVFQVNVKSPLLVTQQCLPLLKEAPYASIIFTTDESGVKPKGYWGAYGVSKARILHM 180
dks L prkkk gk kpkk kkkkh 3 KRk khks o ox Kkkkdeokk kkkkkg
SDR-1 GLTLAIELONTNVRVNVINPGPCRTGMRVRTHPGASIMSVPPPTAIMPLYEYLLGEPDSKN 236
SDR-2 ARMWAIEYANTPIRVNIVDPGPCRTGLRLLTHPGMPMKRYTPPEAITSIYTQLMDPCDVLG 240
L kKR kk akkkpggkkwdkckkkgcky kkkk |y Jkk kK ek ks k|
SDR-1 TRGOIMNARDWLDAEHDDRQIVAVLEQ-- 263
SDR-2 HNGELFYAQNFINPDLDDRTEKDLATSTV 268
Kasse Kezzss s KER .

Figura 19. Alineamiento de las secaencias completas de aminosicidos de las proteinas SDR
codificadas por los genes sdrdl (SDR-1) y sdrA2 (SDR-2) de A. ferrooxidans ATCC 23270, la
secuencia GXXXGXG implicada en la unién de la coenzima NAD(®)" y los residuos altamente
conservados en la familia de proteinas SDR se destacan con color rojo. Los asteriscos representan
amino4cidos idénticos y los puntos representan aminodcidos funcionalmente conservados.
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AVPEYELSTEKMSATITHMYPKAHLC 206
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Figura 20. Alineamiento de las secuencias completas de aminodicidos de las proteinas Rieske
codificadas por los genes petdl (Rieske-1) y petA2 (Rieske-2) de A. ferrooxidans ATCC 23270. Los
residuos conservados implicados en la unién de centro redox Fe,-S; y en el mantenimiento de la estructura
y la funcion de la proteina se destacan con color rojo. Los asteriscos representan aminoéacidos idénticos y
los puntos representan aminoacidos funcionalmente conservados.
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Cit b-1 MSRFSAWVNKRLPVDETIREHMTEYFAPRNFNILYYAGSLLLLMIVLQLISGFFLMAHYV €0
Cit b-2 MS-FKEWFVKRSPLPEMWREHMAEYYAPKNFNIFYYAGSLLLLMVVLQFLSGFLVLAHYI 59
* % *. *. * * *: * ****:**:**:****:*******Q*t:***::***:::***:
DXXXGWXRXXH
cit b=1 PTSQDAFASVQGIMYDTKWGWLIRYMHVDGVSLIFILLYTHMFRGLLYGSHRAPRELVWV 120
Cit b-2 PTAKGAYDSVYGIMYDVHYGWLMQYMHVDGVSLIFVLLYVHMARGMLYGSHRSPRELVWI 119
Nk s ky Kk hkkkk gpkkkgakkkkkkkkkkkgkkhk kk hkgkkkkkk g hhkkdk,
cit b-1 IGYVIYLLMMAEAFVGYVLPFGNLSYWAGEVITSIMHALPVVGPSLTTLTRGGPGIGSAT 180
Cit b-2 IGYTTYLAFMAEAFFGYVLPYSNLSYWAGTVITSLLKSIPFIGGWVTTLVRGGPGMSGDT 179
Kokk | Kk skkkokk kkkkky kkkkkkk kkkkopgopk ak pkEk kokdkdkkg ok
cit b=1 LORFLALHVVLFFLITILAATIALHIVALHRVGSNNPDGIDIKKHKGPDGKPLDGVPFHEYY 240
Ccit b-2 LDRFMALHVTLVFLVIVGLIVFHILYLHKVGSNNPDGIEIKANKGPDGHPVDGIPFHPYY 239
*:**:****-*.**:*:- *.:**: **:*********:** :*****:*:**:******
PXW
Cit b-1 TVKDLFGVGVWLTIFVSVIFYAPTMHGVFMERTTFLAANPMVSLPDVTPPWYLSPYYAML 300
Cit b-2 SVKDLFGFGVWLIIFGAIIFYAPTFHHIFLERTMSTPANPLKSLPDVTPPWYLSPFYAML 299
shRKAKK KKKk Kk g RKKKRNK ;K Kk kEE Lk kkkkkkkkkkkkk g kkhk
Cit b-1 RAVPNKYYGIAIMITSVLLPLLLPWLDRNPVRSSRYRPVYRIMLIVAGVSFIILAWIGQE 360
cit b-2 RSIPNKTAGILLMVFAVLVPFVLPWLDRNPVKSTRYRPVTRILLIIFFINFFVLAYLGEQ 359
hyakkk  kk sk gkkgkg kAR gkokkkkk kkgkky o kgpdkdky kg
Cit b-1 PPLPKYFLIERVATALYLGFYLLLPFVSMIEPTRPVPERVTG--- 402
Cit b-2 PPLPKYFFAERLGAFIYVAFFLLLPFVSKFEPTRTPPARVRFHAH 404

gk kokdkdk s Kk e sdke koaedkdkodok ko :****_ L

Figura 21. Alineamiento de las secuencias completas de aminoicidos de los citocromos b
codificados por los genes petBI (Cit b-1) y petB2 (Cit b-2) de A. ferrooxidans ATCC 23270. Se
destacan los residuos conservados, implicados en la union de grupos hemo By y B;. También se muestran
algunas secuencias altamente conservadas en los citocromo tipo-b (DXXXGWXIRXXH y PXW). Los
asteriscos representan aminoacidos idénticos y los puntos representan aminodcidos funcionalmente
conservados.
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CXXCH
MSTYRYLWFLLVSMLIPGIAWG--AENTVHWMTPHYTENRTTVIAGARYFADHCMACHSV 58
MKKY-VVWAGMALGLFAGSASGAFADDGPQLLTPHYTYNAKTIISGARLFATNCMACHSI 59

* Kk .k . ke ok Kk ok *oe ¢ shkkkkkek  kadkedkhk Kk sk kkkkok .

.. .

SSLRYEYLRADLGMTKKEVEKDIMLPNGAAWKGQIVSPMPPDMAAKWLGKPPPNLSHMDR 118
KFMRYEFLTHDLGMSRADVQKQVMLPTGSAFKDNMISAMPTQMAHKWFGLPPPDLSQMVR 119

sk kk Kk kokkk e o :*:*::*&*.*:*:*.:::*.**_:** Hhkak khkkadkdkok X

YLGSKFIYTYLLSFYWDPARPSGWNNYVFPMVAMPNILAPWGGTVGSKGQVIFPGRLSPA 178 p
YKGQDWIYTYLLSFYQDPKRPSGWNNHVFPNVAMPDVLAPYGGIVNEQGKLLRAGDESPQ 179

* Kk akkkdkodkkokkok Fok deodkodedok koo o ek ok khkkkookhkkedkk * ek * * %

KYHQNVADVVAFLRYASDPSYFTRMAIGPYVIGIMVLFTILAYFLKTAYWIDLKKKRSNT238

KFKEQVTDIVAFLRFVSDPSVVQRHDDGPWVLGLLAFFTIAAYFLKKEYWKGVK=---—-~— 233
Kossakrkakkkkky kkkk ok Hhkakpkyr  shkA kkkkk Kk ok
HTKG 242

Alineamiento de las secuencias completas de aminodcidos de los citocromos c;

codificados por los genes petCI (Cit ¢;-1) y petC2 (Cit c;-2) de A. ferrooxidans ATCC 23270. En color
rojo se destaca los residuos conservados implicados en la unién del grupo hemo y en la coordinacién del
atomo de Fe del grupo hemo. Los asteriscos representan aminodcidos idénticos y los puntos representan
aminodcidos funcionalmente conservados.
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B)
Oligonucledtidos; 1.1-1.3 1.8-1.10
a b a b
pb pb pb pb
1030 1085

Figura 23. Composicién y organizacién del operén pet2 en A. ferrooxidans ATCC 19859. A) Disposicion de
los genes del operén pet2 en la cepa ATCC 23270. Se muestra la localizacién de los oligonucledtidos utilizados
en la reacci6n de PCR para detectar los genes en la cepa ATCC 19859. B) Las reacciones de PCR se analizaron
en geles de agarosa 0,8%. La flecha destaca las bandas del tamafio esperado. (a) PCR sobre sobre la cepa ATCC
23270 (b) PCR de la cepa ATCC 19859.
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1.8  Estudio de la expresién del operén pet2. La expresion del operén petZ se
estudié en la cepa ATCC 19859 crecida en Fe*" o S°. Utilizando la técnica de RT-PCR
se estudid la expresion del gen iro y petC2. Los partidores utilizados en las reacciones de
RT y de PCR se disefiaron a partir de aquellas secuencias que estaban presentes s6lo en
pet2. Los resultados obtenidos mostraron que los genes iro y petC2 se expresaban
cuando la bacteria crecia oxidando Fe?t o S° (Figura 24). Esta metodologfa permiti6
estudiar también si existia cotranscripcion entre iro y petC2. Para ello se realizé una
reaccion de RT utilizando el partidor J.4 y una reaccion de PCR utilizando los partidores
J4 y 1.1 (Figura 24, Tabla 2). La reaccién generé un fragmento de tamatfio esperado
(datos no mostrados) sugiriendo que el gen iro era una parte constituyente del operén

pet2.

2. Deteccion de las proteinas codificadas en los operones petl y res.

2.1 Clonamiento y sobreexpresién de los genes. Con el fin de obtener anticuerpos
para las protefnas codificadas en el operon petl se clon6 y sobreexpreso los genes, de
modo que, las proteinas respectivas pudiesen ser purificadas y utilizadas en la generacion
de anticuerpos especificos. El DNA total o parcial de los genes cycAl, srdAl, petdl,
petCl y resB se obtuvo por PCR utilizando DNA genémico de A. ferrooxidans y
partidores especificos. Los genes se clonaron en fase con el gen gst del plasmidio pGEX-
2T, por lo tanto al introducirlo en E. coli ¢ inducir su expresién se obtuvo una protefna
de fusién entre GST y la proteina correspondiente (Figura 25). Los genes petBl y resC

no se incluyeron en estos clonamientos ya que el alto contenido de o~hélices de




83

A)
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Oligonucledtidos RT 12 4
Oligonucledtidos PCR o ot
1112 13 )4
B) C)
Oligonucleétidos: J.1-1.2 Oligonucledtidos: J.3-1.4

1636 pb — 1636 pb
1018 pb — 1018 pb —
540 pb
506 pb —  se6pb —
220 pb_

220pb —

Figura 24. Determinacién de la expresién del operén pet2 de A. ferrooxidans. RNA total de células
crecidas en Fe?' o S° se extrajo para detectar ¢i mRNA derivado del operén pet2 mediante RT-PCR. A)
Localizacién de los oligonucledtidos especificos de las reacciones de RT y PCR. Los productos de las
reacciones de RT-PCR de los genes petC2 (B) e iro (C) se analizaron por una electroforesis en geles de
agarosa al 1%. a) PCR sobre cDNA-Fe?*. b) PCR sobre cDNA-8° y ¢) PCR sobre DNA genémico.
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DNA gendémico
A. ferrooxidans

¢ PCR

gst genX

pGEX-2T/genX

'

Introduccion por transformacion
en E. coli y seleccion de clones recombinantes

!

Induccion de la sobreexpresion del gen X'
con IPTG 1 mM

v

Analisis por SDS-PAGE y por
tincién con azul de Coomasie

Figura 25. Estrategia de clonamiento y sobreexpresién de los genes de los operones petl y res de A.
Sferrooxidans en el vector de expresion pGEX-2T. Se clond los genes cycdl, sdrAl, petdl, petCI y
resB (gen X). En la reaccién de PCR se utilizaron oligonucleétidos especificos.
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transmembrana en el citocromo b y ResC hacfa muy dificil la sobreexpresion de ellos en
E. coli.

Los genes cycAl y sdrAl se clonaron y sobreexpresaron integramente. La
sobreexpresién de petdl y petCI solo se obtuvo al clonar el gen sin la secuencia sefial
putativa del extremo amino terminal y en el caso de resB solo fue posible al clonar el
DNA que codifica para un fragmento periplasmatico putativo de la proteina (Figura 26).
Estos resultados se debieron probablemente a que las proteinas de membrana logran
insertarse en ella resultando toxicas para E. coli.

