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INTRODUCCIÓN 

 

1. VERSATILIDAD DEL GÉNERO Pseudomonas 

Las enfermedades de plantas juegan un papel importante en la disminución de 

los recursos agrícolas naturales. La pérdida en las cosechas a consecuencia de las en-

fermedades alcanzan un 25% del rendimiento en los países desarrollados (Europa y 

Norte América) y casi un 50% en los países en vías de desarrollo. Durante muchos años, 

el control de las enfermedades de plantas se ha realizado mediante el empleo de com-

puestos químicos. El uso poco racional de este sistema ha favorecido en los últimos 

años el desarrollo de estirpes patógenas resistentes a fungicidas y bactericidas. Debido a 

estas resistencias, los compuestos químicos deben ser utilizados a dosis cada vez más 

elevadas. El control biológico de patógenos con microorganismos antagonistas ofrece 

una alternativa atractiva a los pesticidas químicos para el control de enfermedades vege-

tales. Existen un gran número de microorganismos con capacidad potencial para limitar 

el crecimiento de patógenos de plantas in vitro o en plantas sometidas a condiciones 

ambientales controladas o semicontroladas (Weller, 1988). Sin embargo, sólo algunos 

antagonistas son capaces de controlar la enfermedad en condiciones naturales (Weller, 

1988). Las rizobacterias promotoras del crecimiento de plantas (PGPR de plant-growth-

promoting rhizobacteria) colonizan raíces de plantas y causan un incremento en el cre-

cimiento de la planta y su producción (Burr et al., 1978; Kloepper et al., 1978; Kloepper 

et al., 1980; Suslow y Schroth, 1981). 

Algunas bacterias promueven el crecimiento de las plantas, por ejemplo, facili-

tando la captación de nutrientes o produciendo fitohormonas (Pseudomonas, Serratia, 

Azospirillum y Bacillus, entre otros microorganismos). Otras actúan como agentes de 

control biológico produciendo, por ejemplo, antifúngicos (Lugtenberg et al., 1999; 

Montesinos et al., 2002). No obstante como paso previo, es necesario que tenga lugar 

una colonización efectiva por parte del microorganismo en cuestión. La colonización 

del sistema de raíces de plantas, es el primer paso en casi todas las interacciones entre 

plantas y microorganismos del suelo (Simona et al., 1996). Dicho proceso requiere el 

establecimiento del microorganismo en la raíz emergente, multiplicación del mismo y 

su posterior establecimiento (Kloepper et al., 1988). Entre los microorganismos con 
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capacidad de biocontrol, cabe destacar las bacterias del género Pseudomonas, de gran 

interés dado su carácter ubicuo en la naturaleza. 

Las bacterias del género Pseudomonas están ampliamente distribuidas en el me-

dio ambiente, ya que es posible encontrarlas en todo tipo de suelos y aguas de distintas 

latitudes. Están clasificadas filogenéticamente dentro del grupo I de las γ-

proteobacterias como bacilos gram-negativos quimiorganotróficos aerobios y móviles, 

con flagelos generalmente polares (Palleroni, 1984). Su peculiar capacidad de creci-

miento en medios de cultivo muy simples ha facilitado, principalmente en las últimas 

cuatro décadas, numerosos y profundos estudios de este amplio grupo taxonómico, tanto 

en el ámbito metabólico como en el fisiológico y el genético. 

Los extensos estudios nutricionales destacan la particular versatilidad metabólica 

de los miembros de este género (Stanier, et al., 1966), una característica que le otorga 

un papel nada despreciable en la mineralización y reciclado de la materia orgánica, tanto 

de origen biogénico como xenobiótico.   

El género Pseudomonas incluye cepas patógenas oportunistas de animales, como P. 

aeruginosa, patógenos de plantas como P. syringae, y cepas que estimulan el crecimien-

to de plantas actuando como agentes de biocontrol, como P. fluorescens (Lugtenberg et 

al., 1999). Las bacterias del suelo pertenecientes al género Pseudomonas se caracterizan 

además de por su elevada versatilidad metabólica, por una serie de características que 

las hacen atractivas para numerosas aplicaciones medioambientales y usos agrícolas 

(Ramos et al., 1994). En los últimos cinco años se ha secuenciado el genoma de las ce-

pas P. aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000), P. putida KT2440 (Nelson et al., 2002), 

P. syringae pv. tomato DC3000 (Buell et al., 2003), P. syringae pv. phaseolicola 

1448A, P. syringae pv. syringae B728a y P. fluorescens Pf-5. El análisis de sus geno-

mas ha revelado que comparten cerca del 70% de los genes. Estas bacterias presentan 

como media 5500 genes en sus genomas, la mitad de ellos sin función conocida. 

La cepa Pseudomonas putida KT2440, objeto de nuestro estudio, es una bacteria 

gram-negativa perteneciente al grupo de las Pseudomonas “fluorescentes”, denomina-

das así por la producción de pigmentos que emiten fluorescencia. Deriva de la cepa P. 

putida mt-2, aislada de un campo de cultivo en Japón en 1960 (Nakazawa, 2002). Esta 

cepa portaba el plásmido TOL pWW0, el cual incluye los genes que codifican las enzi-
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mas necesarias para la degradación de toluenos y xilenos (Worsey & Williams 1975). 

En 1981 aparece Pseudomonas putida KT2440 (Bagdasarian et al., 1981), un derivado 

de mt-2 curado del plásmido pWW0 y presuntamente deficiente en el mecanismo de 

restricción de ADN exógeno, lo que hace que esta cepa sea ampliamente utilizada para 

la expansión de rutas catabólicas con fines degradativos (Bagdasarian & Timmis 1982; 

Ramos et al., 1994) y como hospedador en la clonación y expresión de genes heterólo-

gos para su utilización en procesos de biotransformación de compuestos químicos con 

valor añadido (Delgado et al., 1992; Kraak et al., 1997; Kellerhals et al., 1999) o de 

interés farmacológico (Tan et al., 1997). La ubicuidad de P. putida refleja su elevada 

capacidad para adaptarse a una enorme variedad de condiciones físico-químicas presen-

tes en los distintos hábitats donde vive. Esta habilidad representa la capacidad que tiene 

la cepa de integrar las señales recibidas del medio extracelular con el estado fisiológico 

celular, conllevando la activación de una apropiada y compleja red de regulación que 

controla el metabolismo celular (Regenhardt et al., 2002). 

P. putida KT2440 puede colonizar la rizosfera de maíz y otras plantas a alta den-

sidad celular lo que hace que esta cepa sea un candidato adecuado para la rizorremedia-

ción (Molina et al., 2000), esto es, la degradación de compuestos de naturaleza tóxica 

mediante el uso de microorganismos asociados a las raíces de plantas, o para el empleo 

del control biológico mediante la expresión de proteínas con actividad insecticida. Nu-

merosos son los trabajos de investigación que proponen la combinación del potencial 

metabólico de ciertas bacterias, bien sean naturales o construidas mediante ingeniería 

genética, y el efecto beneficioso de la rizosfera de la planta en el crecimiento de las bac-

terias (Kloepper et al., 1980), lo que conlleva en muchas ocasiones la liberación de mi-

croorganismos manipulados genéticamente. 
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2. LA RIZOSFERA Y SU MEDIO AMBIENTE 

 

2.1. EL ENTORNO RIZOSFÉRICO 

Cepas pertenecientes a las especies Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas 

putida son bacterias de suelo cuyas características las hacen muy atractivas para usos 

medioambientales y agrícolas. Como mencionamos al principio de la Introducción, P. 

putida KT2440 presenta una buena adaptación a la rizosfera de plantas de interés agrí-

cola, entre otras el maíz y el tomate. El término rizosfera, propuesto por Hiltner en 

1904, hace referencia a la fracción de suelo en contacto directo con la raíz que se en-

cuentra bajo la influencia biológica y física de la misma (Curl y Truelove, 1986; Lus-

senhop et al., 1991; Russell, 1977). Este entorno es extremadamente complejo y con 

una actividad biológica intensa (Lynch, 1982; Schippers et al., 1987) donde los mi-

croorganismos metabolizan los nutrientes exudados por la raíz (Lynch, 1991; Lynch y 

Wipps, 1990). Se ha estimado que un 20% o un porcentaje mayor del peso seco de la 

planta es liberado a través de la raíz (Barber y Martin, 1976; Hamlen et al., 1972; Van-

cura, 1988; Whipps, 1987). Este material se compone fundamentalmente por células 

desprendidas de la raíz, mucílagos, exudados y lisados, los cuales contienen aminoáci-

dos, proteínas, azúcares, carbohidratos complejos, alcoholes, vitaminas y hormonas. Los 

aminoácidos constituyen una fracción importante del total de los exudados de la raíz, 

por ejemplo, en Brassica napus pueden alcanzar el 60-85% del total (Svenningsson et 

al., 1990; Sundin et al., 1990). La composición de estos exudados depende de la edad 

de la planta, de su estatus fisiológico y de las condiciones ambientales (Barber y Lynch, 

1977; Rovira, 1969). En el caso del tomate se ha identificado la composición de exuda-

dos de raíz, donde los ácidos orgánicos constituyen la fracción más importante, siendo 

el más abundante el citrato (Lugtenberg, 2004). Debido a la riqueza en nutrientes que 

presentan los exudados, éstos constituyen un factor determinante para la fitoestimula-

ción de la actividad microbiana en la rizosfera (Miller y Wood, 1996). Además de nu-

trientes, los exudados son ricos también en productos del metabolismo secundario. 

Las bacterias de la rizosfera pueden promover en algunos casos la liberación de 

exudados de la raíz (Barber y Martín, 1976; Prikryl y Vancura, 1980; Vancura, 1988) a 

través de la producción de reguladores del crecimiento de plantas, vitaminas, toxinas, 
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enzimas celulolíticos u otros compuestos, o a través de la alteración de la disponibilidad 

de los nutrientes (Klein et al., 1988; Lyinch, 1982; Vancura, 1988). Los recursos base 

en la rizosfera no son sólo complejos desde el punto de vista químico, sino que no están 

distribuidos homogéneamente (Loper et al., 1984; Lynch, 1991; Lynch y Wipps, 1990). 

 

2.2. ACTIVIDAD MICROBIANA EN LA RIZOSFERA 

Determinados compuestos presentes en los exudados, a bajas concentraciones, 

actúan como quimioatrayentes para las bacterias que habitan en la rizosfera. Así, el ben-

zoato a concentración de 10-9 a 10-12 M atrae a especies de Azospirillum (López-de-

Victoria y Lovell 1993), la luteolina (10-9 M) atrae a Agrobacterium tumefaciens y Rhi-

zobium meliloti (Caetano-Anolles et al., 1988; Bauer y Caetano-Anolles 1991; Dharma-

tilake y Bauer 1992). Ciertos aminoácidos (glutamato, treonina, serina, cisteína y argi-

nina), a elevadas concentraciones (10-2 a 10-3 M) atraen a ciertas especies de Pseudomo-

nas, como por ejemplo, P. lachymans (Chet et al., 1973) y P. aeruginosa (Nikata et al., 

1992). 

Las densidades microbianas encontradas en la rizosfera son en general del orden 

de 109 células por g de suelo o raíz (Curl y Truelove, 1986); esto es, 100 a 1000 veces 

superior a las encontradas en el suelo no rizosférico. Sin embargo, este gran número de 

microorganismos no debe traducirse como la existencia de gran actividad fisiológica 

para todos los microorganismos asociados a la rizosfera. En general, los microorganis-

mos que habitan la rizosfera se encuentran creciendo, con baja tasa de división (Bowen 

y Rovira, 1976). Se considera que la actividad microbiana en la rizosfera es relativa-

mente alta en los ápices radiculares o en los lugares donde comienzan a emerger raíces 

laterales, donde los microorganismos parecen recibir un pulso temporal de carbono gra-

cias a los exudados radiculares o los lisados celulares. 

Los primeros estudios sobre la comunidad microbiana de la rizosfera sugirieron 

que las Pseudomonadaceae son los microorganismos predominantes asociados con las 

raíces de plantas, constituyendo entre el 30-90% de los organismos cultivables en me-

dios sólidos (Vancura, 1980). La introducción de cepas bacterianas en la rizosfera de 

plantas con fines agrícolas viene realizándose desde hace poco tiempo. Los objetivos 

perseguidos con estas liberaciones de microorganismos al medio ambiente que, en gene-
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ral, se realiza mediante la inoculación de semillas de la planta correspondiente con el 

microorganismo en cuestión, son diversos: 1) suplemento de nutrientes a las plantas, 

como ocurre durante la asociación simbiótica de cepas de Rhizobium fijadoras de nitró-

geno en las raíces de leguminosas (Elsheikh y Elzidany, 1997; Schippers et al., 1987), 

2) potenciar el crecimiento vegetal, utilizando las cepas de Pseudomonas fluorescens 

que producen hormonas vegetales (Kloepper et al., 1989); Kloepper y Schroth, 1981; 

Mahaffee y Kloepper, 1977); 3) controlar el ataque de patógenos mediante el uso de 

cepas bacterianas productoras de antibióticos (Dowling y O’Gara, 1994; Fravel et al., 

1990; Lugtenberg et al., 1991; y 4) en la degradación de compuestos contaminantes de 

carácter xenobiótico, un área denominada “rizorremediación” (Crowley et al., 1997; 

Haby y Crowley, 1996; Walton y Anderson, 1990). 

El uso controlado y eficiente de Pseudomonas para cualquiera de las aplicacio-

nes mencionadas requiere un profundo conocimiento de los elementos que influyen en 

la colonización y supervivencia de las bacterias en el suelo y la rizosfera. Esto incluye 

tanto factores ambientales como características fenotípicas y genéticas implicadas en 

esta adaptación, así como los mecanismos moleculares de la interacción entre planta y 

microorganismos. El hecho de que muchos antagonistas no persistan sobre las plantas 

puede deberse a la ineficiencia de la maquinaria necesaria para el crecimiento y la su-

pervivencia en la rizosfera. Así, un buen microorganismo para control biológico debe 

seleccionarse no sólo por su actividad contra el patógeno, sino también por su capacidad 

colonizadora, dado que esta última es fundamental para mantenerse a una densidad ce-

lular lo suficientemente elevada como para garantizar una reducción eficiente de la po-

blación del patógeno. Por lo tanto, para desarrollar mejores agentes de biocontrol es 

fundamental la identificación y caracterización de los genes que determinan la capaci-

dad colonizadora de rizosfera de los microorganismos asociados a plantas. Esta infor-

mación a su vez podrá ser utilizada para incrementar la capacidad colonizadora de cepas 

de interés. 

Por lo general, casi todas las interacciones planta-bacteria en la rizosfera se des-

arrollan a través de una serie de etapas sucesivas. Inicialmente, se produce un fenómeno 

de quimiotaxis en el que las bacterias son atraídas por determinados componentes pre-

sentes en los exudados liberados por la planta (Bayliss et al., 1997; Vande Broek et al., 
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1988). En la utilización de bacterias en agricultura, tanto en estudios de laboratorio co-

mo en la mayoría de las aplicaciones agronómicas, para el control de plagas o mejora 

del crecimiento vegetal, este primer paso, en el que las bacterias deben moverse hacia la 

planta, puede ser relativamente menos relevante, ya que el punto de partida suele ser la 

inoculación directamente de semillas con una suspensión de células bacterianas con el 

fin de que éstas se adhieran a las semillas. Por tanto, la fase inicial de la colonización de 

la rizosfera es en muchos casos la adhesión bacteriana a semillas (la denominada es-

permosfera) y colonización de las mismas. Este paso es clave para la posterior coloniza-

ción del sistema radicular, así como la nodulación en el caso de las Rhizobiaceae (Smit 

et al., 1992). Incluso en el caso de bacterias patógenas, las semillas se consideran como 

el principal vehículo de diseminación e infección de cultivos (Hirano, 2000). Esta po-

blación de bacterias adheridas a las semillas constituyen el “inóculo inicial” para el pos-

terior establecimiento y expansión de la población bacteriana de la rizosfera. La coloni-

zación de la espermosfera, y cómo ésta determina la posterior evolución de la población 

bacteriana en la rizosfera, es por tanto un aspecto esencial dentro del estudio de las in-

teracciones planta-bacteria, y de gran relevancia a la hora de mejorar la eficiencia de 

agentes de biocontrol. Conocer las bases moleculares de dicha colonización permitirá 

seleccionar cepas con rasgos genéticos óptimos para su establecimiento en la rizosfera, 

o modificarlas para aumentar su capacidad de expansión y supervivencia en raíces y 

semillas. Así por ejemplo, se ha visto que en Pseudomonas, la capacidad de producir 

flagelos (de Weger et al., 1987), sintetizar el antígeno-O de los lipopolisacáridos (LPS) 

(de Weger et al., 1989) y sintetizar aminoácidos (Simons et al., 1997) es crucial para la 

colonización (Dekkers et al., 1998). 

Así pues, se pueden considerar tres tipos de factores fundamentales que determi-

na la eficiencia en la colonización bacteriana de la rizosfera: 1) señales moleculares 

liberadas por la planta, y que son reconocidas por los microorganismos, y viceversa, 2) 

mecanismos implicados en la adhesión de las bacterias a los tejidos de la planta; y 3) 

factores que favorecen la colonización posterior de la raíz y la supervivencia en rizosfe-

ra (Figura I.1). 
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Figura I.1. Esquema de las etapas de colonización bacteriana de la rizosfera 

 

Dentro de las interacciones mutualistas entre plantas y bacterias, el caso más es-

tudiado es la interacción simbiótica entre microorganismos de los géneros Rhizo-

bium/Bradyrhizobium y la raíz de leguminosas, donde estas bacterias se establecen en 

estructuras especializadas, denominadas nódulos en los que tiene lugar la fijación de 

nitrógeno. Los factores implicados en la nodulación han sido y están siendo ampliamen-

te estudiados a nivel molecular (Economou et al., 1990; Becker et al., 1997; Oke & 

Long, 1999). Se han descrito varias familias de genes nod, algunas inducen la expresión 

de genes de la planta implicados en el desarrollo de los nódulos, funcionando a nivel de 

señalización (Sutton et al., 1994). Concretamente, moléculas de lipooligosacáridos sin-

tetizadas por las bacterias actúan como reconocidas por la raíz de las leguminosas. 

En el caso de Pseudomonas, apenas se conoce nada sobre la posible existencia 

de señales similares que determinen la especificidad de la interacción planta-

microorganismo, a pesar de que las respuestas y la adaptación de Pseudomonas a la 

rizosfera, a nivel molecular, está siendo objeto de gran interés y numerosos estudios. 

Recientemente, se han aislado genes que se inducen en Pseudomonas fluorescens en 

respuesta a exudados radiculares de remolacha (Rainey, 1999). Entre los genes identifi-

cados cuya expresión responde a componentes de los exudados se encuentran algunos 

implicados en transporte y metabolismo de azúcares, transporte de aminoácidos, secre-

bacterias 

1) señales 
 quimiotaxis                              2) adhesión                        3) colonización 
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ción y respuesta a estrés oxidativo (Baylisss et al., 1997; Rainey, 1999; Ramos-

González et al., 2005). En nuestro grupo de investigación se han identificado genes de 

P. putida cuya expresión se induce en respuesta a exudados de raíces de maíz. Uno de 

ellos corresponde al operón de utilización de prolina (Vílchez et al., 2000), uno de los 

aminoácidos más abundantes en exudados radiculares. 

En cuanto a los factores implicados específicamente en la adhesión a raíces y co-

lonización de la rizosfera, se ha demostrado la importancia de respuestas quimiotácticas 

en la iniciación de la colonización (Bayliss et al., 1997). Los trabajos realizados hasta la 

fecha en este campo se han llevado a cabo fundamentalmente estudiando poblaciones de 

Pseudomonas una vez que éstas se encuentran ya establecidas en la rizosfera (Lugten-

berg et al., 2003), mientras que las etapas iniciales de desarrollo de las mismas han reci-

bido muy poca atención. Existen datos en relación al papel que juegan la movilidad fla-

gelar y la quimiotaxis en el inicio del establecimiento de interacciones planta-

microorganismo (Turnbull et al., 2001; Bashan, 1986), pero apenas se han realizado 

estudios exhaustivos sobre los mecanismos de adhesión bacteriana a superficies vegeta-

les. Únicamente se ha descrito el posible papel como adhesinas de flagelos (DeFlaun et 

al., 1994) o pili tipo IV (Dörr et al., 1988; Suoniemi et al., 1995), y se ha sugerido la 

existencia de procesos de “quórum sensing” en poblaciones asociadas a raíces (Steidle 

et al., 2001; Loh et al., 2002). También se ha analizado la influencia de factores am-

bientales, como por ejemplo la disponibilidad de hierro (Loper & Henkels, 1997), así 

como el papel de la capacidad de aglutinación (Buell & Anderson, 1992) o de elementos 

tales como LPS, flagelos o pili, la importancia de los cuales parece no ser universal, 

sino que varía en función de los microorganismos (de Weger et al., 1989; Séller, 1988; 

Dorr et al., 1998). 

 

2.3. BIOFILMS EN LA RIZOSFERA 

El establecimiento de poblaciones microbianas como comunidades sésiles ad-

heridas a superficies sólidas (denominadas biofilm o biopelículas) constituye una de las 

principales estrategias de supervivencia de las bacterias en el medio ambiente. Aunque 

este hecho es conocido desde hace décadas (Meadows, 1971), ha sido en los últimos 

años cuando este campo ha adquirido una nueva dimensión, debido al reconocimiento 
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generalizado del enorme impacto que los biofilms tienen en numerosas actividades 

humanas. Cada vez es más evidente el impacto de los biofilms en medicina, debido a su 

papel como reservorios de patógenos y al hecho de que estas poblaciones sésiles son 

más resistentes que las bacterias planctónicas a la acción de antibióticos y biocidas. El 

estudio de biofilms bacterianos ha adquirido una perspectiva completamente nueva en 

los últimos años gracias a los avances en técnicas de microscopía no invasivas que per-

miten realizar observaciones in situ, así como a los estudios de genética bacteriana y el 

desarrollo de marcadores moleculares (green fluorescent protein y sus variantes) 

(Bloemberg et al., 1999). 

Nuestro grupo de investigación se ha interesado en la adhesión de células bacte-

rianas y la formación de biopelículas sobre el sistema radicular de plantas, como etapa 

clave para colonizar la rizosfera. Espinosa-Urgel y colaboradores (2000) identificaron 

mediante mutagénesis al azar por transposición, una serie de genes que juegan un papel 

importante en la adhesión de Pseudomonas putida a semillas. La publicación de la se-

cuencia completa y anotada del genoma de esta bacteria ha permitido un estudio deta-

llado de las proteínas codificadas por dichos genes, permitiendo definir con mayor pre-

cisión las posibles funciones de cada una de ellas (Tabla 1), y su presencia o ausencia en 

otras bacterias filogenéticamente relacionadas. 

 

Tabla1. Funciones y conservación de genes implicados en adhesión a semillas 

Pseudomonas putida KT2440 Presencia en otras 
Pseudomonas 

mutante lugar1 Función P. fluorescens P. aeruginosa P. syringae 

mus-5 PP4615 ¿transporte? + + + 

mus-9 PP5290 Transposasa - - - 

mus-13 PP4641 ¿transporte dipéptidos? + + + 

mus-20 PP0806 Adhesina específica - - - 

mus-21 PP0713 Bomba de flujo - - - 

mus-24 PP0168 Adhesina global + - - 

mus-27 PP1449 Captación de hierro + +-2 - 

 
  1Asignado en el genoma de KT2440 (www.tigr.org). 2Existe un gen con cierta similitud no homólogo 
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El trabajo de tesis doctoral se ha centrado en la caracterización del mutante mus-

27. La secuencia del gen donde se insertó el transposón se encontró que tenía similitu-

des importantes con genes que codifican hemolisinas, el cual hemos llamado hlpA (de 

haemolysin-like-protein). La proteína predicha HlpA consta de 1.508 aminoácidos y 

mostró similitud con hemolisinas reguladas por hierro, pertenecientes a la familia de 

proteínas de secreción llamadas TPS (de two-partner secretion). 

 

3. EL SISTEMA TPS (TWO-PARTNER SECRETION) 

 

La envoltura celular de las bacterias gram-negativas está compuesta por dos 

membranas, separadas por el periplasma. La membrana externa de bacterias gram-

negativas constituye la interfase entre los microorganismos y su ambiente. Esto es, por 

lo tanto, donde estímulos físicos y químicos se perciben en primer lugar, siendo trans-

ducidas estas señales al sistema de expresión génica que conduce a establecer el trans-

criptoma más apropiado para responder al estímulo sensado. La membrana externa está 

constituida por fosfolípidos, lipopolisacáridos y proteínas, las cuales corresponden un 

50% del total de los componentes, e incluyen porinas, lipoproteínas y un número de 

receptores específicos (Hancock et al., 1990). Esta membrana juega un papel esencial 

como barrera de exclusión de compuestos potencialmente nocivos, como detergentes, 

antibióticos hidrofóbicos, enzimas hidrolíticos, etc., a la vez que funciona de barrera de 

permeabilidad selectiva para otros solutos, permitiendo la adquisición de nutrientes 

esenciales del medio externo o para la extrusión de sustancias tóxicas. 

Las bacterias gram-negativas han desarrollado numerosos sistemas para exportar 

proteínas a través de la doble membrana que las envuelve. Estos mecanismos han sido 

clasificados con respecto a un número de características. Pueden distinguirse principal-

mente dos estrategias. En ambos casos, se ha identificado un intermediario periplásmi-

co, a continuación translocación de la membrana interna y por último translocación de 

la membrana externa. Los procesos que constan de dos pasos incluyen: el sistema tipo II 

(Filloux et al., 1998), autotransportadores (AT) (Loveless et al., 1997; Henderson et al., 

2001) y la familia de dos proteínas de secreción (TPS) (Jacob-Dubuisson et al., 2001). 

En contraste, los sistemas de secreción tipo I (Gentschev et al., 2002) y tipo III (Corne-
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lis, 2002) evitan el paso del periplasma y llevan a cabo el proceso en un solo paso. Los 

dos sistemas de secreción, AT y TPS, se caracterizan por encargarse de la translocación 

a través de la membrana externa de la mayoría de proteínas largas o proteínas dominios 

(Jacob-Dubuisson et al., 2004). El sistema TPS es un mecanismo especializado en el 

que están involucradas dos proteínas, una de ellas es responsable de la secreción de la 

otra a través de la membrana externa (Jacob-Dubuisson et al., 2001; Yen et al., 2002). 

Los términos genéricos usados para las proteínas del sistema TPS son TpsA para la 

exoproteína y TpsB para el transportador. 

El sistema TPS ha sido caracterizado en bacterias patógenas, aunque no es ex-

clusivo de estos microorganismos. Los miembros secretados de esta familia descritos 

hasta la fecha son la mayoría factores virulentos que incluyen citolisinas independientes 

de Ca2+, proteínas de adquisición de hierro (hemolisinas, proteínas que causan la lisis 

celular en eritrocitos y a veces en células epiteliares) y varias adhesinas (Jacob-

Dubuisson et al., 2001). Siendo el caso mejor estudiado y el primero en caracterizarse, 

la hemolisina independiente de Ca2+ ShlA de Serratia marcescens que es transportada a 

través de la membrana externa y activada por ShlB. En este sistema y en los que han 

sido estudiados, los genes de la exoproteína y su transportador correspondiente están 

normalmente organizados en un operón o se encuentran adyacentes. En la Figura I.2 se 

muestra una representación esquemática del sistema TPS: ambas proteínas son transpor-

tadas a través de la membrana interna por el sistema Sec, y la proteína transportadora, 

TpsB, probablemente forma un canal de tipo barril en la membrana externa que tras un 

reconocimiento específico entre las dos proteínas en el periplasma de la membrana, 

transporta la proteína TpsA a la superficie bacteriana. La proteína TpsA por tanto debe 

encontrar su transportador de membrana externa y contiene un dominio N-terminal con-

servado esencial para la secreción, el dominio TPS, para interaccionar específicamente 

con su transportador e iniciar su transporte. 
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Figura I.2.: Representación esquemática del sistema TPS. Localización en la envoltura celu-
lar de las dos proteínas del sistema TPS. MC, membrana citoplasmática; ME, membrana exter-
na; P, periplasma; TPS representa el dominio de secreción de la proteína TpsA; PS, péptido 
señal; Sec, maquinaria de secreción. Después del transporte dependiente de Sec de ambas pro-
teínas, TpsB se inserta en la membrana externa. Tras un reconocimiento molecular específico 
entre el dominio TPS de la proteína TpsA y el transportador TpsB, TpsA se transporta a través 
de la membrana externa. La flecha curvada representa las interacciones específicas entre las dos 
proteínas, donde probablemente tengan lugar en el periplasma. (Obtenido de Jacob-Dubuisson 
et al., 2004). 
 

 

Las exoproteínas secretadas por la ruta TPS son sintetizadas como preproteínas o 

preproproteínas. Todas ellas son proteínas de gran tamaño, con un peso entre 100 y has-

ta 400-500 kDa. Las hemolisinas/citolisinas independientes de Ca2+ representan una 

clase de proteínas altamente relacionadas en función y secuencia, mientras que varias 

adhesinas y una proteína hemopexina, HxuA de H. influenzae, tienen secuencias mucho 

más divergentes, excepto su dominio de secreción. Sin embargo, todas ellas tienen una 

característica común, su gran tamaño, teniendo algunas alrededor de 3000 residuos ami-

noacídicos, e incluso mayor, como es el caso de la posible proteína TpsA de P. aerugi-

nosa que contiene 5627 aminoácidos (Rojas, et al., 2002; Locht, et al., 2001). 
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Muchas proteínas TpsA contienen tramos de motivos de secuencia repetidos que 

no son necesariamente homólogos entre las distintas proteínas. En general, las proteínas 

TpsA de la membrana externa suelen presentar la denominada estructura en barril β 

formada por cadenas antiparalelas (entre 8 y 22). El dominio de secreción de las proteí-

nas TpsA se encuentra en la región N-terminal que incluye una región de 110 residuos 

conservados. Se ha estudiado la función significativa de dos motivos que contienen co-

mo residuos NPNL y NPNGI por mutagénesis dirigida en varias proteínas TpsA. Los 

residuos de asparagina en la primera posición de cada motivo son esenciales para la 

secreción-activación de ShlA (Schön-herret et al., 1993). La porción conservada de este 

dominio de secreción es un primer candidato para la interacción específica molecular 

entre la exoproteína y el transportador en el proceso de secreción. 

 

Las proteínas TpsB representan el segundo componente del sistema TPS en bac-

terias gram-negativas y han sido recientemente incluidas en una larga familia de proteí-

nas semejantes a porinas de membrana externa que forman canales, estando involucra-

das en el transporte de las proteínas TpsA. Estas proteínas de aproximadamente 60 kDa 

tienen las características de proteínas integrales de membrana externa, con un residuo 

C-terminal anfipático para formar una β-hebra transmembrana y un número de segmen-

tos anfipáticos conservados adicionales por toda su secuencia (Könninger et al., 1999). 

Probablemente los miembros de esta familia, forman canales con forma de barriles en la 

membrana externa para el transporte de su exoproteína. Esta topología se ha analizado 

experimentalmente usando métodos de inserción de epítopos para las proteínas ShlB y 

FhaC (Guédin, et al., 2000; Könninger, et al., 1999). Los transportadores TpsB descri-

tos secretan sólo una exoproteína substrato natural, en contraste con otros sistemas de 

secreción tipo II y III que secretan varias proteínas (Sandkvist, 2001; Hueck, 1998). 
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Figura I.3. Modelo propuesto para la translocación de la proteína TpsA. Descripción del 
paso de secreción a través de la membrana externa de TpsA, con la proteína TpsB insertada 
como un barril (cilindro hueco amarillo). 1) La proteína TpsA pasa a través del periplasma pro-
bablemente en una conformación extendida, no nativa. Su dominio TPS N-terminal (en rojo) 
interaccionaría con una región aún no identificada, “receptor”, de su otro componente del siste-
ma, TpsB. 2) TpsB inicia la translocación de TpsA a través de la membrana externa que precede 
de manera vertical, comenzando con la región N-terminal (dominio TPS) de la proteína TpsA, 
3) la proteína se pliega progresivamente en la superficie bacteriana. El dominio TPS (represen-
tado también en rojo en la proteína madura) puede estar involucrado en el plegamiento del resto 
de la proteína (mostrado en azul). La proteína TpsA se ha descrito aquí como una β-hélice, al 
igual que el modelo conocido para FHA y los predichos para varias proteínas TpsA basados en 
análisis de secuencias. (Obtenido de Jacob-Dubuisson, et al., 2004). 
 

Como podemos observar en la Figura I.3, la proteína TpsA atraviesa la membra-

na externa en una conformación extendida, y la región N-terminal del dominio TPS, en 

todas las proteínas TpsA, favorece la iniciación de la translocación. Se sugiere que la 

interacción entre el substrato TpsA y el receptor TpsB estabiliza la conformación abierta 

del canal que facilita el anclaje de la proteína TpsA dentro. En algunos casos, el trans-

portador también actúa como un activador en la translocación y la proteína transportada 

adquiere su conformación activa (Hertle et al., 1997). Finalmente, Schiebel et al. (1989) 

propone que la energía libre liberada por el plegamiento progresivo de TpsA puede ser 

el vehículo para su translocación (Jacob-Dubuisson et al., 2004). 

 

En el caso de Serratia marcescens la expresión de los genes es inducida por la 

limitación de hierro (Poole y Braun, 1988; Poole et al., 1988). Además, de estar involu-

crada en patogénesis y colonización de tejidos hospedadores, estas hemolisinas juegan 

ME 

 1    2       3
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un papel en el metabolismo del hierro. Se ha identificado al menos una proteína, HxuA 

de Haemophilus influenzae, implicada en la adquisición de hierro (Jacob-Dubuisson et 

al., 2004). También han sido encontrados genes de exoproteínas o transportadores en el 

genoma de Yersinia pestis, Haemophilus ducreyi, Neisseria meningitidis, Pseudomonas 

aeruginosa y Bordetella pertussis. 

 

4. TRANSPORTE DE HIERRO EN LAS BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS. 

 

 El hierro es uno de los elementos esenciales para todos los organismos vivos. 

Este metal está implicado en diversos procesos metabólicos por ser cofactor de un gran 

número de enzimas que contienen hierro en su estructura. Entre estos procesos destacan 

los citocromos de las cadenas de transporte electrónico, las enzimas de la eliminación de 

especies activas de oxígeno, y las de la biosíntesis de aminoácidos, pirimidinas y ADN, 

así como las enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Earhart, 1996). Para su cre-

cimiento, los microorganismos requieren el hierro en concentraciones micromolares y 

controlan la homeostasis del metal regulando su transporte a través de la membrana 

(Bagg y Neilands, 1987; Crosa, 1997). En la naturaleza, la disponibilidad de hierro de-

pende de las condiciones de pH y de aireación. En un ambiente aeróbico, el hierro se 

encuentra en estado de oxidación Fe3+ que precipita a pH neutro, por lo que es altamente 

insoluble y, por consiguiente, inaccesible para la mayoría de los microorganismos. En 

cambio, en un ambiente anaeróbico, el hierro se encuentra en forma de Fe2+ que es lo 

suficientemente soluble para que pueda ser incorporado directamente al interior de la 

célula (Braun y Killmann, 1999). 

 Diferentes líneas de investigación apuntan al hierro como un elemento importan-

te en la adhesión bacteriana y formación de biofilm en superficies abióticas, así como en 

colonización de tejidos por bacterias patógenas (Stojiljkovic et al., 1993; O´Toole y 

Kolter, 1998; Ratledge y Dover, 2000; Velayudhan et al., 2000). Bajo condiciones de 

limitación de hierro, el crecimiento de las bacterias disminuye o se inhibe (Fields et al., 

Fernández-Beros et al., 1989; Chart y Rowe, 1993), mientras que se incrementa la ex-

presión de varios factores de virulencia implicados en patogénesis (Blumenthals et al., 

1987; Strockbine et al., 1988; Chart et al., 1989; Dai et al., 1992). Como otros organis-
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mos, las bacterias requieren hierro como cofactor de muchas enzimas con actividad re-

dox, y la mayoría de las bacterias requieren niveles micromolares de hierro disponible 

para un crecimiento óptimo (Guerinot, 1994). Para adquirir hierro de su entorno, la bac-

terias gram-negativas han desarrollado sistemas especializados que les permiten secues-

trar éste del medio donde se encuentra, a través de la síntesis de sideróforos, o utilizar 

directamente, como fuente de hierro, proteínas del organismo hospedador que contienen 

el hierro en forma de grupo hemo, tales como hemoglobina, hemopexina, transferrina y 

lactoferrina (Braun et al., 1998a; Desai et al., 2000; Genco y Desai; 1996; Gray-Owens 

y Schryvers, 1996; Mazmanian et al., 2003). La captación de hierro mediada por sideró-

foros es probablemente la estrategia más común de adquisición de hierro por bacterias 

(Visca et al., 2002). Los sideróforos aparecen como respuesta evolutiva a la captura de 

Fe3+ insoluble y al papel fundamental que juega el hierro en el metabolismo celular. 

Indirectamente también pueden actuar como potentes antibióticos y factores de virulen-

cia en enfermedades de animales y plantas. Los sideróforos se definen como compues-

tos quelantes específicos de hierro férrico, aunque también son capaces de transportar 

hierro ferroso (Xiao y Kisaalita, 1998), de bajo peso molecular (entre 500 y 1000 Da), 

sintetizados por bacterias y hongos que crecen en condiciones limitantes de hierro (Nei-

lands, 1995). Su estructura se caracteriza por presentar cadenas laterales y grupos fun-

cionales que proporcionan ligandos de alta afinidad y especificidad para la coordinación 

de iones férricos (Crosa, 1989; Neilands, 1995). 

 La pioverdina (o pseudobactina) es el mejor quelante de hierro producido por 

especies fluorescentes del género Pseudomonas aunque algunas cepas se conocen que 

producen también sideróforos de baja afinidad como piochelina (Cox et al., 1981) su 

precursor ácido salicílico (Meyer et al., 1992; Visca et al., 1993) o quinolobactina 

(Mossialos et al., 2000). Los receptores de membrana externa específicos se expresan 

bajo limitación de hierro y facilitan el transporte del complejo Fe3+-pioverdina al inter-

ior de las células (Neilands, 1982). Una vez en el citoplasma el Fe3+ se reduce a Fe2+. 

Para la adquisición de hierro las bacterias pueden utilizar sideróforos endógenos 

producidos por ellas mismas (ej. la enterobactina producida por E. coli o la piochelina 

por P. aeruginosa) o sideróforos producidos por otros microorganismos, pero, indepen-

dientemente de su origen, la captura del metal requiere receptores específicos a nivel de 
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membrana externa. En bacterias de suelo, la elevada afinidad por el Fe3+ junto con la 

alta especificidad de receptores de membrana contribuyen a aumentar el papel nutricio-

nal del sistema de adquisición de hierro mediado por pioverdina para mejorar la compe-

tencia ecológica (Ongena et al., 2002). Uno de los mecanismos usados por Pseudomo-

nas como agentes biocontrol para competir por nutrientes es por tanto la producción de 

sideróforos. Una característica de P. putida y otras especies de este género es que po-

seen un gran número de sistemas de captación de hierro a través de sideróforos como la 

pioverdina (Martínez-Bueno et al., 2002). La capacidad que poseen las Pseudomonas 

fluorescentes para adquirir hierro acomplejado, así como sideróforos heterólogos ha 

sido propuesta ser clave de su éxito como colonizadores de la rizosfera (Loper y Hen-

kels, 1997, 1999. 
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OBJETIVOS 
 
En un trabajo anterior, Espinosa-Urgel y colaboradores (2000) aislaron mutantes deri-

vados P. putida KT2440, obtenidos por mutagénesis al azar con un transposón mi-

niTn5(Km) y mostraron deficiencia en adhesión a semillas de maíz (mutantes “mus” de 

mutants unattached to seeds). Entre los distintos mutantes se obtuvo uno denominado 

mus-27, siendo éste la base sobre la que se establecieron los objetivos de esta Tesis 

Doctoral. El sitio donde el transposón se insertó se determinó y se encontró que corres-

pondía a un gen que presentaba similitud con genes pertenecientes al sistema de secre-

ción TPS de bacterias gram-negativas. La función fisiológica de esta proteína(s), así 

como los mecanismos que rigen su expresión, no se conocían en detalle. Con objeto de 

aportar información sobre la función de estas proteínas y la organización transcripcional 

de sus genes, en el presente estudio se plantearon los siguientes objetivos: 

 

1. Análisis de secuencia y organización génica de los genes hlpBA de P. putida 

KT2440. 

2. Caracterización preliminar del promotor del operón hlpBA, que incluye, estudio 

de la región promotora, análisis de la expresión de Phlp y la determinación de 

aquellos factores que pudieran estar implicados en su expresión. 

3. Construcción de un mutante (mus-28) en la proteína HlpB, que pertenece al sis-

tema de secreción TPS y caracterización de mutantes hlp de P. putida KT2440. 

4. Papel del sistema TPS HlpA/HlpB en la interacción de P. putida KT2440 con 

plantas y la supervivencia en suelos. 

 





 
 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. CEPAS BACTERIANAS. 

 

En este trabajo se han utilizado cepas bacterianas de colecciones de cultivos tipo y 

de la colección del grupo de Biodegradación de Tóxicos Orgánicos de la Estación Expe-

rimental del Zaidín (CSIC-Granada). 

Las estirpes utilizadas en este trabajo se recogen en la Tabla M.1. junto con sus genoti-

pos o características más relevantes. 

 

Tabla M.1. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo. 

Estirpe bacteriana Características Referencia 

Pseudomonas putida   

KT2440 CmR, Ben+, hsdMR Franklin et al.,1981 
KT2442 RifR, derivada de KT2440 Franklin et al.,1981 

KT2440-C1R1 KT2440, rpoS::Km, KmR Ramos-González et al., 
1998 

mus-27 KT2440 hlpA::mini-Tn5-Km1 
Mutante de la cepa KT2440 afectado 
en la adhesión; obtenido por inserción 
cromosómica de un mini-Tn5-Km1, 
KmR 

Espinosa-Urgel et al., 
2000 

mus-28 KT2440 hlpB::Km mutante no polar En este trabajo 

Escherichia coli 
  

JM109 F'(traD36 proAB+ lacZΔM15 lacIq1) 
recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 
re1A1 thi-1 Δ(lac-proAB) 

Yanisch-Perron et al., 
1985 

DH5α hi lacIqlacZ (pPC6) recA endA φ80d 
lacZ dmlλ5 

Bethesda Research La-
boratory 

CC118λpir ΩRP4-Tc::Mu-Km::Tn7 λpir RifR 
Δ(ara-leu)7697 araD139 

Herrero et al.,1990 
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1.1 Conservación de las estirpes bacterianas. 

La conservación de cepas a corto plazo se realizó mediante estría en placas de me-

dios selectivos, almacenados a 4ºC. A largo plazo se hizo por congelación a –80ºC de 

cultivos líquidos en glicerol 40% (v/v). 

 

2. PLÁSMIDOS. 

 

En la Tabla M.2. se recogen los plásmidos construidos o aislados por otros autores y 

utilizados en este trabajo junto con sus características más relevantes. Los plásmidos de 

nueva construcción se describen en los apartados de Resultados. 

 

Tabla M.2. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido Características Referencia 

   
pRK600 CmR, oriColE1, mobRK2, traRK2 Kessler et al., 1992 

pUC18Not ApR , vector de clonación, idéntico a 
pUC18 pero con sitios Not I flan-
queando el SMC de pUC18 

Herrero et al., 1990 

pKNG101 SmR , oriR6K, oriTRK2, sacB Kaniga et al., 1991 

pMP220 TcR ; IncP, amplio espectro de hués-
ped, porta un gen lacZ sin promotor 

Spaink et al., 1987 

p34S-Km3 
 
 
pUT/miniTn5’phoA 

KmR 

 

 
ApR, KmR, oriR6K, oriTRP4, fusio-
nes traduccionales a ‘phoA 
 
 

Dennis y Zylstra, 1998 
 
 
de Lorenzo et al., 1990 

 

 

pRK600: plásmido auxiliar utilizado para movilizar plásmidos mob+, tra+. Es portador 

del sistema de replicación ColE1 cuyo espectro de huésped se restringe a Escherichia 

coli, comportándose como vector suicida en Pseudomonas sp. al no ser capaz de repli-

carse en este organismo. Además lleva la región de transferencia de los plásmidos del 



Materiales y Métodos 
 

 29

grupo RK2 que permite la movilización de plásmidos mob+ a un amplio espectro de 

huésped. Confiere resistencia a cloramfenicol. 

 

pUC18Not: vector de clonación que contiene el sitio de clonación múltiple (SMC) del 

plásmido pUC18 flanqueado por extremos NotI. Carece del gen rop implicado en el 

control del número de copias de los plásmidos que contienen el origen de replicación 

ColE1, dando lugar a que esté presente en alto número de copias (100-200) por célula. 

Confiere resistencia a ampicilina, y el sitio de clonación múltiple (SMC) dentro de la 

región que codifica el péptido α de LacZ. Esto posibilita una fácil selección de los 

plásmidos recombinantes en cepas que permiten α-complementación, es decir, aquellas 

portadoras de la delección lacZ∆M15 (por ejemplo JM109, DH5α, etc.). Aquellos clo-

nes que porten un plásmido con inserto, formarán colonias de color blanco (en contra-

posición al color azul de los clones sin inserto) en medio LB sólido que contenga ampi-

cilina y 25 μg/ml del sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

galactopiranósido (X-Gal). Si el plásmido se transforma en una cepa lacI+, es necesario 

añadir, además 130 μM de isopropil-β-D-tiogalactopiranósido (IPTG). 

 

 
Figura M.1. Plásmido pUC18Not. Los sitios de restricción indicados son únicos y están loca-
lizados en el MCS dentro del gen lacZ’. También se muestra la localización del origen de repli-
cación (oriColE1), y del gen de resistencia a ampicilina. Las flechas indican el sentido de la 
replicación o de la transcripción de los genes. 
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pKNG101: plásmido suicida que se utiliza en experimentos de intercambio alélico y 

que permite la selección de eventos de doble recombinación en bacterias gram negati-

vas. Posee el origen de replicación del plásmido R6K, que es dependiente de la proteína 

π codificada por el gen pir y, por tanto, sólo se mantiene en bacterias que producen di-

cha proteína (por ejemplo, E. coli CC118λpir). Presenta el origen de transferencia de 

RK2, lo que permite transferirlo a otras bacterias si se aportan las funciones de movili-

zación en trans. Posee los genes strA y strB de resistencia a estreptomicina, que sirven 

como marcador de selección de la integración del vector en el cromosoma de la bacteria 

huésped. Su característica más relevante es que porta el gen sacB de Bacillus subtilis 

como marcador contra-seleccionable, lo que permite seleccionar positivamente la esci-

sión del vector del cromosoma. Este gen, codifica una levano-sacarasa que cataliza la 

hidrólisis de sacarosa así como la síntesis de levanos que, en bacterias gram negativas, 

se acumulan en el periplasma y producen la muerte celular cuando la concentración de 

sacarosa es mayor o igual al 5% (p/v). 

 

 
Figura M.2. Plásmido pKNG101. Los sitios de restricción para las enzimas que se indican son 
únicos. Se muestra además la localización del origen de replicación (oriR6K), del origen de 
transferencia (oriTRK2), de los genes de resistencia a estreptomicina (strA y strB) y del gen que 
codifica la levano-sacarasa (sacB) de Bacillus subtilis. Las flechas indican el sentido de la repli-
cación, de la transferencia o de la transcripción de los genes. 
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pMP220: plásmido de 10,5 kb derivado del vector pTJS75 (Schmidhauser y Helinski, 

1985) perteneciente al grupo de incompatibilidad IncP. Posee el SMC de pIC20H 

(Marsh et al., 1984) y contiene el gen lacZ de E. coli sin promotor y con el sitio de 

unión al ribosoma del gen cat (que codifica la enzima cloramfenicol acetiltransferasa). 

La clonación de promotores delante del gen lacZ permite medir la expresión desde los 

mismos como actividad β-galactosidasa (Spaink et al., 1987). Confiere resistencia a 

tetraciclina. 

 

 

 
 
Figura M.3. Plásmido pMP220. Los sitios de restricción de la región de multiclonaje son H, 
HindIII; Bg, BglII; E, EcoRI; K, KpnI; P, PstI; y Sp, SphI. 
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p34S-Km3: Plásmido de aproximadamente 3,7 kb derivado de pUC19, que contiene un 

cassette de resistencia a kanamicina con sitios de restricción duplicados, flanqueando al 

gen y sin terminadores de transcripción. 

