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The chemolithotrophic acidophilic bacteria, Thiobacillus ferrooxidans is considered as the
most important microorganism in relation to copper and uranium bioleaching ability. Since
T. ferrooxidans is a strict chemolithotrophic microorganism, its genetic manipulation is a
very hard task. Until now, all efforts have been unsuccessful. Therefore, we decided to ap-
proach the problem in steps, trying initially to manipulate some 7. ferrooxidans related
strains. We chose Thiobacillus acidophilus that shares its habitat with T. ferrooxidans
and Thiobacillus intermedius, for its heterotrophic nature that makes them easier to grow
and suitable for heterologous conjugation.

The main objective of this work was directed towards the isolation and characterization of
transcription promoters from 7. acidophilus and T. ferrooxidans genomic DNA. Four
different promoters from T. acidophilus and four from T. ferrooxidans were isolated and
sequenced.

In order to test their functional capacity in bacterial systems different from E. coli, they
were subcloned and transferred to other bacteria. One of these recombinant plasmids was
successfully transferred to T. intermedius and from it to Ps. putida. The subcloned promoter

was able to confer streptomycin resistance to Ps. putida.

La biolixiviacién consiste en la disolucién
de metales a partir de minerales, mediante
la accidbn oxidativa de microorganismos,
principalmente bacterias. La interaccion de
microorganismos del suelo en diferentes
procesos data desde muy temprano en la
historia, como se concluye de algunas des-
cripciones encontradas en libros escritos
en China aproximadamente en el afio
150 a.C., donde, también, a fines del pri-
mer milenio, la explotacién de sulfato de
cobre producido por biodegradaciéon natu-
ral era ya conocida (Yao Dun Pu, 1982).
Avances similares ocurrieron con pos-
terioridad en Europa, especialmente en
Espafia (Taylor y Whelan, 1942).

La mayoria de los microorganismos
aislados de minerales donde se produce
biolixiviacién, que han sido caracterizados
a la fecha, son mes6filos que crecen a tem-
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peraturas entre 200 y 350 (Hutchins ez
al., 1986). Los microorganismos mas im-
portantes para el proceso de lixiviacion
se desarrollan en soluciones icidas y ob-
tienen energia oxidando sustratos in-
organicos. Estos incluyen Thiobacillus
ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans y
Leptospirillum  ferrooxidans  (Brierley,
1982).

También se encuentran en el medio de
lixiviacion bacterias heter6trofas, incluyen-
do otros miembros del género Thiobacillus,
como T. acidophilus, T. intermedius y
hongos, todos incapaces de oxidar hierro.

En general, los estudios genéticos sobre
bacterias lixiviantes son escasos. Varios
estudios sobre el aislamiento y caracteriza-
cion de plasmidos en diversas cepas de T.
ferrooxidans se enfocaron en este aspecto
con el fin de identificar y aislar un poten-
cial marcador genético en estos microorga-
nismos. Se ha detectado la presencia de
plasmidos de distintos tamafios en diver-
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sas cepas de T. ferrooxidans que han sido
estudiadas particularmente con el propé-
sito de encontrar algin plasmido que se
replicase también en E. coli para facilitar
estos estudios (Mao er gql., 1980; Martin
et al.,, 1981; Holmes et al., 1984; Sin-
chez et al., 1986), pero no se encontrd
que su presencia se correlacionara con al-
guna caracteristica fisioldgica o metabo6li-
ca identificable.

Algunos genes han sido aislados y ca-
racterizados como el gen de la glutamina
sintetasa (Barros et al., 1985a; Rawlings
et al., 1987), genes nif de la nitrogenasa
(Pretorius et al,, 1986; Rawlings, 1989)
y un gen que codifica una proteina simi
lar a RecA de E. coli y que es capaz de
restituir la capacidad de recombinacion
homologa en cepas de E. coli recA™ (Rame-
sar et al.,, 1988; Ramesar et al, 1989).
Ademas se ha descrito el aislamiento del
gen de rusticianina, una protefna que
contiene cobre y que se cree es el primer
aceptor de electrones del i6n ferroso (Kul-
pa et al.,, 1986), pero la caracterizacidén
de este gen no ha sido publicada. Ultima-
mente se describio el aislamiento y expre-
sion en E. coli de genes que otorgan resis-
tencia a iones mercurio (Shiratory et al.,
1989) y la caracterizacion de secuencias de
insercion presentes en 7. ferrooxidans
(Yates et al., 1988).

Recientemente hemos caracterizado un
operén ribosomal que contiene el gen para
rRNA de 16S, un tRNA para isoleucina
y otro para alanina, el gen para rRNA de
23S y el gen para rRNA de 58, siguiendo
la misma organizacibn génica que pre-
sentan los operones ribosomales en E.
coli (Flores et al., 1991).

Hasta el momento se han descrito va-
rios intentos para manipular 7. ferrooxi-
dans, todos ellos infructuosos (Barros
et al., 1985b; Pichuantes et al., 1986;
Ramesar, 1988). Por esto se ha propues-
to desarrollar sistemas adecuados para la
manipulacion genética de otras bacterias
del mismo género Thiobacilli como T.
acidophilus y T. intermedius, las cuales se
encuentran en estrecha relacion con T.
ferrooxidans en los minerales lixiviados.
Una etapa determinante para llevar a cabo
este proceso es disponer de vectores de clo-
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namiento y de expresién de ciertos genes
de modo que sean funcionales en la bacte-
ria a modificar. Ademas se requiere desa-
rrollar un método para introducir infor-
macién genética en estos microorganismos.