El clonamiento correcto de los genes se verifico por secuenciacion y esto se

correlacioné con la obtencién de proteinas de fusion del tamafio esperado. En el caso del
control de células transformadas con el vector pGEX-2T sin inserto, se observo una
proteina de 27 kDa que correspondia a la GST (Figura 26).
2.2 Inmunodeteccién de las proteinas de A. ferrooxidans crecido en Fe** o en S°.
Las proteinas y polipéptidos sobreexpresados en E. coli se utilizaron para la generacion
de anticuerpos policlonales de conejo. Los sueros colectados se utilizaron en un ensayo
de “Western blotting” utilizando reactivos quimioluminiscentes. Todos ellos
reaccionaban con sus antigenos especificos cuando eran diluidos hasta 10.000 veces y
detectaban hasta 1-2 ng de la proteina blanco presente en un extracto de E. coli.

Posteriormente los anticuerpos se utilizaron para inmunodetectar las proteinas
blanco en A. ferrooxidans crecido en Fer' 0 en S°. Se analizé muestras provenientes de
una fraccién de células enteras, una fraccion de membranas enriquecida con membrana

citoplamética y una fraccién soluble libre de membranas. Se obtuvo resultados
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Figura 26. Sobreexpresién de algunos genes del los operones petl y res de A. ferrooxidans en E. coli
JM109. Los genes cycdl, sdrdl, petdl, petCly resB se clonaron en la misma fase de lectura que el gen gst
del vector plasmidial pGEX-2T. Los plasmidios fueron se introdujeron en E. coli y se indujo la expresién de
las protefnas de fusién con 1 mM de IPTG por 3 horas a 30°C. Los extractos de proteinas totales de E. coli se
analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 15% y tincitn con azul de Coomasie. (1)gst/pGEX-
2T. (2) cypcA-gstipGEX-2T. (3): cycA 1SSS-gst/pGEX-2T. (4): sdrA1-gstipGEX-2T. (5): petAl- gst/ipGEX-2T.
(6): petA155S-gst/pGEX-2T. (7): petCI-gstipGEX-2T. (8): petCl $SS-gst/pGEX-2T. (9): resB-gst/pGEX-2T.
(10): resBfp-gst/pGEX-2T. 8SS: Sin secuencia sefial. fp: Fragmento periplasmético. Los recuadros punteados
destacan las protefnas de fusién sintetizadas por E. coli.
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concluyentes para las proteinas SDR, Rieske y citocromo c; (Figura 27). Los resultados
mostraron que los niveles de estas proteinas no diferian en las células crecidas en Fe*' o
S°. Por otra parte, las proteinas aparecian principalmente asociadas a la fraccion
membranosa de la célula, lo cual confirmé las predicciones de localizaci6n realizadas
para las proteinas Rieske y el citocromo ¢; mediante programas de analisis que
identifican la presencia de una secuencia sefial y/o una o-hélices hidrof6bica en el
extremo amino terminal de la proteina.

La presencia de dos copias del operén pet en el genoma de A. ferrooxidans
impidi6 dilucidar si las proteinas identificadas con los anticuerpos especificos derivan de
uno de los operones o de ambos. Este aspecto serd analizado mds detalladamente en la

Discusion de esta tesis.

3. Estudio de la funcién de las proteinas ResB y del complejo be;.

3.1 Estudio de la funcién de las proteinas ResB y citocromo c;: Ia estrategia
genética.

Los antecedentes previos a esta tesis mostraban que una mutante en resB solo
podia utilizar compuestos de azufre reducido como sustrato y no Fe**. Dada la funcién
de ResB en la biogénesis de citocromo tipo-c, era plausible suponer que esta mutante
carecia de este tipo de citocromos en un estado funcional y esto definia su incapacidad
para oxidar Fe*, También era posible especular que estos citocromos tipo-¢ resultaban
ser componentes esenciales en la oxidacién de Fe, pero no en la oxidacién de

compuestos de azufre reducido. Los citocromos tipo-c que estaban codificados en el
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Céluias enteras Membranas totales Fraccion celular soluble

A) Fe 2t S° Fe2* S Fe?t S

Figuar 27. Inmunodeteccién de las proteinas SDR, Rieske y citocromo c, de A. ferrooxidans.
Las proteinas provenientes de extractos de celulares de 4. ferrooxidans crecido en Fe** o S° se
separaron por SDS-PAGE vy transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La inmunodeteccién se
realiz sobre la membrana con reactivos quimioluminiscentes y visualizada por exposicién a una
placa autoradiografica. Se analiz6 muestras de 6 pg de proteina total. Se utilizd anticuerpos
policlonales dirigidos contra A) SDR, B) Rieske, y C) citocromo ¢,. Se indica la masa molecular
aparente calculada paracada proteina.
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operdn pet] resultaron ser componentes interesantes para ser estudiados ya que podrian
ser blancos de maduracion de las proteinas Res. Ademas, el entendimiento de su funcién
podria dar luces acerca de la funcién de las otras proteinas codificadas en el operon.

Una técnica muy utilizada actualmente para determinar la funcionalidad de una
proteina es obtener un mutante “kock out” para el gen que la codifica. Como se ha
mencionado anteriormente, los estudios genéticos en 4. ferrooxidans se han
obstaculizado por la dificultad de introducir DNAs homologos o heterologos en la
bacteria. Durante el curso de esta investigacion se public6 un articulo que describia la
obtencién de mutantes recd” en A. ferrooxidans mediante la técnica de “mtagénesis por
itercambio de mrcadores” (Liu y cols., 2000). La técnica consiste, basicamente, en la
introduccién por conjugacion de un plasmido recombinante desde E. coli, el cual lleva el
gen de A. ferrooxidans que se desea mutar interrumpido por un cassette genético que
confiere resistencia a kanamicina. Este plasmidio es incapaz de replicarse en el
citoplasma de 4. ferrooxidans. Se espera que ocurra un evento de recombinacién entre el
gen mutado introducido por conjugacién y el gen silvestre de la bacteria. Las células
recombinantes que adquieren el gen mutado se seleccionan por crecimiento en medio
so6lido en presencia de kanamicina.

Siguiendo esta metddica descrita, se intenté mutar los genes petCI y resB para
asi determinar su funcién in vivo y establecer si el efecto fenotipico de estas mutaciones
emulaba al efecto provocado por la secuencia de insercién ISAfe-1 en el mutante
esponténeo inicialmente descrito. A continuacién se expondran algunos de los pasos

experimentales claves realizados en esta estrategia.
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3.1.1 Obtencién de mutantes “knock out” de los genes pefCI y resB de A.
Serrooxidans ATCC19859.

i) Clonamiento de los genes petCl1 y resB interrumpidos con un cassette
genético de resistencia a kanamicina. Las construcciones genéticas “petC1::kan-mob”
y “resB::kan-mob” realizadas para los genes petCl y resB se presentan en la Figura 28.
En ellas el gen que se deseaba mutar se interrumpid por un “cassette genético” de 2,2 kb
que conferia resistencia a kanamicina. El plasmidio que contenfa esta construccion
llevaba también el fragmento mob de 1,6 Kb (derivado del plasmidio RP4) necesario
para su conjugacién entre E. coli y 4. ferrooxidans. Cada construccion se verificé por
PCR y por secuenciacién de las regiones de interseccion: plasmidio-gen, gen-cassette
kan, cassette kan- gen y gen-plasmidio (datos no mostrados).

ii) Transferencia conjugativa de petCl::kan-mob y resB::kan-mob desde E.
coli a A. ferrooxidans y seleccién de clones resistentes a kanamicina. La cepa de E.
coli S17-1 se transformé con los plasmidios “petCl::kan/pUCI18mob” 'y
“pes::kan/pUC18mob”. La posterior conjugacién desde E. coli hacia 4. ferrooxidans se
realiz6 segn la metodologfa descrita por Liu y cols. (2000).

Los clones recombinantes se seleccionaron por resistencia a kanamicina en medio
sélido con Fe?* y tiosulfato. Se realiz6 un total de cuatro experimentos de conjugacion
que permitieron obtener 20 clones resistentes. Los clones crecian como pequeifias
colonias de color blanco y de forma estrellada. Para verificar que ellos fueran 4.
ferrooxidans, se determin6 la presencia del gen rus (que codifica para rusticinina)

mediante una reaccion de PCR utilizando los oligonucledtidos RusNM y RusCX y
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BamHI BamHI BamHI EcoRI

Cassette kan 2,2 kb genX
genX/pGEMTe

kan/php45

v

EcoRl BamHI BamH] EcoRI

EcoRI

enx’| Cassette kan 2,2 kb | genx’

genX::kan/pGEMTe ; + - pUC18 mob

FEcoRI EcoRI

lme’ Cassette kan 2,2 kb | genx’

genX::kan/pUC18 mob

Figura 28. Estrategia desarrollada para clonar los genes petCI y resB interrumpidos con un cassette
genético de resistencia a kanamicina. Un fragmento BamHI de 2.2 kb que contenia el cassette de
resistencia a kanamicina (kan) se liberé desde el vector php45-Km y ligé a un sitio BamHI del gen resB o
petC1 (gen X) clonado en el vector plasmidial pPGEMT-easy. El fragmento que contenia el gen resB o petCl
interrumpido con el cassette kan (resB::kan y petC1::Kan) se liber6 desde el plasmidio hospedero mediante
digestion con EcoRI y posteriormente se ligd al plasmidio pUC18 mob (Liu y cols., 2000).
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células en suspension como templado. En todos los casos se obtuvo un producto del
tamafio esperado que establecia que los clones seleccionados correspondian a A.
ferrooxidans (datos no mostrados). Adicionalmente se procedié a determinar la
presencia del cassette kan mediante PCR con partidores especificos. En ningiin caso se
detecté el producto esperado, hecho coincidente con la pérdida de la resisiencia
observada cuando los clones eran subcultivados en una placa que contenia kanamicina.

Los experimentos culminaron sin éxito en la obtencion de los mutantes buscados
tomdndose la decisién de no continuar estos experimentos.

3.2 Estudio de la funcién del complejo bc; en A. ferrooxidans: la estrategia
biofisica.

En los resultados expuestos anteriormente hemos establecido que el operén petl
es expresado tanto en Fe?* como en S°. Ademids, las proteinas SDR, Rieske y citocromo
c; son detectadas en 4. ferrooxidans durante el crecimiento en Fe** o S°. Esto sugiri6
que las proteinas estudiadas desempefian un papel funcional durante la oxidacién de
estos sustratos y posiblemente de otros compuestos de azufre reducido. No obstante,
debido a la imposibilidad de obtener informacion acerca de la funcidn de estas proleinas
utilizando herramientas genéticas debimos acercarnos al entendimiento de su funcién a
través de estrategias experimentales alternativas. Aprovechando las propiedades redox
de estas protefnas, nos planteamos ¢l estudio de su funcionalidad usando herramientas
espectrofotométricas. El complejo bc; fue el modelo utilizado ya que existia una gran
variedad de inhibidores especificos que bloqueaban el paso de electrones en diferentes

puntos de este complejo redox.
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Como se ha mencionado, durante el transcurso de esta investigacion salieron a la
Juz las primeras evidencias que involucraban al complejo bc; en las vias de oxidacion de
Fe?*, Se establecié que la oxidacién de Fe®* procede por una via bifurcada que lleva los
electrones desde el Fe?* hacia el O, o hacia el NAD(P)" segiin sean los requerimientos de
la célula respecto de ATP o0 NAD(P)H. En la oxidacién de Fe** el complejo be; estaria
involucrado en la transferencia de electrones hacia el NAD(P)" y no hacia el O, (Figura
1) (Elbehti y cols., 2000).

Considerando estos antecedentes, resultaba muy interesante evaluar la funcidén
del complejo be; en la cepa en estudio. En primer lugar, se evalué la participacion del
complejo en la oxidacién de Fe** de modo de comparar nuestros resultados con los
descritos anteriormente por Elbehti y cols. (2000). Ademas se pretendi6 hacer extensiva
esta investigacién a la oxidacién de compuestos de azufre reducido. El azufre elemental
facilitaba la obtencién de alta masa celular, pero debido a su carédcter insoluble, no era
adecuado como un sustrato de rdpida oxidacién. Por otro lado, el tiosulfato es soluble y
adecuado para ser administrado como fuente electromes, pero no permitia un alto
rendimiento de masa celular. Por este motivo los experimentos que a continuacién se
describir4n se realizaron creciendo las células en 8°, pero administrando tiosulfato como
fuente de electrones.

