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1. FORMALDEHÍDO: síntesis, propiedades físico-químicas y toxicidad 
 

El formaldehído (HCOH) es un gas inflamable, volátil, incoloro y muy soluble en agua. 

Posee un olor penetrante e irritante. Es un producto químico industrial importante 

cuya síntesis tiene lugar por oxidación del metanol. El formaldehído pertenece a la 

familia de los compuestos orgánicos volátiles o “VOCs” y se registra con el nombre de 

formaldehído o aldehído fórmico, como nombre químico adopta el de metanal; otros 

sinónimos o nombres comerciales que recibe son los de formalin, metilaldehido, 

oxometano, óxido de metileno, oximetilen, hidrato de formil, formol, fanoform, BFV, 

Formalith, Ivalon, Lysoform, Morbicid, Superlysoform, Tannosynt, Antverruc, Sandoval 

y Vobaderin. 

Las soluciones acuosas comerciales contienen entre el 35 y el 55% de formaldehído, 

pero dado que tiende a polimerizarse, se estabilizan con metanol, hecho que provoca 

un aumento de su inflamabilidad. La solución acuosa de formaldehído al 37% se 

denomina formalina; ésta contiene además entre el 10 y el 15% (vol/vol) de alcohol 

metílico (metanol) para inhibir su polimerización a paraformaldehído (Coldiron et al., 

1983). Las propiedades físico-químicas básicas del formaldehído se recogen en la Tabla 

1. 

Tabla 1. Propiedades físico-químicas del formaldehído. 
 

Nº CAS 50-00-0 
Fórmula empírica: CH2O 
Masa molecular relativa: 30,03 g 
Densidad: 0,8153 g/cm3 (líquido a -20°C) 
Densidad relativa del gas: 1,04 
Punto de ebullición: -19,2°C (sustancia pura) 
Punto de fusión: -92,0 -118,0°C 
Punto de inflamación: 32-61°C (solución acuosa) 
Temperatura de ignición: 300-430°C (solución acuosa) 
Límites de explosividad: 7-73 % V 
Solvólisis: En agua se disuelve por 

completo, fácilmente soluble 
en éter, alcohol y otros 
solventes polares. 

Factores de conversión: 
 

1 mg/m3 = 0,80 ppm 
1 ppm = 1,25 mg/m3 
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La producción industrial de formaldehído es superior a 10 millones de toneladas 

anuales, de los cuales 3 millones se producen sólo en Europa. El formaldehído es 

considerado una de las materias primas más importantes y presenta múltiples 

aplicaciones, estos dos hechos justifican que alcance accidentalmente la biosferay por 

ello se le califica como contaminante ubicuo (Fernández et al., 1995; Uotila y 

Koivusalo, 1989). El formaldehído posee cinco aplicaciones industriales básicas: 

1) Como materia prima en la producción de resinas de tipo urea-formaldehído y 

fenol-formaldehído (Stayner et al., 1993).  

2) Como materia prima en la producción de productos químicos industriales 

(Kirk y Othmer, 1980). 

3) Como bactericida o fungicida. 

4) Como componente en la formulación de artículos tipo cosméticos, champús y 

productos farmacéuticos. 

5) Como fijador y conservante tisular. Su poder de fijación se basa en que 

reacciona con las proteínas produciendo entrecruzamientos entre las 

cadenas peptídicas o entre éstas y los grupos amino del ADN. 

 

El formaldehído es también un producto de la combustión incompleta de combustibles 

fósiles como la gasolina y diesel; forma parte del humo del tabaco y de la quema de 

leña y, está presente en las emisiones gaseosas de las centrales termoeléctricas. 

Además, se puede producir por vía biológica en rutas de degradación de compuestos 

que contienen grupos metoxilos como la pectina y la lignina (Orita et al., 2006), la 

demetilación oxidativa de aminoácidos y osmoprotectores o la oxidación de muchos 

compuestos de un solo carbono como el metanol, metilaldehídos y metano (Correia, 

1995; Dahl et al., 1983; Handler et al., 1941; Jones et al., 1978; Ling y Tung, 1948).  

Cabe remarcar que el HCOH se considera un factor de riesgo laboral de tipo químico, y 

causa síntomas severos en humanos expuestos a elevadas concentraciones 

(Alexandersson et al., 1982; Marsh, 1982; Olsen y Dossing 1982).  
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Las rutas primarías de la exposición humana potencial al formaldehído son inhalación, 

contacto cutáneo e ingestión. Los efectos comunes de la exposición a este aldehído 

son varios síntomas agudos, como vómitos, irritación de los ojos y edema pulmonar. 

También se puede manifestar irritación de garganta, vértigo, dolor abdominal, diarrea, 

daño renal, aparición de una neumonía secundaría, y, en casos extremos, colapso 

cardiovascular y acidosis metabólica. Hay suficientes pruebas sobre la carcinogenicidad 

del formaldehído en animales. Sin embargo, la Agencia Internacional para la 

Investigación del cáncer (IARC) limita la evidencia sobre su carcinogenicidad en 

humanos, (IARC, 1995), aunque se ha descrito que el formaldehído es un agente 

mutagénico que podría inducir la aparición de tumores en humanos (Grafstrom et al., 

1985; Craft et al., 1987). 

La toxicidad del formaldehído radica en su reactividad con los grupos amino y 

sulfihidrilo de las moléculas biológicas causando alquilación, mutaciones y 

entrecruzamientos que destruyen la función de membranas, proteínas y ácidos 

nucleicos (Heck et al., 1990; Ma et al., 1988), de este modo, en la célula, el 

formaldehído reacciona con las proteínas produciendo entrecruzamientos entre los 

distintos componentes celulares (Hayat, 1981). La formación de enlaces cruzados ADN-

proteínas se suele utilizar como biomarcador de la exposición a formaldehído (Shaham 

et al., 1996). En estudios in vivo se ha descrito que el formaldehído induce roturas de 

cadena sencilla en el ADN (Magaña-Schwencke et al., 1978), transversiones de pares 

de bases AT a GC (Liber et al., 1989) y delecciones (Le et al., 1990). También se ha 

detectado la formación de micronúcleos en tejidos que han estado expuestos a 

formaldehído (Migliore et al., 1989; Suruda et al., 1993). 

La presencia de formaldehído en aguas residuales procedentes de la síntesis química 

de distintos productos sintéticos es una causa importante de polución medioambiental 

(Adroer et al., 1990). Entre los procesos más contaminantes se incluyen la fabricación 

de maderas de contrachapado y de moquetas basadas en materiales como resinas de 

fenol-formaldehído y resinas de p-tert-butifenol-formaldehído (Shinagawa et al., 

2008).  
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El formaldehído se ha considerado desde hace décadas como un excelente 

desinfectante y se ha empleado por sus propiedades para inactivar bacterias, hongos, 

levaduras, y mohos (Trujillo y Lindell, 1973). A elevadas concentraciones es un agente 

biocida potente y por ello se emplea en la inactivación selectiva de esporas de Bacillus 

anthracis y Bacillus subtilis en suelos y suspensiones líquidas (Manchee et al., 1994; 

Sagripanti y Bonifacino, 1996). Los primeros estudios de Nelly (1963) revelaron que el 

formaldehído tenía actividad bacteriostática a concentraciones subletales debido a su 

capacidad para interrumpir el crecimiento y para interferir en la biosíntesis de 

metionina. De esta forma su aplicación se hace extensiva a la desinfección de tanques 

de aguas residuales, particularmente a pHs alcalinos (Sobsey et al., 1974), la 

esterilización de laboratorios y superficies de trabajo (Taylor et al., 1969), el control de 

contaminación microbiológica en industrias de maquinaria (Selvaraju et al., 2005) y la 

desinfección en cámaras de seguridad microbiológica, procedimiento que se suele 

realizar después de efectuar operaciones como el cambio de filtros (Everall et al., 

1982). Por otro lado, es importante reseñar la existencia de casos de contaminaciones 

por formaldehído en peces globo de piscifactorías en las que se empleaba 

formaldehído para prevenir el crecimiento de lombrices parasitas (Shinagawa et al., 

2008).  

En ciertos microorganismos el formaldehído es un subproducto del metabolismo de la 

histidina, colina y de compuestos químicos aromáticos metoxilados derivados de 

plantas como el vanilato, veratrato y cafeato (Mitsui et al., 2000; Jiménez et al., 2004). 

El HCOH se ha detectado además como un subproducto del metabolismo de ciertos 

compuestos xenobióticos como el explosivo hexahidro-1,3,5-triazina (RDX) (Fournier et 

al., 2004), el glifosato (N-fosfometilglicina) (Shinabarger y Braymer, 1986), la atropina 

(Long et al., 1997) y la metanamina (Musher y Griffith, 1974). 

 

El carácter contaminante y tóxico del formaldehído hace que sea de interés la 

búsqueda de herramientas biotecnológicas para su eliminación, por ejemplo 

“mediante el uso de bacterias capaces de mineralizarlo”. 
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2. El género Pseudomonas: Clasificación y taxonomía 

 

Las bacterias del género Pseudomonas se consideran habitantes ubicuos del medio 

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

latitudes. Éste género lo describió por primera vez en 1894 W. Migula como “Células 

con órganos polares para su movilidad. Algunas especies forman esporas, aunque en 

general es un evento anómalo”. En 1986 Palleroni, propuso cinco grupos taxonómicos 

dentro de éste género basándose en análisis de hibridación ADN-ADN. Posteriormente 

la secuenciación de los genes que codifican los ARNr 16S confirmó la diversidad entre 

los miembros de estos grupos, y el grupo I del ARNr se consideró que correspondía al 

de las verdaderas Pseudomonas, motivo por el cual hubo que reclasificar cepas de 

otros grupos en nuevos géneros bacterianos. Dentro del grupo de las Pseudomonas 

“verdaderas” se incluyen las especies P. aeruginosa, P. fluorescens, P. stutzeri y P. 

putida entre otras (Palleroni y Moore, 2004). Aunque hay más de 200 especies 

agrupadas en este género, sólo se conocen tres que operen como oportunistas o 

patógenas para el hombre: P. aeruginosa, P. mallei y P. pseudomallei (estas dos 

últimas cepas se han reclasificado dentro del género Burkholderia). Por otro lado hay 

que destacar la existencia de especies patógenas de plantas como P. syringae. Sin duda 

alguna el grupo de cepas de mayor interés para aplicaciones medioambientales a día 

de hoy son las cepas que estimulan el crecimiento de plantas como P. fluorescens 

(Lugtenberg, 1999). La clasificación taxonómica actual del género Pseudomonas es la 

siguiente: 

 

Reino: Bacteria 

Filo: Proteobacteria 

Clase: Gamma Proteobacteria 

Orden: Pseudomonadales 

Familia: Pseudomonadaceae 

Género: Pseudomonas 
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Las estirpes del género Pseudomonas, son bacilos, rectos o ligeramente curvados (0,5-

0,8 μm x1-3 μm), gram negativos, quimiorganotróficos y aerobios estrictos, aunque se 

han descrito Pseudomonas que pueden utilizar el nitrato como aceptor de electrones 

(Hassett et al., 2002). La ubicuidad de estas bacterias y la capacidad para crecer en 

medios de cultivo muy simples han hecho que se las considere protagonistas en el 

proceso de mineralización de materia orgánica en el medioambiente, un papel que fué 

ya demostrado a principios del siglo pasado por den Dooren de Jong (1926). Son 

móviles, con flagelos, generalmente polares, aunque se han descrito algunas cepas que 

poseen flagelos laterales (Palleroni, 1984). 

 

El género Pseudomonas incluye bacterias saprofitas del suelo y del agua, que 

intervienen en los ciclos del carbono y del nitrógeno. Gracias a su gran versatilidad 

metabólica son capaces de asimilar distintas fuentes de carbono, rasgo que subraya la 

gran utilidad de algunas estirpes en la biodegradación de xenobióticos (Gibson et al., 

1984; Ramos et al., 1994, Timmis et al., 1988; Parales y Haddock, 2004). 

 

Las Pseudomonas son generalmente oxidasa positivos, catalasa positivos y metabolizan 

la glucosa mediante la ruta de Entner-Doudoroff y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos 

(Phibbs et al., 1970, 1978; del Castillo et al., 2007). Dentro de este género no se han 

descrito especies termófilas ni acidófilas, aunque si algunas especies psicrófilas.  