El objetivo fundamental de este trabajo
estd enfocado especificamente hacia el ais-
lamiento y la caracterizacion de algunos
promotores provenientes de bacterias aci-
doéfilas (7. acidophilus y de T. ferrooxi-
dans), que sean funcionales en la bacteria
lixiviante o en alguna otra cepa relaciona-
da, asi como también en E. coli Luego
subclonarlos en un vector de amplio ran-
go de hospedero para ser utilizado en
ensayos de conjugacién en T. intermedius.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Bacterias: FEscherichia coli: —C600 (F, thi—1,
thr—1, leuB6, lacY1, tonA21, supE44, lambda’).
—~HB101 (F~, hsdS20 (rp, mp), recAl3, ara—14,
proA2,lacY1, galK2, rpsL20 (strR), xyl—5, mtl—1,
lambda’, supE44).

Pseudomonas putida KT2440 (ampR, nalR,
camR, r, m', tetS, kamS) fue una donacién del
Dr. Rafael Vicuiia.

Thiobacillus: —Thiobacillus ferrooxidans: A4,
proporcionada por el Dr. M. Rodriguez e inicial-
mente aislada de la mina El Rincon, Andacollo.
—T. acidophilus (kamR, ampR, tetS, camS, HgS,
AgS, TelS) fue donada por M.E. Torres de IN-
TEC/CHILE. —Thiobacillus intermedius (ampR,
nalR, strR, HgR tetS, camS, telS) fue proporcio-
nada por el Dr. A. P. Harrison, Universidad de
Missouri, USA.

Plismidos: —pKT240 (kamR, ampR, mob").
—~RP4 (kamR, ampR, tetR, tra’, mob") —pRK
2013 (kamR, tra*, mobd™*) fueron proporcionados
por el Dr. R. Vicuiia, —pKK232—8 (ampR) se
otvuvo de Pharmacia, Uppsala, Suecia.

Mantencion y crecimiento de las cepas

Las cepas de E. coli se mantenian en placas de agar
al 1,2%, en medio Luria (Triptona 1%, extracto
de levadura 0,5% y NaCl 0,5%). Las cepas de 7.
ferrooxidans se mantenian en placa segin el mé-
todo descrito por Harrison (1984), y en medio
liquido 9K modificado (Tuovinen y Kelly, 1973).
T. acidophilus en el medio TSB, descrito por
Johnson et al (1987). T. intermedius en placa
en medio I o medio III descritos por Kuenen y
Tuovinen (1985) y crecido en medio liquido
Luria. T. acidophilus fue crecido en medio li-
quido TAC (Kuenen y Tuovinen, 1985). Para
crecer T. ferrooxidans se utilizé el medio 9K
modificado (Tuovinen y Kelly, 1973).
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Purificacion de DNA cromosomal

Se purificd0 DNA cromosomal de T. acidophilus
y T. ferrooxidans A4. Se crecieron tres litros de
medio liquido con estas cepas en las condiciones
ya descritas. Una vez colectadas las células por
centrifugacion, se lavaron con solucion 1 (EDTA
50 mM, Tris-HC1 25 mM pH 8,0 y glucosa 50
mM). Luego de centrifugar, el sedimento se re-
suspendi® en 5 ml de la solucién L. Se congeld
a —300 y se descongeld para facilitar la rup-
tura celular, se agregaron 0,3 ml de lisozima
10 mg/ml y 0,2 ml de RNAsa A 10 mg/ml, incu-
bandose 15 min en hielo. Se transfirid a un tubo
de 50 ml con tapa rosca y se llevdo a 10 ml con
solucion I, se adicionaron 625 ul de SDS al 10%
y se incubd a 37° por 50 min, con inversidn
ocasional. A continuacidon se agregaron 0,5 ml
de proteinasa K 10 mg/ml y 3 ml de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1) permaneciendo a
370, con agitacion suave toda la noche. Al dia
siguiente se hicieron tres extracciones con clo-
roformo: alcohol ispamilico (24:1). A continua-
cion se precipitd agregando, sin mezclar las fases,
3 volumenes de etanol absoluto y el DNA que
precipita en la interfase alcohol-agua, se enrolld
en una bagueta. El DNA se transfirié y se lavd
en un tubo con etanol al 75%. Finalmente el
DNA se resuspendié en 100 ul de TE, obtenién-
dose aproximadamente 150 ug de DNA purifi-
cado de alto PM.

Determinacion de sensibilidad a antibioticos

La sensibilidad a antibidticos fue determinada
en tubos con 2 ml de medio liquido. Para ello
se hicieron diluciones seriadas del antibibdtico y se
agregaron 5 ul de cultivo de la cepa a estudiar cre-
cida hasta saturacidon, incubando a 37° con
agitacién por 14 a 18 hr. Se design6 MIC (con-
centracion inhibitoria minima) a la menor
concentraciébn de antibiotico a la cual no se
registrd crecimiento bacteriano.

Secuenciacion del DNA

Se utilizd una modificacion del método de los
didesoxinucle6tidos desarrollado por Sanger
et al. (1977), basada en la adecuacidon de Messing
(1983) al uso de vectores derivados de M13
para secuenciacion de DNA. Las reacciones de
secuenciacion se realizaron siguiendo el proto-
colo comercial Sequenase de USB (United States
Biochemical Corporation, USA).

Ensayos de conjugacion

El procedimiento usado para la conjugacion con
las especies Thiobacilli fue similar a las conju-
gaciones descritas clasicamente. Las células da-
doras y receptoras se crecieron en medio If-
quido hasta D.O.¢so de 0,8. Se mezclaron en
relacion 1.1 en un tubo Eppendorf (0,7 ml
c¢/u) y se centrifugaron en microcentrifuga
Eppendorf por 30 seg. Luego se resuspendieron
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en 100 ul de solucion salina estéril (NaCl 0,9%).
El volumen total de células se sembrdo sobre me-
dio sélido adecuado segin se indica mas abajo
y se incubd a 300 por 20 hr. Las células se re-
cuperaron de la placa por resuspension en 4 ml
de solucién salina estéril. Se inocularon 100
Ml de distintas diluciones sobre medio de se-
leccibn con el antibidtico apropiado. Las pla-
cas fueron incubadas por varios dias a 300.

