T 3-%

FACULTAD DE CIENCIAS

Actividad nitrato reductasa y monéxido de carbono deshidrogenasa en

Bradyrhizobium japonicum

Maria Josefa Lorite Ortega

TESIS DOCTORAL

1997



UNIVERSIDAD DE GRANADA

FACULTAD DE CIENCIAS

ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA Y MONOXIDO DE CARBONO

DESHIDROGENASA EN Bradyrhizobium Japonicum

Memoria que presenta la licenciada en Ciencias Biolé gicas

Diia. Maria Josefa Lorite Ortega, para aspirar al grado de Doctor.

e AT— A
ANADA

Fdo.: Maria Josefa Lorite Ortega

V°B° V°B°

El director El director
] g » /

Fdo.: Eulogio José Bedmar Gémez Fdo.: Juan Sanjuan Pinilla

Doctor en Ciencias Biologicas Doctor en Cienciasﬂ ]

Investigador cientifico del C.S.I.C. oTab radormeﬁ‘tiﬁ(ro del C S.I.C\

‘ U‘\\\ A



Esta tesis doctoral ha sido realizada en la
U.E.I. de Microbologia del Suelo y Sistemas
Simbiéticos de la Estacion Experimental del Zaidin

(C.S.1.C.) de Granada



A mis padres y
a mis hermanos



A Jose



AGRADECIMIENTOS

A loo doctores Eulogis §]. Bedman y Y. Samjuan Por u afoys, ou tesin y loo buemss comsejos

A minioterie de Educaciin y Ciencia for la concesisn de una beca que frormitis mé dedicacisn plena
a la Elaboraciin de cote trabajo.

A doctor Don fosé Olivanes fon las ideas aportadas.

A la doctora  Canmen Lluck for su trabajo como tutona y for Uevan adelante todo con of mejon

A WManiangelee Delgade por su ayuda en el tabajo, for cu compania g los dnimos necibidos cuando
mds oe necesctanon, K neots de companerce del departaments for ol buen ambicente cneade y fror ou amiotad
Leo, Socovie Mesa, Maria Jecus, Juléo, Yoce, Socovro Musioz, Picter, Mana José, Fernando. Sanae.

Chlian-ac, Vinam, Tnma, Pepe, Pablo, ete. ete y muy especialmente a Yooe 4. Fevena for aguantan todas

més disgquisicionco cientificas ¢ filosdfieas en cote tiompo. g fon todas las nagonce gue comscels. wa 4ila ou

A todos lo¢ companense gue ya no estan en el departaments, fero com loo que mantuve buenas
nelaciones, y en eopecial a Carmina for su buen lumon ¢ consejos.

A Javier Gonsales for s aguda con loo froblemillas informaiticos,

A loo compancnos de tertulia y almuerse anca, Juam, Pepe, Soco, Ranim, futis y Yose for loe
buenos natee pasados.

A mis padnes, kermanos y a ose for alentarme en todo moments a conlimuar com més estudios e

intentan que todo fuece mac facd. Y a loo gue dedico este trabajo



INDICE



INTRODUCCION
1. La familia Rhizobiaceae
2. La enzima monoxido de carbono (CO)

deshidrogenasa

2.1. CO deshidrogenasas de microorganismos aerobios:

bacterias carboxidotrofas
2.2. CO deshidrogenasas de microorganismos
anaerobios
2.2.1. Anaerobios fototrofos
2.2. 2. Anaerobios acetogénicos
2.2. 3. Anaerobios acetotroficos
2.2.4. Productores de metano
2.2.5. Reductores de sulfato
3. Utilizacion de compuestos hidroxiaromaticos por

B. japonicum

OBJETIVOS

MATERIAL Y METODOS
1. Técnicas microbiologicas
1.1. Cepas bacterianas y plasmidos
1.2. Medios de cultivo
1.2 .1. Medios de cultivo para B. japonicum
1.2.2. Medios de cultivo para E. coli
1.3. Conservacion de cepas bacterianas
1.4. Antibiéticos

1.5. Utilizacion de 4-hidroxibenzoato por B. japonicum

20
22
25
26
28

29

31

35

37
38
38
39
39



1.6. Induccién de actividad nitrato reductasa en
B. japonicum
1.7. Crecimiento autotréfico de B. japonicum con mono6xido
de carbono
1.8. Obtencién de membranas y citosol de
B. japonicum
2. Procedimientos analiticos
2.1. Determinacion de proteina
2.1. 1. Método de Markwell
2.1.2. Método de Bradford
2.2. Determinacién de actividad nitrato reductasa
2.2.1. Ensayos in vitro
2.2.2. Deteccion de actividad nitrato reductasa en
geles de poliacrilamida
2.3. Determinacién de actividad CO deshidrogenasa
2.3.1. Ensayos in vitro
2.3.1.1. Reduccion del azul de metileno
2.3.1.2. Reduccion de cloruro de 2-(4-iodofenil)-
3-(4-nitrofenil )-2H- tetrazolio
2.3.1.3. Deteccién de actividad CO deshidrogenasa
en gel depoliacrilamida

2.4. Deteccion de proteina en geles de poliacrilamida

3. Técnicas de Biologia Molecular
3.1. Preparacion de ADN plasmidico
3.2. Preparacion de ADN total
3.3. Determinacion de la concentracion de ADN

3.4. Digestion total de ADN con endonucleasas de restriccién

39

40

41

41

42

42

43

44

44

45

45

46
47
48



3.5. Separacion e identificacién de fragmentos de restriccion
mediante electroforesis en gel de agarosa
3.5.1. Electroforesis de ADN
3.5.2. Revelado de geles y fotografia
3.5.3. Estimacién del tamafo molecular de
fragmentos de restriccion
3.6. Purificacion de fragmentos de ADN a partir del gel de
agarosa
3.6.1. Geneclean II®
3.6.2. Quiaex ®
3.7. Manipulacion de los fragmentos de restriccion
3.7.1. Ligacion de fragmentos de restriccién
en vectores de clonacion
3.7.2. Relleno de extremos 5' de fragmentos de
restriccion
3.7.3. Eliminacion de extremos 3' de fragmentos
de restriccion
3.8. Preparacion y transformacion de células competentes
de E. coli
3.9. Transformacién de E. coli mediante electroporacion
3.10. Experimentos de hibridaciéon ADN-ADN
3.10.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon
3.10.2. Marcaje de sondas de ADN
3.10.3. Hibridacién ADN-ADN con sonda no radiactiva
3.10.4. Hibridacién en colonias
3.11. Preparacion de clones de secuenciacién
3.12. Purificacién de ADN para secuenciacién

3.12.1. Qiaprep Spin Plasmid

49
49

49

50
50

51

51

52

52
53

53
54
55
55
56
57
58



3.12.2. Wizard Minipreps®
3.13. Secuenciacion de ADN de doble cadena
3.13.1. Secuenciacién manual
3.13.1.1. Preparaciéon y marcaje del ADN
3.13.1.2. Resolucion de compresiones
3.13.1.3. Resolucion de los oligonucleétidos
generados tras las reacciones de
secuenciacion
3.13.1.4. Tratamiento del gel y exposicion
3.13.2. Secuenciacién automatica
3.14. Analisis informatico de secuencias de ADN y proteinas
3.15. Mutagénesis dirigida de B. japoriicum USDA 110:
Seleccion y caracterizacion de transconjugantes
deficientes en la utilizacién microaerébica de nitrato
4. Purificacion de la enzima CO deshidrogenasa
de B. japonicum
4.1. Crecimiento celular
4.2. Obtencién de extractos libres de células
4.3. Cromatografia de intercambio aniénico
4.4. Cromatografia de interaccion hidrofébica
4.5. Cromatografia de exclusién molecular
5. Caracterizacion de la enzima CO deshidrogenasa
de B. japonicum
5.1. Tamafio molecular relativo
5.2. Espectro de absorcién UV-visible
5.3. Composicién en subunidades

5.4. Hibridacién con anticuerpos policlonales

58

59
59
60

60
60
61
61

62

63
63
64

65

65
65
66
66

5.4.1. Trasferencia electroforética a membranas de polivilideno

4



5.4.2. Deteccién de complejos antigeno-anticuerpo
5.6. Contenido en metales
5.7. Determinacion de cofactores

5.7.1. Cuantificacion de flavinas

5.7.2. Cuantificacién de pterinas
5.8. Anadlisis parcial de las secuencias de los

extremos N-terminal

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion de la cepa mutante GRF3 de B. japonicum
1.1. Clonacién del ADN mutado en GRF3
1.2. Deteccion del ADN silvestre correspondiente al ADN
mutado en GRF3
1.3. Estrategia de subclonacion del fragmento Hind III
del plasmido pML12
1.4. El plasmido pML12 contiene el ADN silvestre mutado
en la cepa GRF3
1.5. Identificacion y caracterizacion de los genes cox de B. japonicum
1.5.1. Estudio de coxS
1.5.2. Estudio de coxM
1.5.3. Estudio de ORF4
1.5.4. Estudio de ORF5
1.5.5 Estudio de ORF6 y ORF7.
1.5.6. Estudio de ORF8
1.5.7. Estudio de ORF9

1.6. Reproducciéon de la mutacion ocurrida en GRF3.
2. Identificacion y caracterizacion de los genes pca de
B. japonicum

67
68

68

69

72

72

77

80

82
84
87
88
89
90
90
91

106



2.1. Estudio de pcaB
2.2. Estudio de pcaD
2.3. Estudio de pcaC

3. Purificacion de la enzima CO deshidrogenasa de B. japonicum
3.1. Cultivo autotréfico de B. japonicum con CO
3.2. Cultivo heterotréfico de B. japonicum con CO
3.2.1.Cromatografia de intercambio aniénico
3.2.2 Cromatografia de interaccion hidrofébica
3.2.3 Comatografia de exclusién molecular
3.3. Caracterizacion de la enzima monéxido de carbono
deshidrogenasa
3.3.1. Tamafio molecular relativo
3.3.2. Espectro de absorcion
3.3.2 Composicion en subunidades
3.3.3 Hibridaci6n con anticuerpos anti-CoxL
3.3.4. Contenido en metales
3.3.5. Determinacién de cofactores
A. Flavinas
B. Pterinas
3.3.6. Determinacion y deteccién de actividad CO
deshidrogenasa en B. japonicum
CONCLUSIONES
BIBLIOGRAFIA

Pg

106
107
108

116
116
118
118
121

121
121
125
125
127

127
127

127
130
133



INTRODUCCION



1. LA FAMILIA RHIZOBIACEAE

Bradyrhizobium japonicum, junto con otras especies de los géneros
Rhizobium, Azorhizobium , Sinorhizobium, Agrobacterium y Phyllobacterium,
constituyen la familia Rhizobiaceae de la subdivision a de las Proteobacterias
(Young et al. 1992; Elkan y Bunn, 1992). En todos los casos, se trata de
bacterias aerobias, Gram negativas, méviles por un flagelo polar o subpolar o
bien mediante flagelos peritricos en ntimero de dos a seis.

El género Agrobacterium, excepto A. radiobacter, incluye especies
fitopatogenas que producen tumores en los tallos y raices de diversas plantas.
Todos los demds miembros de la familia Rhizobiaceae se caracterizan por su
capacidad para establecer asociaciones mutualistas fijadoras de dinitrégeno
atmosférico (N2) con plantas leguminosas. Mientras que las especies de los
géneros Rhizobium , Bradyrhizobium y Sinorhizobium producen nédulos en las
raices de sus leguminosas hospedadoras, las de Azorhizobium forman nédulos
tanto en las raices como en los tallos de Sesbania rostrata, y las del género
Phyllobacterium originan nédulos en las hojas de las plantas de las familias
Myrsinaceae y Rubiaceae. La capacidad de estas bacterias para reducir N2 en
simbiosis es un proceso de enorme significacion agricola, ya que las plantas
implicadas, las leguminosas, tienen una gran repercusién en la nutricién
humana y animal.

1. MONOXIDO DE CARBONO DESHIDROGENASAS

Las enzimas monéxido de carbono (CO) deshidrogenasas son clave en el
metabolismo de diveros microorganimos, tanto aerobios como anaerobios, de
los dominios Bacteria y Archaea. La funcién de estas enzimas es:

1. Oxidar CO, como ocurre en las bacterias carboxidotrofas y en las
fototrofas anerobias de los géneros Rhodocyclus y Rhodopseudomonas.

2. Sintetizar acetil-CoA, como es el caso de los microorganismos
anaerobios acetogénicos.

3. Producir grupos metilo y carbonilo a partir de acetil-CoA, propio de las
arqueobacterias Methanotrix y Methanosarcina, asi como de algunas bacterias
reductoras de sulfato, y

4. Oxidar compuestos aromaticos e hidrocarburos saturados, tipico de
determinadas especies de microorganismos reductores de sulfato.
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Las CO deshidrogenasas aparecieron muy pronto en el proceso evolutivo,
incluso antes de la diversificacion de los microorganismos en los dominios
Bacteria y Archaea (Kandler, 1993). De hecho, se ha propuesto que el primer
mecanismo celular de conservacion de la energia podria haber sido la oxidacion
de H2S y FeS9, donde los 2 H* producidos podrian acoplarse a la reduccion de
CO2 por una CO deshidrogenasa, de manera que el gradiente de protones
generado se emplearia en la sintesis de ATP (Koch y Schmidt, 1991).

Las enzimas CO deshidrogenasas se dividen en dos grupos: las que
contienen molibdeno, hierro, azufre y FAD en su molécula, propias de
microorganismos aerobios, y aquellas que contienen hierro y niquel que son
caracteristicas de microorganismos anaerobios (Ferry, 1995). Estas ultimas
son una de las cuatro enzimas conocidas en la naturaleza que contienen Ni en
su molécula, tales como la hidrogenasa, la metil-coenzima M metilreductasa y
la ureasa.

2. CO DESHIDROGENASAS DE MICRCORGANISMOS AEROBIOS

2.1. Bacterias carboxidotrofas

La principal fuente biolégica de monéxido de carbono atmosférico la
constituye la produccién de metano (CH4) que resulta del catabolismo
anaerobio de los substratos organicos. Entre el 1% y el 1.5% del carbono que se
encuentra en la atmosfera como CO2 lo hace primero como metano, que se
convierte, via CO, en CO2 por radicales OH". Sin embargo, la mayoria de las
27 x 108 toneladas de CO que se originan en la Tierra cada afo, procede de las
actividades humanas (Khalil y Rasmussen, 1984), lo que perturba los niveles
naturales de CO. Las enzimas microbianas monéxido de carbono
deshidrogenasas son esenciales para mantener los niveles naturales de CO
bien mediante la oxidacién del mismo a CO2 o mediante su incorporacién en
forma de otros compuestos carbonados y productos metabdlicos finales (Conrad
y Seiler, 1980). De aqui, que la utilizacién microbiana del CO sea de gran
interés tanto por lo que supone su participacién en el ciclo global del carbono
en la biosfera como de modulacién de la concentracion del CO atmosférico en
respuesta a las actividades humanas.

Las bacterias carboxidotrofas son microorganismos quimiolitoautotrofos
aerobios que utilizan el monéxido de carbono como tnica fuente de carbono y
energia. Hasta la fecha, se han descrito 16 especies agrupadas en 8 géneros



(Meyer et al. 1986, Ferry, 1995): Pseudomonas carboxydovorans, P.
carboxydohydrogena, P. carboxydoflava, P. compransoris, P. gazotropha, P.
thermocarboxydovorans, Alcaligenes carboxydus, Arthrobater sp., Bacillus
schlegelii, Bacillus sp. cepa OMTZ2, Azotobacter sp., Azomonas sp.,
.Streptomyces thermoautotrophicus, Streptomyces G-26, Acinetobacter sp.,
Acinetobacter sp. 1-1 y Acinetobacter sp. 2.

La especie Pseudomonas carboxydovorans se ha sustituido por la nueva
especie Oligotropha carboxydovorans (Meyer et al. 1993a), por lo que se
utilizard esta altima denominacion a lo largo de este trabajo.

La capacidad de las bacterias carboxidotrofas para utilizar CO se debe a
una enzima mono6xido de carbono deshidrogenasa (EC 1.2.2.4) que cataliza la
reaccion:

CO + H20 + A(px)------> CO2 + AH2(red)

donde A es un aceptor de electrones (Meyer y Schlegel, 1977; 1979; 1980;
Cypionka et al. 1980; Kim y Hageman, 1981; 1983; Meyer, 1982; Bell et al.
1985; Futo y Meyer, 1986). No obstante la presencia de mondéxido de carbono
deshidrogenasa en las bacterias carboxidotrofas, que son aerobias estrictas, el
oxigeno no se requiere para la reacciéon catalizada por la enzima, sino que ésta
utiliza agua como oxidante (Meyer y Schlegel, 1977; 1979; 1980, Meyer, 1982).
Aunque O. carboxydovorans expresa actividad hidrogenasa (formacién de H9)
cuando crece a expensas de CO, la hidrogenasa no estd implicada en la
oxidacion del CO, y el hidrégeno no es intermediario ni sustrato de ninguna
CO deshidrogenasa purificada hasta la fecha (Meyer y Schlegel, 1978; 1980;
Meyer, 1982). Conviene indicar aqui que aunque la mayoria de las bacterias
carboxidotrofas son también capaces de crecer con CO2 e H2 como unica fuente
de carbono y energia, respectivamente, el H2 no es un intermediario fisiolégico
importante durante el crecimiento con CO (Ferry, 1995).

La funcién fisiolégica de la enzima CO deshidrogenasa es proporcionar
CO2 que, utilizado como sustrato por la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa, se
asimilard posteriormente via ciclo de las pentosas fosfato (Meyer y Schlegel,
1979; 1983).

El metabolismo de las bacterias carboxidotrofas es estrictamente
respiratorio (Zavarzin y Nozhevnikova, 1977; Nozhevnikova y Yurganov, 1978;
Meyer y Schlegel, 1978; 1979; 1980; Cypionka y Meyer, 1982). Estas bacterias
contienen un sistema transportador de electrones compuesto por citocromos
de tipo b, ¢ y a (Meyer y Schlegel, 1978; Kim y Hageman, 1981; Cypionka y



Meyer, 1983). En contraste con la mayoria de las bacterias aerobias, el
metabolismo de los microorganismos carboxidotrofos, con la excepcion de P.
compransoris y A. carboxydus, no se afecta por concentraciones de hasta el
90% de CO (Cypionka y Meyer, 1983). En las bacterias carboxidotrofas,
ademads de un citocromo a] que actia como oxidasa terminal sensible al CO,
existe otra oxidasa terminal, citocromo bsg3, que es insensible al CO. En O.
carboxydovorans, los electrones procedentes de sustratos litotrofos, tales como
el CO o CO2 + Hg, se transfieren via rama insensible al CO (Cypionka y
Meyer, 1983; Cypionka et al. 1985):

CO (CO2 + H2) ----> cit b561/UQ10 ----> cit b5e3 ----> 02,

mientras que los procedentes de la oxidacion de los nucleétidos reducidos
(NADH) procedentes del metabolismo intracelular tienen preferencia por la
rama sensible al CO:

NADH ----> UQ10 ----> cit bs58 ----> cit ¢ ----> cit a1 ----> 02.

Otros autores (Kim y Hegeman, 1981, 1983), por el contrario, han
observado en P. carboxydohydrogena que la ramificacion de la cadena
respiratoria insensible al CO no ocurre a nivel de UQ1(, sino a nivel del
citocromo c. Aunque se considera que el aceptor fisiolégico de electrones de la
CO deshidrogenasa es el citocromo bsg3g (Jacobitz y Meyer, 1989), la UQ10
también se reduce por la CO deshidrogenasa de P. carboxydohydrogena (Kim y
Hegeman, 1981).

La cadena electrénica insensible al CO estd presente tanto en células
crecidas en presencia de CO como cuando se emplean sustratos orgdnicos, por
lo que puede considerarse que es de tipo constitutivo, e indica la capacidad de
estas bacterias para crecer tanto en condiciones de quimiolitotrofia como de
quimioheterotrofia. En O. carboxydovorans, el potencial medio de
oxidoreduccién (E ') del citocromo bsgg es de -100 mV (Cypionka et al. 1984) y
su Km por el 092, calculada en extractos celulares, es de 0.7 mM (Cypionka et
al. 1985). Ambos factores, bajo Eq' y elevada afinidad por el 02, hacen que el
citocromo bsg3 se encuentre en estado oxidado permanente. Dado que el CO se
une s6lo a citocromos en estado reducido, se considera que la insensibilidad de
las bacterias carboxidotrofas al CO no se debe a la presencia en si de la enzima
CO deshidrogenasa, sino a la incapacidad del citocromo bsg3 para unirse al
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CO. El citocromo bsg3 es una proteina integral de membrana de peso

molecular 55 kDa que forma un complejo de relacion molar 2:1 con la CO

deshidrogenasa (Jacobitz, 1989; Meyer et al. 1990, 1993b).
El tiempo de generacion (tg) de O. carboxydovorans en presencia de CO es

de 20 horas, tiempo muy elevado si se compara con el tg de estas bacterias
cuando crecen en presencia de sustratos organicos (tg en piruvato, malato,
acetato o succinato es de 8 horas) (Meyer y Schlegel, 1978). Esto se explica
teniendo en cuenta que en presencia de CO, la rama sensible al CO se bloquea,
de manera que todos los electrones se canalizan por la rama insensible al CO,
en donde se pierde un sitio de producion de ATP (Meyer y Schlegel, 1978). El
CO, sin embargo, no afecta el crecimiento de O. carboxydovorans en presencia
de sustratos organicos (Meyer y Schlegel, 1978).

Aunque el potencial medio de oxidoreduccion (Eq') del par CO/CO2 es de
-540 mV (Meyer y Schlegel, 1983), s6lo los aceptores artificiales de electrones
con valores de Eg' iguales a cero o ligeramente positivos (ver Tabla I) se
reducen por la CO deshidrogenasa de O. carboxydovorans (Meyer y Sclegel,
1979, 1980; Meyer, 1980) y de otras bacterias carboxidotrofas (Cypionka et al.
1980). Los aceptores fisiologicos de electrones de potencial redox negativo tales
como el NAD, NADP, FAD o FMN no se reducen por las CO deshidrogenasas.

Sélo los aceptores de electrones de Eq' entre - 34 y + 217 mV se pueden
reducir por las CO deshidrogenasas de las bacterias carboxidotrofas (Tabla 1),
mientras que tales enzimas no pueden reducir los derivados del violégeno u
otros aceptores de Eo' mds negativo. Como una excepciéon a esta regla, la
enzima parcialmente purificada de Streptomyces G26 expresé actividad
considerable con metil y benzil-violégeno (Bell et al. 1985).

Aunque se ha demostrado la presencia de ubiquinonas 8 y 10 y
menaquinonas en O. carboxidovorans (Meyer y Schlegel, 1983; Kriiger y
Meyer, 1984), su reduccién no se lleva a cabo por CO deshidrogenasa
purificada ni por estractos crudos de dicha bacteria (Meyer y Schlegel, 1979;
1980;1986). Tampoco se ha observado la reduccién de ubiquinona 10 en
extractos de Acinetobacter sp.1 (Kim y Cho, 1986). En las bacterias
carboxidotrofas parece, por tanto, que el citocromo bsg3 es el aceptor
fisiol6gico de la CO deshidrogenasa.

Tabla 1. Aceptores de electrones que puede reducir la enzima monéxido de
carbono deshidrogenasa de O. carboxidovorans (Meyer y Schlegel (1979).
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0000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000

Aceptor Eo' % de actividad
(mV) (respecto al azul de
metileno)
CcO - 540 0
Metil violégeno - 440 0
Benzil viol6geno - 359 0
Rojo neutro - 320 0
NADP* NAD+* - 320 0
FAD+, FMN+ - 219 0
Riboflavina - 298 0
Sulfonato Indigo -111 0
Vitamina K1 - 50 3
Vitamina K9 -44 7
Piocianina -34 83
Azul de metileno +11 100%*
Tionina + 70 30
Fenazina metosulfato  + 80 70
Azul de toluidina + 110 88
Diclorofenolindofenol + 217 20
Citocromo ¢ + 245 0
Ferricianuro + 429 0
Oxigeno + 816 0

*La actividad monéxido de carbono deshidrogenasa con azul de metileno
como aceptor de electrones fue de 124 nmol CO oxidado/(mg proteina) x min.
otros autores (Kim y Hegeman, 1981a; 1981b; 1983; Hegeman, 1984) han
observado reduccién de la ubiquinona 10 tanto por extractos crudos como por
enzima purificada de P. carboxydohydrogena, por lo proponen que la misma
podria actuar como aceptor fisiol6gico de electrones de la CO deshidrogenasa.

Como se ha indicado anteriormente, si bien el potencial medio de
oxidoreducciéon (Eg') del par CO/CO2 es de -540 mV y, por tanto,
suficientemente negativo para permitir la reduccion directa del NAD
(Eo'NAD/NADH = - 320 mV), tanto los extractos crudos como las CO
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deshidrogenasas purificadas son incapaces de reducir NAD o NADP (Meyer y
Schlegel, 1979; 1980; Cypionka et al.; 1980; Kim y Hegeman, 1981b; Bell et al.
1985; Meyer y Fiebig, 1985; Kim y Cho, 1986). Del rango de aceptores de
electrones que emplea la CO deshidrogenasa de O. carboxydovorans, se pudo
deducir que los electrones entran en el sistema transportador de electrones a
un Eg' alrededor de 0 mV o ligeramente positivo (Meyer y Schlegel, 1979), lo
que excluye la posibilidad de una reduccion directa del NAD(P). Por otra parte,
las bacterias carboxidotrofas requieren piridin nucleétidos reducidos para la
asimilacion del CO2, por lo que tienen la necesidad de sobrepasar una barrera
de aproximadamente 300 mV para conseguir la reduccién de tales piridin
nucleétidos. Los estudios realizados por Jacobitz y Meyer (1986) demostraron
que la formacion de NAD(P)H requiere una fuerza motora de protones. Esta
fuerza se genera mediante el potencial electroquimico de membrana que se
origina durante la oxidacién del CO acoplado al transporte de electrones a
través de la cadena respiratoria. Los electrones se utilizan, en parte, para la
sintesis de ATP y, en parte, mediante su transporte inverso, para llevar a cabo
la reducciéon de NAD(P). En el citado transporte inverso parecen estar
implicados la ubiquinona 10 y la region de citocromos b, asi como la enzima
NADH deshidrogenasa que debe funcionar en sentido inverso, catalizando la
reduccién del NAD.

La enzima CO deshidrogenasa se ha aislado y purificado de diversas
bacterias carboxidotrofas (Tabla II). Aunque en un principio se indic6 que era
una enzima soluble (Meyer y Schlegel, 1979; 1980; Cypionka et al. 1980; Kim y
Hegeman, 1981a; 1983), esta localizacion citoplasmaética no concordaba con la
funcién de la enzima de proporcionar electrones a la cadena respiratoria
insensible al CO para la generaciéon de ATP mediante fosforilacién oxidativa.
Posteriores estudios, basados en técnicas immunocitoquimicas, permitieron
demostrar, en células de O. carboxydovorans crecidas en presencia de CO, que
la localizacién de la enzima depende de la fase de crecimiento, pudiendo
encontrarse en forma soluble o asociada a las membranas citoplasméticas.
Durante la fase de crecimiento exponencial, la mayor parte (87%) de la enzima
se encuentra asociada a las membranas, mientras que en fase estacionaria se
localiza al 50% entre la fracciones soluble y de membrana (Meyer y Rohde,
1984; Rohde et al. 1984; 1985). La base de este proceso de asociacién-
disociacién de la enzima de las membranas citoplasmaticas no se conoce con
exactitud. La CO deshidrogenasa de O. carboxydovorans puede liberarse
mediante tratamiento con detergentes de tipo zuiterionicos, como el CHAPS, o
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detergentes no i6nicos, como la b-dodecil-maltosida (Jacobitz, 1989). Mediante
el empleo de estos detergentes se ha conseguido la liberacion del complejo
enzimatico de las membranas citoplasmaticas y su posterior incorporacién y
recuperacion de actividad a las mismas (Jacobitz y Meyer, 1989).

El tamano molecular relativo (My) de la enzima puede variar
dependiendo de los métodos empleados para su determinacién. En O.
carboxydovorans puede oscilar entre 230 kDa (centrifugaciéon en gradiente de
densidad) y 300 kDa (filtracion a través de Sephadex G-150) (Meyer et al.
1986). Las CO deshidrogenasas de diferentes microorganismos carboxidotrofos
estan compuestas de tres subunidades de 70-88 kDa (subunidad L), 25-34 kDa
(subunidad M) y 14-21 kDa (subunidad S), dispuestas en configuracién
LoM2S9 (Tabla II) (Meyer et al. 1986). Sobre la base de un My de 400.000, una
configuraciéon de tipo L3M3S3 se ha sugerido para la enzima de P.
carboxydohydrogena (Kim y Hegeman, 1981b), aunque Meyer et al (1993b) han
indicado que la configuracién es de tipo LogM2S2 con un Mr de 274 kDa.

Tabla II. Propiedades representativas de algunas enzimas monéxido de
carbono deshidrogenasa purificadas.

Especie My (kDa) Composicién Km
subunidades (mm

CO)

O. carboxidovorans 274 (86:34:17)2 53

P. carboxydohidrogena 254 (85:28:14)2 63

P. carboxydoflava 240 (70:33:17)2 -

P. thermocarboxydovorans 230-310 (87:29:21)2 0.5

B. schlegelii 230 - -

S. thermoautotrophicus 268 (87:30:17)2 0.35

La enzima de O. carboxydovorans, la mejor caracterizada entre las de las
bacterias carboxidotrofas, es, como ya se ha indicado, una proteina integral de
membrana (Rohde et al. 1984), compuesta por tres subunidades L (86 kDa), M
(34 kDa) y S (17 kDa) dispuestas en configuracion LogM2S2 (Meyer y Rohde,
1984). La enzima contiene cofactor de molibdeno (MoCo) cuya parte orgénica
esta formada por bactopterina unida a un residuo aromatico fosforilado (Meyer
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y Schlegel, 1983; Meyer y Rajagopalan, 1984; Kriiger y Meyer, 1986, Meyer et
al. 1986; 1990; 1993b), complejo que se ha identificado como un dinucleétido de
citosina y molibdopterina, (MCD, Johnson et al. 1990). La funcién del MoCo no
s6lo es quelar el molibdeno e integrarlo en la enzima, sino que, a semejanza de
otras molibdoenzimas, representa el sitio de unién al sustrato (Meyer, 1986,
Ferry, 1995). La presencia de MCD se ha establecido no sélo en O.
carboxydovorans, sino también en las especies carboxidotrofas del género
Pseudomonas (Bell et al. 1985; Meyer et al. 1986), asi como en B. schlegelii
(Kriiger y Meyer, 1984) y S. termoautotrophicus (Meyer et al. 1993b).

Las enzimas CO deshidrogenasas purificadas (Tabla II) contienen (por
molécula de enzima): 2 Mo, 2 MCD, 2 FAD unidos a la enzima de forma no
covalente, 8 Fe y 8 S, estos ultimos agrupados en centros [2Fe-2S] de tipo I y IT
(Meyer, 1982; 1985; Bray et al. 1983; Meyer y Fiebig, 1985; Meyer et al. 1986;
1993b; Schiibel et al. 1995). La localizacién de los centros redox activos entre
las subunidades y la funcién especifica de cada centro no se conoce por el
momento.

Las enzimas CO deshidrogenasas purificadas de diferentes bacterias
carboxidotrofas (Tabla IT) son muy homdélogas entre ellas. En todos los casos
estudiados se trata de 6xido reductasas que presentan actividad, tamafio
molecular, composicién en subunidades, contenido en metales, afinidad por el
CO, aceptores de electrones, etc. muy similares, si no idénticos, (Meyer y
Fiebig, 1985; Meyer et al. 1986, 1993b). El empleo de anticuerpos especificos
obtenidos contra la CO deshidrogenasa de P. carboxydohydrogena (Kim et al.
1982) y de O. carboxydovorans (Meyer y Rohde, 1984; Rohde et al. 1984)
demostré, mediante ensayos de reaccién cruzada, una similitud en
aminodcidos cercana al 70% entre las diversas CO deshidrogenasas empleadas
(Kim et al. 1982; 1986; Hegeman, 1984; Park y Hegeman, 1984, Meyer y
Rohde, 1984; Rohde et al. 1984; Kim y Lee, 1986). Excepciones a esta regla
pueden considerarse la CO deshidrogenasa de P. compransoris (Meyer y
Rohde, 1984) y Acinetobacter sp. (Cho et al. 1985), que no mostraron reaccién
cruzada con los anticuerpos utilizados.

La actividad CO deshidrogenasa de algunas preparaciones purificadas de
esta enzima se activan especificamente cuando las células se incuban en
presencia de selenio. En tales condiciones, la enzima purificada contiene
covalentemente unidas 2 moléculas de selenio por molécula de enzima. El
selenio se une a los dtomos de azufre de los restos de cisteina formado
trisulfuro de selenio (Cisteina-S-Se-S-Cisteina). Sin embargo, hasta la fecha no
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se ha demostrado que el selenio forme parte de la enzima en condiciones
fisiologicas, ni que sea imprescindible para el crecimiento de las bacterias
carboxidotrofas en presencia de CO (Meyer y Rajagopalan, 1984b).

Cuando O. carboxydovorans crece en condiciones autotroéficas con CO
como unica fuente de carbono y energia, se ha demostrado, tanto en células
intactas como en extractos libres de células, que la enzima CO deshidrogenasa,
ademads de la capacidad de oxidar CO, también tiene actividad hidrogenasa,
esto es, la capacidad de oxidar hidrégeno, catalizando la reaccién:

H2 + A(ox) ----> AH2(red).

Esta actividad, calculada en distintas preparaciones, representa el 10-
16% de la actividad CO deshidrogenasa de la enzima. La actividad
hidrogenasa de la enzima CO deshidrogenasa no permite, sin embargo, el
crecimiento de O. carboxydovorans en presencia de CO (Santiago y Meyer,
1991; Meyer et al. 1993b). Que la enzima CO deshidrogenasa es capaz de
oxidar H9 explica, por otra parte, por qué A. carboxydus, que no crece con H9,
tiene, sin embargo, actividad hidrogenasa (Meyer y Schlegel, 1983).

Se ha demostrado también, en células intactas y en extractos libres de
células, que la CO deshidrogenasa de O. carboxydovorans expresa actividad
formadora de hidrégeno, catalizando la reaccién:

DH2(red) ----> H2 + D(ox)

La capacidad de producir hidrégeno representa el 0.4% de la actividad CO
deshidrogenasa de la enzima, siendo el metil violégeno el donador de
electrones mds efectivo (Santiago y Meyer, 1991; Meyer et al. 1993b).
Recientemente, se ha demostrado en preparaciones purificadas de CO
deshidrogenasa de O. carboxydovorans que la formaciéon de hidrégeno por estas
bacterias ocurre sélo en la fase postexponencial del periodo de crecimiento y
que el H2 producido es el resultado de la oxidacion de CO catalizada por la
enzima CO deshidrogenasa, de acuerdo a la siguiente reaccién (Santiago y
Meyer, 1996):

CO + H20 ----> CO2 + H2
Estos mismos autores (Santiago y Meyer, 1996) comprobaron en
preparaciones purificadas de CO deshidrogenasa que la enzima, ademads de su
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funcion catabédlica de oxidar CO a CO2, es capaz de llevar a cabo tanto la
formacién como la oxidacion de hidréogeno.