 

 

 

 

 

pUT/mini-Tn5 ‘phoA: Plásmido de la serie pUT que lleva un transposón mini-

Tn5’phoA. El transposón mini-Tn5’phoA es portador del gen ‘phoA de E. coli despro-

visto de la secuencia codificante del péptido señal. Este mini-transposón puede generar 

fusiones traduccionales con actividad fosfatasa alcalina cuando se inserta en fase en 

genes que codifican proteínas que contienen un péptido líder, esto es, proteínas que son 

secretadas (Figura M.5.). Así, este plásmido es indicado para el análisis de proteínas que 

se exportan al espacio periplásmico o a la membrana externa de bacterias gram-

negativas. La fosfatasa alcalina de E. coli es un homodímero que posee dos puentes di-

sulfuro intramoleculares en cada monómero, esenciales para que el enzima se pliegue en 

KmR

bla

AvaI (37)

AvaI (989)

BamHI (32)

BamHI (994)

HindIII (2)

HindIII (1024)

PstI (18)

PstI (1016)

SmaI (39)

SmaI (991)

ApaLI (1727)

ApaLI (2973)

ApaLI (3470)

3714 bp
p34S-Km3

Figura M.4. Plásmido p34S-Km3. Los sitios de restricción para las enzimas que se indican son
únicos. Se muestra el gen de resistencia a Km. 
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su conformación activa. Estos puentes disulfuro no se pueden establecer habitualmente 

en el citoplasma, por lo que la proteína es activa exclusivamente cuando se exporta a 

través de la membrana interna celular. Esta propiedad convierte a ‘phoA en un elemento 

sensor de señales de exportación de proteínas. Los clones mutantes portadores de fusio-

nes a ‘phoA activas son fácilmente detectables en presencia de un sustrato cromogénico 

de la fosfatasa alcalina como es BCIP (0,1 mM). 

 

 

 
Figura M.5. Mapa del transposón mini-Tn5phoA. En el mapa se indican los sitios de restric-
ción más relevantes, el gen ‘phoA desprovisto de su secuencia señal y el gen de resistencia a 
kanamicina procedente del transposón Tn903. Como cajas oscuras se muestran los límites de la 
unidad transponible, que está clonada en pUT como fragmento XbaI-EcoRI. Ambos sitios de 
restricción son extremos del mini-transposón (indicados como O), y no se movilizan con éste 
durante el evento de transposición. Los sitios BamHI, SmaI y KpnI, que se encuentran delante 
del gen ‘phoA, también están situados fuera del elemento móvil (esquema obtenido de de Lo-
renzo et al., 1990). 
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Tabla M.3. Plásmidos que se han construido en este trabajo. 

Plásmido Características 

pNEMO2 
 
 

Fragmento derivado de un cósmido y clonado en mus27. Contie-
ne los genes hlpBA. KmR, TcR. 

pNEMO5 
 
 
 

Fusión transcripcional de la región promotora de hlpBA (534 pb) 
a ‘lacZ en el pMP220; región promotora amplificada por PCR 
introduciendo los sitios de restricción EcoRI-KpnI. TcR 

pNEMO6 
 
 
 

Fusión transcripcional de la posible región promotora de hlpBA 
(738 pb) a ‘lacZ en el pMP220; región promotora amplificada 
por PCR introduciendo los sitios de restricción EcoRI-SphI. TcR. 

pNEMO4 
 
 

Fragmento de 1,8 kb amplificado por PCR clonado en 
pUC18Not, contiene el gen hlpB. ApR. 

pNEMO4K 
 
 
 
pNEMO4K-1 
 
 

Fragmento de 1 kb amplificado por PCR clonado en pNEMO4, 
contiene un cassette de Km procedente del p34S-Km3 interrum-
piendo hlpB. ApR, KmR. 
 

Fragmento hlpB::Km de 2,8 kb se subclonó en el sitio NotI de 
pKNG101. KmR, SmR. 
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3. MEDIOS DE CULTIVO. 

 

La composición de los medios de cultivo utilizados en este trabajo se detalla a 

continuación. Todos los medios y soluciones se esterilizaron por calor húmedo en un 

autoclave a 121ºC durante 30 minutos aproximadamente, o por filtración, utilizando 

filtros estériles de nitrocelulosa o policarbonato de 0,22 μm de diámetro de poro. A con-

tinuación se detalla la composición de los medios. 

 

3.1. Medios ricos. 

Como medio habitual de crecimiento de las cepas de E. coli y Pseudomonas se 

utilizó el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), cuya composición fue la 

siguiente: bactotriptona, 10 g; extracto de levadura, 5 g; NaCl, 10 g; H2O, hasta 1 litro. 

Para la preparación de medio sólido LB, se añadió bacto-agar (Difco, cat. no. 0140-

01) hasta una concentración final de 1,5% (p/v) y se esterilizó en el autoclave. En la 

preparación de medio LB semisólido para los ensayos de movilidad bacteriana, se utili-

zó bacto-agar a una concentración final de 0,3% (p/v). 

 

3.2. Medios mínimos. 

Para el cultivo de células de E. coli o del género Pseudomonas en medio mínimo 

se utilizó una modificación del medio M9 (Sambrook et al., 1989) cuya composición 

fue la siguiente: solución 10 x M9, 100 ml; solución A9 (“goodies”), 2,5 ml; MgSO4 x 

7H2O (1M), 1ml; citrato férrico amónico 6‰ (p/v), 1ml; H2O, hasta 1 litro. Las solu-

ciones empleadas en este medio se prepararon por separado y se esterilizaron en el auto-

clave. 

La composición de la solución 10 x M9 fue: Na2HPO4 x 12H2O, 70 g; KH2PO4, 

30 g; NH4Cl, 10 g; NaCl, 5 g; H2O, hasta 1 litro. 

La composición de la solución A9 fue la siguiente: HBO3, 300 mg; ZnCl2, 50 

mg; MnCl2 x 4H2O, 30 mg; CoCl2, 200 mg; CuCl2 x 2H2O, 10 mg; NiCl2 x 6H2O, 20 

mg; NaMoO4 x 2H2O, 30 mg; H2O, hasta 1 litro. 
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La composición de la solución 10 x M8 es idéntica al M9, sin embargo, carece 

de fuente de nitrógeno. 

Como medio deficiente en hierro, se utilizó el medio basal MB2 (Gilleland et 

al., 1974), suplida con glucosa (0,5% p/v) como fuente de carbono. La composición de 

la solución 10 x MB2 fue: K2HPO4, 70 g; KH2PO4, 30 g; (NH4)2SO4, 9,2 g; H2O, hasta 

1 litro. 

Como fuente de carbono se utilizaron las que se describen a continuación a las 

concentraciones que se indican: 

a) Glucosa: se preparó una solución concentrada al 20% (p/v), se esterilizó por 

filtración, se almacenó a 4ºC y se añadió al medio a una concentración final 

de 0,5% (p/v). 

b) Benzoato: se preparó una solución concentrada 0,5 M a pH 7,0. Esta solu-

ción se esterilizó en el autoclave, se almacenó a temperatura ambiente y se 

utilizó a una concentración final de 5 mM. 

 

Para cepas de E. coli, los cultivos en medio mínimo se suplementaron con tiami-

na a una concentración final de 0,05 mM a partir de una solución 200 veces concentrada 

y esterilizada por filtración. 

Para la preparación de medios sólidos se añadió al medio mínimo bacto-agar a 

una concentración final de 2% (p/v) o agar noble 2,25% (p/v) 

 

3.3. Condiciones de cultivo. 

 Las cepas de E. coli se cultivaron a 37ºC y P. putida se cultivó a 30ºC. Los cul-

tivos líquidos se incubaron con una agitación de 200 rpm en un incubador orbital Adolf 

Kühner ISF-4-V. 

Las medidas de turbidez de los cultivos bacterianos se realizaron a 660 nm en un 

espectofotómetro UV/VIS PERKIN-ELMER modelo Lambda 3B, utilizando cubetas de 

1 ml de plástico. 
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3.4. Antibióticos. 

Las soluciones de antibióticos se prepararon a una concentración 1000 veces su-

perior a la concentración final de los ensayos, en H2O destilada, excepto el cloramfeni-

col que se preparó en etanol absoluto, y la rifampicina y la tetraciclina que se disolvie-

ron en metanol. Las soluciones preparadas en H2O se esterilizaron por filtración (utili-

zando filtros estériles de acetato de celulosa de 0,22 μm de diámetro de poro [Scheli-

cher-Schuell, cat. no. 10462200]) y se almacenaron a –20ºC. Los antibióticos se utiliza-

ron a las concentraciones finales indicadas en μg/ml: ácido nalidíxico (Nal), 10; ampici-

lina (Ap), 100; cloramfenicol (Cm), 30; estreptomicina (Sm), 25; kanamicina (Km), 50; 

rifampicina (Rif), 50; y tetraciclina (Tc), 15. 

 

 

4. CURVAS DE CRECIMIENTO. 

 

Las cepas a estudiar se cultivaron a 30ºC con agitación continua durante 10-14 

horas en medio mínimo suplido con la fuente de carbono y los antibióticos correspon-

dientes. Los cultivos se diluyeron 1:100 hasta una turbidez a 660nm (DO660) compren-

dida entre 0,03 y 0,05, en el medio en el que se quería estudiar el comportamiento de las 

cepas en cuestión. Se siguió el incremento de la turbidez hasta que el cultivo alcanzó la 

fase estacionaria de crecimiento. 

 

El tiempo de generación en la fase exponencial se calculó según la siguiente 

fórmula: 

g = ln 2 (t – t0) / ln (DO – DO0) 

 

 Donde: g es el tiempo de generación; t, el tiempo transcurrido hasta alcanzar la 

fase logarítmica tardía; t0, tiempo inicial en fase logarítmica temprana; DO, turbidez del 

cultivo a tiempo t; y DO0, turbidez del cultivo a tiempo t0. 
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5. TRANSFERENCIA DE PLÁSMIDOS: CONJUGACIÓN 

 

La transferencia de ADN plasmídico a cepas de Pseudomonas desde E. coli se 

realizó mediante conjugación. La movilización a P. putida de los plásmidos con un ori-

gen de transferencia oriT del plásmido pRP4 se realizó mediante conjugación tripartita 

(de Lorenzo y Timmis, 1994) en la que participaron la cepa donadora E. coli (portadora 

del plásmido a movilizar), la cepa receptora P. putida y la cepa auxiliar E. coli HB101 

(pRK600). El plásmido pRK600 determina funciones de transferencia pero no se replica 

en Pseudomonas. 

 

Se partió de cultivos incubados a 30ºC con agitación durante 12-16 horas de las 

cepas donadora y receptora del plásmido en cuestión, así como de la cepa portadora del 

plásmido auxiliar. Se recogieron aproximadamente 108 células de cada cultivo mediante 

centrifugación a 12000 g durante 2 minutos, y el sedimento se lavó 2 veces con 1 ml de 

tampón 1 x M9. Posteriormente, las células se mezclaron y se recogieron por centrifu-

gación a 12000 g durante 2 minutos. A continuación, se suspendieron en 50 μl de tam-

pón 1 x M9 y se depositaron sobre un filtro de nitrocelulosa estéril de 0,22 μm de diá-

metro de poro colocado sobre la superficie de una placa de LB sólido y se incubó a 

30ºC durante 6-8 horas. Transcurrido este tiempo, el filtro con las células se transfirió a 

un tubo con 5 ml de tampón 1 x M9 y las células se suspendieron por agitación. A partir 

de esta suspensión se hicieron diluciones seriadas en el mismo tampón y se sembraron 

placas de medio selectivo para los transconjugantes; éstos fueron receptores que habían 

adquirido el plásmido de los donadores. Las placas se incubaron a 30ºC hasta la apari-

ción de los transconjugantes. Las cepas donadora, receptora y auxiliar, se sometieron al 

mismo tratamiento y se sembraron en placas del mismo medio selectivo, sirviendo de 

esta manera como controles negativos de la conjugación. 

Se hicieron siembras en los medios correspondientes para la selección de las ce-

pas donadora, receptora y auxiliar en su caso, con objeto de realizar el conteo del núme-

ro de bacterias totales iniciales presentes en el cruzamiento. La frecuencia de transcon-
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jugantes se expresó como el número de transconjugantes en función del número de re-

ceptores. 

 

6. AISLAMIENTO DE ADN PLASMÍDICO. 

 

Para el aislamiento de ADN plasmídico se utilizaron los métodos que se descri-

ben a continuación, dependiendo del grado de pureza requerida para el uso posterior del 

ADN y del tamaño del plásmido en cuestión. 

 

6.1. Método de “Qiapreps”. 

 El sistema “Qiapreps Spin Plasmid Kit” (QIAGEN, ref. 27104) se utilizó para la 

preparación rápida de ADN plasmídico libre de ARN para su uso en secuenciación y 

clonación, partiendo de un volumen de cultivos de 3 ml y siguiendo las instrucciones 

del fabricante. 

 

6.2. Método de la lisis alcalina. 

 Para el aislamiento de plásmidos a pequeña escala se utilizó el método de la lisis 

alcalina (Maniatis et al., 1982). Este método se utilizó para la comprobación de los 

plásmidos de nueva construcción. 

 Se partió de un volumen de 1,5 ml de cultivo. Las células se recogieron por cen-

trifugación a 12000 g durante 5 minutos. Tras eliminar el sobrenadante, éstas se suspen-

dieron en 100 μl de GTE y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, se añadieron 200 μl de solución de lisis, se agitó el tubo por inversión y se 

incubó la mezcla durante 5 minutos en un baño de hielo. El lisado se neutralizó aña-

diendo 150 μl de tampón acetato sódico 3M pH 4,8 y, tras mezclar el contenido del tubo 

por inversión, se incubó durante 5 minutos en un baño de hielo. Las proteínas, el ADN 

cromosómico y los restos celulares se eliminaron por centrifugación a 12000 g durante 

10 minutos y el sobrenadante se transfirió a un tubo limpio. Posteriormente, se añadie-

ron 2 volúmenes de etanol frío y la mezcla se incubó a –20ºC durante 30 minutos. El 
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ADN se precipitó por centrifugación a 12000 g durante 5 minutos. El sedimento de 

ADN se dejó secar a 37ºC y se resuspendió en 50 μl de TE. 

 

La composición de las soluciones empleadas en este procedimiento fue la siguiente: 

- GTE: glucosa, 50 ml; Tris-HCl (pH 8,0), 25 mM; y EDTA-Na2, 10 mM. Esta 

solución se esterilizó en el autoclave y se conservó a 4ºC. 

- Solución de lisis: dodecil sulfato sódico (SDS), 1% (p/v); y NaOH, 0,2 N. 

Esta solución se prepara inmediatamente antes de su uso a partir de solucio-

nes concentradas al 10 % (p/v) de SDS y de 2 N de NaOH. 

- Tampón acetato sódico pH 4,8: acetato sódico 5 M, 60 ml; ácido acético gla-

cial, 11,5 ml; H2O, hasta 100 ml. El pH se ajustó a 4,8 con ácido acético gla-

cial. La solución se esterilizó en el autoclave y se conservó a 4ºC. 

- TE: Tris-HCl (pH 8,0), 10 mM; EDTA, 1 mM. Esta solución se esterilizó en 

el autoclave y se almacenó a 4ºC. 

 

7. AISLAMIENTO DE ADN TOTAL. 

 

Se utilizó el método descrito por Ausubel et al., (1991) partiendo de 1,5-3 ml de 

cultivo bacteriano. Tras recoger las células por centrifugación y lavarlas con TE, éstas 

fueron resuspendidas en 567 μl de la misma solución, a la que se le añadió posterior-

mente, 30 μl de SDS al 10% (v/v) y 3 μl de proteinasa K (20 mg/ml). Tras 1 h de incu-

bación a 37ºC, se les añadieron 100 μl de NaCl 5 M, agitando vigorosamente, y 80 μl de 

CTAB/NaCl (bromuro de hexadeciltrimetilamonio 10 % (p/v) en cloruro de sodio 0,7 

M). La mezcla se incubó 10 min a 65ºC. Posteriormente se hizo una extracción con fe-

nol:cloroformo:alcohol isoamílico, seguida de dos extracciones con cloroformo:alcohol 

isoamílico para eliminar los posibles restos de fenol. Se añadieron a la fase acuosa 0,6 

vol de isopropanol para la precipitación del ADN. Posteriormente se hicieron dos lava-

dos con etanol 70% (v/v), se resuspendió el ADN en agua milliQ estéril y se cuantificó. 
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8. TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS DE Escherichia coli y Pseudomonas sp. 

 

8.1. Preparación de células competentes. 

 La preparación de células competentes de E. coli para su transformación poste-

rior se realizó utilizando el método de Nishimura y colaboradores (1990). La cepa co-

rrespondiente de E. coli se inoculó en 3 ml de LB suplido con los antibióticos adecua-

dos, y se incubó a 37ºC con agitación durante 12-16 horas. Este cultivo se diluyó 100 

veces en 50 ml de solución A y se incubó a 37ºC con agitación hasta alcanzar la fase 

exponencial temprana de crecimiento (DO660 = 0,5). A partir de este momento, se traba-

jó en frío, ya que de este modo, la eficiencia de transformación fue 10 veces superior. 

Las células se mantuvieron en un baño de hielo durante 10 minutos, y se recogieron por 

centrifugación a 12000 g durante 5 minutos a 4ºC. A continuación se resuspendieron 

cuidadosamente en 0,5 ml de solución A fría (4ºC). Posteriormente, se añadieron 2,5 ml 

de solución B fría (4ºC) y la mezcla se agitó cuidadosamente. La suspensión celular se 

dividió en alícuotas de 150 μl que se mantuvieron a –80ºC hasta el momento de su uso. 

Las soluciones empleadas se conservaron a 4ºC. Su composición fue la siguiente: 

- Solución A: LB suplido con MgSO4 x 7H2O, 10 mM; y glucosa, 0,2% (p/v). 

Esta solución es perecedera y debe ser preparada en el momento de ser usa-

da. 

- Solución B: LB suplido con glicerol, 36% (v/v); polietilenglicol (PEG)-7500, 

12% (p/v); y MgSO4 x 7H2O, 12 mM. 

 

8.2. Transformación. 

 La transformación de células competentes de E. coli con ADN plasmídico, se 

realizó utilizando el método descrito por Nishimura et al. (1990). Una alícuota de la 

suspensión celular, mantenida a –80ºC, se transfirió a un baño de hielo y se añadieron 

0,1-1 μg de ADN. La mezcla se incubó primero en un baño de hielo durante 30 minutos, 

a continuación se aplicó un choque térmico sometiéndola a 42ºC durante 1 minuto y 

finalmente, en un baño de hielo durante 1-2 minutos. Posteriormente, se añadió 1 ml de 

LB y las células se incubaron durante 1 hora a 37ºC con agitación para permitir la ex-
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presión de el(los) gen(es) de resistencia a antibiótico(s) codificado(s) en el plásmido 

introducido. Las células que habían adquirido el plásmido, y por tanto la resistencia al 

(los) antibiótico(s), se seleccionaron sembrando alícuotas de 50-200 μl de la suspensión 

celular en placas de LB sólido suplido con el(los) antibiótico(s) adecuado(s). Las placas 

se incubaron a 37ºC hasta la aparición de colonias, generalmente durante 16-24 horas. 

 

8.3. Electrotransformación. 

 La transferencia por electroporación es el método más utilizado para transferir 

ADN a las cepas de Pseudomonas. Para llevarlo a cabo es necesario que las células que 

van a ser electroporadas sean electrocompetentes. 

La preparación de células competentes de Pseudomonas sp. para electroporación se rea-

lizó mediante el método de Enderle y Farwell (1998). Se partió de un cultivo reciente de 

Pseudomonas putida en medio sólido incubando a 30ºC durante 10-14 horas (no debe 

mantenerse a 4ºC pues baja la eficiencia). De este cultivo se tomaron 3 mg de células, 

evitando arrastrar el agar del medio, y se resuspendieron en 0,5 ml de H2O destilada 

estéril. Las células de la mezcla homogénea se recogieron por centrifugación a 12,000 x 

g, tras lo que se eliminó el sobrenadante y el sedimento se volvió a resuspender en 0,5 

ml de H2O destilada estéril, recogiéndose en las mismas condiciones. Posteriormente se 

resuspendieron en 40 μl de H2O destilada estéril y a partir de ese momento las células se 

mantuvieron en hielo hasta el pulso eléctrico. A la suspensión de células enfriadas en 

hielo se añadieron entre 50 y 150 ng de ADN libre de sales, para ello debe haber sido 

dializada o fenolizada dicha muestra. Tras 1 minuto de incubación en hielo, la mezcla 

de células y ADN plasmídico se transfirió a una cubeta de electroporación de 2 mm de 

anchura previamente enfriada, donde recibieron un pulso eléctrico de 1,8 kV/cm en un 

electroporador modelo Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad, cat. no. 165-2098). Tras el 

pulso, se añadió a las células 1 ml de medio rico SOC, a temperatura ambiente, y la sus-

pensión se incubó de 1 a 3 horas a 30ºC con agitación, dependiendo del tiempo requeri-

do para la expresión de la resistencia a antibiótico que portase el plásmido. A continua-

ción, la suspensión o sus diluciones seriadas se sembraron en placas de medio selectivo 

para la selección de células portadoras de plásmido. 
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En la preparación de células electrocompetentes de E. coli, se siguió el mismo 

protocolo que adjunta Bio-Rad con el electroporador modelo Gene Pulser Apparatus. La 

suspensión de células así preparadas se distribuyeron en alícuotas de 40 μl en tubos Ep-

pendorf preenfriados y se almacenaron a –80ºC. Las condiciones del pulso fueron las 

mismas descritas anteriormente para Pseudomonas sp. 

 

9. MANIPULACIÓN DE ADN Y ARN 

 

9.1. Determinación de la concentración de ADN y ARN. 

 Para estimar la concentración de ADN de una solución se utilizó el método es-

pectrofotométrico descrito por Sambrook y colaboradores (1989). Se determinó la ab-

sorbancia de la solución de ADN y ARN a 260 y 280 nm, frente a una muestra de refe-

rencia de H2Od o TE, dependiendo del disolvente utilizado en la disolución del ácido 

nucleico. La concentración de cada muestra se calculó tomando como referencia el va-

lor estándar de A260=1 para soluciones que contienen 50 μg/ml de ADN de cadena doble 

o 40 μg/ml de ARN. La relación A260/A280 se utilizó para determinar el grado de pureza 

de las preparaciones, de forma que los valores de esta relación por debajo de 1,8 se con-

sideran indicadores de contaminación por proteínas y/o fenol. 

 

9.2. Digestión de ADN con enzimas de restricción. 

 Las digestiones de ADN con enzimas de restricción se realizaron en las condi-

ciones óptimas para cada enzima indicadas por el fabricante. Las reacciones contenían 

habitualmente 0,5-5 μg de ADN; 0,1 volúmenes del tampón de restricción correspon-

diente diez veces concentrado suministrado por la casa comercial; y 0,5-5 unidades del 

enzima de restricción, en volúmenes finales de 10-30 μl utilizando H2O o TE para com-

pletarlos. En los casos requeridos, se añadió albúmina comercial. Las digestiones se 

llevaron a cabo incubando las mezclas de reacción durante 2 horas a la temperatura in-

dicada por el fabricante (Roche o NewEngland Biolabs). Cuando fue necesario el enzi-

ma de restricción se inactivó por calor, por extracción fenólica, o por purificación del 

ADN tras electroforesis en gel de agarosa. 
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9.3. Defosforilación de ADN con fosfatasa alcalina. 

 Partimos de ADN lineal, previamente digerido con enzimas de restricción. Se 

añadió 1 unidad de fosfatasa alcalina de gamba ártica (USB-Amercham, ref E70092Z) 

por cada 5-10 pmoles de extremos 5’. Como tampón de dilución se utilizó 50 mM Tris-

HCl, pH 8.0 suministrado por el fabricante. A la mezcla se añadió 0,1 volúmenes del 

tampón (200 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM MgCl2) y se incubó 1 h a 37ºC. Finalmen-

te la reacción se detuvo por calor (10 minutos a 65ºC) o mediante extracción fenólica. 

 

9.4. Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa. 

 La separación y visualización tanto de plásmidos completos, como de fragmen-

tos de ADN originados por la digestión con enzimas de restricción se realizó mediante 

electroforesis en geles de agarosa. Se llevó a cabo según Sambrook et al., (1989), utili-

zando geles de agarosa al 0,8% (p/v) preparados en tampón TAE. Los fragmentos de 

ADN menores de 500 pb se separaron en geles de agarosa al 1,5% (p/v). Por cada 5 μl 

de muestra a analizar se añadió 1 μl de tampón de carga, y la mezcla se depositó en un 

pocillo del gel sumergido en una cubeta con el mismo tampón. La separación se realizó 

por electroforesis horizontal sumergida a un voltaje de 5-10 V/cm. 

 Para visualizar el ADN los geles se tiñeron por inmersión en una solución de 

bromuro de etidio (10 mg/ml) durante 15 minutos y, después de lavar con agua para 

eliminar el exceso de bromuro de etidio, se expusieron a luz ultravioleta (254 nm) en un 

transiluminador. El tamaño de los fragmentos de ADN se estimó por comparación con 

el patrón de restricción del ADN del fago λ cortado con el enzima HindIII, o alternati-

vamente, con los marcadores comerciales VIII y X (Roche Molecular Biochemicals, ref. 

1336045 y 1498037, respectivamente). Las imágenes se recogieron con una vídeo-

cámara acoplada a una impresora térmica, utilizando el equipo Gel-Doc 2000 de la casa 

comercial Bio-Rad. 

La composición de los tampones y soluciones utilizados en este proceso fue la 

siguiente: 
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- Tampón de carga: glicerol, 30% (v/v); azul de bromofenol, 0,3% (p/v); 

xilencianol, 0,3% (p/v). 

- Tampón TAE: Tris-Base, 4,84 g; ácido acético glacial, 1,14 ml; EDTA 

0,5M, pH 8, 0,2 ml; H2O, hasta 1 litro. Este tampón se preparó a partir de 

una solución 50 veces concentrada y esterilizada en el autoclave. 

 

El marcador de peso molecular se preparó de la siguiente forma: se cortaron 80 μl de 

ADN de fago λ (250 μg/mg) con 1,5 unidades /μg ADN de HindIII. Una vez digerido el 

ADN, la mezcla se incubó a 80ºC para separar las regiones cohesivas de λ, posterior-

mente se añadieron 80 μl de tampón de carga y se completó el volumen hasta 400 μl 

con TE. La concentración final de ADN en la solución fue de 50 μg/ml. El marcador X 

(0,07-12,2 kb) y VIII (0,037- 1,11 kb) manufacturados por Roche, se diluyeron en TE 

hasta alcanzar una concentración final de 50 ng/μl. Todas las soluciones de marcadores 

se almacenaron a 4ºC. 

 

Cuando fue necesario la separación y visualización del ARN total también se 

realizó mediante electroforesis en geles de agarosa, para comprobar si existía contami-

nación de ADN genómico en las muestras. El procedimiento fue el mismo que el descri-

to para ADN, con las variaciones siguientes: todo el material de electroforesis se enjua-

gó previamente en SDS 1% (p/v) y se aclaró con una solución autoclavada de DEPC 

1:1000 en H2O. El tampón TAE se preparó por dilución del 50 veces concentrado (ante-

riormente descrito) en solución autoclavada de DEPC 1:1000 en H2O. La concentración 

de agarosa en los geles fue de 1,5 % (p/v) en lugar de 0,8% (p/v) y se acompañó de 

0,1% (p/v) SDS. Todo el material de vidrio para preparar estas soluciones se trató pre-

viamente con cloroformo para eliminar posibles contaminaciones con ARNasas. 
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9.5. Recuperación de fragmentos de ADN de geles de agarosa. 

Los fragmentos de ADN se recuperaron de los geles de agarosa con ayuda de un 

bisturí y se extrajeron utilizando el sistema comercial QIAquick Gel Extraction Kit 

(QIAGEN cat. 28704), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

9.6. Ligación de ADN. 

Para la ligación de moléculas de ADN se partió de fragmentos lineales obtenidos 

por digestión con enzimas de restricción en sitios compatibles para la ligación. El vector 

linearizado y el fragmento de ADN obtenido por digestión con uno o varios enzimas de 

restricción y purificado (según se indica en el apartado 9.3 y 9.4), se mezclaron en una 

proporción adecuada y se añadió 0,1 volúmenes de tampón de ligación (Roche, 

ref.1243292) y una unidad de ADN-ligasa del fago T4 (Roche, ref. 481220) en un vo-

lumen final de 15-20 μl completados con H2O o TE. La mezcla de reacción se incubó a 

8-12ºC durante 12-24 horas. 

 

9.7. Reacción de amplificación en cadena con ADN polimerasa termorresistente 

(PCR). 

La reacción de amplificación exponencial en cadena con ADN polimerasa ter-

morresistente se llevó a cabo para la obtención de fragmentos de ADN para su posterior 

clonaje o secuenciación, para la obtención de sondas marcadas con digoxigenina, y en la 

identificación de secuencias de ADN específicas. 

La reacción de amplificación contenía: ADN molde (hasta 2 µg de ADN cromo-

sómico o plasmídico); cebadores, 50-100 pmoles; tampón de Taq ADN-polimerasa 

(KCl, 50 mM; MgCl2, 1,5 mM; Tris-HCl, 10 mM pH 9); dNTPs, cada uno 0,1 mM; Taq 

ADN polimerasa, 0,5 unidades; H2O milliQ, hasta 50 µl. 

En el caso de que el producto de la PCR fuera una sonda marcada, la reacción 

contenía: ADN molde, 250 ng; cebadores, 50 pmoles; tampón de Taq ADN-polimerasa 

(KCl, 50 mM; MgCl2, 1,5 mM; Tris-HCl, 10mM pH 9); dNTPs-DIG, cada uno 0,1 mM 

(la proporción dTTP:DIG-11-dUTP utilizada fue de 9:1); Taq ADN polimerasa, 0,5 

unidades; H2O milliQ, hasta 50 µl. 
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Las condiciones estándar de la reacción de amplificación fueron las siguientes: 

tras una desnaturalización inicial a 94ºC durante 3 minutos, se realizaron 25 ciclos de 1 

minuto a 94ºC, 1 minuto de apareamiento a la temperatura adecuada para cada pareja de 

cebadores (de 48ºC a 60ºC) y 1 minuto de extensión por cada kb de ADN molde. A es-

tos 25 ciclos le siguieron 7-10 minutos a 72ºC para finalizar una posible extensión in-

completa de los productos de PCR. Cuando la reacción estándar no resultó satisfactoria, 

se combinaron distintas modificaciones en la concentración de MgCl2 (incrementada a 3 

ó 4,5 mM) y/o la presencia de ciertos compuestos en la mezcla de reacción, como por 

ejemplo DMSO al 5% (v/v) que disminuyen la Tm del ADN. Los productos obtenidos 

tras la amplificación se purificaron utilizando el sistema comercial QIAquick PCR Puri-

fication Kit (QIAGEN, cat. no. 28104) para eliminar los cebadores y los dNTPs no in-

corporados. 

Cuando la reacción de PCR se utilizó como técnica para la identificación de un 

plásmido recombinante de entre un conjunto de candidatos potenciales, se llevó a cabo 

PCR de colonia utilizando el método anteriormente descrito, sustituyendo en la mezcla 

de reacción el ADN cromosómico o plasmídico por biomasa procedente de una colonia. 

 

9.8. Secuenciación de ADN. 

 La secuenciación de ADN se realizó en el servicio de secuenciación automática 

del Grupo de Degradación de Tóxicos Orgánicos de la Estación Experimental del Zaidín 

(CSIC-Granada), donde disponen del secuenciador ABI PRISM™ (modelo 3100) de 

Perkin Elmer. En el proceso de secuenciación se utilizó el sistema “DNA Sequencing 

Kit AmpliTaq DNA polymerase” (Perkin- Elmer, ref 402122), basado en la utilización 

de dideoxinucleótidos marcados con distintos cromóforos fluorescentes. Los oligonu-

cleótidos empleados como cebadores en la secuenciación se sintetizaron en los laborato-

rios Roche Molecular Biochemicals. 
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9.9. Aislamiento y purificación de ARN. 

 Para experimentos de “extensión a partir de cebador” y RT-PCR, se purificó 

ARN de la cepa Pseudomonas putida KT2440. La extracción de ARN se realizó si-

guiendo las instrucciones descritas por Molecular Research Center, Inc. para el reactivo 

TRI REAGENT-LS. Es importante usar guantes durante todo el proceso de extracción y 

cambiarlos frecuentemente, puntas sin autoclavar obtenidas de una bolsa recién abierta, 

material de vidrio tratado previamente con cloroformo y soluciones tratadas con dietil-

pirocarbonato (DEPC) o preparadas en H2Od tratada con DEPC (H2ODEPC) para evitar la 

degradación del ARN por ribonucleasas. El H2ODEPC se obtiene tras esterilizar por auto-

clave una solución de DEPC al 0,1 % (v/v) en H2Od incubada previamente al menos 

durante 60 minutos a temperatura ambiente y en agitación. 

 Para la preparación de ARN se recogieron sedimentos celulares de cultivos en 

fase de crecimiento exponencial en tubos para ARN previamente enfriados. Para la ex-

tracción se añadieron 200 μl de H2ODEPC fría al sedimento celular y se resuspendieron 

con pipeta. A continuación se añadieron 750 μl del reactivo TRI REAGENT-LS y tras 

resuspender bien los precipitados celulares, las muestras se incubaron durante 10 minu-

tos a 60ºC. Posteriormente, se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 minutos a 4ºC y se 

recogió la fase acuosa, que pasó a un tubo limpio al que se le añadieron 200 μl de BCP. 

Las muestras se agitaron de nuevo para homogeneizarlas y se dejaron 5-10 minutos a 

temperatura ambiente. Después se centrifugaron a 10.000 x g durante 15 minutos a 4ºC 

y se recogió la fase acuosa, que se pasó a un tubo limpio al que se le añadieron 500 μl 

de isopropanol frío para precipitar el ARN. Las muestras se mezclaron por inversión, se 

dejaron 5-10 minutos a temperatura ambiente y se concentraron por centrifugación a 

10.000 x g durante 8 minutos a 4ºC. Los sedimentos se lavaron con etanol 70% (v/v), se 

centrifugaron durante 5 minutos en las condiciones anteriores y se secaron en una estufa 

a 37ºC. Finalmente, se resuspendieron en 30 μl de H2ODEPC. 

El ADN presente en los ácidos nucleicos extraídos se eliminó mediante trata-

miento con la enzima ADNasa I de páncreas bovino. A cada una de las muestras se le 

añadieron 25 μl de una solución preparada en H2ODEPC que contenía 20 U de inhibidor 

de ARNasa (“RNase-Inhibitor”, Roche Molecular Biochemicals, ref. 799025), ditiotrei-
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tol (DTT) 4 mM, MgCl2 40 mM y 10 U de ADNasa I libre de ARNasa (Roche Molecu-

lar Biochemicals, ref. 776785). La mezcla se incubó durante 1 hora a 37ºC. Tras este 

tratamiento, se realizaron dos extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

25:24:1 (v/v/v), y una extracción con cloroformo:alcohol isoamílico 24:1 (v/v). El ARN 

presente en la fase acuosa de la última extracción se precipitó añadiendo 0,1 volúmenes 

de acetato sódico 3 M pH 4,8 y 2,5 volúmenes de etanol frío e incubando la mezcla 30 

minutos a –70ºC. Las muestras se centrifugaron a 10.000 x g durante 15 minutos a 4ºC 

y el sedimento se lavó con 1 ml de etanol 70% (v/v), se centrifugó durante 5 minutos en 

las mismas condiciones anteriores y se secó a 37ºC. Las muestras de ARN se resuspen-

dieron en 25 μl de H2ODEPC y se almacenaron a –20ºC. 

 Posteriormente fueron verificadas en un gel de agarosa-TAE 1,5% (p/v) y se 

cuantificó la concentración espectrofométricamente, con cubetas de cuarzo de 0,3 ml. 

Normalmente la muestra se diluyó 300 veces para su cuantificación. 

 

9.10. Reacción de amplificación en cadena con ADN polimerasa termorresistente 

acoplada a una reacción de transcripción reversa (RT-PCR). 

 

9.10.1. Cebadores utilizados. 

 Como cebadores complementarios a las cadenas de ARNm se utilizaron los oli-

gonucleótidos que se muestran en la Tabla M.4. 

Tabla M.4. Oligonucleótidos utilizados como cebadores en las reacciones de exten-
sión 
Nombre Secuencia (5’→3’) Características 

RT-1 CAAAGCCAAGGGATATCGTTG Hibrida con el gen hlpB (nucleótidos 2714 
al 2734 de la Fig.C.I.2) 

RT-2 TCGAGCCACAGCAGGTTGAT Hibrida con el gen hlpB (nucleótidos 2996 
al 3015 de la Fig.C.I.2) 

RT-3 TACATCGGCCTGGACCTG Hibrida con el final de hlpB para amplificar 
la región intergénica (nucleótidos 3368 al 
3385 de la Fig.C.I.2) 

RT-4 GCCCTGGAACTGCGGGTT Hibrida con el principio de hlpA para am-
plificar la región intergénica (nucleótidos 
3899 al 3916 de la Fig.C.I.2) 

RT-5 AGCTCGACCAGCAACCTG Hibrida con el gen hlpA (nucleótidos 5429 
al 5446 de la Fig.C.I.2) 

RT-6 AACCTGGTTGGTCGTGCG Hibrida con el gen hlpA (nucleótidos 5699 
al 5716) 
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9.10.2. Reacción de amplificación en cadena con ADN polimerasa termorresistente 

acoplada a una reacción de transcripción reversa (RT-PCR). 

Mediante RT-PCR se puede determinar la presencia o ausencia de moldes de 

ARN en una muestra. Se trata de una técnica semicuantitativa que puede llegar a dar 

una idea de la expresión de un gen. En nuestro caso se empleó para dilucidar si un con-

junto de genes formaban o no parte de una única unidad transcripcional, esto es, si cons-

tituían un operón. 

Para ello, células de P. putida KT2440 y los mutantes mus-27 y mus-28 se culti-

varon en medio LB líquido hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial (DO660 

entre 0,5 y 0,6) momento en el que se aisló el ARN total, tal y como se describe en el 

apartado 9.9 de esta sección. La reacción de transcripción reversa y la posterior reacción 

de amplificación del ADNc, se realizaron utilizando el sistema comercial “Titan One 

Tube RT-PCR System” (Roche Molecular Biochemicals, ref. 1855476) siguiendo las 

instrucciones del fabricante, con los oligonucleótidos adecuados para cada caso. La 

transcripción reversa se realizó incubando las muestras a 42ºC durante 30 minutos. Las 

condiciones estándar de la reacción de amplificación fueron las siguientes: tras una des-

naturalización inicial a 94ºC durante 2 min, se realizaron 30 ciclos en las siguientes 

condiciones: 94ºC, 30 seg; 50ºC, 30 seg; 68ºC, 30 seg, y finalmente se realizó una ex-

tensión a 68ºC durante 7 minutos. La temperatura de hibridación se modificó en función 

de los cebadores utilizados. En este ensayo se realizó un control negativo para detectar 

posibles falsos positivos en la reacción de extensión debido a la presencia de ADN en 

las muestras de ARN. Como controles negativos se realizó una PCR normal a partir de 

las muestras de ARN. En estas reacciones no se obtuvo ningún producto de amplifica-

ción. Los productos de RT-PCR se separaron en geles de 2% (p/v) agarosa-TAE y se 

observaron sobre una lámpara de luz ultravioleta tras ser teñidos en una solución de 

bromuro de etidio. 
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10. EXTENSIÓN REVERSA A PARTIR DE UN CEBADOR 

 

10.1. Marcaje de cebadores 

 Los oligonucleótidos utilizados como cebadores se marcaron por fosforilación 

en su extremo 5’ con [γ-32P]ATP (Amersham Pharmacia Biotech, ref. AA0068). Cada 

reacción contenía 5 pmoles de oligonucleótido, 1 μl del tampón de la enzima polinu-

cleótido kinasa concentrado 10 veces (Tris 0,5 M pH 7,6; MgCl2 0,1M; DTT 50 mM; 

espermidina 1 mM; EDTA 1 mM), 1 μl de [γ-32P]ATP (>3.000 mCi/mmol) y 1 U de la 

enzima polinucleótido kinasa del fago T4 (Roche Molecular Biochemicals, ref. 

838292), en un volumen final de 10 μl. Las mezclas de reacción se incubaron a 37ºC 

durante 1 hora. La kinasa se eliminó tratando la mezcla con fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico (25:24:1 [v/v/v]), y el exceso de [γ-32P]ATP se eliminó por filtración a través 

de una columna comercial con gel de poliacrilamida en Tris 10 mM pH 7,4 (“Micro 

Bio-Spin 6 Column Tris”, Bio-Rad, ref. 732-6222) siguiendo las instrucciones del fabri-

cante. 

 El porcentaje de oligonucleótido marcado se calculó utilizando un detector de 

radiaciones “TRI-CARB 1500 Liquid Scintillation Analyzer” de Packard. Se determinó 

el número de desintegraciones por minuto (cpm) de una muestra de 0,5 μl del oligonu-

cleótido a la que se añadieron 4 ml de líquido de centelleo. 

 

10.2. Reacción de extensión 

 Como cebadores complementarios a las cadenas de ARNm se utilizaron los oli-

gonucleótidos que se muestran en la Tabla M.5. Los cebadores hibridaban con secuen-

cias próximas al extremo 5’ de los genes en estudio. 
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TABLA M.5. Oligonucleótidos utilizados como cebadores en las reacciones de extensión 

Nombre Secuencia (5’→3’) Características 

PE GATCCGCTGACTGACCGGTT Hibrida con orf PP1452 
(nucleótidos 624 al 643 de la 
Figura C.I.2). Purificado por 
HPLC 

PE-1 CAGCACCTGGGGAATGGACAG Hibrida con orf PP1450 
(nucleótidos 1949 al 1969 de 
la Figura C.I.2). Purificado 
por HPLC 

PE-2 GCCCTGGAACTGCGGGTT Hibrida con orf PP1449 
(nucleótidos 3899 al 3916 de 
la Figura C.I.2). Purificado 
por HPLC  

 

Para la hibridación con los oligonucleótidos marcados con las cadenas de ARN, se mez-

claron 2 μl de tampón de hibridación (NaCl 2M, Piperacina-N,N’-bis(2-etanosulfonato) 

[PIPES] 50 mM pH 6,4), 105 cpm del oligonucleótido marcado y 25 μg de ARN total, 

en un volumen final de 10 μl en H2ODEPC. La mezcla se incubó a 85ºC durante 5 min, 

posteriormente se pasó a un baño a 65ºC, donde se incubó durante 10 min, y se dejó 

enfriar lentamente hasta 44ºC. La reacción de extensión se realizó añadiendo 40 μl de 

una solución que contenía el tampón de la transcriptasa reversa (Tris-HCl 62,5 mM pH 

8,2; MgCl2 10 mM; KCl 37,5 mM; DTT 1,25 mM), los 4 desoxinucleótidos a 1 mM 

cada uno, 20 U de inhibidor de ARNasas, 3 μg de actinomicina D y 7 U de la transcrip-

tasa reversa del virus de la mieloblastosis de ave (Roche Molecular Biochemicals, ref. 

109118). La mezcla se incubó a 44ºC durante 1 hora. La reacción se detuvo mediante la 

adición de 5 μl de acetato sódico 3 M pH 4,8 y 150 μl de etanol frío (-20ºC), y la mues-

tra se dejó precipitando durante 10-14 horas a -20ºC. 

Las reacciones de extensión se precipitaron por centrifugación a 12.000 x g durante 15 

min a 25ºC. Se lavaron con etanol 70% (v/v) frío (-20ºC) y se dejaron secar a 90ºC du-

rante 3 min. Finalmente el ADNc se resuspendió en 4 μl de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8; 

EDTA 1 mM) y 2 μl de tampón de carga con formamida (0,3 % [p/v] azul de bromofe-

nol; 0,3 % [p/v] xilencianol; 10 mM EDTA pH 7,5; 97,5% [v/v] formamida desioniza-

da). Las muestras se desnaturalizaron mediante exposición a 90ºC durante 5 min y se 

enfriaron en hielo antes de su separación por electroforesis. 
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10.3. Separación de las cadenas extendidas de ADNc mediante electroforesis 

 La separación de las cadenas de ADNc se llevó a cabo mediante electroforesis 

desnaturalizante en geles de poliacrilamida (40 x 20 cm de tamaño) al 6,5 % (p/v) en 

TBE (Tris-base 54 g/l; ácido bórico 27,5 g/l; EDTA 10 mM, pH 8) a potencia fija de 40 

W y voltaje variable entre 1.500 y 2.000 V. La solución de acrilamida se preparó disol-

viendo urea (a 0,42 g/ml de concentración final) en 6,5% (p/v) de acrilamida: N,N’-

metilenbisacrilamida en proporción 19:1 (p/p) en TBE, y una vez preparada se filtró a 

través de una membrana de nitrocelulosa mediante vacío. Para catalizar la polimeriza-

ción de la acrilamida, a 60 ml de la solución anterior se le añadieron 250 μl de persulfa-

to amónico 10% (p/v) recién preparado y 75 μl de N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina 

(TEMED). 

 El montaje de las placas de cristal de la unidad de electroforesis, una de las cua-

les se trató con dimetildiclorosilano para evitar la adhesión del gel, se realizó según las 

instrucciones del fabricante. 

 Una vez finalizada la separación, el gel se transfirió a un papel de filtro What-

man 3MM, se cubrió con papel de plástico transparente y se secó al vacío en un secador 

Bio-Rad a 80ºC durante 30 min. Las bandas de ADNc del gel se visualizaron por auto-

rradiografía utilizando métodos estándar tras al menos 48 horas de exposición a -80ºC. 

Alternativamente, la radiactividad acumulada en el gel se cuantificó con un Molecular 

Imager modelo FX (Bio-Rad) utilizando una pantalla IP (Fuji). 

 

11. MUTAGÉNESIS. 

 

11.1. Construcción de mutantes por reemplazamiento alélico. 

Para la construcción de mutantes de P. putida por recombinación homóloga se 

utilizó el plásmido pKNG101 (ver apartado de plásmidos), en el cual se clonó el gen a 

mutar interrumpido por un gen marcador (cassette de resistencia a kanamicina) de ma-

nera que hubiese suficiente secuencia de ADN, preferiblemente 1 kb o más, a cada lado 

de dicho marcador. El plásmido se transfirió desde E. coli CC118λpir a P. putida por 



Materiales y Métodos 
 

 54 

conjugación “tripartita”. Se seleccionaron los transconjugantes resistentes a estreptomi-

cina, surgidos como consecuencia de la integración del vector en el cromosoma del 

huésped por recombinación homóloga a través de las secuencias que flanquean el mar-

cador. Se comprobó que estas cepas (denominadas merodiploides o cointegrados) po-

seían el fenotipo que les confería el marcador introducido (resistencia a Km). De esta 

forma se descartaron posibles mutantes espontáneos resistentes a estreptomicina. Los 

merodiploides fueron de dos tipos: aquellos en los que la recombinación se había pro-

ducido antes del marcador, y aquellos en los que se había producido después del mismo. 

Las cepas merodiploides no deberían crecer en el medio LB suplido con estreptomicina 

(100 μg/ml) y sacarosa al 5% (p/v), pero en ocasiones, las condiciones del medio tuvie-

ron que optimizarse (aumentando la concentración de sacarosa) para alcanzar dicho fin. 

Finalmente, la pérdida de las secuencias del vector y del gen silvestre se confirmó me-

diante PCR e hibridaciones de ADN. 

 

 

12. TRANSFERENCIA DE ADN A MEMBRANA POR EL MÉTODO DE 

“SOUTHERN BLOT” E HIBRIDACIÓN. 

 

La técnica utilizada es la descrita en el libro de métodos “Current protocols in 

molecular biology” (Ausubel et al., 1991). 

 

12.1. Transferencia por capilaridad. 

Las muestras de ADN plasmídico digeridas con las enzimas de restricción seleccio-

nadas o sin digerir, se separaron en geles de agarosa y se transfirieron a membranas de 

nylon de 0,45 μm de diámetro de poro cargadas positivamente (Roche Molecular Bio-

chemicals, ref. 1417240), siguiendo el protocolo de transferencia alcalina descrito por 

Reed y Mann (1985). 

Después de la electroforesis el gel se sumergió en una solución 0,2 N de HCl du-

rante 15 minutos hasta que se produjo el viraje de azul bromofenol a amarillo. Este tra-

tamiento ácido permite introducir mellas en el ADN y depurinarlo, lo que facilita la 
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transferencia. El ADN se desnaturalizó introduciendo el gel en una solución de NaOH 

0,5 M, hasta que se observó de nuevo el viraje del indicador, ahora de amarillo a azul. 

Sobre un cristal se colocó una tira de papel de filtro del mismo largo que el gel y 

de mayor anchura, de manera que los extremos quedasen sumergidos en la solución de 

transferencia, 10 x SSC, colocada en el reservorio inferior. Sobre el papel se colocó el 

gel en posición invertida y sobre éste la membrana, sobre la cual se depositaron varias 

capas de papel de filtro que hacen de absorbentes, otro cristal y por último un peso de 

aproximadamente 0,5 Kg. De esta forma la solución de transferencia ascendió por capi-

laridad a través del gel arrastrando el ADN hasta la membrana, donde quedó retenido. 

La transferencia total de ADN del gel a la membrana requiere un mínimo de 5 horas, 

aunque a veces se dejó transfiriendo toda la noche. La membrana se lavó posteriormente 

en 10 x SSC, para eliminar los posibles restos de agarosa, y se dejó secar sobre un papel 

de filtro. 

Para asegurar la fijación de las moléculas de ADN a la membrana de nylon, ésta 

se expuso durante 3 minutos a una lámpara UV (254 nm). Las membranas se conserva-

ron secas a temperatura ambiente selladas en bolsas de plástico hasta su utilización. 