En aquellos casos en que el plasmido a ser in-
troducido por conjugacibn no era autotransfe-
rible, se incluyé E. coli/RP4 para permitir la
transferencia.

Las conjugaciones tanto entre E. coli y T.
intermedius como entre Ps. putida y T. inter-
medius se realizaron en placas agar-Luria. Las
conjugaciones entre 7. intermedius y T. acido-
philus se realizaron en placas con medio mixto.
Estas se prepararon asi: sobre una placa Petri
inclinada aproximadamente en un angulo de 159,
se vertieron 15 ml de medio TAC; luego de geli-
ficar se agregd igual volumen de medio I, dejan-
dose gelificar sin inclinacién. También se reali-
zaron estos ensayos de conjugacibn en placas
con medio I (pH 4,5). Los ensayos se realizaron
mezclando células dadoras, “helper” (T. inter-
medius /[RP4) y receptoras en relacion 1:1:1,
incubindose la mezcla 20 hr a 300. Las células
se resuspendieron en medio TAC. Se inocularon
100 ul de distintas diluciones sobre medio de
seleccidn con el antibidtico apropiado. Las pla-
cas fueron incubadas por varios dias a 300.

Retroconjugacion de transconjugantes

En una placa Luria se sembrd un césped de
200 ul de células receptoras crecidas en fase
log y se incubd 2 horas a 302 6 379 dependien-
do de la bacteria. Luego, sobre este manto, se
depositdo en forma estéril cada colonia transcon-
jugante a analizar y se dejé la placa creciendo
12-14 horas a 309 o 379. Luego se transfirid
cada colonia a una placa de seleccién que sélo
favorece el crecimiento de la receptora conju-
gada con el plasmido en estudio y se dejo cre-
cer 12-16 horas a 300,

Hibridacion del DNA plasmidial

La transferencia se realiz6 de acuerdo a South-
ern (1975) y para la hibridacién se sigui6 el pro-
tocolo de Wahl et al., (1979).

RESULTADOS Y DISCUSION

Un vector Util para manipulacidon gené-
tica de bacterias debe poseer: marcadores
genéticos (para seleccionar la bacteria
modificada), replicones (origenes de repli-
cacibn y la maquinaria necesaria para su
funcionamiento) que sean funcionales en
la bacteria a manipular, promotores de
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transcripcibn y otras sefiales necesarias
para lograr la expresion del gen foraneo
que interesa. Ademis se requiere cierto
conocimiento bdsico minimo de la gené-
tica de las bacterias lixiviantes, particular-
mente conocer como funcionan y estdn
estructurados los genes en dichas bacte-
rias incluyendo las sefiales de regulacion,
especialmente los promotores de trans-
cripciébn y sefiales de Shine-Dalgarno a
nivel de traduccidén. Finalmente, es nece-
sario contar con un método para intro-
ducir DNA al microorganismo a modificar.

Busqueda de un promotor
de transcripcion

Basado en los requerimientos antes men-
cionados se planted como paso inicial la
bisqueda de promotores de transcripcion
de dos especies de Thiobacillus, aspecto
que se llevd a cabo en el supuesto de su
similitud funcional con aquellos promo-
tores conocidos de E. coli Con este fin
se digiri6 DNA cromosomal de T acido-
philus y de T. ferrooxidans con Mbol para
obtener fragmentos con un tamafio pro-
medio entre 0,5-1 kb y se ligaron al vec-
tor pKK232-8 (Brosius, 1984) previa-
mente digerido con BamHI. Este vector
es un plasmido derivado de pBR322 que,
ademds del gen para resistencia a ampici-
lina, posee el gen para la cloranfenicol
acetil transferasa (CAT). Este ultimo
carece de promotor de transcripcibn y
en su lugar existe un sitio de clonamien-
to multiple que permite insertar fragmen-
tos de DNA, que en el caso de corres-
ponder a un promotor de transcripcion
se puede seleccionar por la habilidad de
dirigir la sintesis de la enzima CAT. Luego
de transformar E. coli HB101, la seleccion
de los recombinantes con promotores se hi-
zo por expresion del gen para CAT, sem-
brando la mezcla de transformacidén en
medio ILuria con ampicilina (amp) 40
ug/ml y cloranfenicol (cam) 20 ug/ml
Inicialmente se aislaron promotores de
T. acidophilus, microorganismo que aun-
que siendo también un tiobacilo acidé-
filo y que comparte el habitat con T.
ferrooxidans, es incapaz de lixiviar mine-
rales sulfurados (Harrison, 1984). La
ventaja que posee frente a T. ferrooxi-
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dans es que es un heterotrofo facultati-
vo, lo cual simplifica su manipulacion
genética in vitro, ya que es mds ficil de
crecer en medio sOlido y podria ser fac-
tible realizar ensayns de transferencia ge-
nética directa por conjugaciéon con otros
microorganismos como Pseudomonas o T.
intermedius.

Los transformantes obtenidos con DNA
de T. acidophilus fueron sembrados en pla-
cas con cam 20 ug/ml, obteniéndose 35
colonias recombinantes, las cuales fueron
replicadas en placas con amp 40 ug/ml y
concentraciébn de cam variable. En la pla-
ca con mayor concentracion de cam (200
ug/ml) se obtuvieron s6lo 8 colonias (clo-
nes denominados pKTal al pKTa8. Se
procedié a caracterizarlos, inicialmente por
un andlisis de tamafio de inserto y determi-
nando la resistencia a cam en medio If
quido mediante el ensayo de concentra-
cibn minima inhibitoria o MIC (Tabla I).
Se determindé la secuencia nucleotidica
de estos 8 promotores (Fig. 1) y se encon-
tré6 que aquéllos que contenian el mismo
tamafio de inserto correspondian a copias
del mismo clon. Cuando se utiliz6 DNA
de T. ferrooxidans se obtuvieron 15 colo-
nias con cam 20 ug/ml (pKTf1 a pKTf15).
Entre éstas, s6lo 4 (pKTf9, 10, 11 y 12)
crecieron en cam 100 ug/ml. Finalmente,
s6lo pKTf12 crecid en cam 200 ug/ml
Algunos de estos clones fueron secuencia-
dos (Fig. 1).