Las células de O. carboydovorans cuando crecen con CO2 e H2 contienen
un sistema hidrogenasa independiente, capaz de catalizar la reduccién de
protones a hidrégeno:

Hg --->2H* + 2 e"

Esta enzima hidrogenasa es una proteina integral de membrana que se
ha aislado y purificado (Santiago y Meyer, 1992). Se trata de un heterodimero
formado por dos subunidades de 67 y 30 kDa y que contiene Fe, S y Ni. Los
extremos N-terminal de las dos subunidades de la hidrogenasa se han
secuenciado, comprobandose que su composicién en aminodcidos es similar a
los de las hidrogenasas de B. japonicum, R. leguminosarum, Azotobacter
vinelandii, Rhodocyclus gelatinosus y Alcaligenes eutrophus (Meyer et al.
1993b). Los electrones formados durante la reacciéon de esta hidrogenasa
pueden entrar en la cadena respiratoria proporcionando ATP (Jacobitz et al.
1989; Jacobitz y Meyer, 1989; Meyer et al. 1990). Dicha hidrogenasa no estd
presente en células de O. carboxydovorans cuando se cultiva en condiciones de
crecimiento autolitotréfico con CO (Santiago y Meyer, 1996), por lo que el
hidrégeno producido por la actividad formadora de hidrogéno de la CO
deshidrogenasa parece cumplir la funcién de detoxificar el exceso de protones
producidos, previniéndose asi un posible dafio celular (Santiago y Meyer,
1996).

La enzima CO deshidrogenasa purificada de P. carboxydoflava y de S.
thermoatotrophicus expresan actividad nitrato reductasa (Meyer et al. 1993b):

NO3- + DH2(red)----> NO2" + D(ox) + H20

Empleando metil-viol6geno y bencil-violégeno como donadores de
electrones se ha calculado que la actividad nitrato reductasa representa el
2.5%-5%% de la actividad CO deshidrogenasa (Meyer et al. 1993b). Otras
enzimas que contienen molibdeno en su centro activo, tales como la xantina
deshidrogenasa de mamiferos o la xantina deshidrogenasa de higado de pollo,
también expresan, aunque valores muy bajos, actividad nitrato reductasa
(Ketchum et al. 1970). Que el centro de molibdeno de la CO deshidrogenasa
estd funcionalmente implicado en la reduccién de nitrato se ha deducido por la
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susceptibilidad de la reaccién a la inhibiciéon por cianuro y metanol,
compuestos que inhiben la actividad CO deshidrogenasa con CO como donador
de electrones (Meyer et al. 1993b).

Aunque se ha indicado que el metabolismo de las bacterias
carboxidotrofas es extrictamente aerobio (Meyer y Schlegel, 1983; Meyer et al.
1986; Meyer, 1989), algunas de ellas tienen la capacidad de crecer usando
6xidos de nitrégeno como aceptores de electrones. Esta habilidad estda muy
restringida, habiéndose demostrado sélo en P. carboxyhydrogena cuano se
cultiva anaerébicamente con H2 y CO2 como fuente de electrones y de carbono,
respectivamente, y nitrato como aceptor de electrones (Frunzke y Meyer,
1990). Hasta la fecha, no se ha demostrado la existencia de respiraciéon del
nitrato ni de desnitrificaciéon en presencia de CO en condiciones de
quimiolitoautotrofia. Empleando CO o H2 como donadores de electrones,
algunas bacterias carboxidotrofas, tales como Arthrobacter, Acinetobacter, P.
gazotropha, P. carboxyhydrogena y P. carboxydovorans OM3, son capaces de
reducir nitrato a nitrito, aunque este proceso no es capaz de permitir el
crecimiento de las bacterias en tales condiciones, acumuldndose el nitrito en el
medio (Frunzke y Meyer, 1990; Meyer et al. 1990). En suspensiones de P.
carboxydoflava crecidas heterotréficamente con nitrato se ha demostrado la
formacion de nitrito y N92. La adicion de 50 % (v/v) de CO a este tipo de
cultivos, incremento6 el tiempo de generacion de 11 a 28 horas, aunque no tuvo
efecto sobre el rendimiento celular (Meyer et al. 1990). E1 CO tampoco afect6
las actividades nitrato y nitrito reductasa de otras bacterias carboxidotrofas,
aunque si actué como inhibidor de la 6xido nitroso reductasa.
Consecuentemente, en condiciones de desnitrificacién heterotréfica, la
presencia de CO ocasioné la acumulaciéon de N2O en cultivos de P.
carboxydoflava, P. stutzeri y Paracoccus denitrificans (Meyer et al. 1990).

Los genes que codifican las proteinas estructurales de la enzima CO
deshidrogenasa pueden encontrarse tanto en plasmidos como en el cromosoma.
En las especies y cepas descritas como bacterias carboxidotrofas es frecuente la
presencia de pldasmidos (Gerstenberg et al. 1982; Park et al. 1984; Kwon y
Kim, 1985; Kraut y Meyer, 1988) y, en todos los casos analizados, siempre que
estas bacterias contienen plasmidos, los genes responsables de la sintesis de
CO deshidrogenasa se han localizado en ellos. Por tanto, se considera
generalizado que en las bacterias carboxidotrofas que contienen plasmidos,
tales genes son de localizacion extracromosémica (Kraut et al. 1989; Black et
al.; 1990; Meyer et al. 1990; Hugendiek y Meyer, 1992).
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El empleo de sondas heterologas de ADN que codifican la sintesis de otras
enzimas clave para el crecimiento quimiolitotréfico, tales como la ribulosa
bifosfato carboxilasa, fosforibulosa quinasa e hidrogenasa de membrana ha
permitido demostrar la existencia de tales genes en las bacterias
carboxidotrofas analizadas (Meyer et al. 1986). En O. carboxydovorans OM5 se
ha demostrado que tanto los genes que codifican la enzima CO
deshidrogenasa, como los genes responsables de la sintesis de ribulosa
bifosfato carboxilasa, fosforibulosa quinasa e hidrogenasa de membrana se
localizan en el plasmido pHGC3 (Kraut y Meyer, 1988; Hugendiek y Meyer,
1992).

Como se ha indicado anteriormente la CO deshidrogenasa de O.
carboxidovorans se ha purificado y se ha determinado la secuencia de
aminodcidos de los extremos N-terminal de las subunidades M, L y S (Kraut et
al. 1989; Hugendiek y Meyer, 1992; Meyer et al. 1993b). Utilizando como
sondas oligonucleétidos degenerados construidos a partir de la secuencia de
aminoacidos MAKAHI de la subunidad S, y de la secuencia FDYHRI de la
subunidad M, se ha podido determinar la secuencia de ADN cromosémico que
codifica las subunidades L, M y S de la enzima CO deshidrogenasa de P.
thermocarboxydovorans. Dicha secuencia se encontré en un fragmento de 4.7
kb y los genes correspondientes se designaron cutA, cutB y cutC, estando,
probablemente, agrupados en un operén y en el orden transcripcional (Pearson
et al. 1994).:

cutB ----> cutC ----> cutA ----> orf4

Siguiendo la misma metodologia se ha llevado a cabo la caracterizacién
molecular de los genes estructurales de la CO deshidrogenasa de O.
carboxydvorans. A tales genes se les denominé genes cox y su correspondiente
secuencia de nucleétidos, localizada en el plasmido pHGC3, incluia cuatro
ORFs dispuestos en un operén y organizados en el orden transcripcional
(Schiibel et al. 1995):

coxM ----> coxS ----> coxL ----> orf4

Del andlisis de la secuencia de nucleétidos se pudo concluir que tanto
CoxL como CutA contienen la secuencia descrita como sitio de unién para el
dinucleétido de molibdopterina y citosina del cofactor de molibdeno (MoCo).
Cox L contiene ademads el sitio de unién para el FAD, secuencia que en el caso
de P. thermocarboxydovorans se encontré en CutB. En CoxS y CutC se
localizaron las secuencias consenso de union de los centros [2Fe-2S] de los tipo
I y I1. CoxM carece, por el momento de secuencia tipicas conocidas (Pearson et
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al. 1994; Schiibel et al. 1995). La funcion de Orf4, en ambos microorganismos
carboxidotrofos, no se conoce con exactitud, aunque podria actuar como un
represor de la actividad CO deshidrogenasa. De hecho, la deleciéon de orf4
incrementa la actividad de la enzima (O. Meyer, comunicacion personal).

Las secuencias aminoacidicas de las subunidades CoxL, CoxM y CoxS de
la CO deshidrogenasa de O. carboxydovorans muestran porcentajes de
homologia muy elevados con las de otras hidroxilasas que contien molibdeno
en su molécula. Asi, CoxL, CoxM y CoxS son un 61% (26%), 68% (21%) y 76%
(35%) similares (idénticas), respectivamente, a las secuencias de aminodcidos
que componen la xantina deshidrogenasa de Drosophila melanogaster, D.
pseudoobscura 'y Calliphora vicina. Igualmente, Cox L, M y S, y sus
equivalentes en la nicotina deshidrogenasa de Arthrobacter nicotinovorans,
presentan similitudes de un 71% (33% identidad), 74% (32% identidad) y 74%
(41% de identidad), respectivamente. La aldehido 6xido reductasa de
Desulfovibrio gigas carece de subunidad M, pero las secuencias de sus
subunidades L y S son 74% similar (41% idénticas) y 64% similar (28%
idénticas) a las subunidades CoxS y CoxL de O. carboxidovorans (Schiibel et
al. 1995). Dado, por una parte, que las subunidades L, M y S estdn presentes
en todas las molibdeno-hidroxilasas examinadas (excepto la subunidad M que
no estd presente en la aldehido oxidoreductasa) y, por otra, la homologia en la
composicion de aminodcidos de tales enzimas, se ha propuesto una estructura
comun para estas proteinas (Schiibel et al. 1995). Estos autores, ademas,
basdndose en que coxM se inserta entre la secuencias de ADN responsables de
la sintesis de las subunidades S y L de la xantina deshidrogenasa, mientras
que coxM precede a coxS y a coxL en la CO deshidrogenasa y en la nicotina
deshidrogenasa, sugieren que los genes o las secuencias nucleotidicas de las
molibdeno-hidroxilasas se disponen en el orden transcripcional:

(6" YM) =---> S -=--> (M) ---->L (3")

3. CO DESHIDROGENASAS DE MICROORGANISMOS ANAEROBIOS

3.1. ANAEROBIOS FOTOTROFOS

Rhodocyclus gelatinosus y Rhodospirillum rubrum son bacterias
fototrofas que crecen anaerdbicamete en la oscuridad con CO como unica
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fuente de carbono y energia (Uffen 1976; 1981). Estos microorganismos
metabolizan CO de acuerdo con la reaccion:

CO + H20 ----> C0O2 + H2

El CO2 se asimila via ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa (Uffen, 1983). La
enzima CO deshidrogenasa que cataliza esta reaccion estda asociada a la
membrana citoplasmatica (Wakim y Uffen, 1983; Ensign y Ludden, 1991). Se
trata de un monémero de My 61.800 que contiene Ni, Fe, S y Zn (Bonam y
Ludden, 1987; Bonam et al. 1984). La enzima se purifica asociada a una
sulfoferro proteina de 22 kDa cuya funcién parece ser la de transferir
electrones, probablemente a través de otros intermediarios desconocidos hasta
la fecha, a una hidrogenasa de membrana (Ensign y Ludden, 1991). R.
gelatinosus produce ATP durante la oxidaciéon de CO a Hg (Champine y Uffen,
1987). Aunque se supone que la sintesis de ATP se debe a la fosforilacién de
ADP acoplada al gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana citoplasmaética, el mecanismo de formacién de dicho gradiente es
desconocido (Ferry, 1995).

La sintesis de CO deshidrogenasa esta regulada por la luz y el CO. En R.
rubrum, ambas enzimas, la CO deshidrogenasa y la hidrogenasa de membrana
insensible al CO, se inducen cuando las células se exponen al CO. A diferencia
de la CO deshidrogenasa de los microorganismos carboxidotrofos, el O2 no solo
inactiva la CO deshidrogenasa y la hidrogenasa de los fototrofos anaerobios,
sino que también inhibe la sintesis de CO deshidrogenasa (Bonam et al. 1989).

La regulacion de la CO deshidrogenasa es mds compleja en R.
gelatinosus, ya que este microorganismo es capaz de crecer en presencia de CO
y de luz, ajustando su capacidad de oxidar CO con la de produccién de
bacterioclorofila, dependiendo de las concentraciones relativas de CO y de
intensidad luminosa (Chmapine y Uffen, 1987). Cuando la concentracién de
CO disminuye y las células dependen de su capacidad fotosintética para crecer,
ocurre una respuesta de crecimiento diduxico, posiblemente regulada
intracelularmente por los niveles de AMP ciclico (Murray y Uffen, 1988).

Aunque no se ha descrito una demostracién definitiva de que el CO se
une al Ni durante la catdlisis de la CO deshidrogenasa, una serie de evidencias
indican la intervencién del Ni en el proceso de oxidacién del CO. Asi, el
cianuro, que es capaz de unirse a los metales de transicién, y la dimetil-
gloxima, un agente quelante del Ni, inactivan la enzima (Bonam et al. 1988).
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La inhibicién por cianuro se puede revertir por la presencia de CO, lo que
indica que el cianuro y el CO se unen al mismo sitio activo. Aunque el CO
acelera la disociaciéon del cianuro, el CO puede unirse a un enzima que
contiene cianuro en su sitio activo (Hyman et al. 1989). En células crecidas
fotosintéticamente sin Ni en el medio de crecimiento, se puede aislar una
forma inactiva de la enzima cuya actividad puede restaurarse después de la
incubacion de la apoenzima con NiCl2. La incorporaciéon del Ni no requiere
ninguna proteina u otros compuestos solubles, pero es necesaria la presencia
de un reductor de electrones de bajo potencial, como puede ser un centro de
tipo Fe4S4 (Ensign et al. 1990). Esto es consistente con la implicacién de un
centro Fe-S reducido en la formacién del centro mixto Ni-Fe. De hecho la sefial
de espectroscopia de Raman (EPR) caracteristica del centro Ni-Fe no est4a
presente en la apoCO deshidrogenasa deficiente en Ni, y la sefial se recupera
cuando la enzima se reconstitutye con NiCl2 (Sowers y Gunsalus, 1993). Estos
resultados sugieren que el Ni interviene en la oxidacién del CO y que los
electrones se tranfieren al centro Fe-S (Ensign et al. 1989).

Los genes que codifican la CO deshidrogenasa (cooS), una proteina de 22-
kDa (cooF) y los responsables de la incorporacién del Ni en la CO
deshidrogenasa (cooCTdJ) de R. rubrum se han clonado y secuenciado (Kerby et
al. 1992). La secuencia de aminoacidos correspondiente a cooF contiene 4
motivos de cisteina que pueden encontrarse también en las secuencias de la
formato deshidrogenasa, nitrato reductasa, dimetil sulf6xido reductasa e
hidrogenasa. Mutantes alteradas en el gen cooC necesitan para su crecimiento
concentraciones de Ni nueve veces superiores a las necesarios para las cepas
que contienen el gen silvestre cooC (Kerby e al. 1995) El producto de otro gen,
cooA, situado en la direccion 3' de cooFSCT¢J, parece ser el responsable de la
activacion de la expresién de los genes implicados en la oxidacién del CO
(Shelver et al. 1995). Recientemente, se ha descrito la caracterizacién del gen
cooH, que codifica la sintesis de la subunidad mayor de la hidrogenasa que se
induce por CO (Fox et al. 1996). Igualmente, Ohtsuki et al (1995) han clonado
y secuenciado los genes hupS y hupL que codifican la sintesis de las
subunidades estruturales de la hidrogenasa de membrana, capazde oxidar H9,
de P. hydrogenovora.

3. 2. ANAEROBIOS ACETOGENICOS
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Los microorganismos anaerobios acetogénicos, de los que se han descrito
casi 40 especies que participan en la parte anaerdbica del ciclo del carbono,
llevan a cabo la degradacion de productos orgdnicos complejos originando
acetato como producto final (Drake, 1994). Clostridium thermoaceticum es el
microorganismo acetogénico mejor estudiado. Esta bacteria puede crecer
autotréficamente a expensas de CO o CO2 +H2 produciendo acetato (Kerby y

Zeikus, 1983):

3CO+3H20---->3C0O02+6e-+6HT
CO+COg2+6e +6H*---->CH3CO2-+H* + H20

4 CO +2H20 ---->CH3CO2"+ H*+2 COa2.

Aunque la CO deshidrogenasa de esta bacteria puede oxidar CO de forma
reversible, su funcion fisiolégica mas importante es la de sintetizar acetil-CoA
para producir acetato. En condiciones heterotréficas, a partir de un mol de
glucosa, C. thermoaceticum produce 3 moles de acetato (Ljungdahl, 1994).
Durante la oxidacién de la glucosa, via fructosa bifosfato, se obtienen 2
moléculas de piruvato que se transforman en acetyl-CoA por la piruvato-
ferredoxin-6xidoreductasa. Durante la actuaciéon de la 6xidoreductasa, un
piruvato se oxida a acetil-CoA y CO2 (reaccion A), mientras que el otro se
convierte en acetyl-CoA sin oxidacién del grupo carbonilo (reaccién B). Este
hecho, asumiendo la existencia de una séla 6xidoreductasa, implica que la
enzima debe distinguir entre las dos actividades, de manera que es capaz de
oxidar el grupo carbonilo de un piruvato, mientras que no oxida el del otro
piruvato.

A partir de las dos moléculas de acetil-CoA formadas en la reaccién A se
forman dos moléculas de acetato por la actuacién de las enzimas
fosfotransacetilasa y acetato kinasa, produciéndose ATP. Para la formacién de
la tercera molécula de acetato, la enzima clave en los microorganismos
acetogénicos es la CO deshidrogenasa (acetil-CoA sintasa), que lleva a cabo la
sintesis de acetil-CoA a partir de CO, un grupo metilo y CoA, en un proceso
conocido como ruta de Wood-Ljungdahl. En la reacciéon A de la piruvato
ferredoxina 6xidoreductasa, el CO2 formado por la actividad oxidativa de la
enzima se reduce primero a formato por la formato deshidrogenasa, que
emplea los electrones originados durante la oxidacion de la glucosa a acetil-
CoA. Posteriormente, el formato da lugar a formil-tetrahidrofolato (formil-
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THF), reduccién que implica la participacion de THF como coenzima. El
formil-THF se reducira, via metenil-FH4 y metilén-FH4, a metil-THF, cuyo
grupo metilo se utilizara por la CO deshidrogenasa. Para ello, el grupo metilo
del metil-THF se transfiere, por una metiltransferasa, a una proteina
intermediaria que contiene un grupo corrinoide hierro-azufre (C/Fe-S), que
donara directamente el grupo metilo a la CO deshidrogenasa. La proteina
C/Fe-S es un heterodimero de tamafios moleculares 34 y 55 kDa,
respectivamente, que contiene cobalto como cofactor corrinoide (5-metoxi-
benzimidazol-cobamida) y un centro [Fe4-S4]. El grupo carbonilo no oxidado
del piruvato de la reaccion B se cede directamente a la CO deshidrogenasa, por
lo que se ha postulado una interaccion directa entre la 6xidoreductasa y la CO
deshidrogenasa.

El tamfio molecular y estructura cuartenaria de la enzima CO
deshidrogenasa de C. thermoaceticum es sujeto de alguna controversia. Drake
et al. (1980) y Ragsdale et al. (1983) calcularon el tamafio molecular, mediante
filtracion en geles, en 410-436 kDa, concluyendo que se trataba de un dimero,
con subunidades a y p de peso molecular 77 y 71 kDa, respectivamente, y
dispuestas en configuracion (ab)3. Cada dimero ab contenia 2 Ni, 12Fe, 14 Sy
1 Zn. La enzima es sensible al oxigeno, como lo son todas las CO
deshidrogenasas que contienen Ni. La ferredoxina es el aceptor de electrones
que forma un complejo electrostaticamente estable con la CO deshidrogenasa
(Shanmugasundaram y Wood, 1992).

De los diversos estudios realizados (Kumar et al. 1993; Anderson y
Lindahl, 1994; Ferry, 1995) se ha indicado que el complejo enzimaético de la
CO deshidrogenasa posee tres centros activos. El centro A consistiria en un
componente formado por Ni unido a un grupo Fe-S, y pudiera ser el centro
activo para la sintesis de acetil-CoA. Un segundo complejo de Ni-Fe-S, llamado
centro C, estaria implicado en la oxidacion del CO. El tercer centro de la
enzima, centro B, contendria una grupo [Fe4-S4] responsable de la
transferencia de electrones entre el centro C y los agentes redox externos .

Recientemente se ha demostrado que cuando la enzima purificada se
trata con SDS se disocia en dos subunidades, una llamada FM-CODH, que
migra mas rdapida que la enzima nativa en geles de poliacrilamida, de peso
molecular 210 kDa y estructura aib2, y otra subunidad a-metédlica que
complementaria a la subunidad FM-CODH para formar la holoenzima (Xia et
al. 1996). Estos mismos autores han propuesto que la enzima tiene un peso
molecular de 300 kDa, con una estructura cuaternaria de tipo ag2b2, y peso
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molecular de cada subunidad 82 y 73 kDa, respectivamente. La forma FM-
CODH es capaz de oxidar CO y contiene 2 Ni y 16 Fe, localizandose en ella los
centros B y C, concretamente en la subunidad b. Dado que la subunidad a-
metdlica no es necesaria para la oxidacion de CO y que la forma FM-CODH
carece de centros tipo A, se ha sugerido que el centro A se localiza en la
subunidad a (Xia et al. 1996).

De acuerdo con la informacion disponible, basada en estudios de cinética
rapida, espectroscopia y resonancia Raman y de infrarojos (Qiu et al. 1994;
Kumar et al. 1995, Ragsdale y Kumar, 1996; Ferry, 1995), el mecanismo
propuesto para la sintesis de acetil-CoA consistiria en: a) metilacién de un
centro metdlico reducido de la enzima, b) carbonilacién de la forma metil -
metdlica de la enzima, c¢) transferencia del metil para formar un intermediario
acetil- metadlico, y d) uniéon de CoA y rotura del enlace tiol de la forma acetil-
metdlica para formar acetil-COA.

Kumar et al. (1995) y Qiu et al. (1994) han demostrado la formacién de
complejos metil-Ni y Fe-CO, y que tales complejos podrian ser los precursores
de los grupos metilo y carbonilo del acetil-CoA. Este hecho implica una
reaccion biolégica organometdlica. El descubrimiento de un complejo metil-Ni
unido a la enzima constituye el primer ejemplo de una especie enzimética con
alkil-Ni y revela una nueva funcién biolégica para el Ni (Ragsdale et al. 1996).

A partir del acetil-CoA sintetizado por la CO deshidrogenasa se produce
acetato como se ha indicado anteriormente, regenerandose ATP. Se ha
calculado que esta ruta metabélica representa el 10% del acetato total que se
produce. El acetil-CoA también puede ser utilizado para la sintesis de otros
compuestos carbonados celulares. Una informacién méas detallada sobre la
fisiologia y enzimologia de la sintesis de acetil-CoA puede encontrarse en Ferry
(1992; 1993; 1995); Ljungdahl (1994), Ragsdale (1991; 1994) y Ragsdale y
Kumar (1996).

Los genes que codifican las dos subunidades de la enzima, asi como los
implicados en la sintesis de la metil transferasa y la proteina C/Fe-S se
encuentran juntos en un fragmento de 10 kb (Roberts et al. 1989). La clonacién
de los genes y la expresién independiente de las dos subunidades de la CO
deshidrogenasa en E. coli ha demostrado que un grupo [Fe4-S4] se localiza en
la subunidad a y el centro corrinoide en la subunidad b (Lu et al. 1993).

2.4. ANAEROBIOS ACETOTROFICOS
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2.4.1. PRODUCTORES DE METANO

Las bacterias metanogénicas representan el tltimo eslabén en la cadena
de degradacion anaerébica de los alimentos y ocurren en estrecha asociacion
con las productoras de H2. Los sustratos metanogéncios mds utilizados son
CO2 + Hg, formato, metanol, metilaminas y formato (Blaut, 1994).

La produccién de metano ocurre en ecosistemas tales como la tundra y
zonas pantanosas, campos de arroz, sedimentos marinos y de agua dulce,
estuarios, parte final del tracto digestivo de las termitas, y en el rumen de los
mds de 109 rumiantes que existen en la tierra. En tales ambientes, los
sustratos orgdnicos se fermentan a acetato, CO2 y H2 por las bacterias
acetogénicas. Estos productos secundarios serdan utilizados por los
microorganismos metanogénicos para producir metano. Aproximadamente, el
70% del metano que se produce en la naturaleza se origina a partir del grupo
metilo del acetato, y el 30% restantes deriva de la reduccién de CO2Q por los
electrones que se originan en la oxidacién del H2 o del formato (Ferry, 1992,
1993, 1995).

Algunas especies metanogénicas pueden utilizar CO como fuente de
carbono y energia (Daniels et al. 1977), pero su crecimiento es lento, por lo que
el significado de esta actividad, en la naturaleza, es desconocido (O'Brien et al.
1984). Este proceso implica la catdlisis de una CO deshidrogenasa:

4CO+4H20---->4C02+4H2
CO2+4Hg ---->CH4 +2H20

4CO+2H20 ---->3C02 + CH4

Aunque la mayoria del metano que se produce en la naturaleza deriva del
acetato, s6lo dos géneros de arqueobacterias, Methanosarcina y Methanothrix,
son capaces de fermentar el acetato a CO2 y CH4, siendo esta funcién de las
bacterias metanogénicas la de mayor interés en la naturaleza. La diferencia
fundamental entre ambos géneros estriba en que Methanosarcina puede
utilizar para su crecimientos, adem4s de acetato, metanol, metilaminas y CO2
+ H2. Methanotrix, por el contrario sélo crece a expensas de acetato. La
utilizacion del acetato se inicia con la activacion del mismo a acetil-CoA, en el
caso de Methanosarcina mediante la actuacién conjunta de las enzimas acetato
kinasa y fosfotransacetilasa, y en Methanotrix mediante una acetil-CoA

26



sintetasa. Unas revisiones detalladas sobre la fisiologia y la bioquimica de la
fermentacion del acetato pueden encontrarse en Ferry (1993, 1995), Blaut
(1994) y Simpson y Whitman (1993).

Cuando crecen en presencia de acetato, las células de Methanosarcina
termophila contienen un complejo enzimatico CO deshidrogenasa capaz no sélo
de oxidar CO a CO2, sino también de romper acetil-CoA y de sintetizar acetil-
CoA a partir de CO, metil-ioduro y CoA (Terlesky et al. 1986; Abbanat y Ferry,
1990; Raybuck et al. 1991). La CO deshidrogenasa estd formado por dos
componentes enzimadticos agrupados en 5 subunidades. Dos de ellas, de 89 y 19
kDa, intervienen en la formacién del componente Ni/Fe-S, y otras dos, de 60 y
58 kDa, constituyen el componente C/Fe-S. La quinta subunidad, de 71 kDa,
no se ha caracterizado todavia (Abbanat y Ferry, 1991).

En el mecanismo descrito de actuacion, el complejo enzimdtico CO
deshidrogenasa es capaz de romper el acetil-CoA mediante la inversién del
proceso descrito en C. thermoaceticum (Abbanat y Ferry, 1991; Jablonski et al.
1993; Lu et al. 1994; Ferry, 1995). De hecho, el grupo metilo se tranfiere desde
el componente Ni/Fe-S al componente C/Fe-S. Este componente contiene factor
III [Coa-(a-5-hidroxibenzimidazol)-cobamidal, cuyo d4tomo de Co se reduce por
los electrones cedidos por el componente Ni/Fe-S, aparentemente via un centro
Fe4-S4 también localizado en el C/Fe-S. El Co reducido es capaz de desplazar
el grupo metilo unido a la enzima Ni/Fe-S del complejo CO deshidrogenasa
para producir la rotura del acetil-CoA. Posteriormente, el grupo metilo, se
transfiere a través de una tetra-hidro-sarcinopterina (H4SPT), que actia como
cofactor, al coenzima M (HS-CoM). En el paso final, el CH3-S-CoM se reduce a
CH4, actuando el fosfato de 7-mercaptoetanotreonina (CoB) como donador de
electrones. El disulfuro CoM-S-S-CoB, que se forma como consecuencia de la
reaccion, se reduce a las formas sulfidrilo de los cofactores con los electrones
que proceden de la oxidacién de grupo carbonilo del acetato a CO2 (Peer et al.
1994). Este mecanismo opera tanto en diversas especies de Methanosarcina
como de Methanothrix.

Los genes que codifican las dos subunidades del componente Ni/Fe-S de
Methanotrix soehngenii se han clonado y secuenciado (Eggen et al. 1991).
Igualmente, se han identificado los genes que codifican el componente C/Fe-S
de Methanosarcina termophila (Maupin y Ferry, 1993; Maupin-Furlow y
Ferry, 1996). Estos autores han demostrado que la secuencia de aminoacidos
de la subunidad de 60 kDa es practicamente idéntica a la secuencia que
codifica la subunidad de 55 kDa del centro C/Fe-S de C. thermoaceticum (Lu et
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al. 1993). La expresion, en E. coli, de los genes cdhD y cdhE, que codifican
cada una de las subunidades del componente C/Fe-S de Methanosarcina
thermophila, ha permitido la localizacién del factor III y del centro Fe4-S4 en

la secuencia aminoacidica de las proteinas (Maupin-Furlow y Ferry, 1996).

2.4.2. REDUCTORES DE SULFATO.

28 Desulfovibrio vulgaris y D. desulfuricans pueden utilizar CO como tnica
fuente de carbono y energia, produciendo CO2 y H2. El crecimiento en CO, sin
embargo, es pobre, lo que sugiere que su empleo en condiciones naturales es
poco probable (Lupton et al. 1984). Se ha indicado, por tanto, que la oxidacién
de CO funciona, sobretodo, para recuperar el potencial reductor que puede
originar el CO producido por el grupo carboxilo del piruvato durante su
conversion a acetil-CoA (Ferry, 1995).

En ambientes anaerébicos ricos en sulfato, los microorganismos
reductores de sulfato pueden oxidar acetato mediante el ciclo del dcido citrico o
a través de una CO deshidrogenasa (Thauer, 1988; Thauer et al. 1989). La
mayoria de los reductores de sulfato acetotréficos utilizan el complejo
enzimético de la CO deshidrogenasa para romper el acetil-CoA mediante un
mecanismo similar al que emplean los microorganismos metanogénicos. El
grupo metilo se transfiere al THF y es, posteriormente, oxidado a CO2,
proporcionando seis electrones. El grupo carbonilo también es oxidado a CO2,
origindndose dos electrones. La sintesis de ATP ocurre mediante la
fosforilacién del ADP acoplada a la reduccion de sulfato a sulfuro.

Algunos reductores de sulfato utilizan la ruta metabélica de la CO
deshidrogenasa para oxidar substratos méds complejos que el acetato,
incluyendo compuestos aromaéticos e hidrocarburos saturados. Tales

compuestos se convierten primero en acetil-CoA que serd, posteriormente,
oxidado a 2 CO2. (Aeckersberg et al. 1991; Rabus et al. 1993).
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3. Utilizacion de compuestos hidroaromaticos por B. japonicum

La capacidad de diversas especies de la familia Rhizobiaceae para crecer a
expensas de compuestos fenélicos e hidroxiaromaticos se demostré primero por
Hussien et al. (1974) y, posteriormente, se comprobé por otros autores (Parker et
al. 1977; Glenn y Dilworth, 1981; Muthukumar et al. 1982; Chen et al. 1984). En
una amplio trabajo, que incluy6 especies de Rhizobium y Bradyrhizobium, pudo
demostrarse que esta habilidad varia entre las especies y cepas ensayadas, y que
la mayoria de esos compuestos son t6xicos para los miembros de las Rhizobiaceae
(Parke y Ornston, 1984). Durante estos estudios, sin embargo, se puso de
manifiesto que todas las cepas utilizadas, entre ellas B. japonicum, eran capaces
de utilizar 4-hidroxibenzoato, quinato y shikimato. Dado que estos compuestos
dan lugar a la formacion de protocatehuato como producto intermediario comun,
se propuso que los mismos eran degradados, via protocatehuato y B-cetoadipato,
para formar succinil-CoA y acetil-CoA (Parke y Ornston, 1984). Posteriormente,
pudo comprobarse que las enzimas que intervienen en la ruta de degradacién del
4-hidroxibenzoato son constitutivas en Bradyrhizobium, e inducibles en las
especies de Rhizobium (Parke y Ornston, 1986). Recientemente, se ha
demostrado que A. tumefaciens también es capaz de metabolizar 4-
hidroxibenzoato y protocatehuato (Parke, 1995).

Los compuestos hidroxiaromaticos quinato y shikimato en A.calcoaceticus
se convierten primero en deshidroquinato y deshidroshikimato por la
quinato/shikimato deshidrogenasa, producto de un gen que se ha denominado
quiA. El deshidroquinato puede convertirse en deshidroshikimato mediante la
deshidratacién catabélica por la deshidratasa producto del gen quiB. Finalmente,
el deshidroshikimato se transforma en protocahuato por la deshidroshikimato
deshidratasa, producto del gen quiC. Por otra parte, la conversién de 4-
hidroxibenzoato en protocatehuato ocurre mediante la enzima 4-hidroxibenzoato

monooxigenasa codificada por el gen pobA (para una revisién ver Parke, 1997).
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En todos los microorganimos en que se ha estudiado, la secuencia de
reacciones que ocurren a partir del protocatehuato es la siguiente:

Protocatehuato ---> B-Carboxi-cis,cis-muconato ---> g-Carboximuconolactona

---> B-Cetoadipato ---> Succinil-CoA y Acetil-CoA.

A partir del protocatehuato, la enzima protocatehuato 3,4-dioxigenasa
produce B-carboxi-cis,cis-muconato, cuya descarboxilacién por la enzima
carboximuconolactona descarboxilasa origina carboximuconolactona, que por la
actuaciéon de la enzima B-cetoadipato enol-lactona hidrolasa da lugar a la
formacion de B-cetoadipato. Posteriormente, el B-cetoadipato se convierte en 8-
cetoadipato-succinil-CoA por la enzima B-cetoadipato-succinil-CoA transferesa.
Finalmente, la enzima B-cetoadipil-CoA tiolasa produce succinil-CoA y acetil-
CoA.