3.2. 1 Funcién del complejo bc; en la oxidacién de Fe?*.

i) Efecto de inhibidores del complejo bc; sobre el consumo de O; de A.

ferrooxidans en presencia de Fe**. Como se ha discutido, cuando 4. ferrooxidans oxida

Fe?* el complejo be; estaria involucrado en la transferencia de electrones hacia el
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NAD(P)" v no hacia el O (Figura 1) (Elbehti y cols., 2000). Segin este modelo, los
inhibidores del complejo bey no tendrian efecto inmediato sobre la actividad respiratoria.
Con el objeto de someter a prueba este modelo en la cepa estudiada, hemos analizado el
efecto de diferentes inhibidores del complejo be; sobre el consumo de Oz en células de
A. ferrooxidans que han crecido en presencia Fe*' 0 §° y que utilizan Fe*" como tnica
fuente de electrones. En éste y en todos los ensayos posteriores el consumo de oxigeno
se midi6 simultaneamente con la adicion del inhibidor y se expresé como nmoles de Oz
consumido/min/mg de proteina.

Las células crecidas en Fe’” mostraron una actividad respiratoria mayor (700
nmoles de O,/min/mg de proteina) que las oclulas crecidas en S° (150 nmoles de
0,/min/mg de prot.) (Tabla 5). En ambos casos se observo 100% de inhibicién con 0,5
mM de KCN, sugiriendo la participacién de una oxidasa terminal gas En concordancia
con el modelo sugerido por Elbehti y cols. (2000), los inhibidores del complejo bc;
como antimicina A, mixotiazol y estigmatelina no tuvieron efecto sobre la actividad
respiratoria en presencia de Fe** en células crecidas en Fe** o azufre elemental. Estos
resultados sugirieron que en ambos casos la oxidacién de Fe?* procede por una via en la
que no participa el complejo ber.

3. 2.2 Funcion del complejo bc; en 1a oxidacién de tiosulfato.

Los resultados de la inmunodeteccion de las proteinas codificadas en el operén
pet (petl ylo pet2) permitieron establecer que el complejo be, estaba presente durante la
oxidacién de azufre elemental y probablemente durante la oxidacion de otros

compuestos de azufre reducido como tiosulfato. Este planteamiento se basa en que el
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Tabla 5

0
{1002%)

Se midié el consumo de oxigeno en presencia de Fe?* como Gnica fuente de electrones. Las células crecidas en Fe?* o 8°,
se coleciaron y resuspendieron en tampoén [-alanina pH 3,5, Las muestras se inyectaron en ¢l oxigrafo y se agregd
Fe,(S0), 3 mM. Se midié el consumo de oxigeno/min/mg. de protefna, en ausencia (---) o en presencia de inhibidores de
complejo be,; (Ant: antimicina A 9 pM, Estig: estigmatelina 8§ pM y Mix: mixotiazol 35 pM) y citocomo ¢ oxidasa (azida
de sodio 1 mM y KCN- 0,5 y 5 mM). Simbolos: ( ) % de inhibicién, ND: No determinado
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tiosulfato es un producto generado por la oxidacion quimica del azufre elemental
(Shihari y cols., 1993), de modo que las células que oxidan S° tambi¢n podrian utilizar
tiosulfato como sustrato de oxidacion.

La funcién del complejo en estas condiciones era desconocida, por ello se postul6
un modelo de la cadena transportadora de electrones (Figura 29), en el cual la funcién
del complejo bc; es similar a lo descrito en la mitocondria y en bacterias como P.
denitrificans y R. capsulatus (Richardson, 2000). La participacién del complejo be; y la
presencia de algunas de las actividades redox derivadas de esta cadena hipotctica se
evaluaron utilizando herramientas biofisicas como espectrofotometria y polarografia
combinadas con el uso de inhibidores especificos. A continuacién se expondran los
criterios que nos llevaron a evaluar una determinada actividad redox y los resultados
obtenidos en esta evaluacion.

i) Efecto de inhibidores del complejo bc; sobre el consumo de O: de A.
ferrooxidans en presencia de tiosulfate. Inicialmente nos interesé determinar si la
actividad tiosulfato oxidasa descrita previamente para A. ferrooxidans podia ser medida
mediante polarografia, es decir, si al administrarse el tiosulfato como tnica fuente de
electrones era posible medir el consumo de oxigeno en un resuspension de células y asi
establecer 1a existencia de un flujo de electrones entre este sustrato y el O, tal como ha
sido planteado en el modelo inicial (Figura 29). Ademds la determinacion de la
participacion del complejo bc; implicaba medir el efecto de inhibidores especificos de

este complejo sobre el consumo de O; celular.
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Figura 29. Modelo inicial de la funcién del complejo bc, en la oxidacion de tiosulfato en A.
JSerrooxidans. Q/QH, representan el “pool” de quinona y quinol de la membrana citoplasmatica. La flecha
segmentada representa un posible componente redox con actividad tisulfato quinona oxidoreductasa.
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Células de 4. ferrooxidans crecidas en Fe?*o §°, se resuspendieron en tampén f3-
alanina (pH 3,5) e inyectaron en la cimara del polardgrafo. Inmediatamente se procedid
a adicionar tiosulfato de sodio 3 mM final y a medir el consumo de oxigeno en el tiempo
(nmoles O, /min / mg de proteina) (Tabla 6). Las células crecidas en S° poseian una
actividad respiratoria 8 veces superior (720 nmoles de Oy/min/mg de prot.) a la que
posefan las células crecidas en Fe?* (90 nmoles de Oz/min/mg prot.). Con el objeto de
estudiar la participacién del complejo bc; en la transferencia de electrones entre el
tiosulfato y el O, se procedié a medir el consumo de oxigeno en presencia de los
inhibidores estigmatelina 8 iM, mixotiazol 35 pM y antimicina A 9 pM (Elbehti y cols.,
2000, Elbehti y cols., 1999). En las células crecidas en 8° se obtuvo niveles de inhibicioén
de 55, 63 vy 38%, respectivamente. No obstante, no se detecté efecto sobre la actividad
respiratoria de las células crecidas en Fe?'. Un inhibidor inespecifico como HQNO (20
pM) generd una inhibicién de 90% en las células crecidas en azufre, pero solo 42% en
células crecidas en hierro.

Estos resultados sugirieron, en primer lugar, que las células crecidas en azufre
poseian una mayor capacidad de oxidar el tiosulfato que las células crecidas en Fe**. El
efecto de los inhibidores del complejo bc; sugeria que la oxidacién del tiosulfato en las
células crecidas en azufre involucraba a un complejo tipo-bey, pero no en las células
crecidas en Fe?'. La funcién del complejo be; en la oxidacion de tiosulfato podria, sin
embargo, tener un cardcter no esencial. Por otra parte, debido a que el complejo be; era

. . . . EN . , ,
sintetizado en las células crecidas en Fe**, era posible especular que éste no podia

participar en flujo directo de electrones entre el tiosulfato y el oxigeno, pero si en el flujo
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cenzel.crecimient

‘Sustrato;presente

: Azida . .KCN  KCN:
§ de-Sodio: 0;5mM . 5
Hierxo. ., “18:
B (80%)
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Se midi6 el consumo de oxigeno en presencia de tiosulfato como finica fuente de electrones. Las células crecidas en Fe?*
o S°, fueron colectadas y resuspendidas en tampdn B-alanina pH 3,5. Las muestras se inyectaron en el oxigrafo y se
apreg6 tiosulfato de sodio 3 mM. Se midi6 el consumo de oxigeno/min/mg. de proteina en ausencia (—-) ¢ en presencia de
inhibidores de complejo be, (Ant:antimicina 9 pM, Mix: mixotiazol 35 pM, Estig: estigmatelina 8 uM y HOQNO 20 pM)
y de la citocomo ¢ oxidasa (azida de sodio 1 My KCN 0,5 mM y 5 mM). Simboles: (): % de inhibicion. ND: No

determinado.




100

reverso de electrones entre el Fe?' y el NAD(P)". Este aspecto serd detalladamente
analizado en la discusién de esta Tesis. Por otra parte, la actividad respiratoria en
presencia de tiosulfato de ambos tipos de células poseia un alto grado de insensibilidad a
0,5 mM de KCN, lo cual era caracteristico de las oxidasas diferentes a la citocromo ¢
oxidasa, como por ejemplo, la quinol oxidasa bd (Green y Gennis, 1983, Kauffman y
van Gelder, 1973).

Otro hecho interesante fue que durante la oxidacién de tiosulfato los inhibidores
del complejo bc; no produjeron una inhibicién completa ni muy alta de la actividad
respiratoria sugiriendo la existencia de vias alternativas en las que no estaria involucrado
el complejo be;, por las cuales los electrones derivados del tiosulfato podrian fluir hacia
el O, En otros organismos que utilizan la via del bc; es comun encontrar vias
alternativas que bifurcan al nivel de la coenzima Q. Esto implica necesariamente la
coexistencia de otros sistemas quinol oxidantes como los complejos bd (Kranz y Gennis,
1985; Rice y Hempfling, 1978), bos (Kita y cols., 1984), bas (Richter y cols., 1994) o bbs
(Azarkina y cols., 1999).

if) Actividad tiosulfato:quinona oxidoreductasa. En E.coli y otros organismos
la oxidacién de un sustrato inicial como NADH, hidrégeno, succinato o lactato, ocurre
acoplada a la reduccién quimica de la quinona (Unden y Bongaerts, 1997). El quinol
generado en esta reaccién constituye un sustrato para las quinol oxidasas celulares como
¢l complejo be;. Por esta razon hemos propuesto que en A. ferrooxidans la oxidaci6n de

tiosulfato podria estar acoplada a la reduccién de quinona con la participacién de una

actividad tiosulfato:quinona oxidoreductasa (Figura 29).
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Para evaluar este aspecto del modelo se procedi6 a resuspender las células
crecidas en Fe*™ o S° en tampén B-alanina pH 3,5 y a administrar tiosulfato 3 mM y
quinona exégena 30 pM (Q1). Simultineamente se evalué el contenido de quinona
(estado oxidado) mediante seguimiento especiroscopico a 278 nm. La disminucién
transitoria en la concentracién de quinona fue considerada como un indicador positivo
para la actividad analizada.

En este estudio se detecté una disminucién transitoria de los valores de
absorbancia a 278 nm, lo cual representé una disminucién de la quinona. La disminucion
observada se atribuyé a la presencia de una actividad tiosulfato:quinona oxidoreductasa
equivalente a 425 nmoles de quinona Q; reducida/min/mg de proteina en células crecidas
en S° y 18 nmoles de quinona Q; reducida/min/mg de proteina en células crecidas en
Fe?*. Estos resultados establecieron que las células de A. ferrooxidans crecidas en S°
posefan una actividad tiosulfato:quinona oxidoreductasa que era 26 veces superior a la
que posefan las células crecidas en Fe?*, 1o cual sugirié que era funcionalmente relevante
durante la oxidacién de tiosulfato.

iii) Actividad Quinol oxidasa. En la seccién anterior se ha mencionado que
cuando el complejo be; participa en un flujo directo de electrones, funciona como quinol
oxidasa. Por esta razén, estuvimos interesados en ‘cvaluar la presencia de una actividad
quinol oxidasa en A. ferrooxidans crecido en Fe?* o §°. Para ello, se administré un
analogo de quinol (DBH,) como tinica fuente de electrones y se midié el consumo de O3

en células crecidas en una condicion u otra.
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La actividad no sc detecté en células enteras a pH 3,5 o 7,4. Esta ultima
condicién se probé resuspendiendo las células en tampdn fosfato con el objetivo de
descartar el efecto del pH écido sobre la funcionalidad de los componentes celulares
involucrados. La actividad se detecté finalmente a en una resuspension de membranas
totales de A. ferrooxidans a pH 3,5 sugiriendo que en las células intactas, el andlogo de
quinol no pudo establecer contacto con el sistema proteico involucrado en su oxidacion.
Las membranas de células crecidas en azufre posefan una actividad 2 veces superior (135
nmoles de Oy/min/mg de proteina) a la detectada en las membranas de células crecidas
en Fe** (57,6 nmoles de Ox/min/mg prot,) (Tabla 7). La actividad de las membranas
derivadas de células crecidas en S° se inhibi6 fuertemente por antimicina A (70%) y
mixotiazol (55%). Estos compuestos también tuvieron un efecto inhibidor sobre la
actividad respiratoria de las membranas derivadas de células crecidas en Fe?* de 37% y
15%, respectivamente. El HQNO inhibié 96% y 75% en azufre o Fe*', respectivamente.
En ambos casos el consumo de oxigeno se inhibié en un 100% por azida de sodio 1 mM.
La inhibicién por KCN mostré un patrén diferenciado en S° o Fe?" ya que 1 mM de
KCN inhibia el 50% de la actividad en hierro, pero no afectaba la actividad en S°,
sugiriendo que en ambos casos la oxidacién de tiosulfato involucraba la participacién de
los compuestos redox total o parcialmente diferentes.