 

En el género Pseudomonas se han definido estirpes que sintetizan sideróforos, 

particularmente cuando se cultivan en condiciones limitantes de hierro. Estos 

pigmentos, de color amarillo-verdoso, son fluorescentes bajo longitudes de onda corta 

(254 nm) y son conocidos como pioverdinas y piocianinas. Este tipo de compuestos son 

característicos de la mayoría de cepas de P. aeruginosa, P. putida y P. fluorescens.  

 

Los integrantes del género Pseudomonas no forman esporas ni fermentan azúcares. El 

contenido en G+C del genoma oscila entre el 58 y el 69%. La mayoría de las cepas son 

resistentes a la penicilina y a muchos antibióticos beta-lactámicos, aunque algunas son 

sensibles a piperacilina, imipenem, tobramicina, o ciprofloxacina (Ryan y Ray, 2004). 
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Un rasgo común entre los miembros del género es la presencia de plásmidos que le 

confieren resistencia a antibióticos y agentes antibacterianos. Se han identificado 13 

grupos de plásmidos compatibles en Pseudomonas. (Greated et al., 2002; Levchuck et 

al., 2006). En el grupo IncP-1 es frecuente encontrar plásmidos denominados de 

amplio espectro de hospedador, que se pueden trasferir a otras especies de bacterias 

gram negativas, mientras que el grupo IncP-2, contiene más de la mitad de los 

plásmidos transmisibles sólo entre especies de Pseudomonas. En este grupo se 

encuentran los plásmidos de mayor tamaño, superando algunos las 300 kb. Estos 

plásmidos suelen conferir resistencia a antibióticos y compuestos químicos como 

mercurio y boro, o incluso resistencia a telurito. Dentro del grupo de plásmidos IncP-9 

se han identificado un conjunto numeroso de plásmidos catabólicos que contribuyen 

significativamente a la diversidad nutricional del género (Greated et al., 2002; 

Levchuck et al., 2006). 

 

Las especies del género Pseudomonas poseen unos requisitos nutricionales sencillos, 

rasgo que les permite ser cultivadas en el laboratorio en medio mínimo con alguna 

materia orgánica en solución como fuente de carbono, a pH neutro, temperaturas del 

intervalo mesófilo y en general, sin añadir factores de crecimiento. Por otro lado, se ha 

confirmado por medio de la aplicación de medios químicamente definidos con 

compuestos orgánicos simples, que una de las cualidades más notables de los 

miembros de este género es su versatilidad nutricional (den Dooren de Jong, 1926; 

Palleroni, 1986; Stainer et al., 1966). 

 

Dentro de los compuestos orgánicos empleados como fuentes de carbono y energía 

por muchas especies de Pseudomonas se encuentran hidrocarburos lineales y 

aromáticos, ácidos alifáticos, aminas, amidas, aminoácidos, alcoholes y compuestos 

aromáticos. El potencial catabólico de los miembros de este género se ha visto 

corroborado por la existencia de una amplia batería de rutas y enzimas catabólicos 

codificados por sus genomas (Jiménez et al., 2002; Nelson et al., 2002).  
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La reciente secuenciación del genoma de seis especies diferentes de Pseudomonas ha 

abierto nuevos frentes para entender la singular capacidad adaptativa de este género 

oportunista con importantes repercusiones tanto en el ámbito ecológico-agronómico 

como en el clínico. Los genomas recientemente descritos son los de las bacterias 

patógenas oportunistas como P. aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000) y P. 

entomophila L48 (Vodovar et al., 2006); dos especies patógenas de vegetales como P. 

syringae pv. tomato DC3000 (Buell et al.,2003) y P. syringae pv. syringae B728a (Feil et 

al., 2005), y tres bacterias inocuas como P. putida KT2440 (Nelson et al., 2002), P. 

fluorescens Pf-5 (Paulsen et al., 2006), y P putida W619 (van der Lelie, 2009 pendiente 

de publicación, http://genome.jgi-psf.org/psepw/psepw.home.html). Un rasgo común 

entre estas especies es el gran tamaño de sus genomas (entre 6 y 7 x 106 pb), con unos 

5500 genes por genoma, El análisis comparativo de estos genomas sugiere que estas 

especies comparten un conjunto de 2000 genes del total que los conforman. La 

función de cerca de la mitad de los genes es desconocida, por otro lado podemos 

destacar la presencia de un amplio conjunto de genes implicados en sistemas de 

transporte (más de 300) y porinas, y una elevada proporción de genes reguladores, por 

ejemplo en P. putida KT2440 450 ORF (ORF del inglés open reading frame, marco 

abierto de lectura) codifican reguladores transcripcionales, con 24 factores sigmas, 19 

de ellos de tipo ECF (del inglés extracytoplasmic function) y 55 sensores de sistemas de 

dos componentes (Nelson et al., 2002; Martínez-Bueno et al., 2002). Todas estas 

características explican la singular ubicuidad de estas especies y reflejan la capacidad 

de integración de señales y de adaptación a cambios ambientales que presentan estos 

microorganismos. 

 

La mayoría de los miembros de este género poseen un gran número genes que 

codifican mono y dioxigenasas que son de interés para fabricación de compuestos de 

valor añadido en procesos industriales (Hüsken et al., 2001 y 2002; Rojas et al., 2004; 

Neumann et al., 2005). Algunas Pseudomonas del suelo sintetizan productos tóxicos 

para otros microorganismos o son capaces de quelar hierro, características que las 

hacen útiles en procesos de biocontrol (Shoda, 2000; Walsh et al., 2001, Kiely et al., 

2006). 
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La comparación genómica entre cepas patógenas y cepas inocuas indica que las cepas 

no virulentas no portan los genes que codifican exotoxinas, enzimas hidrolíticas 

específicas y sistemas de secreción tipo III. Por otro lado hay que destacar que las 

cepas virulentas y no virulentas comparten otras propiedades como adhesión y 

biosíntesis de polímero, pili tipo IV, adhesinas, proteínas relacionadas con estrés, etc. 

(Nelson et al., 2002). En la Tabla 2 se muestran algunos rasgos generales de genomas 

de distintas especies de Pseudomonas.  

 
Tabla 2. Características generales de genomas de especies representativas del género 
Pseudomonas. 
 

Característica Pe Pp Pf Pa Pst 

Tamaño (Mb) 
5,9 6,2 7,1 6,3 6,4 

GC (%) 
64,2 61,6 63,3 66,6 58,4 

Número de CDS  
5169 5420 6144 5570 5615 

Capacidad codificante (%) 
89,1 87,7 88,8 89 86,8 

Operones de ARNr 
7 7 5 4 5 

ARNt 
78 74 71 63 63 

Proteínas con función conocida (%) 
67,1 65,8 62,2 54,2 61 

Proteínas con función desconocida 
   Proteínas hipotéticas conservadas (%) 
   Proteínas hipotéticas (%) 

     

25,3 19,1 32,5 13,8 17 

7,5 15,1 5,3 31,9 22 

 

Características generales de los genomas de P. entomophila L48A (Pe), P. putida (Pp), 
P.fluorescens Pf-5 (Pf), P. aeruginosa PAO1 (Pa) y P. syringae pv. tomato DC3000. Obtenido 
de Vodovar et al., 2006. 
 

Existe un gran interés en explotar las características de estas bacterias por sus posibles 

aplicaciones en biotecnología, en biorremediación de lugares contaminados (Dejonghe 

et al., 2001; Timmis et al., 1994), para mejorar la calidad de combustibles (Galán et al., 

2000), para la producción de bioplásticos (Olivera et al., 2001) y en procesos de 

biocontrol; como agentes promotores del crecimiento de plantas o en el control de 

plagas en plantas (Walsh et al., 2001). 
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2.1. Pseudomonas putida 

 

Pseudomonas putida pertenece al grupo de las Pseudomonas “fluorescentes”, 

denominadas así por su capacidad para producir pigmentos que emiten fluorescencia. 

Son bacterias quimiorganotróficas, con un metabolismo muy versátil y son capaces de 

adaptar su forma de vida a hábitats muy diferentes. Estas bacterias se han aislado a 

partir de suelos; tanto naturales, como agrícolas y suelos industriales contaminados, 

así como de aguas continentales. Esta especie bacteriana es capaz de colonizar la 

rizosfera de plantas y, además, posee un gran potencial biorremediador de suelos 

contaminados, factores que la han hecho susceptible de ser objeto de estudio para el 

desarrollo de nuevos biopesticidas y agentes de rizorremediación (Espinosa-Urgel et 

al., 2002; Segura et al., 2009). 

 

La cepa P. putida KT2440 empleada en este trabajo deriva de la cepa P. putida mt-2. 

Los primeros estudios de esta cepa se remontan al año 1963 en Japón, donde fue 

aislada por el grupo de Hosakawa (Nozaki et al., 1963). Se identificó como una cepa 

capaz de degradar meta-toluato, de donde derivó la designación mt-2. La estirpe fue 

inicialmente clasificada como Pseudomonas arvilla y no fue hasta 1974 cuando se 

ubicó dentro de la especie Pseudomonas putida (Williams y Murray, 1974). En 1975, 

Worsey y Williams observaron que la cepa mt-2 portaba el plásmido TOL (pWW0), el 

cual contiene los genes que codifican las enzimas necesarias para la degradación de 

toluenos y xilenos (Worsey y Williams, 1975).  

 

La cepa Pseudomonas putida KT2440 se describió en 1981 (Bagdasarian et al., 1981) 

como un derivado de mt-2 curado del plásmido pWW0 y presuntamente deficiente en 

el mecanismo de restricción de ADN exógeno. La cepa se ha utilizado en la expansión 

de rutas catabólicas con fines degradativos (Bagdasarian y Timmis, 1982; Ramos et al., 

1994) y como hospedador en la clonación y expresión de genes heterólogos 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) .  
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El genoma de P. putida KT2440, secuenciado por Nelson et al. (2002), consta de un 

único cromosoma de 6,18 Mb, que presenta un contenido en G+C del 61,6%. No 

obstante, hay que mencionar que existen 105 islas genómicas con un contenido 

distinto en G+C (Weinel et al., 2002). Estas islas genómicas están principalmente 

implicadas en procesos como el transporte y degradación de compuestos orgánicos, el 

transporte de iones y la síntesis y secreción de metabolitos secundarios. La versatilidad 

metabólica de las cepas de P. putida se encuentra frecuentemente ligada a plásmidos 

que contienen genes cuyos productos se encargan de canalizar distintos sustratos 

hacia el metabolismo central. Por ejemplo, el plásmido TOL (Williams & Murray, 1974), 

el plásmido NAH7 (Dunn & Gunsalus, 1973) y el plásmido CAM (Rheinwald et al., 

1973), los cuales portan los genes implicados en el catabolismo de toluenos/xilenos, 

naftaleno y alcanfor, respectivamente.  

 

Hay varios aspectos que favorecen el espectro nutricional de KT2440 y le permiten 

reproducirse en distintos ambientes y metabolizar una amplia gama de compuestos 

naturales y sintéticos. Así el genoma de P. putida codifica un gran número de 

transportadores de compuestos aromáticos (dos Santos et al., 2005); y un gran 

número de rutas de degradación de distintos compuestos orgánicos, entre los que se 

incluyen productos naturales como los derivados de la degradación de la lignina, que 

constituyen una importante fuente de carbono para organismos asociados a la 

rizosfera (Jiménez et al., 2002) o xenobióticos como nitroaromáticos (Van Dillewjin et 

al., 2008).  

 

La anotación inicial del cromosoma de KT2440 proponía 5.420 marcos abiertos de 

lectura, de éstos 80 aparecen truncados o alterados como consecuencia de la inserción 

de transposones o elementos móviles. A su vez, se han identificado 804 copias de un 

elemento específico de 35 pb conocido como REP (Aranda et al., 2002). Se trata de un 

palíndromo con una orientación definida cabeza-cola cuya función se desconoce hasta 

la fecha actual.  
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Por otro lado también se han identificado 184 genes que codifican proteínas 

relacionadas con elementos móviles, 82 genes que codifican transposasas, 8 intrones 

de grupo II y tres genomas de bacteriófagos. De los 5.420 marcos abiertos de lectura 

predichos, 600 aparecen anotados como proteínas hipotéticas o proteínas de función 

desconocida, aunque cabe destacar que en muchos casos puede tratarse de artefactos 

producto de los algoritmos utilizados en la predicción de genes (dos Santos et al., 

2005).  

