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RESUMEN

Geobacter sulfurreducens es una bacteria anaerobia y mesofila que utiliza acidos grasos, alcoholes y compuestos mo-
noaromaticos como sustratos oxidativos, y 6xidos de hierro como aceptor de electrones. Se ha demostrado que esta
bacteria es eficiente en la generacion de electricidad y desempefia un papel importante en el ciclo del carbono vy la
biorremediacion. Se descubrié que este microorganismo produce y transfiere electrones a través de nanocables pro-
teinicos altamente conductores llamados pili; estos pili actdan como conductores metélicos, permitiendo que los mi-
croorganismos intercambien electrones con el medio extracelular.

El articulo se centra en el andlisis del gen y producto génico de una proteina llamada OmcZ, que desempena un papel
crucial en la transferencia de electrones entre G. sulfurreducens a los electrodos.

En este estudio, se llevaron a cabo varios pasos para investigar las secuencias de la proteina OmcZ en el género Geo-
bacter. Primero, se realizé una bisqueda en UniProt para obtener la secuencia del OmcZ de G. sulfurreducens. Luego,
se efectuaron alineamientos de secuencias con el programa BLASTp para identificar microorganismos ortélogos en el
NCBI. Se obtuvieron secuencias de 14 especies de Geobacter, las cuales se alinearon mudiltiples con el software ME-
GAT11. Se construy6 un arbol filogenético utilizando MEGA11 vy se realizé una prueba de reloj molecular de Tajima.
Ademas, se llevaron a cabo alineamientos y caracterizaciones de la secuencia OmcZ en G. sulfurreducens, incluyendo
el andlisis de su genoma vy la caracterizacién fisicoquimica de la proteina. Se usé el software RasMol para realizar pre-
dicciones y modelamientos de la proteina.

El estudio se centr6 en el alineamiento de las secuencias de la proteina OmcZ en diferentes especies de Geobacter spp,
ya que descubrié que los filamentos conductores de electricidad estan compuestos principalmente por OmcZ. Se en-
contré un nivel bajo de mutaciones y algunas deleciones en las secuencias analizadas. Se identificaron posibles domi-
nios conservados y se encontraron aminodcidos altamente conservados en la mayoria de las secuencias. El andlisis filo-
genético reveld dos clados principales y mostré la relacion entre las especies de Geobacter. El reloj molecular indicé
que la secuencia de la proteina OmcZ no se comporta estrictamente como un reloj molecular. Se caracterizé el geno-
ma de G. sulfurreducens y se identificé la region especifica que codifica la proteina OmcZ. Se realizé una caracteriza-
cion fisicoquimica de la proteina y se encontré que era estable y contenia grupos hemo. En general, este estudio pro-

*

Microbidloga. Universidad Libre de Colombia. Calle 134 # 59A - 81, Bogotd, Colombia. lauritaandreaaceropaez@gmail.com
Bi6logo. Mas. Biologia molecular y Biotecnologia. Universidad Libre de Colombia Seccional Pereira. Belmonte Avenida Las
Américas Carrera 28 No. 96-102, Pereira, Colombia. duverney.gaviria@unilibre.edu.co

*%

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXVII No. 1 Enero - Junio 2025, 37 - 48

Licencia Creative Commons Atribucién 4.0 Internacional.



porciona una comprension de los nanocables proteinicos y su importancia en el metabolismo de Geobacter spp., con
implicaciones en tecnologias electroquimicas y biorremediacion.

Palabras claves: bioinformatica, Citocromo C, Geobacter, Electricidad, Nanocables.
ABSTRACT

Geobacter sulfurreducens is an anaerobic, mesophilic bacterium that uses fatty acids, alcohols and monoaromatic com-
pounds as oxidative substrates, and iron oxides as electron acceptors. This bacterium has been shown to be efficient in
electricity generation and plays an important role in carbon cycling and bioremediation. It was found that this microor-
ganism produces and transfers electrons through highly conductive protein nanowires called pili; these pili act as metal-
lic conductors, allowing the microorganisms to exchange electrons with the extracellular medium.

The article focuses on the analysis of the gene and gene product of a protein called OmcZ, which plays a crucial role in
electron transfer between G. sulfurreducens to the pili.

In this study, several steps were carried out to investigate the OmcZ protein sequences in the genus Geobacter. First, a
UniProt search was performed to obtain the OmcZ sequence of G. sulfurreducens. Then, sequence alignments were
performed with the BLASTp program to identify orthologous microorganisms in NCBI. Sequences of 14 Geobacter spe-
cies were obtained and multiple alignments were performed with MEGA11 software. A phylogenetic tree was construct-
ed using MEGAT1 and a Tajima molecular clock test was performed. In addition, OmcZ sequence alignments and char-
acterizations were performed on G. sulfurreducens, including genome analysis and physicochemical characterization of
the protein. RasMol software was used to perform protein predictions and modeling.

The study focused on the alignment of OmcZ protein sequences in different species of Geobacter spp, as it found that
the electrically conductive filaments are mainly composed of OmcZ. A low level of mutations and some deletions were
found in the analyzed sequences. Possible conserved domains were identified and highly conserved amino acids were
found in most of the sequences. Phylogenetic analysis revealed two major clades and showed the relationship between
Geobacter species. The molecular clock indicated that the OmcZ protein sequence does not behave strictly as a molec-
ular clock. The genome of G. sulfurreducens was characterized and the specific region encoding the OmcZ protein was
identified. A physicochemical characterization of the protein was performed and found to be stable and contain heme
groups. Overall, this study provides insight into protein nanowires and their importance in the metabolism of Geobacter
spp. with implications for electrochemical technologies and bioremediation.
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Recibido: enero 17 de 2024 Aprobado: marzo 10 de 2025

INTRODUCCION

En la actualidad el modelo bacteriano de un microorga-
nismo electrogénico corresponde a la bacteria Gram
negativa, mesofila y anaerobia Geobacter sulfurreducens
(NCBI, 1995). Este es el primer microorganismo del que
se tiene constancia que produce grandes cantidades de
electricidad, reconociéndose como el mas eficaz en la
generacion de tal reaccion; ya que este es capaz de utili-
zar como sustrato oxidativo, acidos grasos, alcoholes y
compuestos monoaromaticos y usa Oxidos de hierro
como aceptor de electrones; adicionalmente, se ha iden-
tificado que esta reaccién es de gran importancia en el
ciclo del carbono y ha sido utilizada para procesos de
biorremediacién (Andrés et al., 2017).