TABLA1

Determinacion de tamafio de inserto y concentracién
minima inhibitoria de cloranfenicol para clones
recombinantes con promotores de T. acidophilus en
el vector pKK232-8

Clon (HB101) Tamafio (pb) cam (Ug/ml)
pKTal 152 <600
pKTa2 950 >600
pKTa3 152 >600
pKTad 152 >600
pKTa$s 152 >600
pKTa6é €64 400
pKTa7 340 500
pKTa8 152 >600

pKK232-8 - < 10

La determinacién de tamafio de inserto se obtuvo del
analisis de migracién electroforética en geles de poliacri-
lamida y la de resistencia a cam (MIC), en tubos con
un m! de medio Luria 1x usando diluci6n seriada de cam,
la que varié entre 600 y 10 ug/ml. La incubacién se hizo
con agitacion fuerte a 370 por 16 horas.
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pKTa2 .

AGTOGTCAGCTCGTGTCGT GNSATGTTGRBTTMBT WTWTTCMS‘T TGCE
AAGCAATET T TEEGETGEEOACT CTGAAGEAACTGELCGEE TGACAAGBCCEEAGEARGE TEEEGATGAGTCAA
GTCCTCATGEOCCTTATGTCCTEEECTACACACGTECTACAATGEOGEE TGACAG TEGEGAAGCCAGG TGET
GACACCGAGCTGATC X

pKTad .
GATCTTG]SGATGPG:TGC[BGSGGACTCBGIIIIIEATCTGTHSATGSTTPCTGCIATAGACTCT@CA
CCTCCAGAATCEATGAAARATGACG TEGECECAG TCANAG TAATT TGARAAARTEETCAGGATATTATATTC
TATCAGGAGATC

X
pKTasb .
GATCGTGAARPATAATTEAT MTTATTTTTGAATT TATAT(ITATAHSCATTDCACGG(IBGATC
X
pKTa7 .

GATTQSMTAGSATATGMTCIETTMWTMTGTQMTCWCﬁ&
ACACGAT TARARPRTCACOATAGCTATTGAARTGTATAGTTCACGAATTTTTTATACAATTTTAGCTCAAMA

TGAGAPATCATGCCGATC X

pKTF1 .

TIGCTTTTTTCOUTCGAAT TATGDTGCNSTGNST CETGMAC‘AGGGT G?/\CENBT GTl GPGGTGCAGNQTG
X

GUGACCATCARCCCCAGEHLAAGACCAGGATAAAANCETEAT TEECTEEEANGCATCAT TCGECAAACEEEE
GTTTCCGTCCAGACEEGGACAT TCOGCACAAAGAGAGATGCCGAGTOCC TGEEECAAGATC

pPKT+3 .
GATCATGAQCTGCTATMMGAATTATCCATTCTGCTI'ATGTTGIL‘TTTTTGR:AGCATMCPGGCTG
GOATGATTEEGARCTGETOGATGCTGAAT TARAATCATCEEANAAAT TCACCAAGCTCGAAAAACATTTTG
ATAAATTGCTGGATAATG TAGACACGCTCAT TATCCCGCATCACGECTCAATGAGAAAT TATAATCAGAA
AATTECTGACTACGCTCTCCATCATATAARTAACATCAGATC

}

pKTFS .
MTQUI‘ACAGTTCTATCI)GGCTGGMAA&CAAATTATTATGGMQTCTAGTATATGATGTC‘ATATGTTA
GTGAACTGCATAGGAGAATGACCATGAGAATAAGCC TGCAGAGLEL TCGTCTT TG TG TAGCCGECACACT
b S MetArglleSerleuGlnArgValValPheGlyValAlaAlaThrLeu
GCTCTCGALNGTCACTETRCAGATECCG TCACGLGTCGTATACCACGEEAATGACGEEETGETGATC
LeuSerThrvalThrAlaAlafspAlaValThrValval TyrHisGlyAsmAspGlyl euVallle. ..

pKT 6 .
CBCACCTOCAGCAGGAAGEOO0E0GGCT TECARTATCC TTCOGGAGOGET TAGTETGACC TG TARCTGCA
GGTAATACATCACATARATTGCTGATATGTEARGCTGCCCEGTETTTTTATGATC X

4

Fig. 1 Secuencia nucleotidica de los promotores de Thiobacillus acidophilus V1 (pKTa2, 4, 6 y 7) y Thiobacillus ferro-
oxidans A4 (pKTf1, 3, 5 y 6). Las cajas Pribnow y —35 aparecen resaltadas en negrita. El probable inicio de transcripcion
esta indicado (*). Ademds se muestra la traduccidon del posible transcrito del clon pKTfS, y la secuencia de “Shine-Dal-
garno” subrayada.

Se ha visto que los promotores proca- now box’) y el otro ubicado a —35 pb
rioticos presentan una secuencia consenso respecto del punto de iniciacion de la
que esta dada por dos segmentos de DNA, transcripcion. La ubicacién del “Pribnow
uno centrado a —10 pb (denominado “Prib- box” normalmente es de 5 a 9 pb antes del
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inicio de transcripcidon, aunque puede lle-
gar a estar entre las bases —5 yv —15. La
distancia entre ambos elementos conser-
vados del promotor (—10 y —35) puede
variar entre 16 y 19 pb. Esto se cumple
para el 90% de los promotores, existien-
do algunas excepciones siendo el Optimo
17 pb (Lewin, 1987, Aoyamaet al., 1983).