Debe destacarse nuevamente que durante la oxidacién del anlogo de quinol la
inhibicién observada con los inhibidores del complejo bc; no fue total sugiriéndose

nuevamente la presencia de caminos alternativos para el transporte de electrones hacia el

oxigeno. Ante la posibilidad de que existiera un flujo directo de electrones entre el
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Se midi6 el consumo de oxigeno de una preparacién de membranas totales en presencia de DBH, como tnica fuente de
electrones. Las membranas celulares preparadas a partir de células crecidas en hierro o azufre elemental se
resuspendieron en tampén B-alanina pH 3,5. Las muestrasse inyectaron en el oxigrafo y se agregé DBH, 2mM. Se midi6
¢l consumo de oxigeno /min/mg de proteina de la muestra en ausencia (-~} o en presencia de diferentes inhibidores del
complejo be,; (Ant: antimicina A 9 uM y Mix: mixotiazol 35 pM y HQNO: 20 pM) y de la citocromo e oxidasa terminal
(KCN 1 mM y 5 mM y azida de sodia 1 mM). (): % de inhibicién. ND: No determinado,
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quinol y un citocromo ¢ soluble, sin la participacién del complejo bcy, se evalub la
presencia de un actividad quinol:citocromo ¢ oxidoreductasa. Tanto el andlogo de quinol
(DBH3>), como un ferricitocromo ¢ exégeno, s agregaron a un resuspension de células o
membranas celulares y se monitored la reduccion del citocromo ¢ mediante seguimiento
espectrofotométrico a 550/540 nm. La actividad no se detectd a pH 3,5 ni 7,4 en células
(o membranas) crecidas en Fe?* o S° (resultados no mostrados).

iv) Actividad citocromo ¢ oxidasa. Tal como se muesira en el modelo de la
Figura 29, es comun que en un flujo directo de electrones el complejo be; ceda sus
electrones a un citocromo ¢ (Trumpower; 1990). Posteriormente, los electrones pasan al
0, a través de una citocromo ¢ oxidasa hemo-Cu como aas. De esta manera, la
participacién del complejo bc; en una cadena transportadora de electrones debiera
involucrar la oxidoreduccion de un citocromo tipo-c. Por esta razén, evaluamos la
actividad citocromo ¢ oxidasa en células de 4. ferrooxidans crecidas en Fe* o 8°
mediante dos estrategias experimentales diferentes.

En primer lugar, se procedié a medir la oxidacién de un ferrocitocromo ¢
exégeno administrado a las células resuspendidas en tampén B-alanina, pH 3,5. La
oxidacion del ferrocitocromo ¢ se evalud por seguimiento espectroscépico a 540/550
nm. Se detecté una disminucién en la absorbancia que permiti6 calcular la actividad
citocromo ¢ oxidasa. En estas condiciones A. ferrooxidans mostrd una actividad
citocromo c oxidasa de 45 nmoles de citocromo c oxidado/min/mg de proteina en celulas
crecidas en hierro y 9 nmoles de citocromo ¢ oxidado/min/mg de proteina en células

crecidas en S° (Tabla 8A). En ambos casos, la actividad se detect6 soloapH3,5y
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Tabla 8

Actividad:cit ¢ oxidas
‘¢it c.ox/minf
iproteina)

Las células crecidas en Fe** o S° se colectaron y resuspendieron en tampdén B-alanina pH 3,5 o tampén fosfato pH 7,4. A) Se
agregé ferrocitocromo ¢ exégeno 50 pM (ferricitocromo ¢ 100 p M + ascorbato 50 mM) y se evalud [a oxidacion en el tiempo
mediante seguimiento espectroscopico a 540/550 nm. B} Se agregd ascorbato 50 mM como 1nica fuente de elecirones y se
midi6 el consumo de oxigeno/min/mg de proteina en ausencia (---) 0 en presencia de de KCN 0,5 mM .
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estuvo completamente ausente a pH 7,4. La mayor actividad citocromo ¢ oxidasa
detectada en hierro se correlaciona con el mayor contenido de citocromo tipo-¢
(Yarzébal y cols., 2002b) y de la citocromo ¢ oxidasa aas (Yarzébal, comunicacion
personal) comunicado para 4. ferrooxidans en estas condiciones.

En segundo Iugar, se procedié a medir el consumo de O, de A. ferrooxidans
crecido en Fe?* o S° en presencia de ascorbato como tnica fuente de electrones. Debido
a los potenciales redox del ascorbato (+0.08 V) y de los citocromos ¢ solubles (-+0.2-
+0.6 V) normalmente se asume que €l ascorbato cede sus electrones a los citocromos
tipo-c. Por lo tanto, la deteccion de consumo de O, en presencia de ascorbato como
{nica fuente de electrones debia involucrar la participacion de citocromos tipo-¢ y de una
citocromo ¢ oxidasa.

Se detectd que las células crecidas en Fe?” presentaban una actividad respiratoria
de 32 nmoles de O,/min/mg de proteina, 2,4 veces superior a la observada en las células
crecidas en S° (13 nmoles Oy/min/mg de proteina) (Tabla 8B). Estos valores se
correlacionaban con los resultados anteriormente expuestos y nuevamente sugerian la
presencia y la participacion de un citocromo tipo-c en las vias de oxidacion del Fe** y del
S°, siendo mas importante esta participacion en las células crecidas en Fe**.

Todos los resultados expuestos en las secciones precedentes apoyaban la idea que
el complejo be; participaba en el flujo directo de electrones entre el tiosulfato y el Oz, lo
cual constituyé un aporte real al entendimiento del metabolismo oxidativo de esta
bacteria y genera interrogantes acerca de 1os mecanismos de conservacion de la energia

existentes durante la oxidacion de hierro y tiosulfato. Este y los posibles elementos que
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determinan la funcién diferenciada del complejo be; en la oxidacién de Fe** y tiosulfato
seran analizados en la Discusion.

Ademas los resultados permiten especular acerca de la existencia de vias
alternativas independientes del complejo bey que también estan participando en este flujo
de electrones enire el tiosulfato y el O,. Esto trae consigo un panorama més complejo
que involucra la coexistencia de multiples vias transportadoras las cuales probablemente
confieren una ventaja adaptativa para este microorganismo. Este punto serd también

discutido més adelante (seccion 3 de la Discusion).

4, Identificacion de posibles guinol oxidasas _alternativas al complejo bcy en A.

ferrooxidans.

En la literatura se establece que las vias alternativas para el transporte de
electrones son elementos comunes en todas las bacterias (Poole y Cook, 2000,
Trumpower, 1990) y en algunos protozoos (Moreno-Séanchez y cols., 2000) que utilizan
el complejo bc; en sus cadenas respiratorias. Adicionalmente estas vias alternativas
bifurcan generalmente al nivel de ja coenzima Q y estin conmstituidas por diferentes
quinol oxidasas. Por esta razén estuvimos interesados en detectar la existencia de quinol
oxidasas diferentes al complejo bc; en A. ferrooxidans.

4. 1 Deteccién de quinol oxidasas. Para determinar si algunas de las quinol oxidasas
descritas en otros organismos se encuentra presente en A. ferrooxidans, se realizd una
primera inspeccion en la secuencia de DNA genémico disponible en la base de datos de

TIGR. Las secuencias de las proteinas que constituian los complejos quinol oxidasa mas

comunes (bd, bos, bazy bb3) en los diferentes organismos se obtuvieron desde las bases
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datos y en cada caso se alinearon mediante el programa BLOCKS para generar una
proteina de comsenso que S¢ utilizé como sonda por el programa Blastp para
inspeccionar la secuencia de DNA de A. ferrooxidans ATCC 23270, disponible en la
base de datos TIGR. .

Esta herramienta bioinformatica permiti6 establecer la presencia de los genes
cydAB 'y cyoABCDE que codifican para las quinol oxidasas bd (Kranz y Gennis, 1983) y
bos (Chepuri y cols., 1990), respectivamente, en el genoma de A. ferrooxidans ATCC
23270. Los genes cyddB codificaban para las dos subunidades del complejo bd. Los
genes cyoABCDE codificaban para las cuatro subunidades del complejo bo; y para una
farnesil transferasa involucrada en la sintesis del grupo hemo O a partir del hemo A
(Saiki y cols., 1992). El analisis mostré6 que los genes cyddB tenian un tamafio de
1635pb y 1134 pb, respectivamente y s¢ encontraban separados por sélo 59 pb. Los
genes cyoABCDE tenian tamafios de 846, 2.142, 636,312y 858 pb, respectivamente y se
encontraban separados por secuencia de 18, 66, 41 y 28 pb (Figura 30). Estos datos
permitieron establecer que los genes cyd y cyo se organizaban en operones similares a
los descritos en E. coli.

Adicionalmente, una publicacién reciente describia la purificacion de un
complejo proteico con actividad quinol oxidasa en 4. ferrooxidans NASF-1 (Kamimura
y cols., 2001). Se trataba de un heterodimero cuyas subunidades tenian masas
moleculares aparentes de 50,1 y 32,6 kDa y sus caracteristicas espectroscopicas
revelaban la presencia de un pico de absorbancia méximo a 630 nm que era tipico del

citocromo d que constituia el compleo bd (Kita y cols., 1984, Poole y cols., 1983). La

R
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Figura 30. Deteccién de los genes cpd y cyo en A, ferrooxidans, (A) y (B) Organizacién de los genes cyddB
y €¢0ABCDE en la cepa ATCC 23270 y localizacion de los oligonucledtidos utilizados en la reaccidn de PCR
(Materiales y Métodes, Tabla2). (C) y (D) Anélisis de los productos de PCR correspondientes a los genes
cyddB y cyoAB por electroforesis en geles de agarosa al 0,8%. 1) PCR con DNA gendmico de la cepa ATCC
19859. (2) PCR con DNA genémico de la cepa ATCC 23270. La flecha indica el tamaiio de la banda obtenida.
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masa molecular deducida de las secuencias proteicas codificadas por los genes cydAB
antes descritos era de 60,8 y 41,5 kDa, respectivamente. Pese a las claras diferencias en
los valores de masa molecular de las subunidades de ambas quinol oxidasas, es muy
probable que la quinol oxidasa descrita por Kamimura y cols. (2001) sea codificada por
los mismos genes cydAB encontrados en las bases de datos de la cepa ATCC 23270.

Los resultados del analisis bioinformético predecian la existencia de los genes
que codifican para las quinol oxidasas bd y bos. Para comprobar experimentalmente
estos resultados se procedi6 a la deteccion de los genes mediante PCR utilizando
partidores especificos (Tabla 2) y el DNA gendmico obtenido de 4. ferrooxidans ATCC
19859. Considerando que las secuencias obtenidas en las bases de datos corresponden a
una cepa diferente a la estudiada, los partidores se disefiaron en aquellas regiones mas
conservadas de los genes cydAB y cyoAB. El DNA genémico de la cepa secuenciada
(ATCC23270) se utilizo como control positivo. La reaccién de PCR generé fragmentos
de tamafio esperado al amplificar los genes cydAB y cyoAB (Figura 30), lo cual permitié
establecer que estos genes sc encontraban presentes en el genoma de la cepa estudiada.

4. 2 Estudio de la expresion de los genes cydy cyo.