G. sulfurreducens es una de las bacterias productoras de
electricidad mas importantes, y es la especie exoelectro-
génica mas comunmente identificadas en los modelos
de las Pilas de Combustible Microbiana (PCM) las cuales
son inoculadas con muestras microbianas diversas y
concentradas. En este tipo de estructuras se utilizan me-
dios con un pH casi neutro, agua dulce ligeramente sali-
na y temperaturas moderadas. Cuando el inéculo proce-
de de sedimentos o de aguas residuales y el reactor se
alimenta con acetato en un medio tamponado con bi-
carbonato o con fosfato en las condiciones menciona-
das, suele predominar G. sulfurreducens, en el modelo.
Este microorganismo se distingue por su capacidad para
reducir oxidantes insolubles incluidos minerales, sin de-
pender aparentemente de mediadores solubles de trans-
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ferencia extracelular de electrones (TEE) (Holmes et al.,
2004; Logan et al., 2019).

Se descubrié que este microorganismo produce y trans-
fiere electrones a través de nanocables proteicos alta-
mente conductores llamados pili. Estos pili actdan como
conductores metdlicos, permitiendo que los microorga-
nismos intercambien con el medio extracelular (Gu, Y. et
al., 2023). Geobacter spp. produce y transfiere electro-
nes a través de pili altamente conductores, permitiendo
una transferencia eficiente de electrones al anodo. La
mayoria de los otros microorganismos exoelectrogéni-
cos deben hacer contacto directo con el anodo o pro-
ducir y liberar lanzaderas de electrones que normalmen-
te no alcanzan concentraciones suficientes de electro-
nes en el anodo (Redondo, 2018). Basandose en la evi-
dencia cientifica recopilada, se ha concluido que la con-
ductividad de las biopeliculas se debe a la presencia de
una red altamente concentrada de pili que presenta con-
ductividad casi metadlica. Estos pili son esencialmente
nanocables, es decir, apéndices o filamentos que existen
fuera de las células microbianas y que son capaces de
conducir la electricidad de manera similar a cémo lo
hacen los conductores metalicos. En consecuencia, los
microorganismos pueden intercambiar electrones con el
medio extracelular a través de estos pili (Malvankar &
Lovley, 2014; Fu et al., 2020).

Distinguir a G. sulfurreducens de otras especies no siem-
pre es posible basdandose solamente en las secuencias del
gen del ARNr 16S, por ejemplo, los marcadores 16S
ARNr de G. anodireducens y G. sulfurreducens son idénti-
cos al 100%, sin embargo, se ha podido determinar que
la primera puede predominar en las PCM alimentadas
con acetato debido a su mayor tolerancia a salinidades
cercanas a las del agua de mar; adicionalmente, se ha
identificado que G. anodireducens no puede utilizar fuma-
rato como aceptor de electrones (Richter et al., 2008).

Actualmente, la transferencia extracelular de electrones
(TEE) tiene lugar a través de dos mecanismos distintos: la
transferencia directa de electrones (TDE) y la transferen-
cia indirecta de electrones (TIE). La TDE involucra a mi-
croorganismos que establecen contacto directo con los
aceptores de electrones insolubles, como electrodos u
otros sustratos. Esto se hace a través de las proteinas
que decoran la superficie celular, asi como apéndices
celulares como los pili o nanocables. Algunos de estos
apéndices también estin cubiertos de proteinas como
los citocromos C. Por el contrario, en la TIE esta se basa
en la capacidad de los microorganismos para emplear
compuestos activos redox solubles como transportado-
res de electrones (Costa et al., 2018). Estos transportado-
res median la transferencia de electrones entre las pro-

teinas conductoras expuestas en la superficie celular y
los aceptores de electrones insolubles como los electro-
dos, todos estos elementos a su vez hacen parte de las
tecnologias electroquimicas microbianas (Richardson et
al., 2012; Pirbadian et al., 2014; Santoro et al., 2017).

G. sulfurreducens ha sido objeto de amplios estudios,
estos cuentan con la asombrosa cantidad de 111 genes
que codifican los citocromos C, muchos de los cuales
portan mudltiples grupos hemo que actian como trans-
portadores de electrones (Santoro et al.,, 2017). Los pili
conductores de electricidad (E-pili) estan formados por
la proteina PilA truncada, que se considera que ha evo-
lucionado a partir de la pilina completa por fusion géni-
ca bajo selecciéon evolutiva positiva (Liu et al., 2020). El
flujo de electrones comienza desde la proteina de la
membrana interna MacA, continda hacia la proteina
periplasmica PpcA antes de transferirse finalmente a los
citocromos de la membrana externa en la superficie
celular (Omc) (Lovley, 2022); los mas notables entre
estos son: OmcS, OmcB y OmcZ. De estos, OmcZ se
destaca por ser responsable de la transferencia de elec-
trones entre la biopelicula de G. sulfurreducens al elec-
trodo presente en la PCM, lo que finalmente genera
altos niveles de corriente, donde el dltimo intercambio
de electrones, entre la célula y el electrodo, lo producen
las proteinas de membrana del citocromo C (Methé et
al., 2003; Sunil A. Patil, Cecilia Hagerhall, 2014; Santos
etal., 2015; Lovley, 2017).