 

12.2. Marcaje no radiactivo de ADN lineal. 

El marcaje de la sonda con digoxigenina y la detección de los híbridos ADN-

ADN se realizó utilizando el sistema comercial “DIG DNA Labeling and Detection 

Kit”(Roche Molecular Biochemicals, ref. 1093657). Las sondas de ADN se marcaron 

con DIG-11-dUTP (Roche Molecular Biochemicals, ref. 1093088), mediante extensión 

con el fragmento Klenow de la ADN-polimerasa de E. coli, y utilizando como cebado-

res una mezcla aleatoria de hexanucleótidos. El marcaje de la sonda y su recuperación 

se realizó siguiendo las instrucciones del fabricante. 

En algunos casos el marcaje de la sonda se hizo por PCR (como se describe en el apar-

tado 9.7) utilizando el mismo producto DIG-11-dUTP, que produce una incorporación 

múltiple de dUTP marcado, ya que puede ser usado como sustrato por la Taq-

polimerasa, reemplazando al dTTP durante la reacción en cadena de la polimerasa. La 

mezcla de reacción contenía: ADN molde, 0,05-1 µg; cebador, 25 pmoles; tampón Taq-
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ADN-polimerasa (10x) 2,5 µl; dNTPs: 0,2 mM de dATP, dCTP y dGTP; 0,18 mM de 

dTTP y 0,02 mM de dig-dUTP; Taq ADN-polimerasa 1 U y H2O hasta 25 µl. Para la 

amplificación se usó el programa descrito en el apartado 9.7 para la amplificación de 

genes cromosómicos. 

 

12.3. Prehibridación e hibridación. 

Se utilizó un horno de hibridación (Hybridisation oven/shaker SI 20H). Se man-

tuvieron 2-8 horas de prehibridación a 60ºC con 20 ml de solución de hibridación por 

cada 100 cm2 de membrana, transcurrido el cual la solución de hibridación se retiró. Se 

añadió 20-200 ng de sonda marcada y desnaturalizada disuelta en solución de hibrida-

ción, dejando la mezcla durante 6-15 horas a 60ºC, para que tuviera lugar la hibridación. 

El lavado de las membranas se realizó en las siguientes condiciones de fuerza iónica y 

temperatura: dos lavados de 10 minutos cada uno a temperatura ambiente en 2 x SSC 

más 0,1% (p/v) de SDS; dos lavados de 15 minutos a 65ºC en 0,1x SSC más 0,1% (p/v) 

de SDS. 

La composición de la solución de hibridación fue la siguiente: 5 x SSC; forma-

mida, 50% (v/v); 0,02% (p/v) SDS; 5% (p/v) agente bloqueante; H2O hasta 20 ml/ 100 

cm2 de membrana. 

 

12.4. Detección inmunológica. 

 Esta reacción se realizó con el sistema “Detection Kit” (Roche 1093657), si-

guiendo el protocolo detallado por el fabricante. La membrana se lavó con una solución 

tampón-1, y se incubó en 100 ml de solución tampón-2 durante 30 minutos. A continua-

ción se lavó con tampón 1 y se incubó con 20 ml de solución de anticuerpo (anti-

digoxigenina-fosfatasa alcalina conjugado) diluido en tampón-1 durante 30 minutos. 

Posteriormente, se realizaron dos lavados de 15 minutos con 100 ml de tampón-1 para 

eliminar el anticuerpo no unido. A continuación, la membrana se equilibró con 20 ml de 

solución tampón-3 durante 2 minutos y finalmente se incubó con 10 ml de la solución 

colorante en oscuridad hasta la aparición de bandas. La reacción se detuvo lavando con 

50 ml de H2O durante 5 minutos. 
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 La composición de las soluciones utilizadas en este proceso fueron las siguien-

tes: -Tampón-1: Tris-HCl pH 7, 100 mM; y NaCl, 150 mM. 

-Tampón-2: Bloqueante 0,5% (p/v) en tampón-1. 

-Tampón-3: Tris-HCl pH 9,5, 100 mM; NaCl, 100 mM; y MgCl2,50 mM. 

-Solución de anticuerpo: Anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina 

conjugado, preparado en 20 ml de tampón-1 a una concentración final de 

150 mU/ml. 

-Solución colorante: solución de azul de nitrotetrazolio (NBT), solución 

de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP), 35 μl; y tampón-3, hasta 10 

ml. 

 

 

13. ENSAYOS DE MOVILIDAD BACTERIANA. 

 

La movilidad de la cepa silvestre y de los mutantes se determinó analizando su 

capacidad de migrar durante el cultivo en placas de medio LB semisólido. Para ello, 

bacterias procedentes de una placa de medio LB fresco se inocularon tocando de forma 

puntual sobre la superficie del medio semisólido, con ayuda de un palillo estéril. Tras 

16 horas de incubación a 30ºC, se determinó el diámetro del halo de crecimiento. 

 

14. ENSAYOS DE RESISTENCIA /SENSIBILIDAD 

 

14.1 Ensayos de resistencia/sensibilidad a antibióticos. 

 Para establecer el espectro de resistencia/sensibilidad a antibióticos de las cepas, 

se utilizaron discos impregnados con las siguientes concentraciones de antibióticos 

(suministrados por bioMérieux) en μg: ácido nalidíxico, 30; ampicilina, 10; estreptomi-

cina, 10; rifampicina, 30; eritromicina (Er), 15; tetraciclina, 30; piperacilina (Pip), 100; 

gentamicina (Gm), 10. 

Se sembraron 50 μl de cultivos incubados a 30ºC con agitación durante 12-16 

horas de las cepas a estudiar en placas de LB, una vez secas se depositaron los discos de 
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antibióticos (uno por placa) en la superficie del medio. Las placas se incubaron a 30ºC 

durante 12 horas, transcurridas las cuales, se observaron los halos de inhibición, clara-

mente definidos en torno al disco. Los datos del diámetro del halo de inhibición incluían 

el diámetro del disco (6 mm). 

 

14.2. Ensayos de resistencia/sensibilidad a diferentes compuestos químicos. 

 Estos ensayos se realizaron como estudio preliminar de la tolerancia de una cepa 

bacteriana, para acotar el intervalo de concentraciones de un determinado compuesto, al 

poder analizarse de manera sencilla en gradiente amplio de concentración. 

La sensibilidad a diferentes compuestos químicos se determinó mediante el mé-

todo de placas de doble difusión. Como compuestos químicos se utilizaron los que se 

detallan a continuación a las concentraciones finales que se indican: 

a) Deoxicolato sódico (DOC): se preparó una solución concentrada al 10% (p/v) que se 

esterilizó en el autoclave, se almacenó a temperatura ambiente y se utilizó a una concen-

tración final de 2% (p/v). 

b) Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA): se preparó una solución concentrada 0,5 M 

a pH 7,9 y se esterilizó en el autoclave, se almacenó a temperatura ambiente y se utilizó 

a una concentración final de 1mM. 

c) Dodecil sulfato sódico (SDS): se preparó una solución concentrada al 10% (p/v) que 

se esterilizó en el autoclave, se almacenó a temperatura ambiente y se utilizó a una con-

centración final de 1% (p/v). 

d) Etilenodiamino-DI ácido o-hidroxifenilacético (EDDHA, agente quelante): se prepa-

ró una solución concentrada 1,5% (p/v) que se esterilizó en el autoclave, se almacenó a 

una temperatura ambiente y se utilizó a una concentración final de 400 μM. 

e) 2,2’-Bipiridina: se preparó una solución concentrada 50 mM, se almacenó a tempera-

tura ambiente y se utilizó a una concentración final de 5 mM y 10 mM. 

f) 4,4’-Bipiridina: se preparó una solución concentrada 50 mM, se almacenó a tempera-

tura ambiente y se utilizó a una concentración final de 5 mM y 10 mM. 

Para este ensayo se utilizaron placas Petri cuadradas (10 cm x 10 cm), marcán-

dose la placa en uno de los extremos para diferenciar la zona de mayor concentración 
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del compuesto químico bajo ensayo. En la preparación de las placas se empleó como 

mencionamos anteriormente la técnica de doble difusión, para lo cual se dispuso un late-

ral de la placa Petri sobre un apoyo (por ejemplo, una pipeta de vidrio de 1 ml) de ma-

nera que en la placa inclinada se vertieron 62 ml de medio de cultivo (LB) suplido con 

el compuesto problema a una concentración que constituía el máximo del gradiente a 

preparar. Una vez solidificado el medio, se retiró el apoyo y sobre la base de medio con 

forma de plano inclinado y ya en posición horizontal, se vertieron 62 ml de medio LB. 

Una vez preparadas las placas de doble difusión en LB se estrió una colonia de 

cada mutante a estudiar, desde la zona de mayor a menor concentración de compuesto 

químico y se incubaron las placas durante 24 horas a 30ºC. 

 

15. MICROCOSMOS EDÁFICOS. 

 

Los estudios en microcosmos intentan reproducir en el laboratorio un ambiente 

natural, en este caso el suelo, con la intención de controlar distintas condiciones propias 

del hábitat de origen (temperatura, humedad, etc.). 

Las características físico-químicas del suelo utilizado se recogen en la Tabla M.6. Las 

características granulométricas de este suelo se muestran en la Tabla M.7. 

 

Tabla M.6. Características físico-químicas del suelo utilizado. 

Tipo Materia orgánica Nitrógeno Fósforo Potasio pH Procedencia 

Franco 2,1% 1,3g/kg 9mg/kg 82mg/kg 7,9 Finca experimental 
de La EEZ, CSIC, 
Granada 

 

Tabla M.7. Características granulométricas del suelo utilizado. 

Composición (%) 
Tipo 

Arena Sedimento Arcilla 

Franco 38% 43% 19% 
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Antes de su utilización, el suelo se tamizó a través de una criba metálica de 4 

mm. A continuación, el suelo se esterilizó en el autoclave a vapor fluente a 120ºC du-

rante 1 hora, tres veces consecutivas, esperando entre cada esterilización aproximada-

mente 24 horas para permitir el enfriamiento del suelo y la germinación de esporas de 

microorganismos gram-positivos y de hongos, si las hubiese (Ciafardini y Marotta, 

1989). 

Se llenaron recipientes de cristal con 70-90 g de suelo. El inóculo se preparó 

como se indica a continuación: células cultivadas durante 12 horas a 30ºC con agitación 

en el medio apropiado y suplido con los antibióticos requeridos, se recogieron por cen-

trifugación a 7500 g durante 1 minuto. Las células se lavaron con tampón 1 x M9 y, 

posteriormente, se resuspendieron en el mismo tampón a la densidad requerida (del or-

den de 1 x 107 UFC/g). Se añadió 1 ml de esta suspensión celular a cada uno de los mi-

crocosmos y las células se mezclaron con el suelo con ayuda de una varilla de vidrio 

estéril y con aproximadamente 20 ml de agua. Los microcosmos se mantuvieron tapa-

dos a una temperatura constante de 25ºC. 

Periódicamente, se tomaron muestras de 5 g de suelo; se suspendieron en 50 ml 

de tampón 1 x M9 y se mantuvieron en un agitador a 200 rpm y 30ºC durante 30 minu-

tos. A continuación, se hicieron diluciones seriadas y las bacterias se sembraron en pla-

cas de medio selectivo. La primera muestra (indicada como “muestra a tiempo = 0”) se 

tomó 1 hora después de la inoculación. La toma de muestras se prolongó hasta 30 días. 

 

16. EXPERIMENTOS DE COLONIZACIÓN DE LA RIZOSFERA. 

 

16.1. Plantas utilizadas. 

 En este estudio se emplearon semillas de maíz (Zea mays), variedad Girona de 

ciclo corto, suministradas por Bolivar S.L. (Granada). 
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16.2. Esterilización de semillas en superficie. 

 La superficie de las semillas se esterilizó como se indica a continuación: si las 

semillas habían sido tratadas con fungicidas se lavaron entre 3 y 6 veces con agua desti-

lada abundante. A continuación, se lavaron 10 minutos con etanol 70% (v/v) en un ma-

traz con agitación y de nuevo se lavaron con agua destilada para después lavarlas con 

lejía al 20% con agitación durante 15 minutos (2 lavados) y por último se lavaron con 

abundante agua destilada. 

 Las semillas esterilizadas se hidrataron en placas de vidrio (15-20 semillas por 

placa), cubriéndose con papel absorbente humedecido en agua estéril y se incubaron 2 

días a 30ºC. Para ensayos de adhesión se incubaron 1 día a 30ºC. 

 Se eligieron las semillas en las que se observó abultamiento del pericarpo en la 

zona donde aparecería la raíz. 

 

16.3. Inoculación de semillas. 

 Bacterias cultivadas durante 10-12 horas a 30ºC con agitación en el medio apro-

piado y suplido con los antibióticos requeridos, se diluyeron hasta una DO660= 1, en un 

volumen final de 1 ml en 1 x M9. 

Se inocularon 10 μl en 15 ml de 1 x M9 junto con 10 semillas; el volumen del 

inoculo es orientativo y se ajustó en función del número de semillas. Tras incubar a 

30ºC durante 30 minutos, las semillas se sacaron y se lavaron con agua destilada antes 

de ser sembradas. En los experimentos de coinoculación de semillas con dos cepas bac-

terianas distintas, se inocularon el mismo volumen de ambas. 

 Para el recuento de las bacterias adheridas a las semillas, se introdujeron dos de 

éstas en tubos de ensayo con 1 ml de tampón 1 x M9. La suspensión se agitó vigorosa-

mente durante 2 minutos para separar las bacterias de la semilla y posteriormente, se 

hicieron diluciones seriadas de esta suspensión bacteriana que se sembraron en placas 

de medio requerido conteniendo los antibióticos apropiados. 
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16.4. Experimentos bajo condiciones de invernadero. 

 Las condiciones de mantenimiento del invernadero fueron las siguientes: tempe-

ratura, 25ºC; humedad relativa, 50%, mantenida mediante un atomizador de agua y un 

fotoperiodo natural. Para experimentos realizados en suelo estéril, macetas de 10 cm de 

diámetro se llenaron con una mezcla de suelo franco:arena en relación 1:1. En cada ma-

ceta se sembró una semilla inoculada con la cepa correspondiente. En este caso se pro-

cedió a riegos semanales por capilaridad; las macetas se situaron en bandejas de plástico 

de 60 cm de longitud x 30 cm de anchura x 10 cm de profundidad, en las que se vertie-

ron aproximadamente 2 litros de H2O. 

 

16.5. Supervivencia de cepas bacterianas en raíz, rizosfera y suelo no rizosférico. 

 Se tomaron muestras a distintos intervalos de tiempo para determinar el número 

de UFC presentes tanto en la raíz, rizosfera y suelo no rizosférico. Para ello se prepara-

ron y autoclavaron tubos Falcon con perlas de vidrio de 0,3 mm de diámetro (4 g por 

tubo). A continuación se extrajeron de las macetas las raíces de las plantas a analizar. 

El suelo rizosférico se separó de las raíces sacudiéndolas en una bolsa de plásti-

co, se cortó el tallo justo por encima de la semilla y se pesó la raíz. A continuación se 

introdujo la raíz en un tubo Falcon con perlas de vidrio, se añadió 10-20 ml de 1 x M9 

(volumen orientativo en función del tamaño de la raíz) y se agitó 1 minuto en un agita-

dor de mesa Heidolph a 800 rpm. A partir de esta suspensión se hicieron diluciones se-

riadas que se sembraron en placas de medio selectivo con benzoato y con los antibióti-

cos apropiados. Los datos se expresaron como UFC/g raíz. 

Igualmente se estimó el número de UFC/g de suelo rizosférico. Para ello se pe-

saron 5 g de suelo rizosférico y se introdujeron en un matraz con perlas de vidrio y se 

añadió 50 ml de 1 x M9. A continuación se llevó a agitación 30 minutos a 30ºC y a par-

tir de esta solución se hicieron diluciones seriadas que se sembraron en placas de medio 

selectivo con los antibióticos apropiados. Los datos se expresaron como UFC/g de suelo 

rizosférico. 
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Por último con el suelo no rizosférico, que constituía aquel que estaba en torno a 

la rizosfera, se procedió exactamente igual que con el suelo rizosférico y los resultados 

también se expresaron como UFC/g de suelo no rizosférico. 

 

17. ENSAYOS DE ADHESIÓN A SEMILLAS. 

 

17.1. Plantas utilizadas. 

 En este estudio se emplearon semillas de diferentes plantas: maíz (Zea mays) 

variedad de ciclo corto, haba (Vicia faba) variedad de ciclo muy precoz, guisante (Pi-

sum sativum) suministradas por Bolivar S.L. 

 

17.2. Esterilización de semillas en superficie. 

 Las semillas se esterilizaron e hidrataron como se describió en el apartado 16.2 

de esta sección. 

 

17.3. Adhesión a semillas. 

 Bacterias cultivadas durante 10-12 horas a 30ºC con agitación en el medio apro-

piado (LB) y suplido con los antibióticos requeridos, se diluyeron hasta una DO660= 1, 

en un volumen final de 1 ml de 1 x M9. Se inocularon 5 μl de cultivo en 1 ml de 1 x M9 

junto con una semilla de maíz en un tubo de ensayo y 10 μl en 10 ml de 1 x M9 con una 

semilla de haba en un tubo Falcon (se ajustaron los volúmenes para mantener el inóculo 

en 5 x 106- 107 células por semilla) y se incubaron 1 h a 30ºC sin agitación. A continua-

ción se sacaron las semillas y se lavaron con agua destilada para después pasarlas a un 

tubo nuevo con 1 ml de 1 x M9 y 10 ml M9 cuando las semillas fueron de haba; enton-

ces se agitaron durante 1 minuto en un agitador de mesa Heidolph y se sacaron de nuevo 

para lavarlas con agua destilada. De nuevo se pasaron las semillas a tubos nuevos con 2 

ml de 1 x M9 cuando eran semillas de maíz y 10 ml cuando eran semillas de haba, junto 

con 8-10 perlas de vidrio de 0,3 mm de diámetro y se agitaron durante 1 minuto en un 

agitador de mesa Heidolph. Finalmente se hicieron diluciones seriadas de esta suspen-
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sión bacteriana que se sembraron en placas de medio selectivo con benzoato y con los 

antibióticos apropiados. 

 

18. OBTENCIÓN DE EXUDADOS RADICULARES 

 

Los exudados procedentes de la raíz de plantas de maíz se obtuvieron mediante 

el cultivo hidropónico de semillas de maíz previamente germinadas en condiciones de 

esterilidad. Las semillas se esterilizaron e hidrataron como se describió en el apartado 

16.2 de esta sección. Pasados dos días, las semillas germinadas se transfirieron a vasos 

de precipitados de cristal de 150 ml de capacidad provistos de un flotador de plástico 

con 20 orificios en su interior los cuales habían sido autoclavados previamente. El reci-

piente se llenó con 100 ml de una solución H2Od o con una solución de medio mínimo 

M8 estéril cuya composición se detalla en el apartado 3.2 de esta sección. Las semillas 

pregerminadas se colocaron sobre el flotador sumergiendo las raíces en la solución 

acuosa. Posteriormente el cultivo hidropónico se colocó en recipiente mayor previamen-

te autoclavado provisto de tapadera con objeto de mantener la esterilidad del cultivo en 

todo momento. Tras 5 días desde la introducción de las raíces se retiraron las plantas y 

la solución acuosa que ahora contenía los exudados radiculares se filtró con papel de 

filtro para eliminar los restos celulares, posteriormente se esterilizó por filtración a tra-

vés de membranas de 0,45 μm y se almacenó a 4ºC. 

Los exudados procedentes de semillas de maíz se obtuvieron mediante el cultivo 

hidropónico de semillas de maíz previamente germinadas en condiciones de esterilidad. 

Las semillas se esterilizaron e hidrataron como se describió en el apartado 16.2 de esta 

sección. Pasados dos días, las semillas se transfirieron a vasos de precipitados de cristal 

de 150 ml de capacidad los cuales habían sido previamente autoclavados. El recipiente 

se llenó con 20 ml de una solución de H2Od y se introdujeron 20 semillas en su interior. 

Posteriormente se tapó con papel de aluminio con objeto de mantener la esterilidad. 

Tras un día a temperatura ambiente se retiraron las semillas y la solución acuosa que 

ahora contenía los exudados de semillas se esterilizó por filtración y se almacenó a 4ºC. 
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19. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD β-GALACTOSIDASA 

 

La medida de actividad β-galactosidasa se realizó en células permeabilizadas se-

gún el método descrito por Miller (1972). Este método se basa en una reacción colori-

métrica en la que el o-nitrofenil-β-D-galactopiranósido (ONPG), sustrato incoloro de la 

enzima β-galactosidasa, es hidrolizado por dicha enzima produciendo galactosa y o-

nitrofenol. Este último compuesto es de color amarillo y su concentración puede deter-

minarse por espectrofotometría. 

 

 Cultivos celulares incubados a 30ºC durante 10-14 horas se diluyeron 100 veces 

en 20 ml de medio LB líquido o de medio mínimo M9 y se incubaron a 30ºC en agita-

ción. Tras un periodo de incubación variable, se recogieron fracciones alícuotas de 50-

500 μl de los cultivos (el volumen de muestra debe ir variando a lo largo del crecimien-

to del cultivo) y se completó hasta 500 μl con LB o M9. A continuación se añadió el 

volumen de una solución que contenía 2 mg/ml de detergente bromuro de alquil-

trimetil-amonio (MATAB) en Tris-HCl 0,2 M pH 8, con objeto de permeabilizar las 

células. Tras incubar esta mezcla en hielo durante 30 min, se le añadieron 0,5 ml de 

tampón Z pH 7 (60 mM Na2HPO4; 40 mM NaH2PO4; 10 mM KCl; 1 mM MgSO4 y 50 

mM β-mercaptoetanol) y 0,2 ml de una solución de ONPG (4 mg/ml de o-nitrofenil-β-

D-galactopiranósido en tampón fosfato 0,1 M pH 7). La solución de ONPG se mantuvo 

estable a 4ºC y en oscuridad durante 2 semanas aproximadamente. Se empezó a contar 

el tiempo de reacción en el momento en el que se añadió el ONPG. La mezcla de reac-

ción se incubó a 30ºC hasta la aparición de color (entre 2 min y 1 hora) y se detuvo aña-

diendo 0,5 ml de una solución de Na2CO3 1M. La concentración de o-nitrofenol se de-

terminó espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 420 nm. También se mi-

dió la absorbancia a 550 nm de cada muestra para realizar una corrección debida a la 

contribución de la turbidez celular, y, además, se determinó la densidad celular de los 

cultivos midiendo su turbidez a 660 nm. Rutinariamente, los ensayos se realizaron por 

triplicado. 
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 La actividad β-galactosidasa, expresada en Unidades Miller, se calculó de acuer-

do con la siguiente ecuación: 

 Actividad β-galactosidasa = {[A420 − (1,7 x A550)] / (t x V x DO660)} x 1000 

donde “t” representa el tiempo de reacción en min y “V” el volumen (en ml) de células 

utilizado en la permeabilización. 

 

20. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS EN EL MEDIO EXTRACELULAR. 

 

20.1. Preparación de proteínas del sobrenadante 

Células de P. putida KT2440 y de los mutantes mus-27 y mus-28 se cultivaron 

en 10 ml de medio LB líquido con los antibióticos adecuados, hasta alcanzar una densi-

dad celular de 0,5. Entonces, 5 ml de cultivo celular se recogieron por centrifugación a 

10.000 x g durante 2 minutos a 25ºC. El sobrenadante se recogió con una pipeta (con 

cuidado de no llevarse células) y se filtró a través de un filtro de 0,2 μm, repartiéndolo 

en varios eppendorf, unos 200 μl/tubo, y se le añadieron 1 ml de etanol. Las muestras se 

precipitaron a -20ºC durante 30 minutos y se concentraron por centrifugación a 

10.000 x g durante 15 minutos. Los sedimentos se eliminaron y se dejó secar el pellet. 

Finalmente, se resuspendieron en 200-300 μl de TE (en un volumen total) y se guarda-

ron a -20ºC hasta su utilización. Las muestras se solubilizaron calentándolas durante 5 

min a 95ºC, y después se enfriaron en hielo. Para el análisis electroforético de la mues-

tra se utilizaron 10-12 μl de este sobrenadante. Como patrones de peso molecular se 

utilizó el marcador universal “SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range” 

(Bio-Rad Laboratories, ref. 161-0317) y “DALTON MARK VII-L™” (66-14 kDa, 

SIGMA, ref. SDS-7). Éstos se diluyeron en tampón de muestra según las recomenda-

ciones del fabricante y se solubilizaron de manera idéntica a las demás muestras. 

 El tampón de carga utilizado en la electroforesis de estas muestras se preparó 2 

veces concentrado, conteniendo glicerol 20% (v/v), 2-mercaptoetanol 10% (v/v), SDS 

6% (p/v), 5% (v/v) de azul de bromofenol 0,05% (p/v), Tris Upper (4x) 25% (v/v). 
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20.2. Aislamiento de proteínas de la membrana externa 

 Entre 5 y 10 ml de un cultivo de células en la fase de crecimiento deseada se 

recogieron por centrifugación a 10.000 x g durante 2 minutos y se resuspendieron en 

100 μl de NaCl 0,9%. Las muestras se incubaron 15 minutos a 50ºC y se centrifugaron 

de nuevo en las mismas condiciones. Finalmente, se recogió el sobrenadante y se guar-

daron a –20ºC hasta su utilización. Al igual que las muestras anteriores se solubilizaron 

calentándolas durante 5 min a 95ºC, y después se enfriaron en hielo. Para el análisis 

electroforético de la muestra se utilizaron 20-25 μl de este sobrenadante. 

 

21. SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS POR ELECTROFORESIS DESNATURA-

LIZANTE EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

 

21.1. Separación de proteínas por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacri-

lamida en presencia de SDS (PAGE-SDS) 

Para la separación electroforética de proteínas se utilizó el equipo de electrofore-

sis vertical “Mini-PROTEAN II” (Bio-Rad Laboratories, ref. 165-2940) siguiendo las 

instrucciones indicadas por el fabricante. Las electroforesis se realizaron utilizando ge-

les discontinuos de poliacrilamida de 0,75 mm de espesor, de acuerdo con el método 

descrito por Laemmli (1970). Cada gel constaba de un segmento superior concentrador 

(con 4% [p/v] de poliacrilamida) y un segmento inferior separador (con una concentra-

ción de poliacrilamida entre el 5 y el 10% [p/v] dependiendo del tamaño de proteínas a 

separar). Tanto los geles como el tampón de electroforesis llevaban 0,1% (p/v) de SDS. 

 

21.2. Tinción de proteínas con azul de Coomassie 

 Las proteínas se visualizaron directamente en el gel mediante una tinción con 

una solución de azul de Coomassie (0,05%[p/v] en una mezcla de metanol:acético:agua 

en una proporción 50:10:40 [v/v/v]). 

Tras la electroforesis, el gel se incubó durante 30 min en una solución de fijación que 

contenía metanol 50% (v/v), ácido acético 10% (v/v) y agua 40% (v/v). Después, se 

sumergió durante toda la noche en la solución de azul de Coomassie (preparada como se 
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indica arriba), tras lo cual se transfirió a una solución de decoloración que contenía me-

tanol 5% (v/v), ácido acético 7% (v/v) y agua 88% (v/v), que se cambió frecuentemente 

por solución fresca, hasta que las bandas de proteínas se visualizaron con nitidez. Todas 

las incubaciones del gel en las soluciones se hicieron en agitación y a temperatura am-

biente. 

 Para almacenar los geles de forma definitiva, se secó en una hoja de papel 

“Whatman 3MM” (Whatman Internacional Ltd., ref.3030917) humedecida y cubierto de 

papel celofán transparente y se llevó a una secadora de geles “Gel Dryer Model 543 

Bio- Rad” sometiéndose a calor (80ºC) durante 30 minutos. 

 Alternativamente, las proteínas se visualizaron también mediante tinción de pla-

ta específica para proteínas (Switzer et al., 1979). Debido a la sensibilidad de la tinción 

de plata, es fundamental utilizar durante todo el proceso, H2Od de alta calidad, material 

de vidrio muy limpio, y manejar todo con guantes enjuagados previamente con H2Od. 

También es importante asegurarse de que el gel esté completamente sumergido en todo 

momento en las soluciones de incubación. Todas las incubaciones se realizaron con 

agitación suave y a temperatura ambiente. Tras la electroforesis, el gel de acrilamida se 

sumergió en una solución de fijación que contenía etanol 40% (v/v) y ácido acético 10% 

(v/v) durante 30 minutos. Después, se sumergió en una solución de incubación (30% 

etanol, 6,3 g de NaAc x 5 H2O, 2 g de Na2S2O3 x 5 H2O) durante 30 minutos. A conti-

nuación, el gel se lavó 3 veces en 200 ml de H2Od, durante 5 minutos cada vez, y des-

pués se sumergió durante 40 minutos en una solución de tinción (preparada como se 

indica más abajo), tras lo cual se lavó con H2Od , y se transfirió a un recipiente de cristal 

limpio antes de añadir la solución reveladora. Se incubó en la solución de revelado (2,6 

% [p/v] de NaCO3 y 0,02% [v/v] de formaldehído que se añade justo antes de usarse). El 

revelado se paró sumergiendo el gel en una solución de 1,4% (p/v) EDTA x 2 H2O pH 8 

durante 20 minutos. Finalmente el gel se lavó varias veces con H2Od y se almacenó co-

mo se indica anteriormente. 

Para la preparación de la solución de tinción (ésta se preparó justo antes de usar 

y se protegió de la luz) se mezclaron 0,1% (p/v) AgNO3 y formaldehído al 0,02% (v/v). 
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22. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS. 

 

La determinación de la concentración de proteínas en extractos libres de células 

se hizo por una modificación del método original de Lowry y colaboradores (1951). Los 

reactivos para la determinación de proteínas por este método fueron: 

- Reactivo A: Na2CO3, 2%; NaOH, 0,1N 
- Reactivo B: 0,4 ml CuSO4, 1%; 0,4 ml Tartrato Na-K 2% 
- Folin: 1 vol. Folin + 1 vol. H2O 

Con estos reactivos se preparó una solución que estaba formada por 25 ml reactivo A y 

0,5 ml reactivo B (se prepara en el momento de su uso). Se hicieron diluciones 10-2, 10-4 

de la fracción soluble obtenida tras la lisis y purificación y se completaron las muestras 

hasta un volumen final de 200 μl con H2O, posteriormente se añadieron 1 ml de la solu-

ción preparada y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente. A continuación se 

añadió 100 μl Folin y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente. Se determinó la 

absorbancia de la muestra a una DO700 y la concentración de proteínas se estimó utili-

zando como patrón una solución de albúmina bovina. 

 

23. TÉCNICAS DE MICROSCOPÍA 

 

23.1. Microscopía electrónica de transmisión 

 Células cultivadas en medio LB y MB2 hasta la fase de crecimiento deseada se 

visualizaron en el microscopio electrónico de transmisión con la técnica de tinción ne-

gativa y técnicas especiales para la obtención de cortes ultrafinos. 

Para la tinción negativa, se siguió el siguiente método. Sobre una gota de cultivo bacte-

riano se colocó una rejilla de cobre cubierta con una película de formar durante 4 minu-

tos, después se lavaron en una gota de H2Od durante 1 minuto. Posteriormente, se seca-

ron y se contrastaron con acetato de uranilo al 1% (v/v) durante 30 segundos. Se secaron 

y las muestras se observaron en un microscopio electrónico de transmisión. 

Para el estudio de la ultraestructura se emplearon cortes ultrafinos. Células culti-

vadas en medio LB y MB2 hasta la fase de crecimiento deseada se fijaron con una mez-
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cla de formaldehído al 1% (v/v) y glutaraldehído al 2% (v/v) en tampón cacodilato 0,1 

M pH 7,4 durante 2 horas a 4ºC. Posteriormente, se lavaron con este mismo tampón y se 

fijaron con tetróxido de osmio al 2% (v/v) y ferrocianuro potásico al 1% (v/v) durante 1 

hora. Las muestras se deshidrataron en gradientes de etanol 50, 70, 90 y 100% durante 

15 minutos en cada paso, excepto en le de 100% que fueron tres pasos de 15 minutos. A 

continuación, se infiltraron durante una hora en etanol 100% más resina (proporción 

1:1) y se dejaron en resina pura durante 12 horas. Después, se polimerizaron en una 

estufa a 60ºC durante 12 horas y finalmente los bloques se cortaron en secciones ultrafi-

nas de aproximadamente 500-700 Å, que se contrastaron con acetato de uranilo y citrato 

de plomo. Las muestras se observaron en un microscopio electrónico de transmisión 

Zeiss modelo EM902, a un voltaje de aceleración de 80 kV. Tanto el procesamiento 

como la observación de las muestras de ambas técnicas, se realizaron en el Servicio de 

Microscopía Electrónica del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de 

Granada. 

 

23.2. Microscopía electrónica de barrido. 

Las células se cultivaron en medio LB y MB2 hasta alcanzar la fase de creci-

miento deseada. Después, una gota de cultivo bacteriano se colocó sobre un cubreobje-

tos impregnado con poli-L-lisina, y se expuso durante 24 horas a vapores de glutaralde-

hído al 25% (v/v) en una cámara húmeda a 4ºC. Las muestras se lavaron con tampón 

cacodilato 0,1 M pH 7,4 y se fijaron con tetróxido de osmio al 1% durante 1 hora. Des-

pués se deshidrataron en gradientes de etanol 50, 70, 90, y 100% durante 15 minutos. 

Posteriormente, se desecaron por el método del punto crítico (Anderson, 1951) en un 

desecador marca Polaron. Finalmente, se montaron en un carbón conductor LEIT C 

sobre un portamuestras de aluminio, se metalizaron con oro en un aparato “SEM Coa-

ting Unit E5000” marca Polaron, y se observaron en un microscopio electrónico de ba-

rrido Zeiss modelo DSM950. Tanto el procesamiento como la observación de las mues-

tras se realizaron en el Servicio de Microscopía Electrónica del Centro de Instrumenta-

ción Científica de la Universidad de Granada. 
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24. PROGRAMAS INFORMÁTICOS UTILIZADOS 

 

Para el tratamiento y análisis de secuencias de nucleótidos y aminoácidos (de-

terminación de las fases de lectura abierta, de los sitios de restricción, etc.) se emplearon 

los programas informáticos DNA Strider v. 1.3 (Marck, 1988) y SeqEd v. 1.0.3 (Ap-

plied Biosystems, Inc., 1992). 

Para el diseño y análisis de oligonucleótidos (para secuenciación y PCR) se uti-

lizaron los programas informáticos OLIGO v. 4.05 (W. Rychlik, National Biosciences, 

Inc., 1992) y Amplify v. 2.52β (B. Engels, University of Wisconsin, 1996). 

Para la estimación de la temperatura de hibridación de los oligonucleótidos se 

usó el programa “Tm determination” (Breslaurer et al., 1986) disponible en internet, 

que además de la composición de bases también tiene en cuenta su secuencia. 

La comparación de nuevas secuencias (de nucleótidos y aminoácidos) con las 

distintas bases de datos, se realizó con la ayuda de los programas BLAST (Altschul et 

al., 1990 y 1997) disponible en el servidor de internet del NCBI, y FASTA3 (Pearson y 

Lipman, 1988) disponible en el servidor de internet del EMBL-EBI. Para la predicción 

de péptidos señal y de su sitio de corte se usó el programa SignalP v.2.0 (Nielsen et al., 

1997) disponible en la página del CBS. El alineamiento de secuencias se realizó con el 

programa ClustalW (Thompson et al., 1994) disponible en la página del PBIL. Con to-

dos estos programas se usaron las opciones estándar. La predicción de estructuras se-

cundarias en las proteínas se realizó utilizando el programa PHD (Rost et al., 1993) dis-

ponible en la página del PBIL (Tabla M.8). 

 

Tabla M.8. Direcciones de internet 

Programa Dirección 
Determinación de Tm  http://alces.med.umn.edu/rawtm.html 
BLAST http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 
FASTA3 http://www.ebi.ac.uk./fasta33 
SignalP v2.0 http://www.cbs.dtu.dk./services/SignalP-2.0/ 
ClustalW http://ebi.ac.uk./clustalw 
PHD http://npsa.pbil.ibcp-fr 
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CAPÍTULO I 

 

ANÁLISIS DE SECUENCIA Y ORGANIZACIÓN GÉNICA 
 

RESUMEN 
Los sistemas de secreción TPS (“two-partner secretion”) de bacterias gram negati-

vas, han sido caracterizados en bacterias patógenas aunque no son exclusivos de 

estos microorganismos. En este capítulo, presentamos la evidencia del primer sis-

tema de secreción TPS descrito en P. putida KT2440, donde están involucradas dos 

proteínas, una de ellas, HlpB, responsable de la secreción de HlpA a través de la 

membrana externa. La proteína predicha HlpA de 1508 aminoácidos mostró simi-

litud con citolisinas independientes de Ca2+, proteínas de adquisición de hierro y 

varias adhesinas. El análisis de la secuencia del genoma de KT2440 reveló también 

la presencia de una ORF, hlpB, en sentido 5’ del gen hlpA, que presenta la misma 

dirección transcripcional. La proteína HlpB, de 560 aminoácidos, mostró similitud 

con activadores/transportadores de la membrana externa asociadas a las proteínas 

mencionadas anteriormente. Mediante análisis computacional del genoma de P. 

putida KT2440 se estudió también el entorno genético de hlpB-hlpA. 
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ANÁLISIS DE SECUENCIA Y ORGANIZACIÓN GÉNICA. 

 

1. ENTORNO GENÉTICO DEL CLUSTER DE GENES hlpBA DE P. putida 

KT2440 

 

Tal como se ha mencionado en la Introducción, en un trabajo anterior de nuestro la-

boratorio se habían aislado mutantes de Pseudomonas putida KT2440 que presentaban 

deficiencias en su capacidad de adhesión a semillas de maíz. Dichos mutantes se obtu-

vieron por mutagénesis al azar con el transposón mini-Tn5(Km) y selección en colum-

nas rellenas de semillas (Espinosa-Urgel et al., 2000). La búsqueda de los mutantes lla-

mados “mus” (mutantes de unión a semillas) se basó en el método de columna descrito 

por DeFlaun et al. (1990) para identificar mutantes de P. fluorescens incapaces de ad-

herirse a partículas del suelo. En esta Tesis Doctoral se ha estudiado en detalle el mutan-

te mus-27 de P. putida KT2440, el cual se comprobó que tenía una capacidad reducida 

para colonizar semillas de maíz con respecto a la cepa parental. 

Los sitios del cromosoma en los que se había insertado el transposón en cada 

uno de los mutantes “mus” se identificaron mediante secuenciación y comparación con 

la secuencia completa del genoma de P. putida KT2440 (publicado durante la realiza-

ción de este trabajo). Los genes aquí detallados corresponden a los loci PP1449 (hlpA), 

PP1450 (hlpB), PP1448 (orf3), PP1447 (orf4), PP1451 (orf2) y PP1452 (orf1), según la 

nomenclatura empleada para designar los genes de P. putida (Figura C.I.1). El sitio de 

inserción del mini-transposón en mus-27 se localizó dentro un gen que se ha denomina-

do hlpA (de hemolysin like protein) por presentar similitud con genes que codifican 

ciertas hemolisinas (véase Apartado 2). En 5’ con respecto a hlpA se localizó una fase 

de lectura abierta que denominamos hlpB. Como se detalla más adelante, ambas secuen-

cias presentan similitud con sistemas de transporte y secreción de proteínas al medio 

externo (Jacob-Dubuisson et al., 2001; Brillard et al., 2002), de la familia denominada 

“two-partner secretion” (TPS). 

En sentido 5’ de estos genes aparecen dos marcos abiertos de lectura, orf1 y orf2 

(PP1452 y PP1451, respectivamente), que se transcriben en el mismo sentido que hlpB-

hlpA. A su vez en 3’ con respecto a hlpA aparecen dos marcos abiertos de lectura, orf3 y 



Capítulo I 
 

 78 

orf4 (PP1448 y PP1447, respectivamente), que se transcriben divergentemente con res-

pecto a éste (Figura C.I.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura C.I.1: Esquema de la región de 10.520 pb del cromosoma de P. putida KT2440 que 
contiene el conjunto de genes hlpBA. Las flechas indican las diferentes fases de lectura abierta 
y su sentido de transcripción. Las flechas rojas representan los genes hlpB y hlpA. Las flechas 
blancas indican las fases de lectura adyacentes a los genes hlpBA. 

 

El análisis de la secuencia reveló que el sitio de inserción del transposón estaba lo-

calizado entre las posiciones 6.648 y 6.649 de la secuencia de la Figura C.I.2 (según la 

numeración utilizada en la figura). La región correspondiente al entorno genético del 

sitio interrumpido en el mutante mus-27 (Figura C.I.2) presentó un 63,5% de G+C, por-

centaje muy similar al porcentaje medio de G+C del ADN de P. putida (61,2%). En ella 

se encontraron 7 fases de lectura abierta diferentes (orf, del inglés open reading frame) 

completas con posible carácter codificante, cuyo uso de codones se ajustaba al de P. 

putida. Las orf comenzaron con un codón ATG canónico y estaban precedidas por se-

cuencias potenciales Shine-Dalgarno de unión a ribosoma (Shine y Dalgano, 1974). 
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 10        20        30        40        50        60        70        80        90 
....:....+....:....+....:....+....:....+....:....+....:....+....:....+....:....+....:....+ 
TGGGCACATACCAGCTACGCCCCTGGTAATCGATACGGTGGGTATGATCGCGCGGGTCCTGCCGGAAGAATTCCAGCGGCACGGTGAATA 
CTGCCGCGATCTCGGCATCATTGGCGCGATATTCGACGAAGTCCGGGATAAGCCCGACGAATGGCGTCACTTTCAGGCCATGTAGCGAAA 
TCAGCGGGCTGAGCGGACCAATCACCTCCACCAGGCCAGGGGGCAGGCCGATTTCTTCTTCAGCCTCGCGCAGGGCAGTAAAGACCAGGT 
CCGGGTCTTCCGGGTCGCGGCGGCCACCGGGAAAGGCTACTTCGCCACCGTGGGTAGACAGGCCCTTGGCGCGCAGGGTCAAGACCAGTT 
CGGGCGCTTCGCTGCGGGTAATGGGCAAGAGGACCGCCGCTTCGGGGAACCGCCTGTCGGTTTCCAATGACGCGGGTTGGTGGTTGCTCA   450 
TTCGGCGAAGTAGCTCGTCCAGCATTGCGCACGCTCGTATCCAGGTCCTGTGTTGCATGATGCACCAAAGCCGCGAAGCACCCAAGCCCC 
AGCGCTTGCGGCGGCACGGTGGCCGAGCCAAGATAGCCTTGAGCATAAGGAACCACACATGAAATTCTGCAGCGCATGCGGCCAACCGGT 
  M  K  F  C  S  A  C  G  Q  P  V 

CAGTCAGCGGATCCCCGAGGGCGACAGCCGCCTGCGGTACGTCTGCGGCTCTTGCCAGACCATCCACTACCAGAACCCCAACATCGTGGC 
 S  Q  R  I  P  E  G  D  S  R  L  R  Y  V  C  G  S  C  Q  T  I  H  Y  Q  N  P  N  I  V  A 

CGGCGTATTGCCGACCTGGGGCAGCCAGGTGTTGCTGTGTCGCCGCGCCATTGAGCCGCGCCGGGGTTTCTGGACCCTGCCCGCCGGTTT 
 G  V  L  P  T  W  G  S  Q  V  L  L  C  R  R  A  I  E  P  R  R  G  F  W  T  L  P  A  G  F 

CATGGAAAACGGCGAAACCCTCGACCAGGCCGCGCGTCGCGAAACCGTCGAGGAAGCCTGCGCCCGGGTCGGGCCGACGTCCCTGTACCA   900 
 M  E  N  G  E  T  L  D  Q  A  A  R  R  E  T  V  E  E  A  C  A  R  V  G  P  T  S  L  Y  Q 

GCTGTTCGATCTGCCGCACATCAGCCAGGTGCATGTGTTCTTCCGCGCCGAGTTGGCGGACCTGGACTTTGCCGTCGGTGTCGAAAGCCT 
 L  F  D  L  P  H  I  S  Q  V  H  V  F  F  R  A  E  L  A  D  L  D  F  A  V  G  V E  S  L 

GGAGGTGCGGCTGTTCGAAGAACATGAGATACCGTGGGACGAGCTGGCTTTCCGCACCGTCACTCGCACACTAGAATGCTACTATCGCGA 
 E  V  R  L  F  E  E  H  E  I  P  W  D  E  L  A  F  R  T  V  T  R  T  L  E  C  Y  Y  R  D 

CCGCATCGGCCAGCACTACCCCATAGGCCATGAATACCTGCCGCCGATGAACGTTTCGCCACACACCTAAACGCCTTCAGGGATACTGTT 
 R  I  G  Q  H  Y  P  I  G  H  E  Y  L  P  P  M  N  V  S  P  H  T <<< 

ACATGCGCTGGTTGCTTGCCCTTTTCTGCCTTTGCGTTACCTCGGTGTCCCAGGCGGCCTTCACCGAAACCATCATCCGCAAGCCCGCGC 
 M  R  W  L  L  A  L  F  C  L  C  V  T  S  V  S  Q  A  A  F  T  E  T  I  I  R  K  P  A 

CGGCAGCGCAAACTCCCTCGCCTTCGCAGCAAGCCATGCAACCGTTGATCGACAAGGTGCTGGTGATCAAGTCGGAGCGCCGCCTGCAGT  1350 
P  A  A  Q  T  P  S  P  S  Q  Q  A  M  Q  P  L  I  D  K  V  L  V  I  K  S  E  R  R  L  Q 

TGATCAGCCGCGGCGAGCCGCTGAAAACCTACCGCATCTCGCTGGGCAAGCAGCCCAAGGGCGCCAAGGAACGCGAAGGCGACAAGAAAA 
L  I  S  R  G  E  P  L  K  T  Y  R  I  S  L  G  K  Q  P  K  G  A  K  E  R  E  G  D  K  K 

CCCCCGAGGGCTTGTACTGGCTGGACTGGCGCAAGCAGAGCGACCGCTTCAACCTGGCCATGCACATCAATTACCCGAACATCAGCGATG 
T  P  E  G  L  Y  W  L  D  W  R K  Q  S  D  R  F  N  L  A  M  H  I  N  Y  P  N  I  S  D 

CCGCCCGCGCGACCCGGGCAGGGGTGAATGCCGGCAGCATGATCATGATTCACGGCACGCCGATCAACGATGAATACCCGGAATGGTACT 
A  A  R  A  T  R  A  G  V  N  A  G  S  M  I  M  I  H  G  T  P  I  N  D  E  Y  P  E  W  Y 

TCCATACCCTGGACTGGACGGATGGTTGCATTGCCATGCGCAACCGCGACATGCAGGAAGTGTGGGACCTGGTTCGGGATGGAACGCTGA 
F  H  T  L  D  W  T  D  G  C  I  A  M  R  N  R  D  M  Q  E  V  W  D  L  V  R  D  G  T  L 

TCGAGATCCGCCCTTGATATAGAGCCTTCCGGCAAAAGTTGTAGGAACCTTCTCACCATTTAGCGCGAACTTGCCTGACAGGTGCTTAGG  1800 
I  E  I  R  P <<< 

CAGGGTACTGCATCCATACGAGTGGCTTAATTTCTAGCATCCACGCAGACGAGTACGAAAACCGTACATCATTTGCGGGGTGCTTCAATG 
 M  R  G  A  S  M 

CCGTGCCTGATTCACCGCATCGCCCATTGGCTGTCGGCCGGTTGCCTTTCTGGCTTGCTGTCCATTCCCCAGGTGCTGGCCGACGACCCT 
 P  C  L  I  H  R  I  A  H  W  L  S  A  G  C  L  S  G  L  L  S  I  P  Q  V  L  A  D D  P 

GCCAGCCAGCAGTTGCGCGATCAACAGCATGGGCTGCGGCAACTGGAGCAACAGCAGCGGCTGGAACGCTGGCAGCGTATACCCGTCCCG 
 A  S  Q  Q  L  R  D  Q  Q  H  G  L  R  Q  L  E  Q  Q  Q  R  L  E  R  W  Q  R  I  P  V  P 

GCTGAACCGACCAACAGCACTTCCCACCGCCCGCACGATGATCGCTGCTGGGCAGTCGATGGCGTGCGCGTGGCGGGCATGCACCGGCTT 
 A  E  P  T  N  S  T  S  H  R  P  H  D  D  R  C  W  A  V  D  G  V  R  V  A  G  M  H  R  L 

TCGAACTCGGCACTGGCGCCCACCATCCGTGCCCTCACGCCTGCCTGCATGGGCATCGCCGACATCAACCGGCTGCTCAAAGCCATCACC 2250 
 S  N  S  A  L  A  P  T  I  R  A  L  T  P  A  C  M  G  I  A  D  I  N  R  L  L  K  A  I  T 

CAACGTTATGTACAAGCCGGCTACCCAACCAGCCGCCCCTACCTGCGCCAGCCCCCAGCAGAGGGCATGCCGTTGGACATCGTCATTGTC 
 Q  R  Y  V  Q  A  G  Y  P  T  S  R  P  Y  L  R  Q  P  P  A  E  G  M  P  L  D  I  V  I  V 

