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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 T. 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 T. 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 biolixiviación consiste en la disolución 
de metales a partir de minerales, mediante 
la acción oxidativa de microorganismos, 
principalmente bactérias. La interacción 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 milênio, la explotación de sulfato de 
cobre producido por biodegradación natu­
ral era ya conocida (Yao Dun Pu, 1982). 
Avances similares ocurrieron con pos-
terioridad en Europa, especialmente en 
Espana (Taylor y Whelan, 1942). 

La mayoría de los microorganismos 
aislados de minerales donde se produce 
biolixiviación, que han sido caracterizados 
a la fecha, son mesófilos que crecen a tem-

* Este proyecto fue financiado por: PNUD/ONUDI 
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peraturas entre 20° y 3 5 ° (Hutchins et 
ai, 1986). Los microorganismos más im­
portantes para el proceso de lixiviación 
se desarrollan en soluciones ácidas y ob-
tienen energia oxidando sustratos in­
orgânicos. Estos incluyen Thiobacillus 
ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans y 
Leptospirillum ferrooxidans (Brierley, 
1982). 

También se encuentran en el medio de 
lixiviación bactérias heterótrofas, incluyen-
do otros miembros dei gênero Thiobacillus, 
como T. acidophilus, T. intermedius y 
hongos, todos incapaces de oxidar hierro. 

En general, los estúdios genéticos sobre 
bactérias lixiviantes son escasos. Vários 
estúdios sobre el aislamiento y caracteriza-
ción de plásmidos 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 
plásmidos de distintos tamafios en diver-
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sas cepas de T. ferrooxidans que han sido 
estudiadas particularmente con el propó­
sito de encontrar algún plásmido que se 
replicase también en E. coli para facilitar 
estos estúdios (Mao et al, 1980; Martin 
et ai, 1981; Holmes et ai, 1984; San­
chez et ai, 1986), pero no se encontro 
que su presencia se correlacionara con al-
guna característica fisiológica o metabóli-
ca identificable. 

Algunos genes han sido aislados y ca­
racterizados como el gen de la glutamina 
sintetasa (Barros et ai, 1985a; Rawlings 
et ai, 1987), genes nif de la nitrogenasa 
(Pretorius et ai, 1986; Rawlings, 1989) 
y un gen que codifica una proteína simi­
lar a RecA de E. coli y que es capaz de 
restituir la capacidad de recombinación 
homóloga en cepas de E. coli recA' (Rame-
sar et al, 1988; Ramesar et ai, 1989). 
Además se ha descrito el aislamiento dei 
gen de rusticianina, una proteína que 
contiene cobre y que se cree es el primer 
aceptor de electrones dei ión ferroso (Kul-
pa et ai, 1986), pero la caracterización 
de este gen no ha sido publicada. Ultima­
mente se describió el aislamiento y expre-
sión en E. coli de genes que otorgan resis­
tência a iones mercúrio (Shiratory et ai, 
1989) y la caracterización de secuencias de 
inserción presentes en T. ferrooxidans 
(Yatese ía / . , 1988). 

Recientemente hemos caracterizado un 
operón 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 5S, siguiendo 
la misma organización génica que pre-
sentan los operones ribosomales en E. 
coli (Flores et ai, 1991). 

Hasta el momento se han descrito vá­
rios intentos para manipular T. ferrooxi­
dans, todos ellos infructuosos (Barros 
et ai, 1985b; Pichuantes et ai, 1986; 
Ramesar, 1988). Por esto se ha propues-
to desarrollar sistemas adecuados para la 
manipulación genética de otras bactérias 
dei mismo gênero Thiobacilli, como T. 
acidophilus y T. intermedias, Ias cuales se 
encuentran en estrecha relación con T. 
ferrooxidans en los minerales lixiviados. 
Una etapa determinante para llevar a cabo 
este proceso es disponer de vectores de clo-

namiento y de expresión de ciertos genes 
de modo que sean funcionales en la bacte­
ria a modificar. Además se requiere desa­
rrollar un método para introducir infor-
mación genética en estos microorganismos. 

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

MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico 

Bactérias: Escherichia coli: — C600 (F~ thi—1, 
t h r - 1 , leuB6, lacYl , t o n A 2 1 , supE44, lambda"). 
- H B 1 0 1 ( F _ , h s d S 2 0 (rb~ mb~), recA13, a r a - 1 4 , 
p r o A 2 , l a c Y l , galK2,rpsL20 ( s t r R ) , x y l - 5 , m t l - l , 
lambda", supE44). 

Pseudomonas putida KT2440 ( a m p R , n a l R , 
c a m R , r~ m + , t e t s , kaim s ) fue una donación dei 
Dr. Rafael Vicuna. 

Thiobacillus: —Thiobacillus ferrooxidans: A 4 , 
proporcionada por el Dr. M. Rodriguez e inicial­
mente aislada de la mina El Rincón, Andacollo. 
—T. acidophilus ( k a m R , a m p R , t e t s , c a m s , H g s , 
AgS, Teis ) fue donada por M.E. Torres de IN-
TEC/CHILE. -Thiobacillus intermedius ( a m p R , 
n a l R , s t r R , H g R , t e t s , c a m s , t e l s ) fue proporcio­
nada por el Dr. A. P. Harrison, Universidad de 
Missouri, USA. 