 

Aproximadamente el 12% del genoma codifica sistemas de transporte, como por 

ejemplo, los transportadores de tipo ABC que constituyen la principal familia de 

transportadores presentes en KT2440. Además, esta cepa es capaz de protegerse 

frente a compuestos tóxicos exportándolos a través de bombas de extrusión como las 

bombas RND (del inglés, RESISTANCE, NODULATION, CELL DIVISION) y los 

transportadores MFS (Ramos et al., 2002). Igualmente se han identificado genes que 

codifican mono- y dioxigenasas, oxidorreductasas, ferredoxinas, citocromos, 

deshidrogenasas, proteínas del metabolismo del azufre y glutation-S-transferasas, 

factores sigmas alternativos, reguladores y sistemas de respuesta a estrés (Nelson et 

al., 2002). En el genoma de KT2440 además se han propuesto 330 genes asociados a la 

biosíntesis y degradación de componentes de la superficie celular, genes involucrados 

en la interacción planta-bacteria en la rizosfera, genes implicados en la biogénesis de 

fimbrias tipo IV y al menos cuatro operones que participan en la biosíntesis del flagelo 

(Rodríguez-Herva et al., 2009), de fibras rizadas y pili tipo I. Todos estos rasgos 

genéticos le confieren la capacidad de adherirse a distintos tipos de superficies 

(Espinosa-Urgel et al., 2002). 
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3. Metabolismo del formaldehído 
 

Ya que el formaldehído se produce naturalmente, los microorganismos han 

desarrollado diferentes mecanismos para contrarrestar su toxicidad. Estos mecanismos 

implican su fijación a través de un cojunto de rutas metabólicas, y su detoxificación a 

través de su oxidación a formato y CO2.  

Las bacterias metilotrofas aerobias son capaces de usar compuestos reducidos de un 

solo carbono como sustrato de crecimiento, entre estos compuestos se encuentran el 

metanol, metano, metanosulfonato y otros sulfuros metilados y metil aminas (Figura 

1), y los hidrocarburos halogenados clorometano, bromometano y diclorometano. 

Estas bacterias se han adscrito tanto a las α, β como γ-proteobacterias y al grupo de 

bacterias gram positivas. Un rasgo esencial del metabolismo de las bacterias 

metilotrofas es que el flujo de carbono procede del intermediario central formaldehído 

(Figura 1), el cual es altamente tóxico debido a su reactividad no específica con 

proteínas y ácidos nucleícos, como se ha descrito anteriormente.  

 

 

Figura 1. Papel central del formaldehído en el metabolismo de bacterias metilotrofas 

aerobias. Obtenido de Vorholt et al., 2002. 
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Un reto clave para estos organismos es conseguir maximizar el flujo de formaldehído 

para, a la vez prevenir su acumulación intracelular por encima de niveles tóxicos (Marx 

et al., 2003). Se ha descrito en metilotrofos típicos que si se detiene el metabolismo 

del formaldehído totalmente, la concentración de formaldehído citoplasmático puede 

alcanzar una concentración de hasta 100 mM (Attwood y Quayle, 1984; Lindstrom, 

2001). 

 

Dependiendo de la cepa bacteriana el formaldehído formado durante el crecimiento 

en presencia de compuestos tipo C1 reducidos está implicado en la asimilación de 

carbono, en el metabolismo energético o en ambos (Figura 1). Por ejemplo, en 

organismos metilotrofos el formaldehído formado durante la oxidación del metanol 

puede ser asimilado y entrar a formar parte de los esqueletos carbonados de la célula 

empleando la ruta de las serinas o el ciclo ribulosa monofosfato, o bien puede ser 

oxidado a formato para obtener energía por medio de la formaldehído deshidrogenasa 

(Anthony, 1982; Hanson y Hanson, 1996). El papel del formaldehído como 

intermediario central metabólico en estos microorganismos se ve reflejado en la gran 

variedad de enzimas oxidantes de formaldehído identificadas en este grupo 

microbiano (Zahn et al., 2001).  

 

Atendiendo a la naturaleza del aceptor de electrones, las enzimas capaces de oxidar 

formaldehído pueden dividirse en dos grupos: las dependientes de NAD(P)+ y las 

dependientes de otros cofactores. Entre las enzimas que utilizan NAD(P)+ como 

aceptor de electrones se distinguen varias clases en función del tipo de cofactor 

secudario empleado en la reacción de oxidación. Entre éstos se distinguen los 

compuestos tipo tiol, tetrahidrofolato y metilen tetrahidrometanopterina (Attwood, 

1990; Chistoserdova et al., 1998; Johnson et al., 1964; Marison et al., 1980; Marison et 

al., 1982; Speer y Lidstrom, 1994; Stirling y Dalton, 1978; Tate y Dalton, 1999; Vorholt 

et al., 1998; Vorholt et al., 1999).  
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El metabolismo del formaldehído tiene lugar en el periplasma o en el citoplasma de la 

célula y existen diferentes mecanismos para llevar a cabo dicho proceso, éstos son más 

o menos complejos y suelen estar implicados en la generación de equivalentes 

reducidos para la respiración aeróbica o implican la asimilación de este compuesto tipo 

C1. Las rutas descritas son: 

1. Ruta cíclica oxidativa de la ribulosa monofosfato (RuMP) 

2. Oxidación de formaldehído dependiente de tetrahidrofolato (H4F) 

3. Oxidación de formaldehído dependiente de tetrahidrometanopterin (H4MPT) 

4. Oxidación de formaldehído dependiente de tiol (micotiol-glutatión) 

5. Oxidación de formaldehído por formaldehído deshidrogenasa ligada a NAD+ 

 

Todas estas rutas tienen en común, salvo en caso de la ruta RuMP y quizás también 

para la oxidación de formaldehído dependiente de micotiol, que convergen en 

formato, que es después oxidado a CO2 por la formato deshidrogenasa. La oxidación 

de formaldehído vía formaldehído deshidrogenasa ligada a NAD(P)+ no suele ser 

específica para el formaldehído y no se induce por metanol. Hace algunos años se 

purificó una formaldehído deshidrogenasa independiente de glutatión (DL-FalDH) 

asociada a membrana en Methylococcus capsulatus (Bath). La DL-FalDH es especifica 

de formaldehído y cumple un papel fisiológico importante en condiciones de 

concentraciones elevadas de cobre (Zahn et al., 2001). Se ha descrito que la DL-FalDH 

requiere la presencia de una proteína de bajo peso molecular llamada “modifina” para 

llevar a cabo la oxidación del formaldehído (Tate y Dalton, 1999), pero se desconoce si 

el papel de esta deshidrogenasa es el detoxificar el formaldehído o participar en el 

metabolismo energético del microorganismo. 
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3.1. Ruta cíclica oxidativa ribulosa monofosfato (RuMP) 

La ruta de la ribulosa monofosfato para la fijación del formaldehído se ha descrito en 

un amplio abanico de bacterias que crecen en compuestos tipo C1 (Quayle y Ferenci, 

1978), y recibe este nombre porque la primera transformación que se produce al 

comienzo de la misma es una reacción de condensación entre el formaldehído libre y 

un azúcar fosfato. Esta ruta asimilatoria para compuestos tipo C1 también se ha 

descrito en levaduras y recibe el nombre de la ruta de la xilulosa (Kato et al., 2006). La 

ruta de la RuMP de bacterias metilotrofas puede dividirse en tres fases y tiene lugar 

conforme al esquema de reacciones mostrado en la Figura 2. Las dos primeras 

reacciones de esta ruta, la condensación de formaldehído con la ribulosa 5-fosfato y su 

ulterior isomerización a frutosa 6-fosfato, son exclusivas de la ruta y están catalizados 

por las enzimas 3-hexulosa-6-fosfato sintasa (HPS) y 6-fosfo-3-hexuloisomerasa (PHI). 

Posteriormente se produce la fisión de la fructosa 6-fosfato para generar dos triosas 

fosfato, el gliceraldehído 3-fosfato (GAP) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). En la 

última etapa de la ruta el GAP entra en diferentes reacciones de reorganización 

necesarias para regenerar ribulosa 5-fosfato, mientras que la DHAP entra en la ruta 

central para síntesis de constituyentes celulares.  
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Mitsui y colaboradores describieron en 2000 un conjunto de genes que codifican las 

enzimas de la ruta RuMP en la bacteria metilotrofa facultativa Mycobacterium gastri 

MB19. En esta bacteria los genes que codifican la PHI y la HPS, se han denominado 

rmpB y rmpA, respectivamente. Ambos genes forman un operón que se expresa en 

células cultivadas en metanol y metilamina. El gen rmpR codifica una proteína 

reguladora de unión a ADN que probablemente participa en la regulación de la 

transcripción del operon rmpB-rmpA. Por otro lado, Yasueda y colaboradores (1999) 

encontraron genes que codificaban las formas enzimáticamente activas de HPS y PHI 

en Bacillus subtilis, estos genes estaban anotados como yckG (HPS) y yckF (PHI) y se 

expresaban en presencia de formaldehído.  

 

Chistoserdova y colaboradores describieron en 1998 la existencia de un conjunto de 

genes que codifican enzimas que permiten el metabolismo compuestos tipo C1 en el 

cromosoma de Methylobacterium extorquens AM1. Una bacteria metilotrofa aerobia 

facultativa que posee la ruta de las serinas para la asimilación de formaldehído. Estas 

enzimas únicamente habían sido descritas antes en el metabolismo anaerobio de 

organismos acetogénicos y metanogénicos (Schwörer, et al., 1993; Wolfe, 1991; 

Vorholt et al., 1995). 

 

Mitsui y colaboradores (2000) realizaron un análisis filogenético de las secuencias 

aminoacídicas de las proteínas HPS y PHI de bacterias y arqueas e identificaron tres 

agrupaciones distintas para cada proteína. Su estudio reveló que el grupo 1 de HPS y el 

grupo 1 de PHI, estaban constituidos por proteínas de microorganismos 

metanógenicos como Methanobacterium thermoautotrophicum ΔH y Methanococcus 

jannaschii, acetogénicas como  Archaeoglobus fulgidus e hipertermófilas como  

Pyrococcus horikoshii, mientras que en el grupo II se agrupaban proteínas de bacterias 

gram positivas y en el grupo III tanto bacterias gram positivas como gram negativas 

(material suplementario de la introducción figura 1).  
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3.2. Oxidación de formaldehído dependiente de tetrahidrofolato (H4F) 

La conversión de copuestos tipo C1 por enzimas con tetrahidrofolato (H4F) es muy 

importante para todos los microorganismos, ya que son utilizados para distintos 

procesos biosintéticos esenciales como la síntesis de purinas y pirimidinas (Vorholt, 

2002). Las enzimas dependientes de H4F se expresan generalmente a bajos niveles 

para equilibrar el número de reacciones biosintéticas, pero en el caso de las bacterias 

metilotrofas que utilizan la ruta de las serinas para la asimilación de carbono, los 

niveles de dichas enzimas se inducen durante el crecimiento en metanol y metilamiana 

(Marison y Attwood, 1982). 

El esquema de reacciones que se producen durante la oxidación de formaldehído 

dependiente de H4F se presentan en la Figura 3A, esta ruta se inicia con la 

condensación espontánea de H4F y formaldehído para rendir N5-N10 metilen H4F, el 

cual o bien se condensa con glicina para producir serina, o bien se oxida a metenil- H4F 

por medio de la metilen-H4F deshidrogenasa especifica de NADP, (MtdA) (Figura 3A). 

Posteriormente el metenil H4F se hidroliza por medio de la metenil-H4F ciclohidrolasa 

(Fch) a formil-H4F, que es entonces oxidado a formato mediante la acción de la formil-

H4F sintetasa (Fhs). Finalmente el formato se oxida a CO2 a través de la formato 

deshidrogenasa (FDH) (Laukel et al., 2003). 