A excepcién de la enzima protocatehuato 3,4-dioxigenasa, que consta de dos
subunidades, una capaz de unir substrato, y otra que posee actividad catalitica
(Zylstra et al. 1989; Hartnett et al. 1990; Frazee et al. 1993), y que esta
codificada por los genes pcaHG, las restantes enzimas implicadas en la
degradacién de protocatehuato estdn codificadas por los llamados genes pca. Asi,
las enzimas carboximuconolactona descarboxilasa, beta-cetoadipato enol-lactona
hidrolasa y beta-cetoadipato enol-lactona hidrolasa estdn codificadas,
respectivamente, por los genes pcaB, pcaC y pcaD. Mientras que el operén pcald
codifica la enzima B-cetoadipato-succinil-CoA transferesa, la expresién del gen
pcaF da lugar a la enzima B-cetoadipil-CoA tiolasa (Parke, 1997).

Los genes pca se organizan de diferente manera dependiendo del
microorganismo en que se han estudiado. En A. calcoaceticus se disponen en un
unico operén, pcalJFBDKCHG, cuya expresién se induce por protocatehuato
(Doten et al. 1987), que actta en concierto con el regulador codificado por el gen
pcalU, que se transcribe en direccién contraria a los genes estructurales
(Gerischer et al. 1993). En direccién 3' de los genes pca se localizan, primero, el

gen pobA y después los genes qui para la degradacién del quinato y shikimato
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(Elsemore y Ornston, 1994). En P. putida los genes relacionados con el
metabolismo del protocatehuato se encuentran agrupados en cinco operones,
pcaHG (Frazee et al. 1993), pcalJ (Parales and Harwood, 1993), pcaK, pcaF
(Romero-Steiner et al. 1994) y pcaTBDC (Hughes et al. 1988; Williams et al.
1992). Sélo los genes pcaHG se inducen por la presencia de protocatehuato,
mientras que el B-cetoadipato interactia con el producto del gen regulador pcaR
para activar la expresién del resto de los operones (Romero-Steiner, et al. 1994;
Harwood y Parales, 1996). Los genes pcaK y pcaT no codifican enzimas del
metabolismo del protocatehuato; mientras que el producto de pcaK parece ser
una proteina implicada tanto en la quimiotaxis de 4-hidroxi-benzoato y benzoato
como en la asimilacién de 4-hidroxi-benzoato y protocatehuato (Harwood y
Parales, 1996), el gen pcaT parece codificar la proteina transportadora de B-
cetoadipato (Buck y Houghton, 1996). La localizacién precisa de pcald y pcaHG
en relacion a los genes pcaR, pcaK, pcaF y pcaTBDC ain no se conoce con
exactitud en P. putida.

En A. tumefaciens, los genes estructurules pca se organizan en dos operones
pecald y pcaDCHGB, que se transcriben de forma divergente (Parke, 1995). Entre
ambos operones se encuentran no sélo los genes pobA y su activador de la
transcripcion pobR, que también se transcriben en direcciones opuestas
(DiMarco et al. 1993; Parke, 1995), sino ademads otros dos genes reguladores
pcaR y pca@ (Parke, 1997). Mientras que el producto de pca® pertenece al grupo
de proteinas reguladoras de la familia LysR, PcaR, asi como PobR y PcaU,
moléculas reguladoras en A. calcoaceticus, son miembros de una pequefia familia
de proteinas activadoras que s6lo muestran homologia consigo mismas y
pertencen a un grupo distinto de proteinas reguladoras bacterianas (Romero-
Steiner et al. 1994; Parke, 1995; Parke, 1997). Aunque se ha indicado que los
activadores codificados por los genes pcaA, pcaR y pobR de A. tumefaciens
pueden representar un hecho casual ocurrido durante la evolucién, su presencia

puede conferir una gran especificidad en el control de procesos metabdlicos
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complejos que puedan inducirse por distintos tipos de compuestos (Parke, 1997).

Ademas de 4-hidroxibenzoato, P. putida puede degradar benzoato. Durante
la degradacion de este compuesto se origina catecol, a partir del cual se forma
cis,cis-muconato y, posteriormente, B-cetoadipato. Por tanto, la utilizacién de
benzoato y 4-hidroxibenzoato convergen en la formaciéon de B-cetoadipato
(Houghton y Shanley, 1994; Nichols y Harwood, 1995). Los genes implicados en
la utilizacién de catecol, genes catABC, codifican, respectivamente, las enzimas
catecol-1,2-dioxigenasa, B-carboxi-cis,cis-muconato cicloisomerasa y g-carboxi-
muconolactona descarboxilasa (Aldrich et al. 1987, Aldrich y Chkrabarty, 1988;
Houghton et al. 1995). Las dos dltimas enzimas cumplen la misma funciéon que
sus homoélogas PcaB y PcaC producto de los genes pcaB y pcaC, respectivamente.
Igualmente, el gen catD codifica una B-cetoadipato enol-lactona hidrolasa que es
isofuncional a la enzima homdéloga producto del gen pcaD. Los genes cat se
activan por cis,cis muconato y el producto del gen regulador catR (Rothmel et al.
1990; Romero-Steiner et al. 1994).
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OBJETIVOS



Las bacterias del género Bradyrhizobium, como el resto de las especies de
la familia Rhizobiaceae, son bien conocidas por su capacidad para infectar las
células corticales de las raices de las plantas leguminosas, formar nédulos y
diferenciarse en bacteroides, células especializadas que sintetizan la enzima
nitrogenasa, responsable de catalizar la reduccion de dinitrégeno atmosférico
(N9) a amonio (NH4+). En ausencia de la planta hospedadora, esto es, en vida
libre, las especies de Bradyrhizobium son también capaces de fijar N2 en
microaerobiosis, y la mayoria de las cepas analizadas tienen la capacidad de
crecer microaerdébicamente con nitrato (NO3-) como unica fuente de nitrégeno.
Los microorganismos capaces de llevar a cabo este proceso suelen ser anaerobios
facultativos que, en ausencia de oxigeno, emplean el nitrato, en sustitucién del
oxigeno, como aceptor final de electrones de la cadena respiratoria. La
respiracion del nitrato resulta en la formacién de nitrito (NO2"), a partir del
cual se inicia, en sentido estricto, el proceso de desnitrificacién, que consiste en
la produccién de 6xidos de nitrégeno, 6xido nitrico (NO) y 6xido nitroso (N20O) e,
incluso, N2 que volveria de nuevo a la atmoésfera. La reduccion anaerébica del
nitrato se lleva a cabo de modo secuencial por las enzimas nitrato reductasa
(NaR), nitrito reductasa (NiR), 6xido nitrico reductasa (NoR) y 6xido nitroso
reductasa (NoS). Hay que indicar que la reducciéon anaerébica del nitrato
representa un proceso alternativo de conservacién de la energia, ya que la
participacién en el mismo de enzimas quimiosméticas, localizadas en las
membranas celulares, resulta en la generaciéon de ATP mediante la creacion de
un potencial electroquimico asociado a la translocaciéon de protones a través de
dichas membranas. Convienene indicar, ademds, que fijacion de N2 y
desnitrificacién son dos procesos antagénicos, ya que mientras el primero
resulta en la formacion de amonio, el segundo da lugar a la pérdida de nitrégeno
combinado.

En la mayoria de los microorganismos capaces de utilizar nitrato en
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microaerobiosis, tales como E. coli, P. stutzeri, P. aeruginosa, Rhodobacter
sphaeroides, Paraccocus denitrificans, Haloferax denitrificans, Bacillus
halodenitrificans, etc., se ha descrito la existencia de una tnica enzima nitrato
reductasa asociada a las membranas de las células y responsable de la
reduccion del nitrato. En E. coli, ademds de la tipica nitrato reductasa
respiratoria (NR A), se ha identificado una segunda enzima (NR Z) que, aunque
capaz de sustituir a NR A en sus funciones, no es inducible por microaerobiosis
ni por nitrato y no se reprime por oxigeno (Iobbi et al. 1987). En Alcaligenes
eutrophus H16, un quimiolitotrofo facultativo que puede crecer anaerébicamente
con nitrato o nitrito como unica fuente de nitrégeno, también se ha descrito la
existencia de dos nitrato reductasas respiratorias, una codificada por genes del
cromosoma y otra cuya sintesis esta codificada por ADN plasmidico (Warnecke-
Eberz y Friedrich, 1993).

Del trabajo de investigacién que se lleva a cabo en el Departamento de
Microbiologia del Suelo y Sistemas Simbiéticos de la Estacion Experimental
del Zaidi, CSIC, Granada, se ha demostrado la existencia en las membranas de
dos enzimas, una de 160 kDa (NR]) y otra de 200 kDa (NRJ1), con actividad
nitrato reductasa (Fernandez-Lopez etal. 1994). NRJ es inducible por
microaerobiosis, mientras que NRJT requiere para su sintesis la exclusién de
oxigeno y la presencia simultdnea de nitrato. Ambas enzimas son necesarias
para la respiracién del nitrato, ya que mutantes, obtenidas mediante insercién
del transposén Tn, deficientes en una u otra enzima son incapaces de crecer
cuando se cultivan microaerébicamente con nitrato como dnica fuente de
nitrégeno. Experimentos de hibridacién empleando ADN genémico de las
mutantes GRF3 (s6lo expresa NRIT) y GRF110 (sélo expresa NR]) y ADN del
transposén Tnd han permitido comprobar tanto la existencia de una séla
insercion del transposén en cada cepa mutada como que los loci afectados son

diferentes (Fernandez-Loépez et al. 1994). Sin embargo, el papel fisiolégico de
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cada enzima no se conoce con exactitud.

Teniendo en cuenta estos resultados previos, el objetivo fundamental del
presente trabajo fue el de la la deteccién fisica, identificacién y caracterizacién
de las regiones de ADN implicadas en la sintesis de la enzima NRT, asi como la

purificacién y caracterizacién de dicha enzima.
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MATERIAL Y METODOS



1. TECNICAS MICROBIOLOGICAS

1.1. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas de Bradyrhizobium japonicum y Escherichia coli, asi como los
plasmidos utilizados en este trabajo, junto con sus caracteristicas mas

relevantes, se indican en las Tablas 1 y 2, respectivamente.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo

Cepa

Caracteristicas relevantes

Fuente o Referencia

B. japonicum
USDA 110
USDA 110spc4

PJ17
GRF3

GRF110

GRL300

E. coli
S17-1

DHb5a

HB101

Cepa silvestre
USDA110, SpcT

USDA 122DES Smf, Kmr
PJ17::Tn5, SmT, KmT TcT,

deficiente en NR]

PJ17::Tn5, SmT, KmY, TcT,

deficiente en NRJ1

USDA110(DcoxMorf4orf5),

Spel’, SmT

thi, pro, recA, hsdR, hsdM,
RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7,
TpT, SmT
supE44, Dlac U169, 80,
lacZDM , bhsdR 171, recA1l,
endAl, gyrA96, thi-1, relAl
supE44, hsdS20,rec A13,
ara-14, proA2, lacY1,
galK2, rpsl.20, xyl-5mtl1.

Maier et al. (1978)
Regensburger y Hennecke
(1983)

Lepo et al. (1980)
Fernandez-Loépez et al. (1994)

Fernandez-Lépez et al.
(1994)

Este trabajo

Simon et al. (1983)

B .R.L.

Bolivar et al.(1979)
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo

Caracteristicas relevantes

Fuente o referencia

pUC18

pUC18-Cm

pBSKS(+)

pSUP202

pJB3Tcl19
pGRF3

pGRF110

pTN3

pTN110

pML1

pML12

pML13

pMLJB12

pML122

pML122W

Vector de clonacién y secuenciacién
ApT

Vector de clonacion y secuenciacion
CmT

Vector de clonacién y secuenciacion
ApT

Vector de clonacién pBR325::mob
Tcl', CmT, Apr

Vector de clonacién, Tcr

Fragmento EcoRI::Tn5 de GRF3
clonado en pUC18 ApT, Tcl
Fragmento EcoRI::Tn5 de GRF110
clonado en pUC18-CmT,Tcr, CmT
Fragmento BamHI de 7°5 kb de
pGRF3 clonado en pUC18,ApT
Fragmento BamHI de 8'5 kb de
pGRF110clonado en pUC18-Cm, CmF
Césmido del banco de genes de B.
Japonicum USDA 110 que hibrida con
la sonda Hpa I/ EcoRI de pGRF3, TcT
Fragmento HindIII de 9'3 kb de pML1
clonado en pUC18, ApT

Fragmento PstI de 9 kb de pML1
clonado en pBSKS(+), ApT

Fragmento HindIII de 9'3 kb de
pML1 clonado en pJB3Tc19, ApT, Tcl
Fragmento HindIII de 9'3 kb clonado
en pSUP202- EcoRI,TcT, Ap"

Cassette Sm/Spc de pHP45Q clonado
en sustituciéon de dos fragmentos EcoRI

del'361 y 1'657 Kb de pML122, SmT
Spcel Apr
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(1985)

Short et al. (1988)

Simon et al (1983)

Blatny et al.(1997)
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo



pMLPH1 Fragmento Pstl/HindIII de 3'4 kb de Este trabajo
pML12 clonado en pBSKS(+) Ap"

pML124 Fragmento EcoRI de 1'361 kb de Este trabajo
pML12 clonado en pUC18, ApT

pMLBS125 Fragmento EcoRI de 1'657 kb de Este trabajo
pML12 clonado en pBSKS(+) , ApT

pML126 Fragmento EcoRI / HindlII de 2'3 kb Este trabajo
de pML12 clonado en pUC18, ApT

pMLEX Fragmento EcoRI /Xhol de 2'7 kb de Este trabajo
pML12 clonado en pBSKS(+), Ap"

pMLX Fragmento Xho I de 0'9kb de pML12 Este trabajo
clonado en pBSKS(+), ApT

pMLHE Fragmento EcoRI /Hind 111 de 1'4 kb Este trabajo
de pML13 clonado en pBSKS(+), Ap"

pCBH1 Fragmento BamHI/HindIII de 4'86 kb Schiibel et al. (1995)

con los genes coxLMSorf4 de Oligotropha
carboxydovorans Ap'

pHP45W Plasmido portador del casette de Prentki et al. (1984)
resistencia a Spc/Sm, SmT, Spcl, Ap!

1.2. Medios de cultivo

1.2 .1. Medios de cultivo para B. japonicum

Para el cultivo rutinario de B. japonicum se han utilizado los siguientes
medios completos:
Medio YEM (Vincent, 1970)

MaANItOLa...cceiiiririeeceeeeeaeee e e rreeeeeee e ernreaeeaeeaeeennnns 50¢g
IIBIIL .. ovveemners ensrassasnesititssasasersbisbbisnsimsmmianiinmhmmii 0Olg
Extracto de levadura.........ccccooeeeeeeeeeennienccieieeeeneenns 10g
KOHPOM.........vieiieeieeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeesesee s eeseeese s s enes 05¢g
MpBO4 X THR20.........or00nesseerssonasssrsivssssnsiamssassonsanssanss 02¢g
Agua (desionizada)........coccuveeieeiiiieieieeeeeinnneeenn 1'01

Agar (para medio SOlido).......cccceeevvnneeereeeccrirnnnnen. 150 g
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Medio PSY (Regensburger y Hennecke, 1983)

KHOPOA . ...cooeiieeeeeeeeeeeieeveeee e e e esiiraaeaeseeeeennes 030 g
NagHPO4..........coooeeeeeeecceeeee e 030g
CACYE, ZH0 . o iviissisiimsisssintimimsissniiongasniipssissmisn 0'05¢g
MESO 4. THO.....ccc it aaa e 0'10 g
Extracto de levadura..........ccceeeeeeeeeiieeiciiciiciinnnnn, 1'00 g
Peptona ....ccooueeeiiiiiii e 3'00 g
HSBOS ..ottt ee e e e s ane s 0'0100 g
iyl E e LS 0'0010 g
COS O BHD s ssvisssmmssiim s smssmsiinsmsimsmsgad 0'0005 g
NagMoO 4.2H2O.........coiieiiieeeeeeeeeeeeeeeceeeeeeeeeeneanes 0'0001 g
FEClg . ittt va s e e s aae e 0'0001 g
Biotina....ccooieiiiiiiiiiiiiii e 0'0002 g
Apun. QepliIERA N s 1000.0 ml
Agar purificado (medio s61ido).........cceeeveuerernnnnenn. 15'0000 g

Todos los medios se prepararon ajustando el pH a 6'8-7'2, y se esterilizaron
en autoclave a 115 °C durante 30 minutos.

1.2.2. Medio de cultivo para E. coli

Para las cepas de E. coli se ha utilizado como medio de cultivo rutinario el
descrito por Luria-Bertani (LB, Miller, 1972):

NACL ... ee et ee e eeeaeeeeseeaeaaeeseseesessesaeens 5¢g
512 P 10g
Extracto dé levadura... . oussinnniaiasmmsmsinans 5g
Agua (desionizada)......cc.ceeeervieiinniierieeeeiniescnrnnaeeeenan. 11

Agar (para medio s6lido)........cceeeeveeeeeeeeirnneeecennnen. 15¢

El medio se esterilizé en autoclave a 115 °C durante 30 min.

1.3. Conservacion de cepas bacterianas

Para la conservacién prolongada de las distintas cepas se han utilizado
criotubos que contenian alicuotas de cultivos en fase logaritmica adicionados de
glicerol estéril a una concentracion final del 20%. Se mantuvieron almacenados a
una temperatura de -80 ©C.
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1.4. Antibidoticos

La adicion de antibi6ticos a los medios de cultivo se hizo a partir de
soluciones concentradas de los mismos en agua desionizada o, en caso de la
tetraciclina y del cloranfenicol, en agua-etanol al 50%. La esterilizacion de los
antibioticos se llevé a cabo mediante el empleo de unidades de filtracién
MinisartR NML (Sartorius), de 0'2 zm de tamafio de poro. La concentracién final
de los distintos antibiéticos fue la siguiente:

Antibiético Concentracion (ug/ml)
B. japonicum E. coli

Espectinomicina (Spc) 200 25
Sulfato de Estreptomicina (Sm) 200 25
Tetraciclina (Tc) 100 10
Sulfato de Kanamicina (Km) 180 _
Ampicilina (Ap) _ 200
Cloranfenicol (Cm) 20 50

1.5. Utilizacion de 4-hidroxibenzoato por B.japonicum

Para estudiar la utilizacién por B. japonicum USDA 110spc4 de 4-
hidroxibenzoato como tnica fuente de carbono se utiliz6 medio PSY modificado
que contenia NH4Cl (10 mM) como fuente de nitrégeno y 4-hidroxibenzoato (5
mM, Ornston y Parke, 1984) como unica fuente de carbono. Como inéculo se
emple6 un precultivo celular crecido en medio liquido PSY, previamente lavado
con medio PSY modificado.

1.6. Induccion de actividad nitrato reductasa en B. japonicum

La induccién de actividad nitrato reductasa en B. japonicum se llevé a cabo
de la manera descrita por Ferndndez-Loépez et al. (1994). Las cepas USDA 110 y
USDA 110spc4 se cultivaron en 2 ml de medio PSY liquido que se utiliz6, a su
vez, para inocular matraces que contenian 500 ml de medio PSY modificado por
sustitucion de la peptona y del extracto de levadura por glutamato (10 mM) como
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fuente de nitrégeno y manitol (1 g/l) como fuente de carbono. Las células se
cultivaron durante 4 dias, se recogieron y lavaron (8.000 rpm, 10 min) y,
finalmente, se resuspendieron (2'5 ml/l de cultivo original) en tampén Tris-HCI
50 mM (pH 7'5). Las suspensiones celulares asi obtenidas se utilizaron para
inocular (2,5 ml/100 ml) frascos provistos de tapén de rosca perforable que
contenian por ml: 0'65 ml de tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7'5), 0'05 ml de KNOS3
100 mM, 0'1 ml de una mezcla de glucosa 50 mM y succinato sédico 50 mM, y 0'2
ml de células (aprox. 0'3-0'5 mg de proteina). Las células se incubaron durante
36 h en condiciones microaerébicas. La microaerobiosis se realizé gaseando la
mezcla de incubaciéon con Ar hasta que la concentraciéon de oxigeno en el interior
de los frascos fue del 1%. La concentracion de oxigeno se determiné haciendo
pasar el flujo procedente del interior del frasco a través de un analizador de
oxigeno (Servomex 572B). Se emplearon filtros Acro 50 (Gelman) de 0'2 yum de
tamario de poro para evitar posibles contaminaciones. Las células se recogieron y
lavaron (8.000 rpm, 10 min) con Tris-HCI 50 mM (pH 7'5), hasta eliminar la
presencia de nitrito en el medio.

1.7. Crecimiento autotrofico de B. japonicum con monéxido de carbono
(CO)

El medio mineral utilizado para comprobar la capacidad de B. japonicum
para crecer a expensas de CO como unica fuente de carbono y energia fue una
modificacion del medio PSY, de manera que la peptona y el extracto de levadura
se sustituyeron por NH4Cl (10 mM) como fuente de nitrégeno. El contenido total
de carbono de este medio, como consecuencia de la adicién de biotina, fue de
0'098 ug/ml. El medio se inoculé (diluciéon 1:100) con precultivos celulares de las
cepas USDA 110spc4 y GRL300 en medio PSY, previamente lavados con el
medio descrito. Para el cultivo bacteriano se emplearon frascos con tapon de
rosca perforable. Después de la inoculacion, los frascos se gasearon con CO hasta
conseguir que la atmoésfera interior del frasco estuviera formada por una mezcla
de aire (60%) y CO (50%). Para el gaseado y la determinacién de la concentracién
de oxigeno se emplearon los sistemas descritos en el apartado 1.6. Los cultivos
asi preparados se incubaron durante 12 dias a 28 ©C. Durante este tiempo, a
intervalos regulares (48 h) se tomaron alicuotas (1 ml) que se emplearon para
determinar la densidad o6ptica (Agggp nm) y el nimero de células viables
(unidades formadoras de colonias, ufc). Igualmente, se determiné la
concentracion inicial y final de proteina del cultivo.
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1.8. Obtencién de membranas y citosol de B. japonicum

La obtencién de citosol y membranas celulares se llevé a cabo mediante
rotura de las células por diferencia de presion. Se utiliz6 una prensa de French
(Aminco) preenfriada en hielo, capaz de proporcionar una presién constante de
120 MPa. El extracto celular resultante se centrifug6 (10.000 rpm, 10 min, 4 °C)
para sedimentar las células que no se habian roto, y el sobrenadante se
recentrifugé a 250.000 x g (1 h, 4 °C). El nuevo sobrenadante obtenido se
consideré la fraccion soluble (citosol). El sedimento resultante, conteniendo las
membranas, se lavé 1 vez con tampén Tris-HC1 50 mM (pH 7'5). Las membranas
se solubilizaron mediante su resuspensién en tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7'5)
adicionado de Tritén X-100 al 4% (p/v) e incubacién en hielo durante 15 min. El
material insoluble en Tritén X-100 se elimin6 mediante ultracentrifugacién a
270.000 x g (20 min, 4 °C).

2. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

2.1. Determinacién de proteina
2.1.1. Método de Markwell et al. (1978)

A alicuotas de 50 ul de muestra se adicionan 950 xl de NaOH 0'4 N y 3 ml
de reactivo A. Se agita en vértex y se incuba a temperatura ambiente durante 15
min. Posteriormente se adicionan 300 ul de reactivo de Folin-Cicolteau diluido
1:1 en agua destilada; se agita en vértex e incuba a temperatura ambiente
durante 30 min. El reactivo A consta de 100 partes de reactivo B y 1 de reactivo
C. El reactivo B contiene (p/v) 2% de Na2CO3 , 0'4% de NaOH, 0'16% de tartrato
sédico potdsico 0'1 % de SDS 1%. El reactivo C contiene 4% (p/v) de CuSO4 x
5H20. La concentracién de proteina se calculé después de registrar los valores
de absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 600 nm frente a un
blanco que contenia 1 ml de sosa, 3 ml de reactivo A y 300 ul de Folin-Ciculteau
diluido. Este método se empleé para determinar la concentracion de proteina en
células enteras.
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2.1.2. Método de Bradford et al. (1976)

A alicuotas de 1 xl de muestra se adicionan 800 xl de agua y 200 ul de
reactivo de Bradford (Biorad). Se agita en vértex e incuba entre 2 y 60 min. La
concentraciéon de proteina se calculé después de registrar los valores de
absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 595 nm frente a un
blanco que contenia 800 ul de agua y 200 ul del reactivo. Este método se empleé
para determinar proteina en extractos libres de células.

La concentracién de proteina presente en las muestras,
independientemente del método utilizado, se calculé por interpolacion respecto a
una curva patrén que se preparé con concentraciones crecientes de albimina

bovina (Sigma).

2.2. Determinacion de actividad nitrato reductasa
2.2.1. Ensayos in vitro

La determinacién de actividad nitrato reductasa en citosol y membranas
se realizé empleando la mezcla de reaccién descrita por Delgado et al. (1989):
0'2 ml de tampé6n Tris-HCI 50 mM (pH 7'5)
0'1 ml de KNO3 100 mM
0'1 ml de metil violégeno 2 mM
0'1 ml de agua destilada
0'4 ml de extracto celular ( 0'3-0'5 mg de proteina)
0'1 ml de ditionito sé6dico 46 mM en Tris/HCl 500 mM (pH 7'5)

La reaccién se inici6 con la adicién de ditionito sédico al resto de la
mezcla, y se mantuvo a 30 °C durante 15-30 min. Los controles se obtuvieron
agitando las mezclas de reaccién vigorosamente en el momento de la adicion
del ditionito sédico hasta la completa desaparicién del color azul producido por
éste.

Para la valoracién del nitrito producido se utilizé la reaccién de
diazotacién de Griess-Yllosway que emplea la sulfanilamida y el dcido N-
naftil-etilén-diamino (NNEDA) como reactivos (Hageman y Hucklesby, 1971).
Para ello, a un volumen de muestra se adicionan volimenes iguales de
sulfanilamida y NNEDA. Se agita en vortex e incuba a temperatura ambiente
durante 20 min. Después se determina la absorbancia a 540 nm de longitud de
onda. La curva patrén de nitrito se prepar6 a partir de concentraciones
conocidas de KNO2 en tamp6n Tris-HC1 50 mM (pH 7'5).
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La sulfanilamida se preparé disolviendo 5 g de sulfanilamida en 100 ml
de 4cido clorhidrico concentrado (12 N). Posteriormente, se diluy6 hasta 500 ml
con agua destilada. El NNEDA se obtuvo disolviendo 100 mg de este producto
en 500 ml de agua destilada. Ambos reactivos deben preservarse de la luz,
manteniéndolos en frascos color topacio o envueltos en papel de aluminio.

2.2. Detecciéon de actividad nitrato reductasa en geles de
poliacrilamida

La deteccién de actividad nitrato reductasa en geles de poliacrilamida se
realizé siguiendo el método descrito por Fernandez-Lépez et al. (1994). Los
geles se prepararon en gradiente continuo del 4% al 10% de poliacrilamida, en
tampon TBE (pH 8'4) suplementado con Tritén X-100 al 0'1% (p/v). Las
soluciones de poliacrilamida se desgasaron mediante vacio durante 10 min y el
gradiente se form6 empleando un mezclador de gradientes (modelo 2117,
Pharmacia). Los catalizadores TEMED (0'2 %) y persulfato aménico (10% en
agua) se adicionaron a cada solucion de acrilamida antes de iniciar la
formacién del gel. Como tampén de electroforesis se empleé TBE (pH 8'4)
conteniendo Tritén X-100 al 0'1% (p/v). La electroforesis se llevé a cabo en una
cubeta Miniprotean II (Biorad) que emplea como moldes para el gel placas de
vidrio de 7'3 x 10,2 cm con espaciadores de 0'75 mm. La intensidad de la
corriente fue de 20 mA.

Las muestras y marcadores de tamafio molecular se prepararon
mezcldandolas con un 25% de volumen de tampén de carga formado por tampén
TBE adicionado de 50% de glicerol y 20% de azul de bromofenol. Tras la
electroforesis (aprox. 90 min) el gel se sumergié en tamp6n Tris-HCl 50 mM
(pH 7'5) que contenia metil violégeno (5 mM) y ditionito sédico (1 mg/ml) y se
incubé, a temperatura ambiente, durante 5 min. Transcurrido este tiempo, al
tampoén de incubacién se le adicion6 KNO3 100 mM (1 ml/50 ml de tampén) y
se incub6é de nuevo hasta la aparicién de las bandas correspondientes a la
actividad nitrato reductasa. Siguiendo esta metodologia, el gel se tifie de azul
por efecto del ditionito, excepto en aquella zona donde se oxida el reductor
debido a la actividad del enzima, que aparece de color blanco. La posibilidad de
que otros enzimas con actividad reductasa pudieran ser responsables de la
oxidacién del ditionito se eliminé, ya que la omisién de nitrato en la mezcla de
incubaciéon de los geles resulté en la ausencia de expresion de bandas de
proteina con actividad NR. Después de la aparicién de la(s) banda(s) de
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oxidacion, la decoloracion del gel se detuvo mediante inmersion del mismo en
una solucién de cloruro de trifenil tetrazolio al 2'56% durante 20 min.
Posteriormente, el gel se conservé a 4 °C en acido acético al 7%.

2.3. Determinacion de actividad monéxido de carbono deshidrogenasa

2.3.1. Ensayos in vitro
2.3.1.1. Reduccion del azul de metileno

Se ha realizado segun el método descrito por Meyer y Schlegel (1979),
que emplea una mezcla de:
0'9 ml de tamp6n Tris-HC1 50 mM (pH 7'5)
0'05 ml de glucosa 2 mM
0'02 ml de azul de metileno 2 '5 mM
0'01 ml de una mezcla formada por 1 unidad de glucosa
oxidasa y 1 unidad de catalasa, preparada en tampén Tris-HCl
50 mM (pH 7'5)
0'02 ml de extracto celular ( 0'3-0'5 mg de proteina)

La reaccién se llevé a cabo en cubetas de espectrofotémetro de 1 cm de
didmetro, provistas de cierre hermético y perforable que fueron gaseadas,
durante al menos 3 min, con CO. La reaccién se inici6 por adicion de la
proteina. Como control se emplearon mezclas gaseadas con Ar. La actividad
monoéxido de carbono deshidrogenasa se determiné calculando la velocidad de
reduccién del azul de metileno medida espectrofotométricamente (Ag15 nm)
como desaparicion del color azulado del azul de metileno y considerando un
coeficiente de extincién molar e = 37.1 cm2/umol (Meyer y Schlegel, 1979).

2.3.1.2. Reduccién de cloruro de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-2H-
tetrazolio (INT)

Este método (Kraut et al. 1989), emplea una solucién compuesta de:
250 ul de INT 9'9 mM en agua
50 ul de 1-metoxi-fenacina metosulfato (MPMS) 8'9 mM
500 ul de Triton X-100 al 25 % (p/v)
19'2 ml de tampé6n Tris-HCI 50 mM (pH 7'5)
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A 1 ml de esta solucion se adiciona, en una cubeta de espectrofotometro de
1 ecm de diametro, 10-50 ul de extracto celular. La reaccion se inicia con la
adiciéon de 200 ul de tampén Tris-HCl 50 mM, pH 7'5 (o tampoén fosfato-NaOH
pH 7'2) saturado con CO. La actividad monéxido de carbono deshidrogenasa se
calcul6 después de determinar espectrofotométricamente (A496 nm) la aparicién

de color rojo debida a la reduccién de INT a formazan.

2.3.2. Deteccidon de actividad monoxido de carbono deshidrogenasa en
gel de poliacrilamida

Para la preparaciéon de los geles, se ha seguido el método descrito por
Laemmli (1970). El gel de resolucién se preparé a una concentracion del 7'5%
de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 40:2) en tampén Tris-HCI 0'98 M
(pH 8'8), y el de empaquetado al 4'5% en tampén Tris-HCI 0'325 M (pH 6'8).
Como tampén de desarrollo se utilizé: Tris 3 g/l, glicina 14.4 g/l.

Después de la electroforesis, la deteccion de actividadmonésido de
carbono deshidrogenasa se llevé a cabo de la manera indicada por Meyer y
Schlegel (1980) y Kim y Hegeman (1981). Para ello, el gel de poliacrilamida se
introdujo en un frasco provisto de tapén de rosca perforable que contenia
tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7'5) suplementado con fenazina metosulfato (0.1
mM) y azul de nitrotetrazolio (0'05 mM), se cerré y se gaseé con CO durante al
menos 5 min. Siguiendo esta metodologia, el gel se tifie de violeta en aquel
lugar donde se deposita el formazdn que se origina como consecuencia de la
oxidacion del azul de nitrotetrazolio. Después de la aparicién de la banda
correspondiente a la actividad , el gel se lavé varias veces con agua y se
conservé a 4 °C en 4cido acético glacial al 7%.

2.4. Deteccion de proteina en geles de poliacrilamida

La deteccion de proteina después de la electroforesis en geles de
poliacrilamida se realizé6 mediante tincién con azul Coomassie R-250. Para
ello, el gel se sumergi6 en una solucién de fijacion y tefiido simultdneo
compuesta por etanol: dcido acético glacial:agua destilada (50:10:40) que
contenia azul Coomassie R-250 al 0'2% (p/v). Después de la incubacion del gel
durante 30 min, en agitacion suave a temperatura ambiente, se procedié a su
decoloraciéon con una solucién de metanol:acético glacial:agua (5:15:80).
Posteriormente, el gel se conservo a 4 °C en dcido acético al 7%.
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Cuando se emplearon geles de poliacrilamida para la deteccion tanto de
proteina como de actividad nitrato reductasa y monédido de carbono
deshidrogenasa, el tamafio molecular relativo (Mr) de las enzimas se estimé
segin su movilidad relativa (Rf) en los geles. El Rf se calculé mediante la
formula: Rf = distancia de migracién de la proteina desde el origen/distancia
desde el origen al punto de referencia. Como punto de referencia se puede
utilizar bien el frente de electroforesis (azul de bromofenol), el extremo del gel
o la proteina patrén que més haya migrado. Como proteinas patrén de elevado
tamafio molecular se han utilizado las siguientes: tiroglobulina, 669 kDa;
ferritina, 440 kDa; catalasa, 232 kDa; lactato deshidrogenasa, 140 kDa y
albumina, 67 kDa (HMWD, Pharmacia). En otros casos, como se especifica en
el texto, se ha empleado el Sistema de Escalera de Proteinas de 10 kb (Gibco-
BRL). La preparaciéon de las proteinas patrén para electroforesis se realizé
segun instrucciones del proveedor. El cdlculo del Mr se basé en las rectas de
calibrado construidas representando en el eje de ordenadas el logaritmo
decimal del tamafio molecular de las proteinas patrén y en el eje de abcisas el
valor correspondiente de Rf.