4. 2. 1. Deteccion de mRNAs especificos. La expresion de los genes cydB y cyoB se
estudié mediante la técnica de RT-PCR. Las reacciones de RT y PCR se realizaron
utilizando partidores especificos para los genes cydB y cyoB (Tabla 2). Los experimentos
se realizaron extrayendo RNA total de bacterias crecidas en presencia de Fe** 0 8%y
{levando a cabo un conjunto de controles similares a los descritos en la seccién 1. 3 de

Resultados.




i1l

La reaccién de RT-PCR efectuada en las condiciones anteriormente descritas
permiti6 la obtencién de bandas de tamafio esperado para los genes cydB y cyoB en A.
ferrooxidans crecido en Fe** y S° (Figura 31C, D). Estos resultados mostraron que los
genes se expresaban bajo las condiciones de crecimiento estudiadas. Nuevamente debe
destacarse que la metodologia empleada no permite realizar estimaciones cuantitativas
respecto a los niveles de expresion en cada condicién de crecimiento ni entre los genes
estudiados.

4.2.2. Deteccion de los complejos bd y bos mediante espectrofotometria. Una
aproximacion alternativa para estudiar la expresién de las quinol oxidasas alternativas
fue la deteccion espectrofotométrica de ellas en la cepa estudiada. El analisis
espectrofotométrico se realiz con células crecidas en Fe?* o S° resuspendidas en tamp6n
B-alanina pH 3,5 y en presencia de un agente reductor (ditionito de sodio 5 mM). En
estas condiciones se detectd un pico de absorbancia a 630 nm que correspondia al
citocromo tipo-d del complejo bd (Kamimura y cols., 2001). Los niveles de absorbancia
en esta longitud de onda permitieron calcular la concentracion relativa de este citocromo
en la muestra analizada. Al comparar los contenidos de este citocromo en células
crecidas en presencia de Fe?* con aquellas crecidas en presencia de S°, se pudo
establecer que éste alcanza un valor casi dos veces superior en la condicién de S° (0,19
nmoles/mg de proteina) respecto a la condicién de Fe** (0,12 nmoles /mg de proteina)
(Tabla 9). Este resultado no estd registrado en la literatura y podria ser de gran relevancia

en la interpretacion del papel funcional de este complejo citocromo. Se intent6 detectar

el complejo bos en presencia de diferentes compuestos que puedan actuar como agentes
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Figura 31. Deteccién de la expresién de los genes cyd y cyo en A, ferrooxidans. La expresién de los
genes fue determinada mediante RT-PCR. (A) y (B) Localizacion de los oligonucledtidos utilizados en las
reacciones RT y PCR para cydB y cyoB, respectivamente. (C) y (D) Andlisis de los productos de RT-PCR
de los genes cydB y cyoB por electroforesis en geles de agarosa al 1%. (a) cDNA-Fe?* (b) cDNA-S° y (¢}
DNA genémico. La flecha indica el tamafio de la banda obtenida.




Tabla 9

#

szqggh;E{, ferrooxidans. (nmolé;{fgitpﬁt‘é?ii ;mig';de_;prp_t;..- total):

i L3

Las células se crecieron er Fe?* o 89, se colectaron, se resuspendieron en tampdn B-alanina pH 3,5 y se
congelaron en N, liquido. Las proteinas redox se identificaron espectrofotoméiricarnente en células
enteras y cuantificaron como se indica en la seccién [16.6 de Materiales y Métodos.
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reductores incluidos ditionito de sodio, sulfato ferroso y tiosulfato de sodio ya que sus
picos de absorbancia méxima se intensifican en estado reducido. Ademis se utilizo CO
para impedir la entrega de electrones al oxigeno ambiental y facilitar la deteccion
espectroscopica del complejo redox. Pese a esto, no se detectd los picos de absorbancia
caracteristicos del complejo bos. Estos resultados sugerian que la quinol oxidasa bosz no
era sintetizada en A. ferrooxidans bajo las condiciones estudiadas o estaba presente en
concentraciones muy bajas para Ser detectadas por espectrofotometria. Esta altima
alternativa es coherente con la deteccion de la expresion de los genes cyo al nivel del
mRNA.

Utilizando la misma estrategia de cuantificacion del citocromo bd, se determind
los niveles de otros componentes redox de la célula como citocromos tipo-c, citocromos
tipo-b y citocromo oxidasa aas (Tabla 9). Tal como ha sido previamente publicado, las
células crecidas en Fe** presentaban un mayor contenido de citocromo tipo-c (Mansh y
Sand, 1992) y aas (Yarzédbal y cols., comunicacién personal). Los citocromos tipo-b
presentaban una menor concentracién en hierro que en azufre (Mansh y Sand, 1992).
Estos datos avalaban las estimaciones realizadas para el citocromo d del complejo bd.

En resumen, los experimentos anteriormente expuestos han permitido determinar
la expresién de los genes cydB y cyoB durante la oxidacién de Fe?' y S°. Ademas se ha
detectado espectrofotométricamente la quinol oxidasa bd y se ha determinado un mayor
contenido de ésta durante el crecimiento en S° respecto a Fe?'. Estos antecedentes
sugieren la participacion activa de estos complejo redox en el metabolismo oxidativo de

A. ferrroxidans. Es razonable pensar que las quinol oxidasas bd y/o bos podrian servir
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como una via alternativa para los electrones que se desplazan entre el tiosulfato y el Oa.
Bajo estas condiciones el complejo bc; no seria un componente esencial para la
supervivencia de la bacteria creciendo en S°, apoyando la hipétesis sugerida por el
fenotipo de la mutante esponténea inicialmente descrita, en la cual los citocromos tipo-¢

son. componentes esenciales sélo en la oxidacién de Fe?*, pero no de compuestos de

azufre reducido.




116

DISCUSIGN

Esta investigacion se ha basado fundamentalmente en la descripcién de una mutante
espontinea de 4. ferrooxidans, la cual habia perdido su capacidad de oxidar Fe**, pero no
tiosulfato. El fenotipo observado para esta mutante se correlacionaba con una mutacién en
el gen resB, provocada por la interrupcién con la secuencia de inserciéon ISAfel (Cabrejos
y cols., 1999). En otros organismos el gen resB codifica para la proteina ResB, la cual
forma parte del sistema de maduracién de citocromos de tipo-c. Ademas, rio arriba del gen
resB se identifico parte de un gen cuyo producto era similar a un citocromo ¢;, se postuld
que el fenotipo mutante se debfa a la ausencia de citocromos de tipo ¢ maduros, los cuales
parecfan ser componentes esenciales para Ia oxidacién de Fe™, pero no de tiosulfato.
Ademas, el citocromo ¢; podria ser una parte constituyente del complejo be;, el cual
también podria ser esencial para la oxidacién de Fe**, pero no de tiosulfato.

Los resultados expuestos en la seccion anterior apoyan la hipdtesis establecida
respecto a la funcién del complejo bep y el cardcter no esencial de éste en la oxidacién de
compuestos de azufre reducido. A continuacién se discutird en detalle los aspectos mas

relevantes que derivan de los resultados obtenidos en este trabajo.
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1. Caracterizacién de la regién génica que contiene los operones petl y res y estudio de

Ias proteinas codificadas.

El operén pet resulta particularmente interesante pues los genes que lo constituyen
codifican para proteinas redox posiblemente involucradas en una via oxidativa comun. Este
tipo de organizacién ya ha sido sugerido para otros operones redox descritos en A.
ferrooxidans como por ejemplo el operdn rus, cuyos productos han sido postulados como
los constituyentes destinados a mantener el flujo directo de electrones entre el Fe** y el O,
(Appia-Ayme y cols., 1999).

Los andlisis de la cotranscripcion entre genes contiguos, la determinacién de los
sitios de inicio de la transcripcion de los operones pet! y res, la identificacién de secuencias
Shine-Dalgarno putativas para muchos de los genes de los operones petl y res y la
identificaciéon de un terminador independiente del factor rho para el operén petl,
permitieron caracterizar detalladamente la organizacion de los operones petl y res (Levican
y col., 200). La identificacion del sitio +1 uno de inicio de la transcripcion de cada operén,
permiti6 definir las secuencias —10 y —35 putativas, para la unién de la RNA polimerasa.
Estas secuencias, se mantienen relativamente bien conservadas respecto al consenso en E.
coli: -10: TATAAT y —35: TTGACA. En 4. ferrooxidans existen muy poca informacion
respecto a la estructura y organizacion de los promotores, no obstante, los promotores
experimentalmente probados han mostrado tener secuencias —10 y —35 funcionales en E.
coli (Kawaguchi y cols., 1997; Inoue y cols., 1990). La reciente publicacion de casi la
totalidad de la secuencia del genoma de 4. ferrooxidans podria facilitar la identificacion de
sitios de unién de la RNA polimerasa en los promotores reconocidos por los diferentes

factores sigma (Selkov y cols, 2000).
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Las secuencias Shine-Dalgarno putativas establecidas para los genes codificados en
el operén petl y res son similares a las secuencias putativas descritas para otros genes de 4.
ferrooxidans. Estas secuencias se encuentran disponibles en las bases de datos, pero no han
sido probadas experimentalmente. En general, se puede establecer que la secuencia GGAG,
se mantiene muy conservada en los todos los sitios de unién al ribosoma descritos para esta
bacteria en este trabajo y en las bases de datos. Esta secuencia se mantiene conservada
respecto a la secuencia descrita para E. coli (AGGAGQG).

El andlisis del operén petl revela la presencia de un terminador del tipo rho
independiente, cuya relevancia funcional queda apoyada por su composicion (estructura
tipo horquilla rica en GC seguida de una secuencia poli U), estabilidad energética y por la
presencia de otros terminadores con caracteristicas similares en otros operones pef
bacterianos analizados. La presencia de un terminador intrinseco sugiere un control
transcripcional de la expresion de la proteinas codificadas en el operdn petl. Por otra parte,
es sabido que el conirol de los niveles de complejo be; presentes en la célula también
obedece a una regulacién postraduccional relacionado con el ensamblaje del complejo en la
membrana citoplasmatica. Un modelo probable de maduracion del complejo be; plantea
que el citocormo c; se inserta primero en la membrana para facilitar el ensamblaje de los
otros componentes (Thony-Meyer, 1997). En primer lugar, el citocromo ¢; se asocia con el
citocromo b para formar un complejo estable que permite la asociacién de la proteina
Rieske. Si el complejo no logra ensamblarse adecuadamente, sus componentes serian
ripidamente degradados en el interior de la célula. Se ha determinado que mutaciones del

citocromo ¢; llevan a la degradacién del citocromo b y de la proteina Rieske (Gerhus y

cols., 1990).
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Las secuencias de las protefnas codificadas en estos genes mostraron tener una alta
similitud con proteinas conocidas en otros organismos. Todas aquellas codificadas en el
operén petl son proteinas redox que poseen una alta conservacién de aminoacidos
funcionalmente relevantes como aquellos involucrados en la unién de sus centros redox.

El citocromo ¢, codificado en el operdn pet! es una proteina diheminica cuyos sitios
de unién al grupo hemo son facilmente identificables en su secuencia, al igual que en otros
citocromos ¢4 conocidos (Meyer, T. E., 1996). La secuencia de su extremo N-terminal es
100% idéntica a una secuencia de 50 aminoécidos del extremo N-terminal de un citocromo
¢4 previamente purificado y caracterizado por Guidici-Orticoni y cols. (2000). EI primer
aminoédcido del citocromo ¢ microsecuenciado corresponde al residuo nimero 36 del
citocromo ¢, codificado por cyed, sugiriendo nuevamente que este citocromo posee una
secuencia sefial que es procesada por una peptidasa y posteriormente es liberado hacia el
periplasma.