 

 

 

 

Figura 3. Metabolismo del 

formaldehído en M. 

extorquens AM1. 

Representación de las rutas para la 

conversión del formaldehído 

dependientes de H4MPT y H4F. 

Adaptado de Marx et al., 2005. 

 

 

 



                                                                                                          Introducción               

21 

3.3. Oxidación de formaldehído dependiente de tetrahidrometanopterin 

(H4MPT) 

Las reacciones dependientes de tetrahidrometanopterin (H4MPT) fueron descubiertas 

en arqueas metanogénicas sulfato-reductoras y se pensaba que solo ocurrían en el 

grupo de los microorganismos anaerobios estrictos donde forman parte de la ruta para 

el metabolismo energético (Thauer, 1998). Análisis de la distribución de las enzimas 

dependientes de H4MPT han revelado que estas enzimas están presentes en todas las 

proteobacterias metilotrofas descritas que asimilan formaldehído por la ruta de las 

serinas o de la ribulosa monofosfato y también en la cepa autotrófica Xanthobacter 

(Vorholt et al., 1999). Una de las enzimas que participan en la ruta, la H4MPT-

ciclohidrolasa (Mch), está evolutivamente relacionada con la Mch de arqueas 

metanogénicas sulfato-reductoras, habiéndose sugerido que las bacterias metilotrofas 

han adquirido las enzimas dependientes de H4MPT por transferencia horizontal de 

genes de una arquea ancestral (Vorholt et al., 1999). 

 

La oxidación de HCOH dependiente de H4MPT se inicia con la condensación de 

formaldehído con el cofactor pterina para formar N5, N10-metilen-H4MPT (Figura 3B). 

Aunque esta reacción de condensación se produce de forma espontánea, se ha 

descrito una enzima, la enzima activadora de formaldehído (Fae), que es necesaria 

para el crecimiento metilotrófico de estos microorganismos y acelera la reacción de 

condensación (Vorholt et al., 2000; Marx et al., 2003 (a y b)). El N5, N10-metilen-H4MPT 

es oxidado a N5, N4-metenil-H4MPT+ a través de la acción de una o dos metilen-H4MPT 

deshidrogenasas. Luego el N5, N4 metenil-H4MPT+ se hidroliza a N5-formil-H4MPT 

mediante la H4MPT-ciclohidrolasa (Mch) y éste se transforma a formato por medio del 

complejo formiltransferasa/hidrolasa (Fhc). En el último paso del ciclo, al igual que en 

vía oxidativa anterior, el formato es oxidado a CO2 por medio de la formato 

deshidrogenasa.  
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En M. extorquens AM1 se han descrito dos metilen-H4MPT deshidrogenasas 

dependientes de distintos nucleótidos piridin. Una es la metilen-H4MPT 

deshidrogenasa que utiliza exclusivamente NADP+ y se denomina MtdA. La otra es una 

metilen-H4MPT deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+ denominada MtdB, que es 

específica para el metilen-H4MPT, pero puede emplear como aceptor de electrones 

tanto NAD+ como NADP+ (Hagemeier et al., 2000). 

 

3.4. Oxidación de formaldehído dependiente de tiol (micotiol-glutatión). 

La oxidación de HCOH ligada a glutatión (GSH) es el sistema enzimático de conversión 

de formaldehído más extendido, ya que se ha descrito en bacterias (metilotrofas y no 

metilotrofas), mamíferos, plantas y levaduras, donde tienen un papel general en la 

detoxificacion de HCOH (Gutheil et al., 1997).  

 

La conversión de formaldehído dependiente de glutatión comienza con una reacción 

espontánea del formaldehído con el glutatión para rendir el hemiacetal S-

hidroximetilglutatión (Figura 4 (1)). No se ha descrito la existencia de ninguna enzima 

que participe en esta reacción. No obstante en P. denitrificans se ha identificado una 

enzima, la enzima activadora de formaldehído dependiente de GSH (Gfa) que acelera 

la reacción espontánea de condensación (Goenrinch et al., 2002). 

 

El hemiacetal S-hidroximetilglutatión se hidroliza por la acción de la formaldehído 

deshidrogenasa dependiente de glutatión (FALDH) a S-formilglutatión, en una reacción 

dependiente de NAD+ (Figura 4 (2)). El S-formilglutatión es a continuación hidrolizado 

por la S-formilglutatión hidrolasa (EC 3.1.2.12) a formato y glutatión (Figura 4 (3)) 

(Uotila y Koivusalo, 1974). 
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Figura 4. Fases de oxidación del formaldehído a través de la formaldehído 

deshidrogenasa dependiente de glutatión (FALDH). 

 

La FALDH pertenece a la familia de las alcohol deshidrogenasas de clase III 

dependientes de zinc. Esta enzima se ha caracterizado en Paracoccus denitrificans y en 

Rhodococcus sphaeoroides, donde se induce en condiciones de crecimiento 

metilotrófico. Los estudios realizados hasta la fecha la implican en la conversión no 

asimilatoria de formaldehído a CO2 (van Ophem y Duine, 1994; Ras et al., 1995; Barbel 

et al., 1996; Harms et al., 1996; Barber y Donohue, 1998; Goenrinch et al., 2002). 

 

El glutatión es abundante en todo tipo de células eucariotas y procariotas (Meister, 

1988) y, su concentración se ha estimado que puede ser de 0,1 mM a 10 mM, por lo 

que cabe esperar que la mayoría del formaldehído que se genera en la célula esté 

unido reversiblemente a GSH para formar S-hidroximetilglutatión. 

 

Algunas bacterias gram positivas poseen otro tiol en lugar de glutatión, el llamado 

micotiol (MySH) (Spies y Steenkemp, 1994). Se ha descrito una formaldehído 

deshidrogenasa dependiente de NAD+ y micotiol (MD-FalDH) en bacterias gram 

positivas metilotrofas como Amycolatopsis methanolica y Rhodococcus erytrhopolis, 

que también está implicada en la conversión no asimilatoria de formaldehído. Esta 

enzima no tiene actividad hidrolítica hacia el S-formil-micotiol (van Ophem et al., 

1992). 
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3.5. Oxidación de formaldehído por formaldehído deshidrogenasa 

dependiente de NAD+. 

La oxidación de formaldehído a través de formaldehído deshidrogenasas dependientes 

del cofactor NAD+, se ha estudiado en numerosos organismos metanotrofos (Anthony, 

1982; Johnson y Quayle, 1964; Patel et al., 1980; Stirling, 1978), y en algunas bacterias 

metilotrofas. En bacterias metilotrofas generalmente cultivadas con compuestos C1, la 

actividad formaldehído deshidrogenasa dependiente de NAD+
 es baja o nula (Anthony, 

1975, 1982, 1996; Attwood y Quayle, 1984; Attwood, 1990; Johnson y Quayle, 1964; 

Klein et al., 1994; Marison y Attwood, 1980, 1982; Patel et al., 1980), por lo que se 

considera que no juega un papel fisiológico significativo en el metabolismo del 

formaldehído. En contraste con las bacterias metilotrofas, la actividad formaldehído 

deshidrogenasa dependiente de NAD+ de Pseudomonas sp. cepa RJ1 (Metha, 1975) y 

de Hypomicrobium zaravarzinii zv 580 (Klein et al., 1994) es alta cuando las bacterias 

se cultivan en presencia de compuestos de tipo C1 y presentan una actividad óptima 

con formaldehído. 

Ando y colaboradores describieron en 1979 que la formaldehído deshidrogenasa 

dependiente de NAD+
 de la cepa P. putida C-83 era un enzima capaz de catalizar la 

oxidación irreversible de formaldehído a formato sin adición externa de glutatión, pero 

requería NAD+ como aceptor de electrones. Tras el primer paso de oxidación, el 

formato, al igual que en muchas de las rutas anteriores, es oxidado a CO2 a través de la 

formato deshidrogenasa (Adroer et al., 1990). Tanto esta ruta como las enzimas 

implicadas en la misma serán detalladas en el próximo apartado por ser ésta la ruta de 

oxidación de formaldehído existente en Pseudomonas putida KT2440, la cepa en 

estudio del presente trabajo.  
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4. Metabolismo del formaldehído en Pseudomonas putida 

Las bacterias del género Pseudomonas se encuentran dentro del grupo de 

microorganismos capaces de metabolizar formaldehído a través de la formaldehído 

deshidrogenasa. Se han descrito varios tipos de formaldehído deshidrogenasa dentro 

de este género:  

1) Formaldehído deshidrogenasa de Pseudomonas methanica, es una enzima 

dependiente de NAD+ y glutatión (GSH) (Johnson y Quayle, 1964).  

2) Aldehído deshidrogenasa de Pseudomonas sp. AM1, Pseudomonas sp. RJ1, P. 

extorquens, y P. methanica, en este caso las enzimas son inespecíficas e 

independientes de NAD+, y funcionan con diclorofenol indofenol (DCPIP) como aceptor 

de electrones (Johnson y Quayle, 1964, Metha, 1974).  

3) La formaldehído deshidrogenasa de Pseudomonas putida C-83, es un enzima 

dependiente de NAD+ que no requiere la adición externa de GSH. Esta enzima se inhibe 

por Ni2+, Pd2+, Hg2+, p-cloromercuribenzoato y es activa frente a formaldehído, 

acetaldehído, propionaldehído, glioxal y piruvaldehído (Ando et al., 1979). Este mismo 

tipo de formaldehído deshidrogenasa fue descrita anteriormente en Pseudomonas sp. 

MS por Kung y Wagner (1970). Esta bacteria podía crecer en compuesto tipo C1 como 

metilamina, dimetilamina y trimetilamina, y aunque ni el formaldehído ni el formato 

eran capaces de soportar su crecimiento, los oxidaba rápidamente. Además los autores 

señalaron la presencia de otra enzima, la metilamina oxidasa, que oxidaba la 

metilamina a CO2 en ausencia de un aceptor de electrones.  

 

Goldberg y Mateles describieron en 1975 que Pseudomonas C utilizaba metanol, 

formaldehído y formato como única fuente de carbono. Esta bacteria poseía la 

facultad de emplear diferentes rutas asimilatorias de carbono en función del sustrato 

de crecimiento. Así, utilizaba la ruta de la alulosa (ciclo de la ribosa fosfato) y la ruta de 

la serinas .para la fijación de formaldehído y carbono, respectivamente.  
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Cuando Pseudomonas C se cultivaba en metanol se detectaba actividad hexosa fosfato 

sintetasa, indicando la presencia de la ruta de la alulosa para la asimilación de carbono; 

mientras que si las células se cultivaban con formaldehído o formato como única 

fuente de carbono se detectaba actividad glicerato deshidrogenasa (dependiente de 

NADH), que implicaba a la ruta de las serinas para la asimilación de estos compuestos. 

Por otro lado, cuando Pseudomonas C era cultivada con metanol y formaldehído, o 

metanol y formato la asimilación de carbono parecía producirse a través de la ruta de 

la alulosa. En conjunto estos resultados parecen indicar que el metanol induce la 

síntesis de hexosa fosfato sintetasa (alulosa) y reprime la síntesis de glicerato 

deshidrogenasa en esta bacteria. 

Kato y colaboradores describieron en 1984 una cepa de Pseudomonas putida, 

denominada F61, que catalizaba la conversión de formaldehído a metanol y ácido 

fórmico. Esta enzima se denominó formaldehído dismutasa y era capaz de realizar la 

dismutación estoiquiométrica del formaldehído, reacción conocida como “reacción de 

Cannizaro”.  

Por otro lado, Adroer y colaboradores describieron en 1990 que Pseudomonas putida 

A2 tenía la capacidad del dismutar formaldehído y emplear los productos de su 

degradación (metanol y ácido fórmico) como fuente de carbono. Esta actividad se 

atribuyó a la presencia de una formaldehído dismutasa que se expresaba de forma 

constitutiva y no requería la adición de ningún aceptor de electrones. En esta cepa la 

degradación de metanol y ácido fórmico no empezaba hasta que se hubiera agotado el 

formaldehído en el medio y presentaba un patrón diaúxico (primero se consumía el 

ácido fórmico y después el metanol).  