3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1. Preparacion de ADN plasmidico

La obtencién de ADN plasmidico se realizé siguiendo el método de lisis
alcalina (Sambrook et al. 1989). Para ello, las células de 1'5-3 ml de cultivo se
recogieron por centrifugacién (15.000 rpm, 2 min) en tubos de microfuga.
Después de eliminar el sobrenadante, el sedimento se resuspendi6 en 100 ul de
solucién I (glucosa 50 mM, EDTANa2 10 mM y Tris-HCI 25 mM, pH 8'0) a la que
se adicion6 inmediatamente antes de usar 5 mg/ml de lisozima, y se incubaron
las células durate 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
adicionaron 200 ul de solucién II (NaOH 0'2 M, SDS 1%) recién preparada, se
mezclaron ambas soluciones mediante inversion, y se incub6 en hielo durante 5
min. Pasado este tiempo, se adicionaron 150 ul de solucién III (60 ml de acetato
potésico 5M , 11'5 ml de 4cido acético glacial y 28'5 ml de agua, pH 4'5), se agité
la mezcla por inversion del tubo y, después de incubar en hielo durante 5 min, se

centrifugé (15.000 rpm, 2 min). El sobrenadante obtenido (aproximadamente.400-—"1
ul) se pasé a un nuevo microtubo, al que se adicion6 un vélpméh igual -de una’U"n |

|

46

C



mezcla de fenol-cloroformo (1:1), y tras mezclar bien por agitacion en vértex, se
separaron las dos fases por centrifugacion (15.000 rpm, 5 min). La fase superior
acuosa, que contiene el ADN, se transfiri6 a un tubo nuevo, se mezclé con 2
volimenes de etanol absoluto preenfriado a -20 9C, se incub6 a -80 °C durante
30 min (alternativamente, la mezcla se puede mantener durante 15 min en una
mezcla hielo-agua) y, a continuacién, se centrifugé (15.000 rpm, 15 min). El
precipitado obtenido se lavé con etanol al 70% preenfriado a -20°C y se
centrifugé de nuevo (15.000 rpm, 3 min). Por ultimo, después de eliminar el
sobrenadante, el precipitado se secé al vacio y se resuspendi6 en 25 ul de tampén
TES8 (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) .

Para eliminar el ARN, al volumen anterior se puede adicionar 1 ul de
ribonucleasa A preparada de forma concentrada (10 ug/ml en NaCl 15 mM y
Tris-HCl 10 mM, pH 7'5). De forma previa a su utilizacion, la solucion
concentrada de RNasa se calenté a 100 °C durante 15 min, se dej6é enfriar
lentamente a temperatura ambiente, se prepararon alicuotas y se almacenaron a
-20 °C.

La mezcla fenol-cloroformo (proporciéon 1:1) se preparé a partir de fenol al
100% que contenia 8-hidroxiquinoleina al 0'1% en Tris-HCI1 0'1 M (pH 8.0), y de
una mezcla de alcoho isoamilico y cloroformo en proporcion 1:24.

3.2. Preparacion de ADN total

El aislamiento de ADN total se llevé a cabo a partir de 5 ml de cultivo en
fase logaritmica de la cepa bacteriana elegida. Las células se centrifugaron
(15.000 rpm, 2 min) en alicuotas de 1'5 ml en una microfuga, se lavaron con 0'5
ml de tamp6n TES8 adicionado de sarcosil (N-lauril sarcosina) al 0'1% y se
resuspendieron en 0'4 ml de TES8. A la suspension resultante se adicionaron 50
ul de una solucién de SDS al 10% y 50 ul de una solucién (5 ug/ml) de proteinasa
K o pronasa predigerida en TES8. La mezcla se incub6 durante 1 hora a 37 °C, se
adicionaron 100 ul de CINa 5M preparado en TES8 , se incub6 en hielo durante 30
min y se centrifugé (15.000 rpm, 2 min). El sobrenadante se recogié en un nuevo
tubo, y se le adicion6 un volumen de fenol-cloroformo, procediéndose
posteriormente como se indica en el apartado apartado 3.1. El dltimo paso se
puede repetir hasta que la fase superior acuosa esté limpia. A la fase acuosa se
le adiciona entonces 2.5 volimenes de etanol absoluto enfriado a -200C, se
mezcla bien y se deja durante 15 min a -80 9C. Después de centrifugar (15.000

47



rpm, 15 min) el precipitado se lava con 0'2 ml de etanol al 70%, se seca al vacio y
se resuspende, finalmente, en 50 xl de agua bidestilada estéril o tampén TES.

3.3. Determinacién de la concentracion de ADN

Se ha seguido el método espectrofotométrico descrito en Sambrook et al.
(1989). La absorbancia (A2g0 nm y A280 nm) de las soluciones de ADN en agua
o en TE se determinaron utilizando como blanco agua o TE, respectivamente. La
concentracién se calcula respecto a los valores estdndar de DO2g0 = 1 para
soluciones con 50 ug/ml de ADN de cadena doble. La relacién DO260/D0280 se
usa como estimador de la pureza de la preparacion, considerdndose valores
inferiores a 1'8 como indicadores de contaminacién por proteinas o fenol. Para
muestras de ADN muy impuras o de baja concentracién, se empleé el método de
comparacién de fluorescencia en gel de agarosa bajo luz UV frente a marcadores
de ADN de concentracién conocida, también descrito por Sambrook et al. (1989).

3.4. Digestion total de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion total de ADN con enzimas de restriccion se llevé a cabo en las
condiciones 6ptimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones, en cuanto a
temperatura y tampon, recomendadas por los proveedores.

Las digestiones con mds de una enzima de restriccién se realizaron
simultdneamente cuando las enzimas requerian el mismo tampén y
temperatura. En caso contrario, y siempre que fuera factible, se digirié primero
con la enzima que requeria el tampén de menor fuerza iénica, adicionando
posteriormente el tampén y enzima para la segunda digestién. Cuando esto no
fue posible, se llevé a cabo, primero, la digestién con una enzima; se limpié luego
el ADN mediante tratamiento con fenol-cloroformo, se precipité con etanol y,
posteriormente, se resuspendi6 en agua, llevandose a cabo entonces la digestion
con la segunda enzima.
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3.5. Separacion e identificacion de fragmentos de restriccion mediante
electroforesis en gel de agarosa

3.5.1. Electroforesis de ADN

La separacion de fragmentos de restriccion se ha llevado a cabo mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa sumergidos en TBE (Tris 89 mM,
EDTA-Na2 2'5 mM, BO3H2 89 mM, pH 8'2). La concentracién de agarosa ha
sido del 0'7% o del 1%, segun el tamario de los fragmentos a resolver. El voltaje
usual de trabajo ha sido de 120 V en cubetas de electroforesis GNA 200
(Pharmacia) y de 80 V en cubetas de electroforesis GNA 100 (Pharmacia). Como
tampon de carga se ha utilizado una mezcla de sacarosa al 40% y azul de
bromofenol al 0'25%, ambos preparados en agua. Se ha empleado 1 ul de tampén
de carga por cada 5 ul de solucion de ADN.

3.5.2. Revelado de geles y fotografia

Las muestras de ADN presentes en los geles de agarosa se revelaron
sumergiéndolos en agua a la que previamente se adicionan unas gotas de una
solucién de bromuro de etidio (1 mg/ml), durante 15-20 min. Posteriormente se
observaron con luz UV (260 nm) en un transiluminador.

Las fotografias de los geles se han realizado con una camara Polaroid MP-4
provista de filtro rojo y pelicula Polaroid 667. Alternativamente, se ha utilizado
una videocamara acoplada a un sistema de impresion de imdgenes (Gelprinter
vm509).

3.5.3. Estimacion del tamaiio molecular de fragmentos de restriccion

La determinacién del tamafnio molecular de fragmentos de restricciéon se ha
efectuado a partir de la construccion de graficas en las que se representa el
logaritmo del tamafio molecular relativo (My) de moléculas patrén de ADN,
frente a la movilidad relativa (Rf) de dichas moléculas en gel de agarosa, esto es,
la distancia de migraciéon de cada una en el gel dividida entre la longitud del gel.
Como marcadores de tamafno molecular se han utilizado los fragmentos de
restriccion del ADN del fago lambda resultantes de la digestién con
endonucleasa HindIIl o EcoRl/HindIIl.
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3.6. Purificaciéon de fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa

Para la purificacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa se han
utilizado dos metodologias, Geneclean II® (Bio 101 Inc., La Jolla, California,
USA) y Quiaex n® (Quiagen Inc., Chatsworth, California, USA).

3.6.1. Geneclean II®

Una vez identificado el fragmento de restriccién que se desea purificar, se
cort6 el gel de agarosa alrededor del mismo con un bisturi, se colocé en un
microtubo y se troce6 lo mas homogéneamente posible. Al tubo se adicionaron 4
voliumenes de Nal y 1/2 volumen de modificador-TBE® (mezcla concentrada de
sales que neutraliza el efecto inhibidor del tampén TBE sobre la adhesién del
ADN al glassmi1k®; Su uso es necesario, por tanto, sélo cuando la electroforesis
se haya realizado en tampén TBE) y tras agitar en vortex se incub6 a 48 °C
durante el tiempo necesario (aprox. 5 min) para que la agarosa se disuelva.
Posteriormente, se adicioné glassmilk® (5 ul/5ug ADN; esta concentracién debe
aumentarse en 1 ul adicional por cada 0'5 ug en exceso de ADN). El glassmilk®
consiste en una suspensiéon de una matriz de silice en agua y es marca
registrada de Bio 101 Inc., La Jolla, California. Después de mezclar, la
suspension se incubé en hielo, al menos 5 min, para permitir la adhesién del
ADN a la silice, agitando cada 1-2 min para prevenir la precipitacion de la
misma. A continuacién, se centrifugé (15.000 rpm, 5 segundos) para precipitar el
ADN que permanece unido a la matriz, y se lavo 3 veces con solucion New
Wash® (mezcla especifica de NaCl, Tris, EDTA, etanol y agua) preenfriada a -20
OC. Tras eliminar el dltimo sobrenadante, el ADN se separ6 de la matriz de silice
eluyendo con 10 ul de agua bidestilada o tampén TE y calentando a 50 °C
durante 2 min. Después de centrifugar (15.000 rpm, 30 s), el sobrenadante se
recogi6é cuidadosamente y se colocé en un nuevo tubo. El dltimo paso se puede
repetir para eluir el ADN que pueda permancer unido a la matriz de silice.

3.6.2. Quiaex n®

Una vez cortada la agarosa alrededor del fragmento deseado se colocé en un
microtubo, se troce6 y se adicionaron 3 volumenes de tampén QX1®, que
contiene altas concentraciones de agentes caotrépicos. Después de agitar con
vortex, se adicionaron 5 ul/ug de ADN de resina Quiaex n® y se incub6 a 50 °C
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hasta conseguir la disolucion de la agarosa (aprox. 10 min), agitando el tubo por
inversion manual cada 2 minutos. A continuaciéon se centrifugé (15.000 rpm, 30
s), se elimino el sobrenadante, y el precipitado, que contiene el ADN adherido a
la matriz, se resuspendi6 en 0'5 ml de tampé6n QX1®. La solucién obtenida se
centrifugé 30 segundos, se eliminé el sobrenadante y el sedimento se lavé dos
veces con 0'5 ml de tampon PE® adicionado de etanol para eliminar los agentes
caotropicos y se secé a temperatura ambiente. E1l ADN se separé de la matriz
mediante resuspensiéon en 20 ul de agua bidestilada o tampén TE y calentando a
50 OC durante 10 min. La resina se eliminé centrifugando (15.000 rpm, 30 s) y el
sobrenadante se recogié con cuidado y se pasé a un nuevo tubo. Esta dltima
operacion se puede repetir una segunda vez para eluir el ADN restante.

3.7. Manipulacion de los fragmentos de restriccion

Los fragmentos de restriccion, una vez aislados de los geles de agarosa y
purificados pueden manipularse de distinta manera, de acuerdo con su
utilizacién posterior.

3.7.1. Ligacién de fragmentos de restriccion en vectores de clonacion

La ligacion entre un fragmento de ADN y el vector de clonacién adecuado,
se efectud usando relaciones molares vector:inserto variables, dependiendo, por
una parte, del tamafo de los fragmentos y, por otra, del tipo de extremos, romos
o cohesivos, del fragmento en cuestion. En ambos casos, el volumen final de
mezcla de reaccién fue de 10-20 ul. Las reacciones se llevaron a cabo en
presencia de la enzima DNA ligasa del fago T4 y en el tampén indicado por los
proveedores, incubando 3-4 h a temperatura ambiente o, alternativamente,
durante una noche a 15 °C. Cuando se trataba de una ligacién de extremos
romos, se adicioné polietilénglicol (PEG 8.000) a una concentracién final del 20%.
En este dltimo caso la temperatura de incubacion fue de 20 °C.

3.7.2. Relleno de extremos 5' de fragmentos de restriccion

Para la creacion de extremos romos en fragmentos de restriccién con
extremos 5' protuberantes, se procedi6 al relleno del extremo 3' de la cadena
complementaria. Para ello, a 20 ul de solucién de ADN se adicioné 1 ul de una
solucién 1 mM de desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) y 1 unidad de enzima
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Klenow/ug de ADN. La mezcla se incubé durante 30 min a temperatura
ambiente y se detuvo por adicién de 200 ul de tampén TE y 200 ul de fenol-
cloroformo. Se recogié el sobrenadante y el ADN se precipité con 0'1 volimenes
de acetato sédico 3 M (pH 5'2) y 2 volimenes de etanol absoluto. Finalmente, el
ADN se resuspendi6 en agua bidestilada estéril.

3.7.3. Eliminaciéon de extremos 3' de fragmentos de restriccion

En el caso de que la digestion de ADN produjese fragmentos con extremos
3' protuberantes, la eliminacién de los mismos se efectué adicionando a la
solucién de ADN (20 zl) 1 ul de una solucién 2 mM de dNTPs y 1 unidad de ADN
polimerasa del bacteriéfago T4 por ug de ADN. La mezcla se incub6é durante 15
min a 12 °C. La inactivacién de la polimerasa se realizé mediante calentamiento
a 70 9C durante 10 min y posterior adiciéon de 200ul de tampén TE y 200xl de
fenol-cloroformo. Se recogi6 el sobrenadante y la recuperacién de ADN se llevé a
cabo como se ha descrito en el apartado anterior.

3.8. Preparacién y transformacién de células competentes de E. coli

La preparacién de células competentes de E. coli se ha realizado
esencialmente segun la técnica descrita por Lederberg y Cohen (1974).

A partir de un cultivo de la cepa de E. coli a transformar, se inoculé medio
LB (1 ml cultivo/100 de medio) y se incubé en agitacién a 37 °C hasta que el
cultivo alcanzé una DOgo@ de 0'6. Tras dejar enfriar en hielo, las células se
centrifugaron (10.000 rpm, 5 min, 4 °C), se resuspendieron en 1 volumen de una
solucién de MgCl2 0'1 M preenfriada a 4 °C, y se centrifugé de nuevo (5.000 rpm,
5 min, 4 °C). A continuacion, las células se resuspendieron en 1/2 volumen de
una solucién de CaCl2 0'1 M preenfriada a 4 °C y, tras dejarlas en hielo un
minimo de 30 min, se centrifugaron (5.000 rpm, 5 min, 49C) y se resuspendieron
suavemente en 1/10 volumen de una solucién de CaCl2 0'1 M y glicerol al 20%
preenfriada a 4 °C. Las células asi preparadas se repartieron en alicuotas de 100
ul en tubos eppendorf preenfriados a 4 °C, que se conservaron a -80 °C hasta su
uso.

Para la transformacién de células competentes con ADN plasmidico se
sigui6 la técnica descrita por Rodriguez y Tait (1983), modificada como se indica
a continuacién. A alicuotas de 200 ul de células competentes se adicion6 ADN
(0'05-0'5 ug) y la mezcla, después de su incubacion en hielo un minimo de 30
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min, se sometié a un choque de calor de 42 9°C durante 2 min. Posteriormente, la
mezcla se incub6 5 min en hielo, se le adicion6 1 ml de medio LB y se incub6 a 37
OC durante 60-90 min. Transcurrido este tiempo se sembraron alicuotas de 0'1
ml en placas de medio LB suplementado con los correspondientes antibiéticos.

3.9. Transformacion de E. coli mediante electroporacion

Partiendo de un cultivo de la cepa adecuada de E. coli, se inocul6 medio LB
(1 ml de cultivo/ 100 ml de medio) y se incubé a 37 OC, en agitacion, hasta que el
cultivo alcanzé una DOgog de 0'5-1. Tras dejar enfriar en hielo, las células se
recogieron por centrifugacion (5.000 rpm, 15 min, 4 9C) y se lavaron, de forma
secuencial, con 1, 0'5, 0'5 y finalmente 0'2 voldmenes de agua estéril y enfriada a
4 0C. Después de la dltima centrifugacion, las células se resuspendieron en 2-3 x
103 volumenes de agua estéril y fria con glicerol al 10% (esterilizado por
filtracién). Las células asi preparadas se conservaron en alicuotas de 40 ul,
congeladas a -80 °C.

La electroporacién se llevé a cabo en una cubeta de electroporacion (2 mm
de grosor) preenfriada a 4 °C donde se mezclaron 39 ul de suspensién célular y 1
ul de la suspensién de ADN (1 ng ADN/ ml de agua, TE o mezcla de ligacién) con
la que se queria transformar. La cubeta se coloco en el electroporador y se le
aplic6 una corriente de 2'45 kV. Una vez aplicada la carga eléctrica, la cubeta se
extrajo del electroporador rapidamente y se le adicionaron 960 ul de medio LB,
se agit6 suavemente y se incubé 1 h a 37 ©C. Transcurrido ese tiempo, se
sembraron alicuotas de 100 ul en placas de medio LB suplementado con los
correspondientes antibiéticos.

La esterilizacion de las cubetas de electroporacion se llevo a cabo mediante
inmersién en etanol al 70% durante al menos 12 h y posterior secado bajo luz
ultravioleta.

3.10. Experimentos de hibridacion ADN-ADN

3.10.1. Transferencia de ADN a filtros de nylon

La transferencia de fragmentos de restriccion de ADN a filtros de nylon se
realizé seguin la técnica de Southern (1975). Para ello, después de la
correspondiente electroforesis, el gel de agarosa se sumergié en una solucién de
HCI 0'25 M durante 20 min para someter el ADN a depurinacién dcida. Tras
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lavar varias veces con agua destilada, se procedié a desnaturalizar el ADN
mediante inmersion repetida (dos veces) en una solucién de NaOH 0'5 M, NaCl
1'5 M, durante 15 min. Por ultimo, el ADN se neutralizé con una solucién de
Tris-HCI 0'5 M, NaCl 3 M, pH 7, mediante otros dos lavados de 15 min.

Después de lavar el gel con agua destilada, se colocé sobre una superficie
plana y regular, habitualmente un cristal, cubierta con papel Whatman 3MM
cuyos extremos, a modo de mecha, se sumergen en un reservorio de tampén de
transferencia 10xSSC (1xSSC: NaCl 150 mM, citrato sédico 15 mM, pH 7). Sobre
el gel se colocaron un filtro de nylon y tres piezas de Whatman 3MM de tamafio
similar al gel (el filtro y las piezas de papel Whatman se lavaron primero con
agua destilada y se saturaron después en tampén 20xSSC durante 30 min).
Sobre este dispositivo se colocaron varias piezas de papel de celulosa y, sobre
éstas, a su vez, un peso de aproximadamente 1 Kg para mantener el sistema
ligeramente comprimido. El proceso de transferencia de ADN del gel a la
membrana de nylon se realizé, normalmente, durante una noche.

Una vez finalizada la transferencia, el filtro de nylon se lavé con una
solucién de 2xSSC para eliminar restos de agarosa, se secé a temperatura
ambiente y se expuso durante 5 min a luz ultravioleta para fijar el ADN.

3.10.2. Marcaje de sondas de ADN

El marcaje de sondas se ha realizado empleando el sistema no radiactivo
comercializado por Boehringer (Mannhein, Alemania), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Esta técnica consiste, en esencia, en la sintesis
parcial de ADN a partir del ADN molde que se quiere usar como sonda. Para
ello, se utiliza el ADN molde desnaturalizado por calor (100 °C, 10 min), una
mezcla de hexanucleétidos, fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli
y digoxigenina-dUTP como nucleétido marcado, ya que se puede detectar
mediante una reacién inmunolégica especifica.

Los ADNs usados como sonda fueron tanto fragmentos purificados como
ADN plasmidico o linearizado. Se utilizaron, habitualmente, 100-300 ng de ADN
desnaturalizado en un volumen de reaccién final de 20 yl. El tiempo de
incubacién fue siempre superior a 6 h a una temperatura de 37 °C.
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3.10.3. Hibridacion ADN-ADN con sonda no radiactiva

El filtro de nylon al que se habia transferido el ADN se coloc6 en un rodillo
de hibridacion al que se adicionaron 20-40 ml de solucién de hibridacion (5x SSC,
N-lauril sarcosina 0'1%, SDS 0'02%, formamida 50% y agente bloqueante al 2%)
y se incub6 a 42 ©C, al menos durante 3 h, en horno de hibridacién (Amersham).
Después de eliminar la primera solucién, se adicioné de nuevo solucién de
hibridacién suplementada con el ADN sonda desnaturalizado (100 °C, 10 min) y
se incub6 a la misma temperatura durante un tiempo minimo de 6 h. Cuando la
homologia de los ADNs a hibridar se presumi6 baja, la temperatura de
prehibridacion e hibridacién se disminuyé hasta 37 0C.

Terminado el proceso de hibridacion, el filtro se lavé primero 2 veces con
una solucién 2x SSC y SDS al 0.1% (v/v) durante 5 min, y después, otras 2 veces
con una solucién 0.1x SSC y SDS al 0.1% (p/v) a 68 9C durante 15 min. Una vez
lavado el filtro, se procedié a la deteccién inmunolégica del ADN hibridado
usando anticuerpos especificos contra la digoxigenina. Estos anticuerpos estdn
conjugados con fosfatasa alcalina que, en presencia de 3-(2'-spiroadamantano)-4-
metoxi-4-(3"-fosforiloxi)-fenil-1,2-dioxietano (AMPPD), produce un compuesto
inestable que, a su vez, se descompone formando el anién metil-meta-
oxibenzoato, el cual emite luz a una longitud de onda de 477 nm. La emisi6n de
luz se detect6 poniendo en contacto el filtro con una pelicula autoradiogréfica
Kodak X-Omat. El tiempo de exposicién (5 min a 3 h) para la deteccién de las
bandas de hibridacién depende de la cantidad de ADN, del grado de homologia
de la sonda y de la eficiencia del marcaje de la sonda.

Para el revelado de la pelicula se usé revelador Neutol Liquid NE (Agfa) y
fijador N FIX 172 (Negra) a las diluciones y tiempos recomendados por las casas
comerciales.

3.10.4. Hibridacion en colonias

Se ha seguido la metodologia descrita por Sambrook et al. (1989).
Diluciones seriadas de cada vial del banco de genes se sembraron en placas de
medio LB de manera que pudieran obtenerse colonias aisladas. Cuando las
colonias estuvieron crecidas se posaron sobre ellas filtros de nylon del mismo
tamarfio, de forma que las colonias quedasen impregmadas en el filtro. Los filtros
de nylon se colocaron sobre nuevas placas de medio LB y se incubaron a 37 °C
hasta observar crecimiento celular sobre los mismos.
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Los filtros con las colonias crecidas se colocaron, uno tras otro, sobre 4-5
piezas de papel Whatman 3MM saturadas con una solucién de SDS al 10 %
durante 3 min. Posteriormente, cada filtro se pasé a un segundo grupo de piezas
de papel saturadas con una solucién de desnaturalizacion compuesta por NaOH
0'5 N y NaCl 1'5 M, durante 5 min. A continuacién, cada filtro se pasé, durante
otros 5 min al tercer grupo de piezas de papel que estaba saturado con una
solucién de neutralizacién compuesta por NaCl 1'5 M, y TrisCl 1'6 M pH 7'4.
Finalmente, cada filtro se colocé, otros 5 min, sobre un cuarto grupo de piezas de
papel saturadas en este caso con 2 x SSC. Finalmente, cada filtro se secé sobre
papel Whatman 3MM vy, colocado entre dos piezas de papel de filtro, se coci6, en
vacio, a 120 °C durante 1 h. Los filtros quedan asi preparados para ser sometidos
a hibridacién con la sonda adecuada y posterior revelado de la forma que se ha
descrito en el apartado 13.3.

3.11. Preparacion de clones de secuenciacion

Para la obtencién de clones de secuenciaciéon se siguieron distintas
estrategias. Siempre que fue posible, y una vez construidos mapas de restriccién
de los fragmentos originales de ADN, se prepararon clones de secuenciacién
mediante subclonacién de los mismos en vectores como pUC18 o pBSKS(+).
Alternativamente, los clones de secuenciacién se obtuvieron a partir del
fragmento original de ADN mediante la generacién de deleciones
unidireccionales seriadas, originalmente descrita por Hennikoff (1984), técnica
basada en el empleo coordinado de exonucleasa III y nucleasa S1. Para ello se
empleé el sistema comercial Erase-a-Base System (Promega) siguiendo las
recomendaciones de los proveedores.

En esencia, los fragmentos de ADN (5-10 ug) se sometieron a digestién con
dos restrictasas, de manera que una de ellas deje extremos 5' cohesivos
susceptibles de ser atacados por la exonucleasa III, y la otra enzima de
restriccién deja extremos 3' que sirvieron de extremo para proteger de la
actuacion de la exonucleasa III .

Los ADNSs asi digeridos se trataron con fenol-cloroformo, se precipitaron
mediante adicién de 0'1 volumen de NaCl 2 M y 2 volamenes de etanol absoluto,
se secaron al vacio y, finalmente, se resuspendieron en un volumen apropiado de
tampon especifico de exonucleasa III. La reaccion de delecion se llevé a cabo a 30
0C y se inicié con la adicién de 3 ul (aprox. 525 unidades) de exonucleasa III,
condiciones tales en las que la exonucleasa es capaz de delecionar aprox. 200
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nucledtidos/min. Después de agitar suavemente se empez6 a contar el tiempo,
tomandose alicuotas de 2'5 ul cada 1 min, dejando pasar 1 min hasta recoger la
primera muestra. Las alicuotas se recogieron en microtubos preenfriados en
hielo que contenian 7'5 ul de mezcla de nucleasa S1 (172 ul de H20, 27 ul de
tampo6n S1 7'4x y 60 unidades de nucleasa S1). Una vez tomadas las alicuotas,
cuyo namero vari6 segan el tamafo del fragmento a delecionar, los tubos se
incubaron a temperatura ambiente durante 30 min, transcurrido el cual se
inactivé la nucleasa mediante la adiciéon a cada tubo de 1 ul de una solucién que
contiene Tris 0'3 M, EDTANag 0'05 M, e incubando a 70 °C durante 10 min.

Para comprobar el correcto avance de las deleciones, se preparé un gel de
agarosa al 0'7%, se tomé una alicuota de cada tiempo y, después de la
electroforesis correspondiente, se observé la disminucién progresiva del tamarfio
molecular del ADN original. Realizada la comprobacion, a cada tubo se adicion6
1 ul de mezcla Klenow (3-5 unidades de enzima en 30 ul de tampén especifico) y
se incub6 a 37 °C durante 3 min. Posteriormente, a cada tubo se adicioné 1 ul de
mezcla de dNTPs (0'125 mM de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y se incubé 5
min a 37 OC. Finalmente, cada tubo se suplement6é con 40 ul de mezcla de
ligacion (790 ul de agua desionizada, 100 ul de tampo6n de ligaciéon 10x, 100 ul de
PEG al 50%, 10 ul de DTT 100 mM y 5 unidades de ADN ligasa del fago T4), se
mezclé y se incubd, al menos, 1 hora a temperatura ambiente.

La mezcla obtenida se empleé para transformar 200 ul de células
competentes de E. coli DH5a como se indica en el apartado 3.8 de Material y
Métodos, excepto que sélo se adicionaron 200 xl de medio LB. La seleccién de
transformantes se efectué sembrando toda la mezcla de transformaciéon sobre
placas conteniendo medio LB adicionadas de los antibiéticos adecuados. De cada
uno de los tiempos de delecién se eligieron al azar, al menos, 5 clones en los que
se comprobé el tamafio de la delecion producida, mediante digestion con las
endonucleasas adecuadas.

3.12. Purificacion de ADN para secuenciacion

Se realiz6 utilizando los productos comerciales Wizard MiniprepsR
(Promega) y Quiaprep Spin Plasmid (Quiagen Inc.) de la manera que se indica a
continuacion.
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3.12.1. Qiaprep Spin Plasmid

A partir de un cultivo liquido de 1-5 ml de E. coli, las células se
precipitaron, se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron en 250 ul del
denominado tampén P1 previamente adicionado de RNsa A. Posteriormente, se
adicionaron 250 ul del tamp6n P2, mezclando suavemente mediante inversién
del tubo. P2 es un tampén de lisis, y se recomienda mantener la reaccién 5 min
como maximo. A la mezcla anterior se adicion6 350 ul de tampén N3, se mezclé
por inversién y se centrifugé (12.000 rpm) hasta la formacién de un precipitado
compacto (aprox. 10 min). Se recogi6 el sobrenadante y se aplicé a una columna
Qiaprep que se centrifugé durante 1 min para retener el ADN plasmidico. A la
columna se adicionaron 750 ul de tampé6n PE y se centrifug6 1 min a 12.000 rpm,
repitiéndose de nuevo esta operacién para eliminar el exceso de tampodn.
Finalmente, la columna se colocé en un tubo de 1'5 ml, se le adicionaron 50 ul de
agua bidestilada estéril, y pasado 1 min se centrifugé (12.000 rpm, 1 min) para
recuperar el ADN (aproximadamente 25 ug).

3.12.2. Wizard Minipreps®

El precipitado obtenido de la centrifugacién de 1-3 ml de cultivo liquido de
E. coli se resuspendi6 en 200 ul de tampén de resuspension mediante agitacion
con vértex y se le adicionaron otros 200 yl de solucién de lisis compuesta por
NaOH 0'8% y SDS 1%. La mezcla se agité por inversién manual del tubo, se
adicionaron 200 ul de solucién de neutralizacion y se agité de nuevo por
inversién. El lisado obtenido se centrifug6 (12.000 rpm, 5 min) y el sobrenadante
obtenido se recogié en un tubo nuevo al que se le adicion6 1 ml de resina,
mezclando bien por inversién. Esta mezcla se cargé en el barril de una jeringa de
3 ml que habia sido previamente acoplada a una minicolumna por la que,
lentamente, se hizo pasar la mezcla mediante presién con el émbolo de la
jeringa. Posteriormente, se lavé la minicolumna con una solucién de lavado
adicionada de etanol (50%). El liquido residual que pudiese quedar en la
columna se extrajo mediante centrifugacion (12.000 rpm, 1 min). A la columna se
adicionaron 50 ul de agua bidestilada estéril, permitiendo que la resina se
empapase durante 1 min. Finalmente, se eluyé el ADN mediante centrifugacién
(12.000 rpm, 1 min). Con este procedimiento se puede obtener
aproximadamente 25 ug de ADN.
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3.13. Secuenciaciéon de ADN de doble cadena

3.13.1. Secuenciacion manual

3.13.1.1. Preparacion y marcaje del ADN

La secuenciacion de ADN se llevé a cabo por el método de teminacién de
cadena con dideoxinucleétidos (Sanger et al., 1977), siguiendo basicamente la
técnica descrita por Hattori y Sakaki (1986) para la secuenciacion de plasmidos.
Se utiliz6 la versién 2.0 del producto comercial SequenasaR (USB), que emplea
ADN polimerasa del bacteriéfago T7 manipulada, que carece de actividad 3'-5'
exonucleasa (Tabor y Richardson 1987).

El ADN plasmidico se sometié primero a desnaturalizacion alcalina. Para
ello, a 18 ul de solucién de ADN (aprox. 2 ug) se le adicionaron 2 ul de NaOH 2 N
y, después de mezclar, se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente se adicionaron 2 yl de acetato amoénico 5 M, pH 4'5 y 66 ul de
etanol absoluto (-80 °C, 10 min), se centrifugé (12.000 rpm, 15 min) y el
precipitado se lavé con etanol al 70%. Después de centrifugar y eliminar el
sobrenadante, el ADN se sec6 al vacio.

Para la reaccién de unién al cebador, el ADN desnaturalizado y seco se
resuspendié en una mezcla compuesta por 2 yl de tampon de secuenciacion 5x, 1
ul de cebador (0'5 pmol/1 ul) y 7 ul de agua bidestilada, se incub6 a 65 °C
durante 2 min y se enfrié a 35 °C .

El marcaje se efectu6 aniadiendo a la mezcla anterior 1 ul de DTT (0'1 M), 2
1l de mezcla de marcado diluida (dGTP, dCTP, dTTP, 0,75 mM), 0'5 ul de 3583.
dATP (5 mCi, >1.000 Ci/mmol) (Amersham) y 2 ul de una mezcla que contiene
tampoén especifico para la sequenasa (6'5 ul), sequenasa (1 ul, 13 unidades/ul) e
incubando a 20 °C durante 5 min. La reaccién de terminacion se llevo a cabo
tomando alicuotas de 3'5 ul de las reacciones de marcaje que se adicionaron,
cada una, a 4 tubos precalentados a 37 9C, que contenian 2'5 ul de cada una de
las mezclas de terminacion (A, C, Gy T), y continuando la incubacién 5 min a 37
OC. Por ultimo, a cada tubo se adicioné 4 ul de una solucién (soluciéon de parada)
compuesta por formamida 95%, azul de bromofenol 0'1%, y xilenocianol 0'1%.
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3.13.1.2. Resolucion de compresiones

Para los casos en donde aparecieron zonas confusas o comprimidas debido a
la conformacion secundaria del ADN, se emplearon modificaciones del método
general descrito consistentes en el empleo de dITP o dGTP como mezcla de
marcaje o ANTP. Cuando los métodos anteriores no dieron resultado, se emple6
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar el ADN a
secuenciar. En este caso, la desnaturalizacién por sosa se sustituyé por
desnaturalizacion a 95° C, seguida de ciclos de unién de cebador y elongacion,
para lo cual se sustituyé la ADN polimerasa del bacteriéfago T7 por Tagq-
polimerasa que no pierde su funcionalidad a altas temperaturas. Se y segin
indicaciones del kit de Fentomol R (Promega).

3.13.1.3. Resolucién de los oligonucleétidos generados tras las
reacciones de secuenciacion

Las muestras obtenidas tras las reacciones de secuenciacién se analizaron
mediante electroforesis en geles verticales de poliacrilamida. Los geles se
preparan sobre placas (21 x 40 cm o 38 x 52,5 cm; separadores de 0'4 0 0'2 mm
Sequi-Gen (Biorad). Una de las placas se trat6, cada 3-4 veces de uso, con PLOT
concentrate (Serva) diluido en acetona, para facilitar la posterior separacién del
gel. Los geles se prepararon al 6% de acrilamida (acrilamida:bisacrilamida, 19:1)
en tampén TBE conteniendo urea 7 M. La acrilamida se filtré a través de
unidades tipo SCN (Nalgene), y se polimerizé con persulfato aménico (10% en
agua bidestilada) y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) 6 mM. El
borde superior del gel se defini6 introduciendo un peine de diente de tiburén. 2ul
de las muestras desnaturalizadas por calor (95 °C, 3 min), se cargaron entre los
espacios definidos por dos dientes consecutivos. La electroforesis se llevé a cabo
sobre geles precalentados a 50 °C en un aparato Sequi-gen (Biorad), durante 1 h
30 min a 1.700 V (gel de 21 x 40 cm) y 2 h 15 min a 1.900 V (gel de 38 x 52,5 cm).
El tampoén de electroforesis fue siempre TBE.