Plásmidos: - p K T 2 4 0 ( k a m R , a m p R , mob + ) . 
- R P 4 ( k a m R , amp" , t e t R , tra +, mob + ) —pRK 
2013 ( k a m R , t r a + , m o b + ) fueron proporcionados 
por el Dr. R. Vicufia, - p K K 2 3 2 - 8 ( a m p R ) se 
otvuvo de Pharmacia, Uppsala, Suécia. 

Mantención y crecimiento de Ias cepas 

Las cepas de E. coli se mantenían en placas de agar 
al 1,2%, en medio Luria (Triptona 1%, extracto 
de levadura 0,5% y NaCl 0,5%). Las cepas de T. 
ferrooxidans se mantenían en placa según el mé­
todo descrito por Harrison (1984) , y en medio 
l íquido 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 ( 1 9 8 5 ) y crecido en medio l íquido 
Luria. T. acidophilus fue crecido en medio lí­
quido TAC (Kuenen y Tuovinen, 1985) . Para 
crecer T. ferrooxidans se utilizo el medio 9K 
modificado (Tuovinen y Kelly, 1973) . 
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Purificación de DNA cromosomal 

Se purifico DNA cromosomal de T. acidophilus 
y T. ferrooxidans A4. Se crecieron tres litros de 
medio líquido con estas copas en Ias condiciones 
ya descritas. Una vez colectadas Ias células por 
centrifugación, se lavaron con solución I (EDTA 
50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8,0 y glucosa 50 
mM). Luego de centrifugar, el sedimento se re-
suspendió en 5 ml de la solución I. Se congelo 
a —30o y se descongelo para facilitar la rup­
tura celular, se agregara» 0,3 ml de lisozima 
10 mg/ml y 0,2 ml de RN Asa A 10 mg/ml, incu-
bándose 15 min en hielo. Se transfirió a un tubo 
de 50 ml con tapa rosca y se llevó a 10 ml con 
solución I, se adicionaron 625 fJt\ de SDS al 10% 
y se incubo a 3 7 ° por 60 min, con inversion 
ocasional. A continuación se agregaron 0,5 ml 
de proteinasa K 10 mg/ml y 3 ml de cloroformo: 
alcohol isoamílico (24:1) permaneciendo a 
3 7 ° , con agitación suave toda la noche. Al dia 
siguiente se hicieron tres extracciones con clo­
roformo: alcohol isoamílico (24:1) . A continua­
ción se precipito agregando, sin mezclar Ias fases, 
3 volúmenes de etanol absoluto y el DNA que 
precipita en la interfase alcohol-agua, se enrolló 
en una bagueta. El DNA se transfirió y se lavó 
en un tubo con etanol al 75%. Finalmente el 
DNA se resuspendió en 100 jul de TE, obtenién-
dose aproximadamente 150 jug de DNA purifi­
cado de alto PM. 

Determinación de sensibilidad a antibióticos 

La sensibilidad a antibióticos fue determinada 
en tubos con 2 ml de medio líquido. Para ello 
se hícieron diluciones seriadas dei antibiótico y se 
agregaron 5 (ú de cultivo de la cepa a estudiar cre-
cida hasta saturación, incubando a 3 7 ° con 
agitación por 14 a 18 hr. Se designo MIC (con-
centración inhibitoria mínima) a la menor 
concentración de antibiótico a la cual no se 
registro crecimiento bacteriano. 

Secuenciación dei DNA 

Se utilizo una modification del método de los 
didesoxinucleótidos desarrollado por Sanger 
et al. ( 1977 ) , basada en la adecuación de Messing 
(1983) al uso de vectores derivados de M13 
para secuenciación de DNA. Las reacciones de 
secuenciación se realizaron siguiendo el proto­
colo comercial Sequenase de USB (United States 
Biochemical Corporation, USA). 

Ensayos de conjugación 

El procedimiento usado para la conjugación con 
las espécies Thiobacilli fue similar a Ias conju-
gaciones descritas clásicamente. Las células da-
doras y receptoras se crecieron en medio lí­
quido hasta D . 0 . 6 5 0 de 0,8. Se mezclaron en 
relación 1:1 en un tubo Eppendorf (0,7 ml 
c/u) y se centrifugarem en microcentrífuga 
Eppendorf por 30 seg. Luego se resuspendieron 

en 100 jul de solución salina estéril (NaCl 0,9%). 
El volumen total de células se sembró sobre me­
dio sólido adecuado según se indica más abajo 
y se incubo a 3 0 ° por 20 hr. Las células se re­
cuperarem de la placa por resuspensión en 4 ml 
de solución salina estéril. Se inocularon 100 
lil de distintas diluciones sobre medio de se­
lection con el antibiótico apropiado. Las pla­
cas fueron incubadas por vários dias a 3 0 ° . 