Se han descrito algunas especies de Pseudomonas capaces de degradar formaldehído y 

ácido fórmico en medios sintéticos y aguas residuales generadas en la producción de 

metilaminas. De este modo, el consorcio bacteriano formado por las estirpes P. putida, 

P. cepacia y Trichosporon penicillatum, eran capaces de eliminar en medios sintéticos 

hasta 1000 mg/l de formaldehído en 18-24 horas y 500 mg/l de ácido fórmico en 12-18 

horas (Glancer-Šoljan et al., 2001). 
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El metabolismo del formaldehído en la cepa Pseudomonas putida KT2440 no ha sido 

estudiado anteriormente pero los trabajos realizados en bacterias de su misma especie 

revelan que Pseudomonas putida es capaz de oxidar el formaldehído y la enzima clave 

para llevar a cabo dicho proceso es la formaldehído deshidrogenasa independiente de 

glutatión (fdhA) (Ogushi et al., 1984). Esta enzima se ha cristalizado en Pseudomonas 

putida (PFDH) y cataliza el paso de formaldehído a ácido fórmico mediante la reacción 

siguiente: 

HCOH + NAD+ + H2O → HCOOH + NADH2
+ 

El ácido fórmico obtenido tras la oxidación de formaldehído, es subsecuentemente 

oxidado mediante la enzima formato deshidrogenasa (FDH) a CO2 a través de la 

reacción siguiente: 

HCOOH + NAD+ → CO2 + NADH2
+ 

 

4.1.1. Formaldehído deshidrogenasa independiente de glutatión 

Las aldehído deshidrogenasas (ADHs) de mamífero se han definido en base a 

propiedades físico-químicas y funcionales (Strydom y Valle, 1984): las ADHs de clase I 

son catiónicas y altamente sensibles a la inhibición por 4-metil-pirazol. Las ADHs de 

clase II son también catiónicas pero insensibles al inhibidor anterior.  

Las ADHs de clase III son proteínas aniónicas y son insensibles al 4-metil-pirazol. Las 

ADHs de clase I y II muestran actividad frente al etanol, mientras que las de la clase III 

muestran actividad formaldehído deshidrogenasa dependiente de glutatión. 

Funcionalmente, la PFDH es similar a las ADHs de clase III (formaldehído 

deshidrogenasa dependiente de glutatión, GSH-FDH), puede catalizar la oxidación de 

alcoholes de cadena larga como el n-pentanol pero es inactiva frente al etanol (Ito et 

al., 1994). 
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Las ALDHs bacterianas se dividen en dos grupos diferentes de acuerdo con la 

especificidad que muestran por sus sustratos. Enzimas como la lactoaldehído 

deshidrogenasa de Escherichia coli K12 (Baldomá y Aguilar, 1987) se encuentran 

dentro del grupo de ALDHs que muestran alta especificidad de sustrato. Las enzimas 

con baja especificidad se encuentran agrupadas dentro de las ALDHs inespecíficas (EC 

1.2.1.3) (Sophos y Vasiliou, 2003). Además, se ha descrito que algunas enzimas 

microbianas clasificadas dentro de este grupo, como las de Rhodococcus sp. (Nagy et 

al., 1995), Vibrio harveyi (Bognar y Meighen, 1978) y Acinetobacter sp. (Ishige et al., 

2000), la especificidad del enzima aumenta con la longitud de la cadena carbonada del 

aldehído empleado como sustrato. 

La comparación de secuencias de aminoácidos muestra que la formaldehído 

deshidrogenasa de Pseudomonas putida (PFDH; EC1.2.1.46) está relacionada con la 

familia de las alcohol deshidrogenasas de cadena media que contienen zinc. Esta 

familia de proteínas utiliza NADH o NADPH como cofactor y suelen ser diméricas o 

tetraméricas. Cada monómero suele tener entre 350 y 400 residuos aminoácidicos y 

está compuesto de 2 dominios, el dominio catalítico y el dominio de unión a cofactor. 

El dominio de unión a cofactor tiene una estructura supersecundaria común llamada 

plegamiento de Rossman (βαβαβ)2. 

La PFDH de P. putida es una metaloenzima de 42 kDa de peso molecular siendo, en su 

forma activa, un homotetrámero constituido por subunidades de 398 aminoácidos y 

dos iones de zinc (uno catalítico y otro estructural) (Ito et al., 1994).  

La PFDH cataliza la dismutación eficiente de un amplio número de aldehídos, donde 2 

moléculas de aldehído se transforman en sus correspondientes derivados carboxilados 

y alcoholes, pero no es activa frente propanal o aldehídos de cadena larga. Dicha 

reacción de dismutación tiene lugar en ausencia de NAD+ lo que sugiere que la PFDH 

tiene un cofactor nucleotídico intrínseco que se encuentra unido covalentemente, esta 

propiedad contrasta con las ADHs comunes en las que el NAD(P)H no se une de forma 

covalente (Tanaka, et al., 2003). 
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4.1.2. Estructura de la PFDH 

Estructuralmente, la PFDH presenta en cada una de sus unidades cristalográficas 

independientes, una molécula de NAD+, 2 iones de zinc y todos los átomos no 

hidrogenados salvo en la región amino terminal (N-terminal) (Ser1) y carboxilo 

terminal (C-terminal) (Ala398). Además, posee un total 967 moléculas de agua y 2 

iones sulfato por cada unidad asimétrica (ASU). Cada subunidad de la PFDH contiene 

dos dominios que están separados por una hendidura que contiene un bolsillo que 

acomoda al cofactor NAD+. Uno de los dominios es responsable de la unión a cofactor 

y el otro suministra los grupos necesarios para la unión a sustrato y le confiere 

especificidad. Los dos dominios presentan diferentes tamaños, el dominio catalítico es 

algo mayor y contiene 231 residuos, mientras que el dominio de unión a cofactor 

contiene 167 residuos.    

El dominio catalítico consta de los residuos 1-170 y 338-398. Como se observa en la 

Figura 5, el núcleo estructural está compuesto principalmente de cadenas plegadas en 

capas β. Este dominio muestra además 5 α–hélices alineadas en la superficie de la 

molécula, externas a las estructuras β. El análisis estructural confirmó la presencia de 2 

iones de zinc firmemente unidos al dominio catalítico. 

Fujii y colaboradores (2004) describieron que la mutación Cys46A e His67A, dos 

aminoácidos relacionados con la unión de los iones de zinc, conducía a la pérdida de 

actividad PFDH, corroborando el papel del Zn en el mecanismo catalítico. Otros 

autores advirtieron anteriormente que los residuos Cys97, Cys100, Cys103, y Cys111 

estaban asociados con el zinc estructural (Ogushi et al., 1986; Tsuru et al., 1997).  
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Figura 5. Diagrama de cintas del complejo PFDH. La molécula de NAD+ 

y los iones de Zn se muestran como modelos “bolas y bastones” 

respectivamente. La Figura muestra las α–hélices (violeta) y las capas-β 

(amarillo) y también se señalan las regiones N-terminal (N-ter.) y C-terminal 

(C-ter.). Se pueden observar los dos dominios de la subunidad, dominio 

catalítico (catalytic domain) y el dominio de unión a cofactor (cofactor-

binding domain). El dominio de unión a cofactor muestra la estructura 

supersecundaria llamada plegamiento de Rossman (βαβαβ)2. Obtenido de 

Tanaka, et al., 2003. 

 

4. 2.1. Formato deshidrogenasa (FDH) 

Las enzimas capaces de oxidar el ácido fórmico se han identificado en 

microorganismos de diferentes taxones y en plantas superiores (Popov y Lazmin, 

1994). Las formato deshidrogenasas catalizan la oxidación de formato a CO2 y 2 H+ y se 

dividen en dos grandes familias, la primera familia contiene a las formato 

deshidrogenasas dependientes de NAD+ (EC1.2.1.2.), mientras que la otra familia 

agrupa a las independientes de NAD+. 
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Las enzimas dependientes de NAD+, catalizan la conversión de formato a CO2 con la 

reducción concomitante de NAD+ a NADH. Estas enzimas juegan un papel crucial en el 

catabolismo de compuestos de tipo C1 en bacterias y levaduras metilotrofas (Popov y 

Lazmin, 1994), al catalizar el último paso del catabolismo de dichos compuestos y 

suministrar energía y equivalentes de reducción a estos organismos (Anthony, 1975; 

Rodionov, 1981). Por otro lado las FDHs juegan un papel regulatorio importante en el 

metabolismo del formaldehído de levaduras metilotrofas en función de los niveles 

internos de NADH. Así, cuando la célula se satura de equivalentes reducidos, se 

inhiben estas enzimas y la mayoría del formaldehído pasa a tener fines asimilatorios. 

Sin embargo, cuando el estado energético de la célula es bajo, cesa esta inhibición y el 

formaldehído se oxida a CO2 para suministrar poder reductor (Izumi et al., 1987; 

Anthony, 1975).  

Las FDHs dependientes de NAD+ comprenden un grupo heterogéneo de enzimas que 

proceden de la superfamilia de las deshidrogenasas 2-hidroxiácido D-especificas 

dependientes de NAD(P)+ (Vinals et al., 1993). Estas enzimas están presentes en 

diversos organismos como bacterias, levaduras, hongos y plantas.  

La mayoría de las FDHs dependientes de NAD+ caracterizadas hasta la fecha no 

contienen grupos prostéticos ni iones metálicos en su sitio activo, normalmente las 

enzimas de organismos eucarióticos y de algunas bacterias metilotrofas tienen masas 

moleculares comprendidas entre 70 y 100 kDa y suelen estar compuestas de dos 

subunidades idénticas (Schutte et al., 1976; Kato et al., 1974; Hou et al., 1982; Allais et 

al., 1983; Avilova et al., 1985; van Dijken et al., 1976; Izumi et al, 1987; Peacock y 

Boutler, 1970; Uotila y Koivusalo, 1979; Farinelli et al., 1983; Colas des Francs-Small et 

al., 1993; Egorov et al., 1979; Asano et al., 1988; Lida et al., 1992; Tishkov, 1993). Estas 

enzimas muestran una actividad específica relativamente baja, una baja afinidad por el 

ion formato y son catalíticamente funcionales en un amplio rango de pH. Las 

secuencias de aminoácidos de FDHs de fuentes evolutivamente distantes muestran 

similitudes entre el 40 y el 50% y presentan estructuras altamente conservadas, 

además, todas las FDHs conocidas exhiben alta preferencia por NAD+ sobre NADP+ 

(Serov et al., 2002). 
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La enzima de Pseudomonas oxalaticus es el único ejemplo de FDH dependiente de 

NAD+ con una organización molecular diferente, ya que tiene una masa molecular 

mucho mayor (315 kDa), una compleja estructura cuaternaria de tipo 2α2β y contiene 

varios grupos prostéticos como hierro, sulfuro ácido-lábil, y dos moléculas de 

mononucleótido de flavina (Muller et al., 1978). De acuerdo con su estructura y 

composición y otras características como labilidad en presencia de oxígeno y elevada 

actividad específica y afinidad por formato, la FDH de P. oxalaticus se parece a las 

enzimas independientes de NAD+ y constituye una subclase aparte de FDHs. 

Las FDHs poseen un interés comercial considerable como catalizadores para la 

regeneración de coenzimas reducidos en la síntesis de compuestos biológicamente 

activos. El empleo de FDHs bacterianas como sistema de generación de energía posee 

varias ventajas, como el bajo coste de sustrato, la volatilidad del producto de reacción, 

propiedad que facilita su eliminación, y la elevada estabilidad que poseen estas 

enzimas en comparación con las de otros organismos (Shinoda et al., 2001, Serov et 

al., 2002). 