3.13.1.4. Tratamiento del gel y exposicion

Terminada la electroforesis, el gel se lavé con una solucién de
H20O:metanol:4acido acético (80:15:5) durante varios minutos, se colocé sobre un

papel Whatman 3MM, se cubrié con papel celofdn y se secé al vacio a 80 °C
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durante 1 h. Para visualizar los resultados, el gel se puso en contacto, a
temperatura ambiente, con pelicula de autorradiografia (HyperfilmTM b-Max,
Amersham) entre dos dias y una semana. Para el revelado de las peliculas
autorradigraficas se procedié como se indica en el apartado 3.5.2

3.13.2. Secuenciacion automatica

Se llev6 a cabo en un secuenciador automatico Applied Biosystem (Perkin
Elmer), modelo 373 Stretch, con la asistencia de A. Lario (Servicio de
Secuenciaciéon del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra, CSIC,
Granada). Las reacciones de secuenciacién se llevaron a cabo mediante en un
termociclador Perkin Elmer 9.600, utilizando el producto comercial Abi Prism
(Perkin-Elmer) y la polimerasa Amplitaq F'S. La determinacién de la secuencia
se realiz6 mediante el sistema de terminadores marcados con fluorocromos. Al
ADN a secuenciar (0'6-1 ug) se le adicioné el primer especifico y agua bidestilada
hasta un volumen final de 12 ul.

En todos los casos se han secueciado las dos cadenas de ADN. Los
cebadores empleados han sido los denominados cebador universal y reverso,
correspondientes a las secuencias del fago M13 (-40) 5'-
GTTTTCCCAGTCACGAC-3', y (-20) 5'-AACAGCTATGAC-CATG-3',
respectivamente, presentes en los vectores pUC18 y pBSKS(+).

Tanto en caso de encontrarse inespecifidades en la secuencia como en
ausencia de solapamiento entre el ADN de clones consecutivos de secuenciacion,
se disefiaron cebadores expecificos para cubrir las discontinuidades en la
secuencia. Se empleé el programa Oligo 4-s para comprobar la calidad del
oligonucleétido disefiado. Los oligonucleétidos, en concentracién 50 uM, se
sintetizaron mediante el método quimico que emplea b-cianoetil N,N-diisopropil
fosforamidita en un aparato OLigo 1000 DNA Synthesizer (Beckman). La
sintesis de oligonucleétidos la ha llevado a cabo A. Mérida (Servicio de Sintesis
de Oligonucleétidos, Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra,
CSIC, Granada).

3.14. Analisis informatico de secuencias de ADN y proteinas

Los andlisis previos de las secuencias de ADN obtenidas, busqueda de sitios
de restriccion, localizacion de posibles marcos abiertos de lectura (ORFs), etc., se
realizaron con las versiones 3.0 y 4.0 de los programas Genepro (Riverside
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Scientific, Washington, Seattle, USA), DNA Strider y GCG (Genetics Computer
Group, Madison ,Wisconsin, USA). También se utilizaron determinados
programas del paquete GCG, tales como Fasta (Pearson y Lipman, 1988) y Blast
(Altschul et al. 1990), para la busqueda de homologias en las secuencias de ADN
y proteinas; Bestfit (Smith and Waterman, 1981) que predice el mejor
alineamiento entre dos secuencias, su similitud y su homologia; Pileup, que
produce alineamientos entre mas de dos secuencias; Clustal V, que, ademds de
producir los alineamientos entre varias secuencias, muestra las zonas de
homologia y de similitud; Motifs, que busca la presencia de determinados
motivos del diccionario Prosite presentes en una secuencia de proteina; Repeat y
Stemloop, que localizan la presencia de repeticiones directas o invertidas,
respectivamente, y Peptidestructure, que indica diversos aspectos de la
estructura de secuencias polipeptidicas; Fetch, que permite obtener secuencias
de las bases de datos. Los bancos de datos consultados fueron EMBL, Genbank,
Swisprot y Pir.

3.15. Mutagénesis dirigida de Bradyrhizobium japonicum USDA110:
Seleccién y caracterizaciéon de transconjugantes deficientes en la
utilizacion microaeroébica de nitrato

La mutagénesis se llev6 a cabo por transferencia, mediante conjugacién
simple, del pldsmido pML122W, portador del gen de resistencia a Spc/Sm,
desde la cepa donadora E. coli S17.1 a la receptora B. japonicum USDA 110.
Para ello, a partir de cultivos de la cepa donadora en fase logaritmica de
crecimiento y de la cepa receptora en fase exponencial tardia, donador y
receptor se centrifugaron en un tubo de microfuga (12.000 rpm, 2 min), se
eliminé el sobrenadante, y el sedimento se resuspendi6 en 100 ml de PSY. Las
mezclas se depositaron sobre filtros Millipore estériles de 0'45 zm de poro y 25
mm de didmetro, previamente colocados sobre placas que contenian medio
PSY. Tras incubacién durante 48 h a 28 0C, las mezclas de conjugacion se
resuspendieron en 200 ul de medio PSY que se sembraron en placas con medio
PSY modificado, en donde la peptona y el extracto de levadura se sustituyeron
por glutamato (10 mM) como fuente de nitrégeno y manitol (1 g/1), como fuente
de carbono. Los transconjugantes se seleccionaron en base a su resistencia a
Sm y Spc y sensibilidad a Tc.

De los transconjugantes obtenidos se realizaron dos réplicas, mediante el
sistema de picadura, en placas con medio PSY modificado que contenia manitol
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(1 g/1) como fuente de carbono y KNO3 (10 mM) como anica fuente de nitrégeno y
energia. Una de la répliclas se cultiv6 en condiciones aerdbicas, mientras que la
segunda se incubé en condiciones anaerdbicas durante 30 dias. Para ello, las
placas se colocaron en campanas de microaerobiosis de cierre hermético
(GasPak, BBL) provistas de un paquete de anaerocult A (Merck), que adicionado
de 10 ml de agua produce un ambiente anaerobio de CO9. La anaerobiosis se
detecté6 mediante tiras indicadoras de anaerobiosis (Anaerotest, Merck)
dispuestas en el interior de las campanas que viran de azul a blanco.

Se seleccionaron aquellos transconjugantes capaces de crecer en
condiciones aerdbicas e incapaces de crecer en condiciones microaerdébicas con
KNO3 como unica fuente de nitrégeno. La presencia de la mutacién
correspondiente a estos transconjugantes se confirmé mediante hibridadiéon con
las sondas apropiadas.

4. PURIFICACION DE LA ENZIMA MONOXIDO DE CARBONO
DESHIDROGENASA DE B. JAPONICUM

4.1. Crecimiento celular

Las células se cultivaron en un fermentador Biostat U50 (Braun Diessel
Biotech) herméticamente cerrado que contenia 50 1 de medio PSY (pH 7'0). El
medio se gaseé de forma continua con una mezcla de 85% aire, 5% CO92 y 10%
CO, y las células se incubaron a 30 °C, en agitacién (200 rpm). La inoculacién del
fermentador se llevé a cabo con 1 1 de cultivo en fase logaritmica tardia de B.
japonicum USDA 110spc4 cultivado en medio PSY. El cultivo se mantuvo hasta
alcanzar la fase de crecimiento estacionario, tomandose alicuotas a intervalos
regulares de tiempo.

4.2. Obtencion de extractos libres de células

Las células se recogieron mediante centrifugacién (8.000 rpm, 10 min, 4
°C), se resuspendieron en 150 ml de tampén KH2PO4-NaOH (pH 7'2) adicionado
de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 0'2 mM) y algunos cristales de DNAasa
y se rompieron en un homogeneizador de alta presién (Rannie AS) funcionando a
una presién constante de 700 bares. Después de centrifugar (8.000 rpm, 30 min,
4 °C), a partir del sobrenadante se separaron citosol y membranas mediante

63



ultracentrifugacién (250.000 x g, 1 h, 4 °C). Del citosol obtenido
(aproximadamente 200 ml) se elimin6 el ADN mediante adicién, gota a gota y en
continua agitacion, de una solucién de sulfato de protamina (5 mg/g de células).
Posteriormente, se ajusto el pH a 7'2 y se dejé en agitacion durante al menos 15
min. Finalmente, se centrifugé (5000 rpm, 30 min, 4 °C) para recuperar el
sobrenadante.

4.3. Cromatografia de intercambio aniénico

Se llevo a cabo mediante cromatograFia liquida de alta presién (HPLC,
Knauer), utilizando una columna Accell QHA (Pharmacia). La columna se lavé
con dos volimenes (400 ml) de tampén KH2PO4 50 mM, pH 7'2, ajustado con
NaOH (tampén KH9PO4-NaOH). La elucién de las proteinas retenidas en la
columna se llevé a cabo haciendo pasar a su través 200 ml de un gradiente de
KCl1 (50-1000 mM) preparado en tamp6n H2PO4-NaOH. Se recogieron fracciones
de 20 ml a un flujo de 20 ml/min. En cada fraccién se registré el espectro UV-
visible (850-700 nm) y se determiné la concentracién de proteina mediante la
medida de absorbancia a 280 nm.

4.4. Cromatografia de interaccion hidrofébica

Las fracciones obtenidas que presentaban un espectro caracteristico de
molibdohidrolasa se mezclaron (350-400 ml) y se concentraron mediante
ultrafiltraciéon a través de membranas PM10 (Amicon) hasta un volumen de 50
ml, al que se adicioné, gota a gota y en agitacién continua, 21'4 ml de una
solucién 4 M de (NH4)2SO4 preparada en tampén H2PO4-NaOH, pH 7'2. De
esta manera, la concentraciéon final de (NH4)2S04 es de 1'2 M. Después de
mantener la agitacién durante 15 min, se centrifugé (8.000 rpm, 10 min, 4 °C) a
baja velocidad para eliminar posibles precipitados.

La muestra de proteina asi preparada se aplicé a una columna de cristal (9
cm x 5 cm, Pharmacia) rellena con 50 ml de 15ISO (Pharmacia) que habia sido
lavada abundantemente con tampén HoPO4-NaOH (pH 7'2) y, finalmente,
equilibrada con tamp6n HoPO4-NaOH (pH 7'2), suplementado con (NH4)2S04
1'2 M. Después de aplicar la muestra, la proteina se eluyé aplicando un
gradiente de (NH4)2 SO4 (1'2 M a 0 M) preparado en tampén H2PO4-NaOH
pH 7'2, a un flujo de 3 ml/min. En las fracciones recogidas (3 ml/tubo) se analizé
la concentracién de proteina y se registré el espectro de absorcién UV-visible
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(8350-700 nm), selecciondandose aquellas que presentaban el espectro de absorcion
tipico de molibdohidrolasas.

Las muestras seleccionadas (30 ml) se concentraron mediante
ultrafiltracion (2'5 ml) y se pasaron a través de una columna PD10 (Sephadex
G25M, Pharmacia) previamente equilibrada con tampén Hepes 50 mM, NaCl
150 mM, pH7'2. La proteina retenida se eluy6 con 3'5 ml de este nuevo tampoén.

4.5. Cromatografia de exclusion molecular

Se empleé una columna de vidrio (2'6 cm x 100 cm, Pharmacia) rellena de
Sephacryl HR-S300 y equilibrada con tampén Hepes 50 mM/NaCl 150 mM, (pH
7'2). Después de aplicar la muestra (3'5 ml), la elucién de la proteina se llevé a
cabo haciendo pasar 2 volimenes del tampén indicado a un flujo de 1 ml/min. Se
recogieron fracciones de 2'5 ml que, seleccionadas en base a su concentracién de
proteina (A280) y espectro de absorcién UV-visible (350-700 nm) caracteristico
de molibdohidrolasas, se mezclaron (25 ml) y se concentraron mediante
ultrafiltracién hasta un volumen final de aproximadamente 10 ml (3'2 mg de
proteina/ml). La enzima se conservé a -20 °C después de congelada, gota a gota,
en nitrégeno liquido.

5. CARACTERIZACION DE LA ENZIMA MONOXIDO DE CARBONO
ODESHIDROGENASA DE B. JAPONICUM

5.1. Tamaiio molecular relativo

Durante el proceso de purificacion de la enzima CODH, su grado de
purificacién se comprobd, de forma rutinaria, mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida empleando el sistema de Laemmli (197)0 (Apartado 2.4). El
tamafio molecular relativo (Mr) de la enzima purificada se determiné segun su
movilidad relativa (Rf) en dichos geles después de la electroforesis y revelado de
la proteina, como se indica en los Apartados 2.3.2 y 2.4.

5.2. Espectro de absorcion UV-visible

Durante todo el proceso de purificacion, el registro de los espectros de
absorcién UV-visible de la enzima CODH se llevé a cabo a temperatura
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ambiente en un espectrofotometro Konitron provisto de ordenador para el
registro, manejo y archivo de datos. Se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 ¢cm de
didmetro y se empled, como referencia, el tampén en que, en cada caso, estaba
resuspendida la enzima. La longitud de onda varié6 entre 220 y 700 nm.

5.3. Composicion en subunidades

La determinaciéon de los posibles polipéptidos componentes de la enzima
CODH se realizé6 sometiendo la enzima purificada a electroforesis
desnaturalizante (Laemmli, 1970). La concentracién de acrilamida fue del 12%
para el gel de resolucién y del 7'5% para el gel de empaquetado, ambos
adicionados de SDS al 2.5% (p/v), pH 8.8. Como tampén de desarrollo se empleé
Tris-glicina que contenia SDS al 0.1%. Las muestras se prepararon
adiciondndoles un 25% de su volumen de tampén de carga (Tris-HCI 125 mM,
SDS al 0.6% (p/v), sacarosa al 10% (p/v), DTT al 5% (v/v) y azul de bromofenol al
6.02% (p/v), pH 6.8. Las muestras asi preparadas se sumergieron en agua
hirviendo durante 5 min para conseguir la desnaturalizacién de las proteinas.
Como proteinas patrén de Mr conocido se emplearon los marcadores LMWD
(Pharmacia): fosforilasa b, 94 kDa; albumina, 7 kDa; ovoalbimina, 43 kDa;
anhidrasa carbénica,30 kDa; inhibidor de tripsina, 20.1 kDa y lactoalbumina,
14.4 kDa. La preparacién de las proteinas patrén para electroforesis se realiz6
segtn instrucciones del proveedor. El cédlculo del Mr se basé en las rectas de
calibrado construidas representando en el eje de ordenadas el logaritmo decimal
del Mr de las proteinas patrén y, en el eje de abcisas, el valor correspondiente de
Rf.

5.5. Hibridacién de la enzima monéxido de carbono deshidrogenasa
con anticuerpos policlonales

Se ha determinado la posible reaccién cruzada entre las subunidades que
componen la enzima CODH y los anticuerpos desarrollados contra la proteina
CoxL (subunidad estructural de mayor tamafio) de O. carboxydovorans OM5
(amablemente proporcionados por O. Meyer, Departamento de Microbiologia,
Universidad de Bayreuth, Alemania), como se describe a continuacién.
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5.5.1. Trasferencia electroforética de las subunidades de la enzima
monoéxido de carbono deshidrogenasa a membranas de polivinilideno

La transferencia de las subunidades, previamente separadas mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes, a membranas de difluoruro de
polivinilideno (PVDF, Biorad), se realizé segun la ténica de Westermeier et al.
(1988). Antes de su uso, la membrana se sumergié en metanol unos segundos,
y se lav6 durante 5 min en agua destilada. Seguidamente, tanto el gel como la
membrana se sumergieron en tampoén de dnodo II (25 mM Tris, 20% metanol)
durante 10 min. A continuacién, se formé una unidad de transferencia
compuesta por 6 capas de papel de filtro empapadas en tampén de dnodo I
(300 mM Tris, 20% metanol), la membrana, el gel de poliacrilamida y otras 12
capas de papel de filtro empapadas en tampén de catodo (dcido e-caprénico 40
mM, SDS 0'01%, metanol 20%). La unidad de transferencia se colocé sobre una
cubeta horizontal (Multiphor II, Pharmacia) equipada con dos placas de grafito
(NovaBlot, Pharmacia). La transferencia se llevé a cabo durante 90 min
aplicando una corriente de 0'8 mA/cm? de gel.

5.5.2. Deteccion de complejos antigeno-anticuerpo

Se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Jacobitz et al. (1989).
Después de la electroforesis y transferencia de las proteinas a una membrana
de PVDF, la misma se saturé en tampon AP-T (100mM Tris/C1H, 100 mM
NaCl, 25mM MgCl2 pHT7'4) mediante inmersién durante 1-2 h. Pasado este
tiempo, la membrana se incub6é durante otras 2 h en una dilucién 1:1000 de
suero anti-CoxL de O. carboxydovorans en tampén AP-T (pH 7'4).
Posteriormente, la membrana se lavé 4 veces durante cinco minutos con AP-T
(pH 7'4) y se incub6 durante 1 h con anti-inmunoglobulina de conejo conjugada
a peroxidasa y diluida 1:1000. La membrana se lavé de nuevo otras 4 veces,
durante 5 min, con tampén AP-T (pH 7'4) y, finalmente, se equilibré en
tampén AP-T (pH 9'5).

La presencia de complejos antigeno-anticuerpo se detecté incubando la
membrana en una solucion formada por tampén AP-T (pH 9'5) adicionada de
270 ul de mezcla NBT (22'5 mg de azul de nitro tetrazolio, 210 ml de
dimetilformamida al 70%, 90 ml de AP-T, pH 9'5) y 210 ul de mezcla BCIP
(12'5 mg de 5-bromo-4-cloro-indolil fosfato en 250 ml de dimetilformamida)
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hasta la aparicién de sefales de reacciéon cruzada con los anticuerpos. La
reaccién se detuvo sumergiendo la membrana en agua destilada.

5.6. Contenido en metales

El andlisis del contenido en metales, Mo, Fe y W, se llevé a cabo mediante
espectrometria de emisiéon de plasma (ICP-MS) empleando 0'628 mg de
proteina purificada en 10 ml de tamp6n HEPES 20 mM (pH 7'0). Como control
se empleé s6lo tampon HEPES 20 mM (pH 7'0). El cédlculo del contenido en
metales de la enzima se realizé en base a la composicién y configuracién de las
subunidades componentes de la enzima después de su electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida.

5.7. Determinacion de cofactores
5.7.1. Cuantificacion de flavinas

La extraccién y cuantificacién de flavinas se llevé a cabo de la forma
descrita por Meyer (1982). Para ello, se mezclaron 0'5 ml de proteina purificada
(1'6 mg) con 0'5 ml de 4cido tricloroacético al 10% en agua. Las dos soluciones se
mezclaron en vortex y se incubaron en hielo, durante 20 min, protegiéndolas de
la luz. Pasado este tiempo se adicionaron 0'5 ml de una soluciéon 2'4 M de
KoHPO4 y se centrifugé (13.000 rpm, 10 min). La proteina degradada queda en
el precipitado mientras que en el sobrenadante, de color amarillo, se encuentran
las flavinas. El espectro de absorciéon de luz visible (A450) de las flavinas
liberadas se registré antes y después de la adicién de ditionito sédico, y su
cuantificacion se determiné mediante la sustraccion de los valores de absorcién a
450 nm de la forma oxidada y de la forma reducida, considerando un coeficiente
de extincién e = 10'5 cm-1/umol (Waud et al. 1975).

5.7.2. Cuantificacion de pterinas

Para la extraccién y determinacion de pterina se siguié el protocolo
descrito por Mayer (1982). La proteina purificada (2'5 ml, 6 mg) se
desnaturalizé mediante ebullicién hasta la aparicién de color amarillo (1 min
como maximo) en presencia de de iodoacetamida (54 mM, p/v), 300 ul de SDS
al 10% y 300 ul de ditionito s6dico 55 mM. La preparacién y mezcla de los
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productos utilizados se llevdo a cabo en extricta microaerobiosis.
Posteriormente, la solucién se incubé en oscuridad durante, al menos, 10 h.
Pasado este tiempo, a la mezcla se adicion6 (NH4)2SO4 al 40% hasta un
volumen final de 18 ml, se recogieron fracciones de 1'5 ml y se centrifugaron
(12.000 rpm, 5 min) para precipitar la proteina. El sobrenadante obtenido se
pasé a través de una columna para retener las pterinas. A continuacién se
eluyeron de la columna adicionando 10 ml de agua destilada, se desecaron
mediante rotoevaporaciéon y, finalmente, se resuspendieron en un volumen
final de 2 ml de agua bidestilada.

La determinaciéon de pterinas se llevé a cabo mediante cromatografia
liquida de alta presién (HPLC). Se emplearon alicuotas de 200 ul que se
inyectaron en una columna de fase reversa (ET 25014 Nucleosil 120-7 C18) y
se eluyeron con tampén acetato aménico 100 mM (pH 4'5) a un flujo de 1
ml/mim. La fraccién que contenia las pterinas se determiné tanto en base al
tiempo de eluciéon caracteristico de las mismas (tiempo) como mediante el
registro del espectro de absorciéon correspondiente. Puesto que los indices de
extincién y espectros de absorciéon tipicos de cada tipo de pterina estan
referidos a pH 7, la fraccion conteniendo las pterinas se ajust6 a ese pH
adicionando NaOH 0'1 M. Durante este proceso debe tenerse en cuenta que un
pH superior al neutro en dos décimas destruye las pterinas.

5.7.3. Analisis parcial de las secuencias de aminoacidos del extremo N-
terminal de las subunidades de la enzima monéxido de carbono
deshirogenasa

Para la secuenciacion de aminodcidos del extremo N-terminal de los
polipéptidos componentes de la enzima CODH, los pasos previos de
electroforesis de la proteina en geles desnaturalizantes y transferencia de de
las subunidades protéicas a filtros de PVDF se realizaron de la forma descrita
en los Apartados 5.3 y 5.5.1, respectivamente, con la tinica excepcion de que el
tampon de electroforesis se suplementé con dcido tioglicélico 0'1 mM para
eliminar los posibles radicales que puedan permanecer libres.

La proteina presente en la membrana se tifi6 mediante inmersién
durante 2 min en una solucién de negro amido 10B al 0'1% en metanol:4cido
acético:agua (45:10:45). La membrana se lavé repetidas veces con
metanol/dcido acético/agua (45:10:45), hasta quedar libre de fondo. Cuando fue
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necesario, la membrana se mantuvo a -20 °C en una bolsa de plastico gaseada
con nitrégeno.

Las bandas tefiidas se cortaron de la membrana y se introdujeron en un
secuenciador Applied Biosystem modelo 473A. La secuenciacion se llev6 a cabo
por el método de degradacion de Edman y Begg (1967), identificdndose los
derivados de feniltiohidantoina mediante un equipo de cromatografia asociado al
secuenciador de la manera descrita por Low et al. (1993). La secuenciaciéon ha
sido realizada por el Dr. H.G. Faulhammer (Departamento de Bioquimica,
Universidad de Bayreuth, Alemania).
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RESULTADOS Y DISCUSION



1. CARACTERIZACION DE LA CEPA MUTANTE GRF3 DE B.
JAPONICUM

1.1. Clonacion del ADN mutado de GRF3.

Bradyrhizobium japonicum GRF3 es una cepa derivada de PJ17 obtenida
mediante insercion del transposén Tns. GRF3 se caracteriza por su incapacidad
para crecer microaerébicamente con nitrato como tnica fuente de nitrégeno y
presenta una banda tnica de hibridaci'on con Tn5 correspondiente a un
fragmento Eco RI de aproximadamente 15 kb (Ferndndez-Lopez et al. 1994).

El fragmento Eco RI de 15 kb de GRF'3 se cloné en el sitio correspondiente
Eco RI del vector pUC18, dando lugar al plasmido pGRF3 (Figura 1.1). La
digestion de pGRF3 con distintas enzimas de restricciéon permitié elaborar su
mapa de restriccién (Figura 1.1), en el que se puede observar la presencia del
vector pJQ18 y la existencia de un dnico extremo Eco RI correspondiente a
ADN de B. japonicum. La integracion del vector (que posee un sitio Eco RI) junto
con el transpos6n Tn5 implica la formacion de un fragmento Eco RI en el que un
extremo corresponde a secuencia de B. japonicum, mientras que el otro sitio Eco
RI corresponderia al vector pJQ18. Aunque la cointegracion del transposén y de
su vector en el genoma de la cepa que se desea mutar no es un frecuente, tal
fenémeno ocurrié en el caso de la cepa GRF3.

1.2. Deteccion del ADN silvestre correspondiente al ADN mutado en la
cepa mutante GRF3

Para identificar el ADN homélogo al ADN mutado en la cepa GRF3, el
fragmento Eco RI/Hpa I de 1'9 kb (Fiigura 1.1) se emple6 como sonda para llevar
a cabo la basqueda, mediante hibridacién en colonia, de posibles c6smidos
recombinantes en un banco de genes de B. japonicum USDA 110. El banco de
genes utilizado estd construido a partir de la digestiéon con Sau 3A del ADN
genémico de B. japonicum USDA110, posterior clonacion en el sitio Bam HI del
vector pLAFR3 y transfecciéon de Escherichia coli HB101 (amablemente
proporcionado proporcionado por G. Stacey, Department of , University of
Tennessee, USA).
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Figura 1.1. Esquema representativo del pliasmido pGRF3

El plasmido pGRF3 (18 kb) estd formado por el vector de clonacién pUC18, y el fragmento Eco RI de
15 kb que hibrida con Tn5. De estas 15 kb s6lo unas 1'7 kb corresponden a ADN de B. japonicum. E, Eco
RI; B, Bam HI; Hp, Hpa I.

Para comprobar que la sonda contenia ADN de B. japonicum se realizé una
hibridacion de la misma con ADN total de B. japonicum PJ17 digerido con Eco
RI. Se detect6 una tnica sefial de hibridacion en la cepa parental de alrededor de
1'7 kb (Figura 1.2). Sin embargo, se observaron dos bandas en la cepa GRF3,
una debida a la presencia de ADN homélogo y otra correspondiente a Tn5, ya
que la sonda contiene 187 pb de Tnb, concretamente, desde el sitio Hpa 1 hasta
el final de la secuencia de insercién IS50R (Figural.l).

El empleo del fragmento Eco RI/Hpa 1 (Figura 1.1) como sonda de
hibridacién permitié la identificacién de una tnica colonia que presenté sefial de
hibridacion con la sonda. De dicha colonia se aisl6é un tnico césmido de 40 kb de
tamarfio, que se denomin6é pML1. La hibridacién del ADN del c6smido pML1 con
la sonda Hpa I/Eco RI se muestra en la figura 1.3.

La digestion de pML1 con diferentes endonucleasas de restriccion, y la
hibridacién de los fragmentos resultantes con la sonda Eco RI/Hpa I permiti6
identificar un fragmento Hind III de 9'3 kb con una tnica sefal de hibridacién
(Figura 1.4). La clonacion de este fragmento Hind III en el vector de clonacién
pUC18 di6 lugar al plasmido pML12 (Figura 1.5). El tratamiento, a su vez, de
pML12 con distintas enzimas de restriccién e hibridacién con la sonda Hpa I/
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Figura 1.2. Hibridacion del ADN genémico de B. japonicum con la sonda Hpa I/ Eco RI.
A. Electroforesis en gel de agarosa de ADN de PJ17 (carril 1), y GRF3 (carril 3) digerido
con Eco RI, y pJQ18 digerido con Eco RI (carril 2), ADN del fago A digerido conHind III
(carril 4).
B. Resultado después de la hibridacién con la sonda Hpa I/ Eco RI de 1’7 kb de pGRF3.
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Figura 1.3. Identificacion del coésmido portador del ADN silvestre correspondiente al
ADN mutado en la cepa GRL300.
A. Electroforesis en gel de agarosa del césmidopML1digerido con Eco RI.
B. Resultado de la hibridacién con la sonda Eco RI/Hpa 1 del pldsmido pGRF3.
Carril 1. Marcador de peso molecular A Hind III, marcado con digoxigenina.
Carril 2. Cé6smido pML1.
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Figura 1.4. Deteccion de senales de hibridacion en el plasmido pML1.
A. Electroforesis en gel de agarosa del c6smido pML1 digerido con distintas enzimas de restriccién.
B. Resultado de la hibridacién con la sonda Hpa I/Eco RI de pGRF3.
Carriles: 1. marcador de peso molecular marcado con digoxigenina A Hind III; 2. Xho I; 3. Hind 11I;
4. Hind Ill/Bam HI; 5. Bam HI; 6. Bam HI/Eco RI; 7. Bam HI/Hind III/Eco RI; 8. Eco RI: 9 Eco
RI/Hind III; 10. Eco RV; 11. Pst I; 12. pGRF3 digerido con Eco RYHpa I; 13. Marcado de peso
molecular A Hind III marcado con digoxigenina.



Eco RI, permiti6 la deteccion de un fragmento Eco RI de 1'6 kb, que fue el de
menor tamafo que mostré homologia con la sonda (Figura 1.6). El mapa parcial
de restriccion del plasmido pML12, con indicacién del fragmento Eco RI de 1'6
kb, se presenta en la Fig. 1.5.

Hind III Tn5
\ PstI
Pstl Apa ] Belll Eco RI Eco RI 'Eco RI Sitio de.clonaje
X ook 1 Xhol  |Dra III Shop Apa 1 HindlII multiple
Xhol Xhol Pstl lPstI Pstl f
I IR I _—
s st st st g
— pUCIS8
1kb

Figura 1.5. Mapa parcial de restriccién del plasmido pML12

El ADN del plasmido pML12 se sometié a digestion simple o miiltiple con distintas enzimas de
resiriccion, elabordndose el mapa correspondiente a partir de los fragmentos obtenidos. Los sitios Hind 111 y
Pst 1 situados a la izquierda de la Figura pertenecen al sitio de clonaje multiple de pLAFR3, en el que estd
construida la libreria genémica de B. japonicum USDA 110. Estos dos puntos de corte, junto con el sitio Pst?
[ adyacente a los anteriores, se determinaron después de la secuenciacién de pML12, al igual que el lugar de
insercion del transposén Tn5. El fragmento de ADN de menor tamafio que presenta homologia con la sonda

Eco R/ Hpa | se muestra con una barra punteada. El vector de clonacién empleado fue pUC18.

1.3. Estrategia de subclonacion del fragmento Hind III del plasmido
pML12

La digestion de pML12 con distintas enzimas de restriccién permitié la
obtencion de los fragmentos de restriccion Xho 1 (0'9 kb), Xho I/Eco RI (3 kb),
Eco RI(1'4 kb), Eco RI (1'6 kb) y Eco RI/Hind 111 (2'4 kb) (Figura 1.7). Excepto
el tercer fragmento que se cloné en pUC18, los restantes fragmentos fueron
clonados en pPBSKS(+), dando lugar a los plasmidos pMLX1, pMLEX1, pML124,
pML125 y pML126 respectivamente (Figura 1.7). El empleo de uno u otro
vector se debié a las posibilidades de manejo que presentaban para obtener
clones de secuenciacion.
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Figura 1.6. Deteccion del fragmento de menor tamano de pML12 que presenta
homologia con la sonda Hpa I/ Eco RI de pGRF3.
A. Electroforesis en gel de agarosa de digestiones del pdsmido pML12 con
distintas enzimas de restriccion.
Carriles: 1. Marcador de peso molecular (A Hind III); 2. Hind III/Bgl I1; 3. Hind
IIT; 4. Eco RI/Hind 11I; 5. Eco R1/Bgl 1I; 6. Eco RI; 7. Eco R1/Pst I; 8. Eco RI/Pst
I/ Hind I1T; 9. Hind 1II/Pst I; 10. Pst 1/Bgl 11; 11. Pst I, 12. Hind III/Xho 1/Pst I,
13. Xho 1/Pst 1; 14. Xho 1; 15. Xho 1/ Bgl 11; 16. Xho 1/Eco RI; 17. Xho 1/Eco R1/
Hind 1II; 18. Xho I/Hind III; 19. Marcador de peso molecular; 20. pGRF3 digerido
con Eco RI/Hpa 1.
B. Resultados después de la hibridacién con la sonda Eco R/ Hpa 1 de pGRF3.
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Figura 1.7. Estrategia de subclonacién de pML12

Los clones pMLX1, pMLEX1, pML124, pML125 y pML126 se obtuvieron a partir del fragmento
Hind 111 de 9'3 kb de pML12 mediante subclonacién en pUC18 o pBSKS(+). Cada clon contiene,
respectivamente, las regiones de ADN correspondientes a la digestén de dicho fragmento con las enzimas Xho
I (pMLX1, 0'9 kb), Xho 1/Eco Rl (pMLEX1, 3 kb), Eco RI (pML124, 1'4 kb), Eco RI (pML125, 1'6 kb) y
Eco Rl/Hind 111 (pML126, 2'4 kb).

A partir de cada uno de los plasmidos pMLX1, pMLEX1, pML124, pML125
y pML126 se obuvieron clones de delecién para llevar a cabo la secuenciacién
del ADN correspondiente (Figura 1.8). En aquellos casos donde no hubo
solapamiento de la secuencia de ADN entre dos clones sucesivos de
secuenciacién, se disefiaron oligonucleétidos especificos para establecer la
continuidad de la secuencia. En todos los casos se han secuenciado las dos
cadenas, ya que el ADN de los plasmidos pMLX1, pMLEX1, pML124, pML125 y
pML126 se cloné en ambas direcciones.
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Figura 1.8. Estrategia de secuenciacion de pML12

Los clones de delecién obtenidos a partir de los subclones pMLX 1, pMLEX1, pML124, pML125 y
pML126 se representan como flechas. La longitud de cada flecha indica el tamafio del fragmento secuenciado y
la punta de la flecha marca la direccién de secuenciacion. Las flechas con un circulo sélido representan zonas
de ADN para cuya secuenciacién fue necesario el empleo de oligonucleétidos sintéticos debido a la falta de
solapamiento entre los clones de delecién. Se presenta igualmente el mapa de restriccién de los sitios mds

representativos de pML12. H, Hind 111; P, Pst I; X, Xho 1; A, Apa 1; Bg, Bgl 11; E, Eco RI.

1.4. El plasmido pML12 contiene el ADN silvestre correspondiente al
ADN mutado en la cepa GRF3

Dado que el plasmido pML125 contiene la region de ADN de menor tamarfio
(Figs. 1.5 y 1.6) que presenta homologia con la sonda Hpa I/Eco RI , era
probable que ambos pldsmidos pudieran contener ADN idéntico. Este hecho
indicaria, ademads, que el ADN que se pretendia secuenciar correspondia, en
realidad, al ADN mutado en la cepa GRF3. Por esta razon, el primer ADN que se
secuenci6 fue el del plasmido pML125 (Fig. 1.10).