En aquellos casos en que el plásmido a ser in-
troducido por conjugación no era autotransfe-
rible, se incluyó E. coli/KP4 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 T. intermedius y T. acido­
philus se realizaron en placas con medio mixto. 
Estas se prepararem así: sobre una placa Petri 
inclinada aproximadamente en un ângulo de 15° , 
se vertieron 15 ml de medio TAC; luego de geli-
ficar se agrego igual volumen de medio I, deján-
dose gelificar sin inclination. También se reali­
zaron estos ensayos de conjugación en placas 
con medio I (pH 4,5). Los ensayos se realizaron 
mezclando células dadoras, "helper" (T. inter-
medius/KP4) y receptoras en relación 1 : 1 : 1 , 
incubándose la mezcla 20 hr a 3 0 ° . Las células 
se resuspendieron en medio TAC. Se inocularon 
100 fil de distintas diluciones sobre medio de 
selección con el antibiótico apropiado. Las pla­
cas fueron incubadas por vários dias a 3 0 ° . 

Retro conjugación de transconjugantes 

En una placa Luria se sembró un césped de 
200 jul de células receptoras crecidas en fase 
log y se incubo 2 horas a 3 0 ° ó 3 7 ° dependien-
do de la bacteria. Luego, sobre este manto, se 
deposito en forma estéril cada colônia transcon-
jugante a analizar y se dejó la placa creciendo 
12-14 horas a 3 0 ° o 3 7 ° . Luego se transfirió 
cada colônia a una placa de selección que sólo 
favorece el crecimiento de la receptora conju­
gada con el plásmido en estúdio y se dejó cre-
cer 12-16 horas a 3 0 ° . 

Hibridación dei DNA plasmidial 

La transferencia se realizo de acuerdo a South­
ern (1975) y para la hibridación se siguió el pro­
tocolo de Wahl et al, (1979) . 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Un vector útil para manipulación gené­
tica de bactérias debe poseer: marcadores 
genéticos (para seleccionar la bacteria 
modificada), replicones (orígenes de repli-
cación y la maquinaria necesaria para su 
funcionamiento) que sean funcionales en 
la bacteria a manipular, promotores de 
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transcription y otras sefíales necesarias 
para lograr la expresión del gen foráneo 
que interesa. Además se requiere cierto 
conocimiento básico mínimo de la gené­
tica de Ias bactérias lixiviantes, particular­
mente conocer como funcionan y están 
estructurados los genes en dichas bacté­
rias incluyendo Ias sefíales de regulación, 
especialmente los promotores de trans­
cription y senales de Shine-Dalgarno a 
nivel de traduction. Finalmente, es nece-
sario contar con un método para intro-
ducir DNA al microorganismo a modificar. 

Búsqueda de un promotor 
de transcripción 

Basado en los requerimientos antes men­
cionados se planteó como paso inicial la 
búsqueda de promotores de transcripción 
de dos espécies de Thiobacillus, aspecto 
que se llevó a cabo en el supuesto de su 
similitud funcional con aquellos promo­
tores conocidos de E. coli. Con este fin 
se digirió DNA cromosomal de T. acido­
philus y de T. ferrooxidans con Mbol para 
obtener fragmentos con un tamano 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 plásmido derivado de pBR322 que, 
además dei gen para resistência a ampici-
lina, posee el gen para la cloranfenicol 
acetil transferasa (CAT). Este último 
carece de promotor de transcripción 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 transcripción 
se puede seleccionar por la habilidad de 
dirigir la síntesis de la enzima CAT. Luego 
de t ransformara, coli HB101, la selección 
de los recombinantes con promotores se hi-
zo por expresión del gen para CAT, sem-
brando la mezcla de transformation en 
medio Luria con ampicilina (amp) 40 
Mg/ml y cloranfenicol (cam) 20 jug/ml. 
Inicialmente se aislaron promotores de 
T. acidophilus, microorganismo que aun-
que siendo también un tiobacilo acidó-
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

dans es que es un heterótrofo facultati­
vo, lo cual simplifica su manipulación 
genética in vitro, ya que es más fácil de 
crecer en medio sólido y podría. ser fac-
tible realizar ensayos de transferencia ge­
nética directa por conjugación con otros 
microorganismos como Pseudomonas o T. 
intermedius. 

Los transformantes obtenidos con DNA 
de T. acidophilus fueron sembrados en pla­
cas con cam 20 jug/ml, obteniéndose 35 
colônias recombinantes, Ias cuales fueron 
replicadas en placas con amp 40 jug/ml y 
concentración de cam variable. En la pla­
ca con mayor concentration de cam (200 
/ig/ml) se obtuvieron sólo 8 colônias (clo­
nes denominados pKTal al pKTa8. Se 
procedió a caracterizarlos, inicialmente por 
un análisis de tamano de inserto y determi­
nando la resistência a cam en medio li 
quido mediante el ensayo de concentra­
tion mínima inhibitoria o MIC (Tabla I). 
Se determino la secuencia nucleotidica 
de estos 8 promotores (Fig. 1) y se encon­
tro que aquellos que contenian el mismo 
tamano de inserto correspondían a copias 
del mismo clon. Cuando se utilizo DNA 
de T. ferrooxidans se obtuvieron 15 colô­
nias con cam 20 jug/ml (pKTfl a pKTfl5) . 
Entre estas, sólo 4 (pKTf9, 10, 11 y 12) 
crecieron en cam 100 jug/ml. Finalmente, 
sólo pKTfl2 creció en cam 200 Mg/ml. 
Algunos de estos clones fueron secuencia-
dos (Fig. 1). 