La otra gran familia, FDHs independientes de NAD+, incluye un grupo diverso de 

proteínas que contienen metales conjugados con grupos sulfoférricos. Estas proteínas 

presentan, en función del microorganismo al que pertenecen, diferentes papeles 

fisiológicos, localización celular, especificidad de sustrato, naturaleza del aceptor de 

electrones, contenido y tipo del grupo prostético (Andersen y Ljungdahl, 1974; 

Yamamoto et al., 1983; Liu y Mortenson, 1984; Jones y Stadtman, 1981; Schauer y 

Ferry, 1982; Enoch y Lester, 1975; Cox et al., 1981; Kroger et al., 1979; Riederer-

Henderson y Peck, 1986). Además, se distinguen por su elevada masa molecular, 

compleja estructura cuaternaria, presencia de varios grupos prostéticos y su labilidad 

frente a oxígeno (Popov y Lazmin, 1994). Esta familia comprende enzimas 

independientes de NAD+ que contienen un complejo conjunto de centros redox con 

sitios activos sensibles al O2. Estos incluyen los metales de transición como el 

molibdeno o el tungsteno, iones no hemo y cofactores del tipo del dinucleótido 

molibdopterin guanina (MGD) (Jormakka et al., 2003). Las FDHs pueden ser 

monoméricas, diméricas o triméricas, y suelen contener tungsteno o molibdeno en sus 
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sitios activos y un residuo intrínseco de selonocisteina (Sec). Hasta ahora se ha 

resuelto la estructura de algunas subunidades catalíticas de microorganismos como 

Shewanella massilia y Alcaligenes faecalis (Schindelin et al., 1996, Dias et al., 1999, 

Czjzek et al., 1998; Ellis et al., 2001), y las de 3 FDHs; dos de E. coli (Fdh-H y Fdh-N) y 

una de Desulfovibrio gigas (Boyington et al., 1997; Jormakka, et al., 2002; Raaijmakers 

et al., 2002). Hay que remarcar que aunque estas enzimas estén relacionadas y sean 

similares estructuralmente, la composición de las subunidades y el tipo de cofactor 

suele variar entre ellas.  

Escherichia coli posee una cadena respiratoria modular capaz de generar energía y 

facilitar el crecimiento con un amplio espectro de donadores de electrones. Bajo 

condiciones de crecimiento anaerobio, el formato se genera a partir de la rotura 

hemolítica del piruvato por medio de la piruvato formato-liasa (PFL) y se transloca al 

periplasma donde actúa como donador de electrones para las formato 

deshidrogenasas respiratorias electrogénicas (Sawers, 1994; Unden y Bongaerts, 1997; 

Richardson, 2000). 

Escherichia coli sintetiza 3 isoenzimas formato deshidrogenasa. Dos de éstas, la 

formato deshidrogenasa-N (FdnGHI) y la formato deshidrogenasa-O (FdoGHI), son 

enzimas respiratorias unidas a membrana con sus subunidades catalíticas localizadas 

en la cara periplamática de la membrana citoplasmática (Enoch y Lester, 1975; 

Jormakka et al., 2002). La tercera isoenzima, formato deshidrogenasa-H (FdhF), se 

localiza en la cara citoplasmática de la membrana interna donde, junto con una 

hidrogenasa, forma parte del complejo formato hidrogenilasa (Boyington et al., 1997; 

Raaijmakers y Romão, 2006). Los genes fdnGHI codifican la formato deshidrogenasa-N 

(Fdh-N) y se expresan a máximo nivel en condiciones anaerobias y en presencia de 

nitrato (por ello lo de la designación–“N”); mientras que los genes fdoGHI codifican la 

formato deshidrogenasa-O (Fdh-O) y se expresan constitutivamente a bajo nivel en 

todas las condiciones de crecimiento (Berg et al., 1991; Abaibou et al., 1995). Las 

subunidades catalíticas de ambas isoenzimas son proteínas homólogas que contiene 

una serie de cofactores metálicos, un cofactor dinucleótido bis-molibdopterin guanina, 

selenocisteína y un grupo [4Fe-4S] (Sawers, 1994).  
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La Fdh-N de E. coli es la FDH mas estudiada. Además es una componente de la ruta 

respiratoria de nitrato, donde bajo condiciones anaerobias la oxidación de formato 

está acoplada a la reducción de nitrato vía quinonas. La Fdh-N está constituida por 3 

subunidades: la subunidad αααα catalítica (FdnG), que coordina un factor bis-MGD y un 

grupo [4Fe-4S] y contiene además un residuo intrínseco de selenocisteína; la 

subunidad β (FdnH), que consta de una hélice transmembrana (TMH), coordina 4 

grupos [4Fe-4S] y media la transferencia de electrones entre las subunidades α y γ ; y 

la subunidad integral de membrana γγγγ (FdnI), que posee 4 TMH coordinadas con 2 

grupos hemo. La secuencia del gen estructural de la subunidad catalítica α, contiene 

un codón ópalo (UGA) en fase que especifíca la incorporación de una selenocisteína 

(Sec) (Berg et al., 1991). Varios estudios han puesto de manifiesto que la 

discriminación entre codones UGA selenocisteína y codones UGA stop requiere algo 

más que el codón UGA Sec en sí mismo, ya que es necesaria la existencia de una 

estructura de tipo tallo-lazo en el ARNm inmediatamente adyacente al codón UGA Sec 

cuya presencia obliga a la distinción entre un codón UGA Sec y un codón UGA stop 

(Thanbichler et al., 2001; Lescure et al., 2002). Dicho tipo de estructura recibe el 

nombre de SECIS (del inglés selenocysteine insertion sequence, secuencia de inserción 

de selenocisteína) (Krol, 2002). 

 

4.2.2. Estructura de la FDH 

La estructura cristalina de Fdh-N es un trímero que en su conjunto posee forma de 

champiñón (Figura 6A). En total la masa molecular del complejo es de 510 kDa. La 

distancia existente entre los centros redox dentro de cada monómero sugiere que es la 

unidad funcional, y se ha propuesto que la formación del trímero es importante para la 

estabilidad de la proteína. La estructura de la Figura 6A muestra a la subunidad 

catalítica situada en el espacio periplasmatico. Esta subunidad carece de los 33 

residuos N-terminales, entre los cuales se distingue la señal de reconocimiento doble 

arginina translocasa (TAT), que indica que la subunidad catalítica se transloca a través 

de la membrana por medio de la ruta TAT (Berks, 1996, Sargent et al., 1998, 1999).  
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Figura 6. Estructura de Fdh-N. Las tres figuras están basadas en la estructura 

nativa de Fdh-N, excepto para la posición de HQNO. Las subunidades α, β, y γ se 

muestran en marrón, azul y rosa respectivamente. Los grupos hemo y los 

cofactores MGD se muestran en color verde y el Mo, la cardiolipina (CL) y HQNO se 

representan en rosa, amarillo y azul oscuro respectivamente. En las figuras también 

aparecen los 5 grupos [4Fe-4S] (átomos de Fe: color rojo y átomos de S: amarillo). 

A) Vista paralela a la membrana del trímero Fdh-N. B) A) Vista del trímero Fdh-N 

desde el periplasma a lo largo de la membrana. C) Vista del monómero Fdh-N 

paralela a la membrana. Adaptado de Jormakka et al., 2002. 
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La subunidad catalítica αααα (FdnG) consta de 982 residuos y es considerablemente 

mayor que la de Fdh-H (715 residuos). La subunidad α de Fdh-N está compuesta por 

cinco dominios organizados alrededor del cofactor MGD (Figura 7), cuatro de ellos (I-

IV) son similares a los dominios de Fdh-H, mientras que el dominio V, localizado entre 

los dominios III y IV, no aparece en su estructura. La subunidad α contiene un átomo 

de molibdeno, un cofactor bis-MGD, 4 grupos [4Fe-4S] y un residuo Sec intrínseco.  

El plegamiento total de la subunidad α es similar a las estructuras de otras FDHs 

descritas. Tres de los cinco dominios anteriormente nombrados corresponden a 

tramos de la cadena polipeptídica no contiguos. El dominio I es el dominio de unión al 

grupo [4Fe-4S], mientras que los dominios II y III están implicados en la coordinación 

del cofactor bis-MGD. Estos dos dominios forman una hendidura con una abertura 

similar a un “embudo” que se dirige hacia el átomo de Mo del sitio activo. Dicha 

abertura contiene residuos cargados positivamente que podrían ser importantes para 

la incorporación del sustrato. El residuo Sec del sitio activo está implicado en la 

coordinación del sustrato y parece ser importante para el ajuste del potencial redox 

del átomo de Mo.  

 

Figura 7. Representación de cintas de la 

subunidad αααα. Los 5 dominios poseen los colores 

siguientes: azul (I), amarillo (II), verde (III), rojo (IV) 

y rosa (V). El átomo de Mo, el cofactor MGD y la 

molécula de Hepes se representan en rosa, verde 

y azul respectivamente. Los grupos Fe-Sulfuro se 

muestran en rojo (átomos de Fe) y amarillo 

(átomos de S). Adaptado de Jormakka et al., 2002. 
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Las subunidades catalíticas FdnG y FdoG se asocian con las proteínas Fe-S homólogas 

FdnH y FdoH, respectivamente (Jormakka et al., 2002; Richardson y Sawers, 2002). 

Posteriormente los complejos FdnGH y FdoGH se exportan al periplasma por medio de 

la ruta para el transporte doble arginina (TAT), un sistema de transporte específico 

para la translocación transmembranal de proteínas correctamente plegadas (Sargent, 

2007a; Stanley et al., 2002). La translocasa TAT reconoce un péptido señal en la región 

N-terminal con un motivo conservado doble arginina (S/T-R-R-x-F-L-K) (Berks, 1996; 

Berks et al., 2000). La translocacion de Fdh-N y Fdo-G se produce gracias a un péptido 

señal TAT presente en las subunidades FdnG y FdoG, y ya que las proteínas FdnH y 

FdoH no lo portan, se ha propuesto que las dianas de las subunidades FdnG y FdoG son 

suficientes para exportar los complejos heterodiméricos preformados FdnGH y FdoGH 

a través del canal TAT.   

Por otro lado análisis bioinformáticos realizados por Punginelli y colaboradores (2004) 

sugieren que el ARNm especifico de los primeros 17 codones de los genes fdnG y fdoG 

forman una estructura estable tallo-lazo que media el control traduccional de la 

síntesis de Fdh-N y Fdh-O. 

La subunidad β (FdnH) de Fdh-N contiene 289 residuos, coordina 4 grupos [4Fe-4S] y 

contiene una TMH en su región su región C-terminal. Los extremos N y C de la 

subunidad se sitúan en las caras periplasmática y citoplasmática, respectivamente 

(Figura 8). La región central de la subunidad β procede de la superfamilia de proteínas 

que unen 4 grupos [4Fe-4S] presentes en algunas oxidorreductasas unidas a 

membrana donde se pueden incluir la FDH, nitrato reductasa, [NiFe]-hidrogenasa, 

DMSO reductasa y tiosulfato reductasa (Gross et al., 1998; Meek y Arp, 2000). La 

subunidad tiene dos subdominios que poseen un empaquetamiento similar al de las 

ferredoxinas 2 [4Fe-4S], las cuales poseen una simetría local doble entre dos grupos 

[4Fe-4S]. 
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Figura 8. Estructura de la subunidad ββββ. La imagen 

muestra la representación de cintas de la subunidad β 

vista paralela a la membrana. La línea discontinúa 

representa un eje entre los dos subdominios. La 

estructura N-terminal extendida (N-terminal extended 

estructure), la región interna del subdominio 1 

(subdomain 1), la región interna del subdominio 2 

(subdomain 2) y la hélice transmembrana 

(transmembrane helix tmβ) aparecen en rojo, azul, 

amarillo y azul cian respectivamente. Adaptado de 

Jormakka et al. (2002).  

 

La subunidad integral de membrana γγγγ (FdnI) contiene 216 residuos y es un citocromo 

b unido a membrana con 4 hélices transmembrana (TMHs), situándose los extremos 

carboxilo y amino en la cara citoplasmática (Figura 9). Esta subunidad contiene dos 

grupos hemo b y un sitio de reducción de menaquinona (MQ). Varios autores han 

comprobado mediante análisis de secuencias que la [NiFe]-hidrogenasa, y la tisulfato 

reductasa tienen subunidades citocromo homólogas a la de Fdh-N. Aunque las 4 TMHs 

de la subunidad γ están implicadas en el mantenimiento de los dos grupos hemo b, 

solo 3 proporcionan los ligando hemo. El hemo bp se sitúa en la cara periplasmática y 

recibe los electrones de la subunidad β, mientras que el hemo bc se sitúa en la cara 

citoplasmática y transfiere los electrones a la MQ. bp está coordinado por los residuos 

Hisγ57 de tmγ II e Hisγ155 de tmγ IV, y el hemo bc por los residuos Hisγ18 de tmγ I e Hisγ169 

de tmγ IV.  