Para comprobar la identidad del ADN de pML12, el ADN del pldsmido
pGRF3 se someti6 a restriccion con la enzima Bam HI que corta el transposén
Tnb (Figura 1.1). Se obtuvo asi un fragmento de restriccién que contiene el
ADN de B. japonicum y una uUnica secuencia de insercién (IS50R) del
transposon. La clonacién de ese ADN en en el sitio de restriccion Bam HI de
pUC18 di6 lugar al plasmido pTN3. Para la secuenciacién del ADN de pTN3 se
utiliz6 como cebador el oligonucleétido sintético 3'-
CGCAGGACTTGCCTTGGAAA-5', que es especifico de las secuencias de
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insercion de Tn5. La secuencia de nucle6tidos de pTN3 se indica en la Figura
1.9.

Conocida ya la secuencia de nucleétidos del plasmido pML125, el
alineamiento de las secuencias de nucleétidos correspondientess a pML125 y
pTN3 demostré que ambos ADNs presentan un 98'5 % de identidad sobre los
239 nucleétidos analizados en pTN3 (Fig. 1.9). Este elevado porcentaje de
identidad entre ambos ADNs permitié establecer que el ADN del pldsmido
pML12 que se pretendia secuenciar correspondia al ADN mutado en la cepa
GRFS3.

Por otra parte, del andlisis comparativo de ambas secuencias de
nucleétidos se pudo establecer que la insercion de Tn5 en el cromosoma de la
cepa GRF3 ocurrié 35 nucledtidos antes del tercer sitio de restriccién Eco RI de
pML12 (Figura 1.5).

ADN de pML125 1 GCCTTGGCCTCGAAGCCGCCGAAGCGCAGCAGCGGGTTGAGCCAGATCAG 50
ADN de pGRF3 CTTGTGTATAAGATCAG-GCCTTGGCCTCGAAGCCGCCGAAGCGCAACAGCGGGTTGAGCCAGATCAG 50

51 CCGCCGGCAGGAGCGGTGCAGCCGGTCCATCTCGAAGGCGAGCCTGGAAT 100
51 CCGCCGGCAGGAGCGGTGCAGCCGGTCCATCTCGAAGGCGAGCCTGGAAT 100

101 CGGCCTCCCGCTCCAGCCCGTCGGAGATCAGGAGCACGATGGCGCCCTGG 150
101 CGGCCTCCCGCTCCAGCCCGTCGGAGATCAGGAGCACGATGGCGCCCTGG 150

151 CTCAGGACGCGGCGCGCCCACAATTTGTTGAAGTTGTGCAGCGAGGCCGA 200
151 CTCAGGACCCGGCGCGCCCACAATTTGTTGAAGTTGTGCAGCGAGGCCGA 200

201 GATCCGCGTGCCGCCGGCCCAATCCTC 228
201 GATCCGCGTACCGCCGGCCCAATCCTC 228

Figura 1.9. Alineamiento parcial de las secuencias de nucledtidos de los plasmidos
pTN3 y pML12S.
La secuencia subrayada en pGRF3 corresponde a ADN del transposén Tn5. Las letras en negrita

corresponden a las bases divergentes entre las dos secuencias de ADN.

1.5. IDENTIFICACION DE LOS GENES cox DE B.JAPONICUM

Como se ha indicado anteriormente, el ADN del plasmido pML125 fue el
primero en secuenciar por contener el fragmento de ADN de menor tamano que
mostraba homologia con la sonda Eco RI/Hpa 1 (Figuras 1.5 y 1.6). La basqueda
en las Bases de Datos de secuencias de proteinas homoélogas a las codificadas
por el ADN de pML125 indicé que dicho ADN estaba implicado en la sintesis de
enzimas monoéxido de carbono deshidrogenasa (CODH) tipicas de bacterias
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carboxidotrofas. La extension de la secuencia de ADN, a izquierda y derecha del
plasmido pML125, mediante la secuenciacion de los pldsmidos pML124,
pMLEXI1, pML124 y pML126 permiti6 identificar la region de ADN implicada en
la sintesis de la enzima CODH de B. japonicum.

A los genes que codifican la enzima CODH de O. carboxidovorans se les ha
denominado genes cox (Shiibel et al. 1995), mientras que a los responsables de la
sintesis de la CODH de P. carboxidotropha se les llamoé genes cut (Pearson et al.
1994). Teniendo en cuenta la utilizacion preferencial de codones descrita para B.

Japonicum (Ramsier y Gottfert, 1991), el andlisis de la secuencia de nucleétidos
indic6 la existencia de 8 ORF's cuya disposicion y tamarfio se indican en la Figura
1.10. Dicha secuencia se extiende desde el sitio de restriccion Bgl II de pMLEX1
hasta el sitio Hind III de pML126, e incluye un total de 6.325 nucleétidos
(Figura 1.11). Los 4 primeros ORFs parecen formar parte de un mismo operon
que, dada su elevada homologia con los genes cox de O. carboxidovorans, se
denominaron de igual manera, esto es coxSMorf4orf5. Los ORFS 6, 7, 8 y 9
podrian formar parte del operén cox, aunque su funcién, aparentemente, no
parece estar relacionada con la descrita para los genes cox. El marco de lectura
de ORF9 permanece abierto (Figuras 1.10 y 1.11).

Hind III Eco RI

Dralll HindIII

st 1 Apal
Not | Pst I Pst I Apal
Pst I \ BgllI ﬁEco RI % Pst I BeoRI S}Imr \1
l l ; i l Inserto

B e e e de pML12

coxS coxM orfd orfS  orf6 orf7 orf8  orf9

Figura 1.10. Mapa genético y de restriccién parcial de la region cox de B. japonicum
En el mapa se representan, en direccién 5'-3', los 8 ORFs incluidos en la secuencia de nucleétidos de la
regién cox de B. japonicum. Las flechas indican la longitud y direccién de cada uno de los ORFs. El ORF9

permanece abierto.

1.5. 1. Estudio de coxS.

Este ORF presenta dos inicios posibles de traduccién, uno de ellos se
localiza a 354 nucleétidos de distancia del sitio Bgl II, utiliza el codén de
iniciaciéon ATG y podria utilizar la secuencia AGAGAGA, a 5 nucleétidos del
codén de iniciacion, como posible sitio de union al ribosoma (Figura 1.11).
Aunque existe otro posible codén de iniciacion, GTG, que se encuentra a 348
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nucleétidos de distancia del sitio Bgl II, carece de secuencia Shine-Dalgarno
(Figura 1.11).

Si se considera como iniciador el codon ATG, coxS estda compuesto por 483
nucledtidos que codificarian una proteina de 161 aminodcidos de tamafio
molecular 17.148. El cod6n de terminacion es TAA (Fig. 1.11).

Como puede deducirse del alineamiento de las secuencias de aminodacidos
(Figura 1.12), la proteina CoxS de B. japonicum presenta elevados porcentajes
de identidad y homologia con la subunidad de menor tamafio (subunidad S) tanto
de las enzimas CODH de O. carboxidovorans y P. thermocarvoxidovorans, como
con las de diferentes tipos de molibdohidrolasas de otros procariotas, entre las
que cabe destacar la 4-0-hidroxi-benzoil-CoA reductasa de de
Rhodopseudomonas palustris (Gibson et al. 1997), la nicotina deshidrogenasa de
Artrhobacter nicotinovorans (Grether-Beck et al. 1994), la isoquinolina 2-
oxidoreductasa de P. putida (Bldse et al. 1996) y la isoquinolina 1-
oxidoreductasa B. diminuta (Lhemann et al. 1995) (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de identidad y de homologia de CoxS de B. japonicum con la

subunidad de menor tamaifio (S) de diferentes molibdohidrolasas.

% Identidad % Homologia
P. thermocarvoxidovorans CutC 56 76
O. carvoxydovorans CoxS 52 70
R.palustris HbaB 50 59
A. nicotinovorans NdhA 49 59
P. putida QorS 46 58
B. diminuta IorA 42 48

CutC, subunidad S de la enzima CODH de P. thermocarboxidovorans (Pearson et al. 1994); CoxS, subunidad
S de la enzima CODH de O. carboxydovorans (Shiibel et al. 1995); HbaB, subunidad S de la enzima 4-
OHbenzoil-CoA reductasa de R. palustris (Gibson et al. 1997); NdhA, subunidad S de la enzima nicotina
deshidrogenasa de A. nicotinovorans (Grether-Beck et al. 1994); QorS, subunidad S de la enzima isoquinolina
2-oxidoreductasa de P. putida (Bldse et al. 1996); lorA, subunidad S de la enzima isoquinolina 1-

oxidoreductasa de B. diminuta (Lhemann et al. 1995).
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CoxS presenta también homologia, aunque en menor grado, con
deshidrogenasas de procariotas tales como la aldehido deshidrogenasa de D.
gigas (Thoenes et al. 1994) y la succinato deshidrogenasa de Bacillus subtilis
(nimero de acceso P0866). Con el nimero de acceso U28375 se puede localizar
en las Bases de Datos un gen de E. coli que codifica una proteina de funcién
desconocida con la que CoxS presenta un 60% de identidad y un 41%% de
homologia. Igualmente, CoxS es homéloga a otras molibdohidrolasa tipicas de
eucriotas, tales como la xantina deshidrogenasa de Drosophila melanogaster,
Drosophila pseudooscura, Calliphora vicina, Homo sapiens, Gallus gallus,
Bombyx mori, Rattus norvergicus, Emericella nidulans y Mus musculus.

CoxS posee en su secuencia de aminodcidos dos motivos tipicos de unién a
las agrupaciones de tipo [Fe-S]. El primero lo constituye la secuencia C-X4-C-
X2-C-Xp-C, conjunto de cisteinas en las posiciones 40, 45, 48 y 60,
respectivamente (Fig. 7b), que es equivalente al motivo C-X4-C-X2-C-Xp-C
caracterizado en diversos tipos de ferredoxinas (Harayama et al. 1991) y otras
proteinas que contienen Fe y S en agrupamientos de tipo I [2Fe-2S], tales como
la XDH de D. melanogaster (Lee et al. 1987; Hughes 1992a,b), la aldehido
oxidoreductasa de Desulfovibrio gigas (Thoenes et al. 1994) y la sucinato
ubiquinona oxidoreductasa mitocondrial de higado humano (Kita et al. 1990). El
segundo motivo estd representado por la secuencia HGLQCGFC-X32-CRC que
corresponde a la histidina 96 y a las cisteinas 100, 103, 136 y 138 de la
secuencia aminoacidica de CoxS (Figura 6b). Esta secuencia es equivalente a
H-X3-C-X2-C-Xp-C-X-C, capaz de unirse a agrupamientos del tipo II [2Fe-2S]
descritos, entre otras, en la XDH de D. melanogaster (Lee et al. 1987; Hughes
1992a,b) y Calliphora vicina (Houde et al. 1989) y en la aldehido oxidoreductasa
de D. gigas (Thoenes et al. 1994). Estas consideraciones indican que CoxS es la
subunidad de la enzima CODH de B. japonicum que contiene Fe y S,
posiblemente agrupados en centros de tipo [2Fe-2S], necesarios para la
actividad de la proteina.

1.5.2. Estudio de coxM.

Este ORF presenta como sitio de inicio de la traducciéon el codén ATG
situado a 877 nucleétidos de distancia del sitio Bgl II y la secuencia AGGA, a 6
nucleétidos del codén de iniciacion, como posible secuencia Shine-Dalgarno. El
gen coxM incluye 804 nucleétidos que podrian codificar una proteina de 268
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aminodacidos de tamano molecular 28.489. El codon de terminacion es TGA.
coxM esta separado de coxS por 36 nucledtidos (Fig. 1.11).

coxM podria codificar una proteina homéloga a las subunidades de tamario
intermedio (subunidad M) de las enzimas CODH de O. carboxidovorans (Schiibel
et al. 1995) y P. thermocarboxidovorans (Pearson et al. 1994). Al igual que se ha
descrito para CoxS, el alineamiento de las secuencia aminoacidica de CoxM con
las de otras subunidades M de diferentes molibdohidrolasas de procariotas
(Figura 1.12) indic6 la existencia de elevados porcentajes de homologia e
identidad entre ellas, sobre todo con las secuencias de las subunidades M de las
enzimas CODH de O. carboxidovrans (Schiibel et al. 1995) y P.
thermocarboxidovorans (Pearson et al. 1994) (Tabla 2). Igualmente, CoxM es
homoéloga a la aldehido deshidrogenasa de Bos taurus (namero de acceso
X87251), la proteina de funcién desconocidad codificada en E. coli (nimero de
acceso U28375) y la enzima xantina deshidrogenasa de diversos eucariotas,
tales como Drosophila melanogaster (S07244), Drosophila pseudooscura
(P22811), Calliphora vicina (M30316), Homo sapiens (P47989), Gallus gallus
(D13221), Bombyx mori (D43965), Rattus norvergicus (J05579), Emericella
nidulans ( X 82827) y Mus musculus (S22419).

Tabla 2. Porcentaje de identidad y de homologia de CoxM de B. japonicum con la

subunidad de tamaiio intermedio (M) de diferentes molibdohidrolasas.

% Identidad % Homologia
O. carvoxydovorans CoxM 38 56
A. nicotinovorans NdhB 39 50
P. thermocarvoxidovorans CutB 31 57
P. putida QorM 34 46
R. palustris HbaD 19 39

CoxM, subunidad M de la enzima CODH de O.carboxidovorans (Shiibel et al. 1995); NdhB, subunidad M de
la nicotina deshidrogenasa A. nicotinovorans (Grether-Beck et al. 1994); CutB, subunidad M de la CODH de
P. thermocarboxydovorans (Pearson et al. 1994); QorM, subunidad M de la enzima isoquinolina 2-
oxidoreductasa P. putida (Blase et al. 1996); HbaD, subunidad M de la enzima 4-OHbenzoil-CoA reductasa ¢
R. palustris (Gibson et al. 1997).
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Las secuencias G-X-G-X2-G/A se han implicado en la unién a los
dinucleétidos de tipo NAD y FAD (Moller y Amons, 1985; Wierenga et al. 1985).
El analisis de la secuencia de aminodcidos de CoxM ha demostrado la existencia
de dos agrupaciones de glicinas, una dispuesta en el motivo G-I-G-D-P-A,
correspondiente a las glicinas 97 y 99, y a la alanina 102 (Figura 1.10), y la
segunda al agrupamiento G-A-G-S-E-G de las glicinas en las posiciones 203, 205
y 208 de la secuencia de CoxM (Fiigura 1.10).

Los motivos de unién a dinucleétidos no son facilmente identificables en la
mayoria de la molibdohirolasas analizadas (Hille y Nishino, 1995). De hecho, los
motivos tipicos G-X-G-X2-G/A no se han encontrado en las secuencias de las
subunidades respectivas (M) de las enzimas CODH de O. carboxidovorans y P.
thermocarboxidovorans. En O. carboxidovorans, sin embargo, se ha descrito la
secuencia G-L-G-T-Y G como posible sitio de unién de FAD, aunque tal
secuencia no pertence a la subunidad M sino a la de mayor tamafo (subunidad
L) de la enzima CODH (Schiibel et al. 1995). Una serie de hechos
experimentales sugieren que, a pesar de la ausencia de estas secuencias, los
sitios de unién a dinucleétidos se localizarian en la subunidad M de las distintas
molibdohirolasas. Asi, la aldehido oxidoreductasa de D. gigas carece de sitios de
unién de dinucleétidos, y la enzima no tiene subunidad M (Thoenes et al. 1994).
Por otra parte, mutaciones puntuales que afectan a los amino4cidos en las
posiciones 348 y 357 de la subunidad M (40 kDa) de la xantina deshidrogenasa
de D. melanogaster producen una enzima incapaz de unirse a FAD (Hughes et al.
1992). Ademds, en las subunidades M de las molibdohidrolasas cuyo
alineamiento se indica en la Figura 1.12 existen numerosos restos de glicina
conservados en todos los casos. Cabe la posibilidad, por tanto, de que CoxM de B.

Japonicum esté implicado en la unién a dinucleétidos de tipo FAD/NAD.

En CoxM, la secuencia aminoacidica D24-A25-128-A29-G30-G31-H32-
Tg3-L34 es equivalente a la secuencia D/T/E-L/I/V/M/T/A-X2-L/1/V/M-
L/IV/M/S/T/A/G-S/A/G-L/IV/M/S/T/A/G-H-S/T/A-L/I/VN/M/F/Y, que se considera
un motivo tipico de peroxidasa (Kimura, 1988; Henrissat et al. 1990). Esta
secuencia estd conservada en las enzimas CODH de B. japonicum, O.
carboxidovorans y P. thermocarboxidovorans, y no se localiza en el resto de
molibdohidrolasas (Figura 8b). Se desconoce si este motivo es funcional en las
enzimas purificadas.
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1.5.3. Estudio de ORF4.

Se encuentra separado de coxM por 62 nucledtidos. Este ORF utiliza como
inicio de la traduccion el codéon ATG localizado a 1.746 nucleétidos de distancia
del sitio Bgl II, y el tetranucleétido AAGA, a 10 nucleétidos del codén de
iniciacién, como posible secuencia Shine-Dalgarno. El codon de terminacion es
TGA. El orf4 estd compuesto por 906 nucledtidos y parece codificar una
proteina de 302 aminodcidos con un tamafo molecular calculado de 33.433
(Figura 1.11).

Como puede observarse en los alineamientos correspondientes (Figura
1.13), la proteina Orf4 de B. japonicum presenta homologia con proteasas
dependientes de ATP, tales como MoxR, implicada en la regulacién de la
formacién de metanol deshidrogenasa activa en M. tuberculosis (Van Spanning
el al. 1991), LonD, esencial para el desarrollo de M. xanthus (Tojo et al. 1993) y
GvpN, que interviene en la formacién de vesiculas de Haloferas mediterranei
(Englert et al., 1992)), asi como con otras proteinas de funcién desconocida
(Tabla 3). En todos los casos, las proteinas analizadas tiene en comun la
presencia de un motivo de unién a mononucleétidos del tipo ATP/GTP,
caracterizado por las secuencias A/G-X4-G-K-S/T (Moller y Amons, 1985). En la
proteina Orf4 de B. japonicum, el motivo motivo indicado corresponde a la
secuencia G46-G53-K54-T55 (Figura 1.10). Los porcentajes de mayor identidad
y homologia de la proteina codificada por orf4 de B. japonicum, como se indica en
la Tabla 3, corresponden a la proteina codificada por el orf4 de O.
carboxidovorans (Schiibel et al. 1995). En esta bacteria, el orf4 podria estar
implicado en la regulacién negativa de los genes que codifican la enzima CODH,
de manera que la mutacién en ese orf incrementa la actividad de la enzima (O.
Meyer, comunicacién personal). Dada la homologia con el orf4 de O.
carboixdovorans , podria asignarse al orf4 de B. japonicum una funciéon de
control negativo sobre la actividad CODH.
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Tabla 3. Porcentaje de identidad y de homologia de Orf4 de B. .japonicum con diferentes

proteasas y otras proteinas de funcién desconocida.

% Identidad % Homologia
O. carvoxydovorans Orf4 50 69
Mycobacterium tuberculosts OrfA* 46 58
Rhodococcus sp N186/21 Orf1* 43 63
Synechocistis sp MoxR 28 51
Myxococcus xanthus LonD 24 47
Haloferax mediterranei GvpN 22 50

Orf4, regién 3' de los genes estructurales de la enzima CODH de O. carboxydovorans (Shiibel et al. 1995);
OrfA, proteina codificada por orfA de M. tuberculosis (Nimero de acceso Z81451); Orf1, regién 3' del gen
tchE de Rhodococcus sp. (Nagy et al. 1995); MoxR, proteina reguladora de la enzima metanol deshidrogenasa
de M. tuberculosis (Van Spanning el al. 1991); LonD, proteasa dependiente de ATP esencial para el desarrollo
de M. xanthus (Tojo et al. 1993); GvpN, genes implicados en la formacién de vesiculas de H. mediterranei

(Englert et al., 1992); *, funci6én desconocida.

1.5.4. Estudio de ORF5

Este ORF se encuentra separado del ORF4 por 76 nucleétidos. Presenta el
inicio de la traducciéon a 2.731 nucleétidos de distancia del sitio Bgl 11, utiliza
como inicio de la transcripcion el codén ATG, la secuencia Shine-Dalgarno
posible es AGAG, localizada a 7 nucleétidos del codén de iniciacién, y su codon de
terminacion es TGA (Figura 1.11). E1 ORF5 estd compuesto por 1.266
nucleétidos y codificaria una proteina de 422 aminodacidos con un tamafo
molecular calculado de 47.700.

El ORF5 de B. japonicum es homélogo a un ORF presente en O.
carboxidovorans adyacente, en la direccién 3', al orf4 de esa bacteria (O. Meyer,
comunicacion personal). La funcién de la proteina codificada por orf5, tanto de
B. japonicum como de O. carboxidovorans es desconocida. Igualmente, la
proteina Orf5 de B. japonicum muestra, a lo largo de toda la secuencia, un 20%
de identidad (31% de homologia) con un Orf de funcién desconocida de M.
tuberculosis, y un 31% de identidad (41% de homologia) si se considera solamente
la zona carboxi-terminal (Figura 1.15). Este orf de M tuberculosis se encuentra
en la direccion 3' del orfA, homélogo al orf4 de B. japonicum, descrito en el
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apartado anterior (Tabla 3). También se ha encontrado homologia entre Orf5 de
B. japonicum y un Orf de Rhodococcus sp NI86/21, igualmente de funcién
desconocida, y del que sélo se ha descrito su secuencia amino-terminal (Nagy et
al. 1995). Este ORF se localiza en la misma regién de ADN que orfI de ésta
misma bacteria, descrito en el apartado anterior, como homélogo a orf4 de B.
Japonicum (Tabla 3), aunque se traduce en direccién opuesta al anterior.

Orf5 de B. japonicum presenta un alto porcentaje de argininas (12%) y
posee, en su extremo carboxi-terminal, un motivo tipico de "cremallera de
leucinas" (L-Xg-L-Xg-L-Xg-L ) correspondiente a las leucinas en las posiciones
347, 354, 361 y 368 (Figura 8c), estructura que se ha implicado como propiedad
caracteristica de una nueva clase de proteinas capaces de unirse a ADN
(Landschulz et al. 1988; O'Shea et al. 1989). Que la proteina codificada por el
ORF5 de B. japonicum sea capaz de unirse a secuencias especificas de ADN es
desconocida.

Del anélisis comparativo de la secuencia de nucleétidos correspondientes al
plasmido pTN3 (Figura 1.9) y al ORF5 de B japonicum, (Figura 1.11) se puede
concluir que la insercién del transposén Tn5 se produjo en el ORF5 de la cepa
GRF3, concretamente entre la lisina 376 y la alanina 377, a 3.772 nucleétidos
del sitio Bgl II de la secuencia aminoacidica (Figura 1.11).

Puesto que no ha sido posible adscribir una funcién determinada al ORF5
de B. japonicum, no se puede establecer, de forma directa, la relacién causal
entre la mutacién ocurrida en la cepa GRF3 y la pérdida de su capacidad para
reducir nitrato en condiciones de microaerobiosis.

1.5.6. Estudio de ORF6 y ORF7

El ORF6 se encuentra separado del ORF5 por 11 nucleétidos, presenta el
inicio de la traduccién a 4.011 nucleétidos de distancia del sitio Bgl II, utiliza
como inicio de la traduccion el codén ATG yla secuencia GAGAGG, localizada a
7 nucleétidos del codén de iniciacién, como posible sitio de unén al ribosoma. El
codén de terminaciéon es TAG (Figura 1.11). Estd compuesto por 324
nucleétidos, y codificaria una proteina de 107 aminodcidos con un tamafio
molecular calculado de 11.135.

Separado de ORF6 por 174 nucleétidos se encuentra ORF7, que presenta
el inicio de la transcripcion a 4.509 nucleétidos de distancia del sitio Bgl II. Este
ORF utiliza como inicio de la transcripcion el codon ATG, el pentanucleétido
AAGAG, a 5 nucleétidos del codon de iniciacién, como posible secuencia Shine-
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Dalgarno y su codén de terminaciéon es TAG (Figura 1.11). El ORF7 esta
compuesto por 531 nucledtidos y codificaria una proteina de 175 aminodacidos
con un tamafio molecular calculado de 18.683.

Las proteinas codificadas por ORF y ORF7 presentan homologia con la
proteina A de E. coli de funcion desconocida (ntimero de acceso U28375). La
proteina Orf6 de B. japonicum es homéloga al polipétido correspondiente al
extremo N-terminal de la proteina A de E. coli (Figura 1.16), y Orf7 homoéloga al
extremo C-terminal de dicha proteina (Figura 1.16). De hecho, la suma de las
dos proteinas codificadas por ORF6 y ORF7 representa el tamafio molecular
calculado para la proteina de E.coli. La razén por la que en B. japonicum la
secuencia de nucleétidos se haya interrumpida, mientras que en E. coli es
continua, no puede deducirse de los resultados obtenidos.

1.5.6. Estudio de ORFS8

Este ORF presenta como posible inicio de la traduccién el codon GTG,
situado a 5183 nucleétidos del sitio Bgl II y la secuencia AAGGA, localizada a 7
nucleétidos del codon GTG, podria corresponder a una posible secuencia Shine-
Dalgarno (Figura 1.11). El1 ORF8 parece codificar una proteina de 131
aminodcidos con un tamafno moleculr de 14.028. (Figura 1.11). No se han
encontrado en los Bancos de Datos otras proteinas homoélogas a ARFS8.

1.5.7. Estudio de ORF9

El ORF9 mantiene abierto su marco de lectura, por lo que sélo se presenta
su secuencia parcial (Figura 1.11). Su posible codon de iniciacién es GTC, a
6.051 nucleétidos del sitio Bgl II, y su sitio de unién al ribosoma podria ser la
secuencia GAGGG, que aparece a 10 nucleétidos del codon de iniciacion (Figura
1.11). Este ORF, del que sélo se conocen 91 aminodcidos del extremo N-terminal
presenta homologias con las proteinas MobA de E. coli (nimero de acceso
P32173) y Haemophilus inflenciae (nimero de accesoP44899) necesarias para
la activacion del dinucle6tido de molibdopterina y guanina (MGD) (citas).
Tambien aprecen homologias con la proteina MoeA de Methanococcus jannaschii
(nimero de acceso U67554), tambien implicada en la biosintesis de
molibdopterina.
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La mayoria de las enzimas CODH de las bacterias carboxidotrofas estan
formadas por tres subunidade (S, M y L) codificadas por los genes estructurales
respectivos, tales como coxS, coxM y coxL en O. carboxidovorans (Schiibel et al.
1995), y cutA, cutB y cutC en P. thermocarboxidovorans (Pearson et al. 1994).
En B. japonicum no se ha localizado el gen coxL después de la extension de la
secuencia a izquierda y derecha de los sitios de restriccion Bgl 11 y Hind III del
plasmido pML12 (Figuras 1.5 y 1.11) por lo que se puede afirmar que coxL no se
se haya en la misma region génica que el resto de genes cox.

Para tratar de localizar el gen coxL se realizaron hibridaciones del ADN
genémico de B. japonicum con un un fragmento Cla I de 1'8 kb del plasmido
pHCGS3 que contiene el gen coxL de O. carboxidovorans (Kraut et al. 1989; Kraut
y Meyer, 1988). Los repetidos intentos fueron infructuosos y, en ningin caso,
pudo detectarse sefial positiva de hibridaciéon. Este hecho podria explicarse si se
considera que la homologia ADN-ADN entre coxMSorf4 de O. carboxydovorans y
coxMSorf4 de B..japonicum se encuentra dispersa a lo largo de toda la secuencia
(no se muestran los resultados). Ademas, el contenido en G+C del plasmido
pHCGS es de un 56-57% (O. Meyer, comunicacion personal) mientras que es de
un 65% en el ADN secuenciado de B. japonicum. Estos hechos, unido a que no
existen mutantes coxL en otros organismos hace que, por el momento, no sea
posible la localizacién de coxLi en B. japonicum, lo que no implica que no se
encuentre en el genoma de esta bacteria.

Hay que indicar también que el empleo como sondas de los genes coxS y
coxM de O. carboxidovorans en experimentos de hibridacién con ADN total de B.

Jjaponicum también dieron resultado negativo, y ello, a pesar de la elevada
homologia (Tablas 1 y 2) existente entre las secuencias aminoacidicas de las
proteinas codificadas por los genes mencionados.

1.6. Reproduccion de la mutacion ocurrida en GRF3

Para repoducir en B. japonicum USDA 110 la mutacién ocurrida como
consecuencia de la insercién de Tns en la cepa GRF3, el fragmento Hind III de
9'3 kb de pML12 (Figura 1.5) se cloné en el sitio de restriccion Eco RI del
plasmido pSUP202, construccion que di6 lugar al plasmido pML122. La delecién
de los dos fragmentos Eco RI de 1'4 y 1'6 kb de pML122 y posterior sustitucién
de los mismos por el gen de resistencia a los antibiéticos Sm y Spc contenidos en
el plasmido pHP45W originé el plasmido pML122W, cuyo mapa de restriccion se
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indica en la Figura 1.16. Conocida la secuencia de los dos fragmentos Eco RI
eliminados, la cepa mutante debia de carecer de coxM, orf4 y orf5.

La transferencia mediante conjugacion triparental a B japonicum USDA
110 del pldsmido pML122W y la posterior seleccién de trasconjugantes
incapaces de crecer microaerébicamente con nitrato como Unica fuente de
nitrégeno, que fueran ademads resistentes a Sm y Spc y sensibles a Tc, permitié
la seleccion de un mutante al que se le denominé GRL300.

pSUP202
o f
CoxS
CoxM

E Gen de

resistencia a Sm/Spc

Figura 1.16. Esquema representativo la obtencién del plismido pML122%.

El pldsmido pML122 es el resultado de la clonacién en el sitio Eco RI del pldsmido suicida pSP202
del fragmento HindlII de 9'3 kb del pldsmido pML12 (Figura 1.5). La sustitucién de los fragmentos Eco RI
de 1'4y 1'6 kb del plasmido pML12 por el gen de resistencia a los antibiéticos Sm y Spc contenidos en el
plasmido pHP45%2 di6 lugar al plasmido pML122%. H, Hind I1I; X, Xho I; A, Apa 1; B, Bgl 11; N, Notl; P,
Pst; 1 D, Dralll y E, Eco RI. Los lugares de clonacién del vector pSUP202 se marcan con un rombo sélido.
Los tres ORFs delecionados se indican con flechas rayadas. Como una flecha sélida se presenta el gen coxS

que no se afectd por la mutacién. Los tamafios no estdn representados a escala.

Para comprobar la ausencia de coxM, orf4 y orf5 en la cepa GRL300, a
partir de los fragmentos Eco RI de 1'6 y 1'3 kb de pML12 (Figura 1.5) se
prepararon dos sondas que se emplearon conjuntamente para hibridar con el
ADN genoémicol de dicha cepa digerido con Eco RI. Después de la hibridacién se
pudo observar que el ADN de la cepa parental USDA 110 presentaba dos
bandas de hibridacién de xx y xx kb, mientras que en el ADN de GRL300 no se

92



detecté hibridacién con ninguno de los dos fragmentos Eco RI utilizados como
sondas (Figura 1.17). Tanto en la cepa mutante como en la parental se detectd,
ademas, una banda de hibridacién de aproximadamente 1 kb (Figura 1.17), lo
que indic6 que tanto la cepa parental como la mutante poseian repetido ADN
homoélogo a una de las sondas empleadas. Para discernir a qué fragmento Eco RI
podia deberse la sefial de hibridacién, cada sonda se empled, de forma individual,
para hibridar con ADN de USDA 110 y GRL300. No se detecté hibridacién
cuando se utiliz6 exclusivamente la sonda preparada a partir del fragmento Eco
RIde 1'6 kb, mientras que al hidridar con la sonda Eco RI de 1'3 kb se observé de
nuevo la apariciéon de la banda de hibridacién de 1 kb (Figura 1.17). De estos
resultados puede deducirse que el genoma de B.japonicum USDA 110 presenta
repeticiones bien de orf4, de coxM, o de los dos, ya que la sonda de 1'3 kb contiene
ADN de ambos ORFs (Figuras 1.5 y 1.16).

Se comprobé, ademds, que la mutante GRL300 portaba el gen de
resistencia a Sm y Spc, puesto que al hibridar con una sonda realizada a partir
del ADN de dicho gen apareci6 una senal de hibridacién en la cepa mutante,
sefial que no se detecté en la cepa parental (Figura 1.18)

Aligual que B. japonicum GRF3, la cepa GRL300 es incapaz de crecer en
microaerobiosis con nitrato como unica fuente de nitrégeno y sélo presenta en
sus membranas la banda de actividad nitrato reductasa correspondiente a
NRJ], la misma que se observa en las membranas de GRF3 (Figura 1.19).
Consecuentemene, en la cepa GRL300 se ha reproducido la mutacién ocurrida
en GRF3 mediante la insercion del transposén Tné (Ferndndez-Lépez et al.
1994).
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Figura 1.17. Sustituciéon de los dos fragmentos Eco RI de GRL300 por los genes de
resistecia a Sm y Spc. Aparicion de genes reiterados en el ADN genémico de B japonicum
USDA 110.

A. Resultado después de hibridar con las sondas Eco RIde 1’6 y 1’4 kb el ADN total

de parental y mutante.

B. Electroforesis en gel de agarosa.

Carril 1. ADN genémico de USDA110 digerido con Eco RI.

Carril 2. ADN genémico de USDA110 digerido con Eco RI.

Carril 3. Marcador de peso molecular A Hind III.

Carril 4. pHP45(2 digerido con Eco RIL

Carril 5. pML124 digerido con Eco RI.

Carril 6. pML125 digerido con Eco RI

C. Resultado después de hibridar con las sondas contra los controles positivos.

Las flechas indican presencia de los fragmentos delecionados en la cepa parental y la

ausencia de dichos fragmentos en la cepa mutada, asi como la aparicién de una seiial positiva
adicional en ambas cepas.
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Figura 1.18. Deteccion de actividad nitrato reductasa en membranas de B.
Jjaponicum.

Carril 1. B. japonicum GRL300 (200ug deproteina).

Carril 2. B. japonicum GRL300 (100png deproteina).

Carril 3. B. japonicum USDA110 (200ug deproteina).