Los resultados de secuenciacidén indi-
caron que para cada uno de estos promo-
tores existen secuencias que corresponden
muy bien con la de consenso. Estas y la
secuencia consenso {(Lewin, 1987) se mues-
tran en la Tabla II.

Para el promotor pKTa2 existe la posibi-
lidad de dos secuencias de —35, una de
ellas, TTATGT, ubicada dos pb mds alejada
de la secuencia —10 y la otra seria
ATGTCC. En el primer caso la separa-
cibn entre ambas zonas seria de 18 pb,
uno mds que lo 6ptimo. El promotor
pKTa6 posee una G en vez de la Gltima T
en la region del “Pribnow box”, a pesar de
ser ésta una de las bases mds conservadas.
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El promotor pKTa7 presenta las dos ca-
jas con una separacion de 21 pb que es
mayor que lo Optimo. En general, una
separacion de mds de 19 pb entre ambos
elementos del promotor conlieva a una
funcionalidad deficiente (Stéfano y Gralla,
1982). Este principio contrasta con la alta
expresion de CAT bajo el control de
pKTa7. Una explicacion posible para esto
es que el promotor pKTa7 presenta, junto
a la secuencia —35, otra caja de —10 (tipo
“Pribnow box’) (ver en Fig. 1: TTGAATg
TATAGT, se escribe con mintscula el re-
siduo de guanina que no estaria formando
parte de ninguna caja o “box”’), esto po-
dria deberse a un tipo especial de promo-
tor, regulado de alguna forma por estos
dos “Pribnow box™ seguidos. Otra expli-
cacion seria que pKTa7 estuviese formado
s6lo por la region —10 TATAGT y/o
TACAAT, como se ha descrito para algu-
nos promotores de bacteridfagos (Elliot
y Geiduschek, 1984). Una altima posibili-
dad seria que el “Pribnow box’ fuera la

TABLA II

Comparacién entre las secuencias promotoras aisladas de especies del género Thiobacilli con la secuencia
promotora de consenso

“_35”

“Pribnow box o —10”

Consenso Te2 Tas Grs Ags Csa Ay

16-19 pb Tao Ags Tas Aqgo Aso Tos

T. acidophilus

pKTa2
pKTa4
pKTaé
pKTa7

- -
H oo
QOO0 0
> > >
> A > 0
H o> > 0

T. ferrooxidans

pKTf3a
pKTf3b
pKTfl

pKTf6a
pKTf6b
pKTf5a
pKTf5b
pKTf5¢

O =9 =3 < -
o I T I I
QQaaa
- 0O 00
> oH - Q
> 430 »

- 16 pb —
— 1l4pb —
— 1l4pb -
~ 21pb —

— 16 pb —
~ 16pb —
— 13pb —
— 17pb -
- 19pb —

oo
> > > >
aAH-EO
> > > >
R I S
MO - S

R I
- S S S
S oMo > QS A
QQHE» 50 > »
H > > HMQO0 > >
T B B B I

Nota: Los subindices en la secuencia de consenso indican la frecuencia (%) en que se encuentran dichas bases en los dife-

rentes promotores descritos (Lewin, 1987).
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secuencia inmediatamente previa a la de
—35 (secuencia TAGCTA) y la secuencia
—35 estaria separada por 18 pb y corres-
ponderia a la secuencia TTGCAC.

Los puntos de iniciacién de la transcrip-
cidn se encuentran entre 6 y 9 pb después
de “Pribnow box™, siendo preferente-
mente, en mds del 90% de los casos, una
purina (A o G). Se da con cierta frecuen-
cia que dicho punto es la A central del
triplete “CAT”, aunque esta propiedad
no es tan conservada (Lewin, 1987), por
lo que no es requisito encontrar estas ca-
racteristicas en los promotores aislados.
Usando un andlisis computacional de una
larga lista de promotores se llegd a esta-
blecer una regla para determinar el posi-
ble inicio de transcripcidén (O’Neill, 1989),
éste ocurre en la 72 base después de ““Prib-
now box” si ésta es una purina; si la 72
base no es una purina y la 82 si lo es, en-
tonces el inicio se producirdi en esta dl-
tima. En caso que la 82 base tampoco sea
una purina, el inicio puede producirse en
una purina en la posicion 6 6 9. En caso
extremo, en que estas posiciones tampoco
estén ocupadas por una purina, el inicio
de transcripcion se produce en una C en
la posicion 8. Esta regla se cumple en el
909 de los promotores a los cuales se les
conoce su inicio de transcripcion (O’Neill,
1989). Basado en estos datos los puntos de
iniciacion (*) propuestos para el caso de
los promotores aqui descritos, serian los
siguientes:

pKTa2 tacaatGGCGGTGACAG
*

pKTa4 tatattCTATCAGGAGA
*

pKTa6 tatatgCTATAAGCATT
E 3

pKTa7 tacaatTTTAGCTCAAA

*

Para la unién del mRNA a ribosomas se
ha visto que es importante una secuencia
de bases que se conoce como Shine-Dalgar-
no; dicha secuencia se ubica en el mensaje-
ro previo al primer codon AUG y general-
mente corresponde a lasecuencia AGGAGG,
la que es complementaria a las ultimas
bases del rRNA 16S (Shine y Dalgarno,
1974). Es comOn encontrar en los mensa-
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jeros 4-5 bases de ella. La secuencia del
posible transcrito producido a partir del
plasmido pKTa2, no presenta ningin co-
don de iniciacidn, aunque si posee tres po-
sibles secuencias de Shine-Dalgarno. Esto
hace suponer que este promotor seria en
realidad una secuencia fortuita o que el
gen no codifica proteina alguna. La se-
cuencia correspondiente al mRNA del
plismido pKTa2 es la siguiente:

GACAGUGGGAAGCCAGGUGGUGACACCGAGCUGAUC...
St o+t —+
et —t

Se indica con “+” las bases coincidentes
con la secuencia Shine-Dalgarno y con “-"
aquellas que difieren. La codificacién po-
dria empezar con el codon GUG como se
ha descrito en algunos casos (Watson
et al, 1987), pero el sexto codoén, a partir
del GUG contenido en la tercera secuencia
de Shine-Dalgarno, corresponde al triplete
de terminacién UGA. La Gnica explicacion
serfa que éste fuese un péptido lider como
se ha encontrado en algunos operones co-
mo es el caso del operdn trp y que forma
parte del sistema regulador denominado
atenuador. No obstante, esto es poco pro-
bable por su escasa longitud y falta de
tripletes repetidos, lo que es una caracte-
ristica tipica de los péptidos lider (Wat-
sonetal, 1987).

Para el plismido pKa7 es posible asig-
nar al transcrito la siguiente secuencia:

AAAUGAGAAAUCAUGCCGAUC...
+—+++— MetProlle..

En este caso la secuencia del plasmido
presenta una secuencia similar a la de
Shine-Dalgarno ubicada cuatro bases antes
de un codén de iniciaciobn AUG. Esto su-
giere que dicho promotor perteneceria a
un gen de una proteina de T. acidophilus.
Para identificar esta protefna se requieren
mas datos de secuencia del transcrito, pero
lamentablemente el inserto de dicho plas-
mido no contintia méas alla del tercer ami-
noécido.

Sin embargo, existe la posibilidad que
como los promotores estin siendo aisla-
dos en base a la funcionalidad de éstos en
E. coli, este método puede llevar erronea-
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mente a aislar secuencias fortuitas, en las
que se presente azarosamente la coexisten-
cia de las cajas —35 y —10; pero sin signifi-
cado funcional real en 7. acidophilus.
Para aclarar esto deberia buscarse la ex-
presidn de dichos promotores en T. acido-
philus detectando la expresion de los po-
sibles transcritos in vivo. No obstante, hay
otros datos en la literatura que sugieren
desde un punto de vista funcional que los
promotores del género Thiobacilli no deben
ser muy diferentes a los de E. coli Por
ejemplo, se ha expresado en E. coli el gen
de la glutamina sintetasa (Rawlings et al,
1987) y el del gen de una proteina similar
a RecA (Ramesar et al.,, 1988), ambos de
T. ferrooxidans, aunque del analisis de la
secuencia de los genes aislados de este mi-
croorganismo no ha permitido identificar
claramente las estructuras promotoras, ya
que no se encuentran los elementos tipi-
cos (cajas —10 y —35) (Ramesar, 1988).
Puede ser que el promotor del gen de glu-
tamina sintetasa (Rawlings ef al., 1987) de
T. ferrooxidans no sea el més representa-
tivo y se trate mis bien de una excepcion,
como ocurre con varios genes del operdn
nif de Klebsiella pneumoniae (Buck et al.,
1985) y genes relacionados con la esporu-
lacion de B. subtilis (Kunkel et al., 1988).

En cuanto al presente trabajo se encon-
tro6 entre los promotores de T. ferrooxi-
dans clonados, que el plismido pKTfl1
presentaba una secuencia en posicidén 1
para la caja de —35 y 20 para la —10. En
cambio el plasmido pKTf3 presentaba dos
posibles secuencias (a y b) con las cajas
de —35 y —10, en las posiciones 77 y 213,
99 y 235 (ver Fig. 1 y Tabla II), respecti-
vamente. En el caso del plismido pKTf6
también se encontraron dos posibles secuen-
cias, ubicadas en posiciones 28 y 60 (caja
—35);51 y 85 (caja —10).

El plasmido pKTf5, presenta tres posi-
bles cajas “Pribnow’, pero no presenta
secuencias homologables con la caja de
—35. Esta secuencia que funciona como
promotor de la transcripcion en E. coli,
puede ser s6lo una secuencia fortuita como
se ha discutido antes para el plismido
pKTa2, o puede tratarse de un promotor
que definitivamente carece de region —35.
Este plasmido presenta la secuencia CAT
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en posicion 79 (ver Fig. 1), es decir, 10 pb
ma4s alld del ultimo ‘‘Pribnow Box™’ de la se-
rie de tres. Esto podria estar indicando que
éste es un sitio de iniciacidén de transcrip-
cion. Esta suposicion estd apoyada por el
hecho de que inmediatamente a continua-
cidn se encuentra una secuencia del tipo
“Shine-Dalgarno” (subrayada), la cual esté
alejada s6lo 5 pb de un coddn de inicia-
cién de traduccion, el cual inicia un marco
de lectura abierto hasta donde se extiende
el inserto (38 aminodcidos). Falta demos-
trar que este fragmento corresponde real-
mente a una porcion de un gen de una pro-
teina de T. ferrooxidans. Para ello serd
necesario marcar radiactivamente el plas-
mido pKTf5 para utilizarlo como sonda e
hibridarlo con RNA aislado desde este
microorganismo.

A pesar de que la preparacion de DNA
cromosomal contenia una proporcion im-
portante del plasmido pTfA4 (Sénchez
et al., 1986), ninguna de las secuencias
promotoras corresponde, por homologia,
con alguna de las regiones secuenciadas de
dicho plasmido (Hevia et al, 1988), por lo
que se supone que los promotores aislados
derivan de las regiones atin no clonadas de
pTfA4 o provienen de DNA cromosomal
de T. ferrooxidans A4.