TABLAI 

Determinación de tamafio de inserto y concentración 
mínima inhibitoria de cloranfenicol para clones 

recombinantes con promotores de T. acidophilus en 
el vector pKK232-8 

Clon (HB101) Tamano (pb) cam (Mg/ml) 

pKTal 152 <600 
pKTa2 950 >600 
pKTa3 152 >600 
pKTa4 152 >600 
pKTa5 152 >600 
pKTa6 64 400 
pKTa7 340 500 
pKTa8 152 >600 

PKK232-8 - < 10 

La determinación de tamano de inserto se obtuvo del 
análisis de migration electroforética en geles de poliacri-
lamida y la de resistência a cam (MIC), en tubos con 
un ml de medio Luria lx usando dilution seriada de cam, 
la que vario entre 600 y 10 jug/ml. La incubation se hizo 
con agitación fuerte a 37° por 16 horas. 
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AGTCGTCAGCTCGTGTCX5TGAGATGTTGGGTTAAGTCCXX3^^ 
AAGCAATGTTTGGGTGGGCIACTCTGAAGGAACTGCX]^^ 
GTCCTCATGGCXCTTATGTCCTGGGCTACAC^ 
GACACCGAGCTGATC * 

pKTaA 

GATCTTGCGGATGACCTGCCGCGGGACTreGCCG^ 
(X)TCCAGAATCGATGAAAÍ)TGACGTGGCGCAGTCAAAAGTAATTTGAAAA^ 
TATCAGGAGATC 

* 

pKTaò . . . . . . . 
GATCGTGAAAATAATTGATAATTATTTTTGAATTTATATGCTATAAGCATTCCACGGGCGGATC 

* 

GATTCGAATACGATATGAGrrCGGCTTCGACGACAACGGCTCGATCGGAACA 
ACACGATTAAAAAATCAC£^TAGCTATTGAATCT 
T6AGAAATCATGCCGATC * 

TTGCTTTTTTCGCTCGAATTATGCTGC^TGAGTCCTGAAACAGGGTGC^CGAGTOT 
* 

GCX3ACCATCAACCCCAGGC3AAGACX}^^ 
GTTTCCGTCX^iGACGCGGACmTCCG^ 

p)KT'f~3 * • • < • • • • 
GATCATGAACTGCTATAACiAAGAATTATCCATTCTGCTTATGTTGCCCTTTTTGGCAGC^TAACAGG^ 
GGATGATTGGGAACTGGTmTGCTGAATTAAAATmTCGG 
ATAAATTGCTGGATAATGTAGACACGCTQ^TTATCCCGC^TCACGGCTC^ 
AATTGCTGACTACGCTCT(X»TCATATAATAACATCAGATC 

* 

pKT-F5 . . . . . . . 
AATACCCAQ^TTCTAT(TX3GCTGGAAAAACAAAT^ 
GTGAACTGCftTAGGAGAATGACCATGAGAATAAGCCT 

* * MetArg11eSerLeuG1nArgVa1Va1PheG1 yVa1A1aA1aThrLeu 
GCTCTCGAC^TCACTGCTGCAGATGCCGTCACGGTCGTO^ 
LeuSerThrValThrAlaAlaAspAlaValThrValValTyrHisGlyAsnAspGlyLeuValIle... 

pKT-F6 . . . . . . . 
CGCA(X;TCCAGQ^5GAAGC5CCCGCGGCTTGCmTATC^ 
GGTAATACATCACATAAA"rTGCTGATATGTGAAGCTG(XCGGTGTTTTTATGATC * 

* 

Fig. 1: Secuencia nucleotídica de los promotores de Thiobacillus acidophilus VI (pKTa2, 4, 6 y 7) y Thiobacillus ferro­
oxidans A4 (pKTfl, 3, 5 y 6). Las cajas Pribnow y - 35 apaiecen resaltadas en negrita. El probable inicio de transcripción 
está indicado (*). Además se muestra la traducción dei posible transcrito del clon pKTfS, y la secuencia de "Shine-Dal-
garno" subrayada. 

Se ha visto que los promotores proca-
rióticos presentan una secuencia consenso 
que está dada por dos segmentos de DNA, 
uno centrado a —10 pb (denominado "Prib­

now box") y el otro ubicado a —35 pb 
respecto dei punto de iniciación de la 
transcripción. La ubicación dei "Pribnow 
b o x " normalmente es de 5 a 9 pb antes dei 
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inicio de transcripción, aunque puede lle-
gar a estar entre Ias bases - 5 y - 1 5 . La 
distancia entre ambos elementos conser­
vados dei 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 óptimo 
17 pb (Lewin, 1987, Aoyamae í al, 1983). 