La célula de G. sulfurreducens expresa 2 citocromos C
multihemo, OmcS y OmcZ, los cuales se ensamblan en
filamentos conductores, se ha identificado mediante
microscopia de fuerza atémica que casi todos los nano-
cables que emanan de las células de G. sulfurreducens
son e-pili, incluso en células que producian pequefas
cantidades de OmcS y OmcZ. Ademas, estas proteinas
homologas son raras en el mundo microbiano, y mu-
chos de los microorganismos que producen nanocables
carecen de citocromos en la superficie externa, lo que
sugiere que los filamentos basados en citocromos son
de alta importancia (Lovley, 2022). Los apéndices extra-
celulares conductores de la cepa G. sulfurreducens son
principalmente filamentos OmcZ, estos son filamentos
polimerizados con caracteristicas estructurales dnicas
que también proporcionan una base molecular para
comprender el transporte electrénico de largo alcance
en las proteinas (Wang et al., 2019).

Las biopeliculas generadas por G. sulfurreducens contie-
nen una red conductora de mediadores de TEE unidos
en la que OmcZ (citocromo C de tipo Z de membrana
externa) participa en la TEE homogénea (a través de la
masa del biofilm) mientras que OmcB media en la TEE
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heterogénea (a través de la interaccion biopelicula/
electrodo). En el caso de los pili de tipo IV son importan-
tes ambas reacciones tanto la mediada por los OmcZ
como la facilitada por OmcB. Los OmcS desempefnan
un papel secundario en la TEE homogénea, sin embargo,
desempenan un papel valioso en la transferencia extra-
celular de electrones, ya que puede transferir electrones
a oxidos de Fes. insolubles, asi como a otros aceptores
de electrones extracelulares, incluidos el 6xido de Mny.
y las sustancias hdmicas (Wang et al.,, 2019). En el caso
de OmcE, se ha determinado que este es fundamental
en la reduccion del 6xido de Fe (lll), y que no interviene
en ninguna de las reacciones previamente descritas
(Richter et al, 2009; Gu, Y., Srikanth, V., Malvankar,
N.S.; Lovley & Walker, 2019; Samatey, 2021).

Se ha identificado que para este tipo de microorganis-
mos la superficie celular tiene 2 estructuras para los cito-
cromos de membrana externa las cuales presentan las
caracteristicas descritas en la Tabla 1, sobre la estructu-
ra, simetria, estequiometria, peso, nimero de atomos y
residuos de los citocromos 8D9M y 7LQ5. Estos datos
son importantes para comprender la organizacion vy las
caracteristicas de estas proteinas en el contexto de su
funcion biolégica (RCSB PDB, 2021, 2022; Lovley,
2022; Wang et al., 2022).

Se ha determinado que el género de proteobacterias
estd compuesto por 13 especies y al realizar la compara-
cién entre cada una de estas, en términos de produc-
cion de electricidad se identificé que las mas representa-
tivas son G. sulfurreducens y G. metallireducens. Estas
observaciones orientan a que existe diversidad en la
estructura genémica del citocromo OmcZ y que debido
a ello el resto de las especies no producen una genera-
cién de electricidad tan alta.

Por estas razones el objetivo de este articulo es efectuar
una comparacion in silico entre las secuencias de los
genes que codifican OmcZ en las diferentes especies de
Geobacter y caracterizar este citocromo en el microor-
ganismo electrogénico G. sulfurreducens.

MATERIALES Y METODOS

Busqueda de las secuencias de OmcZ en el género
Geobacter

Se efectué una bdsqueda en la plataforma UniProt
(https://www.uniprot.org/) para identificar la secuencia
de la proteina del OmcZ teniendo como organismo mo-
delo el genoma de la bacteria G. sulfurreducens, esta
secuencia se recuperé en formato FASTA.

Alineamiento por pares y miltiple de las secuencias de
Geobacter spp.

Se ejecuto un alineamiento de la secuencia previamente
obtenida con ayuda del Software Standard Protein BLAST
(BLASTp)  (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_
LOC=blasthome) para detectar los microorganismos orto-
logos disponibles en el NCBI que presentan una homolo-
gia con la secuencia de la proteina OmcZ, de alli se extra-
jeron las secuencias de 14 especies correspondientes al
género Geobacter y a partir de estos se realizé un alinea-
miento mudltiple con el programa bioinformatico Molecu-
lar Evolutionary Genetics Analysis 11 (MEGA  11)
(Koichiro Tamura, Glen Stecher, 2021) con los valores
predeterminados de la alineaciéon de proteina por codo-
nes seleccionados mediante el algoritmo Clustal W pre-
sente en MEGA 11.

Andlisis filogenético

Para ver la estructura de los genes ortélogos y la orienta-
cion de los organismos seleccionados se usaron las se-
cuencias de los ortélogos del alineamiento previamente
obtenido y se construy6 el arbol filogenético utilizando
el programa MEGA 11. La sesién de alineamiento se
guardd y se utilizé para construir el arbol filogenético de
maxima verosimilitud con 100 replicaciones del método
de Bootstrap y utilizando la matriz de sustituciones de
aminodcidos basada en el método Jones-Taylor-
Thornton (JTT). Se realiz6 una tabla de distancia o de
estimaciones de la divergencia evolutiva entre las 14
secuencias de Geobacter spp. con ayuda del programa
MEGA 11, utilizando la opcién para la estimacion de
distancia “Computer overwall mean distance” el cual
presentaba las siguientes caracteristicas: con alcance
pares de taxones, sin ningiin método de estimacion de
la varianza, modelo de sustitucion tipo aminoacidos con
distancia P, tasas entre centros uniformes, patrén entre
linajes homdlogo y el tratamiento de los espacios de los
datos que faltan fue por deteccion por pares.