Insercion de promotores en pKT240

Hasta el momento no ha sido posible con-
jugar directamente T. acidophilus con E.
coli, aun utilizando plasmidos de amplio
rango de hospedero (Hevia et al, 1988).
Existe la posibilidad de que los promoto-
res de transcripcidn de los marcadores
genéticos de los plismidos utilizados en los
ensayos antes descritos (Hevia et al,
1988), no sean reconocidos por la maqui-
naria transcripcional de T. acidophilus.
Basados en estos resultados decidimos in-
corporar los fragmentos de DNA de T.
acidophilus clonados (pKTa2, 4, 6 y 7)
que incluyen promotores de transcripcion
en un plasmido de amplio rango de hos-
pedero, delante de un marcador genético
que puede ser utilizado para seleccionar
T. acidophilus transconjugantes. Es asi
que escogimos el vector pKT240 que po-
see como marcadores genéticos los genes
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de resistencia a ampicilina y kanamicina.
Ademds de estos marcadores genéticos
posee el gen para resistencia a estreptomi-
cina, el cual carece de promotor de trans-
cripcion (ver Fig. 2). Sin embargo, delante
de este gen truncado, en el lugar apropiado
existe un sitio de reconocimiento de la
endonucleasa de restriccion EcoRI. Esto
permite clonar fragmentos de restriccién
en dicha posicion. Si éstos contienen un
promotor, seran capaces de conferir resis-
tencia a estroptomicina a la bacteria re-
ceptora. Para esto se procedié segiin se
esquematiza (Fig. 2), a obtener fragmentos
EcoRI de los plismidos con los promotores
clonados (pKTa2, 4, 6 y 7) y reinsertarlos
en el sitio EcoRI de pKT240. Con estas
construcciones se transformé E.  coli
C600 y se seleccionaron clones capaces de
crecer en placas con 10 ug/ml str. E coli
C600 sin transformar no es capaz de cre-
cer en el medio de cultivo con 10 pg/ml
de str.

EcoRl

(.""

pKT 240

pPKK232-8

Qh;‘ks,z [

digestién con EcoRl

im

ST
€

PP
€. e —————
E p €
€
3 /
tigacién

Pst

sti
EcoRl| EcoR!
.
Pstl

Pstl

E: EcoRI
P Pstl

Fig. 2: Construccion de vectorzs de amplio rango de hos-
pedero conteniendo los promotores de transcripcion de
Thiobacillus acidophilus, ejemplificado por pKT4-3.
CAT, cloranfenicol acetil transferasa; ampR, gen de resis-
tencia a ampicilina; kamR, gen de resistencia a kanami-
cina; strR, gen de resistencia a estreptomicina. En este
esquema se representa por una barra negra ancha a los
segmentos correspondientes a pKT240, barra ancha gris
pKK232-8 y delgada negra el inserto de pKTa4.
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Para cada uno de los plasmidos se anali-
zaron 5 subclones, selecciondndose el mds
resistente a str en cada caso. Los clones:
pKT2-5, pKT4-3, pKT6-2 y pKT7-5,
provienen de los plasmidos pKTa2, 4, 6
y 7, respectivamente. El MIC de cada uno
se muestra en la Tabla III. La presencia de
los insertos en estos plasmidos se visualiz6
digiriéndolos con Pstl (los insertos EcoRI
obtenidos son muy pequefios). Al digerir
pKT240 con Pstl se obtienen dos fragmen-
tos de 0,8 y 12,1 kb, este Gltimo contiene
el sitio de clonamiento EcoRI. De este mo-
do, al clonar en este sitio un fragmento de
DNA proveniente del pKK232-8, el cual
posee otro sitio Pstl (ver Fig. 2), el patron
electroforético de la banda de 12,1 kb se
verd modificado, obteniéndose a partir de
ella dos bandas, una de 8 kb y otra que
corresponde al tamafio del inserto mas
el remanente del vector (4,1 kb). Un gel
de agarosa con los productos de digestion
con Pstl de los diversos plasmidos cons-
truidos, se muestra en la Fig. 3.

TABLA III

Concentraciéon minima inhibitoria de estreptomicina para
clones recombinantes con promotores de
T. acidophilus insertados previo al gen de resistencia a
estreptomicina en el vector pKT240

Clon Estreptomicina
(ug/ml)
pKT2-5 200
pKT4-3 >600
pKTé6-2 200
pKT7-5 400
pKT240 < 25

La determinacién de MIC fue hecha en tubos con un ml
de medio Luria, variando las concentraciones de str por
dilucion consecutiva entre 25 y 600 ug/ml. La incuba-
cidn se hizo con agitacion fuerte a 379 por 16 horas.

Con estos plasmidos recombinantes, de
amplio rango de hospedero, se procedié a
realizar experimentos de transferencia de
material genético a T. acidophilus, ya sea
por transformacién o conjugacion. La-
mentablemente los intentos de transferir
estos plismidos desde E. coli a T. acido-
philus directamente fueron infructuosos.
Existe una gran diferencia entre ambas
especies bacterianas en lo referente a los
requerimientos tanto nutricionales como de
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Fig. 3: Visualizacién de los insertos que contienen pro-
motores de T. acidophilus que fueron clonados en el
sitio EcoRI de pKT240. El andlisis se hizo en un gel de
agarosa al 1,5% en amortiguador TAE 1x con los clones
pKT digeridos con la enzima Pstl. Carriles: a y 1: estan-
dar de peso molecular lambda HindIII-)X174 Haelll.
b, d, f y h: clones pKT2-5, pKT4-5, pKT6-2 y pKT7-5
sin digerir. c, e, g e i: clones pKT2-5, pKT4-3, pKT6-2
y pKT7-5 digeridos con Pstl. j: pKT240 sin digerir y k:
digerido con Pstl.

condiciones de crecimiento. Por lo tanto,
las posibilidades de conjugacién directa
entre estas especies son muy bajas. Es
asi como se decidi6 utilizar T. intermedius
como microorganismo intermediario para
los ensayos de conjugacion entre E. coli y
las otras especies de Thiobacillus. Anterior-
mente habia sido posible transferir RP4
y algunos derivados, por medio de conju-
gaciébn desde E. coli a T. intermedius
(Hevia et al., 1988).