Las flechas marcan el tamafio molecular de las dos enzimas nitrato reductasa de
membranas de B. japonicum. Las lineas marcan la localizacién en el gel de las proteinas
del marcador de peso molecular.
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61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

AGATCTCCGGCGAAGGCGAAGGGCGGGGTGGCGGGCTTTGCCAAGGGCGGCGCCGTGGTC
AAGCTGGCGGAGAAGGACGGCGGCACGCTGCTCTCCTACGACGTCGAGGCGCAGATCGGC
GGCAAGTTGGCGCAGCTCGGACAACGCCTCATCAACgGCGCCGCCAAGAAGCTGGCCGAC
GAGTTTTTCGCGAACTTCGCCAAGGCGGTACAGGGCTGAAGGCTATCGCCTTTCGGCATG
GCGCCTTGCGTCCGGGGTGATGTTGCCCCGGGGCATAATGGCCCATATGATGGGTTGGAA
TAATTATAAGAACCGCTTCGACGGGACCCGTCGGGGCGCTGATAGAGAGTGCTTATGGCG
M A
CoxS ->
AAAATCTCCCTCATCGTGAACGGCAATCCTGTGACGGCCAACGTCGATCCCCGCACGCTT
K I s L I V N G N P V T A N V D P R T L
CTGGTGCAGTTCCTGCGCGAGAATCTGCGGCTGACCGGCACACATGTCGGCTGCGACACC
L v F L R ENILIRIULTGTH V G |EI D T
TCGCAGTGCGGCGCCTGCGTCGTGCATCTCGACGGCAAGGCCGTGAAGTCCTGCACCACG
S 0 l!l G A I!I V V H L D G K A V K s IEI T T
CTTGCCGTGATGGCTGACGGCCACGAGGTCAAGACGATCGAGGGGCTGGCTGCCGACGGC
L A VM ADUGHEV K TTIEGTULAATD G
GCGCCGCTGCATCCGATGCAGGAAGCCTTCCGCGAGCACCATGGCCTGCAGTGCGGCTTC
A P L H P M Q E A F R E H Eﬂ G L 0O E' G F
TGCACGCCCGGCATGATCATGACCGCGATCGACATCGTCCATCGCAAGGGGCACGAGGTC
II! T p G M I M T A I DI V HR K G HE V
GACGACCACACCATCCGCGAGGAGCTGGAAGGCAATCTCTGCCGCTGCACCGGTTACCAG
D D H T I R E E L E G N L I!IIR !' T G Y O©Q
AACATCGTCGCCTCGATCTCCGCCGGCGCCAAGGCGATGGCGAAATCCGACCTCGCCTAA
N I v A s I S A G A K A M A K S D L A *
ATCGACACGCGCGCATCCCGCGATCAGGACATTCAGATGTACGAATTCAAATATCATCGC
M Y E F K Y H R
CoxM ->
CCCGGGACCGTTCGGCAGGCCGCCAACCTCCTGGTGAAGAACGAAGACGCCAAGGTGATC

P G T V R Q A A N L L V K N E [D A K V I

GCCGGCGGCCACACGCTGATTCCGGTCATGAAGCAGCGCCTCGCGAGCCCCCCGCATCTG

A G G H T LJ I P VM K Q R L A S P P H L

GTCGACCTCTCCCACATCGAGGGGCTCAACGCGATCGAGATGAAGGGCCGCTCGGTGGTG
v D L S H I E GUL N ATIEMI K GUR S V V
ATCGGCGCCACCGCCAAGCACGCTGAGGTCGCGACCTCCGCCGTCGTCGGCGAAGCGATC

I ¢ AT A KUHAUEV AT S AV V G E A I
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1141 CCGGCGCTCGCGAGCCTTGCCGGCGGAATCGGCGATCCCGCCGTGCGCCACAAGGGCACG
P A L A S L A GIG I G D P A|]V R H K G T

1201 ATCGGCGGCTCGCTCGCCAACAACGATCCGACCGCGGACTATCCGGCCGCGGTGCTTGCG
I G G S L A NNDUPTAUD Y P A A V L A

1261 CTCGGGGCGACCATCGTCACCAACAAGCGCCGCCTCAAGGCCGAGGAGTATTTGCAGGGC
L &6 A TTI V T™NI KU RIRILI KA AE E Y L ©Q G

1321 CTGTTCAGGACGGCGCTCGAGGCCGACGAGATCATCACCAAGGTGATGTTCCCGCTGCCG
L F R T A L E A D E I I T™ K V M F P L P

1381 AAGAAGGCCGCCTACATCAAGTTCCGCAACCAGGCCTCGCGTTACGCACTGGTCGGCGTG
K K A A Y I K F R NOQ A S R Y A L V G V

1441 TTCGTGGCGCGGCGGCCGTCGGACGTGCGCGTTGCCGTCACCGGCGCCGGCTCCGAGGGL
F VvV A R R P S DV RV AV T|G A G S E G

1501 GTGTTCCGCGTCACCGCGTTCGAGGAAGCCCTGAAGAAGCGCTTCTCGGCGAAAGCCCTT
vV F R V T A F E E A L K K R F S A K A L

1561 GATGGCATCGAGGTGCCGGCCGAGGGTCTCAACAGCGACATCCACGGCAGTGCCGAATAC
D G I E VvV P A E G L N S DI HG S A E Y

1621 CGCGCGCACCTCATCGGGGTGCTGACGCGGCGGGCCGTCGACGCCGCCAATGCCAAGGAA
R A H L I GV L TR RAV D A A N A K E

1681 TGATGGGCCTCACCAACTGGCCCAACGACTTGCCCCGGTGAGGGCGTAACCAAGACTGGC

*
1741 CTTTCATGACTTCAGCCGCCCTGCCGGCATCGGTTGATGCGATGCTCGAACTCCTGACGT
M T S A A L P A SV DAMUL E L L T S
Orf4 ->

1801 CGCGCGGCTATCTCGCCGAGCGGTCGCTGGCGACGGTGACGTATCTGTCGCTGCGCATGG

R G Y LA EQR SL ATV TY L S L R M G

1861 GCCGGCCGCTGTTTCTCGAAGGCGAGGCCGGCGTCGGCAAGACCGAGATCGCAAAAGTGC

R P L F L E|G E A G V G K TJ|E I A K V L

1921 TGTCGGCGGCGCTGGGGCGGAAGCTGATCCGCCTGCAGTGCTACGAAGGCCTCGACGTCT

s A A L G R KL I RL © C Y E G L D V S

1981 CCTCGGCCGTGTACGAGTGGAATAGCGCCGCGCAGATGATCGCGATCCGGATGGCGGAAG

s A VY E WN S A A 0 M I A I R M A E A

2041 CCGCCGGCGACACCGATCGCGATCAACTGTCGAGCGACATCTTCGCCGACCGCTACATGA

A G D TDIRDOQL s s DI F A DUR Y M I

2101 TCAAGCGACCGCTGCTCCAGGCGCTGGAGCCTGACGTCGCCGGTCCGCCGGTGCTCCTGA

K R P L L Q AL E P DV A G P P V L L I

2161 TCGACGAACTCGACCGCGCCGACGAGGCGTTCGAAGCCTATCTCCTGGAAATCCTCAGTG

D E L D RAUDEAUVFEAY L L E I L S D
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2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

ACTTCCAGGTGACCATCCCCGAATTCGGCACCGTGAAGGCGCCGTATCCGCCGATCGTCA
F o vT I P E F G T VvV K A P Y P P I V I
TCATCACCTCCAACCGCACCCGCGAGATCCACGACGCGCTGAAGCGGCGCTGCCTCTATC
I T s N R TR E I H DAL K R R C L Y H
ACTGGGTGGATTATCCCGCCGCCGAGCGCGAGCTCGCGATCGTCAAGACGCGCGTGCCCG
W Vv DY P A A EREULATI V KT R V P G
GCATCTCGACAAAGCTGTCGCAGCAGGTGGTGCGCTTTGTCCAGGCGTTGCGCAACCAGG
I s T K L 8 ¢ 9 v VvV R F V 0 A L R N QO D
ACTTCTACAAGTCGCCGGGCGTCGCCGAGACCATCGACTGGGCCACCGCGCTGTCCGAGC
F ¥ K s P G V. A E T I D W A T A L S E L
TCGACGCCCGCTCGCTGACCCCGCAGGTGGTCGGCGACACGCTGGGCGCGCTGCTCAAGT
D A R SL T™UP QVV G D TUL G A L L K Y
ATCAGGACGACATCACCCGGATGCAGGGCGACACCCTGCAGAAGGTGCTGAAGGAAGCGA
Q b b I T™RMOQGUDTIU L Q K VL K E A T
CGAGCGAGGATTGATCTTGCGTCAAATTGCGCCCGTCATTCCGGGGCGCGCGTAGCGAAC
S E D *

CCGGAATCCATCGGGCCGCAGAGTTCGTGGATGAATGGATTCCGGGCTCGCGCCAAAGAG

M N G F R A R A K E
Orf5 ->

GCGCGCCCCGGAATGACGAGGGGATGGATACGACCCATGGCCATCAACCACCTAGCGCCC
AR P GM TR G W IR PMATINUHUL A P
GAGCAGACCGAGCAGTTCGCCGACAACATCGTCGGCTTCGCCCGCGCGTTGCGCTCTGCG
E ¢ T E ¢ F A D N I V G F A R A L R S A
GGCATGCCGGTCGGGCCGGGCGCGGTGATCGATGCCATGAGCGCGCTCCAGGTGATCGAC
G M PV G P G AV I DAM S AL Q V I D
ATCGGCAACCGCGCCGATGTCTTTGCCACGCTGGAGGCGATCTTCGTCAAGCGCCACGAG
I G N R A DV F A TULEA I F V K R H E
CATGCGCTGATCTTCAAGCAGGCCTTCAACCTGTTCTTCCGCGCCTCGGAGGAGTGGAAG
H A L I F K Q A F N L F F R A S E E W K
CACATGCTGGATTCGGTGCCGCTGCCGGAGCAGGCCAAGAAGAAGCCGCAGGCCGGTGCG
H M L D s VvV P L P E Q A K K K P Q A G A
CGCCGCGTGCAGGAAGCGATGTCGCAGCCGCGCATGACGGAGACGCCGCAGCGCCAGGAG
R RV Q EA M S Q P R M TE T P Q R Q E
CAGGATCTGCGCCTGTCGGTCTCCGACAAGGAAATCCTTCAGAAGAAGGATTTTGCCCAG
Q DL R L s V s D K E I L Q K K D F A Q
ATGAGCGCGGCGGAGATCAGCGAGGCCCTGCGCGCCGTCGAGCGGATGCGGCTGCCGCAG

M s A A E I S E A L R A V E R M R L P Q

2280

2340

2400

2460

2520
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2640
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2940

3000
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3180

3240
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3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

GCCGAGCTCTTGACGCGCCGGCACCGGCCCGATTCCCGTGGCCTGCGCCTCGATCTGCGC
A E L L T R R HR P D S R G L R L D L R
CGCACGCTGCGTGCGTCATTGCGCACCGGCGGCGACATCATCGACATTCATCGCCTGGGG
R T L R A 8§ L R T G G D I I D I H R L G
CGGATCGAGAAACCGGCGCCGATCGTGGCGCTGCTCGACATCTCGGGTTCGATGAACGAG
R I E K P A P I V A L L DI S G S M N E
TACACGCGCCTGTTCCTGCATTTCCTCCATGCCATCGGCGATGCGCGCAAGCGCGTCTCG
Y T R L F L H F L H A I G D A R K R V 8
GTGTTCCTGTTCGGCACCCGCCTCACCAACGTCACCCGCGCGCTGCGCCAGCGCGATCCC
vV F L F G T R L TNV TR A L R Q R D P
GACGAGGCGCTGGCGAGCTGCTCGGCCTCGGTCGAGGATTGGGCCGGCGGCACGCGGATC
D E A L A S C S A S V EDW A G G T R I
TCGGCCTCGCTGCACAACTTCAACAAATTGTGGGCGCGCCGCGTCCTGAGCCAGGGCGCC
S A Ss L H N F N KUL WA AR R V L S Q G A
ATCGTGCTCCTGATCTCCGACGGGCTGGAGCGGGAGGCCGATTCCAGGCTCGCCTTCGAG

I vL L I s D G L E R E A D S Rl L A F E

ATGGACCGGCTGCACCGCTCCTGCCGGCGGCTGATCTGGCTCAACCCGCTGCTGCGCTTC

M D R L H R S C R R L I W L N P L LI R F

Insercidén de Tn5
GGCGGCTTCGAégECAAGGCGCAGGGCATCAAAATGATGCTGCCGCACGTTGACGAATTC
G G F E A K A Q G I KMMUL P H V D E F
CGCCCGGTACATAATTTGAGTTCGATCCAGGAGCTGATCACGACGCTCTCCCGGCCGCTG
R P V H N L S S I Q E L I T T L S R P L
CCGCCGCATCACCGCAGCCTGATCCGCTCCGCAGCTTGAGAGGTTACCCCATGCTCGATC
P P H H R S L I R S A A * M L D R

Oorfé6 ->
GCGACGAGGACATTCTGAGGGCGGCGGAGGACTGGCAGAAGGCCGGCCGTGGCGTCGCGC
D E D I L R A A E D W Q K A G R G V A L
TCGCCACAGTCGTCGAGACCTGGGGCTCGGCGCCGCGCCCGGCGGGCTCGAGCCTCGTCA
A T Vv v ET W G S A P R P A G S S L V I
TCAACGACGAGGGCACGTTCTTAGGCTCGGTCTCCGGCGGCTGCGTCGAGGGCGCCGTGG
N D EG T VFL G SV S G G C V E G A V V
TCACCGAGGCCATGGACGTGATCGAGAGCGGCAAGCCCAAGATGCTGGAGTTCGGCGTCG
T E A M D V I E S G K P K M L E F G V A
CCGACGAGACCGCCTGGAATGTCGGGCTGTCCTGCGGCGGCACCATCCGTGTCTTCGTCG

D ETAWNUV G UL s C G G T I R V F V E

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320
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4321 AGAAGGTCGGCTAGCCGTGAAGCTCGCGATTTTGCACGAACTCAATGCCGAGCGCGCCGC
K v G *
4381 GCGCCGCCCGGCGATCTTGGTGACGGACACCGAGAGCGGCGAGCAGCGCCTGGTCAAGGC
4441 GCAGGATTTCGCGAAAGACCCGCTGCGCGTCGAGCTCGAAAGACAGCTTCGCATGGGCAA
4501 GAGCGCCAATGTCGAGGTCGGCGGCAAGAAGCTGTTCCTCAACGTCTACGCGCCGACCGC
M S R S A A R S C s s T s T R R P 0©Q
Oorf7 ->

4561 AAAGCTCGTCATCGTCGGCGCGGTCCATATGCAGTCAGGCGCTGGCGCCGTTGGCGCGCT
s 8§ s s s A R s I ¢ s @ A L A P L A R S
4621 CGCTCGGCTACGACGTCACTGTGGTCGATCCGCGCACGGCCTTTGCAAGCGCAGAGCGCT
L G Yy bpv TV V D P R T AV F A S A E R F
4681 TCCCCGACATTCCGCTGGTGGCCGAATGGCCCGACACCGCGCTGCCGCCGCTCAACGTCG
p D I P L V A E W P D T AUL P P L N V D
4741 ATGCCTACACGGCTTTCGTCGCGGTCACGCACGATCCCAAGATCGACGATCCTGCGCTGC
A 'Y T A F V A VvV THD?P K I DD P A L L
4801 TGCACGCTTTCGAGCGCGGCTGCTTCTATATCGGCGCGCTGGGCTCGCGGAAGACCCATG
H A F ER G CVF Y I G AL G S R K T H A
4861 CCAAGCGCGGCGACCGGCTGCGGGCGCAGGGCGCCAAGGACAGCGACATCGCGCGCATCC
K R G DR L R A Q G A KD S D I A R I H
4921 ACGCGCCCATTGGCCTTGCGATCGGCGCCGTCTCGCCGTCGGAGATCGCGGTGTCGATCA
A p I GL A I G A V S P s E I A V s I M
4981 TGGCCGAGATCACGGCGGTGCTTCGGCTGCCACCCAAAGAAAAAGAAGAAGCGGCATGAA

A E I T A V L R L P P K E K E E A A *
5041 ATTCGGCCCGGCGAGCCCCAAGGATGCGATCGGCGGGGTGACCGTCCACACCCTGCGCCA
5101 GGGACCGCTGGTGCTGAAGAAGGGCACGACGATCGGGCCCGCCGATCGAGGCGCTGGAGC
5161 GCGCCGGCATCAAGGACGTCGTCGTGGTGCGGATGGAGGAGGGCGACGTCTCCGAGGACG
v v R M E E G D V s E D V

Oorf8 ->

5221 TCGCGGCCGCCAGCATCGCGCTTGCGGTCGGCGGCGAGGGCATCCATGTCGAGCGCGCCT
A A A S I A L AV G G E G I HV E R A F
5281 TCACCGGCCGCGCCAATCTGTTCGCGGCGCGCCCGGGCGTGCTGGTGATCGACCGCGCCG
T G R A NL F A A R P G V L V I D R A A
5341 CGGTGGATCGCATCAACAATATCGACGAGGCCATCACCTTTGCGACGCTCACCGCCTACA
vV DRI NNIUDEA ATITU FATUL T A Y K
5401 AGCCGGTGGTCGAGGGGGAGATGGTCGGCACGGTCAAGATCATCCCGTTCGGCGTCGAGG
p v v E GG EMV GG TV K I I P F G V E G
5461 GCGCTTTGCGCGACGCCGCGGTGAAGGCGGCCGGCCGGGACGTCCTGAAGATCGCGCCCT

AL R DA AV KA A G R D V L K I A P Y

4380

4440
4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160
5220

5280

5340

5400

5460

5520



Resultados ¢ Discudisn

5521

5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001

6061

6121

6181

6241

6301

ACGCGATCAAGCGCGTCGTGTGGTTTCGACGCTGCTGCCGGGCCTGTCCTCCAAGGTGAT
A I K R V VW F R R C C R A C P P R *
CGACAAGACGCTGCGCGTCACCGCCGAGCGGCTGGCGCCTTCCGGCGCCGGCATCATCGC
GGAACGACGGGTCCAGCACGACGAACACGCGCTGTCGGCCGCGATCAAGGAATTGCTAGC
GCTCGGCGCGGAGCTCGTCATCGTGTTCGGGGCGTCCGCGATCGCGGATCGCCGCGACGT
GATCCCGGCGGCCGTCACCGGGATCGGCGGCGAGATCGAGCATTTCGGCATGCCGGTCGA
TCCCGGCAATCTGCTGCTGATCGCCCGCGCCGAGGGCGTGCCGGTGCTGGGCGCGCCGGG
CTGCGCGCGCTCGCCGGTCGAGAACGGGTTTGACTGGGTGCTGATGCGTCTGCTCGCCGG
CATCAAGGTGACCCGCGCCGAGCTGATGGGCATGGGCGTCGGCGGGCTCCTGATGGAGAT

CGTCACGCGTCCGCAGCCGCGCGCGAGCCCGAGATCGAGGGCAACAGCCAGGTCGCCGCC

v A A
Oorf9 ->

ATCGTGCTCGCGGCAGGGCGCTCGACCCGCATGGGTGGGCCGAACAAGCTGCTCGCCGAG
I v L A A G R S TRMGG P N K L L A E
CTCGACGGCAAGAAGCTGGTGCGGATCGCGACCGAGCAGGCGCTGGCCTCCAAGGCATCC
L D GG K KL VR TIATE QAL A S K A s
GAGGTGATCGTCGTCACCGGCCATCAGACCGAACTGGTCGAGCAGGCGCTGCAAGGCTTG
E v 1I v Vv ™G H Q T E L V E Q A L Q G L
AAGGTGAAATTCGCCCGCAATCCGGATTTCGCCGGCGGCATCGCAAGCTCGGTCAAGGCC
K v K F A RN P D VF A G G I A S S V K A
GGCATCGCGGCCGTGCCCGAAGCTT 6325

G I A A V P E A

Figura 1.11. Secuencia de nucledtidos del fragmento Bg! II-Hind III de B. japonicum que

contiene los genes cox

La secuencia estd numerada desde el sitio Bg/ II hasta el sitio Hind III. Se indica también la

secuencia de aminodcidos derivada de la secuencia de nucledtidos. Los codones iniciadores de la

transcripcion se indican en negrita y los terminadores con un asterisco. Las posibles secuencias Shine-

Dalgamo aparecen subrayadas. Los rombos indican aminodcidos implicados en la constitucion de

motivos especifico.
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Resultados y Discusisn

BjCoxS 1 [ - was . T P
PthCutC 1 SLENGTHMARCHTYPEPCHECKMSKH I¥: . : 67
OcCoxS 1 MAKAH[Y felv - Eis | 45
RpHbaB 1 MDETMLRRREKR L : 1 5o
AnNdhA 1 MTTPSPSDR : z ’ _ 51
Ee 1 47
PpQorS 1 51
BbIOI‘A 1 42
B)CoxS a4 111
PthCutC 68 H 134
OcCoxS 46 H 113
RpHbaB 53 E 119
AnNdhA 52V 117
Ec 48 E 114
PpQorS 52 V 118
BblorA 43 L 108
BjCoxS 112 161
PthCutC 135 185
OcCoxS 114 166
RpHbaB 120 163
AnNdhA 118 165
Ec 115 159
PpQorS 119

168
BblorA 109

152

Figura 1.12. Alineamiento de CoxS de B. japonicum con proteinas homélogas de otros microorganismos.

BjCoxS, Subunidad S de la enzima CODH de B. japonicum; PthCutC, subunidad S de la enzima CODH de P.
thermocarboxidovorans (Pearson el al., 1994); OcCoxS, subunidad S de la enzima CODH de O. carboxidovorans (Shiibel et al.,
1995); RpHbaB, subunidad S de la enzima 4-OHbenzoil-CoA reductasa de R. palustris (Gibson et al., 1997); An NdhA, subunidad
S de la enzima nicotina deshidrogenasa de A. nicotinovorans (Grether-Beck et al., 1994); PpQorS, subunidad S de la enzima
isoquinolina 2-oxidoreductasa de P. putida (Blise et al., 1996); BdlorA, subunidad de menor tamafio de la enzima isiquinolina 1-

oxidoreductasa de B. diminuta (Lhemann et al., 1995). Los amino4cidos ideénticos se marcan en cajas. Los amino4cidos similares
entre CoxS de B. japonicum y las de otras enzimas se presentan sombreados.



Resultadss ¢ Discusion

BjCoxM

OcCoxM
AnNdhD
PthCutB
PpQorM

BjCoxM
OcCoxM

PthCutB
PpQorM

BjCoxM

OcCoxM
AnNdhD
PthCutB
PpQorM

Figura 1.12. Alineamiento de CoxM de B. japonicum con proteinas homélogas de otros microorganismos.

BjCoxM, Subunidad S de la enzima CODH de B. japonicum; OcCoxS, subunidad M de la enzima CODH de O.
carboxidovorans (Shiibel et al., 1995); An NdhB, subunidad M de la enzima nicotina deshidrogenasa de A. nicotinovorans
(Grether-Beck et al., 1994); PthCutB, subunidad M de la enzima CODH de P. thermocarboxidovorans (Pearson el al., 1994);
PpQorM, subunidad M de la enzima isoquinolina 2-oxidoreductasa de P. putida (Blise et al., 1996). Los amino4cidos ideénticos se
marcan en cajas. Los aminoécidos similares entre CoxS de B. japonicum y las de otras enzimas se presentan sombreados.



Resultadss y Discusion

orf4 Bj 1 e

orf4 Oc 1 b

orfRhsp 11

orf4 Bj 62 109
orf4 Oc 59 105
orfRhsp 61 121
orf4 Bj 110 V. 170
orf4 Oc 106 164
orfRhsp 122 F 180
orf4 By 171 231
orf4 Oc 165 TAIRM 225
orfRhsp 181 V¥ 241
orf4 Bj 232 Y Q) IT QGDT 290
orf4 Oc 226 VEPRIKSIRIV TREV 286
orfRhsp 242 YSSDVTLAKE 302
orf4 Bj 291 303
orf4 Oc 287 295
orfRhsp 303 360

Figura 1.14. Alineamiento de Orf4 de B. japonicum con proteinas homélogas de otros microorganismos.
BjOrf4, Regi6n 3’ de CoxMS de B. japonicum; OcOrf4, regién 3’ de los genes estructurales de la enzima CODH de O.
carboxidovorans (Schiibel et al., 1995); RhspOrfl, regién 3’ del gen tchE de Rhodococcus sp. (Nagy et al., 1995).

Los aminodcidos ideénticos se marcan en cajas. Los amino4cidos similares entre Orf4 de B. japonicum y las de otras enzimas
se presentan sombreados.



Resultadss y Discusion

BjOrf5 1 48
MtOrf 1 72
BjOrf5 49 82
MtOrf 73 GKDERLVEMIAR IVIE| 144
BjOrf5 83 148
MtOrf 145 215
B)Orf5 149 214
MtOrf 216 286
BjOrf5 215 ifflG TR L TN T 286
MtOrf 287 ; DSTDET 358
BjOrf5 287 LEREADSRLAFEMPBR LH 355
MtOrf 359 RTNYRNPATDVLADMV T 429
BjOrf5 356 4
22
MtOrf 430 480

Figura 1.15. Alineamiento de OrfS de B. japonicum con una proteina homéloga de M. tuberculosis (Z8141519).

Los amino4cidos ideénticos se marcan en cajas. Los amino4cidos similares entre Orf4 de B. japonicum y las de otras
enzimas se presentan sombreados.



Resuttadss ¢ Diseusion
BjOrf6 1
65
EcOrf 1 84
BjOrf6 66 G- - 107
EcOrf 85 _;QPLLAVLNRLEQRKPVGLRYDPQAQSLVCLPTQTRTGWNLN 168
EcOrf 169 GFEVGFRPCVRLMIYGRSLEAQATASLAAATGYDSHIFDLFPASASAQIDTDTAVILLCHDLNRELPVLQAAREAKPFYLGALG 252
EcOxf 253 SYRTHTLRLQKLHELGWSREETTQIRAPVGIFPKARDAHTLALSVLAEVASVRLHQEEDSCLPPSS 318
B0F | | meveibRbERRAELALLL L
................... 0
1 VTLVEIRGGAARPLGAQMVVREDGRYCGFVSGGCVEAAA 82
BjOi'_ff? LR E L L bk Iy
S 83 AFEALEMMGSGRDREIRYGEGS PWEFDI VP ogaa il Do s s e e MSRS 4
AQPLLAVLNRLEQRKPVGLRYDPQAQSLVCLPTQTRTG 164
BjOrf7 5 AARSCS 7
EcOrf 165 WNLNGF hoiNmA¥iap E 9
LICHDLNRELPVL Al 240

B;Orf7 87 ;
EcOrf 241 EI%VS IMAE;Z: 168
VREHQEEDS ¢ 318
BjOrf7 169
176

Figura 1.16. Alineamiento de Orf6 de B. japonicum con una proteina homéloga de E. col i (Situada en la region 5’ de
un orf homélogo a CoxL).

Los amino4cidos ideénticos se marcan en cajas. Los amino4cidos similares entre Orf4 de B. japonicum y las de otras
enzimas se presentan sombreados.

Figura 1.17. Alineamiento de Orf7 de B. Japonicum con con la misma proteina que Orf6, pero con la parte carboxi-
terminal.

Los amino4cidos ideénticos se marcan en cajas. Los amino4cidos similares entre Orf4 de B. Japonicum y las de otras
enzimas se presentan sombreados.
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2. Identificacion y caracterizacion de genes pca implicados en el
metabolismo de protocatehuato

Durante la bisqueda del gen coxL de B. japonicum, la secuenciacién
hacia la izquierda del sitio Bgl II del plasmido pML12 (Figura 2.1), puso de
manifiesto la existencia, a 408 nucledtidos de distancia, de tres marcos
abiertos de lectura (ORFs) implicados en el metabolismo de compuestos
fendlicos e hidroxiaromadticos como p-hidroxi-benzoato, quinato y shikimato.
En las especies de la familia Rhizobiaceae, asi como en otras bacterias del
suelo, estos compuestos se metabolizan via protocatehuato para formar
succinil-CoA y acetil-CoA (Parke y Ornston, 1984; Parke, 1997).

Los tres ORFs que intervienen en el metabolismo del protocathuato
ocupan una regién de 3'6 kb, desde Bgl II hasta el sitio Pst I del plasmido
pML12 (Figura 2.1), y por la elevada homologia que presentan con los genes
pca de Acinetobacter calcoaceticus y Pseudomonas putida (Hartnett et al. 1990;
Hartnett y Ornston, 1994; Yeh et al. 1994) se les denominé de igual manera,
esto es pcaB, pcaD y pcaC.

Sau3A Eco RI
Pst I 'Notl Pyl Pst1 | Dralll Apal HindIII

Belll ﬁEcoRI [Estl E“’ R’ Yﬂoll l
L pML12

-’—}—’—Q—} ey 9382 kb

coxS coxM orfd ort5  orft6 orf7 orf8 orf9

Pst I Apal

pecaC pcaD pcaB

Figura 2.1. Localizacion de los genes pca, en relacion con la regién cox en el plasmido pML12.

2.1. pcaB.

Este ORF presenta el inicio de la traducciéon a 408 nucleétidos a la
izquierda del sitio Bgl I1, utiliza como inicio de la transcripcion el codon AUG y
no presenta una secuencia Shine-Dalgarno bien conservada. El codon de
terminacion es UGA (Figura 2.2). pcaB esta compuesto por 1.356 nucleétidos, y
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codificaria para una proteina de 451 aminodcidos, con un tamafo molecular
calculado de 47.208. De acuerdo con los alineamientos de las secuencias
aminoacidicas (Figura 2.3), la proteina PcaB de B. japonicum tiene 53 % de
identidad (70% de similitud) con la enzima B-carboxi-cis,cis-muconato-
cicloisomerasa (también denominada 3-carboxi-muconolactona) codificada por
el gene pcaB de P. putida (Williams et al. 1992) y un 45% de identidad (62% de
similitud) con la misma enzima codificada por el gen pcaB de A. calcoaceticus
(Hartnett y Ornston, 1994; Kowalchuck et al. 1994). Dada la identidad con
estas enzimas, es posible que la proteina PcaB de B. japonicum sea una B-
carboxi-cis,cis-muconato-cicloisomerasa implicada en la conversién de 8-
carboxi-cis, cis-muconato a y-carboxi-muconolactona.

En PcaB de B. japonicum el agrupamiento GSSTMPHKRN,
correspondiente a los residuos 278 a 287 (Figura 2.3) es equivalente al motivo
G-S-X2-M-X2-K-X-N, que es tipico de la clase II de las enzimas con actividad
fumarasa, motivo que parece estar implicado en la actividad catalitica de la
enzima (Willians et al. 1992).

2.2. pcaD.

Este ORF se localiza a 73 nucledtidos de pcaB. Utiliza como inicio de la
traduccion el codon AUG situado a 1.836 nucleétidos delante del sitio Bgl I1 y
el pentanucleétido GGAGA, a 6 nucleétidos del codon de iniciacién, como
posible secuencia Shine-Dalgarno. El codon de terminacién es TGA (Figura
2.2). pcaD estda compuesto por 1.356 nucleétidos y puede codificar una proteina
de 260 aminodcidos, con un tamafno molecular calculado de 28.417.

Basdndonos en los alineamientos que se presentan en la Figura 2.4, se
puede indicar que la proteina PcaD muestra identidades de un 39% (59% de
similitud) y un 37% (56% de similitud) con las proteinas CatD y PcaD de A
calcoaceticus, respectivamente, que se han identificado, en ambos casos, como
la enzima B-cetoadipato enol-lactona hidrolasa, que cataliza la hidrélisis de B-
cetoadipato enol-actona a B-cetoadipato (Hartnett y Ornston, 1994). CatD y
PcaD poseen la misma actividad catalitica, aunque los genes pca son los
responsables de la utilizacién de 4-hidroxi-benzoato y los cat estdan implicados
en el metabolismo del catecol (Hartnett y Ornston, 1994). Es interesante
mencionar que PcaD de B. japonicum presenta un 28% de identidad (51% de
similitud) y un 26% de identidad (47% de similitud) con el producto del gen
phaB de P. aeruginosa (Timm y Steinbuechel, 1992) y P. oleovorans (Huisman
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et al. 1991), que es, en ambos casos, una enzima implicada en el metabolismo
de poli-(3-hidroxi-alcanoatos).

La enzima dienol-lactona hidrolasa cataliza la hidrélisis de dienol-lactona
a maleil-acetato durante la utilizacién de compuestos halogenados via 3-
clorocatecol (Schidth y Knackmuss, 1980). La secuencia de aminoéacidos Q-G-Y -
A-A-V-C123 en la enzima dienol-lactona hidrolasa de Pseudomonas sp. B13 es
similar a la secuencia N-terminal QGYAANC de la enzima enol-lactona
hidrolasa de P. putida (Yeh et al. 1980; Frantz et al. 1987). Secuencias
similares, siempre conteniendo un residuo de citosina, se han identificado en
CatD de A. calcoaceticus (E-G-Y-A-S-C-C191), en PcaD de A. calcoaceticus (Q-
G-Y-A-N-A-C190) y en PcaD de B. japonicum (E-G-Y-L-A-C-C 185) (Figura 2.4).
Puesto que la mutacion en la cisteina-123 de la dienol-lactona hidrolasa de
Pseudomonas sp. B13 resulta en la pérdida de la actividad catalitica de la
enzima (Pathak et al. 1991), es posible que las secuencias mencionadas sean
necesarias para el funcionamineto de esta clase de hidrolasas.

3.3. pcaC.

Se localiza a 128 nucleétidos de pcaD. Presenta el inicio de la traduccién
a 2.746 nucledtidos de distancia del sitio Bgl II, utiliza como inicio de la
traduccién el codon AUG y su codon de terminacién es UGA. A 6 nucleétidos
del codon de iniciacién, el pentanucleétido GGAGAA podria actuar como
posible secuencia Shine-Dalgarno. pcaC estd compuesto por 189 nucleétidos
que codificarian una proteina de 63 aminodcidos de tamafno molecular
calculado 7.229.

El alineamiento de las secuencias de aminodcidos (Figura 2.5) de la
proteina codificada por este ORF presenta un 40 % de identidad (68% de
similitud) con la proteina PcaC de A. calcoaceticus (Hartnett et al. 1980) y un
52% de identidad (70% de similitud) con la secuencia parcial disponible de la
proteina codificadas por el gen pcaC de P. putida (Yeh et al. 1994). Dado que
el gen pcaC, tanto de A.calcoaceticuus como el de P. putida, codifica la enzima
y-carboxi-muconolactona descarboxilasa, es posible que el gen pcaC de B.
Japonicum codifique una enzima similar capaz de llevar a cabo la
descarboxilaciéon de y-carboxi-muconolactona para producir B-cetoadipato-enol -
lactona. Hay que hacer notar que mientras la secuencia de la proteina PcaB
determinada en A. calcoaceticus es de 134 aminodcidos, la secuencia
aminoacidica de PcaC de B. japonicum es sé6lo de 63 aminodacidos, por lo que se
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desconoce si la secuencia del gen pcaC de B. japonicum corresponde a un gen
funcional. Hay que indicar, sin embargo, que se ha localizado una posible
secuencia de terminacion de la transcripcién, independiente del factor rho, a
unos 40 nucleétidos del codon de terminacion TGA del gen pcaC (Figura 2.2).