Prueba de reloj molecular de Tajima

Se elabor6 la prueba del reloj molecular de Tajima con
ayuda del programa MEGA 11; ya que las 14 secuencias
recuperadas representan microorganismos con secuencias
ortlogas con la secuencia inicial del OmcZ, a partir de
una busqueda del alineamiento méas divergente a los antes
obtenidos con la secuencia previamente obtenida de
OmcZ; estas secuencias fueron analizadas con la aplica-
cion de Standard Protein en la plataforma BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) en la cual se modificaron
los pardametros de bidsqueda con el fin de obtener una pa-
labra con un tamano de 2 y el parametro “Expect thres-
hold” en 0,01, detectando nuevos microorganismos que
presentaban homologia con la secuencia de la proteina
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OmcZ. La secuencia “MAG: IPT/TIG domaincontaining
protein [Methanosarcinales archaeon]”, la cual presentaba
una puntuacién de 199, el valor E 8 E-55 y un porcentaje
de identidad de 35,17%; se adiciond a las secuencias de
las 14 especies correspondientes al género Geobacter y se
realizé un alineamiento mdiltiple en MEGA 11 con los valo-
res predeterminados del programa.

A partir del alineamiento se cre6 el arbol filogenético
con el método estadistico de maxima verosimilitud, 100
réplica de Bootstrap para la prueba filogenética, usando
todos los sitios para agregar espacios y el método de
sustitucion Jons-Taylor-Thornton (JTT); con el arbol filo-
genético obtenido se desarrollé el Ml Clock Test en el
cual se usaron los siguientes parametros: Modelo de
sustitucion de aminoacidos bajo el método de sustitu-
cion JTT, utilizando todos los sitios para agregar espa-
cios, con el método estadistico maxima verosimilitud y
con relojes moleculares globales; de alli se separaron 2
clados uno de los taxones en Outgroup donde se en-
contraba la secuencia de Methanosarcinales archaeon y
en el otro las 14 secuencias de Geobacter spp. en un
grupo denominado taxones no agrupados.

Alineamiento miiltiple de las secuencias de la proteina
OmcZ en G. sulfurreducens

Se seleccionaron las 3 secuencias de G. sulfurreducens
de las subespecies KN400 y PCA; estas proteinas se
alinearon con los valores predeterminados utilizando el
algoritmo ClustalW en MEGA 11.

Caracterizacion del gen donde se encuentra el OmcZ
en G. sulfurreducens

Se exploré el genoma completo de G. sulfurreducens en
el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el cédigo
GenBank AP017912.1, buscando en la seccién de ca-
racteristicas: localizacion y calificacion, rastreando el
producto “Citocromo OmcZ multihemo de tipo C” iden-
tificado con el cédigo GenBank BBA70571.1, el cual
tiene el registro del gen completo, el locus, la region de
codificacion con su codoén de inicio, tabla de traduccién
y el nimero de identificacion de la proteina.

Caracterizacion fisicoquimica y estructural de la pro-
teina OmcZ en G. sulfurreducens

El  servidor ProtParam de Expasy (https://
web.expasy.org/protparam/) se usé para predecir el
peso molecular, punto isoeléctrico (pl), indice de inesta-
bilidad, indice alifatico, media de hidropatia (GRAVY) y
la composicion de aminodcidos de la proteina OmcZ de
G. sulfurreducens.

De igual manera, se realizé un andlisis estructural de la
molécula con la ayuda de programa bioinformatico Ras-

Mol para representar, explorar las estructuras, caracteris-
ticas de la proteina y los aminoacidos que interactdan
con el grupo hemo, los tetrapirroles y los atomos de
hierro que los componen.

RESULTADOS

Secuencia de OmcZ en Geobacter spp

La secuencia proteica de la OmcZ pertenecientes a G.
sulfurreducens se recuperaron de UniProt donde de es-
tas secuencias se selecciondé en funcion de los pardme-
tros generales de calidad de la herramienta UniProt y la
secuencia recuperada fue la siguiente:

>t|Q74BG5|Q74BG5_GEOSL Cytochrome C OS=Geobacter sulfurreducens (strain ATCC 51573 / DSM 12127 / PCA)
0X=243231 GN=OmeZ PE=1 SV=1
MKKKVLIGASLAAVVLTGAAMVGAAVPPPPVNQFLGIYDTKFPNLTKADCLECHVSDTVLVQQHHALINTVTPP
ASCINTSGTVPPTLATGCHVMVPDGSGGFTFQDFRNCFNCHTQTPHHTSPAAVAKDCKY CHGNFIDNPLDGHYIP
TYSASSVTPMPSGRSVTATDGNVVIVQGCEACHQAAPNAIDPKTNTVRPIFSNQDTHHG TGITDCNLCHNTSSNV
PIRQCEVCHGVNSLHNIQKDSPNAANLGTVKPGLEDLGWGHIGNNWDCQGCHWSWFGNSSPY TNATVPAINGQ
SSYTVTAGKEAVLTIVGSSFVNVGPDGVTTYQPTVALVSGSTSLTLTPFSVTESEIKVSVPALVEGVYELRITKAN
KVSNLAKLTVAPARIASATLATGK TLTITGTGFGPAPSSEYDAGIGVYAGTTQANVISWSDTKVVATSPDFATNG
YVTVKTINGPLSGKILAAPKKVKR

Alineamiento por pares y miltiple de las secuencias de
Geobacter spp

El alineamiento de secuencias de la proteina OmcZ de
los 14 microorganismos reportados en la base de datos
pertenecientes al género; presentando una similitud en-
tre las secuencias, brindando los siguientes datos: pun-
tuacion mas alta de 964 y la mas baja de 321, valor E
entre 0 y 6 E-120, porcentaje de identidad entre 45% y
100% para la proteina en OmcZ de Geobacter spp. Este
andlisis revelé que hubo un nivel relativamente bajo de
mutaciones, principalmente puntuales en la especie de
G. sulfurreducens y en algunos microorganismos se pre-
sentaron inserciones y deleciones, que generaron un
ndmero de espacios varié entre 0% y 8% entre las 14
secuencias de especies analizadas.

En las 14 secuencias alineadas del género Geobacter se
detectaron posibles dominios conservados, con puntajes
de alineamiento mayores o iguales a 200, la secuencia
denominada “Cadena A, Citocromo C [Geobacter sulfu-
rreducens PCA]” es la que presenté mayor ndmero de
indoles desde 270 a mas de 450, posiblemente los do-
minios no estan presentes en la misma secuencia, pero
si en la posicion aunque no sean similares a la serie pue-
den tener composiciones similares de la naturaleza, pe-
ro no en la funcion final que se desarrolla en el ORF.