GAAGGCTTTGTCGAAACCATCGAACTGGCTGGCCCCGACCTACCCCTGTCTCTCTCCAGTGCCTTCCCAGGCCTGCTTGGGCAGCCACTG 
 E  G  F  V  E  T  I  E  L  A  G  P  D  L  P  L  S  L  S  S  A  F  P  G  L  L  G  Q  P  L 

TACCTGCCCGACCTTGAGCAAGGCCTGGACCAGCTCAACCGCCTTCGCGCCTATGAACTGGGCGCCACCTTGCTGCCCGGCGAACTGCAG 
 Y  L  P  D  L  E  Q  G  L  D  Q  L  N  R  L  R  A  Y  E  L  G  A  T  L  L  P  G  E  L  Q 

GGCGGCACCCGCGTGGTCGTGCAGCCGGGCAAGGTTGCTTCACGCTGGCACCTGGACAGCCGCTTCGACAACCGGGGCAGCGAGCTGACC 
 G  G  T  R  V  V  V  Q  P  G  K  V  A  S  R  W  H  L  D  S  R  F  D  N  R  G  S  E  L  T 

GGCCGCCACCGCGTCAACCTCGGCATTGGCCTGGACAGCCCGCTTGGCCTCAATGATGAGCTGCGCCTGTCGTTGGCCCGCACGGTGCTC 2700 
 G  R  H  R  V  N  L  G  I  G  L  D  S  P  L  G  L  N  D  E  L  R  L  S  L  A  R  T  V  L 

GATACGCCCGGCCAAAGCCAAGGGATATCGTTGTACTACAGCATCCCCTACGGCGCCTGGACCTTTGCCCTCAGCGCCAGCCAGCTAAGC 
 D  T  P  G  Q  S  Q  G  I  S  L  Y  Y  S  I  P  Y  G  A  W  T  F  A  L  S  A  S  Q  L  S 

TATCAAGCCCCCCTCCCCTACAGCGACAAGGCTGCCGACGGCAGCAGCAGCTATCAGGGCCTGAGTGTCGAGCGGGTATTGTGGCGCAAC 
 Y  Q  A  P  L  P  Y  S  D  K  A  A  D  G  S  S  S  Y  Q  G  L  S  V  E  R  V  L  W  R  N 

CAGCAAGGCATGCTCAGCGCCAGCGCCCGTCTGGACCGCAAGCAGCTGATCAACCGCAGCGCTGGCGCGGTTATCGTCCAGCAGAGCCCG 
 Q  Q  G  M  L  S  A  S  A  R  L  D  R  K  Q  L  I  N  R  S  A  G  A  V  I  V  Q  Q  S  P 

ACGCTGGCCACGGTAGAGGCCGGCATCAACCTGCTGTGGCTCGAAAGTGGCCTGTGGAACGGTTACTTCGGCGTTGCCCAAGGCATTGAC 
 T  L  A  T  V  E  A  G  I  N  L  L  W  L  E  S  G  L  W  N  G  Y  F  G  V  A  Q  G  I  D 

GCATTGGGTGCCGACCGCTCGCCCCTGGGTGCTCATCGCCTGCGCCCGGACTTTCGCAAGTACCGCGCCAACCTGCTGCACCTGCGTCAA 3150 
 A  L  G  A  D  R  S  P  L  G  A  H  R  L  R  P  D  F  R  K  Y  R  A  N  L  L  H  L  R  Q 
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GGCCCGGCACCCAGCCCTTGGCGCTGGCAGAGCGAGCTGGCCATGCAGTACAGCCGTGACCCGCTGCCTGCCGTCGAACAGCTGCTGGTC 
 G  P  A  P  S  P  W  R  W  Q  S  E  L  A  M  Q  Y  S  R  D  P  L  P  A  V  E  Q  L  L  V 

AGCGACGATTCGGCTGTCCGCGGCTTTCGTCTGCACACTTACTCCGGTGCCAGCAGCGCCGTCTGGCGCAATACGTTCAGCCAGGCGCTG 
 S  D  D  S  A  V  R  G  F  R  L  H  T  Y  S  G  A  S  S  A  V  W  R  N  T  F  S  Q  A  L 

CCACGGACCTGGGCCCCACCTTTCGAGATACGCCCCTACATCGGCCTGGACCTGGGCTGGGTTCGCACCGCCGAAGGCAAACCGTCACAG 
 P  R  T  W  A  P  P  F  E  I  R  P  Y  I  G  L  D  L  G  W  V  R  T  A  E  G  K  P  S  Q 

CGCCTGGCCGGGGCCGCCGCAGGGTTGGAACTGAGCCTGCCCGGCAGCCGCCTGCGCCTGGACTACCAACGCGCCTTGTACACCAGCGAC 
 R  L  A  G  A  A  A  G  L  E  L  S  L  P  G  S  R  L  R  L  D  Y  Q  R  A  L  Y  T  S  D 

CTGCCCCGCCCGCGGCTGGAGCCCGGCTTCTGGGTGCTGGACTGGACCCTGAGCATCTGATTCACCCACAACAAAGAGAACGAGAAAATG 3600 
 L  P R  P  R  L  E  P  G  F  W  V  L  D  W  T  L  S  I <<<                            M 

CAAACACTCTCGCAGTTACCGCCTGTTCGCCCGGATACCTTGCGCTGGGCAATCTTCCTCGCCGTGCTCGGGCCCAGCGCCGCACTGGCT 
 Q  T  L  S  Q  L  P  P  V  R  P  D  T  L  R  W  A  I  F  L  A  V  L  G  P  S  A A  L  A 

CAGACAGGACTGGAAGCAGCCAGCGGCCCCGGGGGGACCCCGGTCATCCATAACGGCCACGGGGTGCCGGTCATCGACATCGTGCCGCCC 
 Q T  G  L  E  A  A  S  G  P  G  G  T  P  V  I  H  N  G  H  G  V  P  V  I  D  I  V  P  P 

AACGCCACGGGGCTGTCACACAACCAGTTCATCGACTACAACGTTGCCACCCCGGGCCTGGTGCTGAACAACGCCACCGCAGCCGGGCAG 
 N  A  T  G  L  S  H  N  Q  F  I  D  Y  N  V  A  T  P  G  L  V  L  N  N  A  T  A  A  G  Q 

TCGCAACTGGCCGGCGCCCTGGCGGCCAACCCGCAGTTCCAGGGCCAGGCCGCCTCGACCATTCTTAACGAAGTGATCAGCCGCAACGCC 
 S  Q  L  A  G  A  L  A  A  N  P  Q  F  Q  G  Q  A  A  S  T  I  L  N  E  V  I  S  R  N  A 

TCGCTGATCGAGGGGCCGCAGGAAATCTTCGGGCGCCCGGCCGACTACATACTGGCCAACCCCAATGGCATCACCCTCAATGGCGGCAGT  4050 
 S  L  I  E  G  P  Q  E  I  F  G  R  P  A  D  Y  I  L  A  N  P  N  G  I  T  L  N  G  G  S 

TTCATCAACACCACCCGCGCAGGCTTCGTGGTGGGCACCCCGCAATTCGAGGAGCAACAGCTCAGGTACCTCGATACGCTCACGGCCAGT 
 F  I  N  T  T  R  A  G  F  V  V  G  T  P  Q  F  E  E  Q  Q  L  R  Y  L  D  T  L  T  A  S 

GGCACCCTGCAGGTACTGGAGTATGGCCAGGGCAATGCCGGTGGCGCACTCGAACTGATCGCACCGCGCGTGGACAGCAAAGGCTTGCTC 
 G  T  L  Q  V  L  E  Y  G  Q  G  N  A  G  G  A  L  E  L  I  A  P  R  V  D  S  K  G  L  L 

ATGGCCAGCGAAACGCTCGACATCACTGTCGGCCGCAACCGTATCGACAGCCGCAGCGGCGAGGTGGTCGAACACCTGCCCAGCCCCTCC 
 M  A  S  E  T  L  D  I  T  V  G  R  N  R  I  D  S  R  S  G  E  V  V  E  H  L  P  S  P  S 

ACGAGCATTGATGCCAGCCTGTTCGGCGCCATGCGCGCCGGGCGTATCCGTGTGGTAAGTACTACCGAAGGCGCGGGTGTGCGTGTGGGG 
 T  S  I  D  A  S  L  F  G  A  M  R  A  G  R  I  R  V  V  S  T  T  E  G  A  G  V  R  V  G 

GCCTCGCAGATTCTGGGCACCGAAGGGGTCGACATCAGCTCGGCCGGGGGCCTGCATGTCAGCGGCAGTGGCGACCGCCCGACCGAGCTG 4500 
 A  S  Q  I  L  G  T  E  G  V  D  I  S  S  A  G  G  L  H  V  S  G  S  G  D  R  P  T  E  L 

CGCAGCGAGCGTGGCGTACTGAAACTCACCGCTGCCGATGACCTGATGCTTGAAACGGTTGACGGCCAGGCCCCGCGGATCGAAGCAAGG 
 R  S  E  R  G  V  L  K  L  T  A  A  D  D  L  M  L E  T  V  D  G  Q  A  P  R  I  E  A  R 

GCTGGCAAGAAGCTCACCCTGGACGCCAAGACAATCGAGCACATCAAGCACGACAGTGACAGCTGGAACAAGAAGTTCTGGTTCGTCACC 
 A  G  K  K  L  T  L  D  A  K  T  I  E  H  I  K  H  D  S  D  S  W  N  K  K  F  W  F  V  T 

CGTGAAACCTACAACCGCAAGACCACCACCACCCACAAGCAACAACAGGGCAGTCAATTGCTGGGCACTGAGAGCGTGCTGTTGCAGTCC 
 R  E  T  Y  N  R  K  T  T  T  T  H  K  Q  Q  Q  G  S  Q  L  L  G  T  E  S  V  L  L  Q  S 

GGCGACGACATGCGCATGACCGCCGCGAAGGTGGACGCCGGTAACGAGCTGACGGTCGACAGCGGTGCCGGCCTGGACATCCTCGCCGGC 
 G  D  D  M  R  M  T  A  A  K  V  D  A  G  N  E  L  T  V  D  S  G  A  G  L  D  I  L  A  G 

ATCGACAGCAAACGCACCGAACAGCAGGTGCGTCATCGCAAGGATTTATGGCGCGGTGACAGCGATAGCGACCAGCTCAAGGAAACCGCA 4950 
 I  D  S  K  R  T  E  Q  Q  V  R  H  R  K  D  L  W  R  G  D  S  D  S  D  Q  L  K  E  T  A 

AAGGGCAGTACCCTGAGCGCCGGGCACATGTCGATAAAGGCAAGCGACAACCTCAACGTACAGGGCAGCAGCCTGCACAGCCGCAGCGAT 
 K  G  S  T  L  S  A  G  H  M  S  I  K  A  S  D  N  L  N  V  Q  G  S  S  L  H  S  R  S  D 

CTGGCTATCCAGGCGAAACAGGCCGACATCGGCACCACCACCTTGCAGGAACACGGTACCCAACGCGACTACCGAGGCGACCTGGTGTCC 
 L  A  I  Q  A  K  Q  A  D  I  G  T  T  T  L  Q  E  H  G  T  Q  R  D  Y  R  G  D  L  V  S 

GGCACATTCTTTGGTGACCGCAAAGGTAACGACACTGAGGGCCAGGTCGTCGCGGGCAGCACGATAACCAGCGATGGCGAGCTCACTGTG 
 G  T  F  F  G  D  R  K  G  N  D  T  E  G  Q  V  V  A  G S  T  I  T  S  D  G  E  L  T  V 

AGTGCCGACCAGGTCACCATCAAAGGCAGCACCGTGTTCGGTAAACAGGACGCGGTGCTCTACAGCGAGAACGGTTCGCTGGCCATCGAG 
 S  A  D  Q  V  T  I  K  G  S  T  V  F  G  K  Q  D  A  V  L  Y  S  E  N  G  S  L  A  I  E 

GCAGACCATGGCAGCACGACCTCCACCCAGCGCACCAGCGACAGTAAACTGTTCGGCCTGATCGGCAGCAAGCACGAAAGCACGGACCGC 5400 
 A  D  H  G  S  T  T  S  T  Q  R  T  S  D  S  K  L  F  G  L  I  G  S  K  H  E  S  T  D  R 

AAACAGCAGGTACTGGTCAGCGACGTCAGCTCGACCAGCAACCTGCGCCTGGCCAGCGCCGAAGAGATGCGTATTCAGGGCGCCAAGGTC 
 K  Q  Q  V  L  V  S  D  V  S  S  T  S  N  L  R  L  A  S  A  E  E  M  R  I  Q  G  A  K  V 

GAAGCTGGCAAGCATCTGCAAGTCGAGGCCAAAGGCGACCTGTTGATTGGCAGTGCGCAATCGGTCGATGAACGCGAAACCCGCGACCAA 
 E  A  G  K  H  L  Q  V  E  A  K  G  D  L  L  I  G  S  A  Q  S  V  D  E  R  E  T  R  D  Q 

CAACGGGGTTTCACGGCCAACGCCAGACAGACCCAGGAAGCCGAGGATGGCAAGCCCGAGTCTCGCCAGTACGCGGCTGGCGTGGCGTAT 
 Q  R  G  F  T  A  N  A  R  Q  T  Q  E  A  E  D  G  K  P  E  S  R  Q  Y  A  A  G  V  A  Y 

GAGGTCGTGACCAGCACCAGCAAGCAGCGCACGACCAACCAGGTTGCCAGTGAGCTCAAGGGCGCCTCGGTGGGCATGAACAGCAGCGCG 
 E  V  V  T  S  T  S  K  Q  R  T  T  N  Q  V  A  S  E  L  K  G  A  S  V  G  M  N  S  S  A 

CACCTGCAGGTCAACGGCAGCAAGGTCCAGGCCACTGCCGGCGATCTCGATGTGCAGGCGCGGGAAGTGACACTGGGGGCGACCCGCAAC 5850 
 H  L  Q  V  N  G  S  K  V  Q  A  T  A  G  D  L  D  V  Q  A  R  E  V  T  L  G  A  T  R  N 

GACCGTGACGTAGCCACCAGCACCACCGAAAGTGGTGGCGGGTTGACAGTAACCGGTGGCATCGACCGCCTGGGCAGCTTGTTCGAAGGC 
 D  R  D  V  A  T  S  T  T  E  S  G  G  G  L  T  V  T  G  G  I  D  R  L  G  S  L  F  E  G 

CATCACAACCGCGAGGTGCAAGCCGATCGCGACAGCAAGGTGCAGCGCAGCGAGTTGCAGGCCAGCGGCGATCTGAAATTGCGCAGTGAT 
 H  H  N  R  E  V  Q  A  D  R  D  S  K  V  Q  R  S  E  L  Q  A  S  G  D  L  K  L  R  S  D 
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GCACTGCTCACCGAGGCCGCGCACGTCGAGGCCGGCAACACCCTGCAGGTGACCGCCAAACGCATCGACAACCGTGCAGCTCAGGATACC 
 A  L  L  T  E  A  A  H  V  E  A  G  N  T  L  Q  V  T  A  K  R  I  D  N  R  A  A  Q  D  T 

CATGAACATGAACAAAGCCGTGACGACTGGTCGGGTAGCCTGGGCGCCAGTATCGAATACCGCGACCTGACCCGCCCTATCGAACGCCTG 
 H  E  H  E  Q  S  R  D  D  W  S  G  S  L  G  A  S  I  E  Y  R  D  L  T  R  P  I  E  R  L 

GTGCTGGGTGAGGAAGCCCCGCGCTTCCAGCAAGCTTCGCCCGAAGACGCCATGGCACCTCCCAGCGTGGGGGCCGACATGACGGTCGAA 6300 
 V  L  G  E  E  A  P  R  F  Q  Q  A  S  P  E  D  A  M  A  P  P  S  V  G  A  D  M  T  V  E 

CACCTCAAGCGCCTGGAAAACCAGCGCCGTGGAATTGCTCAGGTCAGCGAGTTGTCCGCAGCAAAGGTCGAGGTCAAGGCTGACACACTG 
 H  L  K  R  L  E  N  Q  R  R  G  I  A  Q  V  S  E  L  S  A  A  K  V  E  V  K  A  D  T  L 

GCCGACCAGGGCACAGCCTGGCGGGCCAATGCCGGCTCGCTGAAAATCGAGGCGCAGCAGCATCAGGTGAGCGCCGCCGAAAATACCCAG 
 A  D  Q  G  T  A  W  R  A  N  A  G  S  L  K  I  E  A  Q  Q  H Q  V  S  A  A  E  N  T  Q 

GAAACCACCGTTCAACGCCTGGCCTATGGTGGCGATGCGCGCCTGGACACCAGCACCGGCGAAGACCTGAATGTACGCGCCGCCGGCAAA 
 E  T  T  V  Q  R  L  A  Y  G  G  D  A  R  L  D  T  S  T  G  E  D  L  N  V  R  A  A  G  K 

GGGGGGTCGCTGGATAAAAAGGATACCGCCAGCACCGCCGTGCCCGGCAGCCTTTACGGGCAACAGGGTATCCAGGTACAGCTGGGCAGC 
 G  G  S  L  D  K  K  D  T  A  S  T  A  V  P  G  S  L  Y  G  Q  Q  G  I  Q  V  Q  L  G  S 

GATGGCCGCTACGAAGGGGCCCGCATCGATGGCGGCGAAGGCAGCGTGGTCATGCACAGTGCAGGGTCGCTCGCCCTACCCCAGGCGACC 6750 
 D  G  R  Y  E  G  A  R  I  D  G  G  E  G  S  V  V  M  H  S  A  G  S  L  A  L  P  Q  A  T 

GACAAGGCCGAACAGCAGTCACGCCAGCTCGATGGCAATGCCTGGGCCAAAGTCGGCAACCGCCCGGGCAGCACCGGTGTCGATGGCCGG 
 D  K  A  E  Q  Q  S  R  Q  L  D  G  N  A  W  A  K  V  G  N  R  P  G  S  T  G  V  D  G  R 

GGGTATCTGGACCATGGCCAAAAGCTGAGCACGCAGGGCAAGGCACAAGTGGCACAAATCGACGCCAAGGGCGAGGTAAAGCTGACCAGC 
 G  Y  L  D  H  G  Q  K  L  S  T  Q  G  K  A  Q  V  A  Q  I  D  A  K  G  E  V  K  L  T  S 

ACAGGCGACCTGTTGCTCGAAGGCACGCGCATTGGTAGCCGCGAGGCCAAGGCCGGCGACATACAGGTGCAAAGTGGCGGCCAGTTGCAG 
 T  G  D  L  L  L  E  G  T  R  I  G  S  R  E  A  K  A  G  D  I  Q  V  Q  S  G  G  Q  L  Q 

GTCAAGGCGGCCAGCAACACCCAGCAGGCCACAGGCAGCAACCTGGGTGGCGGCATGGAGCTGGCGGCCAAGGCTGGCCAGACCCAGGGG 
 V  K  A  A  S  N  T  Q  Q  A  T  G  S  N  L  G  G  G  M  E  L  A  A  K  A  G  Q  T  Q  G 

GGAGCCATAGGCGGCCACTTCAGCCACGGCAAGCAGGACGAACATGCACGTCAGGCGGTCGATGCCCAGTTTGCCAGCAACGGCACACTG 7200 
 G  A  I  G  G  H  F  S  H  G  K  Q  D  E  H  A  R  Q  A  V  D  A  Q  F  A  S  N  G  T  L 

ACCCTGACCAGCAGCGCCCGCGAGGACATCGCCCTGCACCTGCAAGGCCTGCAGGCCTCGGCCGAACAGATCACCCTCGACGCCTCGAAT 
 T  L  T  S  S  A  R  E  D  I  A  L  H  L  Q  G  L  Q  A  S  A  E  Q  I  T  L  D  A  S  N 

GGCGGCATGCTGGTTGAAGCCTCTTCCAGCCAGGAGCGACGCGACAACCTCGACATCTCGGCCGGCGCCGGTTTCAACATGGCCAAGGGC 
 G  G  M  L  V  E  A  S  S  S  Q  E  R  R  D  N  L  D  I  S  A  G  A  G  F  N  M  A  K  G 

GCCTTGGACACCCGCGGCCTGCATGGCCGGCTCAAGGTAGAGCTCGACAAGCGCGATAACCTCACCTGGAATACCAGTGACCTGCGCGCC 
 A  L  D  T  R  G  L  H  G  R  L  K  V  E  L  D  K  R  D  N  L  T  W  N  T  S  D  L  R  A 

GAGCGCATCGACCTGCAAAGCCGCGGCGATACCCGCATCGAGAGTGCCACCCTGGATGCAGGGCATATTGGCGGCACAATCGACGGTGAC 
 E  R  I  D  L  Q  S  R  G  D  T  R  I  E  S  A  T  L  D  A  G  H  I  G  G  T  I  D  G  D 

CTGCGCATCGCCAGCCTCAAGGACAACGTCAACACCCTGAGCGTGAAAGGCGATGTCAGGCTGAGCCAGGAGAAAAACCCGCAGGGCTAT 7650 
 L  R  I  A  S  L  K  D  N  V  N  T  L  S  V  K  G  D  V  R  L  S  Q  E  K  N  P  Q  G  Y 

GTCAATGCGGCCAAATCGGTGGCAGGGCCGCTGGGAGGCAAGGTCGAGAAAAAGGCCGGTTCGGCCCTGAGCAAGGCAGACCCAGGGTTC 
 V  N  A  A  K  S  V  A  G  P  L  G  G  K  V  E  K  K  A  G  S  A  L S  K  A  D  P  G  F 

TCGCCGACCGTCAGCCTCGACGTGTCGCATGCACAGCGTGACAATGTGGCGCGTCAGACCACGCTTAAAAGCAGCGACGGCATCGACCTG 
 S  P  T  V  S  L  D  V  S  H  A  Q  R  D  N  V  A  R  Q  T  T  L  K  S  S  D  G  I  D  L 

CAGGTCGGTGGCAACGCTCATCTGGTGGGGGCACGCTTACAGTCGGCCAAAGGCGACGTGAGGCTCGACGCCAACTCGGTCACCCAGGAA 
 Q  V  G  G  N  A  H  L  V  G  A  R  L  Q  S  A  K  G  D  V  R  L  D  A  N  S  V  T  Q  E 

ACGCTAAGCGGCAATGACTATCGCCGAGACCTGTCGTTGGATGCGTCCAACTCACCGGTGGATCTGGGCACGGCAATCGCCGAGATAGCC 
 T  L  S  G  N  D  Y  R  R  D  L  S  L  D  A  S  N  S  P  V  D  L  G  T  A  I  A  E  I  A 

AAAAGCAAAATGGCGGCGGATGGGGAAAATGCGCTGGACCTGGGCGTGTTGAGAACCAGTGGGCATAGTCGCAGCGAGCAATGGGTTTCG 8100 
 K  S  K  M  A  A  D  G  E  N  A  L  D  L  G  V  L  R  T  S  G  H  S  R  S  E  Q  W  V  S 

AGCATGCAAGGGAAGAAGCACTAAGACGCCATCGCGGCCCTGGCCATTTGGGGATATCAGCAATCTTGTGCCCTGCTGCTGACACCCGGG 
 S  M  Q  G  K  K  H <<< 

CCGCGTGCCTCCCGCTTCCACAGCGAATACCACAGCCCTTGGGCTTGTGATTTCTCTGCGGGGGCGGGCTTGCCCGCGAAGAGGCCGCTA 
CAGGTCAAGCCAGCCTGTGCAGCCCCCGCCACCGATCCAGCCCAAGCAACACCAGCCCTATCCCCCAGAAACCCGCCAGCACCCCAAGGG 
 >>> A  L  R  H  L  G  R  W  R  D  L  G  L  L  V  L  G  I  G  W  F  G  A  L  V  G  L  A 

CGTTGAGCATCACCTGCCCATACCCCAGGCTGGCCACATCGATGAACGGGTAGGCATAGACGCCAATCTCACTCCCCCGCCACAACGCAT 
 N  L  M  V  Q  G  Y  G  L  S  A  V  D  I  F  P  Y  A  Y  V  G  I  E  S  G  R  W  L  A  Y 

AACCAAAGTAGACCGCCGGGTACACCGCCCACACCAGCAAATGCCATAGCCGCAAACTGCCCTTGGGCACCTCGCTCCACCAGTACAAGG  8550 
 G  F  Y  V  A  P  Y  V  A  W  V  L  L  H  W  L  R  L  S  G  K  P  V  E  S  W  W  Y  L  A 

CATACAGCACCGGCATCACGTCGTGCAGCAACTCGTCCGCCAGCCATTGCCAACCCTGTGGTTGCCACAAATGACGCAGCAGCACGCTGT 
 Y  L  V  P  M  V  D  H  L  L  E  D  A  L  W  Q  W  G  Q  P  Q  W  L  H  R  L  L  V  S  Y 

AGGCCAGCGCCACCAGCACGATACTGGCGGCCACTGCAGAGCTTACCGAGGGCGACAGGAAAAAGCGTTTGCCACGGCCTTCCCTACCGA 
 A  L A  V  L  V  I  S  A  A  V  A  S  S  V  S  P  S  L  F  F  R  K  G  R  G  E  R  G  F 

ATGCGGCATAGCTGAGCACCGTCGCCACCAGGGTATTGGTCAGCACGGTGAAGTAGCCGAACACATTGATCAGGCCACCAATCAGGCTGG 
 A  A  Y  S  L  V  T  A  V  L  T  N  T  L  V  T  F  Y  G  F  V  N  I  L  G  G  I  L  S  A 

CCTGTTCCTGCCAACGCGCCAGCAGTACCAGGTTCACCTGCACGGCCAGGCCGAACCAGCCCAGCACCGCCATGCCGGTCAGCCAAGGGC 
 Q  E  Q  W  R  A  L  L  V  L  N  V  Q  V  A  L  G  F  W  G  L  V  A  M  G  T  L  W  P  R 
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GACGCGACATGTCAGGCCTGACGCTGCAGCTTCACGTACAGCTGCTCGACCTTCTCCCGCGCCCACGGTGTTTTGCGCAGGAACGTCAGG  9000 
 R  S  M  >>> A  Q  R  Q  L  K  V  Y  L  Q  E  V  K  E  R  A  W  P  T  K  R  L  F  T  L 

CTCGACTTGATGGTCGGGTTGCTCTTGAAGCAGCGCACATCGATGCGCTCGGCCAGGCCATGCCATTGGTAATGCGCCACCAGCTCGGTG 
S  S  K  I  T  P  N  S  K  F  C  R  V D  I  R  E  A  L  G  H  W  Q  Y  H  A  V  L  E  T 

AGGATCTGTTCAAGGGTCTTGCCGTGCAGCGCGTTGTGTTGGGCCGTGCTCATGCTGTGCTCCGTAGGAAAGATGCGCACCTTACACGAG 
L  I  Q  E  L  T  K  G  H  L  A  N  H  Q  A  T  S  M  S  H  E  T  P  F  I  R  M 

TGTAGTGGTGGGAGGGATCCGTCGAGTCGACAGAAAAATCGCTGGTCAGAGGCAAAACCTCTGTGATGGAATAGTTATGTTATGTTGTAA 
CACTAAAAAGCATCTGCCAAGGAACGCCCCATCCCCATGCTGTACACACCGCTTCGCCTTTCCCCCCTTGCCGTCGCACTCTGGCTGGCT 
GCATCCCCCAGCCAGGCCGTAGAACTTGAGCCGCAGGTCATCACCGCCAACCCGCTGGGTAACCGCCAACTGGCCGCCCCCAGCACCGTG  9450 
CTCGAAGGCGACAACCTGCTGCAACAGCAGCACGGCAGCCTGGGTGAAACCCTTAACAAGCAGCCCGGTGTCGCCTCTACCTGGTTCGGC 
CCTGGCGCCAGCCGCCCGGTGATCCGCGGCCTGGATGGCGACCGCATTCGTATCCTGCGCAATGGCGTCGGTGCCCTGGATGCCTCGTCG 
CTGTCCTACGATCATGCCGTGCCGCTGGACCCGGTAACCGTCGAGCGCGTCGAAATCGTCCGTGGCCCGGCCGCCCTGCTTTACGGCGGC 
AACGCCATTGGCGGGGTGGTCAACACCTTCGACAACCGCATCCCGGACTCGCCGATCGAGGGCATCCACGGTGCCGGTGAACTGCGTTAC 
GGCGGCGCCGACACCACTCGCAGCAGCGCCGGCAAGCTGGAGGCCGGCGACGGCGCCTTCGCCCTGCACCTGGATGCCAACAGCCGCCAG  9900 
TTCAACGACCTGCGCATCCCGGGCTATGCACGCAGCGCCAAGGTGCGCGATGCCGACGAGCCCGGCAGCAAACACCGCCTGGAAAACAGC 
GACGGTCGCCAGGACGGCGGCGCAATCGGTGGTGCCTACCACTGGGACCACGGCTACGCCGGCCTGTCGTACAGCCGCTACGACAGCAAC 
TACGGCTCGGTGGCCGAGTCCGGCGTGCGCCTGGACATGAAACAGGATCACTACGCCTTCGCCTCCGAACTGCGCGATCTCGACGGCCCG 
TTCAGCTCGGTCAAGGTAGATGCTGGTTACACCGACTACGAACACAGCGAAATCGAGGAAGGCGAGGTCCATACCACCTTCAAGAACAAG 
GGCTACGAAGCCCGCATCGAAGCCCGTCACCAGCCGCTCGGGCCGATTGAAGGGGTGATCGGTGCCCAGGTCAGCCGCAACGAATTCTCC 10350 
GCCCTGGGCGAGGAAGCCTTCGTCCCGCACACCGATACCGACAGCCTGGCGCTGTTCATGCTGGAGCAGTGGCAAGCCACCGAACGCCTG 
AACCTGAGCCTGGGCGCGCGCATGGAGCACACCCGCGTAGACCCGGACGCCAAAGGCAACGAGAACTTCGTCGACGCCGA 
 
 
 

Figura C.I.2. Secuencia correspondiente a los genes hlpB y hlpA de P. putida KT2440 y su 
traducción en aminoácidos. En verde se indican las regiones intergénicas. En rojo se indican 
los codones de iniciación y de parada de la traducción. En azul se indica el resto de la secuencia 
codificante para cada gen. La posición de los genes (según la numeración utilizada en la figura) 
fueron las siguientes: orf 1, 599-1150; orf 2, 1173-1727; hlpB, 1873-3570; hlpA, 3598-8124; orf 
3, 8285-8920; orf 4, 8922-9170; orf 5, 9307 (truncada). Esta secuencia está delimitada por un 
sitio EcoRI en el extremo 5’ y por un sitio SalI en el extremo 3’, indicados en negrita. Los nu-
cleótidos subrayados indican posibles sitios de unión al ribosoma. El triángulo de color negro 
(ver página anterior) indica el punto donde se insertó el transposón. En la secuencia de aminoá-
cidos de HlpB y HlpA está señalada en rojo la zona de corte del péptido señal predicha por el 
programa SignalP V3.0. 

PP1447 
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PP1446 
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2. COMPARACIÓN DE HlpA y HlpB CON LAS SECUENCIAS DISPONIBLES 

EN LAS BASES DE DATOS 

 

 Las secuencias de aminoácidos correspondientes a HlpA y HlpB se compararon 

con las secuencias disponibles en la base de datos de proteínas Swiss-Prot y TREMBL, 

utilizándose el programa BLASTP (Altschul et al., 1990) (Altschul et al., 1997) para la 

búsqueda de similitudes en las bases de datos de proteínas. 

Las comparaciones de las proteínas deducidas de la secuencia nucleotídica con las bases 

de datos pueden dar una indicación de la función y localización de cada proteína. Por 

ejemplo, se puede estudiar si las proteínas poseen péptidos señal o dominios transmem-

brana, lo cual es importante para entender la localización de una proteína. 
 

2.1. Comparación de HlpA con las secuencias de distintas bases de datos. 

El alineamiento múltiple de secuencias presumiblemente homólogas entre si 

permite definir dominios funcionales en las mismas (Coulson et al., 1987; Gonnet et al., 

1992). Así mismo, estos alineamientos son también el punto de partida de métodos para 

predecir la estructura secundaria y como pasos intermedios en la construcción de árbo-

les filogenéticos. Cuando se comparó HlpA con las secuencias de las distintas bases de 

datos, se encontró que mostraba una similitud con exoproteínas que son secretadas por 

un transportador (hemolisinas/citolisinas no dependientes de calcio) de seis bacterias 

gram negativas a saber, Proteus mirabilis, Edwarsiella tarda, Serratia marcescens, 

Photorhabdus luminescens, Yersinia pestis y Pseudomonas fluorescens. También mos-

traron similitud con adhesinas de cuatro bacterias gram negativas, Haemophilus ducre-

yi, Erwinia chrysanthemi, Bordetella pertussis y Haemophilus influenzae. Todas estas 

proteínas pertenecen a la familia TPS, concretamente al elemento secretado, que genéri-

camente se denomina TpsA. Algunas de estas adhesinas TpsA son sintetizadas como 

preproteínas, (FHA de B. pertussis y HMW1 de H. influenzae) donde todas derivan de 

largos precursores que sufren un proceso de maduración proteolítico en el curso de la 

secreción. En la Tabla C.I.1 se recoge el tamaño de estas proteínas, su número de identi-

ficación en la fuente de origen y el porcentaje de identidad (a nivel de secuencia de 

aminoácidos) que presentaron con HlpA de P. putida. 
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 TABLA C.I.1. Proteínas con las que HlpA de P. putida presenta alta identidad 

Nombre de la proteína y mi-
croorganismo de origen aaa % identi-

dadb 
Nº acceso en GenBank o en Swiss-

Prot/Referencia 
HpmA, Proteus mirabilis 1577 27 (45) M30186/ Uphoff, et al., (1990) 
EthA, Edwarsiella tarda 1594 27 (46) D89876/ Hirono, et al., (1997) 
ShlA, Serratia marcescens 1608 30 (49) M22618/ Poole, et al., (1988) 
PhlA, Photorhabdus luminescens 1480 26 (47) AL662784/ Brillard, et al., (2002) 
HylA, Yersinia pestis 1654 27 (47) AE013603/ Deng, et al., (2002) 

Pflu, Pseudomonas fluorescens 1489 37 (55) NCBI Microbial Genomes Annota-
tion Project (2002) 

HhdA, Haemophilus ducreyi 1175 23(42) 7467546/ Palmer, et al., (1995) 
HecA, Erwinia chrysanthemi 3848 24(36) AF501263/ Rojas, et al., (2002) 

FHA, Bordetella pertussis  3590 22(36) 462082/ Jacob-Dubuisson et al., 
(1996) 

HMW1, Haemophilus influenzae 1536 19(35) 1170438/ Barenkamp, et al., (1994) 
a Número de aminoácidos de la proteína. 
b Se indica el porcentaje de residuos idénticos encontrados en el fragmento de solapamiento. 

  Entre paréntesis se indica los residuos conservados 

 

Estas exoproteínas secretadas por la ruta TPS son sintetizadas como preproteínas o pre-

proproteínas. Todas son largas cadenas proteicas, con masas de aproximadamente 100 

kDa y hasta 400-500 kDa. Las hemolisinas/citolisinas independientes de Ca2+ represen-

tan una subclase de proteínas altamente relacionadas en secuencia y función, mientras 

que varias adhesinas tienen secuencias más divergentes, excepto para los dominios TPS. 

Sin embargo, la característica común es sin duda, el gran tamaño de estas proteínas, 

conteniendo algunas alrededor de 3000 residuos de aminoácidos. 

Muchas proteínas TpsA contienen tramos de motivos de secuencia repetidos que 

no son necesariamente homólogos entre otras proteínas de la misma familia. En la Figu-

ra C.I.3 se muestra el alineamiento múltiple de HlpA (proteína de 1508 aminoácidos) 

con algunas de las proteínas listadas en la Tabla C.I.1. Se observaron dos regiones don-

de el grado de conservación fue muy alto. En la región amino terminal se encontró el 

mayor grado de similitud con los otros miembros de esta familia (zona recuadrada en la 

Figura C.I.4). Todas las proteínas o posibles proteínas TpsA contienen una característi-

ca distintiva de la ruta de secreción TPS, como es el dominio conservado “TPS”o domi-
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nio de secreción. Este dominio es considerado por contener señales de secreción que 

interaccionan con una región receptora de la proteína TpsB, aunque esta interacción no 

ha sido directamente demostrada (Jacob-Dubuisson et al., 2004), siendo por tanto fun-

damental para la translocación de estas proteínas a través de la membrana externa. Así, 

dentro del segmento que abarca los primeros 210 aminoácidos se encontró que el de 

éstos era un 49% de identidad con el extremo N-terminal de ShlA. Este alineamiento 

reveló tres grupos de al menos tres aminoácidos que estaban conservados entre todas 

estas proteínas: LAG (posición 94 a 96), ILNEV (posición 112 a 116) y NPNGI (posi-

ción 141 a 145). Estos dos últimos motivos son característicos de proteínas de la familia 

TPS, siendo los residuos de asparagina en la primera posición de los motivos esenciales 

para la secreción y activación de ShlA (Schönherr et al., 1993). Varias proteínas (ShlA, 

PhlA, HylA y Pflu) tienen un motivo de CysXXCys en su dominio de secreción, ausen-

te en HlpA y Pflu (Jacob-Dubuisson et al., 2001). Aunque se ha visto que estas cisteínas 

no son esenciales para la secreción (Schönherr et al., 1993). La otra zona de buena simi-

litud corresponde al segmento central entre las posiciones 535 y 1109 de HlpA que pre-

sentó un alto porcentaje de aminoácidos conservados. Por último un pequeño segmento 

de unos 50 residuos entre las posiciones 1414 y 1454 de HlpA también presentó un alto 

grado de similitud. El resto de la secuencia es menos similar a esta familia de hemolisi-

nas y adhesinas, como refleja el alineamiento y como se puede observar del árbol filo-

genético (Figura C.I.4), obtenido del alineamiento múltiple. 

Por último, se llevó a cabo un estudio de la predicción de estructura secundaria utilizan-

do programas informáticos que permiten la predicción de la misma en base a diferentes 

algoritmos. En esta misma Figura C.I.4 podemos observar mediante sombreados amari-

llos (estructura α- hélice) y grises (estructura β-hebra) la predicción de la estructura se-

cundaria de ambas proteínas propuesta por el programa PHD (Rost et al., 1993) dispo-

nible en la siguiente dirección http://npsa.pbil.ibcp-fr. 
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HlpA       1 ---MQTLSQLPPVRPDTLRWAIFLAVLGPSAALAQTGLEAASGPGGTPVIHN----------------GHGVPVIDIVPPNATGLSHNQF 
Pflu4788     1 -----------------MPMNTFAFHFSPRGKLRWAIASLFLVAHLPGAMAGGVVVAPGPGGTAQLQTQGGVPIVNIVAPNGSGLSHNQF 
ShlA         1 -------------------MKNNNFRLSAAGKLAAALAIILAASAGAYAAEIVAANGANGPGVSTA--ATGAQVVDIVAPNGNGLSHNQY 
HpmA         1 -------------------MKSKNFKLSPSGRLAASLAIIFVSLNAYGNGIVPDAGHQGPDVSAV---NGGTQVINIVTPNNEGISHNQY 
HylA         1 MRTPCYSYQEISPQNGDVKMKKHTFKLSPAGKLAAAVTIISVSVATCYAAGIVGAGDSAHKPDVSS--VNGTSVINIVQPSASGLSHNQF 
EthA         1 -------------------MAYQHFKLSSAGRLATIIAISFVACSSFAGNIVPDGGALGPGVATA---PSGAQVVNIVTPTDRGLSHNQY 
PhlA         1 -------------------MKNKKFRLSPTGKLAASMAIILVSCSTSFASEIVGGGDPAHHPDIFAA-EGKATVVNIVTPSSSGLSHNQY 
consensus    1                    mk fhlsp g Laa  aii v      a      g              g  vvnIV Pn  GlSHNQy 
 
 
HlpA        72 IDYNVATPGLVLNNATAAGQSQLAGALAANPQFQGQAASTILNEVISRNASLIEGPQEIFGRPADYILANPNGITLNGGSFINTTRAGFV 
Pflu4788    74 LDYNVDRQGLVLNNALQAGQSQLAGQLAANPQLQGQAASVILNEVISRNPSAINGAQEIFGRAADYVLANPNGISVNGGSFINTPNANLL 
ShlA        70 QDFNVNQPGAVLNNSREAGLSQLAGQLGANPNLGGREASVILNEVIGRNPSLLHGQQEIFGMAADYVLANPNGISCQSCGFINTSHSSLV 
HpmA        69 QDFNVGKPGAVFNNALEAGQSQLAGHLNANSNLNGQAASLILNEVVSRNPSFLLGQQEVFGIAAEYVLSNPNGITCDGCGFINTSRSSLV 
HylA        89 QDFNVGEKGAVLNNATSAGNSILAGQLAANQNLNGQAASIILNEVISRNPSLLLGQQEIFGMTADYILANPNGITCNGCGFMNTNRESLV 
EthA        69 QDFNVNRPGAVFNNACTGGESQLAGALAANPNLHGQSASVILNEVISRNPSLLLGQQEVFGMAADYVLANPNGITCDGCGFINTTRSALV 
PhlA        71 LDYNVGQMGVVLNNGLEEGQSQLAGQLAANPNLNGQAANLILNEVISRNPSLLLGQQEVFGIAADYVLANPNGITCNGCGFINTNRASLV 
consensus   91 qDfNV  pGaVlNNa  aGqSqLAGqLaANpnlqGqaAs ILNEVisRNpSlllGqQEiFG aAdYvLaNPNGItcngcgFiNT r slv 
 
 
HlpA       162 VGTPQFEEQQLRYLDTLTASGTLQVLEYGQGNAGGALELIAPRVDSKGLLMASE-----------TLDITVGRNRIDSRSGEVVEHLPSP 
Pflu4788   164 VGRPELNDGKLQALSTRDATGQLQIQGGGLRNGEGSINLIAPRIDSQGAISARD-----------QLNLTVGRNQIDYASGQVKAVDPAG 
ShlA       160 VGNPLVENGVLQGYSTFGNRNTLSLNGTLNAGGV--LDLIAPKIDSRGEVIVQDFKQSNGKVTSAAINAISGLNRVARDGTVQASQQMPT 
HpmA       159 VGNPLFENGQLKGYSTLNNTNLLSLGKNGLNTTGL-LDLIAPRIDSRGKITAA------------EISAFTGQNTFSQHFDILSSQKPVS 
HylA       179 VGNPLIEQGSLKGFETFNNNNWLIIQDKGLTANKI-LDLIAPRIEVTGMVTSTE-----------AINALSGNNQISTDGQILESRQEDH 
EthA       159 VGNPLVEGGALSAYSTLNNDNRLQIGTGGLSTNSV-LDLVAPRIESVGAVSAR------------EINAVSGNNRLTRDLRQIDAGVNGT 
PhlA       161 VGNPLIEQGNLQGFSTFNNQNSLKIKSDGLIANAI-LDLIAPKIDNRGSVTAQK-----------EINAISGENKISATGEVIDSQQALT 
consensus  181 VGnPl eng L g sT nn n L i   gl      ldLiAPrids G v a             ina sG Nri         s    t 
 
 
HlpA       241 STSIDASL-------------------FGAMRAGRIRVVSTTEGAGVRVGASQILGTEGVDISSAGGLHVSGSGDRPTELRSERGVLKLT 
Pflu4788   243 NTTDLRIDASL----------------FGAMQAGRINIVSTAEGAGVKVGAVQVAGRDGVQIGSAGDLSVSGQAIPDSLDVTRAGIRSSQ 
ShlA       248 ALDSYY---------------------LGSMQAGRINIINTAQGSGVKLAGSLNAGDELKVKAYDIRSESRVDDASSNKNGGDNYQNYRG 
HpmA       236 ALDSYF---------------------FGSMQSGRIRIINTAEGSGVKLAGKFTADNDLSVKADNIQTDSQVRYDSYDKDGSENYQNYRG 
HylA       257 PNRPTSLGGWFSSLFSSESEESIDGKYLGSMQSGRINLVSTREGSGVKIAGSLNGSEEINATIKGKLQLEAAKLGGNDININANSIQAFG 
EthA       236 ALDSYY---------------------LGSMQAGRIRIINTAAGSGVKLAGTLHADQDISVAAKDRLTLQSAELRGGDISLQAGALRAEG 
PhlA       239 GVLDSYY--------------------LGSMQAGRIRLLNTAKGSGVNLQGTLTASDEIIVDSHGNLNLEAAHLRGGNIDLLGNDIEVKG 
consensus  271                            lGsMqaGRIri nTaeGsGVklag l a  e  v                      n     g 
 
 
HlpA       312 AADDLMLETVDGQAPRIEA------------------RAGKKLTLDAKTIEHIKHDSDSWNKKFWFVTRETYNRKTTTTHKQQQGSQLLG 
Pflu4788   317 GDVGL--------------------------------HSGKDLTLAATDVSGRDVKVEAKRNLTLTTVESRKLQEQRENWNNSTIGITWE 
ShlA       317 GIYVNDRSSSQTLTRTE--------------------LKGKNISLVADNHAHLTATDIRGEDITLQGGKLTLDGQQLKQTQGHTDDRWFY 
HpmA       305 GITVNNSGSSQTLTKTE--------------------LKGKNITLVASSHNQIKASDLMGDDITLQGADLTIDGKQLQQKETDIDNRWFY 
HylA       347 NLHKNEDNGGVTQSLERTQ------------------LKGKNIAIVANKKNQLSAVKIDADNVTLRGGELVLDERILTKTEQESSSDGGN 
EthA       305 TLSQRDEQREGKDNYQNYRGGINVSDSRREQSYRRTVLSGKNLTLVAAQSTHLTATDISGDDVTIAGGEVLLDGASLTQEQKQTDNRWFY 
PhlA       309 KVSESSYSRDGSNNYQSYFSGSYTNDSKSSQSLARTKLEGKNISLVANSNNRVTATDIVGDDVNLSGANLTLDGQQLKQSTKNINNQQGY 
consensus  361                                      l GKnitlvA       a di gdd tl g eltldg ql q          y 
 
 
HlpA       384 TESVLLQSGDDMRMTAAKVDAGNELTVDSGAGLDILAGIDSKRTEQQVRHRKDL--------------------WRGDSDSDQLKETA-- 
Pflu4788   375 TYERTKTDSDSRQHGSQIVASRDAQLSSGKDTELKAAKVEAKHNLSVQSGGDLRLTAATESHTQTDQGKHRKHLWKADWDSSSEEQRS-- 
ShlA       387 S-------------------------------------------------------------------------WQYDVTREREQLQQAG 
HpmA       375 S-------------------------------------------------------------------------WKYDVTKEKEQIQQIG 
HylA       419 GVLGLGK-------------------------------------------------------------------WNWSENKEEKQQTSIG 
EthA       395 S-------------------------------------------------------------------------WQHDETRSDSQQRAVA 
PhlA       399 S-------------------------------------------------------------------------WRHEVTQESEKLHQAG 
consensus  451 s                                                                         W  d t e eq    g 
 
 
HlpA       452 -----------------------------------------------------------------------------KGSTLSAGHMSIK 
Pflu4788   463 -----------------------------------------------------------------------------ITSELKAGNIALQ 
ShlA       404 STVAASGSAKLISTQEDVKLLGANVSADRALSVKAARDVHLAGLVEKDKSSERGYQRN-------------------HTSSLRTGRWSNS 
HpmA       392 SQIDAKNNATLTATKGDVTLDAAKINAGNNLAINANKDIHINGLVEKESRSENGNKRN-------------------HTSRLESGSWSNS 
HylA       442 TTITAKNNASLESTQDDIKLSAATITAGKNLAIKAKKDLHIDGAIEENSIHDYGHNYKHMVKDESWNNKTTKQTL--NKTTLEAGKNLGL 
EthA       412 GRIDARHNASLSATHGDLRLQGSEVSAGHDLRLKAKGDVALSGIQERDEHQLTGYKRNEGAALNSGRWSQRSSEERLHQTRLRAGHDLSL 
PhlA       416 NNIQAKGNASLNATEGDVKILGSKIDAKGELAVTAKKGVQIAGLTETEKSAETGYKKN-------------------HTAKLQTGSWEES 
consensus  541   i a  na l  t  d  l      a   l   a  d    g  e     e g   n                   hts L aG      
 