El citocromo ¢, purificado posee una masa molecular aparente de 26,6 kD, un pl de
8.0, una localizacién periplasmética y lleva unidos dos grupos hemo. Este citocromo ¢, fue
completamente reducido por Fe?*, En este caso la tasa de oxidacion del Fe** fue similar a la
observada en los cultivos mantenidos en condiciones de laboratorio (Guidici-Orticoni y
cols., 2000). Los investigadores también estudiaron la conducta redox de un citocromo ¢4 de
21 kDa, previamente descrito, pero no detectaron una reduccién significativa de este
citocromo en ausencia de rusticianina (Cavazza y cols., 1996). Por este motivo propusieron
que el citocromo c; de 26,6 kDa serfa el aceptor inicial en la oxidacion de Fe**, No

obstante, debido a que el gen que codifica para este citocromo cycA se cotranscribe con los

genes de otras proteinas redox como el complejo bey, nosotros proponemos que durante la
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oxidacién de Fe®* este citocromo ¢y estaria involucrado en el flujo invertido de electrones
entre el Fe’ y el NAD(P)* y su funcién podria estar relacionada con la transferencia de
electrones entre la rusticianina y el complejo bc;. Segin este modelo, la proteina
rusticianina seria el nodo de bifurcacién del flujo directo de electrones hacia el O; e
invertido hacia el NAD(P)".

La capacidad de la rusticianina para interaccionar con un citocromo ¢ fue descrita
previamente (Giudici-Orticoni y cols., 1999). Los investigadores describieron la formacion
de un complejo con un citocromo cs de 21 kDa y postularon que ésta interaccion
representaria un segmento genuino de la cadena transportadora de electrones desde €l Fe**
hacia el O,. Basandonos en este antecedente y dada la co-localizacién y la similitud
existente entre los citocromos de 21 y 26,6 kDa (57%) es posible postular que el citocromo
¢4 de 26,6 kDa también interacciona con la rusticianina desviando los electrones hacia el
NAD(P)’. La afinidad diferencial de Ia rusticianina por estos citocromos podria constituir
una parte del mecanismo de regulacién del flujo de electrones hacia el NAD(P)" o hacia el
0,, segin sean los requerimientos de la célula (Figura 32).

La proteina SDR codificada por gen sdrd presenta conservacién de residuos de
importancia funcional y ciertas caracteristicas de las ribitol/glucosa reductasas. Las ribitol
deshidrogenasas generan NAD(P)H desde NAD(P)* mediante la oxidacién de ribitol a
ribulosa. E1 NAD(P)H y la ribulosa generados en esta reaccion podrian ingresar al ciclo de
Calvin, Esto sugiere un modelo en que la activacion de sdrd podria ayudar a estimular el
ciclo de Calvin que utiliza el NAD(P)H generado en el flujo invertido de electrones.

Adicionalmente, las proteina SDR apareci6 asociada fundamentalmente a la fraccién

membranosa de la célula, lo cual no se correlaciona con las predicciones hechas mediante
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2Fe?* —>» 2Fe™*

periplasma
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NAD(P) + H'+e- J—) NAD(P)H 120, + 2H" + 2e- J-) H,0 ADP +Pi —3 ATP
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Figura 32. Modelo propuesto para la funcién del citocromo ¢, codificado en el operdn pet! en la oxidacién
de hierro en A. ferrooxidans. Se indica el flujo de electrones desde el Fe?* hacia el O, o el NAD(P)*.El color
rojo destaca al citocromo ¢, de 26,6 kDa codificado en el operén pet! y el color verde destaca al citocromo ¢,
de 21 kDa codificado en el operdn rus.
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andlisis computacional debido a que no se detectd una secuencia sefial tipica y la
probabilidad de formar a-hélices hidrofobicas es baja para esta proteina. Es probable que la
proteina no esté anclada a la membrana, sino que se asocie a ella superficialmente con una
alta afinidad al ignal que otras proteinas redox solubles como el citocromo c; de la
mitocondria y algunas bacterias fotosintéticas (Daldal y cols., 2001).

La identificacion de los genes petABCI que codifican para las subunidades del
complejo bc; concuerda con la caracterizacién previa de un complejo be; en A
ferrooxidans. Ingledew y Cobley (1980) propusieron su participacion en la via oxidativa de
Fe’* cuando detectaron un citocromo c; en las preparaciones de membrana de A.
ferrooxidans mediante espectrofotometria. Posteriormente el complejo ha sido
caracterizado mds ampliamente respecto de sus propiedades y funciones mediante
pardmetros  espectrofotométricos y potenciométricos en conjunto con métodos
polarograficos y el uso de inhibidores especificos (Brugna y cols., 1999; Elbehti y cols.,
1999; Elbehti y cols., 2000). El complejo bc; participa en el flujo invertido de electrones
entre el Fe** y el NAD(P)". No obstante, todas las consideraciones hechas respecto de sus
propiedades y funciones estdn referidas a la oxidacién de Fe?*, Previo a este trabajo, se
desconocia absolutamente la funcién del complejo y de las otras proteinas codificadas en el
operdn pet en la oxidacion de compuestos de azufre reducido por 4. ferrooxidans.

El papel funcional del complejo bcy en la oxidacién de compuestos de azufre
reducido fue sugerido por la deteccién de las protefnas codificadas en los operones pet! ylo
pet2 en extractos de células de A. ferrooxidans. La inmunodeteccion reveld la presencia de
las proteinas SDR, citocromo ¢; y Rieske en 4. ferrooxidans crecido en Fe* y en S°, sin

que sea posible detectar diferencias en las concentraciones relativas de estas proteinas en la
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célula. Estos resultados concordaban con la tesis de que el complejo bc; y posiblemente las
otras proteinas codificadas en el operén pet! y pet2 desempefiarian también una funcion en
la oxidacién de compuestos de azufre reducido.

Adicionalmente la inmunodeteccién de las proteinas revela que €stas estan en
concentraciones relativamente similares en la condicién de Fe** y S°. Este resultado fue
inesperado debido a que los genes que codifican para las proteinas redox en otros sistemas,
estdn generalmente sujetas a una regulacidn estricta que estd relacionada con la
disponibilidad de nutrientes y con la ausencia o presencia de diferentes dadores y/o
aceptores de electrones. En E. coli, por ejemplo, se han identificado 15 diferentes
deshidrogenasas primarias y 10 oxidasas terminales, las cuales constituyen vias metabélicas
alternativas que facilitan la adaptacion de los sistemas respiratorios a los requerimientos
especificos. En esta bacteria la regulacién de la expresién de estos componentes esta
dirigida por varios sistemas reguladores que incluyen NarXQ, NarLP, ArcAB y Fnr (Unden
y Bongaerts, 1997).

En A. ferrooxidans la sintesis diferencial de componentes redox es claramente
ejemplificada con la proteina rusticianina la cual es principalmente detectada durante el
crecimiento en Fe** (Mjoli y Kulpa, 1988; Jedlicki y cols., 1986) llegando a constituir hasta
el 5% de 1a proteina total (Cobley y Haddock, 1975; Cox y Boxer, 1978). La proteina es
detectada en menor cantidad durante el crecimiento en S° y H,, aunque en este ultimo caso
no posee un centro redox, lo cual sugiere la existencia de un mecanismo adicional de
regulacién postraduccional (Ohmura y cols., 2002a). También se ha comunicado la sintesis
diferencial de algunos citocromos tipo-c (Yarzébal y cols., 2002b). Cuando 4. ferrooxidans

crece oxidando Fe** o S° al menos ocho citocromo tipo-¢ putativos son detectados en geles




124

de poliacrilamida. En general, los niveles de estos citocromos son inferiores en células
crecidas en S°. Uno de ellos es especifico para la condicion de S°, mientras que tres de ellos
son especificos para la condicién de Fe**. Recientemente se ha descrito y caracterizado un
citocromo tipo-c que es sintetizado bajo condiciones de anaerobiosis cuando la bacteria
oxida Hp y reduce Fe’" (Ohmura y cols., 2002a). Estos antecedentes sugieren que en 4.
ferrooxidans la sintesis de proteinas redox es modulada por el donante y/o aceptor de
electrones presente en el medio de crecimiento.

La similitud en los patrones de sintesis de las proteinas estudiadas en las
condiciones de Fe** y S° puede ser explicada por la existencia de dos copias del operén pet.
La expresién de estos operones ha sido estudiada en nuestro laboratorio y también por el
grupo de la Dra. Bonnefoy (C. N. R. S, Marsella, Francia). En experimentos iniciales
realizados por nuestro grupo de investigacion sobre la expresién de los operones pet! y pet2
a nivel de mRNA se ha encontrado que pet! se expresa mayoritariamente en Fe*' y pet2 en
S°, Estas diferencias en los niveles de expresion de estos operones pueden ser de amplia
relevancia funcional para la bacteria, punto que serd discutido en profundidad més adelante.

Ia acumulacién de informacién de secuencias de genomas en las bases de datos ha
dejado en evidencia que la duplicacién de genes parece ser un fenémeno generalizado en
los genomas bacterianos (Lynch, 2002). En este trabajo hemos identificado dos copias del
operdn pet en A. ferrooxidans19859 y 23270. Nosotros postulamos dos hipétesis posibles
para explicar la redundancia de estos genes en este microorganismo: 1) la duplicacion de
genes puede estar relacionada a la dosis genética necesaria para alcanzar las
concentraciones requeridas del componente redox. Asf por ejemplo, en Shewanella sp. se

han identificado cuatro copias de un gen que codifica un citocromo tipo-c que se expresa en
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conjunto para aumentar la dotacién de estos citocromos durante la reduccion de
Fe**(Dobbin y cols., 1999) En 4. ferrooxidans se han identificado 11 genes que codifican
para citocromos tipo-c en el genoma de la cepa ATCC 23270 (Yarzibal y cols., 2000b).
Ademas se ha observado que la utilizacién de Fe** como sustrato de crecimiento por
diferentes cepas conduce a la sintesis de niveles elevados de citocromos tipo-c, lo cual
puede ser el resultado de la expresién simultanea de diferentes genes en la célula (Yarzabal
y cols., 2002b). 2) de forma alternativa, las diferentes copias de los genes estudiados
podrian expresarse diferencialmente para originar proteinas que estarian involucradas en
diferentes vias redox bajo distintas condiciones de crecimiento de la bacteria. Esta hipétesis
se basa en la expresion diferencial a nivel del mRNA observada para los operones pet! y
pet2 en la condicién de Fe™ y de S° y en las diferencias en los contextos genéticos de los

genes duplicados.

2. Estudio de Ia funcién del complejo bc; en la oxidacién de compuestos de azufre

reducido.
2.1. La estrategia genética.

Nuestra hipotesis planteaba que las proteinas Res codificadas en el operén res
estarfan involucradas en la biogénesis del citocromo ¢; (del complejo be;) y el citocromo ¢4
codificados en el operdn petl. Debido a que la mutante inicialmente descrito fue perdido no
estaba disponible para ser analizado. Por esto nos planteamos la posibilidad de generar
mutantes para los genes resB y/o petCl mediante una estrategia genética recientemente
descrita. Esta estrategia, conocida como "mutagénesis por intercambio de marcadores”, fue

exitosamente utilizada para mutar el gen rec4 de A. ferrooxidans ATCC 33220 (Liu y cols.,
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2000). No obstante, siguiendo la misma estrategia metodoldgica, no fue posible obtener
mutantes para los genes deseados.

De igual forma, no ha sido posible obtener mutantes para los genes resB y resC de
Synecchocystis sp. y B. subtilis mediante mutagénesis por transposicién (Le Brun y cols.,
2000). Por esta razén, se ha planteado que estos genes son esenciales para el crecimiento y
la supervivencia de estos organismos. No obstante, la descripcion de la mutante
resB:ISAfel de A. ferrooxidans deja dudas acerca de este planteamiento. Ademds de la
mutante de 4. ferrooxidans descrita por nuestro grupo de investigacién, se han descrito
otras mutantes para los genes de biogénesis de citocromos de tipo ¢ en ottos organismos. En
Chlamydomonas reinhardtii se identific6 una mutante para el gen ccsd (Tichy y Vermaas,
1999). En este caso la mutacién llevo a la ausencia de la proteina CesA (homoélogo de la
proteina ResC), lo cual se correlaciond con la carencia absoluta de los citocromos tipo-¢ en
este organismo. Ademas, se han descrito mutantes que tienen afectados procesos
metabolicos tales como la resistencia al cobre (Yang y cols., 1996), produccion de
pioverdina, oxidacion de Mn?* ( Caspi y cols., 1998), isomerizacién de dcidos grasos no
saturados (Holtwick y cols., 1999) y oxidacién de gluconato (Pujol y Kado, 2000). Todos
éstos carecen de citocromos tipo-c debido a mutaciones en genes involucrados en su
maduracién. Estos ejemplos sugicren que, al menos, en estos organismos los genes de
biogénesis de citocromos de tipo-c, no son esenciales para el crecimiento.