Estos residuos de histidina están conservados en FDHs, tiosulfato reductasa y 

hidrogenasa-[NiFe] (Berks et al., 1995), además el patrón de coordinación de esta 

subunidad es el mismo que el que presenta la hidrogenasa-[NiFe] (Gross et al., 1998; 

Meek y Arp, 2000). En el modelo que se presenta en la Figura 9, el sitio de unión MQ 

se caracterizó empleando un análogo de la menasemiquinona, HQNO.  
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Figura 9. Estructura de la subunidad γγγγ. 

La figura muestra la vista paralela a la 

membrana del dominio integral de 

membrana. Las hélices transmembrana de 

la subunidad γ aparecen numeradas desde 

tmγI hasta tmγIV y también aparece una de 

la subunidad β como tmβ. La figura 

presenta los residuos implicados en la 

unión de los 2 gupos hemo b y HQNO. 

Obtenido de Jormakka et al. (2002). 

 

 

 

 

Generalmente las molibdoenzimas compuestas de múltiples subunidades precisan la 

ayuda de proteínas accesorias (llamadas “chaperonas”) que aseguran la inserción 

correcta de grupos prostéticos, y coordinan el plegamiento, montaje y la exportación 

de la proteína al periplasma cuando ésta es su localización. Por ejemplo, la molibdo 

nitrato reductasa (NarGHI), requiere una chaperona esencial llamada NarJ para 

orquestar la adquisición de su propio cofactor y el ensamblaje de la subunidad 

(Bertero et al., 2003; Jormakka et al., 2004; Vergnes et al., 2006; Lanciano et al., 2007).  

De igual manera, las molibdoenzimas exportadas por la ruta TAT, trimetilamina N-

óxido (TMAO) reductasa (TorA), dimetil sulfóxido (DMSO) reductasa (DmsABC) y la 

nitrato reductasa periplasmática (NapA), requieren para su correcta biogénesis las 

proteínas accesorias TorD, DmsD y NapD, respectivamente (Oresnik et al., 2001; Jack 

et al., 2004; Hatzixanthis et al., 2005; Maillard et al., 2007). 

 

Se conoce muy poco acerca de los procesos biosintéticos que gobiernan el ensamblaje 

de las isoenzimas formato deshidrogenasa dependientes de molibdeno. Hace algunos 

años mediante análisis mutagénicos clásicos se identificaron dos nuevos genes (fdhE y 

fdhD) necesarios para la actividad formato deshidrogenasa en E. coli (Mandrand-
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Berthelot et al., 1988). Los genes fdhE y fdhD se localizaron adyacentes en 5’ y 3’ a los 

extremos del operón fdoGHI (Abaibou et al., 1995; Schlindwein et al., 1990; 

Schlindwein y Mandrand 1991). El gen fdhD se transcribe divergentemente con 

respecto a fdoG, mientras que el codón de inicio de fdhE solapa con el codón stop de 

fdoI y es por ello, probable, que se co-transcriba con fdoGHI. Mandrand-Berthelot y 

colaboradores (1988) propusieron que el producto del gen fdhD era necesario para la 

actividad de las tres formato deshidrogenasas tanto exportadas como no exportadas. 

La cepa mutante fdhE presentaba un fenotipo deficiente en las actividades de las 

enzimas respiratorias que se localizan en el periplasma (FdnGHI y FdoGHI), mientras 

que la actividad de FdhF, enzima no exportada localizada en el citoplasma, no se veía 

afectada. Análisis en la cepa mutante en fdhE posteriores mostraron niveles normales 

de la subunidad FdnI, sin embargo los niveles de los polipéptidos FdnGH eran 

indetectables (Mandrand-Berthelot et al., 1988). Posteriormente Stewart y 

colaboradores (1991) sugirieron que el producto del gen fdhE no era necesario para la 

traducción del operón fdnGHI, datos que fueron apoyados por Abaibou y 

colaboradores (1995) en cuanto al control de la expresión del operón fdoGHI. Estos 

últimos autores sugirieron que las proteínas FdhE y FdhD podrían actuar a nivel post-

traduccional para asegurar el correcto procesamiento o montaje de las dos isoenzimas 

respiratorias (Abaibou et al., 1995). 

 

En conjunto esta serie de resultados implican al producto del gen fdhE en un papel 

específico de la biosíntesis de las subunidades formato deshidrogenasa con diana TAT, 

esta hipótesis se ha corroborado recientemente por Lüke y colaboradores (2008). Los 

resultados de estos investigadores sugieren que FdhE se une a las subunidades FdnG y 

FdoG y no se une a las subunidades FdnH o FdoH, además la unión de FdnH y FdhE a 

FdnG parece ser mutuamente excluyente, lo que podría indicar que un posible papel 

de FdhE es el de prevenir interacciones prematuras entre FdnG y FdnH durante el 

proceso de carga del cofactor.  

 

 

 



                                                                                                          Introducción               

41 

Diversos análisis de secuencias han mostrado que todas las proteínas FdhE presentan 4 

motivos CXXC altamente conservados (Turner et al., 2004), ello indica que estas 

proteínas pueden portar cofactores metálicos, como grupos Fe-S, iones de Zn (II) o 

iones de Cu (II) (Sargent, 2007b; Turner et al., 2004). La purificación de la FdhE 

recombinante realizada por Luke y colaboradores en 2008 demostró que esta proteína 

es una rubredoxina que contiene hierro férrico ligado a las cadenas laterales de las 

cisteínas. Estos autores afirmaron además que estas proteínas se pueden purificar 

tanto como monómero como homodímero, y que los motivos cisteína CXXC, son 

esenciales para la estabilidad de la proteína (Lüke et al., 2008). 

 

En esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el estudio del metabolismo del 

formaldehído y el formato por Pseudomonas putida KT2440, habiéndose realizado la 

primera caracterización a nivel transcriptómico de la respuesta de un microorganismo 

a formaldehído, un agente altamente toxico. 
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Este trabajo de Tesis Doctoral se encuadró en un proyecto interno del CSIC sobre 

desarrollo de una planta de tratamiento de residuos de laboratorio. Entre éstos se 

consideró el agar, la agarosa, etanol, fenol, bromuro de etidio, formaldehído y otros 

compuestos. Dentro del proyecto nuestro laboratorio se centró en degradación de 

bromuro de etidio y formaldehído. Los estudios de nuestro de laboratorio habían 

puesto de manifiesto que la degradación de un contaminante por microorganismos 

requiere dos propiedades importantes, la tolerancia al mismo y la capacidad de 

degradación por la cepa o cepas bajo estudio. Aunque en nuestro laboratorio se han 

aislado cepas de distintos géneros que toleran hasta 10 mg/ml de bromuro de etidio 

no se han encontrado degradadores de este tóxico. En cambio en nuestro laboratorio 

se encontró que Pseudomonas putida es capaz de tolerar y metabolizar formaldehído. 

 

En base a estos antecedentes se planteó como objetivo general de esta Tesis Doctoral 

el de caracterizar la respuesta a formaldehído de Pseudomonas putida KT2440 y 

profundizar sobre las vías de mineralización de este tóxico. 

 

Los objetivos específicos fueron: 

1. Análisis transcriptómico de la respuesta de P. putida KT2440 a 

concentraciones subletales de formaldehído. 

2. Identificación mediante mutagénesis de genes de este microorganismo cuyos 

productos son relevantes en la tolerancia a formaldehído. 

3. Identificación de los sistemas de detoxificación de formaldehído en P. putida 

KT2440 y  

4. Regulación de la expresión de los sistemas de detoxificación. 
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CAPÍTULO 1 

Respuestas fisiológicas de Pseudomonas putida a formaldehído durante 

su detoxificación. 

Amalia Roca, José-Juan Rodríguez Herva, Estrella Duque, y Juan L. Ramos 

 

Pseudomonas putida KT2440 exhibe dos formaldehído deshidrogenasas y dos 

complejos formato deshidrogenasa, que permiten a la cepa convertir el formaldehído 

estequiométricamente a CO2. La cepa toleraba hasta 1,5 mM formaldehído y moría en 

la presencia de 10 mM. En presencia de 0,5 mM formaldehído, concentración subletal 

de este compuesto, la velocidad de crecimiento descendía cerca del 40% con respecto 

al crecimiento en ausencia del tóxico. Análisis transcriptómicos revelaron que en 

respuesta a bajas concentraciones de formaldehído, un número limitado de genes se 

encontraban inducidos (52). Basándonos en la función de estos genes parece que 

concentraciones subletales de este químico desencadenan una respuesta integral para 

superar daños en el ADN y proteínas, expulsar este compuesto tóxico y detoxificarlo 

mediante su conversión a CO2. Se ha analizado la inhibición del crecimiento por 1,5 mM 

HCOH y los niveles de supervivencia a 10 mM HCOH en cepas portadoras de 

mutaciones en genes inducidos observando que, los mutantes en las bombas de eflujo 

MexEF/OprN y en los genes implicados en mecanismos de reparación del ADN, recA y 

uvrB eran hipersensibles a 10 mM formaldehído, siendo sus ratios de muerte 3 ó 4 

órdenes de magnitud superiores al que presentaba la cepa parental. Mutantes en otros 

genes inducidos morían con ratios de muerte similares o ligeramente superiores al del 

silvestre. Con respecto a la inhibición del crecimiento, encontramos que los mutantes 

en el gen implicado en la biosíntesis de glutatión, los genes de respuesta a estrés 

mediada por las deshidrogenasas 2-hidroxiácido y en las 2 bombas de eflujo de la 

familia MFS eran incapaces de crecer en presencia de 1,5 mM HCOH. En un análisis  

independiente se buscaron mutantes hipersensibles a formaldehído, pero que su 

expresión no cambiara en respuesta a dicho químico. Se identificaron dos mutantes con 

inserciones en recD y fdhA que eran incapaces de crecer o que crecían más lentamente 

en presencia de 1,5 mM HCOH. El mutante recD era hipersensible a 10 mM HCOH y 

moría con ratios mayores que la cepa parental. 

Microbial Biotechnology 

Vol. 1, Nº 2 pp.: 158-169, 2008. 
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CAPÍTULO 2 

Redundancia enzimática para la detoxificación de formaldehído en 

Pseudomonas putida. 

Amalia Roca, José-Juan Rodríguez Herva, y Juan L. Ramos 

Pseudomonas putida KT2440 posee formaldehído deshidrogenasas y formato 

deshidrogenasas redundantes que contribuyen a la degradación de formaldehído, un 

compuesto altamente tóxico. Análisis físicos y transcripcionales mostraban que el 

marco abierto de lectura (ORF) PP0328, codifica una de las formaldehído 

deshidrogenasas, ésta es monocistrónica, mientras que el otro gen funcional 

formaldehído deshidrogenasa (ORF PP3970) forma un operón con otro gen de función 

desconocida. Se han identificado dos agrupaciones de genes formato deshidrogenasa 

(PP0489-PP0492 y PP2183-PP2186), y se ha observado que estos grupos génicos 

forman operones. Se han mapeado los cuatro promotores mediante la técnica de 

extensión de cebador, identificándose como promotores no canónicos que se expresan 

a niveles basales en la fase de crecimiento exponencial y a niveles más altos en la fase 

estacionaria independientemente de la presencia extracelular de formaldehído o 

formato. Estos promotores se caracterizaban por tener una región conservada 5’-AG-

CCA-C/A-CT-3’. Para determinar la contribución de los diferentes productos génicos en 

la mineralización de formaldehído y formato, se construyeron mutantes con 

mutaciones simples o dobles en las formaldehído deshidrogenasas y se ensayó el efecto 

de las mutaciones en el catabolismo del formaldehído mediante la medida del 

desprendimiento de 14CO2 a partir de formaldehído marcado con 14C. Los resultados 

mostraban que ambas enzimas contribuían al catabolismo del formaldehído. El doble 

mutante en las dos enzimas seguía produciendo 14CO2 a partir de formaldehído, 

sugiriendo la presencia de una o más formaldehído deshidrogenasas todavía no 

identificada(s). Se generaron mutantes con mutaciones simples o dobles en las 

agrupaciones génicas para las formato deshidrogenasas, y todos eran capaces de 

metabolizar 14C-formato a 14CO2, sugiriendo una redundancia de funciones que no sólo 

se limita a los genes anotados. Mutantes simples y dobles deficientes en formaldehído 

y formato deshidrogenasas exhiben fases de latencia más largas que las de la cepa 

parental cuando son confrontadas con concentraciones de formaldehído cercanas a las 

MICs. Esto sugiere un papel para los sistemas de detoxificacion en la tolerancia a 

concentraciones subletales de formaldehído.  