 
HlpA       465 ASDNLNVQGSSLHSRSDLAIQAKQADIGTTTLQEHGTQRDYRGDLVSGTFFGDRKGNDTEGQVVAG--------------------STIT 
Pflu4788   476 TAALLRSEGAELNSAGDLQLAGKQVEITTATRTNRSSDNRYSGDLVGGGFFGKTGDADKGQTQHQG--------------------SKIN 
ShlA       475 DESESLKASELRSEGELTLKAGRNVSTQGAKVHAQRDLTIDADNQIQVGVQKTANAKAVRDDKTSWGGIGGGDNKNNSNRREISHASELT 
HpmA       463 HQTETLKASELTAGKDLGLDAQGSITAQGAKLHANENVLVNAKDNINLNVQKTNNDKTVTDNHVMWGGIGGGQNKNNNNQQQVSHATQLT 
HylA       530 TAENKITTQGIKASAGGDVVIDANDVKIGVQKTSNQETTDGKHERNLGLGGVDHNNNDKYAETSHS--------------------SEIT 
EthA       502 EAGGDLSAQAAQIRADNDAGIAAAGKVNLTVQNVANRKTEIDNHTYWGGIGGGGERDNNHSQERSQA-------------------SEVE 
PhlA       487 KQTERLIASELQAGTNLNIKAGTRAEILGAKVHAGQNLTLEAGKQLQIDVQKTADSRAVRDDKKYWGGIGGGENKDNSELKETNHASELT 
consensus  631      l a            a      ga        t         g                                      se t 
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HlpA       535 SDGELTVSA-DQVTIKGSTVFGKQDAVLYSENGSLAIEADHGSTTSTQRTSDSKLFGLIGSKHESTDRKQQVLVSDVSSTSNLRLASAEE 
Pflu4788   546 AAGKLLVKA-DDVRISGSQVRGAKDASVISDNGSLTIDGVQDTSHSNNHDKDSKFFGITKDESRQNSKDSTTVRSELASDSNLKLKSAKD 
ShlA       565 SGGTLRLNGQQGVTITGSKARGQKGGEVTATHGGLRIDNALSTTVDKIDARTGTAFNITSSSHKADNSYQSSTASELKSDTNLTLVSHKD 
HpmA       553 ADGQLLLAADNNVNITGSQVKGNQGAFVKTTQGDVVIDNALSETISKIDERTGTAFNITKSSHKNETNKQTSTGSELISDAQLTVVSGND 
HylA       600 ADGNILISVKDDVAITGSKVKATKDGFVQAKEGGIKIDNAISTTTNKVDERTGVAFDITGSSKKANNSEEKSTGSEVVSEANLKIISKKD 
EthA       573 SGGQLTISAGQDVTISGSRAHGGRGGVVQSQRGDVIIDRVVNTTHEQDNERRGGAFNITTASEKRTESHDQVRGSQLASDVNLRVESARD 
PhlA       577 ANGRLLLSGNEGIAITGSKVKAVQGAFVNANSGELTIDNAVSHINRKVDERTGTVLNITSGSKRNNSQQQKSHGSELVSEADLKLLGDED 
consensus  721 a G ll sa   v ItGSkv g kga v    G l Idna stt  k dertg afnit ss k     q s gSel Sd nL l sa d 
 
 
 
HlpA       624 MRIQGAKVEAGKHLQVEAKGDLLIGSAQSVDERETRDQQRGFTANARQTQEAEDGKPESRQYAAGVAYEVVTSTSKQRTTNQVASELKGA 
Pflu4788   635 IEVAGSTVKAGGSLTADAAGDVEVHSTQNTHDSSNSTQTRGFDAYAKEQT--------AEQYRAGVHYQDKAQTVTANDVTQQGSSLSGG 
ShlA       655 ADVIGSQVASGGELSVESKTGNINVKAAERQQNIDEQKTALTVNGYAKEAG-------DKQYRAGLRIEHTRDSEKTTRTENSASSLSGG 
HpmA       643 VNVIGSLIKSADKLGIHSLGDINVKSAQQVTKIDDEKTSLAITGHAKEVE--------DKQYSAGFHITHTTNKNTSTETEQANSTISGA 
HylA       690 VDVIGSLVKSAGELGIETLGDINVAAAQEKQKIDEQKTLLTIDGFTSDDG--------KNQYQAGLKVEHTSESEKTEKVINHGSTLEGG 
EthA       663 IQVNGSRVESDGKLALQAGGRVDVAAAAGVDTLEKESTSLQVTAYAKAQG--------DKQYRAGVGIEHTAQQEESRSVTHRGSQLRGG 
PhlA       667 INIIGSRVQSTGALSLNTSGNIKVLSYGEQKQVDKQSTSLEPQSHFQPKG--------DKQYRAGIGIEHTSNSQKNQTVTQQASTLSGG 
consensus  811   viGs v s g L     gd  v saq         t l     a      dkQYrAG hiehttq  k   v q aS lsGg 
 
 
HlpA       714 SVGMNSSAHLQVNGSKVQATAGDLDVQAREVTLGATRNDRDVATSTTESGGGLTVTGGIDRLGSLFEGHHNREVQADRDSKVQRSELQAS 
Pflu4788   717 SVQVKAGGDVTLKGAEVKSTTGDTTLSGKNVSLLAEQDSHSTSTETRSTGGGFYYTGGLDRAGSGVDFSHSTSQDTTAKTTAQTTGVQSS 
ShlA       738 SVKLKAEKDVTFSGSKLVADKGDASVSGNKVSFLAADDKTASNTEQTKIGGGFYYTGGIDKLGSGVEAGYENNKTQAQSSKAITSGSDVK 
HpmA       725 NVDLQANKDVTFAGSDLKTTAGNASITGDNVAFVSTENKKQTDNTDTTISGGFSYTGGVDKVGSKADFQYDKQHTQTEVTKNRGSQTEVA 
HylA       772 TVKLEADKDVTFTGSQLNTTKGDADITAENVSFVAAQDTTTSNKEKETVGVNAHYTGGMDKAGSGAGVSYEETKTDSEKSTAVVSHTDVK 
EthA       745 SVEVTAGDDVVFSGAHLQADAGDAQISGKNVAFVSAEESKTSHTRQTQAGGGAYYTAGIDKAGSGYEGHYSHSDTQNEQVRAQGSSSSVS 
PhlA       749 SITIDADKDVTLRGSNLVTTTGDAKITGENVHLLAEDNKKSEEKSQSKKYVGAYLTGGIDKVGSGIYGRYEGNNSNHTSTTAVVSGSQIA 
consensus  901 sv   a kdvtf Gs l  t Gda isg nV fla        t  t  ggg yyTgGiDklGSg    y    t      a  s   v  
 
 
HlpA       804 GDLKLRSDALLTEAAHVEAGNTLQVT-AKRIDNRAAQDTHEHEQSRDDWSGSLGASIEYRDLTRPIERLVLGEEAPRFQQASPED----- 
Pflu4788   807 GSLNINADKLATEGAQLKAGNGLNVA-ANEVDNRAASNTESSTHKESNWSADIGANVEYKDIARPIAGAVKEVLDGKVPDKDALA----- 
ShlA       828 GNLTINARDKLTQQGAQHSVGGAYQENAAGVDHLAAADTASTTTTKTDVGVNIGANVDYSAVTRPVERAVGKAAKLDATGVINDIG---- 
HpmA       815 GDLTITANKDLLHEGASHHVEGRYQESGENIQHLAVNDSETSKTDSLNVGIDVGVNLDYSGVTKPVKKAIEDGVNTTKPGNNTDLTKKVT 
HylA       862 GDLNLNAKQEITNQGTDHNVEGSYAANATNVNNLAAENSETTTTTTNTVDVKYGGNIAYDGVTRPVEKTIESGKKLDVGGVIENVGNV-- 
EthA       835 GNLTITATDNVTQQGAHHQAGGVYREQAASVEHLEANNRDSSRSQRTQVHGEAGVSVDYSAVTRPLEGAVKKGASLDANGVVNEIG---- 
PhlA     839 GNLNIKANGELVQEGTKHEVNGTYTAEAGKVSNLAVSNTESSTNHKLQVGTDIGVNVDYSAVTRPIEKVVKEPAKSALDGTLT------- 
consensus  991 G L i a   lt  g  h v g y   a  vdnlaa ntesstt    v  d GanvdYs vtrP erav         g   e       
 
 
HlpA       888 ------------AMAPPSVGADMTVEHLKRLENQRRGIAQVSELSAAKVEVKADTL-ADQGTAWRANAGS-------------------- 
Pflu4788   891 ------------NLGQPNVGIDVAIGHASADKTEQGSNAVVSRFDGQTVDVKVGGALRDQGTQYNASAGK-------------------- 
ShlA       914 ------------GIGAPNVGLDIGAQGGSSEKRSSSSQAVVSSVQAGSIDINAKGEVRDQGTQYQASKGA-------------------- 
HpmA       905 ARDAIANLANLSNLETPNVGVEVGIKGGGSQQSQTDSQAVSTSINAGKIDIDSNNKLHDQGTHYQSTQEG-------------------- 
HylA       950 ------------APDSVNAGVDLSVNVGEKENKSSNSQAVVTSIKSGDISITAKEDVKDQGTHYQADKGG-------------------- 
EthA       921 ------------TIGKPNLGIDVAADGGTHTQSSSDT--------------------QAQTTQIQAGAIQVTARDEVHTGGRSTGRPTAR 
PhlA       922 ------------KKGTPNFGADIAANGSSIQTANKKSETVVTSIQASDIVIKTNGELYDQGTQYRADKGN-------------------- 
consensus 1081               g pnvG d av gg      s s avv s  a  iei      rdQgTqyqa  g                      
 
 
HlpA       945 LKIEAQQHQVSAAENTQETTVQRLAYGGDARLDTSTGEDLNVRAAGKGGSLDKKDTASTAVPGSLYGQQGIQVQLGSDGRYEGARIDGGE 
Pflu4788   949 VNISADKLVADAANNTHSSTEKSVDAKVDVRVYTKTGEDVNVAGSGAGGSSQSSKDSSTAVVGGYAGNQGVNIHVGGDAQFEGSRFDGGQ 
ShlA       972 VNLTADSHRSEAAANRQDEQSRDTRGSAGVRVYTTTGSDLTVDAKGEGGTQRSNSSASQAVTGSIDAANGINVNVKKDAIYQGTALNGGR 
HpmA       975 ISLTANTHTSEATLDKHQTTFHETKGGGQIGVSTKTGSDITVAIKGEGQTTDNALMETKAKGSQFTSNGDISINVGENAHYEGAQFDAQK 
HylA      1008 IKIDAANHTFESAVNRAEESEKVVSGGVDMRIYTTTGEDINVDAKGKGENKQQEVKAEQAQTGSMKAVGDIIINVQENARYQGTDLDSGD 
EthA       979 VSLRADSHRFDAASDSHRGQTDDVNGGASLRVYTTTGKDIGGAARGQGENRSGQEQSVTAQAGKVQAANGIDIQLGQEGRYQGTALDGGH 
PhlA       980 VTLTAGNHTSEAAQNHHQSSHSETSGNADLRVYTTTGEDISANGKGKGGTQSSHTTTTTAVTSRITAADDINIRVERDAEYQGTSLNAGS 
consensus 1171 v l A  h  eaa n h    k   gg d rvyTtTGeDi v akG Gg        stAv g l a qgi i vg da yqGt l gg  
 
 
HlpA      1035 GSVVMHSAGSLALPQATDKAEQQSRQLDGNAWAKVGNRPGSTGVDGRGYLDHGQKLST----QGKAQVAQIDAKGEVKLTSTG------- 
Pflu4788  1039 GGVSVKTGGDLALNQANDRQSSDSSSLRGNGSLTVGTLPGTDGTNIDLGAGFQLDHKGHQTTDSQAHVASLSGNGPVRLSSGGNQVQQGT 
ShlA      1062 GKTAVNAGGDIRLDQASDKQSESRSGFNVKASAKGGFTADSKNFGAGFGGGTHNG-------ESSSSTAQVGNISGQQGVELKAGR---- 
HpmA      1065 GKTVINAGGDLTLAQATDTHSESQSNVNGSANLKVGTTPESKDYGGGFNAGTTHHSKE----QTTAKVGTITGSQGIELNAGH------- 
HylA      1098 GKIAITAGEEIKFEQATSHLSENHNKIDANAKANFGTKPNSKDFGGGLGGGHSQG-------STSADIAQVSHLHGKQGIELNAGK---- 
EthA      1069 GKVQLNSGGDLQLEQATDSHSVSHAGYDAHARLSGDMSGSNSGSAALGGGQDNGQQS-----ETQAHTAQVRADGGVTLNSAG------- 
PhlA      1070 GKANIDAKGDIRFDNATNSTTKTATGYNGEASAKGGNSPEGKNVHIGLGGGYNIDSKN----STTAQVSEIGGKQSVTLSAGN------- 
consensus 1261 Gkv   aggdl l qAtdk s       g a ak g tp sk    g ggg            tsa vaq  a  gv l            
 
 
HlpA      1114 ---------------------------------------------------------------------------------------DLL 
Pflu4788  1129 KIDSAGAIDLKAGGKLDLQAATYTHLANGSHLGGGLKAGGSKTSSEKSRDQGGNLSGNFNIGRVNENTQTLSGGQLNSQNGIALSGDSVH 
ShlA      1141 ---------------------------------------------------------------------------------------DLT 
HpmA      1144 ---------------------------------------------------------------------------------------NLT 
HylA      1177 ---------------------------------------------------------------------------------------DLT 
EthA      1147 ---------------------------------------------------------------------------------------SLT 
PhlA      1149 ---------------------------------------------------------------------------------------NLT 
consensus 1351                                                                         lt 
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HlpA      1117 LEGTRIGSREAKAGDIQVQSGGQLQVKAASNTQQATGSNLGGGMELAAKAGQTQGGAIGGHFSHGKQDEHARQAVDAQFASNGTLTLTSS 
Pflu4788  1219 LQGTQVSAPNVSIDAQKGGFVQESAQSTDNRNNWNVALNAGGNLSKSTPTAADEKVSSDHGFSAGAKVGVDYLQGTTQQNSQIKADTVVL 
ShlA      1144 LQGTDVKSQGDVSLSAGNKVALQAAESTQTRKESKLSGNIDLGAGSSDSKEKTGGNLSAGGAFDIAKVNESATERQGATIASDGKVTLSA 
HpmA      1147 LQGTHLSSEQDIALNATNKVDLQSASSEHTEKGNNLSGGVQAGFGKKMTDDASSVNGLGSAQFAIGKQDEKSVSREGGTINNSGNLTING 
HylA      1180 LQGTEFGSKNAATGDVQLTAGGKVDFQAAQSQSSKQDMTWSASVKAGKSKSNSTSENDDGTKTHTNNKGFSAGAEANVKNTDETSLTHQG 
EthA      1150 LQGTEVSSQGDVTLKAGEKLDLRQANSARSQQGSVWSGELSGGASSGSSDSANSRGGSVGAKAKVAMQHEQQSTAQGARVSGANVTLSAG 
PhlA      1152 LQGAQVTGKQIDLNAKQGNVELVSAQDRINNDGWEFNLKGNGGNASSIKKAEDDSTTTTTKQNFGGEVKVGIDRLQATTQRN-------- 
consensus 1441 LqGt v s             l  a s              gg                g                          t    
 
 
HlpA      1207 AREDIA-----------------------------------------------------LHLQGLQASAEQITLDASNGGMLVEASSSQE 
Pflu4788  1309 NSGGD------------------------------------------------------ASLNGARIDARN------------------- 
ShlA      1234 NGKGDDA----------------------------------------------------LHLQGAKVSGGSAALEAKNGGILLESAKNEQ 
HpmA      1237 NS---------------------------------------------------------VHLQGAQVNSKDTQLTSQSGDIEITSAQSTD 
HylA      1270 GIINSNGAVTIKADGKDQQAIHLQNTNIISQETILNADNGGIVMESAQDKEHKNNWNVNTNLNGSQKNTIKSDDQGVVDKDSAKKIHNAA 
EthA      1240 AQDSDA-----------------------------------------------------LHLQGAQVTGHDVALNAHEGGIVLESASSGQ 
PhlA      1234 -----------------------------------------------------------SHIKGENVVINSGGDTTVAGARIEADQ---- 
consensus 1531                                                             hlqGaqv      l a  g            
 
 
HlpA      1244 RRDNLDISAGAGFNMAKGALDTRGLHGRLKVELDKRDNLTWNTSDLRAERIDLQSRGDTRIESATLDAGH-------------IGGTIDG 
Pflu4788  1326 -----------------------------------------------------------------------------------VSGKVAG 
ShlA      1272 HKDNWSLGIKANAKGGQTFNKDAGGKVDPNTGKDTHTLGAGLKVGVEQQDKTTHANTGITAGDVTLNSGKDTRLAGARVDADSVQGKVGG 
HpmA      1270 YKNNWGTDIGFNGKKTNNTPKEVTEEKPATSIHNIGGKLLVNVEDQQKTSHQNATLETGTLTINSNKDLTLSGANVTADS---VTGNVGG 
HylA      1360 IKLDGGVDKLDSVTQQNTHINSDKVTLNSAKNTELAGAVLQANQ---------------------------------------ISGQIGG 
EthA      1277 EKNNWGVDASGGLSGRQSVSKDAQGQADPASRQNRHTLNTGLKVAVDRQTQTTQQTLAGARVDAQR-----------------IGGEVGG 
PhlA      1261 -----------------------------------------------------------------------------------VKGSIGG 
consensus 1621  k n                                                                               v G vgG 
 
 
HlpA      1321 DLRIASLKDNVNTLSVKGDVRLSQEKNPQGY----------------------------------------------------------- 
Pflu4788  1333 DLSVESLQDSSSHAKVDVDLGLTAKKTPADDKGKLAGTDYKPTLKVDGEYAHKDS----------------------------------- 
ShlA      1362 DLHVESRKDVENGVKVDVDAGLSHSNDPGSSITSKLSKVGTPRYAGKVKEKLEAGVNKVADATTDKYNSVARRLDPQQDTTGAVSFSKAE 
HpmA      1357 SLNIASQKESDRHVTVGVNVGYNHTNDPKSSQ---------------------------------------------------------- 
HylA      1411 DLNVISRENRLNK----------------------------------------------------------------------------- 
EthA      1350 DLRLESRQDSERSTQVNAGLTFSHSNDEGASKTAKLSKIATPHLAGKVQSKLEGAIDKVSDKVSDEYNGAVRRLDKRQDTTGSVGFNKAN 
PhlA      1268 DLQVESRKDTEHGLNVGVDAGMNYTKESKVKSDDIPKDESTKDDFSKDDVSNDEELKDDPSKNPTEEPQPKGWQERLTSTFNS------- 
consensus 1711 dL veSrkd      v vd g s    p                                                               
 
 
HlpA      1352 -------------------------------------------------------VNAAKSVAGPLGGKVEKKAGSALSKADPGFSPTVS 
Pflu4788  1388 -------------------------------------------------------VKQASGISGSQGVNLT------------------- 
ShlA      1452 GKVTLPATPAGEKPQGPLWDRGARTVGGAVKDSITGPAGRQGHLKVNADVVNNNAVGEQSAIAGKNGVALQ------------------- 
HpmA      1389 -------------------------------------------------------VNKTAKAGGSLLEKTIKDTIDSGIKSSTDAISDKY 
HylA      1424 -------------------------------------------------------VNVSAALGGSHSNAKQDSLISQVANASPIMSDKIK 
EthA      1440 ETVTLPETLTGEKPQGALWDRRRSAGNGVKSSLTGAPGAQGSLQAEGKRVDNLA-VTQQSGIAGQQGVTLR------------------- 
PhlA      1351 -------------------------------------------------------LNNIKGINGVTGKLKSNVDIKDRENVGEQSVISGN 
consensus 1801                                                        vn    i G  g                        
 
 
HlpA      1387 LDVSHAQRDNVARQTTLKSSDGIDLQ---------------------------------------------------------------- 
Pflu4788  1404 ------------------------------------------------------------------------------------------ 
ShlA      1523 ------------------------------------------------------------------------------------------ 
HpmA      1424 NSLSSTIADKTGISDETKAKIDQGFGKVGNGIKNIVTGAEGHTANADIKVTHVDNDAVTKTTSLTSNNDLSLN----------------- 
HylA      1459 NKLEEKSTKIFDKVENKFNTLGKEKDDSVQTISYTKDGQTVKISEADEKKETKDKWWQKGAKSVGKKIKSAVQDEQVVGGNGSVKANVEV 
EthA      1510 ------------------------------------------------------------------------------------------ 
PhlA      1386 QGVNLD------------------------------------------------------------------------------------ 
consensus 1891                                                                                            
 
 
HlpA      1413 ---------------------VGGNAHLVGARLQSAKGDVRLDANSVTQETLSGNDYRRDLSLDASNSPVDLGTAIAEIAKSKMAADGEN 
Pflu4788  1404 ---------------------VGGATQLTGARISATEGKVDLGGSKVSSSDLSNLDYGVKAGLDLPHKTEENAPKVSLENGNLKVGPVTL 
ShlA      1523 ---------------------VGGQTQLTGGEIRSQQGKVELGGSQVSQQDVNGQRYQGGGRVDAAATVGGLLGGAAKQSVAGNVPFASG 
HpmA      1497 ---------------------VNGSTKLTGAEIVSQQGQVDLGGSSVKLENIEGHHYEAGADLDLKSSVVDLAKQLVGGDISFKSPVKTN 
HylA      1549 VESQGVEEQSAIRGTQNVDLTVKGKTDLVGGKISSKNSDVKLKTNGLETQDINGKYTEGGARLNASSSVMDMISDGAKDVMDGKAPLVSG 
EthA      1510 ---------------------VNGETDLTGATIESAAGKVDLSGSRVVQRDLVGHRYQGSGKGALPLSVGGLTEVANKLVTQSELPLSVS 
PhlA      1392 ---------------------VKGNTHLIGGQIGSEKGHVILNTQNVEQQSVTSYDNSKGGNVALPDSVSGIVKAVQEGVLSGKIPLVKT 
consensus 1981             V G t LtGa i s  g V L gs v q d  g  y  g  ldl  sv  l           kvp     
 
 
HlpA      1482 ALDLGVLRTSGHSRSEQWVSSMQGKKH 
Pflu4788  1473 SGHLDSQPLQAGIDEKG---------- 
ShlA      1592 HASTQQADAKAGVFSGK---------- 
HpmA      1566 ETVNTKASISEK--------------- 
HylA      1639 HGKSEQKNATGGITRE----------- 
EthA      1579 TESHPESSQSGVHSKQ----------- 
PhlA      1461 YSNETETSTTNGEIINRKSD------- 
consensus 2071            g                
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 Figura C.I.3: Alineamiento múltiple de HlpA con otras proteínas. El alineamiento múlti-
ple entre HlpA de P. putida y las secuencias de seis proteínas se realizó con el programa Clus-
talW (ver sección Materiales y Métodos). Los aminoácidos conservados en todas las secuencias 
se indican en color rojo. Los residuos similares se indican en color azul. Para que un aminoáci-
do forme parte de la secuencia consenso debe estar presente al menos en cuatro de las siete se-
cuencias alineadas. La secuencia consenso y el color de los aminoácidos se generaron con ayuda 
del programa MacBoxShade (ver sección Materiales y Métodos). El porcentaje de identidad 
entre HlpA y las distintas proteínas alineadas, así como el número de acceso a la base de datos y 
la referencia para cada secuencia se indican en la Tabla C.I.1. Abreviaturas: HlpA, Pseudomo-
nas putida KT2440; Pflu, Pseudomonas fluorescens; ShlA, Serratia marcescens; HpmA, Pro-
teus mirabilis; HylA, Yersinia pestis; EthA, Edwarsiella tarda; PhlA, Photorhabdus lumines-
cens. La predicción de la estructura secundaria se muestra mediante sombreados amarillos (es-
tructura α-hélice) y grises (estructura β-hebra). Para esta predicción se ha utilizado el programa 
PHD (Rost et al., 1993). 
 
 

 

Este alineamiento múltiple de secuencia se utiliza también como paso intermedio en la 

construcción de árboles filogenéticos. Para la elaboración del árbol utilizamos el pro-

grama TREEVIEW (Page, 1996). La longitud de las ramas es proporcional a las distan-

cias filogenéticas. Las abreviaturas para las proteínas TpsA son las siguientes: HlpA, 

Pseudomonas putida KT2440; Pflu, Pseudomonas fluorescens; ShlA, Serratia marces-

cens; Hpm, Proteus mirabilis; HylA, Yersinia pestis; EthA, Edwarsiella tarda; PhlA, 

Photorhabdus luminescens; HMW1, Haemophilus influenzae; FHA, Bordetella pertu-

sis; HecA, Erwinia chrysanthemi; HhdA, Haemophilus ducreyi. 

El siguiente agrupamiento de proteínas está propuesto basándonos en la homología en-

tre ellas. Observando la Figura C.I.4. del árbol podemos agruparlas en tres grupos: un 

grupo I que incluirían hemolisinas/citolisinas independientes de Ca2+ como son HpmA, 

ShlA, EthA, HylA y PhlA; un grupo II que está representado por adhesinas, como 

HMW1, FHA, HecA; y un tercer grupo, el grupo III que correspondería a las proteínas 

Pflu4788 y HlpA. La proteína HhdA, presenta homología con citolisinas, sin embargo, 

ocupa una posición alejada del grupo que le correspondería. 
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Figura C.I.4. Árbol filogenético de miembros reconocidos actualmente de la familia TPS: 
La longitud de las ramas es proporcional a las distancias filogenéticas. Para la construcción del 
alineamiento y árbol se utilizaron los programas CLUSTAL y TREE respectivamente. La agru-
pación está propuesta según la homología. Grupo I: ShlA, Serratia marcescens; HpmA, Proteus 
mirabilis; HylA, Yersinia pestis; EthA, Edwarsiella tarda; PhlA, Photorhabdus luminescens; 
Grupo II: HMW1, Haemophilus influenzae; FHA, Bordetella pertusis; HecA, Erwinia chry-
santhemi y Grupo III: HlpA, Pseudomonas putida KT2440; Pflu, Pseudomonas fluorescens. 
HhdA, Haemophilus ducreyi aparece alejada del grupo a que correspondería (citolisinas). HlpA 
presentaría el grado más alto de similitud con Pseudomonas fluorescens. 
 

El análisis de la proteína HlpA mediante el programa SignalP v3.0 (Nielsen et al., 1997, 

ver Materiales y Métodos) determinó la presencia de un péptido señal de 33 aminoáci-

dos con características similares a las de las lipoproteínas (Braun y Wu, 1994; Pugsley, 

1993). En dicho péptido se podía diferenciar claramente un dominio N con carga neta 

positiva, un dominio H hidrofóbico y un dominio C que se ajustaba a las características 

del péptido señal estándar, con residuos neutros de pequeño tamaño en las posiciones -1 

I

II 

III 
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y -3, concretamente alanina (muy conservada en dichas posiciones, con un 86,1 % y 

58,7% de probabilidad respectivamente). Además, en la posición -6 suele haber un resi-

duo que induce giros β (P o G). El punto de procesamiento se situaría 

entre los aminoácidos Ala31 y Gln32. Tras dicho procesamiento, la proteína tendría un 

tamaño de 1475 aminoácidos. En la Figura C.I.5 se muestra la estructura primaria del 

péptido señal hipotético de HlpA. 

 

 

 

 
 +  -  +                     -  
 M Q T L S Q L P P V R P D T L R W A I F L A V L G P S A A L A  Q T G L E A A ... 
 

 

Figura C.I.5: Estructura primaria de la región amino terminal de HlpA y del supuesto 
péptido señal. Sobre la secuencia de aminoácidos se indican los tres dominios que se diferen-
cian en un péptido señal: un dominio polar con carga neta positiva (el dominio N), una región 
central hidrofóbica (el dominio H) y un dominio C, normalmente menos hidrofóbico, que con-
tiene las señales que reconoce la peptidasa encargada del corte. Los símbolos + y - que se en-
cuentran encima de algunos aminoácidos indican la carga neta positiva o negativa a pH fisioló-
gico, respectivamente. La flecha vertical indica el sitio de procesamiento propuesto. La numera-
ción -1 y +1 se refiere a la posición de los aminoácidos con respecto a dicho sitio de corte. Así 
el aminoácido de la posición +1 se convertirá en el primer aminoácido de la proteína madura. 
Para esta predicción se ha utilizado el programa SignalP v3.0 (Nielsen et al., 1997). 
 
 

El programa Tmpred (ver Materiales y Métodos) predijo la existencia de una posible 

hélice transmembrana localizada entre los aminoácidos 17-33 con orientaciones dentro-

fuera, quedando en el periplasma el resto de la proteína. Este modelo sugerido podría 

corresponder a la zona de unión a la membrana interna que posteriormente se liberaría 

al periplasma para atravesar por último la membrana externa. 

 

 

-1 +1

N                                    H                      C
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2.2. Comparación de HlpB con las secuencias de las bases de datos 

Al comparar HlpB con las secuencias de las bases de datos, se encontró similitud 

con activadores-transportadores de la membrana externa asociados a las hemolisinas de 

los microorganismos mencionados anteriormente, estos eran Proteus mirabilis, Edwar-

siella tarda, Serratia marcescens, Yersinia pestis, Photorhabdus luminescens, Pseudo-

monas fluorescens, Haemophilus ducreyi, Erwinia chrysanthemi y Haemophilus ducre-

yi. En algunos casos, esta proteína denominada genéricamente TpsB es también reque-

rida para que la hemolisina adquiera su forma activa. En la Tabla C.I.2 se recoge el ta-

maño de estas proteínas, su número de identificación en la fuente de origen y el porcen-

taje de identidad (a nivel de secuencia de aminoácidos) que presentaron con HlpB de P. 

putida. 

 

TABLA C.I.2. Proteínas con las que HlpB de P. putida presenta alta identidad 

Nombre de la proteína y mi-
croorganismo de origen aaa % identi-

dadb 
Nº acceso en GenBank o en Swiss-

Prot/Referencia 
HpmB, Proteus mirabilis  561 32 (50) M30186/ Uphoff, et al.,(1990) 
EthB, Edwarsiella tarda 559 33 (50) D89876/ Hirono, et al., (1997) 
ShlB, Serratia marcescens 557 34 (52) M22618/ Poole, et al., (1988) 
PhlB, Photorhabdus luminescens 559 32 (50) AL662784/ Brillard, et al., (2002) 
HylB, Yersinia pestis 592 31 (50) AE013603/ Deng, et al., (2002) 

Pflu, Pseudomonas fluorescens 575 44 (59) NCBI Microbial Genomes Annota-
tion Project (2002) 

HhdB, Haemophilus ducreyi 532 23(43) 7467546/ Palmer, et al., (1995) 
HecB, Erwinia chrysanthemi 558 26(45) AF501263/ Rojas, et al., (2002) 

FhaC, Bordetella pertussis 584 25(40) 462082/ Jacob-Dubuisson et al., 
(1996) 

HMW1B, Haemophilus influenzae 545 25(39) 1170438/ Barenkamp, et al., (1994) 
a Número de aminoácidos de la proteína. 
b Se indica el porcentaje de residuos idénticos encontrados en el fragmento de solapamiento. 

  Entre paréntesis se indica el porcentaje de residuos conservados 

 

Estas proteínas de aproximadamente 60 kDa tienen la característica de proteínas de 

membrana externa integrales, un probable residuo (10) C-terminal anfipático para for-

mar una β-hebra transmembrana y un número de segmentos anfipáticos conservados 

adicionales en sus secuencias. La estructura y función de dos miembros de la familia 
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TPS, ShlB y FhaC, han sido estudiados y en ambos casos se predice formar un β-barril 

transmembrana en la membrana externa (Jacob-Dubuisson et al., 2001). Datos experi-

mentales han corroborado estas predicciones a pesar de algunas diferencias entre los 

modelos topológicos de las dos proteínas (Könninger et al., 1999; Guédin et al., 2000). 

En la Figura C.I.6 se muestra el alineamiento múltiple de HlpB (proteína de 565 ami-

noácidos) con algunas de las proteínas listadas en la tabla anterior. Se encontró que es-

tas proteínas presentaban un alto grado de similitud a lo largo de todas sus secuencias 

con segmentos altamente conservados que correspondían a las posiciones situadas entre 

36 y 535 de HlpB. La mayoría de estas proteínas tienen dos residuos de cisteínas (posi-

ción 82 y 112 de HlpB) y una fenilalanina en la región C-terminal características de 

proteínas de membrana externa (marcadas ambas cisteínas y fenilalanina con un asteris-

co en la Figura C.I.6). En la región C-terminal se encontró también una secuencia con-

servada terminada en RGY/F. Este motivo estaba conservado en casi todas las proteínas 

del alineamiento. 

Se llevó a cabo un estudio de la estructura secundaria obtenida por programas informá-

ticos de predicción de estructura secundaria que utilizan diferentes algoritmos. En esta 

misma Figura C.I.6 podemos observar mediante sombreados amarillo (estructura α-

hélice) y gris (estructura β-hebra) la predicción de la estructura secundaria de ambas 

proteínas utilizando el programa PHD (Rost et al., 1993) disponible en la siguiente di-

rección http://npsa.pbil.ibcp-fr. 

 

 
 Figura C.I.6: Alineamiento múltiple de HlpB con otras proteínas. La nomenclatura utili-

zada y el método seguido para generar el alineamiento son los mismos que se indicaron en la 
Figura C.I.3. El porcentaje de identidad entre HlpB y las distintas proteínas alineadas, así como 
el número de acceso a la base de datos y la referencia para cada secuencia se indican en la Tabla 
C.I.2. Abreviaturas de las proteínas: HlpB, Pseudomonas putida KT2440; Pflu, Pseudomonas 
fluorescens; ShlB, Serratia marcescens; HpmB, Proteus mirabilis; HylB, Yersinia pestis; EthB, 
Edwarsiella tarda; PhlB, Photorhabdus luminescens. Los residuos de cisteína y fenilalanina 
están marcados con un asterisco. La predicción de la estructura secundaria se muestra mediante 
sombreados amarillos (estructura α-hélice) y grises (estructura β-hebra). Para esta predicción se 
ha utilizado el programa PHD (Rost et al., 1993). 
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HlpB         1 ------MRGASMPCLIHRIAHWLSAGCLSGLLSIPQVLADDPASQQLRDQQHGLRQLEQQQRLERWQRIPVPAEPTNST- 
Pflu4787     1 MPYSLCVVSRCRSLPRPLLSALLLSVCAPSVLAAETPAPGQEVLRQQQLQQRDLQQLQLEQRKRQLERGAFGPTPVNPDI 
HpmB         1 ----------MKKKVVLLTLLSCFSTSGLSANETGNLGSISESRRALQDSQREINQLIEQNRYQQLQEKAVNISPTP--- 
PhlB         1 ----------MIKRISILILGCISFQIIASPAEINDNLPMTEARRTLQDSSREINQLIEQRRYQQLKQQANTVPESTPA- 
EthB         1 --------MKLKNAFLPAMGNALGDVVRARAPPFWDNTPTDESRRALQNSAREVNSLLEQQSLQRLEKQRQARPSAAAP- 
ShlB         1 --------MIKKITALTLLVSTALSAETLPDSHMMQDMSMGESRRALQDSTREVNQLIEQRRYQQLKQQRLLAEPAA--- 
HylB         1 ----------MIRKRTALWLVLSTGAQAETPLAIETPSSINESRQSLQNNAKEINQLVEEKRHQQITQHNTGQSELSRPA 
consensus    1           mk   i lll  l      s   i     i esrr lqds reinqLieqqr qql        p      
 
 *                             * 
HlpB        74 ---SHRPHDDRCWAVDGVRVAGMHRLSNSALAPTIRALTPACMGIADINRLLKAITQRYVQAGYPTSRPYLRQPPAEGMP 
Pflu4787    81 P--ESIKPDERCWPLSGTRIGGVTLIDKDKLNARIKPLLAPCMGVGQINHLLATITALYVEKGYIASRPYLSSAPAAGQS 
HpmB        68 ---TLITESEHCLPIKGVYIQGITLLTEKDLNSLSPLPDQ-CIKSADINRLVKELTQRYLQHGYITARIQFLR-PNQHGE 
PhlB        70 ---PVLPESKQCLPLTGVYLKGISLLSVRDLSTLSALSPA-CISSHDINRLSHELTHLYISKGYITARVQFIA-PNTDGE 
EthB        72 ---AQLREDTSCLPIDGVYLTGITLLSLRDLRALDPLPTH-CIRSRDVNHLAKQLTALYLEKGYITARVQFLR-PNARGE 
ShlB        70 ---PALPQSAQCLPIAGVYLQGVTLLSPADLSALSGLPEQ-CISSNDINRLTRELTRLYVQKGYITARVQIVR-PNSQGE 
HylB   71 PPAPVLPEDTQCLPINGVYIQGITLLTEDDLSELSAIPEQ-CIHPDNINLLTRELTHIYMDKGYITARIQFIP-PDADGK 
consensus   81      lped  Clpi Gvyv Gitlls  dL  ls lp   Ci s diNrL kelT lYv kGYitaRiqfl  Pn  ge 
 
 
HlpB       151 LDIVIVEGFVETIELAGPDLPLSLSSAFPGLLGQPLYLPDLEQGLDQLNRLRAYELGATLLPGELQGGTRVVVQPGKVAS 
Pflu4787   159 LDILIDEGYIESIELADQSLPVSLGGAFPGMLGKPLNLRDLEQGLDQLNRLRSLDLTADIAPGGQPGASKIILRSRTSGQ 
HpmB       143 LGLYAIEGFVERIEGGDRGVNTTL--LFPRIKGQPLKLATLDQGLDQANRLQSNKVTVDILPGTELGGSVIKLSNQRKSP 
PhlB       145 LGLNVIEGFVEKIEGGDRWVNSSM--LFPGLEKQPLNITQLDQGLDQANRLQSNKTTLDILPGTVNGGSVIKLHNQRSKP 
EthB       147 LGVRVTERFIERIEGGDRGVNRRW--LFPGAVGKPLRLASLDQGLDQANRLRSNHVSMDILPGERVGGSVIRLYNRRERP 
ShlB       145 LGLSVTEGFIEKIEGGDRWVNSRL--LFPGLEGKPLKLTELDQGLDQANRLQSNTTKLDILPGRQVGGSVIRLRNQHAKP 
HylB 149 LGLDITEGFVEAIDSTDTGLDGET--VFPNMIGKPLNITRLDQGLDQANRLPSNKVTVDILPGTLPGGSILKLHNTPSTP 
consensus  161 Lgl i EgfvErIeggdr vn sl  lFPgllgkPL l  LdQGLDQaNRL snkvtvdilPG   Ggsviklrn r  p 
 
 
HlpB       231 R-WHLDSRFDNRGSELTGRHRVNLGIGLDSPLGLNDELRLSLARTVLDTPGQSQGI-SLYYSIPYGAWTFALSASQLSYQ 
Pflu4787   239 SRWALGAGFDNLGSASTGRDRDTLSLTLDSPLELNDLLSLSASDTLNQGDRYSRNA-SLYYAIPYGYWTFSAFASHAEYR 
HpmB       221 --WHLNIASDNYGQKNSGRWLIRTNASLDSPLGLSDFVSLNANITTDNPNTRFNRAYTLLYSIPYGGFTFSSFGSYSEYQ 
PhlB       223 --WLLNIKTDNYGQKSTGKWRVRTNTSFDSPFGLSDFISLNASSTLDSPSNRYSRAYTLLYSMPYGAATFSGFGSYSQYA 
EthB       225 --WQVSGSLDNYGQQSTGEWVARGSATLDSPLGLSDFVSLSASTTLAQPSARYSRAYMLFYSLPYGDLTFSGFASFSDYQ 
ShlB       223 --WLITAGTDNYGQKSTGRWLARATATLDSPFGLSDFVSLNANSTLENPAHRYNRAYTLLYSLPYGAFTFSGFASFSSYE 
HylB       227 --WHLTTSMDNYGNKNTGKWLSRNALSFDNPLGLSDSVSINISNTVDRPQHNYSRAYSMFYSVPYGALTFSGFGSYAEYR 
consensus  241   W l    DNyGqkstGrwl r   tlDsPlgLsDfvslnas Tldqp  ry rayslyYsiPYGawTFsgfaSyseY  
 
 
HlpB       309 APLPYSDKAA--DGSSSYQGLSVERVLWRNQQGMLSASARLDRKQLINRSAGAVIVQQSPTLATVEAGINLLWLESGLWN 
Pflu4787   318 APFKLSTATLYSTGITDQLSLRADRVLWRDQSHQLSANLQLAHKDVDSYLENVRLGIQSPTLTVAEAGLNLFWLDRAVWN 
HpmB       299 FHQKLQTRTVNLYGDTTQVGIRGDYAFSRSQKQIDTLNIQVTHKRIRNYFSQIRLDLSSPKLTTIELGINHLQIIPNGVL 
PhlB       301 SRPHLQMRTIKIYGDTQQIGMRSDFAFYRNQSQINSVSGQLTYKNYNNYIDNAKIGVSSQTLSVFELGVNHLHIIPTGLI 
EthB       303 MHQSLPHIRILLDGQASQYGLRGDAVLQRSQRQINTLGVQLTYKRIRSYLQDDLLRVSSPTLSVAELGLSHLHILSGGVA 
ShlB       301 NHQQLPHNVVKLHGQTQQYGLRSDYVFYRDHDQIDSLSGQLTYKRIDNYFESVRLEVSSPTLTLAELSASHLQILPNGVF 
HylB       305 YPMKLQFNTAKLHGETQQHGLRADYVFYRDQSQINGLSAQLTYKRASNYLNEEKIAISSPTLTIFELGLNHLHVLPMGLF 
consensus  321  h kl   tv l G t q glradyvfwR q qi slsaqltyKrl nyl   rl vsSptLtv Elglnhl ilp gv  
 
 
HlpB       387 GYF-GVAQGIDALGADRSPLGAHRL--RPDFRKYRANLLHLRQGPAPSPWRWQSELA-MQYSRDPLPAVEQLLVSDDSAV 
Pflu4787   398 LDV-NYAQGLSGFGADDDADRQVKNLPKAQFRKYRAGLSQWRNGQLGAQAWQWQSQLNLQYSPDPLPAIEQLLGTDDSAV 
HpmB       379 STNLSVEKAVGWFGAEETPYIANGNGNDYRFTKVKLFTNWYQRFSLWHSTFLFNSTFLGQYSHDTLPGVEWLSLTDKNAI 
PhlB       381 TLNLSVEQGLPWFGAQTGTAYL-----DKQFTKGKLMVNLHQRFMLFNSPYQLNNLFYGQYNRHGLPGVEWLNITDRNAV 
EthB       383 TGNLSVERGLSILGADRGRQRTGA---EAQYTKLKLSAGVSQRVTLADDVYLFNAQWYGQYSRDPLPGVEWVSLTERTAV 
ShlB       381 SANLSVEQGMPWLGAGRHPSSVHL---DSQFTKGKLFANLSQRLRLGDATYQLNNLFYGQYSRDPLPGVEWLSLTDRSAV 
HylB       385 NINVSLEQGLPWLGAERSNGPLANYQ-DSQFTKAKTSITSNHYFALFDDTYLFSNQFYGQYTRDRLPGVEWLSITDSSAI 
consensus  401 s nlsveqgl wlGAdr          d qftK kl l   qr  l    y wn  fygQYsrdpLPgvEwlsvtdrsAv 
 
 
HlpB       463 RGFRLHTYSGASSAVWRNTFSQALPRTWAPPFEIRPYIGLDLGWVRTAEGKPSQRLA-GAAAGLELSLPGSRLRLDYQRA 
Pflu4787   477 RGYRVSSASGASGAIWRNTLRLPLRSDLPV--QLTPRVGLDHGWIKADHGAPVQRLS-GASIGLNLGWKNLQVDVDYQRS 
HpmB       459 RGFDQSTLSGDNGGYLRNTLSYPYRLNHF---SITPRIGVDIGQVKQHGNYKGWQGGYGLSSGLNIQYQQAQLDLEVAKG 
PhlB       456 RGFSKNTLSGDNGWYLQNTLSRTFPLANS---TLSMRIGIDTGRVQGYRSPQGWQSSAGISSGTTLRYQRMVFDIETSRG 
EthB       460 RGFKRGTLSADNGWYWQNTLSRPLRWRAF---TVTPRIGLDVGRVLSNAGDQGWQSGVGAVAGVTLSSASAQLDIEVGRA 
ShlB       458 RGFSRSTQSGDNGWYLQNTLSRSFNLGAT---TLTPRLGADVGRILPRQDNSGWRSSAGISTGATLRYQRALVDLEVSRG 
HylB       464 RGFSRNTLSADQGWYLQNTLSRRFTLGDA---TLTPRVGLDTGRLQQKPQGWVSAM--GLSAGVSLNYQNATLDIEASRG 
consensus  481 RGf r tlSgdngwylqNTlsr f l      tltpriGlDvGrv       gw    Gls Gltl yq a ldle  rg 
 
 * 
HlpB       542 LYTSDLPRPRLEPGFWVLDWTLSI-- 
Pflu4787   554 LNTPTGLHREPETWLMRVGLQI---- 
HpmB       536 ELLYHQTNSNKTKDPTQLLVKFSYLF 
PhlB       533 KLLSNRQASDEPIQVLVRFSYTF--- 
EthB       537 RAISNNNFPSQSTQLLTRFSYSF--- 
ShlB       535 WILSNHATPEDPVQVLARFSYTF--- 
HylB       539 RLLSGPSKINDPTQILARFSYRF--- 
consensus  561  lls         qll rfsy f    
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El análisis de la proteína HlpB mediante el programa SignalP v3.0 predijo la 

existencia de un péptido señal de 33 aminoácidos. En dicho péptido se podía diferenciar 

claramente un dominio N con carga neta positiva, un dominio H hidrofóbico y un domi-

nio C que se ajustaba a las características del péptido señal estándar, con residuos neu-

tros de pequeño tamaño en las posiciones -1 y -3, concretamente alanina y valina res-

pectivamente. El punto de procesamiento se situaría entre los aminoácidos Ala31 y 

Asp32. Tras dicho procesamiento, la proteína tendría un tamaño de 527 aminoácidos. 

En la Figura C.I.7 se muestra la estructura primaria del péptido señal hipotético de 

HlpB. 

 

 

 

 

 +          +          - -  
M R G A S M P C L I H R I A H W L S A G C L S G L L S I P Q V L A  D D P A S Q Q ... 

 

 

Figura C.I.7: Estructura primaria de la región amino terminal de HlpB y del supuesto 
péptido señal. La nomenclatura de los dominios, carga neta de los residuos y punto de proce-
samiento en esta figura son comunes a los de la leyenda de la Figura C.I.5. 
 
 
 
El programa Tmpred (ver Materiales y Métodos) predijo la existencia de dos posibles 

hélices transmembrana localizada entre los aminoácidos 13-34 y 287-309 con orienta-

ciones dentro-fuera, fuera-dentro. El modelo correspondería a la zona de unión a la 

membrana externa. Las características funcionales y estructurales de FhaC y ShlB hacen 

razonables proponer que estas, y probablemente todos los miembros de esta familia, 

forman canales específicos barriles β en la membrana externa para la translocación de 

sus “sustratos” exoproteínas. 

 De la misma manera que se realizó anteriormente, se llevó a cabo un estudio fi-

logenético de miembros reconocidos actualmente de la familia TPS. El análisis filoge-

nético sitúa a ShlB, HpmB y otras citolisinas transportadores/activadores como EthB y 

 

N                                         H          C

-1 +1 
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HhdB cercanas en el dendrograma. En contraste, proteínas TpsB involucradas en la se-

creción de proteínas no-citosólicas, como FhaC, son colocadas claramente más lejanas 

(Figura C.I.8). Funcionalmente ShlB y FhaC representan dos subclases de proteínas 

TpsB, estando la primera involucrada en la secreción y activación de citolisinas y la 

segunda en la secreción de adhesinas. A nivel de secuencia, ShlB y HpmB están mucho 

más relacionadas entre sí que otras como FhaC. Un examen más detallada de las se-

cuencias reveló que todas las proteínas TpsB tienen un par de cisteínas aproximadamen-

te 30 residuos después de la región amino terminal, que están ausentes en FhaC y 

HMW1B (Jacob-Dubuisson et al., 2001). 

Para la elaboración del árbol filogenético utilizamos el programa TREEVIEW (Page, 

1996) donde la longitud de las ramas son proporcionales a las distancias filogenéticas. 

Por tanto, al igual que el árbol anterior, el siguiente agrupamiento de proteínas está pro-

puesto basándonos en la homología entre ellas. El grupo I: incluye la mayoría de los 

transportadores/activadores de hemolisinas/citolisinas Ca2+-independientes conocidas, 

como ShlB, Serratia marcescens; HpmB, Proteus mirabilis; HylB, Yersinia pestis; 

EthB, Edwarsiella tarda; PhlB, Photorhabdus luminescens. El grupo II: está representa-

do por proteínas involucradas en la secreción de proteínas no-citosólicas, como FhaC, 

HMW1B y HecB. Y un tercer grupo, grupo III: correspondería a las proteínas Pflu4788 

y HlpB. La proteína HhdB, presenta homología con transportadores/activadores de cito-

lisinas, sin embargo, ocupa una posición alejada del grupo que le correspondería (Figura 

C.I.8) 
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Figura C.I.8. Árbol filogenético de las proteínas pertenecientes a este sistema de secreción 
TPS: Para la construcción del alineamiento y árbol se utilizaron los programas CLUSTAL y 
TREE respectivamente. La longitud de las ramas es proporcional a las distancias filogenéticos. 
La agrupación está propuesta según la homología. Grupo I: ShlB, Serratia marcescens; HpmB, 
Proteus mirabilis; HylB, Yersinia pestis; EthB, Edwarsiella tarda; PhlB, Photorhabdus lumi-
nescens; Grupo II: HMW1B, Haemophilus influenzae; FhaC, Bordetella pertusis; HecB, Erwi-
nia chrysanthemi y Grupo III: HlpB, Pseudomonas putida KT2440; Pflu, Pseudomonas fluores-
cens. HhdB, Haemophilus ducreyi aparece alejada del grupo a que correspondería (citolisinas). 
HlpB presentaría el grado más alto de similitud con Pseudomonas fluorescens. 
 