Los resultados de secuenciación 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 más alejada 
de la secuencia —10 y la otra seria 
ATGTCC. En el primer caso la separa­

tion entre ambas zonas seria de 18 pb, 
uno más que lo óptimo. El promotor 
pKTaó posee una G en vez de la última T 
en la region del "Pribnow box" , a pesar de 
ser esta una de Ias bases más conservadas. 

El promotor pKTa7 presenta Ias dos ca-
jas con una separation de 21 pb que es 
mayor que lo óptimo. En general, una 
separación de más de 19 pb entre ambos 
elementos dei promotor conlleva a una 
funcionalidad deficiente (Stéfano y Gralla, 
1982). Este principio contrasta con la alta 
expresión de CAT bajo el control de 
pKTa7. Una explication 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 minúscula el re­
síduo de guanina que no estaria formando 
parte de ninguna caja o "box") , esto po-
dría deberse a un tipo especial de promo­
tor, regulado de alguna forma por estos 
dos "Pribnow b o x " seguidos. Otra expli­
cation seria que pKTa7 estuviese formado 
sólo por la region —10 TATAGT y/o 
TACAAT, como se ha descrito para algu-
nos promotores de bacteriófagos (Elliot 
y Geiduschek, 1984). Una última posibili-
dad seria que el "Pribnow b o x " fuera la 

TABLA II 

Compaiación entre Ias secuencias promotoras aisladas de espécies dei gênero Thiobacilli con la secuencia 
promotora de consenso 

" -35" "Pribnow box o - 1 0 " 

Consenso T B J T M G 7 8 A 6 5 C5« A 4 5 16-19 pb T 8 0 A 9 5 T 4 5 A 6 0 A 5 0 T» 

T. acidophilus 

pKTa2 A T G T C C - 16 pb - T A C A A T 

pKTa4 T T G A A A - 14 pb - T A T A T T 

pKTa6 T T G A T A - 14 pb - T A T A T G 

pKTa7 T T G A A T - 21 pb - T A C A A T 

T. ferrooxidans 

pKTf3a T T G G G A - 16 pb - T A A A A T 

pKTfib T T G C T G - 16 pb - T A T A A T 

pKTfl T T G C T T - 13 pb - T A T G C T 

pKTf6a T T G C A A - 17 pb - T A G T G T 

pKTf6b C T G T A A - 19 pb - T A A A T T 

pKTf5a T A T T A T 

pKTf5b T A T G A T 

pKTf5c T A T G T T 

Nota: Los sub índices 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 iniciación de la transcrip­
ción se encuentran entre 6 y 9 pb después 
de "Pribnow box", siendo preferente-
mente, en más dei 90% de los casos, una 
purina (A o G). Se da con cierta frecuen-
cia que dicho punto es la A central dei 
triplete "CAT", aunque esta propiedad 
no es tan conservada (Lewin, 1987), por 
lo que no es requisito encontrar estas ca­
racterísticas en los promotores aislados. 
Usando un análisis computacional de una 
larga lista de promotores se llegó a esta-
blecer una regia para determinar el posi-
ble inicio de transcripción (O'Neill, 1989), 
este ocurre en la 7a base después de "Prib­
now box" si esta es una purina; si la 7 a 

base no es una purina y la 8 a sí lo es, en-
tonces el inicio se producirá en esta úl­
tima. En caso que la 8 a base tampoco sea 
una purina, el inicio puede producirse en 
una purina en la posición 6 ó 9. En caso 
extremo, en que estas posiciones tampoco 
estén ocupadas por una purina, el inicio 
de transcripción se produce en una C en 
la posición 8. Esta regia se cumple en el 
90% de los promotores a los cuales se les 
conoce su inicio de transcripción (O'Neill, 
1989). Basado en estos datos los puntos de 
iniciación (*) propuestos para el caso de 
los promotores aqui descritos, serían los 
siguientes: 

pKTa2 tacaatGGCGGTGACAG 

pKTa4 tatattCTATCAGGAGA 

pKTaó tatatgCTATAAGCATT 

pKTa7 tacaatTTTAGCTCAAA 
* 

Para la union 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 elmensaje-
ro prévio al primer codón AUG y general-
mente corresponde a la secuencia AGGAGG, 
la que es complementaria a Ias últimas 
bases del rRNA 16S (Shine y Dalgarno, 
1974). Es común encontrar en los mensa-

jeros 4-5 bases de ella. La secuencia dei 
posible transcrito producido a partir dei 
plásmido pKTa2, no presenta ningún co­
dón de iniciación, aunque sí 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 proteína alguna. La se­
cuencia correspondiente al mRNA dei 
plásmido pKTa2 es la siguiente: 

GACAGUGGGAAGCCAGGUGGUGACACCGAGCUGAUC... 
+ + — + + + + + - + + 

-+++-+ 

Se indica con "+ " las bases coincidentes 
con la secuencia Shine-Dalgarno y con "—" 
aquellas que difieren. La codificación po-
dría empezar con el codón GUG como se 
ha descrito en algunos casos (Watson 
et al, 1987), pero el sexto codón, a partir 
dei GUG contenido en la tercera secuencia 
de Shine-Dalgarno, corresponde al triplete 
de terminación UGA. La única explicación 
seria que este fuese un péptido líder como 
se ha encontrado en algunos operones co­
mo es el caso dei operón trp y que forma 
parte dei 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
rística típica de los péptidos líder (Wat­
son et al, 1987). 