Las secuencias de: IPT/TIG domain-containing protein
[Geobacter sulfurreducens], IPT/TIG domain-containing
protein [Geobacter] y IPT/TIG domain-containing protein
[Geobacter pickeringii] presentan un nimero de espacios
desde 1 hasta alrededor de 30, estos dominios se encuen-
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tran en receptores de la superficie celular como Met y
Ron, asi como en factores de transcripcion intracelulares
donde participa en la unién al ADN, puede que por ello
presentan una diferenciacion antes las otras secuencias.

En el alineamiento brindado por ClustalW en MEGA 11
se realiz6 la busqueda de homologia y el alineamiento
de secuencias multiples de estas 14 secuencias de
OmcZ y se revelé un pequeio tramo de region conser-
vada entre cada uno de los alineamientos. También se
observaron unos pocos aminoacidos altamente conser-
vados en la mayoria de las secuencias el cual presenté
que el 25,44 % de los residuos son 100 % idénticos
entre las 14 secuencias analizadas. En la region alineada
se encontraron 129 posiciones conservadas al 100%
que comprende aminoacidos no polares como: alanina,
leucina, glicina, prolina y valina; aminoacidos polares:
asparagina y serina; aminodacidos acidos como el gluta-
mico y aspartico; aminoacidos basicos: arginina e histidi-
na y aminoacidos aromaticos como la tirosina.

Andlisis filogenético

Se construyé un arbol filogenético utilizando las 14 se-
cuencias de proteinas OmcZ en Geobacter spp. median-
te el software MEGA 11. Las secuencias de las proteinas
OmcZ empleadas para la construccion del arbol filoge-
nético se obtuvieron a partir de los resultados de
BLASTp, que procedian de especies de Geobacter spp.
Las ramas horizontales representaban linajes evolutivos
que cambiaban con el tiempo.

Los andlisis revelaron que las secuencias de aminodcidos
crearon un arbol filogenético coherente y se distribuyeron
en dos clados principales para las 14 especies evaluadas.
El clado dominante (A) estaba formado por secuencias de
aminoacidos en el que de la secuencia de Geobacter spp.
es la inicial y de alli se derivan la cepa de G. chapellei, C.
benzoatilyticus, G. sulfurreducens en conjunto con otras
subespecies y se unificaron G. soli con G. anodireducens,
lo que reveld la similitud a nivel de secuencia. En el clado
B se unificaron a partir de la secuencia de Geobacter spp.
AOGT1 de alli se derivaron G. pickeringii, G. hydrogenop-
hilus, G. grbiciae y se unificaron las subespecies de C.
metallireducens GS-15 y RCH13.

En el arbol filogenético nueve de las ramas presentaron
un alto soporte Bootstrap entre el 70% y el 100% consi-
derdndose mas robustas y confiables para el analisis.
Ademas, se observa que en el clado A la secuencia de
G. Sulfurreducens PCA y G. Sulfurreducens KN400 for-
maban parientes hermanos (100% de apoyo para maxi-
ma parsimonia). Luego, la secuencia de G. Sulfurredu-
cens cerrd a estos grupos hermanos con un 100%; indi-
cando que eran los parientes mas cercanos entre todas

100 G.sulfurreducensPCA
> G sulfurreducenskKN400
100 G.sulfurreducens
- G.anodireducens
100 G.soli

100 I
G.benzoatilyticus

Geobactersp
72 E G.chapellei

GeobacterspAOG1

G_pickeringii

G.hydrogenophilus

G.grbiciae
100 9

G.metallireducensGS-15

35 G.metallireducensRCH3

Figura 1. Arbol filogenético del alineamiento de las 14
secuencias de Geobacter spp. Fuente: MEGA11.

las 14 especies utilizadas para la reconstruccion filoge-
nética (Figura 1).

El andlisis evolutivo que se realiz6 en MEGA 11 para
analizar la distancia demostré el nimero de diferencias
de aminodacidos por sitio entre secuencias, este andlisis
incluyé 14 secuencias de aminoacidos, donde se elimi-
naron todas las posiciones ambiguas de cada par de
secuencias, encontrando finalmente que en el conjunto
de datos final habia un total de 507 posiciones.

Prueba de reloj molecular de Tajima

Para realizar esta prueba se realizé un alineamiento de las
14 secuencias iniciales de la proteina OmcZ en Geobac-
ter spp. junto con una secuencia denominada “MAG:
IPT/TIG domain-containing protein [Methanosarcinales
archaeon]” y a partir de estas secuencias se cre6 un arbol
filogenético, en este se crearon 3 clados donde las dos
iniciales pertenecian a las secuencias de Geobacter spp. y
el dltimo a Methanosarcinales archaeon, presentando una
distancia filogenética amplia (Figura 2).

Los analisis evolutivos que se realizaron en MEGA 11
para la prueba del reloj molecular la hipotesis nula de
igual ritmo evolutivo en todo el arbol se rechazé con un
nivel de significacién del 5% (P=7,579 E-185); este andlisis
incluy6 15 secuencias de aminoacidos, donde el conjunto
de datos final habia un total de 507 posiciones; en donde
el valor InL con reloj fue de -10000.360 con 14 parame-
tros, mientras que la prueba sin reloj presentaba un valor
de InL -9546.263 con 27 parametros, con estos resulta-
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Tabla 1. Caracteristicas estructurales de los citocromos identificados en RCSB - PDB con los cédigos 8D9M y 7LO5 (Koichiro
Tamura, Glen Stecher, 2021; Wang et al., 2022).