 

3. ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE ADN QUE FLANQUEA LOS GENES 

hlpB-hlpA Y COMPARACIÓN CON LAS SECUENCIAS EXISTENTES EN LAS 

DISTINTAS BASES DE DATOS. 

 

Al principio de este capítulo, se describió la organización física de los genes 

hlpB y hlpA, describiéndose que ambos genes se encontraban asociadas en el cromoso-

ma, y que presentaban la misma dirección transcripcional. No obstante, no se sabía si 

ambos genes formaban un operón. 

I

II 

III 
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Mediante análisis computacional del genoma de P. putida KT2440, se estudió el 

entorno genético de hlpB-hlpA. En sentido 5’ de estos genes aparecen dos marcos abier-

tos de lectura, orf1 y orf2 (PP1452 y PP1451, respectivamente), que se transcriben en el 

mismo sentido que hlpB-hlpA. A su vez en 3’ con respecto a hlpA aparecen dos marcos 

abiertos de lectura, orf3 y orf4 (PP1448 y PP1447, respectivamente), que se transcriben 

divergentemente con respecto a éste (Figura C.I.1). 

El marco de lectura orf1 (PP1452) se localizó entre los nucleótidos 599 y 1147, 

presentando un tamaño de 548 pb, y codificaría un polipéptido de 178 aminoácidos con 

un peso molecular estimado de 20926 Da. La función de dicha proteína correspondería a 

las de la familia de proteínas Mut/nudix. Este enzima, ADP-ribosa pirofosfatasa, catali-

za la hidrólisis de ADP-ribosa a ribosa-5-P y AMP, compuestos que pueden ser recicla-

dos como parte del metabolismo de nucleótidos (Gabelli et al., 2001). La comparación 

de la secuencia de aminoácidos codificada por esta región con las secuencias de las dis-

tintas bases de datos dio como resultado un elevado grado de similitud con ADP-ribosa-

pirofosfatasa de P. fluorescens PfO-1 (76%) y P. aeruginosa (70%). También presentó 

alta homología con hidrolasas nudix de P. syringae (69%) y Azotobacter vinelandii 

(60%) entre otras. En lo referente a la composición de aminoácidos, la lisina era el ami-

noácido más abundante (8,7%) y los aminoácidos cargados (D, E, K y R) sumaban el 

21,7% del total. 

El marco de lectura orf2 (PP1451) se localizó entre los nucleótidos 1172 y 1724 

(Figura C.I.2) y codificaría un polipéptido de 185 aminoácidos con un peso molecular 

estimado de 21072 Da que presentaría cierta similitud con posibles proteínas de P. sy-

ringae (64%), P. fluorescens PfO-1 (64%) y P. aeruginosa (58%). La posible proteína 

PP1451 presentó menos similitud con posibles lipoproteínas de Geobacter sulfurredu-

cens (43%). Sin embargo, la función de dicha proteína es desconocida. En lo referente a 

la composición de aminoácidos, la lisina y alanina fueron los aminoácidos más abun-

dantes (8,6% y 8,1% respectivamente) y los aminoácidos cargados (D, E, K y R) suma-

ban el 24,9% del total. 

El marco de lectura (PP1448) más cercana al gen hlpA, denominada orf3, se locali-

zó entre los nucleótidos 8285 y 8920 (Figura C.I.2) y codificaría un polipéptido de 204 

aminoácidos con un peso molecular estimado de 23603 Da. Dicho polipéptido poseía 
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como aminoácidos mayoritarios, lisina (17,5%), valina (11,3%), alanina (10,4%) y gli-

cina (10,4%) que sumados representan el 50% del total. En lo referente a los aminoáci-

dos cargados (D, E, K y R) sumaban el 10,7% del total. La función de dicha proteína es 

desconocida. La comparación de la secuencia de aminoácidos codificada por esta región 

con las secuencias de las distintas bases de datos presentó homología con posibles pro-

teínas, también sin caracterizar, de P. fluorescens PfO-1 (61%), P. syringae (57%) y con 

un posible regulador integral de membrana (31%) de Streptomyces coelicolor. 

En cuanto al producto del marco de lectura de orf4 (PP1447) se localizó entre los 

nucleótidos 8922 y 9170. Se desconoce su función y codificaría un polipéptido de 81 

aminoácidos con un peso molecular estimado de 9645 Da. La posible proteína presentó 

también homología con posibles proteínas sin caracterizar de P. fluorescens PfO-1 

(76%), P. syringae (76%) y P. aeruginosa (67%). En lo referente a la composición de 

aminoácidos, la lisina era el aminoácido más abundante (10,9%) y los aminoácidos car-

gados (D, E, K y R) sumaban el 23,1% del total. Estos datos se recogen en la Tabla 

C.I.3. 

 
 
TABLA C.I.3. Marcos de lectura abiertos encontrados en la región de 10.5 kb del 
cromosoma de P. putida KT2440 que flanquean los genes hlpB y hlpA. Se indica el 
número de asignación de dichas orf, el tamaño, el número de acceso a la base de datos de Gen-
Bank y la posible función. 

 

orf PP Tamaño 
(aa) Homólogos % de 

identidad 
Nº de acceso 

(GenBank/GI) 

orf1 PP1452 178 ADP-ribosa pirofosfatasa 76% 48732632 

orf2 PP1451 185 Proteína hipotética 
Posible lipoproteína 

64% 
43% 

AAO54982.1 
AAR33516.1 

orf3 PP1448 204 Proteína hipotética 
Posible regul. integral de membrana 

61% 
31% 

48730260 
21222000 

orf4 PP1447 81 Proteína hipotética 76% AAY38959.1 
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CAPÍTULO II 

 

EXPRESIÓN GÉNICA 

 
RESUMEN 

Los genes hlpBA forman un operón que se expresa a niveles relativamente altos 

cuando los cultivos entran en fase estacionaria. El análisis de fusiones transcrip-

cionales de los genes hlp de P. putida al gen lacZ de E. coli reveló que éstos estaban 

organizados en una unidad transcripcional: hlpB-hlpA, bajo el control del promo-

tor Phlp. Adyacentes al operón hlpBA se identificaron dos marcos de lectura abier-

tos (que denominamos orf1 y orf2) que se transcriben también en la misma direc-

ción. Estos dos ORFs forman parte de la misma unidad transcripcional. Estos re-

sultados se complementaron mediante análisis de RT-PCR y estudios de expresión. 

El sitio de iniciación de la transcripción de esta unidad transcripcional se determi-

nó mediante análisis de extensión de ARN a partir de cebadores específicos y se 

localizó aproximadamente 25 pb en sentido 5’ del codón iniciador del gen orf1. Las 

regiones -10 y -35 de dicho promotor presentaron gran similitud con las secuencias 

consenso definidas para los promotores reconocidas por el factor de transcripción 

σ70. Por otro lado, se analizó la expresión de los genes hlp en distintas condiciones 

de crecimiento, encontrándose la mayor expresión de estas proteínas en fase esta-

cionaria de crecimiento. 
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EXPRESIÓN GÉNICA 
 
 
1. ANÁLISIS DE LA ORGANIZACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE LOS GE-

NES hlpBA DE P. putida KT2440 MEDIANTE RT-PCR. 

 

La corta distancia (30 nucleótidos) entre el extremo 3’ del gen hlpB y el codón de inicio 

de hlpA, y la ausencia de secuencias que pudieran corresponder a un terminador entre 

ambos genes, sugiere que la agrupación génica hlpB y hlpA de P. putida se transcribían 

formando parte de una misma unidad transcripcional, hlpBA, tal como ocurre en otros 

genes de esta familia TPS. Con objeto de confirmar esta organización transcripcional se 

realizaron ensayos de RT-PCR mediante amplificación de ADNc obtenidos por retro-

transcripción de ARN total (aislado de cultivos crecidos en LB de la cepa P. putida 

KT2440) con cebadores adecuados (ver apartado 9.10 de la sección de Materiales y 

Métodos). En el ensayo se usaron tres parejas de oligonucleótidos diferentes, tal como 

se muestra en la Figura C.II.1, diseñados para amplificar regiones internas de la secuen-

cia codificante de hlpB (302 pb; RT-1 y RT-2) y hlpA (288 pb; RT-5 y RT-6) y la re-

gión intergénica entre ambos genes (549 pb; RT-3 y RT-4). El producto de PCR se ana-

lizó por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (p/v). Se observaron bandas con el ta-

maño predicho a partir de la secuencia de ADN, indicando que estos genes se transcri-

ben en un solo ARN mensajero. Los resultados de la reacción de RT-PCR se muestran 

en la Figura C.II.1-B donde se analizó la cepa silvestre (calles de 2 a 4). Con las tres 

parejas de oligos se obtuvieron bandas de ADNc del tamaño esperado en la cepa silves-

tre. Los controles negativos, en los que no se añadió la retrotranscriptasa, no mostraron 

amplificación alguna, indicando la ausencia de ADN contaminante en la reacción. Estos 

resultados confirmaban que los genes hlpBA formaban un operón. 
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Figura C.II.1. Análisis mediante RT-PCR de la organización transcripcional de los genes 
hlpBA en P. putida KT2440, A. Localización de los genes hlpBA y de los oligonucleótidos 
usados para la amplificación del ARNm en el ensayo de RT-PCR. Los números debajo de los 
cebadores indican su posición en la secuencia de ADN de los genes hlpBA conforme a la Figura 
C.I.2. B. Electroforesis del ADNc amplificado usando como molde RNA de KT2440 (calles de 
2 a 4) y oligos diseñados para amplificar RNAm correspondiente a hlpB (calle 2), la región in-
tergénica hlpB-hlpA (calle 3) y hlpA (calle 4). Calle 1: marcador de peso molecular VIII de Ro-
che. En el margen izquierdo se indican los tamaños correspondientes de las bandas del marcador 
de peso molecular más cercanas a las de las bandas amplificadas en el ensayo. Como control 
negativo se realizó la RT-PCR de muestras que contenían la misma cantidad de ARN total, de 
cebadores y la enzima Taq polimerasa, pero sin la enzima transcriptasa reversa. En estas reac-
ciones no se obtuvo ningún producto de amplificación (no mostrado). 
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2. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LOS GENES hlpBA EN P. putida KT2440 
 

Con objeto de caracterizar el funcionamiento del operón hlpBA en P. putida 

KT2440 se diseñaron una serie de experimentos encaminados al estudio de la transcrip-

ción del operón. Como primer paso, se determinaron los niveles de ARN mensajero y el 

punto de inicio de la transcripción mediante primer extension. Posteriormente se realiza-

ron fusiones transcripcionales con el gen marcador ′lacZ, y se midió la actividad β-

galactosidasa en distintas condiciones. 

 

2.1. Identificación del promotor Phlp mediante determinación de los niveles de ARN 

mensajero (primer extension) 

 Para definir la región promotora y determinar el posible punto de iniciación de la 

transcripción de los genes hlpBA, se realizaron ensayos de extensión de ARN a partir de 

varios cebadores. La cepa P. putida KT2440 se cultivó en medio LB líquido a 30ºC 

hasta alcanzar la fase de crecimiento estacionaria, momento en el que se recogieron las 

células y se aisló el ARN total tal y como se detalla en el apartado 16.1 de Materiales y 

Métodos. Se usaron como molde 25 μg de ARN total para la extensión reversa a partir 

de los cebadores PE-1 y PE-2 marcados radiactivamente en sus extremos 5’ (el marcaje 

del oligonucleótido y la extensión del ARN se realizaron como se describe en los apar-

tados 10.1 y 10.2, respectivamente, de la sección Materiales y Métodos). Estos cebado-

res se localizaron a 75 pb del punto de inicio de la traducción de la orf PP1450 (hlpB) y 

de la orf PP1449 (hlpA), ambos complementarios a la secuencia codificante (Figura 

C.II.2-A). El análisis de extensión de cadena a partir de estos cebadores no nos mostró 

ninguna banda de ADNc lo que sugería que la región promotora estaba más arriba. La 

región intergénica entre la orf PP1452 y PP1451 es también muy pequeña, por lo que 

probablemente el promotor debería estar más arriba de PP1452. Igualmente se diseñó un 

cebador PE localizado a 25 pb del codón de inicio de la traducción de la orf PP1452 

situada en sentido 5’ del gen hlpB y fue complementario a la secuencia codificante de 

esta. Se marcó radiactivamente en su extremo 5’ de igual manera que los anteriores y se 

realizó la electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida del ADNc obtenido 

tras la extensión. El análisis de extensión de cadena a partir del cebador PE, nos permi-
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tió identificar una banda de ADNc de unos 160 pb de tamaño y otra más intensa de me-

nor tamaño (∼147 pb) (Figura C.II.2-B). La presencia de dos bandas en este ensayo 

puede indicar la existencia de dos promotores diferentes, pero también podría ser que la 

banda menor de ADNc, sea producto de degradación de la mayor. 

Basándonos en el tamaño del producto del ADNc obtenido de la muestra de 

ARN de la cepa parental, y analizando la secuencia de dicha región en busca de posibles 

promotores. Se identificó una región -10 con una secuencia (5’-TATCCA-3’) con un 

alto grado de similitud con la región -10 típica (5’-TATAcT-3’) para promotores de P. 

putida KT2440 reconocidas por el factor de transcripción σ70 (Domínguez y Marqués, 

2004). A su vez, la posible región -35 (5’-TCGTCC-3’) también está bastante conserva-

da con respecto a la propuesta para σ70 (5’-TTGAcC-3’) en este microorganismo. La 

región promotora recién definida se denominó Phlp. Se dedujo que el punto de iniciación 

de la transcripción podría corresponder a la base T500 de la secuencia que se muestra en 

la Figura C.I.2 para el promotor denominado Phlp. Este punto +1 coincide con el tamaño 

de la banda de mayor intensidad. No se encontró ninguna otra secuencia que pudiera 

corresponder a un segundo promotor en esta región, aunque no se puede descartar su 

existencia. 
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CTTCGGGGAACCGCCTGTCGGTTTCCAATGACGCGGGTTGGTGGTTGCTCATTCGGCGAAGTAGCTCGTCCAGCATTGCG 

CACGCTCGTATCCAGGTCCTGTGTTGCATGATGCACCAAAGCCGCGAAGCACCCAAGCCCCAGCGCTTGCGGCGGCACGG 
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Figura C.II.2. Determinación de la región promotora de los genes hlpBA de P. putida 
KT2440. A. Localización de los oligonucleótidos (flechas negras) para la determinación de los 
niveles de ARNm. B. Células de P. putida KT2440 se cultivaron en medio LB líquido a 30ºC 
con agitación hasta la fase de crecimiento estacionaria. Muestras de 25 μg de ARN total aislado 
se extendieron con el cebador PE marcado radiactivamente en su extremo 5’como se describió 
en el apartado 10.1 de la sección de Materiales y Métodos. En el margen izquierdo de la figura 
se indican los tamaños correspondientes al marcador de peso molecular VIII en pb. La flecha 
situada a la derecha de la figura indica el producto de ADNc derivado del punto de iniciación de 
la transcripción de hlpBA. La banda que aparece de tamaño mayor que 150 pb, podría corres-
ponder a la existencia de un posible promotor aún sin definir. C. Secuencia de ADN de la región 
promotora de hlpBA. El punto de inicio de la transcripción está en azul para Phlp y la flecha indi-
ca el sentido de la transcripción del gen orf PP1452. Localización de las regiones -10 y -35 del 
promotor Phlp. 
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Para confirmar que el promotor identificado era responsable de la transcripción de 

hlpBA, y que ambos genes formaban un operón con orf1 y orf2, se realizó un ensayo de 

RT-PCR a partir de ARN total aislado de la cepa P. putida KT2440. En el ensayo se 

usaron una parejas de oligonucleótidos diferentes (m27-1 y pMP-1), tal como se mues-

tra en la Figura C.II.3-A, diseñados para amplificar una región intergénica entre el gen 

hlpB y la secuencia codificante de PP1451 (situada en sentido 5’ con respecto a hlpB), y 

de un tamaño de 718 pb. Se observó, tras la electroforesis en gel de agarosa al 1,5% 

(p/v), una banda con el tamaño esperado para el producto de la amplificación, por lo que 

pudimos corroborar que el promotor se encontraba más arriba del marco abierto de lec-

tura orf2 (Figura C.II.3-B) y que por tanto los cuatro genes (PP1452, PP1451, hlpB y 

hlpA) forman una sola unidad transcripcional. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
Figura C.II.3. Localización mediante RT-PCR de la existencia de una región promotora 
aguas arriba del gen hlpB en P. putida KT2440. A. Localización de los oligonucleótidos usa-
dos para la amplificación del ARNm en el ensayo de RT-PCR. Los números debajo de los ceba-
dores indican su posición en la secuencia de ADN de los genes conforme a la Figura C.I.2. B. 
Electroforesis del ADNc amplificado usando como molde RNA de KT2440 (calle 2) y oligos 
diseñados para amplificar RNAm correspondiente a la región que se encuentra en sentido 5’ con 
respecto al gen hlpB. Calle 1: marcador de peso molecular VIII. En el margen izquierdo se indi-
can los tamaños correspondientes de las bandas del marcador de peso molecular VIII en pb. 
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2.2. Caracterización de la expresión del operón hlpBA mediante determinación de 

la actividad β-galactosidasa en fusiones transcripcionales con el gen ′lacZ. 

 

2.2.1. Construcción de la fusión transcripcional del promotor de los genes hlpB y 

hlpA con el gen marcador ′lacZ. 

Como se ha mencionado con anterioridad, los sistemas TPS en bacterias gram-

negativas constan de dos genes estructurales, tpsB y tpsA, los cuales se transcriben en la 

misma dirección a partir de la región de ADN situada corriente arriba del extremo 5’ del 

gen tpsB (Jacob-Dubuisson et al., 2001). 

Dado que la organización genética del operón hlpBA en P. putida es similar a la de este 

grupo de bacterias se pensó que la región situada corriente arriba del extremo 5’ del gen 

hlpB debía contener la región promotora de ambos genes. Sin embargo, los datos de los 

apartados anteriores indicaban que el promotor estaba aguas arriba de PP1452. 

Para el estudio de la expresión de los genes del operón hlpBA se construyó una fusión 

transcripcional de la región situada en sentido 5’ de PP1452 al gen ‘lacZ de E. coli des-

provisto de promotor en el plásmido pMP220, generándose así el plásmido pNEMO5. 

La región promotora se obtuvo a partir de ADN cromosómico de P. putida KT2440 

mediante amplificación por PCR con los cebadores PRO-1 y PROM-2. Estos cebadores 

presentan sitios de restricción EcoRI y KpnI, respectivamente, con objeto de facilitar la 

clonación del fragmento amplificado. Tras la amplificación por PCR de la región com-

prendida entre los cebadores PRO-1 y PROM-2 con una temperatura de hibridación de 

65ºC, se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1,8 kb, el cual se digirió con EcoRI 

y PstI para obtener un fragmento de 534 pb (Figura C.II.4). Dicho fragmento se ligó al 

vector pMP220 previamente digerido con las mismas enzimas, y el producto de la liga-

ción se transformó en P. putida mediante electroporación, tras lo cual las células se 

sembraron en placas de medio rico LB con tetraciclina y X-Gal. Después de 12 horas de 

incubación a 30ºC se seleccionaron, para su posterior análisis, aquellas colonias que 

presentaban una coloración azul consecuencia de la expresión del gen lacZ. 
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Figura C.II.4: A y B: Mapa de la agrupación génica hlpBA de P. putida KT2440 y de la 
posición de la fusión transcripcional al gen lacZ. A. Mapa de la región de 10.520 pb del 
fragmento de ADN del cromosoma de P. putida que contiene el conjunto de genes hlpBA. Las 
flechas grises indican la posición de los genes hlpBA, su tamaño y el sentido de su transcripción. 
B. Diagrama de la fusión transcripcional construida para el estudio del promotor de los genes 
hlpBA. El rectángulo gris indica la posición de la región de ADN amplificada para el diseño del 
plásmido pNEMO5 y pNEMO6. La flecha rayada representa el gen lacZ sin promotor del plás-
mido pMP220. C: Ensayo de la actividad β-galactosidasa del plásmido pNEMO6 y pNE-
MO5 en P. putida KT2440. Células de P. putida KT2440 portando el plásmido pNEMO6 (ba-
rras rayadas) y pNEMO5 (barras blancas) se cultivaron en medio LB y M9 líquido con 20 μg/ml 
de tetraciclina a 30ºC con agitación. Como control negativo se usaron células de P. putida 
KT2440 portando el plásmido pMP220 (barras negras). La actividad β-galactosidasa se deter-
minó a las 10-12 horas, estando las células en fase estacionaria de crecimiento. La actividad se 
expresa en Unidades Miller, y los valores son el resultado de una media procedente de tres en-
sayos independientes. 
 

Para confirmar una vez más la existencia de un solo promotor, se construyó una 

fusión transcripcional de la región intergénica del gen hlpB y PP1451, generándose así 

el plásmido pNEMO6 (Figura C.II.4-B). La región se obtuvo a partir de ADN cromo-

pNEMO5 

Phlp lacZ 

hlpB hlpA 

60 

PP1453 

PP1452 

PP1451 PP1448 

PP1447 

PP1446 

C 

pNEMO6 
608 

A 

B 



Capítulo II 
 

 111

sómico de P. putida KT2440 mediante amplificación por PCR con los cebadores m27-1 

y pMP-1. Ambos cebadores presentan un sitio de restricción EcoRI y SphI respectiva-

mente con objeto de facilitar la clonación del fragmento amplificado. Tras la amplifica-

ción por PCR de la región comprendida entre los cebadores m27-1 y pMP-1 con una 

temperatura de hibridación de 65ºC, se obtuvo un fragmento de 738 pb. Dicho fragmen-

to se ligó al vector pMP220 previamente digerido con las mismas enzimas generándose 

así el plásmido pNEMO6. La construcción se transfirió a P. putida KT2440 mediante 

electroporación, y la expresión de dicha fusión se analizó midiendo su actividad β-

galactosidasa. La expresión desde esta posible región promotora, cuantificada como 

actividad β-galactosidasa en células cultivadas en medio LB líquido y medio M9 fue 

nula, tal y como se muestra en la Figura C.II.4-C presentando un nivel de expresión 

idéntico al del plásmido pMP220 sin promotor. Estos resultados, junto con los de RT-

PCR, permitieron concluir que hlpB-hlpA forman un operón con los genes PP1452 y 

PP1451, donde la expresión de dicho transcrito tiene lugar a partir de un solo promotor 

en 5’ con respecto a PP1452. 

 

 
2.2.2. Estudio de la expresión del promotor Phlp en diferentes medios. 

 
La expresión desde el promotor de hlpBA, cuantificada como actividad β-

galactosidasa de la fusión pNEMO5 en células cultivadas en medio LB líquido, alcanzó 

un valor máximo de 2.000 unidades Miller, coincidiendo siempre su inducción con la 

entrada del cultivo en fase estacionaria. 

Por otro lado, la síntesis de ShlA y otras hemolisinas de esta familia está regulada por 

hierro (Poole and Braun, 1988; Hirono et al., 1997) por lo que decidimos analizar si la 

concentración de hierro en el medio de cultivo ejercía algún efecto sobre la expresión de 

los genes hlpBA. La expresión de estos genes se analizó en células de P. putida KT2440 

portando el plásmido pNEMO5 cultivadas en medio mínimo M9 y en LB con alta con-

centración de hierro (50 μM FeCl2) o con limitación de hierro por la adición del quelan-

te de hierro 2,2’bipiridina (0,5 mM). La expresión desde el promotor de los genes hlpB 

y hlpA de P. putida fue similar en medio con alta y baja concentración de hierro. En la 
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Figura C.II.5. se muestra el efecto de la fase de crecimiento (Figura C.II.5-A) y de la 

concentración de hierro (Figura C.II.5-B) en la expresión de los genes hlpB y hlpA de P. 

putida KT2440 cuando se cultivó en medio LB. Se obtuvieron los mismos resultados 

cuando se cultivó en medio mínimo M9 con benzoato como fuente de carbono (Figura 

C.II.6.). 
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Figura C.II.5: Efecto de la fase de crecimiento (A) y de la concentración de hierro (B) en la 
expresión de los genes hlpB y hlpA de P. putida KT2440. A. Células de P. putida KT2440 
portando el plásmido pNEMO5 (círculos cerrados) se cultivaron en medio LB líquido con 20 
μg/ml de tetraciclina a 30ºC con agitación. Se recogieron fracciones alícuotas de 50 μl del culti-
vo a distintas DO660, con las que se determinó la actividad β-galactosidasa. Como control nega-
tivo se usaron células de P. putida KT2440 portando el plásmido pMP220 (círculos abiertos). B. 
Células de P. putida KT2440 portando el plásmido pNEMO5 se cultivaron en medio LB líquido 
suplido con 50 μM de FeCl2 (triángulos cerrados) o con 0,5 mM de 2,2’-bipiridina (triángulos 
abiertos) y se determinó la actividad β-galactosidasa. Células de P. putida KT2440 portando el 
plásmido pMP220 se usaron como control negativo (círculos abiertos). 
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Figura C.II.6: Efecto de la fase de crecimiento (A) y de la concentración de hierro (B) en la 
expresión de los genes hlpB y hlpA de P. putida KT2440. A. Células de P. putida KT2440 
portando el plásmido pNEMO5 (círculos cerrados) se cultivaron en medio M9 líquido con 20 
μg/ml de tetraciclina a 30ºC con agitación. Se recogieron fracciones alícuotas de 50 μl del culti-
vo a distintas DO660, con las que se determinó la actividad β-galactosidasa. Como control nega-
tivo se usaron células de P. putida KT2440 portando el plásmido pMP220 (círculos abiertos). B. 
Células de P. putida KT2440 portando el plásmido pNEMO5 se cultivaron en medio M9 líquido 
suplido con 50 μM de FeCl2 (triángulos cerrados) o con 0,5 mM de 2,2’-bipiridina (triángulos 
abiertos) y se determinó la actividad β-galactosidasa. Células de P. putida KT2440 portando el 
plásmido pMP220 se usaron como control negativo (círculos abiertos). 
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En un trabajo anterior, Godoy et al., (2004) habían construido y caracterizado un mutan-

te llamado PSC209 de la cepa P. putida KT2440 afectado en el sistema TonB (formado 

por los genes exbB, exbD y tonB). El sistema exbBDtonB está implicado en la adquisi-

ción de hierro en P. putida KT2440, como se deduce del hecho de que algunos aspectos 

del fenotipo pleitrópico de clones afectados en este sistema quedaban restaurados con 

un suplemento adicional de hierro, y como es también el caso en otras bacterias gram-

negativas (Braun, 1995; Visca et al., 2002). Además de su papel en la adquisición de 

hierro, TonB participa en otros procesos, como resistencia a disolventes y antibióticos a 

través de la actividad de bombas de eflujo (Zhao et al., 1998; Godoy et al., 2001, 2004). 

Mutantes de P. putida y P. aeruginosa en exbB, exbD o tonB mostraron una reducida 

captación de hierro y su crecimiento era limitado severamente en medio deficiente de 

hierro (Poole et al., 1996; Godoy et al., 2001, 2004). 

Puesto que determinadas hemolisinas de esta familia están reguladas por hierro 

(Poole and Braun, 1988; Hirono et al., 1997) decidimos analizar la expresión de los 

genes hlpBA en una cepa con reducida capacidad de captación de hierro. Para compro-

bar la expresión de la región promotora en un mutante afectado en la adquisición de 

hierro, se transfirió la construcción pNEMO5 a P. putida KT2440 exbBDtonB- 

(PSC209) mediante electroporación, y la expresión de dicha fusión se analizó midiendo 

su actividad β-galactosidasa. Como control se usaron células de P. putida KT2440 por-

tando pNEMO5. La expresión desde esta posible región promotora, cuantificada como 

actividad β-galactosidasa en células cultivadas en medio LB líquido y medio M9 fue 

similar en ambas cepas. 
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2.2.3. Análisis de la participación de factores transcripcionales en la expresión de 

los genes hlpBA. 

 El análisis de la región en sentido 5’ del punto de inicio de la transcripción reve-

ló una elevada similitud con la secuencia consenso reconocida por el factor de trans-

cripción σ70, observándose una clara región -10 y -35. 

Algunos promotores pueden transcribirse in vivo por los factores σ70 ó σ38 dependiendo 

de la fase de crecimiento (Jishage et al., 1996; Tanaka et al., 1993). El gen rpoS de E. 

coli codifica un factor σ alternativo de la ARN polimerasa σ38 que es el regulador cen-

tral de la expresión de genes en fase estacionaria (Lange et al., 1991). Dado que la ex-

presión de hlp se inducía al inicio de la fase estacionaria de crecimiento, una caracterís-

tica propia de los promotores σ38 dependientes, se decidió comprobar si el factor σ38 

intervenía en la transcripción de los genes hlpBA. Para ello se empleó la cepa P. putida 

C1R1, un mutante en el gen rpoS de P. putida KT2440, y por tanto deficiente en σ38 

(Ramos-González et al., 1998). Se transfirió el plásmido pNEMO5 a la cepa P. putida 

C1R1 mediante electroporación, y la expresión de dicha fusión se analizó midiendo su 

actividad β-galactosidasa en dicha cepa a distintos tiempos (como control negativo se 

usó P. putida C1R1 con pMP220). 

La expresión desde el promotor Phlp de los genes hlpBA de P. putida cuando se cultivó 

en LB fue similar en la cepa P. putida C1R1 (mutante rpoS) y en el silvestre, como se 

muestra en la Figura C.II.7. Se obtuvieron los mismos resultados cuando se cultivó en 

medio M9. A la vista de los resultados se concluyó que el comportamiento del promotor 

en el fondo genético del mutante rpoS no difiere del silvestre y, por tanto, la expresión 

de este promotor es independiente de dicho factor sigma para el inicio de la transcrip-

ción. 
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Figura C.II.7: Efecto de la participación de factores transcripcionales en la expresión de 
los genes hlpB y hlpA de P. putida KT2440. Células de P. putida KT2440C1R1 portando el 
plásmido pNEMO5 (círculos abiertos) se cultivaron en medio LB líquido con 20 μg/ml de tetra-
ciclina a 30ºC con agitación. Se recogieron fracciones alícuotas de 50 μl del cultivo a distintas 
DO600, con las que se determinó la actividad β-galactosidasa. Como control negativo se usaron 
células de P. putida KT2440 portando el plásmido pNEMO5 (círculos cerrados). 
 

 

2.2.4. Estudio de la inducción de la expresión de los genes hlpB y hlpA en respuesta 

a exudados de semillas de maíz. 

Como se mencionó en la Introducción, las semillas y raíces de plantas exudan 

una compleja mezcla de compuestos orgánicos. Para comprobar si la producción de 

exudados por semillas de maíz daba lugar a la inducción de la expresión de los genes 

hlpBA de P. putida KT2440, se realizó un análisis de la expresión de los genes hlpBA en 

células expuestas a exudados de semillas de maíz obtenidos de cultivos hidropónicos 

como se menciona en el apartado 18 de Materiales y Métodos. 

La cepa P. putida portando pNEMO5 se cultivó en medio LB con tetraciclina. Tras 3 

horas de agitación a 30ºC los cultivos se dividieron en dos fracciones alícuotas de 10 

ml, a una de las cuales se le añadió 5 ml de exudados de semillas de maíz y a la otra 

alícuota 5 ml de H2O como control. Una hora después de la adición se determinó la ac-

tividad β-galactosidasa de los dos cultivos (Figura C.II.8.) y sucesivamente hasta que 

las células se encontraban en fase estacionaria de crecimiento. Se observó que en aque-
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llos casos donde no se añadió exudado la actividad β-galactosidasa fue de 2.600 U.M., 

mientras que en presencia de estos exudados fue de 3.284 U.M. tras 19 horas de creci-

miento. Estos resultados sugieren que la adición de exudados de semillas de maíz al 

medio de cultivo afecta ligeramente a la expresión de los genes hlpBA, observándose un 

pequeño aumento de actividad en fase estacionaria cuando se cultivan en presencia de 

estos. Se obtuvieron los mismos resultados cuando se cultivó en medio M9. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura C.II.8: Efecto del exudado de semillas de maíz en la expresión de los genes hlpB y 
hlpA de P. putida KT2440. Se muestra la actividad β-galactosidasa de cepas de P. putida 
KT2440 portadoras del plásmido pNEMO5 cultivadas en medio LB en presencia de exudado de 
semillas de maíz (círculos cerrados) Se recogieron fracciones alícuotas de 50 μl del cultivo a 
distintas DO600, con las que se determinó la actividad β-galactosidasa. Como control se usaron 
células de P. putida KT2440 portando el plásmido pNEMO5 cultivadas en LB en presencia de 
agua (círculos abiertos). 
 
 
 
Por último, se realizó un análisis de la expresión de los genes hlpBA en células expues-

tas a exudados radiculares de maíz obtenidos de cultivos hidropónicos como se mencio-

na en el apartado 18 de Materiales y Métodos. Este ensayo se llevó a cabo de la misma 

manera que en presencia de exudados de semillas de maíz, obteniéndose los siguientes 

resultados. Se observó que en aquellos casos donde no se añadió exudado la actividad 

β-galactosidasa fue de 1.780 U.M., mientras que en presencia de estos exudados fue de 

2.020 U.M. tras 19 horas de crecimiento. Estos resultados sugieren que la adición de 
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exudados radiculares de maíz al medio de cultivo no afecta en gran medida a la expre-

sión de los genes hlpBA (Figura C.II.9). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura C.II.9: Efecto del exudado radicular de maíz en la expresión de los genes hlpB y 
hlpA de P. putida KT2440. Se muestra la actividad β-galactosidasa de cepas de P. putida 
KT2440 portadoras del plásmido pNEMO5 cultivadas en medio LB en presencia de exudado 
radicular de maíz (círculos cerrados) Se recogieron fracciones alícuotas de 50 μl del cultivo a 
distintas DO600, con las que se determinó la actividad β-galactosidasa. Como control se usaron 
células de P. putida KT2440 portando el plásmido pNEMO5 cultivadas en LB en presencia de 
agua (círculos abiertos). 
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CAPÍTULO III 

 

CONSTRUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 

MUTANTES hlp DE P. putida KT2440 

 
RESUMEN 

En P. putida el sistema TPS descrito en este trabajo está formado por cuatro genes 

(en el orden orf1-orf2-hlpB-hlpA). Las proteínas TpsB y TpsA del complejo TPS, 

están presentes en un gran número de bacterias gram-negativas. Las funciones 

fisiológicas de estas proteínas aún no se han dilucidado en la cepa P. putida 

KT2440. Para abordar el estudio de las mismas se construyó en P. putida KT2440, 

mediante la técnica de intercambio alélico por recombinación homóloga, un 

mutante en el gen hlpB, denominado mus-28. La mutación, no polar, en el gen hlpB 

se generó por la inserción cromosómica del cassette de resistencia a kanamicina 

que carecía de señales de terminación de transcripción. También se llevó a cabo la 

construcción del mutante mus-27 complementado por un cósmido que portaba la 

región mutada y que llamamos pNEMO2. El fenotipo de cada una de las cepas 

mutantes se analizó y se comparó con el de la cepa silvestre. Los dos mutantes 

presentaron un fenotipo similar: mayor sensibilidad a agentes quelantes de hierro 

en el medio de cultivo, siendo más sensible el mutante mus-27 a la presencia del 

quelante 2,2-bipiridina. Además, al microscopio electrónico, se observó la 

formación de pequeñas vesículas que se liberan al medio extracelular, sobre todo 

en presencia de quelantes. Mediante ensayos de fusión con ‘phoA se determinó que 

el gen hlpA codificaba una proteína que se exportaba a la envoltura celular. 

Mediante análisis electroforético se realizó una localización preliminar de HlpA y 

HlpB en la cepa silvestre y los mutantes. 
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CONSTRUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MUTANTES hlp DE P. putida 

KT2440 

 

1. CONSTRUCCIÓN DEL MUTANTE mus-28 DE P. putida KT2440 Y AISLA-

MIENTO DEL CÓSMIDO pNEMO2 

 

Dado que en los microorganismos mencionados anteriormente los genes correspon-

dientes a hlpBA siempre se daba un agrupamiento y basándonos en que la proteína HlpB 

parece ser que actúa como un sistema de transporte y secreción de la proteína HlpA al 

medio externo, decidimos construir un mutante cromosómico en el gen hlpB mediante 

reemplazamiento génico. El tipo de mutante que se construyó fue no polar en el que se 

reemplazó un fragmento interno del gen por un cassette de resistencia a kanamicina que 

carecía de señales de terminación de transcripción. De esta manera nos asegurábamos el 

carácter isogénico de la cepa y que las características del mutante en hlpB no se deberí-

an a la falta de HlpA. 

Para la construcción por recombinación homóloga del mutante no polar de P. putida 

se utilizó el plásmido pKNG101. Este plásmido porta el gen sacB de Bacillus subtilis 

como marcador contra-seleccionable, lo que permite seleccionar positivamente la esci-

sión del vector del cromosoma. Para la construcción del mutante por recombinación 

homóloga, se siguió el procedimiento descrito en el apartado 11 de la sección Materia-

les y Métodos. Se amplificaron por PCR dos fragmentos correspondientes a regiones 

corriente arriba y abajo de hlpB con parejas de oligonucleótidos que se diseñaron para 

introducir los correspondientes sitios de restricción para la clonación. Después de dige-

rir con EcoRI/BamHI y BamHI/SalI, respectivamente, los fragmentos resultantes se clo-

naron en pUC18Not, generando el plásmido pNEMO4. Posteriormente se clonó un 

fragmento BamHI que contenía un cassette de resistencia a kanamicina del plásmido 

p34S-Km, en pNEMO4 para producir el plásmido pNEMO4K. El fragmento hlpB::Km 

se subclonó en el sitio NotI de pKNG101 para rendir pNEMO4K-1, vector incapaz de 

replicar en Pseudomonas y que permite la generación de eventos de doble recombina-

ción los cuales se seleccionaron después de la pérdida de la resistencia a estreptomicina 

y del gen sacB contenidos en el plásmido. El plásmido suicida pNEMO4K-1 (Figura 
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C.III.1-A) que contiene la construcción hlpB::Km se transfirió a P. putida KT2440 por 

electroporación. Los clones en los que tuvo lugar la doble recombinación se selecciona-

ron en LB conteniendo kanamicina y sacarosa 7% (p/v), y además se probó la pérdida 

del plásmido en placas con estreptomicina. Los clones que fueron resistentes a kanami-

cina y sacarosa y sensibles a estreptomicina se comprobaron por hibridación en Sout-

hern para confirmar el reemplazamiento de hlpB por hlpB::Km. Uno de estos clones 

mutantes se seleccionó y se llamó mus-28. 

En el ensayo de hibridación en Southern se utilizó ADN cromosómico de la cepa 

silvestre y el mutante mus-28 seleccionado que, una vez digeridos con EcoRI, se hibri-

daron con una sonda de un fragmento EcoRI/SalI marcado con dUTP-digoxigenina de 

3,2 kb localizada entre las posiciones 1.225 y 4.457 de la secuencia génica descrita en la 

Figura C.I.2. El resultado esperado fue una banda de hibridación en el silvestre y mutan-

te de distinto tamaño ya que el fragmento interno del gen que fue reemplazado por el 

cassette de kanamicina era de mayor tamaño, como podemos observar en la Figura 

C.III.1-B de la membrana de nailon. La sonda hibridó en la cepa mutante con un frag-

mento de EcoRI de 8,5 kb, correspondiente a la construcción hlpB::Km, mientras que 

en la cepa silvestre hibridó con una banda de 10,2 kb que contenía el gen hlpB. 

 

 Figura C.III.1: Estrategia seguida para la construcción del mutante mus-28 y análisis 
mediante hibridación de ADN. (A) Pasos seguidos para el reemplazamiento génico. Paso 1: el 
primer hecho de recombinación se produce entre las secuencias situadas corriente arriba y abajo 
del cassette de kanamicina insertado en hlpB, y sus secuencias homólogas en el cromosoma de 
P. putida KT2440. Paso 2: se generará una cepa mutante hlpB::Km. La selección de resistencia 
a Km permite distinguir entre los mutantes y cepas de genotipo silvestre. E, EcoRI; B, BamHI; 
S, SalI; KmR/KmS, cepa resistente o sensible a kanamicina (50 μg/ml), respectivamente; 
SmR/SmS, cepa resistente o sensible estreptomicina (100 μg/ml), respectivamente; SacR/SacS, 
cepa resistente o sensible a sacarosa al 7% (p/v), respectivamente. La flecha negra indica el gen 
hlpB, y el rectángulo blanco el cassette de kanamicina. Las líneas negras de trazo fino indican 
las regiones de ADN que pertenecen al plásmido pKNG101, y las de trazo más grueso indican 
las regiones de ADN pertenecientes al cromosoma de P. putida KT2440. (B) Análisis mediante 
hibridación de la región de ADN donde se encuentra el gen hlpB. El ADN del mutante mus-28 
(calle 1) y la cepa silvestre (calle 2) se digirieron con EcoRI, se separaron por electroforesis en 
gel de agarosa y se transfirieron a membrana de nailon. Como sonda se utilizó un fragmento 
EcoRI/SalI de 3,2 kb localizado entre las posiciones 1.225 y 4.457 de la secuencia génica mos-
trada en la Figura C.I.2 obtenido y marcado por PCR con dUTP-digoxigenina. En el margen 
derecho de la figura se indican los tamaños de los fragmentos obtenidos. A la izquierda de la 
figura se indican los tamaños correspondientes al marcador de peso molecular λ/HindIII(λH). 
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Para comprobar en el mutante mus-28 el reemplazamiento de hlpB por hlpB::Km 

y su carácter no polar (dicha mutación no afecta a la transcripción del gen hlpA), se rea-

lizó un ensayo de RT-PCR mediante amplificación de ADNc obtenido por retrotrans-

cripción de ARN total aislado de células cultivadas en LB de los mutantes mus-27 y 

mus-28, con cebadores adecuados. Se usaron tres parejas de oligonucleótidos, los mis-

mos que se diseñaron en el apartado 1 de la sección de Resultados del Capítulo II tal y 

como se muestra en la Figura C.II.1-A, diseñados para amplificar regiones internas de la 

secuencia codificante de hlpB (302 pb; RT-1 y RT-2) y hlpA (288 pb; RT-5 y RT-6) y la 

región intergénica entre ambos genes (549 pb; RT-3 y RT-4). El producto de PCR se 

analizó por electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (p/v). Los resultados de la reacción 

de RT-PCR se muestran en la Figura C.III.2. donde se analizan el mutante mus-27 (ca-

lles de 2 a 4) y mus-28 (calles de 5 a 7). Con las tres parejas de oligos se obtuvieron 

bandas de ADNc del tamaño esperado en el mutante mus-27. Con los oligos RT-5/RT-6 

si se obtuvo banda en el mutante mus-28, mientras que con los oligonucleótidos RT-

1/RT-2 y RT-3/RT-4, las bandas obtenidas con el mutante mus-27 no se observaron en 

mus-28. Este resultado obtenido fue el esperado como consecuencia de la inserción del 

cassette de Km en el gen hlpB. Los controles negativos, en los que no se añadió la retro-

transcriptasa, no mostraron amplificación alguna, indicando la ausencia de ADN conta-

minante en la reacción. 

 

 

 

 

 

Figura C.III.2. Electroforesis del ADNc amplificado usando como molde ARN de mus-27 y 
mus-28. Electroforesis del ADNc amplificado usando como molde ARN de mus-27 (calles de 2 
a 4) y mus-28 (calles de 5 a 7) y oligos diseñados para amplificar ARNm correspondiente a 
hlpB (calles 2 y 5), la región intergénica (calles 3 y 6) y hlpA (calles 4 y 7). Calle 1: marcador 
de peso molecular VIII de Roche. En el margen izquierdo se indican los tamaños correspondien-
tes de las bandas del marcador de peso molecular más cercanas a las de las bandas amplificadas 
en el ensayo. La inserción del cassette de Km en mus-28 elimina las regiones de ADN corres-
pondientes a los oligos RT-1, RT-2, RT-3 y RT-4, resultando la ausencia de amplificación ob-
servada en la calle 5 y 6. Como control negativo se realizó un a RT-PCR de muestras que con-
tenían la misma cantidad de ARN total, de cebadores y la enzima Taq polimerasa, pero sin la 
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enzima transcriptasa reversa. En estas reacciones no se obtuvo ningún producto de amplifica-
ción (no mostrado). 
 

Para poder realizar estudios de complementación se decidió rescatar la agrupa-

ción hlpBA de una genoteca en cósmido disponible en nuestro grupo de investigación 

(Ramos-González, Tesis Doctoral, 1993). Para ello se realizó un ensayo de hibridación 

en colonia utilizando la librería de cósmidos de P. putida KT2440 y como sonda un 

fragmento de hlpA obtenido y marcado por PCR con dUTP-digoxigenina para identifi-

car clones que portaran el operón hlpBA. Se obtuvieron cinco cósmidos que hibridaron 

con la sonda, se preparó ADN cromosómico de los cósmidos y se digirieron con EcoRI 

y que tras separación electroforética en gel de agarosa (0,8%, p/v) y posterior transfe-

rencia a membranas de nailon, se realizó un ensayo de hibridación en Southern para 

identificar cual de ellos llevaba el operón completo hlpBA. Se encontraron tres cósmi-

dos en los que aparecía una banda de hibridación de 9 kb (calles 1, 2 y 4 de la Figura 

C.III.3) uno con una banda de 15 kb (calle 3 en la Figura C.III.3.) y uno con dos bandas 

de 15 y 7,2 kb (calle 5 en la Figura C.III.3). Decidimos retener el cósmido de la calle 1, 

ya que presentaba el tamaño esperado. 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura C.III.3: Identificación mediante hibridación de cósmidos que portaban el operón 
completo hlpBA. Cinco cósmidos que dieron positivo se digirieron con EcoRI. Tras separación 
electroforética en gel de agarosa (0,8%, p/v) y posterior transferencia a membranas de nailon, se 
realizó un ensayo de hibridación en Southern para identificar cual de ellos llevaba el operón 
completo hlpBA. Se seleccionó uno que daba el tamaño esperado, el correspondiente a la calle 
1. Este cósmido se llamó pNEMO2. En el margen derecho se indican los tamaños de las bandas 
del marcador de peso molecular λ/BstEII en kb. 
 
 
Todos los intentos para subclonar el operón hlpBA en plásmidos de elevado número de 

copias fueron fallidos, probablemente debido a la toxicidad de los productos cuando se 
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sobreexpresan, como ocurre con otras proteínas de la familia como es el caso de EthA 

de Edwarsiella tarda (Hirono et al., 1997). Por ello, se utilizó el cósmido, denominado 

pNEMO2, para posteriores estudios. 

 

2. LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE LA PROTEÍNA HlpA. 

 

Con objeto de determinar la localización subcelular de la proteína HlpA de la 

cepa P. putida KT2440, se generó una fusión traduccional mediante mutagénesis con el 

transposón mini-Tn5´phoAKm presente en el plásmido pUT/phoA (de Lorenzo et al., 

1990). Este sistema permite distinguir los mutantes afectados en proteínas del espacio 

periplásmico o de la membrana externa del resto de los mutantes, por el color azul de 

los primeros en presencia de BCIP (fenotipo PhoA+). Tras la mutagénesis se obtuvieron 

colonias de color azul, por lo que se pudo determinar que el gen hlpA codificaba una 

proteína que se exportaba a la envoltura celular. 

Por otro lado, decidimos analizar la composición de proteínas tanto de la mem-

brana externa como las que se liberan al medio extracelular, en la cepa silvestre y en los 

mutantes no polares en los genes hlpA y hlpB de P. putida. Las proteínas de membrana 

externa se aislaron tal y como se describe en el apartado 20.2 de la sección de Materia-

les y Métodos. Las proteínas se separaron electroforéticamente en gel desnaturalizante 

de poliacrilamida y se tiñeron con azul de Coomassie (apartado 21 de la sección de Ma-

teriales y Métodos). En el mutante mus-27, se observó que falta una banda de un tama-

ño similar al esperado para HlpA, detectada en la cepa parental y mus-28, resultado que 

era de esperar pues en el mutante mus-27 está truncada dicha proteína. Esta banda apa-

rece en el mutante portador del cósmido (calle 27p). En el mutante mus-28 está ausente 

una banda del tamaño esperado para HlpB, pero sorprendentemente aparece la banda 

que podría corresponder a HlpA, lo que puede deberse a que se acumule en el periplas-

ma o bien se puede translocar a través de algún mecanismo alternativo (Figura C.III.4-

A). Como aproximación para determinar si la proteína HlpA estaba correctamente ple-

gada y expuesta en la superficie celular de los mutantes, se analizó su presencia en el 

sobrenadante de células cultivadas en medio LB. Las proteínas se aislaron tal y como se 

describe en el apartado 20.1 de la sección de Materiales y Métodos y se separaron elec-
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troforéticamente en gel desnaturalizante de poliacrilamida y se tiñeron con azul de 

Coomassie. Se observó que en mus-27 la proteína HlpA truncada deja de estar asociada 

a la superficie de la bacteria (Figura C.III.4-A) y se libera al medio (Figura C.III.4-B). 