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

A A AUG AGA A AUC AUGCCG AUC... 
+ - + + + - Me t P r o I 1 e... 

En este caso la secuencia dei plásmido 
presenta una secuencia similar a la de 
Shine-Dalgarno ub içada cuatro bases antes 
de un codón de iniciación AUG. Esto su-
giere que dicho promotor pertenecería a 
un gen de una proteína de T. acidophilus. 
Para identificar esta proteína se requieren 
más datos de secuencia dei transcrito, pero 
lamentablemente el inserto de dicho plás­
mido no continua más allá dei tercer ami-
noácido. 

Sin embargo, existe la posibilidad que 
como los promotores están siendo aisla­
dos en base a la funcionalidad de estos en 
E. coli, este método puede llevar errônea-
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mente a aislar secuencias fortuitas, en Ias 
que se presente azarosamente la coexistên­
cia de Ias cajas —35 y — 10;pero sin signifi­
cado funcional real en T. acidophilus. 
Para aclarar esto debería buscarse la ex­
presión de dichos promotores en T. acido­
philus detectando la expresión 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 dei gênero 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 proteína similar 
a RecA (Ramesar et al, 1988), ambos de 
T. ferrooxidans, aunque dei análisis de la 
secuencia de los genes aislados de este mi­
croorganismo no ha permitido identificar 
claramente Ias estructuras promotoras, ya 
que no se encuentran los elementos típi­
cos (cajas —10 y —35) (Ramesar, 1988). 
Puede ser que el promotor dei gen de glu­
tamina sintetasa (Rawlings et al, 1987) de 
T. ferrooxidans no sea el más representa­
tivo y se trate más bien de una excepción, 
como ocurre con vários genes dei operón 
nif de Klebsiella pneumoniae (Buck et al, 
1985) y genes relacionados con la esporu-
lación de B. subtilis (Kunkel et al, 1988). 

En cuanto al presente trabajo se encon­
tro entre los promotores de T. ferrooxi­
dans clonados, que el plásmido pKTfl 
presentaba una secuencia en posición 1 
para la caja de —35 y 20 para la —10. En 
cambio el plásmido pKTf3 presentaba dos 
posibles secuencias (a y b) con las cajas 
de —35 y —10, en Ias posiciones 77 y 213, 
99 y 235 (ver Fig. 1 y Tabla II), respecti­
vamente. En el caso dei plásmido pKTfó 
también se encontraron dos posibles secuen­
cias, ubicadas en posiciones 28 y 60 (caja 
- 3 5 ) ; 51 y 85 (caja - 1 0 ) . 

El plásmido 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 transcripción en E. coli, 
puede ser sólo una secuencia fortuita como 
se ha discutido antes para el plásmido 
pKTa2, o puede tratarse de un promotor 
que definitivamente carece de region —35. 
Este plásmido presenta la secuencia CAT 

en posición 79 (ver Fig. 1), es decir, 10 pb 
más allá dei último "Pribnow Box" de la se­
rie de tres. Esto podría estar indicando que 
este es un sitio de iniciación de transcrip­
ción. Esta suposición está apoyada por el 
hecho de que inmediatamente a continua­
tion se encuentra una secuencia dei tipo 
"Shine-Dalgarno" (subrayada), la cual está 
alejada sólo 5 pb de un codón de inicia­
ción de traducción, el cual inicia un marco 
de lectura abierto hasta donde se extiende 
el inserto (38 aminoácidos). Falta demos­
trar que este fragmento corresponde real­
mente a una porción de un gen de una pro­
teína de T. ferrooxidans. Para ello será 
necesario marcar radiactivamente el plás­
mido pKTf5 para utilizarlo como sonda e 
hibridarlo con RNA aislado desde este 
microorganismo. 

A pesar de que la preparación de DNA 
cromosomal contenía una proporción im­
portante dei plásmido pTfA4 (Sánchez 
et al, 1986), ninguna de Ias secuencias 
promotoras corresponde, por homología, 
con alguna de Ias regiones secuenciadas de 
dicho plásmido (Hevia et al, 1988), por lo 
que se supone que los promotores aislados 
derivan de Ias regiones aún no clonadas de 
pTfA4 o provienen de DNA cromosomal 
de T. ferrooxidans A4. 