Estructura de los citocromos

Proteina 8D9M

Proteina 7LQ5

Cadena
Simetria
Estequiometria global
Peso total (kDa)

Nimero de dtomos
Nimero de residuos modelados

Ndmero de residuos depositados

Unica
Global helicoidal
Homo 7-mer-A7

54,37

2.281

258

473

Unica
Helicoidal - H
Homo 3-mer-A3
97,9
6.843
774

774

G.sulfurreducensPCA
G.sulfurreducenskKN400
G_sulfurreducens
G.anodireducens

G.soli

G.benzoatilyticus

Geabactersp

G_chapellei
GeobacterspAOG1
G.pickeringii

100

G.hydrogenophilus

G.metallireducensGS-15

G.metallireducensRCH3
37 G.grbiciae

100

100

Methanosarcinales archaeon

Figura 2. Arbol filogenético del alineamiento de las 14 secuen-
cias de Geobacter spp. mds la secuencia de Methanosarcinales
archaeon. Fuente: MEGA11.

dos se pudo inferir que la seccion del gen que contiene la
proteina de OmcZ en Geobacter spp. no se comporta
como reloj molecular, pero si de manera similar a uno.

Analisis de las secuencias de Geobacter sulfurreducens
El alineamiento de las 3 secuencias de la proteina OmcZ
en G. sulfurreducens conté con un total de 473 posicio-
nes con similitud de secuencia (puntuacién minima de
953 - 964, valor E de 0, porcentaje de identidad entre
99,58 % y 100 %). Se revel6 que las secuencias estaban
muy conservadas a lo largo de la evolucion, en donde el
91,3% de los residuos son 100% idénticos entre las 3
secuencias, adicionalmente hubo un nivel relativamente
bajo de mutaciones entre estos.

Caracterizacion del gen donde se encuentra el OmcZ
en G. sulfurreducens

En el NCBI se identific6 que el ADN de G. sulfurredu-
cens esta integrado por 3.726.411 pb, con un contenido
de G+C del 60,7% y no se encontraron plasmidos. El
cromosoma contiene 2 operones de ARNr, 49 genes de
ARNt y 3.327 secuencias codificadoras de proteinas
(CDS) (Inoue et al., 2018). La region que codifica la pro-
teina OmcZ en este microorganismo se encuentra en la
region entre 2.240.813 y 2.242.234 en el locus
“YM18_2051”, al traducir esta con el uso de la herra-
mienta  ORFider  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?Zmode=c#SG11) y el uso
del cédigo genético 11 de los pldsmidos de bacterias,
arqueas y plantas; esta proteina generada se identifica
en el NCBI como BBA70571.1 la cual consta de 473
aminodcidos (NCBI, 2018; NCBI, 2019).

Caracterizacion fisicoquimica y estructural de la pro-
teina OmcZ en G. sulfurreducens

Para la caracterizacién fisicoquimica se evaluaron todas
estas propiedades fisicoquimicas de la proteina OmcZ
de G. sulfurreducens utilizando el servidor Expasy Prot-
Param; identificando que esta proteina presenta un peso
molecular de 49.378,83 Da, contiene un total de ato-
mos de 6.884 y siendo la férmula quimica la siguiente:
C2172H3417N5990676520~

La proteina consta de 473 residuos de aminoacidos; el
punto isoeléctrico tedrico (pl) de esta proteina fue de
7,22, lo que sugiere que la proteina es neutra, esto debi-
do a la presencia de igual nimero de residuos de aminoa-
cidos cargados negativamente (dcido aspdrtico y glutami-
co) y de aminodcidos basicos (arginina, lisina) que fueron
29 para ambos. El indice de inestabilidad se calcul6 en
mas de 34,17, lo que clasific6 a la OmcZ como una pro-
teina estable. El indice alifatico fue de 79,96, lo que pue-
de considerarse un factor positivo para aumentar la termo

Andlisis In Silico de la molécula OmcZ de Geobacter sulfurreducens

43



Tabla 2. Composicion de aminoacidos de la proteina OmcZ de G. sulfurreducens. Fuente: RasMol.

Aminodcido Cantidad de Porcentaje (%) Aminodacido Cantidad de  Porcentaje (%)
dtomos dtomos
Ala (A) 240 4,1 Lys (K) 189 3,2
Arg (R) 132 2,2 Met (M) 48 0,8
Asn (N) 528 9,0 Phe (F) 297 51
Asp (D) 360 6,1 Pro (P) 462 7,9
Cys (O 288 4,9 Pyl (O) 0 0
Gln (Q) 297 5,1 Sec (U) 0 0
Glu (E) 108 1,8 Ser (S) 288 4,9
Gly (G) 252 4,3 Thr (T) 504 8,6
His (H) 510 8,7 Trp (W) 168 2,8
Ile (1) 288 4,9 Tyr (Y) 144 24
Leu (D 288 4,9 Val (V) 420 7,2

estabilidad de la proteina. Ademas, el valor Grand Avera-
ge of Hydropathy (GRAVY) result6 negativo (-0,028), lo
que indica que esta proteina es apolar.

Los aminoacidos mas abundantes en la proteina OmcZ
de G. sulfurreducens son: asparagina (9,0%), histidina
(8,7%), treonina (8,6%), prolina (7,9%), valina (7,2%) y
serina (4,9%); representando una proporcion significati-
va de la composicion total de la proteina. La histidina es
el segundo aminoacido que se encuentra en mayor pro-
porcién en la proteina 8,7%, ya que es importante en la
formacién de enlaces coordinados con iones metalicos.
Por otra parte, esta proteina no contiene los aminodci-
dos pirrolisina ni selenocisteina (Tabla 2).

La base de datos “Protein Data Bank (PDB)” caracterizo
la proteina identificada con el cédigo “8D9IM” denomina-
da “Cryo-EM de los nanocables OmcZ de G. sulfurredu-
cens”, e identifico las siguientes caracteristicas en la cade-
na A la cual cuenta con 16 puntos donde hay una coordi-

nacion metdlica y se encuentran entre las posiciones 54
a las 276 y estan directamente relacionadas con las histi-
dinas pertenecientes a la secuencia, esta estructura pre-
senta 7 enlaces covalentes entre las cisteinas y contiene
un péptido cis entre la treonina y la prolina.