La cepa de B. japonicum USDA110 crecié normalmente cuando se cultivé
en medio minimo con 4-hidroxibenzoato o protocatehuato como tnica fuente de
carbono. Estos resultados coinciden con aquellos previamente publicados que
indican que tales compuestos pueden ser utilizados como substrato por
diferentes especies de la familia Rhizobiaceae (Parke y Ornston, 1984; Wong et
al. 1991; van Rossum et al. 1995, Parke, 1997)

Del analisis de la secuencia de nucledtidos se puede deducir que los genes
pca de B. japonicum se transcriben en direccion opuesta a los genes cox
(Figura 12) y parecen disponerse formando un tnico operén, pcaBCD. Dado
que a la derecha de los genes pca se encuentran los genes cox (Figura 2.1), y la
extension de la secuencia a la izquierda del gen pcaC no ha permitido la
identificacién de otros genes implicados en el metabolismo del protocatehuato,
se puede concluir que los genes pcaBDC se encuentran separados del resto de
genes que intervienen en la ruta de utilizacién del 4-hidroxibenzoato. En B.
japonicum se han identificado los genes pcaHG, que codifica para la enzima
3,4 protocuatehuato dioxigenasa, responsable de la sintesis de B-carboxi-
cis,cis-muconato a partir de protocatehuato, aunque se carece de mas
informacién al respecto por no haberse publicado dichas secuencias.

La organizacion de los genes pca difiere en los distintos microorganismos
estudiados (Parke, 1997). Mientras que en A. calcoaceticus se encuentran
organizados en el operén pcalJFBDKCHG, en P. putida se disponen en cinco
operones pcald, pcaK, pcaF y pcaTBDC, y se agrupan en cuatro operones
pcadl, pcaR, pca@ y pcaDCHGB, en A. tumefaciens. En algunos casos no se
conoce la localizacién precisa de unos operones respecto a otros. De acuerdo
con nuestros resultados (Figura 2.2), la organizacion de los genes implicados
en la degradacién de protocatehuato en B. japonicum es similar a la descrita
en P. putida, con la excepcion de la presencia en esta dltima del gen pcaT', que
parece codificar para la proteina transportadora de B-cetoadipato al interior
celular (Buck y Houghton, 1996).
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Resultadss ¢ Déscusion

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

AGATCTTGTAGCCGTTCGGCGGATCGAGATCGGAGAGCGTCACCTTGCCCTTGAAGCGCG
CCGACACCGGGCCGACCTTCATTTTCGCTGTGGCGCGAAAGCCGCCGTCGTCGGTCTTCT
CCAGCTCCTCGCAGCCGGGGATGCAGGCCTTCAGCACCTCGGGATCGTTGAGCTTGGCCC
ACACAGCCTCGCGCGGCGCCGCAAGCTGGACTTCGCCGTTCATCGTCATGGCCATGGGGT
GCCTCCCGGGATCGTGCAATTATAATGCTGTTCAAGTAACGCACGTAGGCCGCAAAGGAA
AGGGCGGCCTCCGGCCACGTGCAATGCATATTCGCAACTGCAAAAAATCTTGCGCGGTCG
GTTTTGGATTGGCACAGGCGGGCCATGATGGTTAGGTCCCGCGCAACATGAGCACAGCCC
M S T A L
PcaB ->

TCTCCCCCCTGCTTGCGCCGATGCTGTCGAGCGCCGCCATGCGCGCCGCCTGCGACGACC
s p L L A P ML S S A AMURA AATCD D R
GGTCAACGCTCCAGAACATGCTCGATTTTGAGGCAGCCTTGGCGCGCGCCGAAGCCGCCA
s TL Q NM L D F E A A L A R A E A A T
CCGGCGTGATTCCCGCGGCCGCCGTGGGCCCGATCGAAACCGCCTGCAAGGCGGCTACCT
G v I P A A AV G P I ETA AT CI KA AA AT F
TTGACATCGCCGCGCTGGCCGAGGCCGCGACACGGTCCGGCAATCTCGCGATTCCCCTGG
D I A A L A EAATUR S G NILATI P L V
TCAAGGCGCTGACCGCCAACGTCGCGAAGGCCGATGCGGAGGCCGCACGCTACGTGCATT
K A L T™A NV A KA DAEAAIR Y V HW
GGGGCGCGACCAGCCAGGACGTCATCGACACCGCGACCATGCTCACGCTGCGCGCCGCCA
G A Ts o bV I1IDTTMATMILTUL R A A I
TCGACGCGCTGGATGCCGACCTCAGCCGCGCCATCAAGGGTTTTGCCGCACTGGCGCGCA
D AL D ADULSURATII KGU FAAILAIRN
ATCATCGCAACACCGCAATGGTGGCGCGGACCTGGCTCCAGCACGCGCTGCCGATGCCGT
H R N TAMV A R T WL Q H AL P M P F
TCGGACTCAAGGCCGCCGAATATGCCGCAAGTCTTGCCCGCGCCCGCTGCCGCCTCAGGC
G L K A A E Y A A S L A R A R CURUL R R
GGCTCTCCCGCGACGGCCTCGCGCTGCAATTCGGCGGCGCGGCCGGCACGCTCGCGGLCC
L S R D GLALQ F G G A A G T UL A A L
TCGGCGACAAGGGGCTCGTCGTCGCGGAGCGACTGGCGCAAGAGCTCAACCTGCCGCTGC
G b K GGL V VvV A ERULAQEL NTIL P L P
CGGAAGCACCCTGGCACACCCATCGCGACCGCATCGCGGAAGCCGCATCGGCCCTTGCGA
E A P WHTHRDI R I A E A A S A L A I
TTCTCGCCGGAAGCTGCGGCAAGATCGCGCGCGACGTCTCGCTGATGATGCAGACCGATG

L A G s ¢C GG K I A RDV S L MM Q T D V

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



Resultadss ¢ Discusion

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

TCGCCGAGGCGTTCGAGCCGGCCGGCGAAGGCCGCGGCGGCTCCTCGACCATGCCGCACA

A E A F E P A G E G R G IG s 8§ T M P H K

AGCGCAACCCTGTCGCAGCCGCAAGCGCGCTGGGATGTGCCACCATGGCCCCGCAGCTCG
::E::E] P V AAA SALGTCA ATMATPOQTL A
CCGCGaCGATTTTTGCCGCGCAGGTACAGGACCACGAGCGCAGCGCCGGCCCCTGGCATG
A T I F AAOQUVOQDTUHTET RS AGT PTWH A
CGGAATGGCCGACGCTGCCTCAACTGATGCTGGTCACTTCGGGCGCGCTCGCCGCCATCG
E WP TULZPOQTLMTLVYVTSGA ATLA AA ATIV
TCGACATCGCCGAGGGCCTGGACGTCGATGCCGCGCGCATGCGCAGCAATCTCGATGCGA
D I A EGLUDV VDA AARMTERTSNTLTDAT
CGCACGGGCTGATCATGGCCGAGGCGGTCACCTTTGCGCTGGCCGAGAGGATCGGCAAGA
H GL IMATEA AWV VTTFA ALIA ATETRTITGZK S
GCGATGCGCATCATCTCATCGAGGCCGCGAGCAAGCGCGCGGTCGCCGAGAAGAAGCATC
D AHHTILTITEH BAASTZ KT RAVA ATETKTZKTHL
TGCGCGAGGTTCTCGCGGCCGATTCGCAGGTCACAGCGCATCTTTCGCCGGAAAAAATTG
R EVLAA ADGS UV TAHTLTSU&PETZKTI A
CGGCATTGTTCGAGCCGATGGCCTATCAAGGGGCTTCCCAAGCCATGATCGACCGGCTGC
AL F EPMATYOQGA ASG QA AMTITDTZ RTL L
TCGACAGCCTCGAGCGAGATTGATTGTTTGAGCATGATCCCTTCGGAAAACCGTTCCACA
D S L E R D *
CTTTTCCGGATCATGCTCCAGAACGGAGACGCCGCATGCCCATGATCGATGCCGACGGTT

M P M I DA D G C
PcaD ->

GCCTGATCAACGTCTCCGTCGAAGGCCGCGACGGCGGGCCGACCTTGATGCTGTCCAATT
L I NV s V EGRDGG P TILMTUL S N s
CGCTCGGCTGCACGCTTCAGATGTGGGAGCCGCAGATGAAGGCGCTGACACAGGTGTTCC
L G ¢ TL Q M W E P QMI KA AULTQ V F R
GCGTCATCCGCTATGACCGCCGCGGCCACGGCAAGTCGAACGTTCCCCCCGGCCCTTACA
v I1 R Y D RRGHG K S NV P P G P Y T
CGATGGAGCGCTTCGGCCGCGACGTGCTGGCGATCCTCAACGATCTCAACATCGAGAAGG
M E R F G R DV L A I L NUDTULNTIE K V
TGCATTGGTGCGGCCTGTCGATGGGCGGCATGGTCGGACAATGGCTGGGCGCGAATGCGC
H wWwC¢CGGL S M GG MV G Q WIL G A N A P
CGGAGCGCTTCGGCAAGCTCATCCTCGCCAACACCTCCTGCTACTATGCCGAGCCGACCA
E R F G K L I L A N T S C Y Y A E P T K
AATGGCTGGAACGCATCGATGCCGTGAAGAAGGGCGGCATCGCGGCGGTGGCCGATGCCG

W L E R I D AV K K G G I A A V A D A V

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



Resultadss ¢ Discusion

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641
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2881

2941
3001

TGATCGCGGGCTGGCTCACCCAGGATTTCCGCGAGCGCGAGCCTGACATCACCGCGCGGA
I A G WL T Q D F R E R E P D I T A R M
TGAAAGCGATGCTGCTCGCCTCACCCGTGGAGGGCTATCTCGCCTGCTGCGAGGCGCTGT

KAMLLASPV[EGYLACC]EALS

CGACGCTCGACCAGCGCGAGCTGCTGCCAAAGATCAAGAGCCCGACATTGGTGATCGCCG
T L. D Q R E L L P K I K S P T L V I A G
GCCGCCACGACATGGCGACGCCGATCTCGGCGGGCGAGCTGATCCGCTCGAAAATTCCCG
R H D M A TP I S A G E L I R S K I P G
GCGCCAACATGACCATCATCGACGCCGCCCATATTTCCAATGTCGAGCAGCCGCACGCGT
A NM TTI I DA A HTI S NV E Q P H A F
TCACCGATGCGGTGGTGGGGTTCCTGACGCAACGCTGATTGCGCCTGTCGTCATTCCGGA
T b AV V G F L T Q@ R *
GCGATGCAAAGCATCGTCCCCGGAATCTCGATCGGCATTCACAACCTCGAGATTCCGGGT
TCGCCTCTTCGAGGCGCCCCGGAATGACTGATCCGGAGAAACAAACATGGACGACCAGAA

M D D Q K
GCGCCGCGATGCCGGCATGAACGTGCGCCGCAAGGTGCTGGGCAATGCCTGGGTCGACAA
R R D AGMNU VI RIRI KV L G NA W V D K
ATCAGTCGCCAATCGCAATGCCTTCAACACGGATTTCCAGGATCTGATCATTGATCATCG
S VvV AN RNAVF N TD F Q DL I I D H R
CGCTTCGCTTCCACATACGGCAAGAACTTGGCTTGCCGGTCTGAAGCAGGTCGACTGAAA

A s L P H T AWIRTWULAGUL K Q V D *
GGCCATTTATGTCCGAACTGATCTATAACAGCGGCTTGGTCCGCCCAAGTTACGGCGGTC

AACTGCCTGCAGACTCTGCGACTCTGGTTTCTTTGGCAAAGGCAGATC 3048

Figura 2.2. Secuencia de DNA del fragmento Bgl II/Sau 3A de B. japonicum que

contiene los genes pcaB, pcaD y pcaC.

Se indica también la secuencia de amino4cidos correspondiente a los productos de pcaB, pcaD y

pcaC. Los motivos se encuentran sefialados en cuadros. Las posibles secuencias Shine-Dalgarno se

encuentran subrayadas y en negrita el inicio de la proteina.
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BjPcaB 1 VPRNMS

AcPcaB 1 e e e e

PpPcaB 1 e e e e

BjPcaB . N Ar{L rlafa] 128
AcPcaB K AT ; 4l 123
PpPcaB ER. - .- : ] 121
BjPcaB 194
AcPcaB 189
PpPcaB 187
BjPcaB 260
AcPcaB 255
PpPcaB Dl 253
BjPCﬂB P 326
AcPcaB 321
PpPcaB 319
BjPcaB ; IJGIK 8 DIAH| 392
AcPcaB : P HM A H| 387
PpPcaB HAEWE|TLEDHHGCCILVISGA T : : I » , - 382
BjPcaB 453
AcPcaB 452
PpPcaB 407

Figura 2.3. Alineamiento de la proteina PcaB de B. japonicum con proteinas similares de otros organismos.
BjPcaB, B- carboxi-cis,cis-muconato lactona de B. japonicum; AcPcaB, B- carboxi-cis,cis-muconato lactona de A.
calcoaceticus (Harnett y Ornston, 1992); PpPcaB, 8- carboxi-cis,cis-muconato lactona de P. putida (Willians et al.,1994). Las

identidades entre almenos dos de las tres proteinas alineadas aparecen marcadas en cajas. Las similitud con respecto a PcaB de
B. japonicum se muestran sombreadas.
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BjPcatD 1 65

AcCatD 1 71

AcPcaD 70

BjPcatD 66 136
AcCatD 72 142
AcPcaD 71 141
BjPcatD 137 207
AcCatD 143 213
AcPcaD 142 212
BjPcatD 208 260
AcCatD 214 267
AcPcaD 213 266

Figura 2.4. Alineamiento de la proteina PcaD de B. japonicum con proteinas similares de otros
organismos.

BjPcaD, B-cetoadipato enol-lactona hidrolasa de B.japonicum, AcCatD, B-cetoadipato enol-lacton
a hidrolasa II de A. calcoaceticus (Harnett y Ornston, 1992); AcPcaD, B-cetoadipato enol-lactona hidrolasa
de A. calcoaceticus (Harnett y Ornston, 1992). Las identidades entre almenos 2 de las tres protefnas

aparecen marcadas en cajas. Las similitudes con respecto a PcaB de B. japonicum se muestran
sombreadas.
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BjPcaC 1 LR TARlTWLAGLKQVYD 63
PpPcaC 1 _ I v 44
AcPcaC 1 PRETRISLYTIAVLLALGRE 75

Figura 2.3. Alineamiento de la proteina PcaC de B. japonicum con proteinas similares de otros organismos.

BjPcaC, y- carboxi muconato lactona descarboxilasa de B. japonicum; AcPcC, - carboxi muconato lactona
descarboxilasa de A. calcoaceticus (Harnett y Ornston, 1980); PpPcaC, - carboxi muconato lactona descarboxilasa de
P.putida (Yeh et al.,1994). Las identidades entre almenos dos de las tres protefnas alineadas aparecen marcadas en cajas.
Las similitud con respecto a PcaC de B. japonicum se muestran sombreadas.



3. Purificacion de la enzima CO deshidrogenasa de B. japonicum

3.1. Cultivo autotréfico de B. japonicum con CO

Las células de B. japonicum 110spc4 crecieron autotréficamente en un
medio que contenia sales minerales, vitaminas, sulfato aménico como fuente
de N y 50% de CO como tunica fuente de C. Durante el crecimiento con CO
durante 12 dias el cultivo alcanz6 una densidad 6ptica (DOggQ) de 0'319
(Figura 3.1). El ntimero de células (unidades formadores de colonias)
increment6 desde 1.4 X 104/ml, que fue las que se emplearon como inéculo,
hasta 1.6 X 108/ml, que fue el niumero de unidades formadores de colonias
calculado después de 12 dias de cultivo (Figura 3.1). Durante este tiempo, el
incremento del contenido en proteinas fue de 90 veces (Figura 3.1).

3.2. Cultivo heterotroéfico de B. japonicum con CO

Debido al escaso rendimiento en masa celular de los cultivos crecidos en
medio autotroéfico, para la purificacién de la enzima monéxido de carbono
deshidrogenasa, las células de B. japonicum se cultivaron en fermentadores de
50 1 de capacidad que contenian medio PSY gaseado de forma continua con
10% de CO. La incubacién de las células en estas condiciones de cultivo
durante 48 h resulté en una DOggo de 0'58 (Figura 3.1), y el rendimiento fue
de 1 g de células/l de cultivo.Una vez rotas las células y obtenido el citosol, esto
es, la fraccién soluble libre de células, antes de iniciar la purificacién se traté
de determinar tanto la actividad especifica como la actividad total de la
enzima monoéxido de carbono deshidrogenasa. Nuestros intentos para detectar
actividad enzimadtica siguiendo los métodos descritos (Meyer y Schlegel, 1979;
Kim y Hegeman, 1981; Kraut et el. 1989) no dieron resultado positivo,
posiblemente debido a las fuertes interferencias reductoras que otras enzimas
de 6xido reduccion, presentes en el citosol, podrian estar ejerciendo. Se decidi6
entonces utilizar como criterio de purificacién el espectro UV-visible tipico de
la enzima monéxido de carbono deshidrogenasa descrito para O.
carboxidovorans, que se caracteriza por presentar un maximo de aborcién
entre 325 y 335 nm, junto con otro pico a 550 nm, caracteristico de los grupos
[2Fe-2S], y un tercer maximo a 450 nm especifico de la absorbancia debida a la
presencia de flavinas (Meyer, 1982). Hay que indicar no obstante, que otras
molibdohidrolasas presentan similares expectros de absorcion UV-visible
(Meyer, 1982).
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Figura 3.1. Crecimiento heterotroéfico y autotréfico de B. japonicum
USDA110spc4 con CO.
A. Curva realizada con ordenadas en escala decimal.
B. Curva realizada con ordenadas en escala logaritmica.
El crecimieno heterotrofico se llevo a cabo en medio PSY gaseado de forma
continua con 10% CO, 5% CO 2 y 85 % aire. El crecimiento autotrofico se llevo
a cabo en medio PSY minimo con una atmosfera de 50% aire, 50% CO.
¢ Crecimiento heterotrofico con CO

® Crecimiento autotrotrofico con CO




3.2.1. Cromatografia de intercambio aniénico

La purificacién se inicié mediante cromatografia de intercambio aniénico,
(Accell QHA) después de la cual el andlisis del espectro de absorciéon UV-
visible (300-700 nm) de cada una de las fracciones recogidas indicé que las
fracciones 32 a 46 contenian un pico de proteina cuyo valor maximo
correspondié a una concentracion de 0'4 M de KCIl (Figura 3.2A) y que
presentaban el espectro UV-visible (300-700 nm) tipico de las
molibdohidrolasas. Como ejemplo representativo, en la Figura 3.2B se
presenta el espectro de absorcién de las fracciones 38, 39 y 40, donde se puede
observar el incremento paulatino en la absorbancia a 331 nm, un hombro a
450 nm y un pico a 550 nm. Junto con el enzima, se eluyé un citocromo de tipo
b, posiblemente bsg1, que en el espectro oxidado presenté un méaximo a 410
nm (Figura 3.2B). Las fracciones que contenian la proteina (32-48) se
mezclaron, se concentraron mediante ultrafiltracion y se complementaron con
(NH4)2S04 saturado hasta una concentracién final 1'2 M.

3.2.2. Cromatografia de interaccion hidrofébica

Las muestras obtenidas (60 mg/ml) se sometieron a cromatografia de
interacciéon hidrofébica (15IS0), liberandose la proteina de la matriz de la
columna mediante la aplicacién de un gradiente descendente de 1'2 a 0 M de
(NH4)2S04, después de lavar la columna con dos volimenes de tampé6n
KH2P0O4/NaOH (pH 7'2) para eliminar proteinas contaminantes, incluidos los
citocromos de tipo b. La elucién de la proteina ocurri6 a una concentracién 0'7
M de (NH4)2S04, detectandose, entre las fraciones 45 a 55, un tnico pico de
proteina (Figura 3.3A). Las fracciones se mezclaron y concentraron mediante
ultrafiltraciéon hasta un volumen final aproximado de 2'5 ml con una
concentracion de proteina de 3 mg/ml cuyo espectro de absorcién UV-visible
(300-700 nm) presenté los picos caracteristicos de las enzimas
molibdohidrolasa con mdximos a 331, 450 y 550 nm (Figura 3.3B). Los
coeficientes A450/A550 y A280/A450 fueron de 3'37 y 5'l, respectivamente, lo
que, de acuerdo a los valores descritos por Coughlan (1980), son indicativos de
la existencia de contaminacion por proteinas no coloreadas en las muestras.
Esa contaminaciéon se pudo observar cuando la proteina se sometié a
electroforesis en geles nativos y desnaturalizantes.
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Figura 3.2. Fraccionamiento del citosol de B. japonicum USDA110Spc4 mediante
cromatografia de intercambio anidnico.

La colunna se cargéd con muestras de 200 ml (184’8 mg de proteina) del citosol
de B. japonicum USDA110Spc4.

A. Fracciones recogidas, asi como el registro de la concentracion de proteina
(A280) y el gradiente lineal de KCl1 (50 nM- 1M), preparado en tampon H2PO4-NaOH
(pH 7°4) que se empleo para eluir la enzima.

B. Espectro UV- visible (300-700 nm) de las fracciones 38, 39 y 40 como
representativas de las que contienen enzimas de tipo molibdo hidrolasas. Las flechas
indican los maximos de absorcion.
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Figura 3.3 Fraccionamiento del citosol de B. japonicum USDA110spc4
mediante cromatografia de interaccion hidrofébica .

La colunna (15ISO) se carg6 con 70 ml (91 mg) de proteina de la fraccion
proteica obtenida después de la cromatografia de intercambio anionicoy
concentrada mediante ultrafiltracion.

A Se indican las fracciones recogidas, asi como el registro de la concentracion
de proteina (A 280) y el gradiente lineal descendente de (1’2M a OM de
(NH4)2S04 preparado en tampon H 2PO4-NaOH (pH 7°2) que se emple6 para
eluirlaenzima.

B. Se presenta el espectro UV-visible (300-700 nm) de la fraccion proteica
eluida previa concentracion de las mismas. Las flechas indican los maximos de
absorci6n detectados a331,450y 550 nm.



Antes de continuar con la purificacion, se sustituyé el tampon KH2P0O4/NaOH
(pH 7'2) por tampo6n Hepes (50 mM )/CINa (150 mM) (pH 7'2) mediante el uso
de una colunna PD10, obteniénsoe finalmente 3'5 ml de solucion.

3.2.3. Comatografia de exclusiéon molecular

Para eliminar las proteinas contaminantes se utiliz6 cromatografia de
exclusion molecular (Sephacryl HR-S300), después de la cual se detectd un sélo
pico de proteina correspondiente a las fracciones 65-73 (Figura 3.4) que se
mezclaron y concentraron mediante ultrafiltracion. Los coeficientes A450/A550
y A280/A450 fueron de 2'995 y 4'899, valores propios de proteinas purificadas.
Como resultado final de la purificacién se obtuvieron 8 ml de proteina, cuya
concentracion, calculada por el método de Bradford (1986), fue de 2'35 mg/ml.

3.3. Caracterizacion de la enzima CO deshidrogenasa

3.3.1. Tamaino molecular relativo

Después de la cromatografia de exclusién molecular, la detecccion de
proteina en geles nativos de poliacrilamida revel6 la existencia de una sola
banda de proteina, lo que demostré la purificacién a homogeneidad
electroforética de la enzima monéxido de carbono deshidrogenasa. El tamafio
molecular estimado de la enzima monoéxido de carbono deshidrogenasa fue de
220.000 (Figura 3.5).

3.3.2. Espectro de absorcion

El espectro de absorciéon UV-visible (220-700 nm) de la enzima purificada
indicé la presencia de tres picos de absorcion a 331, 449 y 550 nm,
respectivamente (Figura 3.6). El primero es tipico de las molibdohidrolasas, el
segundo corresponde a la presencia de flavinas y el tercero es propio de las
proteinas que contienen agrupamientos de tipo [2Fe-2 S]. Este espectro de
absorciéon es similar al descrito para la enzima monéxido de carbono
deshidrogenasa purificada de O. carboxydovorans (Meyer, 1982).
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Figura 3.9. Fraccionamiento del citoslo de B. japonicum USA110spc4
mediante cromatografia de exclusion molecular.

La colunna (Sephacryl HR-300) se cargé con 3’5 ml (21 mg de
proteina) de la fraccion proteica obtenida después de la cromatografia de
interaccion hidrofobicay concentrada mediante ultrafiltracion. La enzima se
eluyo con tampon Hepes 50 mM adicionado de NaCl 150 mM (pH 7°2).
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Figura 3.5. Deteccion de la enzima CODH purificada de B.japonicum USDA110Spc
en geles nativos de poliacrilamida.
Las muestras (3ug) de enzima purificada se sometieron a electroforesis en geles
nativos de poliacrilamida (7’5 %). La enzima se detect6 mediante tincién con azul
Coomasie (carril 2) y mediante actividad empleando fenacina metosulfato y azul
de nitro-tetrazolio como domadores de electrones (carril 3). Actividad CODH en
citosol (carril 4). Marcador de peso molecular (carril 1)
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Figura 3.6. Espectro de absorcion UV-visible de la enzima CO
deshidrogenasa purificada de B japonicum USDA110spc4.

Se emplearon muestras de 12 g de proteina purificada. Como referencia se
utilizo el mismo tampon en el que se eluyeron las muestras (Hepes S0mM
adicionado de NaCl, pH7’2). Las flchas marcan los maximos de absorcion
detectados a 331,450y 550 nm. En el inserto se presenta el espectro de absorcion
entre 300 y 700 nm de la misma muestra.



3.3.2. Composicion en subunidades

La determinacion de la composicién en subunidades de la enzima CODH
se levé a cabo mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida, empledndose muestras que contenian 50 pg de enzima
purificada. La deteccion de proteina después de la electroforesis revelé la
existencia de tres polipéptidos cuyo tamafio molecular relativo fue de de 75,
28'4 y 17'2 kDa, respectivamente (Figura 3.7C). La concentracion relativa de
cada subunidad, calculada en base a la correspondiente drea parcial obtenida
mediante andlisis densitométrico del gel (Figura 3.7D), fue del 63'4% para la
subunidad de mayor tamafo (L), 20'2% para la de tamafio intermedio (M) y
16'4% para la subunidad de menor tamafio (S), lo que corresponde a una
relacién 1:1:1 entre subunidades. Dado que la suma de los tamafio moleculares
de las tres subunidades corresponde a 110'6 kDa y el tamaiio molecular
calculado de la proteina nativa fue de 200 kDa (Figura 3.5), la conformacién
mads probable de las subunidades de la enzima monéxido de carbono
deshidrogenasa podria ser del tipo (LMS)2. La mayoria de las
molibdohidrolasas que se han purificado constan de tres subunidades, L, My S
(Ferry, 1995) que se disponen en una conformacién (LMS)2

3.3.3. Hibridacion con anticuerpos anti-CoxL

Se emplearon 50 ug de proteina purificada que se someti6 a electroforesis
en geles desnatutalizantes de poliacrilamida. Como control positivo se utilizé
50 ug de enzima monéxido de carbono deshidrogenasa purificada de O.
carboxidovorans OM5 (amablemente propoprcionado por O. Meyer). Después
de la transferencia a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF), el
inmunorevelado de los filtros con anticuerpos anti-CoxL de la enzima
monéxido de carbono deshidrogenasa de O. carboxidovorans OM5, demostré
que dichos anticuerpos reconocieron la subunidad de mayor tamafio de la
enzima purificada de B. japonicum, aunque también se observ6 senal de
hibridacién con la subunidad de tamafio mediano (Figura 3.7B). No se detecté
reaccién cruzada de los anticuerpos con la subunidad de menor tamano de B.

Jjaponicum.
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Figura 3.7. Deteccion del enzima CODH purificada en geles desnaturalizantes.
A. Las flechas indican los marcadores de peso molecular en escalera.
B. Inmuno revelado del enzima CODH (5 pg) utilizando para la reaccién anticuerpos
anti-CoxL de O. carvoxidovorans.
C. 50 pg de enzima CODH tefiida con azul Coomassie.
D. Densitograma representativo de la composicién en subunidades del enzima CODH
referidoa la linea C.



3.3.4. Contenido en metales

El anélisis del contenido en Fe, Mo y W en 62'8 ug de proteina
purificada/l ml de tampén HEPES 20 mM (pH 7'0) fue (en ug/l) de 61.1 para
el primero, 60 para el segundo y 0.0 para el tercero. Si se considera que el
tamafio molecular de la enzima, estimado mediante electroforesis en geles
nativos de poliacrilamida, es de 220,000 (Figura 3.5), se ha calculado que 1 mol
de enzima contiene 2'23 nmoles de Mo y 3'77 nmoles de Fe.

3.3.5. Determinacion de cofactores:

A. Flavinas. La presencia de flavinas se comprobé a partir de 0'5 ml de
proteina purificada (1'6 mg). Después de su extraccién, mediante tratamiento
con acido tricloroacético, la determinacién cuantitativa de flavinas, basada en
el espectro de 6xido-reducciéon (A450) fue de 1'9-2'4 moles de flavinas/mol de
enzima.

B. Pterinas. El fraccionamiento de 200 xl de pterinas, extraidas
mediante tratamiento con iodoacetamida a través de una colunna de fase
reversa y eluida con acetato aménico 100 mM (pH 4'5), revelé la existencia de
un pico de elucién a 17'28 min. Este tiempo de elucién corresponde a las
pterinas de tipo molibdopterina (MPT) y dinucleétido de molibdopterina y
citosina (MCD) (Lhotar y Meyer, 1996). El espectro de absorcién UV-visible
(220-500 nm) de la fraccién recogida mostré la presencia de dos médximos de
absorcién a 283 y 367 nm, que es tipico de las pterinas tipo MCD (Lhotar y
Meyer, 1996). La razén A276/A367 es de 3'48. De acuerdo con estos resultados,
se podria concluir que la enzima monéxido de carbono deshidrogenasa de B.

Japonicum presenta un cofactor de molibdeno de tipo MCD.

3.3.6. Determinacion y deteccion de actividad CO deshidrogenasa

Como se ha indicado anteriormente, los intentos realizados para
determinar la actividad in vitro de la enzima monéxido de carbono
deshidrogenasa empleando los métodos previamente descritos que emplean
azul de metileno o tionina como aceptores de electrones durante la reaccién
catalizada por la enzima (Meyer y Schlegel, 1979; Kim y Hegeman, 1981;
Kraut et el. 1989), no dieron resultado positivo. Este hecho ocurrié tanto
cuando se determiné actividad en el citosol de las células de B. japonicum
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cultivadas en diferentes condiciones, como cuando se utilizaron las sucesivas
fracciones proteicas que se obtuvieron durante el proceso de purificacion.
Tampoco se detecté actividad in vitro cuando se utilizaron otros aceptores de
electrones como metil violégeno, bencil violégeno, FAD, NAD o ferricianuro
potasico.

Igualmente, las determinaciones realizadas con la enzima purificada
fueron infructuosas, tanto cuando se empleé CO como substrato de la enzima,
como cuando se utilizaron sustratos especificos de otras enzimas
molibdohidrolasas como nicotina, N-metilnicotinamida, dcido isonicotinico
(pirimidin-4-acido carboxilico), acido quindlico (quinolein-2-4cido carboxilico),
hipoxantina (6-hydroxipurina), quinaldina (2-metilquinolina), isoquinolina,
hipoxantina (6-hydroxipurina), xantina (2,6 dihidroxipurina) y purina (7-
himidazol 4,5 d pirimidina). Hay que indicar, sin embargo, que a pesar de
estas dificultades, la purificacion a homogeneidad electroforética de la enzima
monoéxido de carbono deshidrogenasa de B. japonicum ha sido posible por las
caracteristicas propias del espectro UV-visible de las enzimas con actividad
molibdohidrolasa.

Sin embargo, la deteccién de actividad enzimédtica en geles de
poliacrilamida (Meyer y Schlegel, 1979; Kim y Hegeman, 1981) de la enzima
purificada revel6 la existencia de una banda de actividad cuyo tamafo
molecular calculado fue de 220 kDa (Figura 3.5), que correspondié al de la
enzima purificada cuando el gel se revel6 mediante tincién con azul Coomassie
(Figura 3.5). Una banda similar de actividad se detect6 cuando se sometié a
electroforesis y revelado muestras de citosol de células de B. japonicum
cultivadas autotréficamente con CO (Figura 3.5).

La reacciéon utilizada para detectar actividad monéxido de carbono
deshidrogenasa en geles de poliacrilamida emplea fenazina metosulfato y azul
de nitrotetrazolio como aceptores/donadores de electrones (Meyer y Schlegel,
1979; Kim y Hegeman, 1981). Estos compuestos se emplean, ademds, en
numerosos experimentos como donadores de electrones para determinar la
actividad in vitro de enzimas con actividad 6xidoreductora, fundamentalmente
deshidrogenasas (Fine y Costello, 1963). Basdndonos en estos hechos se
prepararon mezclas de reacciéon que contenian fenazina metosulfato (0'1 mM) y
azul de nitrotetrazolio (0'05 mM) en tampén Tris-HCI 50 mM (pH 7'5) para
tratar de determinar la actividad in vitro de la enzima monéxido de carbono
deshidrogenasa de B. japonicum. Se pudo detectar entonces la aparicién de
color rojo, medido espectrofotométricamente (A54(), debida a la producciéon de
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formazdan, producto de la reduccién del azul de nitrotetrazolio por la fenazina
metosulfato. Teniendo en cuenta un coeficiente de extincién molar para el azul
de nitrotetrazolio de 7'2 mmol-1 em-1 (The Sigma-Aldrich Handbook of Stain
Dyes and Indicators), el valor de actividad calculado para la enzima purificada
de B. japonicum fue de 17.37 nmol CO oxidado/mg proteina x min. mmol-1
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CONCLUSIONES



1. Bradyrhizobium japonicum es una bacteria carboxidotrofa, capaz de crecer
quimiolitotroficamente con monéxido de carbono (CO) como tnica fuente de
carbono y energia.

2. La enzima monéxido de carbono deshidrogenasa de Bradyrhizobium
Japonicum es una molibdo-sulfo-ferro proteina que cataliza la oxidacién de
monoxido de carbono (CO). La enzima estd compuesta por tres subunidades (L,
My S), que se agrupan formando un dimero de configuraciéon (LMS)2.

3. El genoma de Bradyrhizobum japonicum posee un fragmento Hind III de 9
kb donde se localizan los genes estructurales coxS y coxM de la enzima
monoéxido de carbono deshidrogenasa, pero no contiene el gen estructural coxL.

4. Bradyrhizobum japonicum contiene los genes pcaB, pcaD y pcaC implicados
en la sintesis de las enzimas B-carboxi-cis,cis-muconato lactona, -cetoadipato
enol-lactona hidrolasa y g-carboxi-muconolactona descarboxilasa,
respectivamente.

5. Los genes pcaBCD permiten la utilizacién por Bradyrhizobium japonicum

de protocatehuato, compuesto intermediario del metabolismo de distintos
compuestos fenélicos, aromadticos e hidroxiaromaticos.
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