Inserción de promotores en pKT240 

Hasta el momento no ha sido posible con­
jugar directamente T. acidophilus con E. 
coli, aun utilizando plásmidos de amplio 
rango de hospedero (Hevia et al, 1988). 
Existe la posibilidad de que los promoto­
res de transcripción de los marcadores 
genéticos de los plásmidos 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 transcripción 
en un plásmido de amplio rango de hos­
pedero, delante de un marcador genético 
que puede ser utilizado para seleccionar 
T. acidophilus transconjugantes. Es así 
que escogimos el vector pKT240 que po­
see como marcadores genéticos los genes 
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de resistência a ampicilina y kanamicina. 
Además de estos marcadores genéticos 
posee el gen para resistência a estreptomi-
cina, el cual carece de promotor de trans­
cripción (ver Fig. 2). Sin embargo, delante 
de este gen truncado, en el lugar apropiado 
existe un sitio de reconocimiento de la 
endonucleasa de restricción EcoRI. Esto 
permite clonar fragmentos de restricción 
en dicha posición. Si estos contienen un 
promotor, serán capaces de conferir resis­
tência a estroptomicina a la bacteria re­
ceptora. Para esto se procedió según se 
esquematiza (Fig. 2), a obtener fragmentos 
EcoRI de los plásmidos con los promotores 
clonados (pKTa2, 4, 6 y 7) y reinsertarlos 
en el sitio EcoRI de pKT240. Con estas 
construcciones se transformo 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 ^g/ml 
de str. 

E 

Pst l 

Fig. 2: Construction de vectores de amplio rango de hos-
pedero conteniendo los promotores de transcripción de 
Thiobacillus acidophilus, ejemplificado por pKT4-3. 
CAT, cloranfenicol acetil transferasa; amp R , gen de resis­
tência a ampicilina; kam R , gen de resistência a kanami­
cina; str R , gen de resistência 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. 

Para cada uno de los plásmidos se anali-
zaron 5 subclones, seleccionándose el más 
resistente a str en cada caso. Los clones: 
pKT2-5, pKT4-3, pKT6-2 y pKT7-5, 
provienen de los plásmidos pKTa2, 4, 6 
y 7, respectivamente. El MIC de cada uno 
se muestra en la Tabla III. La presencia de 
los insertos en estos plásmidos se visualizo 
digiriéndolos con Pstl (los insertos EcoRI 
obtenidos son muy pequenos). Al digerir 
pKT240 con Pstl se obtienen dos fragmen­
tos de 0,8 y 12,1 kb, este último contiene 
el sitio de clonamiento EcoRI. De este mo­
do, al clonar en este sitio un fragmento de 
DNA proveniente dei pKK232-8, el cual 
posee otro sitio Pstl (ver Fig. 2), el patrón 
electroforético de la banda de 12,1 kb se 
verá modificado, obteniéndose a partir de 
ella dos bandas, una de 8 kb y otra que 
corresponde al tamano dei inserto más 
el remanente del vector (4,1 kb). Un gel 
de agarosa con los productos de digestion 
con Pstl de los diversos plásmidos cons­
truídos, se muestra en la Fig. 3. 

TABLA III 

Concentración mínima inhibitoria de estreptomicina para 
clones recombinantes con promotores de 

T. acidophilus insertados prévio al gen de resistência a 
estreptomicina en el vector pKT240 

Clon Estreptomicina 
(Mg/ml) 

pKT2-5 200 
pKT4-3 >600 
pKT6-2 200 
pKT7-5 400 

pKT240 < 25 

La determination de MIC fue hecha en tubos con un ml 
de medio Luria, variando Ias concentraciones de str por 
dilution consecutiva entre 25 y 600 /!g/ml. La incuba­
tion se hizo con agitación fuerte a 37° por 16 horas. 

Con estos plásmidos recombinantes, de 
amplio rango de hospedero, se procedió a 
realizar experimentos de transferencia de 
material genético a T. acidophilus, ya sea 
por transformación o conjugación. La-
mentablemente los intentos de transferir 
estos plásmidos desde E. coli a T. acido­
philus directamente fueron infructuosos. 
Existe una gran diferencia entre ambas 
espécies bacterianas en lo referente a los 
requerimientos tanto nutricionales como de 
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- 8 . 0 k b 

- 0 . 8 k b 

Fig. 3: Visualization de los insertos que contienen pro­
motores de T. acidophilus que fueron clonados en el 
sitio EcoRI de pKT240. El análisis se hizo en un gel de 
agarosa al 1,5* en amortiguador TAE lx con los clones 
pKT digeridos con la enzima PstI. Carriles: a y 1: están-
dar de peso molecular lambda HindIII-$X174 HaelII. 
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 PstI. j : pKT240 sin digerir y k: 
digerido con PstI. 

condiciones de crecimiento. Por lo tanto, 
Ias posibilidades de conjugación directa 
entre estas espécies son muy bajas. Es 
así como se decidió utilizar T. intermedius 
como microorganismo intermediário para 
los ensayos de conjugación entre E. coli y 
Ias otras espécies de Thiobacillus. Anterior­
mente había sido posible transferir RP4 
y algunos derivados, por medio de conju­
gación desde E. coli a T. intermedius 
(Hevia et al, 1988). 