Segun el programa RasMol la estructura de la proteina
fue generada mediante crioEM de nanocables OmcZ
de G. sulfurreducens y identific6 que estd compuesta
por 6 cadenas, 774 grupos funcionales con 21 hélices y
12 hebras; con un total de 6.843 atomos de los cuales
5.811 pertenecen a la proteina, 1.032 son dtomos desig-
nados al grupo hemo, con 54 atomos de azufre y 24
atomos de hierro (Figura 3).

La molécula cuenta con 24 grupos hemo los cuales es-
tan compuestos por tetrapirroles enlazados los unos con
los otros con un atomo de hierro coordinado a cada
hemo. El grupo hemo es un tetrapirrol, también conoci-
do como anillo porfirinico, que consiste en cuatro ani-

Figura 3. Visualizacion inicial de la proteina de la estructura crio-EM de nanocables OmcZ de G. sulfurreducens.
Fuente: RasMol.
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llos pirrdlicos unidos por enlaces covalentes. En el cen-
tro del grupo hemo se encuentra un atomo del tetrapi-
rrol actda como un cofactor esencial para la funcién de
la proteina, la presencia del atomo de hierro en el cen-
tro del grupo hemo permite que el citocromo C juegue
un papel clave en las reacciones de transferencia de
electrones en las células. El atomo de hierro puede alter-
nar entre diferentes estados de oxidacion (Fe,. y Fess) y
facilitar la transferencia de electrones entre proteinas y
complejos en la cadena respiratoria.

La histidina es un aminodcido que se encuentra en las
proteinas y tiene la capacidad de interactuar con tetrapi-
rroles y atomos de hierro en ciertas proteinas, como las
hemoproteinas. La histidina, especificamente la histidina
18, es un residuo de aminodcido que interactia con el
atomo de hierro en el centro del grupo hemo, a través
de uno de los atomos de nitrégeno de su grupo imida-
zol, forma un enlace coordinado con el atomo de hierro
y estabiliza la unién del dtomo de hierro en el grupo
hemo. La interaccion entre la histidina, el tetrapirrol y el
atomo de hierro es crucial en muchas proteinas que
contienen grupos hemo, como la hemoglobina y la mio-
globina, ya que estas proteinas estan involucradas en el
transporte y almacenamiento de oxigeno en los tejidos.

En esta proteina se ha identificado que el hemo C se
caracteriza por la presencia de dos enlaces tioéter cova-
lentes formados entre las cadenas laterales cisteina y los
grupos vinilo del hemo en las posiciones 2 y 4.

Las hélices de la proteina exhiben una caracteristica de
polaridad, lo que significa que estdn compuestas por
una cara que contiene la mayoria de los aminoacidos
polares con un 57,6% y la otra compuesta por un
42,38% de aminoacidos hidrofébicos. La polaridad de
las hélices puede estar relacionada con su funcién en la
proteina. Las regiones polares pueden estar involucradas
en interacciones con otras moléculas polares, como
proteinas o acidos nucleicos, mientras que las regiones
hidrofébicas pueden estar involucradas en interacciones
con lipidos o en el ntcleo hidrofébico de la proteina y la
interaccion con el grupo hemo.

DISCUSION

Analisis de la secuencia

Los resultados del anadlisis de las secuencias de OmcZ
en Geobacter spp. indican que esta proteina estd alta-
mente conservada entre las diferentes especies del gé-
nero. El alineamiento de las secuencias de OmcZ de
Geobacter spp. revelé que el 25,44% de los residuos
son 100% idénticos entre las 14 secuencias analizadas.
Ademas, el alineamiento de las 3 secuencias de OmcZ

de G. sulfurreducens revel6 que el 91,3% de los residuos
son 100% idénticos.

Estos resultados sugieren que OmcZ es una proteina
esencial para la funcion electrogénica de Geobacter spp.
la cual ha sido sometida a una fuerte presion selectiva
para conservar su estructura y funcion a lo largo de la
evoluciéon. Las mutaciones que se han producido en
OmcZ entre las diferentes especies de Geobacter spp.
son principalmente puntuales, y se han concentrado en
regiones no esenciales de la proteina OmcZ, sugiriendo
que estas mutaciones no han tenido un impacto signifi-
cativo en su funcién. El andlisis del gen que codifica
OmcZ en G. sulfurreducens revela que este se encuen-
tra en el locus “YM18_2051", este locus también contie-
ne genes que codifican otras proteinas involucradas en
la transferencia de electrones desde compuestos organi-
cos a electrodos, lo que sugiere que OmcZ esta involu-
crada en este proceso.

Andlisis filogenético

Los resultados del andlisis filogenético de las secuencias
de OmcZ en Geobacter spp. indican que estas proteinas
estan agrupadas en dos clados principales: el clado A,
formado por secuencias de G. soli, G. anodireducens, G.
benzoatilyticus, G. sulfurreducens y G. chapellei; y el cla-
do B, formado por secuencias de G. pickeringii, G.
hydrogenophilus, G. grbiciae, G. metallireducens GS-15,
Geobacter spp. AOG1 y G. metallireducens RCH13. El
hecho de que las secuencias de OmcZ de G. sulfurredu-
cens se encuentren en los dos clados principales sugiere
que esta especie es basal al género Geobacter. Esto es
consistente con los resultados de estudios filogenéticos
anteriores, que han encontrado que G. sulfurreducens es
la especie mas divergente del género (Mora Collazos &
Bravo Montano, 2017).

La prueba de reloj molecular de Tajima indicé que la
seccion del gen que contiene la proteina de OmcZ en
Geobacter spp. no se comporta como un reloj molecu-
lar, pero si de manera similar a uno. Estos resultados
sugieren que la evolucion de esta proteina ha estado
sujeta a una tasa mutacional relativamente constante a
lo largo del tiempo.