Esta banda también se aprecia, aunque mucho menos intensa en mus27(pNEMO2). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura C.III.4: Análisis de las proteínas de membrana externa (A) y del sobrenadante (B) 
de P. putida KT2440 y mutantes no polares mus-27 y mus-28. Células de P. putida KT2440 
y de los mutantes se cultivaron en medio LB líquido con los antibióticos adecuados, hasta al-
canzar una DO660 de 0,8-1. Entonces se recogieron por centrifugación y se aislaron las proteínas 
de la membrana externa como se describió en el apartado 20 de la sección de Materiales y Mé-
todos. Las distintas muestras se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% 
(p/v) con SDS y se tiñeron con azul de Coomassie. En el margen izquierdo de la figura se indi-
can los tamaños correspondientes al marcador de peso molecular en KDa y con flechas negras la 
posición de las proteínas de HlpA y HlpB. 
 

 

3. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LOS MUTANTES mus-27 y mus-28 

DE Pseudomonas putida KT2440. 

 

3.1. Crecimiento de los mutantes en diferentes medios de cultivo. 

En el contexto de la caracterización de los mutantes, se estudió el crecimiento en 

medio rico LB y en medio mínimo M9 suplido con diferentes fuentes de carbono. 
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Células de P. putida KT2440 y de los diferentes mutantes mus-27 y mus-28 se 

cultivaron durante toda la noche en medio LB líquido a 30ºC y 200 rpm. Cuando se 

cultivaron en LB el crecimiento de ambos mutantes y de la cepa silvestre fue similar. 

Los tiempos de generación en fase de crecimiento exponencial tanto de la cepa silvestre 

como el mutante mus-28, fueron 36 min. Mientras que el mutante mus-27 mostró un 

tiempo de generación ligeramente superior, 39 min. 

Igualmente, se cultivaron en medio mínimo con benzoato (5 mM) y glucosa (20 

mM) como fuente de carbono. Cuando se usó benzoato, los tiempos de generación de 

ambos mutantes mus-27 y mus-28 fueron similares (58 y 61 min respectivamente) y 

ligeramente inferiores al de la cepa parental (79 min). Los tiempos de generación en 

fase de crecimiento exponencial se muestran en la Tabla C.III.1. 

En medio mínimo con glucosa como fuente de carbono, los tiempos de genera-

ción de los mutantes mus-27 y mus-28 (76 y 82 min respectivamente) fueron similares 

al de la cepa parental (78 min). Los tiempos de generación en fase de crecimiento expo-

nencial se muestran en la Tabla C.III.1. 

Tabla C.III.1. Tiempos de generación de P. putida KT2440 y mutantes en medio 
mínimo M9 con diferentes fuentes de carbono 

Cepa Benzoato Na+ 
5 mM 

Glucosa 
20 mM  

KT2440 79 78 

mus-27 58 76 

mus-28 61 82 
 
Los tiempos de generación se determinaron en la fase exponencial de crecimiento. Los valores 
corresponden a la media obtenida de tres cultivos diferentes y se expresan en minutos. 
 

3.2 Análisis de la movilidad celular de los mutantes mus-27 y mus-28 de P. putida 

Dado que las proteínas HlpA y HlpB son de localización en membrana externa y 

que en nuestro grupo de investigación se han descrito mutantes deficientes en proteínas 

de membrana externa que pierden la movilidad, por ejemplo mutantes tol-oprL de P. 

putida KT2440 (Llamas et al., 2000), y puesto que la movilidad es un carácter impor-

tante en la adhesión de Pseudomonas y otras bacterias a superficies bióticas y abióticas 

(O´Toole et al.,1998), decidimos determinar la movilidad de la cepa silvestre y de los 
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mutantes. Para ello se analizó su capacidad de migrar en placas de medio LB semisóli-

do, como se describió en el apartado 13 de la sección de Materiales y Métodos. Tras 16 

horas de incubación a 30ºC, el diámetro del halo de crecimiento y movilidad de la cepa 

parental y de los mutantes fue de 3,5 cm. 

 

3.3. Ensayos de resistencia/sensibilidad a diferentes compuestos 

Algunos mutantes en proteínas de membrana muestran patrones de sensibilidad 

a ciertos detergentes, antibióticos, agentes quelantes y otros compuestos, cuando se 

comparan con las correspondientes cepas silvestres (Fung et al., 1978; Sukupolvi et al., 

1986; Llamas et al., 2000). 

En este estudio se comparó el patrón resistencia/sensibilidad de los mutantes 

mus-27 y mus-28 de P. putida a los detergentes SDS, DOC y frente al agente quelante 

EDTA, con el de la cepa parental. Las células se incubaron durante 24 horas a 30ºC en 

placas de doble difusión que contenían LB suplido con 2% (p/v) de DOC, 1% (p/v) de 

SDS, 1 mM de EDTA, y se determinó su sensibilidad a estos compuestos tal y como se 

describe en el apartado 14.2 de la sección Materiales y Métodos. 

La cepa silvestre y los mutantes presentaron un crecimiento uniforme a lo largo de toda 

la placa de doble difusión a las concentraciones indicadas arriba. Los resultados se 

muestran en la Tabla C.III.2. 

 

TABLA C.III.2. Resistencia de P. putida y mutantes a compuestos químicos 

Cepa SDS (1%) DOC 
(2%) 

EDTA 
(1mM) 

KT2440 + + + 

mus-27 + + + 

mus-28 + + + 

mus-27 
(pNemo2) + + + 

 
Las células se incubaron durante 24 horas a 30ºC en placas de doble difusión que contenían 
medio LB suplido con diferentes compuestos a la concentración indicada arriba. Los símbolos + 
indican crecimiento uniforme a lo largo de toda la placa. 
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Por otro lado, se determinó la resistencia/sensibilidad a diferentes antibióticos 

mediante el método de antibiograma como se describió en el apartado 14.1 de la sección 

de Materiales y Métodos. Se observó que la cepa parental y los mutantes mus-27 y mus-

28 fueron resistentes a los antibióticos ampicilina, eritromicina y ácido nalidíxico. Los 

mutantes y la cepa parental fueron sensibles a los antibióticos piperacilina, tetraciclina y 

rifampicina y a los aminoglicósidos, como gentamicina y estreptomicina (Tabla C.III.3). 

El grado de sensibilidad a estos antibióticos de las cepas mutantes fue similar al de la 

cepa parental. 

 

TABLA C.III.3: Sensibilidad/Resistencia a diferentes antibióticos de P. putida y sus 

mutantes isogénicos mus-27 y mus-28 

Diámetro del halo de inhibición de crecimiento (mm) 
Antibióticos 

KT2440 mus-27 mus-28 

Rifampicina 14 14 14 

Ampicilina R R R 

Eritromicina R R R 

Estreptomicina 15 14 15 

Ácido nalidíxico R R R 

Tetraciclina 18 19 18 

Piperacilina 25 25 25 

Gentamicina 20 23 22 

 
Los datos que aparecen en la tabla, corresponden al diámetro del halo de inhibición de creci-
miento expresado en mm en placas de LB. Tras aproximadamente 20 horas de incubación a 
30ºC se determinó el diámetro del halo de inhibición del crecimiento, que incluía el diámetro de 
los discos (6,5 mm). La resistencia a un antibiótico se representa por la letra R. 
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3.4. Ensayo de actividad hemolítica en P. putida KT2440 y mutantes mus-27 y mus-

28. 

Este ensayo se realizó para determinar si la cepa KT2440 y sus mutantes tenían 

actividad hemolítica. Las hemolisinas bacterianas son usualmente reconocidas en placas 

de agar sangre donde aparece una zona transparente alrededor de las colonias (Brillard 

et al., 2002). Cultivos de P. putida KT2440, mus-27 y mus-28 cultivadas durante 10-12 

horas a 30ºC y con agitación en LB y suplido con los antibióticos requeridos se diluye-

ron seriadamente y se sembraron en placas de agar sangre de caballo (ref. L0011P1) 

durante 10-12 horas a 30ºC y a temperatura ambiente. Tras este período se observaron 

colonias de 2 mm de tamaño pero en ningún caso se observó un halo transparente alre-

dedor de las colonias indicando que la cepa KT2440 carece de actividad hemolítica con-

forme a este ensayo, resultado que afianza el carácter no patógeno de esta cepa y sugiere 

que HlpA no actúa como hemolisina aunque eso no descarta que pueda participar en la 

captura de hierro. 

 

3.5. Efecto de la limitación de hierro sobre el crecimiento de la cepa silvestre y mu-

tantes por la presencia de un agente quelante de hierro en el medio de cultivo. 

La producción de hemolisinas en un número de bacterias, incluyendo E. coli 

(Lebek et al., 1985) y S. marcenses (Braun et al., 1985) está relacionada con el metabo-

lismo del hierro, implicando que la liberación del hierro-hemo de los eritrocitos es su 

principal función (Poole and Braun et al., 1988). Esta idea está apoyada por el hecho de 

que la síntesis de ShlA y otras hemolisinas de esta familia están reguladas por hierro 

(Hirono et al., 1997; Poole and Braun, 1988). Nuestra cepa, como hemos descrito ante-

riormente no tiene actividad hemolítica pero sin embargo, consideramos la posibilidad 

de que HlpA estuviese involucrada en la adquisición de hierro por P. putida y decidi-

mos analizar el efecto de la limitación del hierro en los mutantes hlp. 

El compuesto 2,2’-bipiridina es un quelante de hierro que tiene preferencia por 

el Fe2+ y con el objeto de analizar en una primera aproximación el nivel de tolerancia 

(resistencia) a este compuesto se realizaron los ensayos de tolerancia que se describen a 

continuación. Para la evaluación de la tolerancia en medio sólido, las células se incuba-

ron durante 24 horas a 30ºC en placas de doble difusión de medio LB, que contenían un 
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gradiente lineal de concentración del compuesto objeto en estudio, cuyas cotas abarcan 

desde 0 a 5 mM en una placa y 0 a 10 mM en la otra. Se determinó su sensibilidad a 

este compuesto tal y como se describe en el apartado 14.2 de la sección Materiales y 

Métodos. El límite de inhibición de crecimiento se estableció en aquella concentración a 

partir de la cual se inhibía el crecimiento bacteriano, en forma de línea, como se muestra 

en la Figura C.III.6. La cepa silvestre y el mutante mus-28 presentaron un crecimiento 

uniforme a lo largo de toda la placa de doble difusión que contenía un gradiente de 0 a 5 

mM de 2,2’-bipiridina. Mientras que el mutante mus-27 inhibía su crecimiento a una 

concentración aproximada de 2,5 mM. Los resultados se muestran en la Figura C.III.6-

A. 

Para ampliar la cota de gradiente se realizó el ensayo en una segunda placa que 

contenía un gradiente de 0 a 10 mM de este mismo compuesto. La cepa silvestre tolera-

ba hasta una concentración de 7 mM y el mutante mus-28 hasta 5 mM aproximadamen-

te. Una vez más se comprobó el límite de inhibición de crecimiento en el mutante mus-

27 coincidiendo en 2,5 mM al igual que en la primera placa (Figura C.III.6-A). 

Para comprobar que el efecto inhibitorio del 2,2’-bipiridina era una consecuencia 

de la limitación del hierro y no debido a un efecto tóxico directo de estos compuestos 

heterocíclicos, se realizó el mismo ensayo pero con el compuesto 4,4’-bipiridina, agente 

no quelante de estructura similar al 2,2’-bipiridina (Figura C.III.5), observándose creci-

miento en ambas cepas mutantes y silvestre, como observamos en la Figura C.III.6.B 

 

  
 
Figura C.III.5: Estructura del compuesto 2,2’-bipiridina (agente quelante) y 4,4’-
bipiridina (agente no quelante). 
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Se realizó el mismo ensayo de placas de doble difusión descrito anteriormente, pero 

conteniendo un gradiente lineal del compuesto EDDHA (ácido etilenodiamino-DI o-

hidroxifenilacético) (Bitter et al., 1993; Watanabe et al., 1987), quelante que tiene pre-

ferencia por Fe3+ y cuyas cotas de estudio abarcaron desde 0 a 500 μM. La cepa silves-

tre y los mutantes mus-27 y mus-28 presentaron un crecimiento uniforme a lo largo de 

la placa de doble difusión (datos no mostrados). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C.III.6: Tolerancia de P. putida KT2440 y mutantes en placas de doble difusión con 
gradiente de 2,2’-bipiridina (A) y 4,4’-bipiridina (B). Las células se incubaron durante 24 
horas a 30ºC en placas de doble difusión de medio LB, que contenían un gradiente lineal de 
concentración del compuesto objeto en estudio, cuyas cotas abarcan desde 0 a 5 mM en una 
placa y 0 a 10 mM en la otra. Se determinó su sensibilidad a este compuesto tal y como se des-
cribe en el apartado 14.2 de la sección Materiales y Métodos. 
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Para confirmar los resultados obtenidos en las placas de doble difusión se hicie-

ron estudios en condiciones de limitación extrema de hierro, en un medio líquido defi-

ciente de hierro como es el MB2 (Gilleland et al., 1974) y en presencia del quelante de 

hierro 2,2’-bipiridina y EDDHA, dos quelantes que tienen preferencia por el Fe2+ y Fe3+ 

respectivamente. Las cepas se cultivaron en medio MB2 suplido con 1 mM de MgSO4 y 

glucosa (0,5% [p/vol]) en presencia de concentraciones crecientes de 2,2’-bipiridina (de 

0 a 2 mM) y de EDDHA (de 0 a 500 μM). Se inocularon en el medio del orden de 107 

UFC/ml de P. putida KT2440 y de los mutantes. En esta serie de ensayos el crecimiento 

se determinó midiendo la DO a 660 nm de cada cultivo después de 12 horas de creci-

miento. Mientras que el crecimiento de ambas cepas no se vio afectado con la adición 

de EDDHA a las concentraciones usadas (Figura C.III.7-A), el crecimiento de mus-27 

se vio severamente reducido al 50% en presencia de una concentración de 0,35 mM de 

2,2’-bipiridina y al 99% a concentraciones mayores de 0,5 mM, como podemos obser-

var en la Figura C.III.6-B. Este defecto en el crecimiento quedó parcialmente restaurado 

en mus-27(pNemo2). El mutante mus-28 y la cepa silvestre fueron capaces de crecer a 

concentraciones mayores de quelante (Figura C.III.7-B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.III.7.: Efecto de la limitación de hierro por EDDHA (A) o 2,2’-bipiridina (B) en 
el crecimiento de P. putida KT2440 y mutantes mus-27, mus-28 y mus-27(pNemo2) en me-
dio mínimo MB2 (glucosa 0,5 % [p/vol]) deficiente de hierro. En las gráficas se muestra el 
efecto de la limitación del hierro por la adición al medio de cantidades crecientes del quelante 
EDDHA (A) o 2,2’-bipiridina (B). Tras 12 horas de crecimiento se determinó la turbidez de los 
cultivos a 660 nm. Los cuadrados ( ) indican los cultivos de la cepa silvestre P. putida 
KT2440. Los círculos cerrados (•) indican los cultivos del mutante mus-27. Los círculos abier-
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tos (o) indican los cultivos del mutante mus-28. Los triángulos (� ) indican los cultivos de mus-
27(pNemo2). 
 
 
Al igual que en medio sólido, se comprobó que el efecto inhibitorio del 2,2’-bipiridina 

era una consecuencia directa de la limitación del hierro y se realizó el mismo ensayo 

pero con el compuesto 4,4’-bipiridina, observándose crecimiento en ambas cepas mu-

tantes y silvestre (datos no mostrados). 

Esto fue más tarde apoyado por el hecho de que dicho crecimiento quedó restau-

rado en todas las cepas cuando se añadió a los cultivos FeCl2 o FeCl3 (20 μM) en pre-

sencia de 0,5 mM de 2,2’-bipiridina. Sin embargo, bajo estas condiciones, mus-27 mos-

tró intensa fluorescencia al ser observados a la luz UV, indicando una elevada liberación 

de sideróforos como resultado de la privación de hierro como observamos en la Figura 

C.III.8. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.III.8: Producción de sideróforos detectada por exposición de cultivos a la luz UV. 
Células crecidas en medio MB2, con glucosa, más 0,5 mM de 2,2’-bipiridina. Se adicionó 20 
μm de FeCl3 al medio y se observó que mus-27 mostró intensa fluorescencia al ser observados a 
la luz UV, indicando una elevada liberación de sideróforos. Se obtuvieron los mismos resulta-
dos con la adición de FeCl2. 

 

Para cuantificar la producción de los sideróforos, se analizó el espectro de ab-

sorbancia del sobrenadante de células de KT2440 y mus-27 cultivadas durante la noche, 

después de recogerlas por centrifugación, en medio MB2 o MB2 con 20 μm FeCl2, en 

presencia o ausencia de 0,5 mM de 2,2’-bipiridina. Cuando ni el FeCl2 ni el quelante se 

añadían al medio, se observaron en ambos casos tres picos de absorbancia a 400, 260 y 

210 nm, como observamos en la Figura C.III.9-A. El primer pico (400 nm) corresponde 

a la pioverdina (Xiao and Kisaalita, 1998). En cultivos crecidos en presencia de FeCl2, 
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el pico de 400 nm no aparecía, y los picos a 210 y 260 nm se reducían significativamen-

te, indicando que probablemente estos dos picos correspondían a sideróforos, aunque 

quedan todavía por ser caracterizados (Figura C.III.9-B). La adición de 0,5 mM de 2,2’-

bipiridina al medio de crecimiento en presencia de FeCl2, resultó en un incremento en el 

sobrenadante de mus-27 de pioverdina y los otros dos sideróforos, mientras que en la 

cepa parental sólo se incrementaron los picos de 210 y 260 nm (Figura C.III.9-C). Se 

obtuvieron resultados similares cuando se usó FeCl3 en vez de FeCl2 (datos no mostra-

dos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura C.III.9. Cuantificación de la producción de sideróforos por espectrofotometría. Se 
midió el espectro de absorbancia del sobrenadante de células de KT2440 (líneas continuas) y 
mus-27 (líneas discontinuas) crecidas durante la noche, después de recogerlas por centrifuga-
ción, en medio MB2 (A), MB2 con 20 μm FeCl2 (B) o con FeCl2 y 0,5 mM de 2,2’-bipiridina 
(C). Cuando ni el FeCl2 ni el quelante estaban en el medio, se observaron en ambos casos tres 
picos de absorbancia a 400, 260 y 210 nm, como observamos en la Figura (A), correspondiendo 
el pico de 400 nm a la pioverdina. En cultivos crecidos en presencia de FeCl2, el pico de 400 nm 
no aparecía, y los picos a 210 y 260 nm se reducían significativamente (B). En cultivos crecidos 
en presencia de FeCl2 y 0,5 mM de 2,2’-bipiridina se observó en mus-27 un incremento de pio-
verdina y los otros sideróforos, mientras que en la cepa parental sólo se incrementaron los picos 
de 210 y 260 nm (C). 
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La Figura C.III.10. resume la producción de pioverdina por cepas cultivadas ba-

jo diferentes condiciones. Estos resultados, junto con los datos de inhibición del creci-

miento indican que la cepa P. putida KT2440 es capaz de captar eficientemente hierro 

del complejo Fe-bipiridina, mientras que mus-27 ha perdido esta capacidad, resultando 

en un aumento de la producción de pioverdina. Este fenómeno se revierte en mus-27 

portando el cósmido pNEMO2, mientras que en mus-28 se observó un leve incremento 

en la producción de pioverdina sólo bajo severa limitación de hierro por bipiridina. 
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Figura C.III.10. Producción de pioverdina en cultivos de P. putida KT2440 y mutantes 
cultivadas bajo diferentes condiciones. Células de P. putida KT2440 (barras negras) y mutan-
tes mus-27 (barras grises), mus-28 (barras blancas) y mus-27(pNEMO2) (barras salpicadas) 
crecidas en medio MB2 (-) o MB2 suplido con 20 μm de FeCl2 (Fe2), 20 μm de FeCl3 (Fe3), 
0,25 mM de 2,2’-bipiridina (Bp), 20 μm de FeCl2 + 0,5 mM 2,2’-bipiridina (Fe2B), y 20 μm de 
FeCl3 + 0,5 mM de 2,2’-bipiridina (Fe3B). Se midió la absorbancia de los cultivos crecidos 
durante la noche a una λ= 660 nm. Igualmente se midió el sobrenadante obtenido después de 
recoger las células por centrifugación, a una λ= 400 nm. Las barras de error representan la des-
viación estándar de tres ensayos independientes. 
 

 

3.6. Observación de los mutantes al microscopio electrónico 

 Como se ha mencionado anteriormente en P. putida y otras especies las muta-

ciones en proteínas de membrana pueden dar lugar a la alteración de su morfología. Por 

ejemplo, el mutante oprL de P. putida KT2440 presentó morfología celular alterada 

apareciendo la cepa mutante deformada y su membrana externa ondulada (Rodríguez-

Herva et al., 1996). Igualmente, mutaciones en cada uno de los genes tol de P. putida 
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revelaron que eran críticos para el mantenimiento de la estabilidad de la membrana ex-

terna ya que todos los mutantes mostraron morfología celular alterada y formación de 

filamentos (Llamas et al., 2000). 

Conociendo la localización predicha del sistema TPS de Hlp asociada a la mem-

brana externa, consideramos la posibilidad de que el defecto en el crecimiento en medio 

deficiente de hierro y el aumento en la liberación de pioverdina en mus-27 pudiera estar 

acompañada por alteraciones en la membrana externa bacteriana. 

Ello nos animó a estudiar si la reducida capacidad de adhesión de mus-27 y mus-

28 se debía a alteraciones en la morfología o ultraestructura de la membrana. Para ello 

mediante microscopía electrónico de transmisión, se analizó la ultraestructura de células 

de P. putida KT2440 y de los mutantes mus-27, mus-28 y mus-27(pNEMO2) cultivadas 

en LB y MB2 + 20 μm de FeCl2 en fase de crecimiento estacionario. Las células de las 

cepas mutantes y parental cultivadas en LB o MB2 con FeCl2 no mostraron diferencias 

aparentes (resultados no mostrados), presentando un aspecto homogéneo y la morfolo-

gía característica del género Pseudomonas. Sin embargo, en las muestras de secciones 

ultrafinas de bacterias cultivadas bajo limitación de hierro al añadirle al medio 0,25 mM 

de 2,2’-bipiridina, se observó la aparición de abundantes vesículas en la superficie celu-

lar de mus-27 y mus-28, en contraste con la silvestre y mus-27(pNEMO2) en las que las 

vesículas aunque presentes, estaban en menor proporción que en los dos mutantes (Fi-

gura C.III.11). De todas las microfotografías obtenidas, se estimó que el número de ve-

sículas en mus-27, mus-28 y mus-27(pNEMO2) era 4, 3,5 y 2,5 veces más alto que en 

la cepa silvestre, respectivamente. 

Estas observaciones nos condujeron a realizar observaciones de las células al mi-

croscopio electrónico de barrido. De nuevo se observaron diferencias en la superficie 

celular de los mutantes frente al silvestre bajo condiciones de limitación de hierro. Así 

una proporción significativa de células de los mutantes mus-27 y mus-28 mostraron una 

extrusión larga en forma de apéndice terminado en vesículas. En las células de la cepa 

silvestre y mus-27(pNEMO2) el número de vesículas fue menor y el tamaño de extru-

sión un poco más corto (Figura C.III.12). 
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Figura C.III.11.: Fotografías de microscopio electrónico de transmisión de secciones ultra-
finas de células de P. putida KT2440 (A, E) y mutantes mus-27 (B, G), mus-28 (C, F) y 
mus-27(pNEMO2) (D). Las células se cultivaron en medio MB2 con glucosa y 0,25 mM de 
2,2´-bipiridina y se recogieron en fase de crecimiento estacionaria. Las muestras se prepararon 
como se describe en el apartado 23.1 de la sección Materiales y Métodos y se observaron al 
microscopio electrónico de transmisión. Las flechas negras indican algunas de las vesículas 
observadas. A, B, C y D Aumentos: x40.000. E y F Aumentos: x80.000. G Muestra un detalle 
de una vesícula observada en mus-27. 
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Figura C.III.12: Microscopía electrónica de barrido de células de P. putida KT2440 y mu-
tantes mus-27, mus-28 y mus-27(pNEMO2). Las células se cultivaron en MB2 líquido con 
glucosa y 0,25 mM de 2,2´-bipiridina y se recogieron en fase de crecimiento estacionaria. Las 
muestras se prepararon como se describe en el apartado 23.2 de la sección Materiales y Métodos 
y se observaron al microscopio electrónico de barrido. (A) KT2440 Aumentos: x119.690 (B) 
mus-27 Aumentos: x96.170 (C) mus-28 Aumentos: x71.130 (D) mus-27(pNEMO2) Aumentos: 
x98.100. 
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CAPÍTULO IV 

 

PAPEL DEL SISTEMA TPS HlpA/HlpB EN LA INTERAC-

CIÓN DE P. putida KT2440 CON PLANTAS Y LA SUPER-

VIVENCIA EN SUELOS 

 
RESUMEN 

Como previamente se había descrito, mus-27 presentaba un a reducida capacidad 

de adhesión a semillas de maíz en comparación con la cepa parental. En este estu-

dio el análisis de adhesión se ha extendido a semillas de guisante y haba. También 

se ha analizado el efecto de la mutación hlpB sobre la adhesión bacteriana a estas 

semillas, siendo la capacidad de colonizar las semillas de maíz similar a la de mus-

27, alrededor de tres veces menor que la silvestre. Estos resultados nos indicaban 

que una proteína intacta, completamente activa es necesaria para la eficiente colo-

nización de la semilla de maíz. Esto fue confirmado por ensayos con el mutante 

complementado en donde la capacidad de adhesión fue similar a la de KT2440 con-

firmando la implicación de HlpA en la colonización de semillas de maíz. La impli-

cación de HlpA en captación de hierro, así como, en la colonización de semillas, 

indicaba que el hierro podía estar involucrado en la adhesión bacteriana de P. pu-

tida a semillas. Se analizó el efecto de quelantes de hierro en la colonización a semi-

llas por P. putida. Los resultados indicaban que el hierro de la semilla actúa como 

señal quimiotáctica, determinando la capacidad de células bacterianas que perci-

ben la presencia de la semilla e inicia el proceso de adhesión. También se realiza-

ron ensayos de colonización de la rizosfera de planta de maíz por los mutantes 

mus-27 y mus-28 en competencia con la cepa parental P. putida KT2440R para 

estudiar si las mutaciones en los genes hlpA y hlpB daban lugar a desventaja com-

petitiva en la colonización. 
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PAPEL DEL SISTEMA TPS HlpA/HlpB EN LA INTERACCIÓN DE P. putida 

KT2440 CON PLANTAS Y LA SUPERVIVENCIA EN SUELOS 

 

1. ADHESIÓN DE P. putida KT2440 Y MUTANTES mus-27, mus-28 A DISTIN-

TAS SEMILLAS. 

 

La introducción de cepas bacterianas en la rizosfera de plantas con fines agríco-

las está realizándose cada vez con más frecuencia. Los objetivos perseguidos con estas 

liberaciones de microorganismos al medio ambiente son diversos: favorecer el creci-

miento de la planta (Kloepper et al., 1989), actuar como agentes de biocontrol (Lugten-

berg et al., 1991) y en un área denominada biorremediación encaminada a reducir la 

presencia de contaminantes en suelos (Crowley et al., 1997). El paso por tanto de la 

adhesión de las células bacterianas a la superficie de los tejidos de la planta (raíces, se-

millas) es clave para la posterior colonización del sistema radicular, así como la nodula-

ción en el caso de Rhizobiaceae (Smit et al., 1992). Esta población de bacterias adheri-

das a las semillas constituyen el “inóculo inicial” para el posterior establecimiento y 

expansión de la población bacteriana de la rizosfera. 

Era de esperar que este fenómeno de adhesión esté mediado por proteínas y otras 

moléculas de superficie celular, ya que las proteínas de la membrana externa tienen un 

papel importante en la adhesión a superficies abióticas y bióticas (O´Toole, et al., 

1998). Se había descrito previamente que el mutante mus-27 presentaba una reducida 

capacidad de adhesión a semillas de maíz en comparación con la cepa parental (Espino-

sa et al., 2000). En este estudio se han repetido los ensayos con semillas de maíz y se 

han extendido a semillas de guisante y haba. También se ha analizado el efecto de la 

mutación hlpB sobre la adhesión bacteriana a estas semillas. El ensayo de adhesión con-

sistía en inocular 5 μl de cultivo, cuya DO660nm=1, en un volumen final de 1 ml de 1 x 

M9 junto con una semilla de maíz o guisante, en un tubo de ensayo y 10 μl de cultivo 

cuando el ensayo se hacía con semillas de haba en un volumen final de 10 ml de 1 x 

M9. Se incubaron 1 hora a 30ºC sin agitación y a continuación se sacaron las semillas 

que tras lavarse con agua destilada se pasaron a tubos nuevos que contenían perlas de 

vidrio. Los tubos junto con las semillas y las perlas de vidrio se agitaron con un agitador 
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de mesa Heidolph durante 1 min. Finalmente se hicieron diluciones seriadas de esta 

suspensión bacteriana que se sembraron en placas de medio selectivo con benzoato y 

con los antibióticos apropiados. 

Como se había descrito previamente, el mutante mus-27 presentaba una reducida capa-

cidad de adhesión a semillas de maíz en comparación con la cepa parental. Estos resul-

tados se confirmaban también con las semillas de haba. La capacidad de mus-28 de co-

lonizar semillas de maíz, fue similar a la de mus-27 (Figura C.IV.1-A y C). En semillas 

de haba, su capacidad aumentó un poco más, siendo aproximadamente la mitad que la 

que presentaba la cepa parental. En el caso de las semillas de guisante, no se observaron 

diferencias entre la cepa parental y los mutantes. Estos resultados indicaban que la pro-

teína HlpA intacta, completamente activa sería necesaria para una colonización eficiente 

de las semillas de maíz y haba. Esto se corroboró mediante ensayos de complementa-

ción en donde se pudo comprobar que la capacidad de adhesión a semillas de maíz, de 

mus-27 portando pNEMO2 fue similar a la de KT2440 (Figura C.IV.1-D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura C.IV.1: Adhesión de P. putida KT2440 y mutantes a semillas de maíz (A), haba (B) 
guisante (C), y Adhesión de KT2440, mutantes y mus-27 portando pNEMO2 a semillas de 
maíz (D). (A, B y C): Cuantificación de adhesión de P. putida KT2440 (barra negra) y mutan-
tes mus-27 (barra gris), mus-28 (barra blanca) a semillas. Después de una hora de incubación 
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con cada suspensión bacteriana, las semillas se lavaron con agua y se secaron, y el número de 
adhesión celular se estimó como UFC después de plaquear diluciones seriadas. (D): Adhesión 
de KT2440 (barra negra), mus-27 (barra gris), mus-28 (barra blanca) y mus-27 portando el cós-
mido pNEMO2 (barra salpicada) a semillas de maíz. Los resultados son la media y las barras de 
error representan la desviación estándar de cuatro ensayos independientes. 
 
 
2. SUPERVIVENCIA DE P. putida KT2440 Y MUTANTES mus-27, mus-28 EN 

MICROCOSMOS EDÁFICOS. 

 

Se ha analizado la capacidad de supervivencia de la cepa P. putida KT2440 y los mu-

tantes mus-27 y mus-28. En esta serie de ensayos P. putida KT2440, mus-27 y mus-28 

se introdujeron en microcosmos que contenían 90 g de suelo franco estéril y 10 ml de 1 

x M9 a densidades celulares de alrededor de 107 UFC/g suelo. Los microcosmos se in-

cubaron a 25ºC en invernadero y se tomaron muestras cada 3 ó 5 días a lo largo de un 

mes determinándose el número de UFC por gramo de suelo mediante plaqueo en medio 

selectivo (Materiales y Métodos, apartado 15). A los 3 días de la inoculación se detecta-

ron aproximadamente 2 x108 UFC/g suelo de la cepa silvestre y del mutante mus-28, y 

del orden de 5 x107 UFC/g suelo del mutante mus-27. Esta densidad celular se mantuvo 

con pequeñas fluctuaciones durante el tiempo del experimento (30 días), como se ob-

serva en la Figura C.IV.2. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura C.IV.2: Supervivencia de la cepa P. putida KT2440 y mutantes mus-27, mus-28 en 
suelo tipo franco. La densidad celular inicial fue de alrededor de 107 UFC/g suelo para cada 
cepa. Los microcosmos se incubaron a 25ºC en un invernadero. A los tiempos indicados, se 
estimó el número de UFC/g suelo de cada una de las cepas mediante siembra en placas de me-
dio selectivo. P. putida KT2440 (rombos), mus-27 (cuadrados) y mus-28 (triángulos). Los datos 
presentados son la media de los valores obtenidos de tres ensayos por duplicado. Las desviacio-
nes típicas calculadas estuvieron por debajo del 5% de la media. 
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Dado que el comportamiento de los mutantes de P. putida KT2440 fue similar al de la 

cepa silvestre, puede afirmarse que las mutaciones en los genes hlpA y hlpB de P. puti-

da KT2440 no afectan a la supervivencia a largo plazo de esta cepa en suelo estéril tipo 

franco. 

 

3. COLONIZACIÓN DE LA RIZOSFERA DE PLANTA DE MAÍZ POR LA CE-

PA P. putida KT2440R EN CONDICIONES CONTROLADAS DE INVERNA-

DERO 

  

P. putida KT2440 es una cepa que coloniza la rizosfera a elevada densidad de un buen 

número de plantas (Molina, et al., 2000). Se realizaron ensayos para estudiar la coloni-

zación de la rizosfera de plantas de interés agrícola por la cepa parental P. putida 

KT2440R y de los mutantes mus-27 y mus-28. Semillas de maíz, previamente esterili-

zadas e hidratadas como se describió en el apartado 16.2. de la sección de Materiales y 

Métodos, se inocularon con la cepa P. putida KT2440R (derivada de la cepa P. putida 

KT2440, resistente a rifampicina) a una densidad celular inicial de aproximadamente 

106 UFC por semilla. Estas semillas se sembraron en macetas que contenían 1 kg de una 

mezcla de suelo franco y arena en una proporción 1:1. A partir de la aparición de la 

primera hoja (5 días después de sembrar las semillas), y durante un período de 15 días, 

se determinó el número de células de la cepa inoculada presentes tanto en la raíz, rizos-

fera como en suelo no rizosférico (suelo no adherido a la raíz ni influenciado por el sis-

tema radicular). La cepa bajo estudio se seleccionó en placas de medio mínimo con 

benzoato sódico (10 mM) como fuente de carbono y rifampicina (30 μg/ml) como anti-

biótico de selección. A tiempo=0 se recogieron del orden de 1 x104 UFC/ semilla. Se 

observó que, tras 5 días se detectaron 107, 106, 105 UFC de KT2440R por gramo de raíz, 

rizosfera y suelo no rizosférico respectivamente. A partir de este momento, en las si-

guientes medidas, estos valores de UFC se mantuvieron casi constantes hasta el final del 

ensayo (Figura C.IV.3). 
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Figura C.IV.3. Supervivencia de la cepa P. putida KT2440R en la raíz, rizosfera y suelo no 
rizosférico de planta de maíz. Semillas de maíz se inocularon con 106 UFC/ semilla de la cepa 
P. putida KT2440R y se sembraron en macetas conteniendo una mezcla de suelo tipo franco 
estéril y arena. A los tiempos indicados se determinó el número de UFC tanto en la raíz (círcu-
los), rizosfera (cuadrados) y suelo (triángulos) mediante el recuento en placas de medio selecti-
vo. Los datos presentados son la media de los valores obtenidos de tres ensayos por duplicado. 
Las desviaciones típicas calculadas estuvieron por debajo del 5% de la media. 
 
 

3.1. Colonización de la rizosfera de planta de maíz por los mutantes mus-27 y mus-

28 en competencia con la cepa parental P. putida KT2440R. 

Los experimentos que se describen a continuación se realizaron para estudiar si 

las mutaciones en los genes hlpA y hlpB resultaban en una desventaja competitiva en la 

colonización de la raíz, rizosfera y suelo no rizosférico. Para ello se realizaron ensayos 

de colonización con cada uno de los mutantes (mus-27 y mus-28) en competición con la 

cepa parental. Para poder diferenciar ambas cepas en placas de medio selectivo, se utili-

zó la cepa P. putida KT2440R (resistente a rifampicina). 

 Se inocularon semillas de maíz previamente germinadas durante 2 días, con 

aproximadamente 5 x 106 UFC por semilla de KT2440R y mus-27. Éstas se sembraron 

de igual manera que el ensayo descrito en el apartado anterior. Igualmente, se recogie-

ron a tiempo=0 aproximadamente 104 UFC/semilla. Se observó que, tras 5 días de culti-

vo, ambas cepas se establecieron en la raíz a una densidad celular de 107 UFC por gra-

mo de raíz. A los 15 días, se establecieron a una densidad de 106 UFC/g raíz, un orden 

de magnitud inferior que al inicio del ensayo (Figura C.IV.4-A). En la rizosfera, a partir 

del día 5 el número de células de mus-27 fue del orden de 106 UFC, un orden de magni-
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tud superior que la cepa parental y se mantuvo constante hasta el final del ensayo (Figu-

ra C.IV.8-B). La cepa parental se estableció en la rizosfera a una densidad de 105 UFC/g 

de rizosfera, manteniéndose constante durante los 15 días (Figura C.IV.4-B). 

Por último, mus-27 se estableció en el suelo no rizosférico prácticamente igual que en la 

rizosfera, alcanzando una densidad celular de 106 UFC por gramo de suelo no rizosféri-

co. En cambio, la cepa parental se mantuvo al mismo nivel que al principio del ensayo 

durante los 15 días, 104 UFC/g de suelo no rizosférico (dos órdenes de magnitud infe-

rior a la de mus-27. Figura C.IV.4-C). 

 

 

 
 

 

 

 

Figura C.IV.4. Supervivencia de la cepa P. putida KT2440R en competencia con el mutan-
te mus-27 en la raíz, rizosfera y suelo no rizosférico de planta de maíz. Semillas de maíz se 
inocularon con 107 UFC/semilla de ambas cepas y se sembraron en macetas conteniendo una 
mezcla de suelo tipo franco estéril y arena. A los tiempos indicados se determinó el número de 
UFC tanto en la raíz (A), rizosfera (B) y suelo no rizosférico (C) mediante el recuento en placas 
de medio selectivo. P. putida KT2440R se representa en las gráficas por círculos y mus-27 por 
cuadrados. Los datos presentados son la media de los valores obtenidos de tres ensayos por du-
plicado. Las desviaciones típicas calculadas estuvieron por debajo del 5% de la media. 
 
 
 

Se realizó el mismo ensayo de competición con el mutante mus-28, obteniéndo-

se los siguientes resultados. En general, el número de UFC tendió a disminuir con el 

tiempo para ambas cepas. Se observó que, tras 5 días de cultivo ambas cepas, KT2440R 

y mus-28, se establecieron en la raíz a una densidad celular de 108 UFC/g de raíz y 107 

UFC/g raíz, respectivamente (Figura C.IV.5-A). El contenido de células en la raíz de-

creció progresivamente durante los 15 días que duró el ensayo, recuperándose 106 

UFC/g de raíz de KT2440R y 105UFC/g de raíz de mus-28. En la rizosfera, el número 

de células de ambas cepas se mantuvo a los 5 y 10 días a niveles prácticamente iguales, 

106 UFC/g rizosfera y descendió al final del ensayo hasta dos órdenes de magnitud, 

104UFC/g rizosfera (Figura C.IV.5-B). En suelo no rizosférico, alcanzaron a los 10 días 
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niveles de colonización de aproximadamente 106 UFC/g suelo no rizosférico (Figura 

C.IV.5-C). Posteriormente se observó un ligero descenso paulatino en el número de 

UFC hasta alcanzar una densidad de 104 y 103 UFC/g suelo no rizosférico, respectiva-

mente. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura C.IV.5. Supervivencia de la cepa P. putida KT2440R en competencia con el mutan-
te mus-28 en la raíz, rizosfera y suelo no rizosférico de planta de maíz. Semillas de maíz se 
inocularon con 107 UFC/semilla de ambas cepas y se sembraron en macetas conteniendo una 
mezcla de suelo tipo franco estéril y arena. A los tiempos indicados se determinó el número de 
UFC tanto en la raíz (A), rizosfera (B) y suelo no rizosférico (C) mediante el recuento en placas 
de medio selectivo. P. putida KT2440R se representa en las gráficas por círculos y mus-28 por 
triángulos. Los datos presentados son la media de los valores obtenidos de tres ensayos por du-
plicado. Las desviaciones típicas calculadas estuvieron por debajo del 5% de la media. 
 
 
 

4. PAPEL DEL HIERRO EN LA COLONIZACIÓN DE SEMILLAS. 

 

Una vez confirmado que la función de hlpBA no parece tener un efecto en la co-

lonización de la rizosfera, es decir, las mutaciones en los genes hlpA y hlpB no mostra-

ron desventaja competitiva en la colonización de la raíz, rizosfera y suelo no rizosférico, 

decidimos analizar el papel del hierro en la colonización de semillas. La implicación de 

HlpA en captación de hierro, así como, en colonización de semillas, sugería que el hie-

rro podía estar involucrado en la adhesión de P. putida a semillas. El hierro es un factor 

importante para adhesión bacteriana y formación de biofilm, así como en la coloniza-

ción de tejidos hospedadores por bacterias patógenas. La presencia de abundante hierro 

en semillas de maíz había sido previamente comprobada por Jacobs and Walter (1977). 

Para identificar las regiones donde se localizaba el hierro preferentemente, se usó como 
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indicador el quelante 2,2’-bipiridina (el cual secuestra el Fe2+). La formación de com-

plejos Fe2+-bipiridina dio lugar a la apariencia de un halo de color rojo (Eguchi and 

Saltman, 1984), una característica que nos permitió detectar fácilmente la presencia de 

hierro en las semillas, localizado principalmente en el cotiledón y embrión, como po-

demos observar en la Figura C.IV.6. Esta área parece ser un sitio preferente para la co-

lonización de semillas de cebada por P. chlororaphis (Tombolini et al., 1999). 

 

 
Figura C.IV.6. Detección de hierro en semillas de maíz. Las semillas fueron incubadas du-
rante 2 horas con 1 mM de 2,2’-bipiridina. Las flechas indican el área donde fue más intenso el 
color rojo resultante del complejo Fe-bipiridina, detectándose sobre todo alrededor del coti-
ledón. La semilla de la izquierda se utilizó como control (semilla no tratada). 
 

 

Para determinar si el hierro presente en las semillas de maíz tenía un efecto en la ad-

hesión bacteriana, se hicieron estudios de adhesión a semillas esterilizadas, las cuales 

habían sido previamente tratadas con 2,2’-bipiridina 0,5 mM durante 1 hora. Como con-

trol, se usaron semillas no tratadas y semillas preincubadas con 4,4’-bipiridina. Las se-

millas se inocularon con 5 x 106 UFC/semilla de cultivos crecidos toda la noche de 

KT2440R, una cepa derivada de KT2440 resistente a rifampicina (Espinosa-Urgel and 

Ramos, 2004). Después de 1 hora de incubación, las semillas se lavaron y se transfirie-

ron a 1 ml de 1x M9 y se agitaron para remover las bacterias que no se habían adherido 

a la superficie de la semilla. Las bacterias adheridas se recuperaron al transferir las se-

millas a tubos con 1 x M9 y agitación en presencia de perlas de vidrio. Se cuantificó el 

número de células adheridas mediante diluciones seriadas de esta suspensión bacteriana 

que se sembraron en placas de medio selectivo. Como se muestra en la Figura C.IV.7., 

la preincubación de semillas con 2,2’-bipiridina resultó en una reducción significativa 

en la colonización de semillas por KT2440R. Se obtuvieron resultados similares con un 

quelante de hierro diferente, 8-hidroxiquinolina (0,5 mM). En contraste, la incubación 
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con 4,4’-bipiridina no tuvo ningún efecto, indicando que la reducida adhesión bacteria-

na a semillas era debida a la actividad quelante del hierro y no a otros efectos tóxicos de 

estos compuestos heterocíclicos. Esto se confirmó añadiendo 50 μM de FeCl2 al mismo 

tiempo que el 2,2’-bipiridina, como un competidor de este compuesto, para reducir la 

cantidad de quelante disponible que secuestra el hierro de las semillas. Este pre-

tratamiento restauró parcialmente la adhesión a semillas por P. putida (Figura C.IV.7). 

Curiosamente, la adición de FeCl2 o citrato de hierro en ausencia de quelante durante el 

estudio de adhesión, no resultó en un incremento en la adhesión, más bien en una reduc-

ción (datos no mostrados). Esto podía indicar que el hierro de la semilla actúa como una 

señal quimiotáctica, determinando la capacidad de células bacterianas que perciben la 

presencia de la semilla e inicia el proceso de adhesión. Alternativamente, el hierro po-

dría jugar un papel en una etapa más tarde, como estabilizador de la interacción semilla-

bacteria. 
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Figura C.IV.7. Efecto de quelantes de hierro en la colonización a semillas por P. putida. 
Los estudios de adhesión se hicieron con semillas esterilizadas e hidratadas y que fueron pre-
tratadas durante 1 hora con 0,5 mM de 2,2’-bipiridina (2,2’-Bp) o con 0,5 mM de 8-
hidroxiquinolina (8HQ). Semillas no tratadas (C), semillas incubadas con el agente no quelante 
4,4’-bipiridina (4,4’-Bp), o semillas incubadas con quelante y hierro (Bp + Fe) se utilizaron para 
verificar que los efectos observados se debían a la secuestración del hierro por los quelantes. 
Cultivos de toda la noche crecidos en LB se diluyeron en medio M9 a una DO660nm=1, y se ino-
cularon 5 μl en 1 ml de medio M9 con una semilla, en triplicado. Se estimó el número inicial de 
bacterias inoculadas por semilla mediante diluciones seriadas de esta suspensión que se sembra-
ron en placas de medio selectivo. Después de 1 hora, las semillas se lavaron y las bacterias ad-
heridas se recogieron por agitación en presencia de perlas de vidrio. Igualmente se cuantificó el 
número de células que se habían adherido a las semillas mediante diluciones en placas de medio 
selectivo. Los resultados son la media y las barras de error representan la desviación estándar de 
cuatro ensayos independientes. 
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Para definir el papel del hierro, se realizaron estudios de adhesión modificados. 

Se inocularon 5 μl de cultivo de KT2440, cuya DO660=1, en un volumen final de 1 ml 

de 1 x M9 junto con una semilla de maíz, tratadas o sin tratar con 2,2’-bipiridina duran-

te 1 hora. A unas semillas se les eliminó el paso intermedio de lavado/agitación y las 

bacterias se recogieron con perlas de vidrio después de un breve lavado de las semillas. 

A otras se les realizó el tratamiento completo, es decir, no se eliminó este paso interme-

dio. De esta manera se podía distinguir entre bacterias que estuvieran ya firmemente 

adheridas a la semilla (adhesión “irreversible”) y aquellas que hubieran iniciado el pro-

ceso de adhesión (adhesión “reversible”). El tratamiento con bipiridina resultó de nuevo 

en una disminución en el número de células recogidas de las semillas con respecto a las 

no tratadas que actúan de control, como observamos en la Figura C.IV.8. Esta diferencia 

fue mucho más significativa que la que se observó en estudios previos, indicando que el 

hierro presente en la semilla es importante en las primeras etapas del proceso de coloni-

zación. En ambos casos, el número de células recogidas fue cinco veces superior que 

cuando se realizó el paso intermedio del lavado. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura C.IV.8. Papel del hierro en adhesión irreversible y reversible a semillas de maíz. 
Semillas no tratadas (control) o semillas tratadas con un quelante (2,2’-bipiridina) durante 1 
hora se inocularon con KT2440R (5 x 106 UFC/semilla). Se realizaron estudios de adhesión 
como se describe arriba en el texto, y las células se recogieron por agitación en presencia de 
perlas de vidrio, uno omitiendo el paso intermedio de lavado/agitación (barras blancas, células 
adheridas reversiblemente) o realizándolo (barras grises, células adheridas irreversiblemente). 
 

Mutantes de P. putida y P. aeruginosa en exbB, exbD o tonB son deficientes en 

captura de hierro y su crecimiento está limitado en un medio deficiente de hierro (Poole 

et al., 1996; Godoy et al., 2001, 2004). Para confirmar el papel que juega el hierro pre-

sente en la semilla en la iniciación de la adhesión bacteriana, hipotetizamos que una 
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deficiencia en el sistema TonB debería resultar en una capacidad de adhesión más limi-

tada, como una consecuencia del reducido transporte de hierro y detección por células 

bacterianas. Se realizaron estudios de adhesión a semillas con la cepa PSC209, mutante 

deficiente en el sistema TonB de P. putida KT2440. Como observamos en la Figura 

C.IV.9. la capacidad de esta cepa de adherirse a semillas de maíz, estaba también redu-

cida significativamente, siendo el porcentaje de células recogidas por semilla de sólo el 

24% que el de la cepa silvestre. 
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Figura C.IV.9. Adhesión de P. putida KT2440 y mutante PSC209 a semillas de maíz. Los 
ensayos se realizaron como se describe en la leyenda de la Figura C.IV.1. Los resultados son la 
media de tres ensayos independientes. 
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DISCUSIÓN 

 

El género Pseudomonas engloba a una amplia variedad de microorganismos, 

miembros comunes de la microflora del suelo y del agua, que se caracterizan entre otros 

aspectos por mostrar una gran versatilidad metabólica, gracias a la cual pueden coloni-

zar una gran diversidad de ecosistemas (Espinosa-Urgel et al., 2004). Así, por ejemplo, 

dentro de este género existen bacterias patógenas de animales y de plantas (Hattermann 

y Ries, 1989; Quinn, 1992; Pier et al., 2004); bacterias que juegan un papel importante 

en los ciclos biogeoquímicos de la materia (Gibson y Subramanian, 1984); bacterias de 

ambientes acuáticos (García-Valdés et al., 1988); y muchas cepas tolerantes a disolven-

tes orgánicos (Inoue y Horikoshi, 1989, Ramos et al., 1995; Poole, 2004; Rojas et al., 

2001), de gran interés en procesos de biodegradación de compuestos contaminantes y en 

procesos de biotransformación para la obtención de productos de valor añadido (Gibson 

et al., 1990; Spain, 1990; Esteve-Nuñez et al., 2001; Pieper et al., 2004). También exis-

ten bacterias que colonizan la rizosfera de plantas potenciando el crecimiento de éstas a 

través de un conjunto de efectos antagonistas contra posibles agentes patógenos, fun-

damentalmente hongos (de Weger et al., 1995; O’Sullivan y O’Gara, 1992); dentro de 

este género existen especies que reducen las infecciones de la planta causada por orga-

nismos como Fusarium, Gaeumannomyces, Rhizoctonia o Roossellinia. Los mecanis-

mos a través de los cuales puede actuar como biopesticida son los siguientes: antibiosis, 

competición por nutrientes o nicho ecológico, colonización de las hifas de los hongos o 

por inducción de la resistencia sistemática en plantas. 