Conjugación de E. coli a T. intermedius 

Estos ensayos se realizaron usando E. coli 
C600 como la cepa dadora dei plásmido 
recombinante pKT4-3. Como pKT240 no 
es autotransferible, se requirió de una con­
jugación triparental, utilizando pRK2013 
en E. coli HB101 como plásmido "helper". 
Como pRK2013 (Tra +) es un plásmido de 
estrecho rango de hospedero, sólo es capaz 
de replicarse en E. coli no en T. interme­
dius, que es la espécie receptora. La conju­
gación se realizo en medio sólido LB por 
8 horas a 3 0 ° ; la relación celular entre 
dadoras, "helper" y receptoras fue de 
1:1:1. La selección de los transconjugan-
tes se realizo en placas LB con HgCl 2 10" s 

M y kanamicina (kam) 1,5 mg/ml, yaque T. 
intermedius es resistente a estos niveles de 

Hg 2 + pero es sensible a esta alta concentra­
ción de kam. En estas condiciones son 
capaces de crecer sólo los transconjugan-
tes T. intermedius que han recibido el 
plásmido pKT4-3. En esta etapa no se en-
sayó la expresión dei gen de resistência a str 
ya que T. intermedius es naturalmente re­
sistente a este antibiótico. 

La conjugación de T. intermedius se 
verifico realizando una preparación de 
DNA plasmidial dei transconjugante aislado 
(Fig. 4A). Luego de una transferencia 
"Southern" se hibridó usando como sonda 
3 2 P-pKT240, y sólo se observo hibridación 
positiva en el caso dei transconjugante y 
con los controles de pKT4-3 y pKT240 ais­
lados de E. coli (Fig. 4B). 

Ensayo de retroconjugación 

Como una manera de corroborar los resul­
tados de la selección fenotípica de los T. 
intermedius transconjugantes se procedió a 
realizar una retroconjugación desde estos 
transconjugantes a Ps. putida KT2440. Se 
escogió esta cepa receptora por ser resis­
tente a cam, lo que la hace seleccio-
nable frente a T. intermedius, siendo, 
además, sensible a kam, marcador genético 
contenido en el plásmido usado en el ex­
perimento de conjugación. 

La retroconjugación se realizo 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 plásmido a Ps. putida KT2440, 
lo que se detecto por el cambio fenotípi-
co de Ias 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 selección kam-cam 
(50 y 100 Mg/ml, respectivamente). Para 
diferenciar una retroconjugante que hubie-
se sólo incorporado el plásmido RP4 de 
aquellos que contenían pKT4-3, se anali-
zó el resultado de la retroconjugación sem-
brando en medio sólido con concentracio-
nes crecientes de str. Ps. putida KT2440 
es naturalmente resistente a str (< 200 
Mg/ml). Las colônias obtenidas en placas 
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Fig. 4: Análisis de plásmidos incorporados por conjuga­
tion en T. intermedius. A) Gel de agarosa al 1% en amor-
tiguador TAE lx. B) "Southern Blot", se hibridó con 
pKT240 marcado con 3 J P por "nick translation", a y f: 
estándar de peso molecular Uimbda HindIII. b: prepara­
tion de DNA plasmidial de T. intermedius "wild type", 
c: preparation de DNA plasmidial de T. intermedius 
transconjugante. d: pKT4-3 obtenido de E. coli. e: 
pKT240 obtenido de E. coli. 

con str de 200 Mg/ml se analizaron mi-
diendo la resistência a este antibiótico. 
Ps. putida KT2440 no conjugada, no es 
capaz de crecer en medio líquido Luria, 
que contiene 200 jug/ml de str. Ps. putida 
KT2440 con pKT4-3 crece en Ias mismas 
condiciones de cultivo hasta concentracio-
nes mayores de 500 Mg/ml de str. De este 
modo se demostro que el promotor de 
T. acidophilus es funcional no sólo en E. 
coli sino también en Ps. putida. 

Conjugaciôn de T. intermedius a 
T. acidophilus 

Se realizaron conjugaciones usando como 
células dadoras T. intermedius que llevan 
pKT4-3, más un T. intermedius con RP4 
como plásmido "helper". La selección se 
realizo en placa TAC con str 150 Mg/ml, 
concentración 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 
conjugaciôn o transformación de T. acido­
philus. Existe la posibilidad de que no sea 
posible conjugar T. acidophilus con las 
espécies bacterianas utilizadas. Ultima­
mente se ha reportado la electroporación 
como un método eficiente de transferencia 
de material genético en diferentes espé­
cies. Esto indica que en el futuro cercano 
es necesario realizar este tipo de experi­
mentos con T. acidophilus intentando 
introducir así los plásmidos recombinan­
tes descritos en este trabajo. Experimentos 
preliminares en este sentido se están rea­
lizando. 
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