Conjugacion de E. coli a T. intermedius

Estos ensayos se realizaron usando E. coli
C600 como la cepa dadora del plismido
recombinante pKT4-3. Como pKT240 no
es autotransferible, se requirié6 de una con-
jugacidén triparental, utilizando pRK2013
en E. coli HB101 como pliasmido ‘“‘helper”.
Como pRK2013 (Tra') es un plasmido de
estrecho rango de hospedero, s6lo es capaz
de replicarse en E. coli no en T. interme-
dius, que es la especie receptora. La conju-
gacion se realizé en medio sb6lido LB por
8 horas a 309; la relacion celular entre
dadoras, ‘‘helper” y receptoras fue de
1:1:1. La seleccidon de los transconjugan-
tes se realizé en placas LB con HgCl, 10-%
M y kanamicina (kam) 1,5 mg/ml, yaque T.
intermedius es resistente a estos niveles de
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Hg?™" pero es sensible a esta alta concentra-
cion de kam. En estas condiciones son
capaces de crecer s6lo los transconjugan-
tes T. intermedius que han recibido el
plasmido pKT4-3. En esta etapa no se en-
say0 la expresion del gen de resistencia a str
yva que T. intermedius es naturalmente re-
sistente a este antibidtico.

La conjugacién de 7. intermedius se
verificO realizando wuna preparacion de
DNA plasmidial del transconjugante aislado
(Fig. 4A). Luego de una transferencia
“Southern” se hibridé usando como sonda
32p_pKT240, y s6lo se observé hibridacion
positiva en el caso del transconjugante y
con los controles de pKT4-3 y pKT240 ais-
lados de E. coli (Fig. 4B).

Ensayo de retroconjugacion

Como una manera de corroborar los resul-
tados de la seleccién fenotipica de los T.
intermedius transconjugantes se procedio a
realizar una retroconjugacion desde estos
transconjugantes a Ps. putida KT2440. Se
escogié esta cepa receptora por ser resis-
tente a cam, lo que la hace seleccio-
nable frente a T intermedius, siendo,
ademds, sensible a kam, marcador genético
contenido en el plasmido usado en el ex-
perimento de conjugacion.

La retroconjugacién se realizé utilizando
esta vez como cepa ‘‘helper” un T. inter-
medius que contiene el vector de amplio
rango de hospedero RP4 (kam, amp y tet
resistente). Las células de T. intermedius
transconjugantes fueron capaces de trans-
ferir su plasmido a Ps. putida KT2440,
lo que se detectd por el cambio fenotipi-
co de las receptoras, las que adquirieron
la capacidad de crecer en kam. El control
Ps putida KT2440, inoculada junto con
T. intermedius silvestre, fue incapaz de cre-
cer en el medio de seleccion kam-cam
(50 y 100 ug/ml, respectivamente). Para
diferenciar una retroconjugante que hubie-
se sOlo incorporado el plasmido RP4 de
aquellos que contenian pKT4-3, se anali-
z6 el resultado de la retroconjugacidén sem-
brando en medio s6élido con concentracio-
nes crecientes de str. Ps. putida KT2440
es naturalmente resistente a str (< 200
ug/ml). Las colonias obtenidas en placas
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kb

-23.1

- 6.5
- 4.3

Fig. 4: Anidlisis de pldsmidos incorporados por conjuga-
cidbn en T. intermedius. A) Gel de agarosa al 1% en amor-
tiguador TAE 1x. B) “Southern Blot”, se hibridé con
pKT240 marcado con 3P por “nick translation”. ay f:
estandar de peso molecular lambda HindIIlL b: prepara-
cién de DNA plasmidial de 7° intermedius “wild type”.
c: preparacibn de DNA plasmidial de 7. intermedius
transconjugante. d: pKT4-3 obtenido de E. coli. e:
pKT240 obtenido de E. coli.
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con str de 200 ug/ml se analizaron mi-
diendo la resistencia a este antibidtico.
Ps. putida KT2440 no conjugada, no es
capaz de crecer en medio liquido Luria,
que contiene 200 ug/ml de str. Ps. putida
KT2440 con pKT4-3 crece en las mismas
condiciones de cultivo hasta concentracio-
nes mayores de 500 ug/ml de str. De este
modo se demostrd que el promotor de
T. acidophilus es funcional no s6lo en F.
coli sino también en Ps. putida.

Conjugacion de T. intermedius a
T. acidophilus

Se realizaron conjugaciones usando como
células dadoras T. intermedius que llevan
pKT4-3, mas un T. intermedius con RP4
como plasmido “helper”. La seleccidon se
realiz6 en placa TAC con str 150 ug/ml],
concentracion a la cual T. acidophilus sin
conjugar no es capaz de crecer. Lamenta-
blemente, no se obtuvieron células trans-
conjugantes.

Hasta el momento en la literatura no
han aparecido resultados que comuniquen
conjugacion o transformacion de 7. acido-
philus. Existe la posibilidad de que no sea
posible conjugar 7. acidophilus con las
especies bacterianas utilizadas. Ultima-
mente se ha reportado la electroporacion
como un método eficiente de transferencia
de material genético en diferentes espe-
cies. Esto indica que en el futuro cercano
es necesario realizar este tipo de experi-
mentos con 7. acidophilus intentando
introducir asi los plasmidos recombinan-
tes descritos en este trabajo. Experimentos
preliminares en este sentido se estin rea-
lizando.
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