Los resultados del andlisis de la divergencia evolutiva
muestran que las bacterias del género Geobacter son un
grupo diverso, con una amplia gama de diferencias ge-
néticas. Las diferencias mas significativas se observan
entre las especies G. sulfurreducens y G. metallireducens,
que tienen un 37,71% de diferencias de aminoacidos.
Las especies G. soli y G. benzoatilyticus son las mas cer-
canas a G. sulfurreducens, con un 7,62% vy 37,71% de
diferencias entre los aminoacidos, respectivamente. Es-
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tas especies comparten algunas caracteristicas, como la
capacidad de reducir sulfatos y la presencia de una es-
tructura de pili en forma de hélice. Las especies Geobac-
ter spp., G. chapellei, Geobacter spp. AOG1, G. metalli-
reducens GS-15 y G. metallireducens RCH3 son mas
distantes de G. sulfurreducens, con diferencias de ami-
nodacidos que van del 40,62% al 52,49%.

Estas diferencias probablemente reflejan las adaptacio-
nes de estas especies a diferentes ambientes y condicio-
nes. El clado A esta formado por secuencias de especies
que habitan ambientes sedimentarios, mientras que el
clado B esta formado por secuencias de especies que
habitan ambientes acuaticos. Sugiriendo que las diferen-
cias en la distribucion ecolégica de las especies de Geo-
bacter pueden estar relacionadas con las diferencias en
la estructura de la proteina OmcZ. Por ejemplo, G. sulfu-
rreducens es una especie anaerébica que puede reducir
sulfatos, mientras que G. metallireducens es una especie
facultativa que puede reducir sulfatos o metales.

Caracterizacion fisicoquimica y estructural de la pro-
teina OmcZ en G. sulfurreducens

Se establece que esta proteina es una hemoproteina, es
decir, contiene 24 grupos formado por cuatro anillos
pirrélicos unidos por enlaces covalentes a los dtomos de
hierro, el cual se encuentra en el centro de la estructura,
siendo asi una proteina estable e hidrofébica. Estd com-
puesta por 473 residuos de aminodcidos, en donde la
histidina es el segundo aminodcido mas abundante en la
proteina, siendo algunas de ellas importantes en la for-
macion de enlaces coordinados con el ion hierro. Estruc-
turalmente se identifica que esta proteina contiene héli-
ces anfipaticas, la polaridad de las hélices esta relaciona-
da con su funcion en la proteina y la disposicion de los
grupos hemo que facilita el que estos pili se comporten
en procesos de transferencia de electrones de manera
casi metdlica. Los grupos prostéticos del hemo desem-
pefan un papel crucial al interactuar con el entorno pro-
teico, influyendo en su reactividad, los factores determi-
nantes incluyen el ndmero y tipo de ligandos axiales
donados por la proteina al hierro, la profundidad de in-
sercion del hemo en la proteina, la accesibilidad a ligan-
dos exégenos, la distribucion de grupos polares y carga-
dos alrededor del hemo, y otras propiedades del sitio de
unién al hemo y de la proteina. Por ejemplo, en el caso
del hemo ¢, el cual se caracteriza por enlaces tioéter
covalentes, establece enlaces con cadenas laterales de
cisteina en las posiciones 2 y 4 de los grupos vinilo.

Las proteinas que contienen hemo ¢, conocidas como
citocromos C, cumplen principalmente el papel de trans-
portadores de electrones. Su sitio de union al hemo sue-
le estar definido por un pentapéptido CXXCH, donde la
histidina actia como ligando axial, las cisteinas forman

enlaces tioéter con la porfirina y hay unién con los resi-
duos variables, desempenando un rol esencial en la fun-
cion bioloégica. Es asi como esta proteina se puede clasi-
ficar como un citocromo C de clase 4 donde hay una
alta proporcion de hemo en relacion con el polipéptido;
en estos citocromos, el ligamento axial puede ser Histidi-
na-Metionina o Metionina-Histidina, aportando versatili-
dad a su funcién bioldgica.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion han arrojado impor-
tantes revelaciones a nivel proteémico sobre la estructu-
ra y la evolucion de los nanocables proteinicos, conoci-
dos como E-pili, que desempenan un papel crucial en la
transferencia de electrones en este microorganismo.

El andlisis detallado de las secuencias de OmcZ en Geo-
bacter spp. ha demostrado la conservacién evolutiva de
esta proteina, asi como la existencia de posibles domi-
nios conservados que sugieren una diferenciacion fun-
cional. Asimismo, se han identificado aminodacidos alta-
mente conservados en la mayoria de las secuencias, lo
que indica su importancia en la funcion y estructura de
la proteina. El andlisis filogenético ha permitido identifi-
car las relaciones y la divergencia evolutiva entre las
secuencias de OmcZ en Geobacter spp., proporcionan-
do una visién mas clara de la evolucién de esta proteina
a lo largo del tiempo. Ademas, el estudio revel6 informa-
cion relevante sobre la ubicacién y caracteristicas del
gen que codifica la proteina OmcZ en el genoma de C.
sulfurreducens.

La caracterizacion fisicoquimica de la proteina OmcZ ha
destacado su composicion especifica, la presencia de
grupos hemo y la importancia de ciertos aminoacidos
como la histidina y la cisteina en su estructura y funcion.
En general, estos hallazgos proporcionan una mejor
comprension de la funcién y la importancia de la protei-
na OmcZ en el metabolismo de G. sulfurreducens al
igual que en el proceso de transferencia extracelular de
electrones en Geobacter spp.

Este estudio In Silico ha contribuido al conocimiento de
la estructura proteica de OmcZ que se encuentra en los
nanocables conductores de electricidad en Geobacter
spp. y abre nuevas perspectivas para futuras investiga-
ciones y aplicaciones en campos como la biotecnologia
y la bioenergia, en donde el entendimiento profundo de
estos mecanismos puede conducir a innovaciones tec-
nolégicas y soluciones sostenibles basadas en la activi-
dad metabdlica de microorganismos electrogénicos co-
mo G. sulfurreducens.
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