Adicionalmente, algunos organismos pueden llevar a cabo determinadas funciones
metabélicas sin la participacién de citocromos de tipo c¢. E. coli (Simon, 2002) y P.
denitrificans (Carr y Ferguson, 1990) prescinden de los citocromo tipo-c durante el

crecimiento anacrobio utilizando nitrato como aceptor de electrones. Es factible que 4.
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ferrooxidans también pueda prescindir de los citocromos tipo-c¢ para la oxidacion de
tiosulfato. Se ha establecido que los citocromos tipo-c estin implicados en las vias de
oxidacién de compuestos de azufre reducido de un grupo numeroso de bacterias tales como
Shewanella putrefaciens (Pealing y cols., 1992), Chlorobium limicola (Klarskov y cols.,
1998) y Rhodovulum sulfidophilum (Appia-Ayme y cols., 2001). No obstante, en 4.
ferrooxidans, la existencia de un sistema quinol oxidasa como bd y/o ho; permitiria
prescindir de los citocromo tipo-¢ como el citocromo ¢; y ¢4 codificados en el operdn petl.

A la fecha, la técnica de “mutagénesis por intercambio de marcadores™ descrita por
Liu y cols. (2000) no ha podido ser reproducida exitosamente, lo cual puede deberse a una
variedad de factores que afectan la eficiencia de la técnica. La falta de éxito en la
generacién de mutantes en los genes resB y petcl en A. ferrooxidans pudo deberse al estado
fisiolégico de las cepa dadora y receptora, el cual pudo haber ejercido un efecto sobre la
eficiencia de la conjugacion. Factores tales como el pH (=5,0) del medio de conjugacién
pueden tener un efecto significativo. Adicionalmente, se ha propuesto la existencia de un
mecanismo de restricciéon modificacién (Kusano y cols., 1992b), que podria conducir a la
eliminacién del plasmidio introducido por conjugacién desde E. coli. Sin duda que, el
control adecuado de éstos y otros factores ayudard al desarrollo de esta técnica o de otras
estrategias genéticas, facilitando los estudios futuros en este microorganismo y permitiendo
establecer la funcién de protefnas, cuyo papel fisiolégico aun no ha sido determinado.
2.2. La estrategia biofisica

La participacién y funcién del complejo ey en la oxidacién de Fe** fue propuesta
inicialmente por Ingledew (1982), pero debieron transcurrir casi 20 afios hasta que

aparecieron las primeras evidencias experimentales acerca de su participacion en el flujo
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invertido de electrones existente entre el Fe*' y el NAD(P)" (Elbehti y cols., 2000). No
obstante, la funcién del complejo be; resultaba completamente desconocida en la oxidacion
de otros sustratos como por ejemplo, compuestos de azufre reducido. Aqui se ha abordado
parcialmente esta problematica analizando la funcién durante la oxidacion de tiosulfato. Se
planted un modelo coherente con la participacién del complejo en el flujo directo de
electrones entre el tiosulfato y el oxigeno. En el modelo de oxidacién del tiosulfato que
hemos propuesto, la funcion del complejo be; es similar a la descrita en la mitocondria y en
bacterias como P. denitrificans, R. capsulatus y C. limicola (Trumpower, 1990;
Richardson, 2000; Otten y cols., 2001). Muchas de las funciones redox asociadas directa o
indirectamente a la funcién del complejo be; han sido detectadas en A. ferrooxidans crecido
en Fe** y en S°, aunque estdn mayoritariamente activadas en esta tiltima condicion. En esta
investigacion fuimos capaces de identificar la presencia de una actividad tiosulfato:quinona
reductasa, quinol oxidasa y citocromo ¢ oxidasa. La participacién del complejo bc; queda
evidenciada mas fehacientemente al utilizar inhibidores especificos del complgjo bc;, como
estigmatelina, mixotiazol y antimicina. Estos compuestos tienen un efecto inhibidor
significativo sobre las actividades respiratorias de c€lulas que han sido crecidas en azufre
elemental y que utilizan tiosulfato o un andlogo de quinol comeo tinica fuente de electrones,
lo cual estd sugiriendo que el complejo bec; participa en la cadena transportadora de
electrones enire el tiosulfato y el Os.

Por el contrario, los inhibidores no ejercen efecto sobre la actividad respiratoria de
células crecidas en presencia de Fe®* v que utilizan tiosulfato como tnica fuente de
electrones. Esta observacidn constituye, un aspecto muy interesante de analizar, pues nos

sugiere que la oxidacién de tiosulfato en 4. ferrooxidans crecido en Fe** procede a través
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de una via que no involucra al complejo bc; y por lo tanto, es diferente a la via que funciona
en aquellas células crecidas en azufre elemental. Nosotros sabemos que este complejo estd
presente en A. ferrooxidans durante la oxidacion de Fe**, pero bajo estas condiciones de
crecimiento, el complejo sélo funciona en el flujo invertido de electrones y no en el flujo
directo. Esta 1ltima via podria no constituirse debido a la ausencia de otros componentes
esenciales para el normal funcionamiento de ella, como por ejemplo el sistema
tiosulfato:quinona oxidoreductasa, cuya actividad ha sido detectada en este trabajo como
mayoritariamente superior en aquellas células crecidas en S° respecto a Fe**. Otro factor
relevante en esta diferenciacién funcional del complejo bc; podria radicar en la existencia
de dos tipos de complejo bej, los cuales derivarian de los operones pet! y pet2,
respectivamente. Algunos elementos intrinsecos a cada complejo podrian afectar su
capacidad de interaccionar con los diferentes componentes de las vias invertida o directa lo
cual permitiria regular el funcionamiento de ellos en cada una de dstas. Un ejemplo es las
pequefias diferencias en los valores de pl de las proteinas que componen estos complejos,
como el citocromo c; que posee valores de pl de 9,63 y 9,08, segtin corresponda al operén
petl o pet2, respectivamente. Sin duda que la total comprensién de esta problematica
requerira de un abordaje experimental que deberd estar relacionado con la identificacion de
las proteinas redox que constituyen estas vias y con el estudio de su capacidad para
interaccionar entre si.

La deteccion de todas las actividades antes descritas es coherente con la
participaci6n del complejo be; en el flujo directo de electrones entre el tiosulfato y el O,. La
funcién de este complejo en el flujo invertido de electrones durante la oxidacién de S° o

tiosulfato no fue evaluada, sin embargo, ésta parece improbable debido a que los
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potenciales redox de estos compuestos (E° s203 = -0,402 V; E°= -0,270 V) permitirian
acoplar su oxidacion a la reduccidn directa de NAD(P)™ (E°= -0,320 V) sin necesidad de
mantener un flujo invertido de electrones.

Una actividad tiosulfato oxidasa en A. ferrooxidans fue inicialmente caracterizada
por Silver y Lundgren (1968), pero no existia informacién acerca la cadena transportadora
de electrones involucrada en la oxidacién de este sustrato, lo cual resulta fundamental para
comprender los mecanismos de conservacion de la energia en relacién a la teorfa
quimiosmética. Los resultados obtenidos dan cuenta de la funcién del complejo bey en el
flujo directo de electrones entre el tiosulfato y el oxigeno. Dada la funcién conocida del
complejo be; en la translocacién de protones a través de la membrana utilizando la energia
liberada en el transporte de electrones es posible presumir que durante la oxidacién de
tiosulfato la cadena respiratoria operante estd involucrada en la translocacién de protones
desde citoplasma hacia el periplasma y por lo tanto en la generacidn activa de un gradiente
de protones a través de la membrana tal como ocurre en la bacterias neutréfilas y en la
mitocrondria (Trumpower y Gennis, 1994). Esta observacién constituirfa una diferencia
sustancial con el modelo propuesto durante la oxidacién de hierro.

Por otra parte, la informacién obtenida pone de manifiesto la existencia de una
actividad tiosulfato:quinona reductasa que no habfa sido descrita previamente para esta
bacteria. Esta actividad mostrd ser 26 veces superior en las células crecidas en azufre
elemental respecto a las células crecidas en Fe**, por lo cual se asumié que esta actividad
{enia un papel relevante en la oxidacién de tiosulfato, no obstante, la actividad respiratoria

medida en presencia de un anélogo de quinol, el DBH,, mostr6 ser s6lo 2 veces superior en

S° que en Fe?*, Esta diferencia podria deberse a que la actividad respiratoria en presencia de
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DBH, fue medida en membranas celulares, debido a que no pudo ser detectada en las
células enteras. La actividad quinol oxidasa responsable de la oxidacién del DBH,, pudo
haberse afectado durante el proceso de obtencién de las membranas celulares. También
debe tenerse presente que el andlogo de quinol utilizado difiere del quinol endogeno
presente en 4. ferrooxidans ( quinol-8) (Short y cols., 1969).

Los ensayos realizados para determinar la funcién del complejo be; en la oxidacion
del tiosulfato fueron realizados con células o membranas celulares derivadas de células
crecidas en S°. Esta diferencia puede no tener mucha relevancia si se considera que el
tiosulfato es un producto generado de la oxidacion de S° realizada por bacterias como 4.
ferrooxidans (Shihari y cols., 1993) y 4. thicoxidans (Suzuki, 1965). Se ha postulado que el
tiosulfato podria constituir un dador de electrones para aquellas células que permanecen en
estado planctonico durante el crecimiento de 4. ferrooxidans en S°. De esta manera las
células crecidas en S° poseerian la capacidad metabélica para oxidar el tiosulfato. Estas
observaciones validan las conclusiones derivadas de esta investigacién, permitiendo
extrapolar los resultados obtenidos hacia el sistema in vivo.

Los resultados obtenidos respecto a la funcién del complejo bc; en la oxidacién del
tiosulfato dejan dos aspectos importantes de discutir:

A) ;Qué factores determinan que el complejo be; funcione diferencialmente en la condicion
de Fe** y de 5°2.

Este punto fue analizado previamente en esta discusion, no obstante, restan algunos
aspectos importantes de mencionar.

A. ferrooxidans es el {inico organismo conocido que contiene dos complejos bc;

clésicos, es decir, que tienen sus citocromos ¢; conservados. Las subunidades proteicas que
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constitiyen estos complejo son sintetizadas en niveles equivalentes en ambas condiciones
de crecimiento. No obstante, al estudiar la expresion al nivel del mRNA se observa que
existen diferencias en bacterias crecidas en Fe** con aquellas crecidas en S°. Esto sugiere
que existiria una diferenciacion funcional de ambos complejos y de los productos de los
operoncs petl y pet2, de modo que el complejo bc; derivado de pet! funcionaria
fundamentalmente en la oxidacién de Fe?* y el complejo bc; derivado de per? funcionaria
en la oxidacién de S° y otros compuestos de azufre reducido. La proteina Rieske, el
citocromo de b y el citocromo ¢; codificados en ambos operones conservan estrictamente
los residuos involucrados en la funcién redox, es probable que ambos complejos se
desempefien de manera similar en su funcidén oxidoreductora. No obstante, debemos
recordar que las proteinas codificadas en los operones pet! y pet2 tienen porcentajes de
similitud de aproximadamente 60-70%. Las diferencias existentes en las secuencias
aminoacidicas podrian ser relevantes en su capacidad de interaccionar con los diferentes
componentes de las vias transportadoras de electrones inversa y directa, reguldndose su
funcién en cada una de ellas.

La funcién probable del complejo be; derivado del operdn pet2 en la oxidacion de
compuestos de azufre reducido, encuentra su principal obstdculo en los antecedentes
descritos para la proteina hipip. Como lo hemos descrito, €l operdn pe2 codifica para una
proteina altamente similar a la proteina hipip de una cepa privada de 4. ferrooxidans. Esta
proteina ha sido involucrada en la oxidacién de Fe?*, postulandose como el sistema Fe*
oxidasa de la célula (Fry y cols., 1986; Yamanaka y cols., 1991; Guidici-Orticoni y cols.,

2000). Si la proteina hipip es codificada por €l gen ire2 del operdn pes2, entonces su
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relevancia funcional en la oxidacién de Fe®' serfa extrapolable al complejo bc; codificado
en este operdn, lo cual esta en evidente contradiccién con nuestra hipotesis.