 Dado que el contacto entre una célula bacteriana y su entorno tiene lugar a través 

de estructuras de la superficie celular, el estudio de la organización y la función de los 

distintos elementos que componen la envoltura celular es uno de los aspectos importan-

tes para comprender como las bacterias de género Pseudomonas son capaces de coloni-

zar nichos ecológicos tan variados. 

La especie P. putida se encuentra generalmente en el suelo y rizosfera, como ri-

zobacteria promotora del crecimiento de la planta (PGPR de plant growth promoting 

rhizobacteria) y puede ofrecer a la planta protección a través de una serie de mecanis-

mos como producción de antibióticos, exclusión de nichos, captura de nutrientes a tra-
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vés de la producción de sideróforos (Duffy y Defago, 1999; Godoy et al., 2001) y ad-

hesión a raíces de plantas para inducir una respuesta sistémica (van Loon et al., 1998). 

La cepa de este estudio, P. putida KT2440, se convierte en un organismo modelo para 

estudiar interacciones mutualistas entre plantas y bacterias, debido a su eficiencia en la 

colonización de la superficie de la raíz de plantas y el suelo que la rodea, nicho conoci-

do como rizosfera, y la espermosfera, que corresponde a la superficie de la semilla y el 

suelo circundante (Espinosa-Urgel et al., 2000; Molina et al., 2000). El desarrollo de las 

aplicaciones mencionadas requiere asegurar el correcto y duradero establecimiento del 

microorganismo sobre la raíz de la planta, así como, garantizar la expresión de las fun-

ciones deseadas en condiciones medioambientales. Para ello es necesario un mayor co-

nocimiento acerca de los mecanismos moleculares que tienen lugar durante la coloniza-

ción, establecimiento y desarrollo del microorganismo sobre la raíz. 

Espinosa-Urgel y colaboradores (2000) identificaron siete genes de la cepa P. putida 

KT2440 importantes para el biocontrol implicados en adhesión a semillas de maíz. La 

cepa mus-27 es un derivado de P. putida, que fue obtenido por mutagénesis al azar con 

un transposón mini-Tn5(Km) y mostró deficiencia en adhesión a estas semillas. Este 

trabajo se ha centrado en la construcción de un mutante no polar en el gen hlpB (situado 

en 5’con respecto a hlpA) perteneciente al sistema de secreción TPS, y caracterización 

del operón hlpBA de P. putida KT2440, y análisis de su expresión génica, con objeto de 

dilucidar la función que este complejo proteico de membrana externa desempeña en P. 

putida. 

 

1. ORGANIZACIÓN TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES hlpBA EN P. putida 

KT2440. 

 

Cuando Espinosa-Urgel y colaboradores (2000) aislaron el mutante mus-27, 

comprobaron que el miniTn5(Km) se había insertado en el gen hlpA de P. putida 

KT2440. El producto de este gen presentaba homología con hemolisinas reguladas por 

hierro. En sentido 5’ de hlpA, se identificó un marco abierto de lectura que se denominó 

hlpB y que se correspondía con un sistema de transporte y secreción de la proteína 

HlpA. Los resultados de esta Tesis Doctoral han demostrado que ambos genes se en-
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cuentran formando un operón, así como, que están implicados en la captación de hierro 

y en la colonización de rizosfera por la bacteria. 

 

Análisis genómicos y ensayos de RT-PCR demuestran que el gen hlpB forma 

una unidad transcripcional con hlpA. Mediante ensayos de extensión del cebador se lo-

gró determinar el punto de inicio de la transcripción del operón y proponer el posible 

promotor Phlp, definiéndose las posibles regiones -10 (5’-TATCCA-3’) y -35 (5’-

TCGTCC-3’) similares a las propuestas para promotores σ70 en P. putida con un se-

cuencia -10 (5’-TATAcT-3’) y -35 (5’-TTGAcC-3’) (Domínguez & Marqués 2004). 

Ante la presencia de dos bandas, no se descarta la posibilidad de la existencia de otro 

promotor, aún sin identificar, ya que no se han encontrado otras secuencias que pudie-

ran corresponder al mismo. En todos los sistemas TPS los dos componentes del sistema 

están codificados por genes que forman un solo operón (Jacob-Dubuisson et al., 2001), 

sin embargo en nuestro caso, se pudo corroborar mediante RT-PCR que en sentido 5’ de 

estos genes hlpB-hlpA, se encuentran dos marcos abiertos de lectura, orf1 (PP1452) y 

orf2 (PP1451) que se transcriben en el mismo sentido que los genes hlp formando parte 

de la misma agrupación transcripcional. 

 

 

 

 

Figura D.1: Organización de los genes del sistema TPS en P. putida KT2440. 

 

La comparación de la secuencia de aminoácidos codificada por esta región correspon-

diente a orf1 (PP1452), con las secuencias de las distintas bases de datos dio como re-

sultado un elevado grado de similitud con ADP-ribosa-pirofosfatasa de P. fluorescens 

PfO-1 (76%) y P. aeruginosa (70%). También presentó alta homología con hidrolasas 

nudix de P. syringae (69%) y Azotobacter vinelandii (60%) entre otras. Igualmente, 

orf2 (PP1451) presentó cierta similitud con posibles proteínas de P. syringae (64%), P. 

fluorescens PfO-1 (64%) y P. aeruginosa (58%). La posible proteína PP1451 presentó 

menos similitud con posibles lipoproteínas de Geobacter sulfurreducens (43%). Sin 
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embargo, un estudio de su secuencia no predecía la presencia de un péptido señal típico 

de las lipoproteínas. La función de dicha proteína de localización periplásmica, es por 

tanto desconocida. 

La expresión a partir del promotor Phlp se induce al entrar los cultivos en fase es-

tacionaria. Se han descrito promotores que pueden transcribirse in vivo por los factores 

σ70 y/o σ38. Este último es responsable de la expresión de numerosos genes al inicio de 

la fase estacionaria, lo cual condujo a comprobar si σ38 estaba implicado en la transcrip-

ción del promotor Phlp. El análisis de la expresión de Phlp en un fondo σ38- demostró que 

la expresión de este promotor es independiente de tal subunidad para el inicio de la 

transcripción. Por tanto, la inducción de Phlp al entrar en fase estacionaria se debe a otra 

serie de factores independientes de esta subunidad. 

Para el estudio de la expresión de Phlp se analizó la actividad β-galactosidasa ob-

tenida de las fusiones transcripcionales construidas entre el gen marcador ′lacZ y la re-

gión promotora, en distintas condiciones. Se decidió analizar posibles factores que in-

fluyeran en la expresión del promotor Phlp. Puesto que la síntesis de determinadas hemo-

lisinas de esta familia TPS está regulada por hierro (Poole and Braun, 1988; Hirono et 

al., 1997) se analizó si la concentración de hierro en el medio de cultivo ejercía algún 

efecto sobre la expresión de los genes hlpBA. El seguimiento de la fusión Phlp::lacZ de-

mostró que la expresión desde el promotor de los genes hlpB y hlpA de P. putida era 

independiente de la concentración de hierro presente en el medio. 

Como se indicó al comienzo de la Introducción, estudios realizados por Vílchez 

y colaboradores (2000) demostraron que genes implicados en el catabolismo de prolina, 

putA y putC, se inducen por exudados de maíz. Cabría esperar que ciertos componentes 

del exudado radicular actuasen como señales capaces de activar una serie de mecanis-

mos genéticos en los microorganismos. Así pues, se realizó un análisis de la expresión 

de los genes hlpBA en células expuestas a exudados de semillas y de rizosfera de maíz. 

La adición de exudados radiculares y de semillas de maíz al medio de cultivo no afecta 

en gran medida a la expresión de los genes hlpBA, por lo que podemos concluir que la 

expresión desde el promotor de los genes hlpB y hlpA de P. putida era independiente de 

la presencia en el medio de exudados ricos en nutrientes. 
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En este trabajo, hemos construido un mutante no polar (mediante la inserción de 

un cassette de Km carente de terminadores de la transcripción) del gen hlpB pertene-

ciente a la agrupación hlpBA, obteniéndose el mutante mus-28. Aunque a lo largo de 

este trabajo se ha intentado en numerosas ocasiones complementar dichas mutaciones 

usando diferentes vectores de expresión (tanto de medio como de bajo número de copias 

conteniendo los genes del sistema hlpBA), nunca se han obtenido transconjugantes (o 

transformantes) capaces de mantener esos plásmidos. Estos resultados sugieren que la 

sobreexpresión de alguna de las proteínas Hlp podría ser tóxica para P. putida, como 

ocurre también con proteínas de la familia como es el caso de EthA de Edwarsiella tar-

da (Hirono et al., 1997). Por ello, se utilizó el cósmido, denominado pNEMO2, para 

estudios de complementación. 

Puesto que se predijo el sistema de dos componentes Hlp estaba asociado a la 

membrana externa, se analizó el patrón de resistencia/sensibilidad a varios antibióticos y 

otros agentes químicos de los mutantes mus-27 y mus-28 de P. putida, como método 

para estudiar si la permeabilidad de la membrana externa estaba alterada. En general, 

los dos mutantes presentaron un grado de sensibilidad similar al de la cepa silvestre. Se 

decidió comprobar también si las mutaciones daban lugar a alteraciones en la membrana 

externa bacteriana. Estas alteraciones se hicieron evidentes al analizar los mutantes hlp 

mediante microscopia electrónica de transmisión y de barrido. Dichos mutantes presen-

taban con frecuencia vesículas en su superficie celular. La formación de vesículas de 

membrana fue más frecuente en el mutante mus-27 que en mus-28, sobre todo en pre-

sencia de 2,2’-bipiridina. Este fenómeno confiere a las bacterias ciertas ventajas para 

sobrevivir en su medio ambiente ya que las vesículas de membrana externa son capaces 

de concentrar ciertos componentes celulares como factores de virulencia o enzimas que 

degradan las paredes celulares, que son capaces de lisar las células de su alrededor, libe-

rando como consecuencia de dicho proceso, una gran cantidad de compuestos inorgáni-

cos que favorecen el crecimiento bacteriano (Beveridge, 1999; Li et al., 1998). En estu-

dios de P. putida IH-2000, cepa tolerante a tolueno, se encontraron vesículas de mem-

brana compuestas de fosfolípidos y lipopolisacaridos, liberadas de la membrana externa 

cuando se añadía tolueno al medio de cultivo. Este sistema de defensa parece represen-

tar una función nueva de la membrana externa de bacterias gram-negativas (Kobayashi 
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et al., 2000). La producción de estas vesículas puede ser incrementada por diferentes 

factores de estrés. Esto también ha sido investigado en un mutante de P. aeruginosa en 

el gen ankB, que codifica una proteína periplásmica y que resultó en una liberación de 

vesículas cuando la cepa era sometida a estrés oxidativo (Howell et al., 2000). Estas 

vesículas parecen ser similares a las observadas en este trabajo. Dada la relación que 

parece existir entre estas vesículas y situaciones de estrés, no es extraña la mayor libera-

ción de vesículas en mus-27, ya que está disminuida la captación de hierro. Igualmente, 

mutaciones en los genes tol-pal de E. coli inducen efectos pleiotrópicos como liberación 

de proteínas periplásmicas al medio extracelular e hipersensibilidad a drogas y deter-

gentes. Se ha visto que estos mutantes forman también vesículas como resultado del 

defecto de alguna de las proteínas Tol-Pal de membrana externa (Bernadac et al., 1998). 

La ausencia de las proteínas Hlp de la membrana externa de P. putida podría tener un 

efecto similar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura D.2: Fotografías de microscopio electrónico de transmisión de secciones ultrafinas 
de células de P. putida IH-2000 (A) y del mutante mus-27 (B). Las células se cultivaron en 
medio MB2 con glucosa y 0,25 mM de 2,2´-bipiridina y se recogieron en fase de crecimiento 
estacionaria. Las muestras se prepararon como se describe en el apartado 24.1 de la sección 
Materiales y Métodos y se observaron al microscopio electrónico de transmisión (B). La micro-
fotografía del panel A pertenece a la cepa P. putida IH-2000 crecidas en un medio LB-Mg con 
tolueno (obtenida de Kobayashi et al., 2000). 
 

2. SISTEMA DE SECRECIÓN TPS EN P. putida KT2440. 

 

La membrana externa de bacterias gram-negativas constituye la interfase entre 

los microorganismos y su medio ambiente. Las bacterias han desarrollado numerosos 

sistemas para secretar proteínas a la membrana externa, al medio extracelular o al inter-
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ior de células eucariotas o procariotas. El sistema de secreción de dos componentes TPS 

es un mecanismo especializado constituido por dos proteínas, una proteína transportado-

ra de membrana externa, TpsB, y una exoproteína, TpsA, que es secretada por el trans-

portador (Ma et al., 2002). Una amplia colección de exoproteínas de gran tamaño impli-

cadas en procesos de virulencia, incluyendo citolisinas independientes de Ca2+, proteí-

nas de adquisición de hierro y varias adhesinas, son secretadas por el tipo de sistemas 

llamado TPS. Estas proteínas juegan un papel importante en el metabolismo del hierro 

bacteriano ya que participan en la liberación del grupo hemo de los eritrocitos. Los sis-

temas TPS han sido caracterizados en bacterias patógenas, aunque no son exclusivos de 

estos microorganismos. En este estudio presentamos la evidencia del primer sistema 

TPS descrito en la bacteria no patógena P. putida KT2440. En la Tabla D.1. se resumen 

las principales funciones de las proteínas TpsA de un número representativo del sistema 

TPS. 

 

 
TABLA D.1.Funciones de proteínas TpsA del sistema TPS  
TpsA proteínas TpsB proteínas  Organismos Funciones de TpsA  
CITOLISINAS     
ShlA  ShlB  Serratia marcescens  Citolisina 
HpmA  HpmB  Proteus mirabilis  Citolisina  
EthA  EthB  Edwardsiella tarda  Citolisina/invasión  

ADHESINAS     
HMW1  HMW1B  Haemophilus influenzae  Adhesina 
HMW2  HMW2B  Haemophilus influenzae  Adhesina  

FHA  FhaC  Bordetella pertussis  Adhesina/agregación bacte-
riana 

HecA  HecB  Erwinia chrysanthemi  Adhesina/agregación bacte-
riana 

LspA1  LspB1  Haemophilus ducreyi  Adhesina?  
LspA2  LspB2  Haemophilus ducreyi  Adhesina?  

OTRAS     

HxuA1  HxuB  Haemophilus influenzae  Proteína de unión al grupo 
hemo hemopexina 

(Jacob-Dubuisson et al., 2004) 
 

Como mencionamos anteriormente, la fase de lectura abierta interrumpida por el 

transposón miniTn5(Km) en la cepa P. putida KT2440, corresponde al gen hlpA, que 

codifica una proteína implicada en adhesión a semillas y colonización de la rizosfera de 

maíz. El polipéptido codificado por dicha región presentó una gran similitud con las 
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proteínas TpsA descritas en bacterias gram-negativa (Tabla C.I.1, Capítulo 1). HlpA 

mostró la estructura típica de proteínas TpsA. Se caracteriza, entre otros aspectos, por su 

gran tamaño (con masas entre 100 kDa y algunas entre 400-500 kDa) y por poseer en su 

extremo amino terminal una secuencia señal seguida de un extenso dominio de secre-

ción. Este dominio de secreción incluye una región de unos 110 residuos conservados. 

En esta región, HlpA mostró la mayor similitud con los otros miembros de esta familia, 

siendo por ejemplo, los primeros 210 aminoácidos un 46% idénticos al dominio de se-

creción de ShlA. Como podemos observar de los alineamientos múltiples realizados en 

este trabajo de algunas de las proteínas TpsA, existen determinados motivos conserva-

dos dentro de este dominio que parecen ser importantes para la secreción de determina-

das proteínas (como es el caso de ShlA, Schönherr et al., 1993; Jacob-Dubuisson et al., 

1997). La característica funcional de dos motivos que contienen como residuos, NPNL 

y NPNGI, se ha estudiado por mutagéneis dirigida en varias proteínas TpsA. Su impor-

tancia varía entre las distintas exoproteínas. Los residuos de asparagina en la primera 

posición de cada motivo son esenciales para la secreción y activación de ShlA 

(Schönherr et al., 1993). En contraste, sólo el primero de estos es esencial para la secre-

ción de FHA (Jacob-Dubuisson et al., 1997). Esta porción conservada del dominio de 

secreción es un primer candidato para las interacciones moleculares específicas entre la 

exoproteína y el transportador en el proceso de secreción. 

 

 
HlpA 72IDYNVATPGLVLNNATAAGQSQLAGALAANPQFQGQAASTILNEVISRNASLIEGPQEIFGRPADYILANPNGITLNGGSFINTTRAGFV 

Pflu4788 74LDYNVDRQGLVLNNALQAGQSQLAGQLAANPQLQGQAASVILNEVISRNPSAINGAQEIFGRAADYVLANPNGISVNGGSFINTPNANLL 

ShlA     70QDFNVNQPGAVLNNSREAGLSQLAGQLGANPNLGGREASVILNEVIGRNPSLLHGQQEIFGMAADYVLANPNGISCQSCGFINTSHSSLV 

HpmA     69QDFNVGKPGAVFNNALEAGQSQLAGHLNANSNLNGQAASLILNEVVSRNPSFLLGQQEVFGIAAEYVLSNPNGITCDGCGFINTSRSSLV 

HylA     89QDFNVGEKGAVLNNATSAGNSILAGQLAANQNLNGQAASIILNEVISRNPSLLLGQQEIFGMTADYILANPNGITCNGCGFMNTNRESLV 

EthA     69QDFNVNRPGAVFNNACTGGESQLAGALAANPNLHGQSASVILNEVISRNPSLLLGQQEVFGMAADYVLANPNGITCDGCGFINTTRSALV 

PhlA     71LDYNVGQMGVVLNNGLEEGQSQLAGQLAANPNLNGQAANLILNEVISRNPSLLLGQQEVFGIAADYVLANPNGITCNGCGFINTNRASLV 

consens  91qDfNV  pGaVlNNa  aGqSqLAGqLaANpnlqGqaAs ILNEVisRNpSlllGqQEiFG aAdYvLaNPNGItcngcgFiNT r slv 

 

Figura D.3: Aminoácidos de proteínas TpsA importantes para la interacción específica 
entre la exoproteína y el transportador en el proceso de secreción. Se presenta el alinea-
miento de la región amino terminal de varias proteínas TpsA. Los aminoácidos conservados en 
todas las secuencias se indican en color rojo. Los residuos similares se indican en color azul. 
Los aminoácidos recuadrados representan los dos motivos con los residuos NPNL y NPNGI 
conservados, cuya mutación en el residuo de asparagina de la primera posición provoca la inac-
tivación y la no secreción de ShlA (Schönherr et al., 1993). 
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La proteína HlpA contiene además tramos de motivos de secuencia repetidos 

que no son necesariamente homólogos entre las varias proteínas. Se ha predicho que 

FHA es rica en estructura β. Basados en estudios de microscopía electrónica, dicroísmo 

circular y análisis de secuencia, Kajava & colaboradores (2001) y Makhov & colabora-

dores (1994) propusieron que FHA debería plegarse en una β-hélice. Recientemente, se 

ha resuelto la estructura del cristal de un fragmento N-terminal de unos 30 kDa de FHA, 

el cual mostró una estructura β-helicoidal. Esta estructura ha sido también predicha en 

otros miembros de la familia TpsA, incluyendo citolisinas ShlA, HpmA y EthA y pro-

teínas de virulencia de H. ducreyi. El largo tamaño, la abundancia de secuencias repeti-

das y el predominio de estructura β, son características comunes de las proteínas TpsA. 

Algunas adhesinas TpsA son sintetizadas como preproteínas, pero esto no parece ser el 

caso de las citolisinas. 

El análisis de la secuencia genómica de P. putida KT2440 reveló la presencia de 

un marco de lectura abierto, hlpB, en sentido 5’ de hlpA, que se transcribe en la misma 

dirección, cuyo producto de la transcripción muestra homología con transportado-

res/activadores de la membrana externa asociados a las proteínas de la familia TpsA. Se 

llevó a cabo un alineamiento múltiple de proteínas de la familia TpsB (ver Figura C.I.6. 

de Resultados Capítulo I). Se pudo observar que HlpB, de tamaño aproximadamente de 

60 kDa, al igual que el resto de proteínas de la familia TpsB, tienen dos residuos de cis-

teínas (posición 82 y 112 de HlpB) y una fenilalanina en la región C-terminal caracterís-

ticas de proteínas de membrana externa. En la región C-terminal de algunas de estas 

proteínas se encontró también una secuencia conservada terminada en RGY/F. Este mo-

tivo estaba conservado en casi todas las proteínas del alineamiento. Mutaciones en esta 

secuencia conservada en FhaC (transportador de FHA en Bordetella pertusis), indicaron 

que esta región es crucial para la secreción de FHA (Guédin et al., 2000). Podemos con-

cluir que este motivo podría estar involucrado en el reconocimiento de la exoproteína 

substrato u otro paso de la translocación. 
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3. LA PROTEÍNA HlpA ESTÁ INVOLUCRADA EN ADQUISICIÓN DE HIE-

RRO. 

 

Se ha postulado que la producción de hemolisinas está relacionada con el meta-

bolismo del hierro bacteriano, ya que estas proteínas causan la liberación del hierro-

hemo por lisis de eritrocitos (Poole y Braun, 1988). Generalmente, la expresión de va-

rios de estos genes se induce por la limitación de hierro. Aunque el operón hlpBA no 

está regulado por hierro, consideramos la posibilidad de que HlpA estuviera involucrada 

en la percepción y adquisición del hierro por P. putida, y se decidió analizar el efecto de 

la limitación del hierro en los mutantes hlp. Por otro lado, se ha identificado en semillas 

de maíz regiones con un alto contenido en hierro, principalmente el cotiledón y em-

brión, utilizando como indicador el quelante 2,2’-bipiridina. 

Cuando se cultivaron las cepas en un medio deficiente en hierro, MB2, en pre-

sencia de concentraciones crecientes de 2,2’-bipiridina o EDDHA, dos quelantes que 

tienen preferencia por Fe2+ y Fe3+, respectivamente, se observó que mientras que el 

EDDHA no tenía ningún efecto a las concentraciones probadas, el crecimiento de mus-

27 se redujo hasta un 50% a una concentración de 0,35 mM de 2,2’-bipiridina, y un 

99% a concentraciones mayores de 0,5 mM (Figura C.III. del Capítulo III de Resulta-

dos). Este defecto en el crecimiento fue parcialmente restaurado por el cósmido pNE-

MO2. En cambio, el mutante mus-28, fue capaz de crecer a concentraciones altas de 

quelante. Se pudo concluir que el efecto inhibitorio del crecimiento era una consecuen-

cia directa de la limitación de hierro, ya que la adición de FeCl2 o FeCl3 al medio restau-

ró el crecimiento normal de todas las cepas en presencia de 0,5 mM de 2,2’-bipiridina. 

Además, la realización del ensayo con un análogo estructural, 4,4’-bipiridina, no tuvo 

ningún efecto. Sin embargo, bajo estas condiciones, mus-27 mostró una intensa fluores-

cencia bajo luz UV, indicando un incremento en la liberación de sideróforos como re-

sultado de la limitación de hierro. Analizando el espectro de absorbancia de sobrenadan-

tes de KT2440 y mus-27 cultivadas en medio MB2 con y sin FeCl2, en presencia o au-

sencia de bipiridina, se pudo cuantificar la producción de los sideróforos. Cuando ni el 

hierro ni el quelante se añadía al medio, se observaron tres picos de absorbancia a 400, 

260 y 210 nm, correspondiendo el primero a la pioverdina (Xiao y Kisaalita, 1998). La 
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adición al medio de crecimiento de 2,2’-bipiridina, en presencia de FeCl2, resultó en un 

incremento en pioverdina y los otros dos sideróforos en el sobrenadante de mus-27, 

mientras que en la cepa silvestre sólo se incrementaron los picos de 210 y 260 nm. Estos 

resultados, junto con la inhibición de crecimiento indicaban que KT2440 es capaz de 

captar hierro eficientemente de complejos Fe-bipiridina, mientras que mus-27 ha perdi-

do esta capacidad y bajo limitación de hierro, se incrementa la producción de pioverdi-

na. Este fenómeno es revertido por el cósmido pNEMO2, mientras que en mus-28 se 

observó un leve incremento en producción de pioverdina bajo limitación de hierro por 

2,2-bipiridina. 

 

El crecimiento del mutante hlpA por tanto está significativamente afectado por la 

adición del quelante de hierro 2,2’-bipiridina, fenotipo semejante al mutante feoB de E. 

coli. FeoB es una proteína de membrana involucrada en el transporte del hierro ferroso 

por E. coli y otras bacterias gram-negativas, pero no se ha encontrado un homólogo en 

el genoma de KT2440. La presencia de Fe2+ en las semillas de maíz, junto con el efecto 

inhibitorio del 2,2-bipiridina en la colonización por la cepa parental, favorece la idea de 

que el hierro es una señal que promueve el establecimiento de P. putida en la espermos-

fera, en un proceso mediado por el sistema TPS que codifica hlpBA. 

Todos estos resultados plantean la cuestión de por qué sólo la proteína truncada 

HlpA del sistema TPS descrito en este trabajo resultó en una reducción del crecimiento 

y en un aumento en la producción de pioverdina bajo condiciones de limitación de hie-

rro, mientras que la ausencia del transportador/activador tiene un efecto limitado en la 

captación de hierro libre del medio. Hay varias posibles explicaciones para los diferen-

tes fenotipos observados en los mutantes mus-27 y mus-28 (ver Figura D.2). Una de 

ellas puede ser que una cantidad limitada de HlpA se secrete en el mutante hlpB por 

mecanismos alternativos. En este aspecto, la presencia de un dominio relacionado con el 

transportador en el extremo C-terminal de HlpA apoyaría esta hipótesis. Una segunda 

posibilidad es que la función de HlpA involucrada en la interacción con el componente 

de la membrana externa y que el efecto de la proteína truncada en el transporte de hierro 

es debido a una interacción anómala. Esta idea está apoyada por las alteraciones obser-

vadas en la membrana externa de mus-27 y por el hecho de que el cósmido con el ope-
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rón intacto hlp no complementa totalmente el defecto en la limitación de hierro del mu-

tante hlpA, así que el fenotipo de la cepa complementada es intermedio entre la silvestre 

y el mutante. Sin embargo, la presencia del cósmido pNEMO2 resulta en un crecimiento 

más lento de la cepa complementada, lo cual puede también explicar la falta de com-

plementación. La obtención de anticuerpos para la detección inmunológica de HlpA y 

HlpB, nos permitirá un análisis más preciso de los mecanismos e interacciones entre el 

sistema TPS y otros componentes de la envoltura de P. putida. Sin embargo, a la vista 

de los análisis del patrón de proteínas (Figura C.III.4. de Resultados), proponemos en la 

siguiente figura (Figura D.4) un resumen de nuestra hipótesis actual sobre el funciona-

miento de este sistema TPS en P. putida KT2440, y los fenotipos observados en los 

distintos mutantes. 
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Figura D.4: Modelo propuesto para el sistema TPS de P. putida. 

 

En el panel de la cepa silvestre KT2440, representaría el sistema TPS presente 

en esta cepa: la proteína de membrana externa HlpA, se sintetiza como precursor provis-

to de un péptido señal y atraviesa la membrana interna a través de la ruta de secreción 

dependiente de las proteína Sec (Pugsley, 1993), y una vez en el periplasma se exporta a 

la superficie de la membrana externa, por medio del transportador de membrana externa 

HlpB. La proteína HlpA adquiere su conformación activa y madura quedando asociada 

a la membrana externa para desempeñar su función en la colonización a semillas y cap-
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tura de hierro. En el panel del mutante mus-27, al estar la proteína HlpA truncada, deja 

de estar asociada a la superficie bacteriana, perdiendo la capacidad de adhesión a semi-

llas. HlpA captaría hierro, pero al estar liberada al medio, actuaría como secuestrante, 

disminuyendo la entrada de hierro a la célula produciéndose por tanto un aumento en la 

producción de sideróforos, como consecuencia de la limitación de hierro. Los siderófo-

ros aparecen como respuesta evolutiva a la captura de Fe3+ insoluble y al papel funda-

mental que juega el hierro en el metabolismo celular. La percepción de la carencia de 

hierro en el ambiente inmediato, como ocurre en dicho mutante, de alguna manera ha de 

traducirse en la activación de la transcripción de los sistemas particulares de transporte 

de hierro, como por ejemplo el sistema TonB. Una característica común de muchos sis-

temas de transporte de hierro en Escherichia coli y otras bacterias gram-negativas es su 

dependencia del sistema TonB. La síntesis de TonB está regulada por hierro (Postle, 

1990). En el panel del mutante mus-28, al estar afectado el transportador de HlpA, ésta 

se quedaría en el periplasma y no se exportaría a la membrana externa. Como se comen-

tó en el Capítulo III de Resultados, la detección de una banda del tamaño esperado para 

HlpA en el mutante HlpB- en geles de poliacrilamida para el análisis de proteínas de 

membrana externa, cabe la posibilidad de que algo se transporte a través de otro siste-

ma. También está afectado en la adhesión a semillas, pero el efecto sobre la captura de 

hierro sería menor al no estar actuando como “secuestrante” en el medio. En el último 

panel, donde se muestra el mutante mus-27 complementado con el cósmido, el mutante 

recupera en parte la capacidad de adhesión a semillas y también parcialmente la captura 

de hierro, al haber mezcla de la proteína HlpA activa, asociada a la membrana externa, y 

HlpA truncada secuestrando hierro en el medio. 

 

 

4. SUPERVIVENCIA EN SUELO, ADHESIÓN Y COLONIZACIÓN DE SEMI-

LLAS DE LOS MUTANTES mus-27 Y mus-28 DE P. putida. 

 

Los usos de microorganismos en la agricultura a menudo implican recubrimiento 

de semillas con una suspensión bacteriana. Antes de la propagación de los microorga-

nismos en el suelo, el revestimiento de las semillas es un camino más simple y eficaz 
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que la introducción de bacterias beneficiosas para plantas. La quimiotaxis y el movi-

miento hacia las raíces y semillas tiene lugar en el suelo, pero depende del contenido de 

agua y de las características del suelo. Las bacterias asociadas a semillas tienen una ven-

taja competitiva inicial para la colonización del sistema de raíces de la planta. La efi-

ciente colonización de semillas puede ser decisiva para el establecimiento de las inter-

acciones planta-bacteria en la rizosfera. Las semillas son también consideradas como 

uno de los principales medios de propagación de microorganismos patógenos y no-

patógenos, asociados a plantas (Hirano y Upper, 2000). La información referente a los 

elementos y mecanismos involucrados en la colonización bacteriana de la espermosfera 

está muy limitada. En Enterobacter cloacae, una bacteria de interés en biocontrol, ya 

que suprime los daños causados por el hongo Pythium ultimun (Roberts et al., 1996b; 

Kageyama y Nelson, 2003) se ha establecido la relación entre la colonización de la ri-

zosfera y la captación y utilización de nutrientes (aminoácidos, péptidos y carbohidratos 

(Roberts et al., 1996a, 1999). Mutantes de E. cloacae deficientes en pfkA, gen que codi-

fica una fosfofructoquinasa, mostró una reducida capacidad de colonización (Roberts et 

al., 1999). La enzima fosfofructoquinasa es clave en glicólisis y determina la capacidad 

de utilizar diferentes azúcares como fuente de carbono. Tombolini y colaboradores 

(1999) observaron la importancia de los nutrientes en la formación de biofilm en semi-

llas, donde el sitio preferido para la colonización bacteriana de semillas de cebada era el 

área de donde emerge la raíz, alrededor del cotiledón. En P. fluorescens se han aislado 

mutantes deficientes en adhesión a semillas (DeFlaun et al., 1990, 1994) donde dos de 

ellos eran deficientes en flagelina, componente estructural del flagelo. 

Como se había descrito previamente, el mutante mus-27 presentaba una reducida 

capacidad de adhesión a semillas de maíz en comparación con la cepa parental (Espino-

sa et al., 2000). En este trabajo se han realizado ensayos con semillas de maíz y se han 

extendido a semillas de guisante y haba. También se analizó el efecto de la mutación 

hlpB sobre la adhesión bacteriana a estas semillas. Estos resultados de deficiencia en 

adhesión a semillas de maíz del mutante mus-27 se confirmaron también con las semi-

llas de haba. La capacidad de mus-28 de colonizar semillas de maíz, fue similar a la de 

mus-27 (Figura C.IV.1-A y C del Capítulo IV). En semillas de haba, su capacidad au-

mentó un poco más, siendo aproximadamente la mitad que la que presentaba la cepa 
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parental. Cuando se llevaron a cabo estos ensayos de adhesión en semillas de guisante, 

no se observaron diferencias entre la cepa parental y los mutantes. Estos resultados indi-

can que la proteína HlpA intacta, completamente activa sería necesaria para una coloni-

zación eficiente de las semillas de maíz y haba. Esto se corroboró mediante ensayos de 

complementación en donde se pudo comprobar que la capacidad de adhesión a semillas 

de maíz, de mus-27 portando pNEMO2 fue similar a la de KT2440. 

Las características que permiten a los microorganismos sobrevivir y colonizar un 

ecosistema como el suelo, son muy variadas y no se conocen en detalle. El suelo es, 

además, una materia de difícil estudio debido a la enorme heterogeneidad y complejidad 

de sus propiedades tanto biológicas como físico-químicas. En el presente trabajo, se 

analizó si las mutaciones en los genes hlpB y hlpA afectaban a la colonización del suelo 

por esta bacteria y a la capacidad de adhesión a distintas semillas. Este tipo de ensayo se 

eligió por su fácil realización y porque en muchas ocasiones el proceso de biocontrol 

comienza con la aplicación de los inóculos bacterianos sobre las semillas, antes de la 

siembra (Lugtenberg et al., 1991). 

En lo referente al primer punto, la evaluación de cepas bacterianas en entornos 

simulados, como lo son los microcosmos, aporta datos preliminares muy valiosos. Las 

mutaciones en los genes hlpA y hlpB de P. putida KT2440 no afectaron a la superviven-

cia a largo plazo de esta cepa en suelo estéril, detectándose una densidad celular de 

aproximadamente 107UFC/g de suelo, en ambos mutantes y cepa parental durante el 

tiempo que duró el experimento (30 días). Sin embargo, en este tipo de estudios no se 

consideran los cambios ambientales y el trasiego de materiales que tipifica cada combi-

nación específica de planta y suelo, por lo que se evaluó el comportamiento de los mu-

tantes de P. putida en condiciones ambientales. 

Las raíces de plantas y el suelo que lo rodea (la rizosfera) son los sitios de prefe-

rencia para la colonización de bacterias del suelo, ya que se libera una cantidad impor-

tante de nutrientes por la planta, en forma de exudados radiculares y debido a la muerte 

y lisis de células de la corteza durante el crecimiento de las raíces. La composición de 

estos exudados radiculares varía en función de una planta a otra y con la edad de la 

planta, pero generalmente se componen de una mezcla compleja que contiene azúcares, 

aminoácidos y ácidos orgánicos, que pueden servir como fuente de energía, carbono y/o 
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fuentes de nitrógeno para los microorganismos (Vancura, 1980; Lugtenberg et al., 

1999). Esto está demostrado por el hecho de que el número de bacterias por gramo de 

suelo rizosférico (108-109) es entre 2 y 4 órdenes de magnitud mayores que en suelo no 

rizosférico (Molina et al., 2000). La colonización de la rizosfera y del suelo que rodea a 

la misma sin entrar en contacto directo con ella requiere tanto multiplicación como mo-

vilización de las bacterias para así poder alcanzar zonas profundas de la raíz (Benizri et 

al., 1997; de Weger et al., 1987; Reniero et al., 1999). La existencia de división celular 

en la rizosfera de plantas se ha demostrado para cepas de Pseudomonas aureofaciens 

marcadas con los genes lacYZ de E. coli (Drahos et al., 1988). En la colonización de la 

planta de maíz por la cepa P. putida KT2440R en condiciones controladas de invernade-

ro se observó un establecimiento a una densidad celular de 107, 106 y 105 UFC/g de raíz, 

rizosfera y suelo no rizosférico respectivamente. Por lo que se puede considerar que en 

condiciones ambientales P. putida KT2440R es una buena colonizadora de la raíz y 

rizosfera de maíz, lo que apoya su utilización en la recuperación de suelos contaminados 

con la utilización conjunta de plantas (fitorremediación) y en la construcción de cepas 

para control biológico de patógenos de plantas. 

Mencionamos la importancia de realizar ensayos de competencia de la cepa pa-

rental y mutantes, en lugar de ensayos de colonización con cada mutante, ya que se han 

dado casos de microorganismos mutados en genes que aparentemente no influían en la 

colonización de la raíz cuando se ensayaban las cepas por separado pero que, sin em-

bargo, parecían jugar un papel importante cuando se hacían ensayos de competencia con 

la cepa silvestre (Dekkers et al., 1998). Las densidades celulares alcanzadas en los en-

sayos de competencia de la cepa P. putida KT2440R y mus-27 fueron similares tanto en 

raíz, rizosfera y suelo no rizosférico. Estos resultados se repitieron con el mutante mus-

28, por lo que se puede concluir que las mutaciones en los genes hlpA y hlpB no mostra-

ron desventaja competitiva en la colonización de la raíz, rizosfera y suelo no rizosférico. 

Esto implicaría que la función de HlpA es fundamentalmente a nivel de colonización de 

semillas, mientras que su papel es menos importante en estadíos posteriores de desarro-

llo de la planta. Hasta la fecha, prácticamente no se ha estudiado la secuencia de funcio-

nes que se activan/desactivan durante el proceso de colonización. También es posible 

que la presencia de la cepa parental compense de alguna manera el defecto del mutante. 



Discusión 
 

 176 

5. EL HIERRO FAVORECE LA ADHESIÓN DE P. putida KT2440 A SEMILLAS 

DE MAÍZ. 

 

Diferentes investigaciones han establecido una conexión entre adhesión bacte-

riana a superficies y disponibilidad de hierro. Ciertos mutantes de P. fluorescens afecta-

dos en formación de biofilm pueden ser rescatados por adición de hierro al medio 

(O’Toole y Kolter, 1998). Una investigación reciente mostró que la lactoferrina huma-

na, un fuerte quelante de hierro, inhibía el desarrollo de biofilm en P. aeruginosa (Singh 

et al., 2002). La adquisición de hierro ferroso a través de la proteína de membrana FeoB 

es esencial para la completa virulencia y colonización de tejidos hospedadores por E. 

coli y otros patógenos (Stojiljkovic et al., 1993; Velayudhan et al., 2000). Este parale-

lismo puede ser contrastado con los resultados presentados en este trabajo para P. puti-

da, con HlpA ejerciendo un papel algo análogo a FeoB en bacterias patógenas. Median-

te estudios de adhesión con semillas de maíz que habían sido preincubadas con un que-

lante de hierro, 2,2’-bipiridina, que secuestra el hierro presente en las semillas, se pudo 

determinar que el hierro contenido tenía un efecto en la adhesión bacteriana. Los resul-

tados obtenidos nos indicaron que la preincubación de semillas con dicho quelante re-

sultó en una reducción significativa en la colonización de semillas por P. putida 

KT2440R. Se obtuvieron los mismos resultados cuando se utilizó el quelante 8-

hidroxiquinolina. Igualmente se comprobó que la reducida adhesión no era debida a 

efectos tóxicos de este compuesto heterocíclico realizando el mismo ensayo de adhesión 

pero con semillas preincubadas con el compuesto 4,4’-bipiridina, de estructura similar 

al 2,2’-bipiridina, y con semillas incubadas con el quelante 2.2’-bipiridina más un su-

plemento de hierro. De esta manera, se pudo verificar que el efecto era debido al secues-

tro del hierro por los quelantes y que el hierro presente en las semillas actúa como una 

señal quimiotáctica, determinando la capacidad de las células bacterianas de percibir la 

presencia de la semilla. 

Se pudo comprobar también que el hierro presente en semillas es importante en 

las etapas iniciales del proceso de colonización. Estos datos reflejan una similitud entre 

adhesión a semillas y las primeras etapas que se dirigen a la formación de biofilm por 

Pseudomonas en superficies abióticas (Davery y O’Toole, 2000; Sauer et al., 2002; Es-
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pinosa-Urgel y Ramos, 2003; Molina et al., 2003). Parte de esta población adherida 

llegará entonces a adherirse firmemente o irreversiblemente y permitirá el desarrollo del 

biofilm. En el caso de la colonización de semillas, estas dos etapas pueden ser también 

distinguidas, así el 2,7% de bacterias inoculadas son recogidas de la superficie de una 

semilla después de 1 hora, pero sólo una quinta parte de ellas se adhiere firmemente. El 

hierro de las semillas parece jugar un papel en la iniciación de la interacción bacteria-

semilla antes que en la transición de adhesión irreversible, mientras que la proporción 

de bacterias adheridas irreversiblemente frente a reversibles se mantiene en presencia de 

quelante. 

Sin embargo, los datos citados anteriormente no sirvieron para discernir si el hie-

rro unido a la semilla actúa como un quimioatrayente, o si su papel está directamente 

relacionado al proceso de adhesión. La primera posibilidad implicaría que el hierro es 

liberado de la semilla y detectado por células planctónicas, permitiendo su desplaza-

miento hacia la superficie de la semilla. Se estimó el hierro contenido de exudados de 

semillas, obtenido después de la incubación de semillas en un medio mínimo MB2 defi-

ciente en hierro (Gilleland et al., 1974), mediante un reacción colorimétrica con 2,2’-

bipiridina, apareciendo un halo de color rojo alrededor del cotiledón. 

 

6. UN MUTANTE EN EL SISTEMA TonB DE P. putida KT2440 ESTÁ AFEC-

TADO EN LA ADHESIÓN A SEMILLA. 

 

Las bacterias han desarrollado varias estrategias para combatir bajos niveles de 

hierro celular y uno de los más comunes es la secreción de compuestos quelantes de 

hierro llamados sideróforos. Estos compuestos de bajo peso molecular tienen una eleva-

da afinidad por iones hierro (Lamont et al., 2002; Visca et al., 2002). Una característica 

de P. putida y otras especies de este género es que poseen un elevado número de siste-

mas de captación de hierro por la vía del transporte de sideróforos como la pioverdina 

(Martínez-Bueno et al., 2002), el cual tiene una elevada afinidad por iones Fe2+ y Fe3+. 

Pseudomonas aeruginosa secreta dos tipos de sideróforos, pioverdina y pioquelina. La 

competición por el hierro es un factor importante en la rizosfera. La capacidad para ad-

quirir hierro acomplejado producido por el mismo, así como sideróforos heterólogos ha 
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sido propuesto ser clave para sus éxitos como colonizadores de la rizosfera (Loper and 

Henkels, 1997, 1999), y mutantes incapaces de producir pioverdina o afectados en la 

captación de hierro mostraron una desventaja competitiva en la rizosfera y espermosfera 

(Mirleau et al., 2000; Molina et al., 2004). Los sistemas de captación de sideróforos 

requieren activación por proteínas del sistema TonB, el cual está formado por tres com-

ponentes, ExbB, ExbD y TonB. Mutantes de P. putida y P. aeruginosa en exbB, exbD o 

tonB mostraron reducida captación de hierro y su crecimiento está severamente limitado 

en medio deficiente de hierro (Poole et al., 1996; Godoy et al., 2001, 2004). Mediante 

ensayos de adhesión se pudo demostrar que una deficiencia en el sistema TonB resultó 

en una limitada capacidad de adhesión a semillas, como una consecuencia del reducido 

transporte y detección de hierro por las células bacterianas. 

Además de su papel en adquisición de hierro, TonB participa en otros procesos, 

como resistencia a disolventes y antibióticos a través de la actividad de bombas de eflu-

jo (Zhao et al., 1998; Godoy et al., 2001, 2004). En base a los resultados arriba discuti-

dos proponemos que TonB participa en la adhesión a semillas y sugiere que su papel 

está relacionado con la detección y/o transporte de Fe2+. 
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten establecer las siguientes conclusiones: 

 

1. Los genes del sistema TPS de Pseudomonas putida KT2440 están organizados 

en una unidad transcripcional: orf1-orf2-hlpB-hlpA bajo el control del promotor 

Phlp, situado en 5’ de orf1. Este promotor presenta la secuencia consenso de 

promotores reconocidos por el factor de transcripción σ70. 

 

2. La expresión de los genes hlp está ligeramente influenciada por la fase de 

crecimiento celular, siendo la mayor en fase de crecimiento estacionaria, y su 

expresión no se ve influenciada por la concentración de hierro en el medio de 

cultivo. 

 

3. El sistema TPS en P. putida KT2440 está involucrado en la captación del hierro, 

así como en la colonización de semillas, como se deduce de los fenotipos 

observados en los mutantes mus-27 y mus-28. 

 

4. La proteína de membrana externa HlpA, atraviesa la membrana interna a través 

de la ruta de secreción dependiente de las proteína Sec y una vez en el 

periplasma se exporta a la superficie de la membrana externa, por medio del 

transportador de membrana externa HlpB. La proteína HlpA adquiere su 

conformación activa y madura quedando asociada a la membrana externa para 

desempeñar su función en la colonización a semillas y captura de hierro. 

 

5. La ausencia de las proteínas Hlp provoca un aumento en la sensibilidad celular a 

compuestos quelantes de hierro, sobre todo, al compuesto 2,2-bipiridina, siendo 

el más afectado el mutante hlpA, incapaz de crecer en un medio con una 

concentración superior a 0,5 mM de 2,2’-bipiridina. Bajo estas condiciones se 

observó también un aumento en la producción de sideróforos (pioverdina) como 

consecuencia de la limitación de hierro en el medio. 
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6. Las mutaciones en los genes hlp dieron lugar a alteraciones en la membrana 

externa bacteriana. Estas alteraciones se hicieron evidentes al analizar los 

mutantes hlp mediante microscopia electrónica de transmisión y de barrido. 

Dichos mutantes presentaban con frecuencia vesículas de membrana en su 

superficie celular. La formación de vesículas de membrana fue más frecuente en 

el mutante mus-27 que en mus-28, sobre todo en presencia de 2,2’-bipiridina. 

 

7. Las mutaciones en los genes hlpA y hlpB no mostraron desventaja competitiva 

en la colonización de la raíz, rizosfera y suelo no rizosférico. 

 

8. El hierro presente en las semillas de maíz juega un papel clave en el proceso de 

adhesión y colonización bacteriana de P. putida, actuando como señal y 

promoviendo el establecimiento de las interacciones planta-P. putida. 
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Las bacterias del suelo pertenecientes al género Pseudomonas se caracterizan, además 

de por su elevada versatilidad metabólica, por una serie de características que las hacen atracti-
vas para numerosas aplicaciones medioambientales y usos agrícolas. 

 
La cepa P. putida KT2440, objeto de nuestro estudio, puede colonizar la rizosfera de 

maíz y otras plantas a alta densidad celular lo que hace que esta cepa sea un buen candidato para 
la rizorremediación. La colonización de la espermosfera, y cómo ésta determina la posterior 
evolución de la población bacteriana en la rizosfera, es por tanto un aspecto de gran relevancia a 
la hora de mejorar la eficiencia de agentes de biocontrol. 

 
A través del desarrollo experimental de esta Tesis Doctoral se ha descrito el sistema de 

secreción TPS involucrado en la captación del hierro, así como en la colonización de semillas. 
El hierro presente en las semillas de maíz juega un papel clave en el proceso de adhesión y co-
lonización de P. putida, actuando como señal y promoviendo el establecimiento de las interac-
ciones planta-bacteria. Los genes hlp de este sistema se encuentran formando una unidad trans-
cripcional. A lo largo de este trabajo se ha comprobado que mutaciones en ambos genes daban 
lugar a una deficiencia en la adhesión a semillas y un aumento en la sensibilidad celular a com-
puestos quelantes de hierro, observándose también bajo estas condiciones un incremento en la 
producción de sideróforos. 
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