No obstante, la postulacidn de la proteina hipip como aceptor inicial de elecirones
del Fe** es inconsistente con las signientes observaciones: a) La proteina hipip ha sido
detectada y estudiada principalmente en bacterias fotosintéticas, donde transfiere electrones
desde el complejo be; hacia el centro de reaccion fotosintético ( Menin y cols., 1998) o
hacia una oxidasa terminal (Bonora y cols., 1999; Pereira y cols., 1999). b) Esta proteina no
ha sido detectada en algunas cepas (TF-3 y F424) de 4. ferrooxidans. ¢) Se ha sugerido que
la oxidacién de Fe**, podria ocurrir en el medio externo de la célula (Yarzabal y cols,,
2002a), no obstante, la proteina hipip es un proteina soluble del periplasma bacteriano
(Cavazza y cols., 1995). d) El operén pet? se expresa mayoritariamente durantc el
crecimiento en S° respecto a Fe**. En conjunto, estos antecedentes sugieren que durante la
oxidacién de S° la proteina podria funcionar como un transportador intermedio con caracter
no esencial y no constituirfa parte del sistema Fe?* oxidasa de 4. ferrooxidans. Es probable
que durante la oxidacién de S° o tiosulfato la proteina hipip funcione asociada al complejo
be;y en el flujo directo de electrones hacia el O;.

Este analisis permite postular que los productos codificados en el operén per?
pueden ser de mayor relevancia funcional que los productos codificados en el operon pet!
en la oxidacién de tiosulfato. Por su parte, este tltimo podria ser més relevante en hierro.
Como ya se ha mencionado, esto es coherente con los patrones de expresion de estos
operones en ambas condiciones de crecimiento.

B) La funcién diferenciada del complejo bc; en la oxidacion de Fe** y tiosulfato se

contradice con el modelo de oxidacién de tiosulfato propuesto por Kurosawa (1994), quien
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ha sugerido que la oxidacion de este sustrato procede a través del sistema FIR descrito
previamente por Sugio (Sugio y cols., 1985; Sugio y cols., 1988; Sugio y cols., 1992). En
este sistema la oxidacién de S° y sus subproductos ocurre acoplada a la reduccién de ion
férrico, El ion ferroso generado puede ser posteriormente oxidado por las via general de
oxidacién de Fe®'. De esta manera se espera que la sintesis de proteinas redox en la
condicién de Fe*'y S° sea equivalente, observandose diferencias sélo al nivel del sistema
FIR. La evidente contradiccion existente entre nuestros resultados y el modelo descrito por
Sugio no constituye un hecho aislado, ya que existe una serie de observaciones descritas en
la literatura que no pueden ser explicadas a través de este modelo, asi por ejemplo: a) se ha
demostrado que la transferencia de electrones entre el 8° y el ion férrico involucra la
participacién de componentes citoplasmaticos, lo cual no concuerda con la existencia de un
sistema periplasmético propuesto por Sugio. b) Cuando 4. ferrooxidans es crecido en un
quimiostato bajo condiciones limitadas de tetrationato (un intermediario de la oxidacion de
S° y tiosulfato), la via de oxidacién de Fe®* estd completamente reprimida, c) el Fe** no
estimula la oxidacién aerobia de S° (Corbett ¢ Ingledew, 1987) y d) es sabido que la
produccién bacteriana (expresada como g de biomasa por mol de electrones) es mayor en S°
que en Fe?*, sin embargo, si la oxidacion de azufre y otros compuestos de azufre reducido
esta acoplada a la reduccién de ion {émrico se espera que la produccién de biomasa sea

menor en S° que en Fe™*,

3. Vias quinol oxidasa alternativas al complejo be;.

Los estudios realizados con inhibidores especificos del complejo be; mostraron que

estos compuestos inhibian la actividad respiratoria de la bacteria en presencia de tiosulfato
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o de un analogo de quinol, no obstante, en todos los casos esta inhibicién no fue total ni
alcanzo valores muy elevados, lo cual sugiri6 la existencia de un flujo de electrones entre el
tiosulfato y el O; que es independiente del complejo be;. La identificacion de los genes que
codifican para dos quinol oxidasa terminales permiti6 plantear la hipétesis de que el flujo
de electrones independiente de bc; puede estar determinado por las quinol oxidasas bd y/o
bos. Los anélisis de la expresién de los genes cyd y cyo revelaron que ellos se expresan en
la célula cn la condicién de Fe?* y de S°, ademas la quinol oxidasa bd es detectada por
espectrofotometria. En conjunto, estos antecedentes permiten plantear la existencia de
cadenas transportadoras de electrones ramificadas durante la oxidacién de tiosulfato (Figura
33).

La presencia de los genes que codifican a las quinol oxidasa bd y bos y la citocromo
¢ oxidasa aa; en A. ferrooxidans pone de manifiesto la presencia de cadenas transportadoras
de electrones ramificadas. Este hecho puede conferir a la bacteria ventajas adaptativas cn el
ambiente natural, ya que le permite adecuarse a la presencia de diferentes donadores (Fe*™,
S°, H, y formiato) y aceptores de electrones (O2, S°y Fe'*). Ademss, la afinidad diferencial
de las oxidasas terminales por el Oy, facilita la supervivencia y el crecimiento en ambientes
con alta fluctuacion en los niveles del O,. Finalmente la ramificacion de las cadenas al nivel
de la coenzima Q le concede una ventaja adicional, que es eludir el efecto de los inhibidores
naturales del complejo be;. En general la utilizacién del complejo bey pucde resultar
ventajosa debido a que es altamente eficaz en la conservacién de la energia. No obstante,
este complejo es blanco de diferentes inhibidores presentes en el medio ambiente, lo cual ha

llevado a muchos organismos que utilizan el complejo bc; como bacterias (Trumpower,
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Figura 33. Modelo final propuesto para la cadena transportadora de electrones involucrada en la oxidacién del
tiosulfato en A. ferrooxidans. La flecha segmentada indica la existencia uno o més componentes redox con actividad
tiosulfato quinona oxidoreductasa.
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1990 ), protozoos (Moreno-Sanchez y cols., 2000) y plantas (Affourtit y cols., 2002) a
desarrollar vias alternativas que le permiten eludir el efecto de estos inhibidores.

La existencia de redes metabdlicas complejas queda también en evidencia al
examinar las bases de datos existentes para A. ferrooxidans, ya que éstas muestran la
presencia de genes que codifican para una variedad de sistemas deshidrogenasa como SQR
(Sufuro:quinona reductasa), NADH deshidrogenasa tipo-I (NADH-I), NAD deshidrogenasa
tipo-Il (NADH-II) e hidrégeno:quinona reductasa. Considerando los aspectos antes
discutidos, es probable que en 4. ferrooxidans la existencia de las oxidasas terminales aas,
bd y boz v de los diferentes sistemas deshidrogenasa esta contribuyendo significativamente
a la adecuacién y mantenimiento del metabolismo energético en diferentes condiciones del
ambiente y requerimientos energéticos de la célula. El planteamiento de un modelo con
estas caracteristicas trae consigo un panorama complejo y dificil de esclarecer, el cual
sumado a la imposibilidad de manipular genéticamente esta bacteria permite explicar el
escaso progreso realizado en €l entendimiento del metabolismo de A. ferrooxidans.

Ademas, la existencia de vias transportadoras de electrones independientes del
complejo be; apoya modelo el “phenotypic switching” (Schrader y Holmes, 1988), en el
cual la insercion reversible de ISAfel en resB genera un fenotipo mutante en que las células
son incapaces de utilizar el Fe’* como fuente de energia, pero pueden crecer en presencia de
compuestos de azufre reducido. La idea original fue que la inactivacién de resB por ISAfel
impedia la generacién de un sistema funcional para la maduracién de citocromos tipo-c,
como el citocromo ¢4 y c; codificados en el operén pet. Adicionalmente se postuld que
estos citocromos eran componentes esenciales para la oxidacién de Fe**, pero no de

compuestos de azufre reducido. La presencia de vias independientes del complejo bc; como
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las vias constituidas por los complejos bd y bos, hacen que la bacteria pueda prescindir de
los citocromos tipo-c y del complejo bc; para su crecimiento en tiosulfato, No obstante, este
razonamiento no es valido durante la oxidacién de Fe**, ya que en este caso el complejo be;
es el responsable de mantener el flujo invertido de electrones. Se ha postulado que esta
funcion involucra un ciclo Q operando en sentido inverso, el cual no puede ser ejecutado
por otros constituyentes redox conocidos. De esta manera el complejo bc; seria un
componente imprescindible para el crecimiento de la bacteria en presencia de Fe**.
Finalmente, se debe destacar que los resultados obtenidos en esta tesis constituyen
un aporte real al entendimiento del metabolismo oxidativo de 4. ferrooxidans. Este trabajo
se ha realizado utilizando diferentes aproximaciones experimentales, las cuales nos han

permitido postular un modelo para la oxidacion de tiosulfato en este microorganismo

(Figura 33).
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CONCLUSIONES

1. La caracterizacién de la regién génica estudiada y el andlisis de las proteinas
codificadas permiten concluir lo siguiente:

- Los genes identificados se agrupan en dos operones: el operdn pet! y el operdn res.

- El operon petl de A. ferrooxidans posee cinco genes (cycdl, sdrdl, petdl, petBl,
petCl), que codifican para un citcromo ¢y, la proteina SDR, y las tres subunidades del
complejo be; (Rieske, citocromo b y citocromo c;).

- El operdn res posee tres genes (resB, resC e hip2), que codifican para las protefnas
ResB, ResC y una proteina hipotética, respectivamente

- Los sitios de inicio de transcripcion de los operones pet! y res se localizan 71/72 y
439/440 pb ria arriba del coddn de inicio de traduccién, respectivamente.

- El oper6n petl posee un posible terminador intrinseco de la transcripcion.

- En A. ferrooxidans ATCCI9859 existe una copia no idéntica del operén pet! que
hemos denominado operdn pet? y que estd constituida por seis genes (cycA2, sdrA2,
petd2, petB2, petC2 e iro) que codifican para un citcromo cy, la proteina SDR, las tres
subunidades del complejo be; (Rieske, citocromo & y citocromo ¢y) y 1a proteina hipip.

- Las proteinas codificadas en los operones pet! y/o pet2 son funcionales en A.
ferrooxidans, debido a las siguientes observaciones:

e Todas las proteinas codificadas en el operdn pet! y pet2, muestran una estricta

conservacién de residuos de importancia funcional,
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® Todas las proteina codificadas en el operén perl pueden ser sobreproducidas en
E. coli.

e Ambos operones se expresan a nivel del mRNA en A. ferrooxidans crecido en
Fe**y s°.

¢ Las proteinas de los operones pet! y/o pet? se detectan en 4. ferrooxidans

crecido en Fe** y 8° y estén asociadas a la fraccién membranosa de la célula.

2. Los estudios biofisicos realizados sugieren que:

- Durante la oxidacion de tiosulfato, el complejo bc; de A. ferrooxidans funciona en
el trasporte directo de electrones hacia el oxigeno.

- El complejo be; tiene una funcion diferente durante la oxidacién de Fe®* y
tiosulfato, lo cual podifa estar determinado por la existencia de dos complejos be;
codificados en el operén pet! y pet2, respectivamente.

- Durante la oxidacién de tiosulfato existen vias quinol oxidadas alternativas al
complejo be;. Es probable que estas vias estén constituidas por las quinol oxidasas bd y
bos debido a que 4. ferrooxidans posee los genes cydAB y cyoABCDE que las codifican.
Ambas quinol oxidasas se expresan a nivel del mRNA durante el crecimiento de Fe™ y
5% Ademas la quinol oxidasa bd se detectd espectrofotométricamente y mostrd ser dos
veces superior en células crecidas S° que en Fe**.

- Finalmente, los resultados obtenidos en esta tesis est4n en perfecta correlacién con
la hipétesis planteada inicialmente, en la cual se establece que en 4. ferrooxidans la

funcion del complejo be; tiene un cardcter no esencial para la oxidacion de tiosulfato. En
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el modelo propuesto (Figura 33), la inhibicién o inactivacién de complejo bc; no

impediria el transporte de electrones hacia el oxigeno, debido a que éstos podrian ser

desviados hacia rutas alternativas constitnidas por los complejos bd y/o bos.
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