Journal of Bacteriology 

Vol. 191, Nº 10, pp.: 3367-3374, May 2009. 
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CAPÍTULO 3 

Papel “in vivo” de fdhD y fmdD en el metabolismo del formato en 

Pseudomonas putida: Redundancia y expresión en fase estacionaria. 

Amalia Roca y Juan L. Ramos 

 

 

 

En Pseudomonas putida KT2440 dos marcos abiertos de lectura (ORFs) PP0257 y 

PP0492 se anotaron originalmente como proteínas accesorias formato 

deshidrogenasa. La ORF PP0492 (fmdD) se sitúa en el extremo 3´del operón formato 

deshidrogenasa que se extiende desde la ORF PP0489 hasta la ORF PP0491, una de las 

formato deshidrogenasas de P. putida y se transcribe con este operón 

preferencialmente en fase estacionaria. La ORF PP0257 (fdhD) no está ligada a las 

agrupaciones génicas formato deshidrogenasa y, al igual que las multicomponentes 

formato deshidrogenasa, PP0257 se expresa preferentemente en la fase estacionaria 

de crecimiento, aunque la transcripción puede ser mediada por RpoD o RpoS. El nivel 

de expresión transcripcional de fdhD se ve incrementado en respuesta a formaldehído 

o formato o con compuestos químicos que rinden estos compuestos C1 en algún paso 

de su metabolismo. A pesar de estas correlaciones, la inactivación de PP0257 no 

produce un efecto significativo en la actividad formato deshidrogenasa in vivo, 

mientras que la inactivación de PP0492 llevó a un descenso del 60% de la actividad in 

vivo. Estos resultados sugieren que la redundancia de funciones en el metabolismo del 

formaldehído en P putida se extiende hasta las proteínas implicadas en la 

maduración/localización de los complejos formato deshidrogenasa.  

 

 

 

 

Environmental Microbiology Reports 
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El formaldehído es un compuesto tóxico para todos los seres vivos debido a su alta 

reactividad con componentes celulares como los ácidos nucleicos y las proteínas 

(Englesberg, 1952). Aunque se considera un contaminante industrial, se ha de tener en 

cuenta que el formaldehído es un subproducto en el metabolismo de la histidina y 

compuestos naturales metoxilados, y dado su origen biogénico no es sorprendente 

que los seres vivos hayan desarrollado mecanismos de detoxificación de formaldehído. 

En esta Tesis Doctoral se ha puesto de manifiesto que en P. putida KT2440 el 

formaldehído se detoxifica a través de su oxidación a formato, un compuesto menos 

tóxico, que a su vez es subsecuentemente transformado en CO2. Los ensayos de 

mineralización con 14C-formaldehído revelaron la total carencia de incorporación de 

14C en los esqueletos carbonados celulares, sugiriendo que en este microorganismo 

todo el formaldehído es mineralizado a CO2. Estos resultados contrastan con otros 

estudios publicados en otras cepas de Pseudomonas sp. en los que se describían cepas 

que eran capaces de crecer en formaldehído empleando la ruta de la ribulosa 

monofosfato (Goldberg y Matelis, 1975).  

 

En este trabajo también hemos establecido que P. putida KT2440 exhibe un nivel de 

tolerancia innata a formaldehído que le permite crecer en presencia de 

concentraciones de 1,5 mM de este compuesto. Este nivel de resistencia es similar al 

tolerado por E. coli (Kummerle et al., 1996), Burkholderia (Marx et al., 2004), 

Mycobacterium (Mitsui et al., 2000), Bacillus o Methylobacterium (Trujillo y Lindell, 

1973; Jakobsen et al., 2006; Orita et al., 2006). Aunque concentraciones de 1,5 mM de 

formaldehído inhibían el crecimiento de esta cepa, las concentraciones de 

formaldehído que conducían a la muerte celular de KT2440 eran del orden de 10 mM, 

indicando que algunos de los sistemas de defensa contra este compuesto no 

funcionaba a suficiente nivel a esas concentraciones provocando la muerte celular. En 

el primer capítulo de esta Tesis Doctoral hemos identificado, utilizando ensayos de 

transcriptómica, un conjunto de genes implicados en la respuesta de P. putida KT2440 

a concentraciones subletales de formaldehído, hecho que ha ayudado a que se 

comprenda mejor la respuesta inicial de la cepa a este compuesto químico.  
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Se ha analizado la supervivencia y la tasa de muerte en un conjunto de mutantes en 

genes inducidos en presencia de concentraciones subletales de formaldehído (0,5 

mM), y las correlaciones que se han encontrado entre la inducción génica, la inhibición 

del crecimiento y el incremento de la sensibilidad a HCOH han permitido que se 

puedan identificar una red de genes que codifican  proteínas implicadas en la 

respuesta a este compuesto tóxico, aspectos que se discuten en el texto que sigue.  

 

Varios autores han puesto de manifiesto que en Burkholderia operan de forma 

simultánea varias rutas implicadas en el metabolismo del formaldehído (Marx et al., 

2003 y 2004), y que la inactivación de una o varias de estas rutas conduce a un 

incremento de la sensibilidad a formaldehído cuando se cultivan estas bacterias en 

metanol. En P. putida KT2440 los enzimas para la transformación de formaldehído en 

formato y de éste en CO2 son redundantes, sin embargo, la inactivación de cualquiera 

de los segmentos de manera individual no influyó en la tolerancia de la cepa a 

formaldehído, sugiriendo que el metabolismo del formaldehído a CO2 no es la vía 

principal de tolerancia al aldehído, lo cual contrasta con las observaciones hechas en 

Burkholderia por el grupo de Lindstrom. 

 

En el primer capítulo de este trabajo se ha descrito que un mecanismo potencial para 

la tolerancia a formaldehído es la extrusión activa de este compuesto. En relación con 

este hecho hay que apuntar que la bomba de extrusión MexEF/OprN se induce 

específicamente en respuesta a formaldehído. Los resultados obtenidos en los ensayos 

de tolerancia en la cepa mutante MexEF sugieren que la extrusión de HCOH es 

relevante a cualquier concentración de este tóxico. Según la información de la que 

disponemos hasta el momento, éste es el primer caso en el que se ha identificado una 

bomba de eflujo de tipo RND capaz de expulsar moléculas orgánicas de bajo peso 

molecular como el formaldehído. Las bombas de eflujo RND pueden retirar sustratos 

del espacio periplásmico, de la membrana celular y del citoplasma bacteriano (Yu et 

al., 2005; Takatsuka y Nikaido, 2006), y ello gracias a la presencia de una serie de 

lóbulos en la bomba de extrusión que actúan a nivel de canales intramoleculares que 

permiten la entrada de los sustratos de la bomba hasta el centro activo de extrusión. 

La expulsión de las moléculas tóxicas por estas bombas de eflujo se produce hacia el 
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exterior celular, ya que la bomba, situada en la membrana interna, se acopla a un 

canal de membrana externa que permite salvar el periplasma. Estudios de nuestro 

laboratorio apoyan que la bomba MexEF/OprN presenta un amplio espectro de 

extrusión de compuestos xenobióticos como el TNT (Fernández et al., 2009) y 

participa, probablemente, en la homeostasis de fenilalanina (Herrera et al, 2009b, 

enviado a publicación). Aunque la bomba MexEF extruye tetraciclina y ampicilina, su 

papel en la tolerancia a antibióticos es menos relevante que el que juega la bomba 

TtgABC (Godoy et al., en preparación). El trabajo de Herrera et al. ha demostrado que 

el nivel basal de expresión de la bomba MexEF está controlado por el regulador global 

PhhR (Herrera et al., 2009a, en prensa). 

 

Por otro lado cabe destacar que en los estudios de transcriptómica aparecen inducidas 

otras dos bombas de la familia MFS (PP2647 y PP3658). Los mutantes en los genes que 

codifican dichas proteínas crecían al menos 4 veces más lentamente que la cepa 

parental a bajas concentraciones de HCOH, no obstante sus comportamientos en los 

ensayos de cinética de muerte eran similares al de la parental. Este dato se ha 

interpretado como que estas dos bombas de eflujo MFS juegan un papel en la 

tolerancia a bajas concentraciones de formaldehído. 

 

Conforme a los estudios iniciales publicados en otros microorganismos el formaldehído 

provoca daños tanto en ADN como en proteínas (Englesberg, 1952), este dato 

concuerda con el hecho de que en respuesta a concentraciones subletales de 

formaldehído se encontraran inducidos genes que codifican proteínas implicadas en 

procesos de reparación de ADN y un conjunto de genes que codifican chaperonas. En 

la colección de mutantes de Pseudomonas (en la actualidad cuenta con más de 3000 

mutantes identificados por secuenciación [Duque et al., 2007, y datos no publicados]) 

no se dispone de mutantes en genes de chaperonas, por lo que su papel específico en 

la respuesta a formaldehído no se ha podido estudiar. No obstante se han identificado 

y descrito mutantes en los sistemas de reparación de ADN. Los mutantes deficientes 

en procesos de reparación de ADN recA, recD y uvrB eran extremadamente sensibles a 

elevadas concentraciones de formaldehído, indicando que los procesos de reparación 

de ADN son de gran importancia a nivel genético en la tolerancia a dicho compuesto. 
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Los mutantes uvrB y recA son interesantes ya que crecían con velocidades similares a 

la que presentaba la cepa parental en concentraciones subletales de HCOH, no 

obstante dichas cepas eran hipersensibles a elevadas concentraciones de HCOH. Este 

hecho contrasta con el de que el mutante en recD crecía con tiempos de generación 

muy elevados a bajas concentraciones de formaldehído, sugiriendo que es necesario 

un nivel mínimo de RecD para la supervivencia a cualquier concentración de 

formaldehído. 

 

El formaldehído además puede llegar a producir estrés oxidativo al alterar el 

funcionamiento de la cadena respiratoria (Nachin et al., 2005). De acuerdo con esta 

hipótesis se observó inducción en algunos sistemas que están implicados en la 

respuesta a estrés oxidativo, como la biosíntesis de GSH y deshidrogenasas de 

hidroxiácidos. Los mutantes deficientes en la síntesis de glutatión y los que estaban 

afectados en los locus PP1616 y PP2426, los cuales codifican dos 2-hidroxiácido 

deshidrogenasas específicas de isómeros D, no crecían o crecían deficientemente en 

presencia de formaldehído 1,5 mM. Analizando en conjunto los genes inducidos en 

respuesta formaldehído; bombas de extrusión, sistemas de reparación de ADN y de 

replegamiento de proteínas y sistemas contra estrés oxidativo, hemos propuesto que 

P. putida pone marcha un conjunto de mecanismos para poder sobrevivir en presencia 

de formaldehído mas que para crecer en presencia de este tóxico. Este tipo de 

comportamiento se ha observado también cuando KT2440 se enfrenta a choques de 

compuestos orgánicos tales como el tolueno, orto-xileno o 3-metilbenzoato 

(Domínguez-Cuevas et al., 2006). Así mismo se ha descrito que en Bacillus subtilis en 

respuesta a distintos estreses (choque térmico, sales, choque de etanol, variaciones de 

pH…) se inducían genes que codifican chaperonas y genes relacionados con procesos 

de reparación de ADN (Hellmann et al., 2001; Goranov et al., 2006). Por lo que las 

observaciones realizadas en respuesta a formaldehído podrían tener un carácter de 

tipo general. 
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Aunque los estudios transcriptómicos nos ayudaron a identificar qué genes se inducían 

o reprimían en respuesta a formaldehído, no todos los genes inducidos juegan un 

papel esencial en dicha respuesta, considerándose este incremento de expresión como 

inducción gratuita (Ramos et al., 2001). Casos como este se han descrito en P. putida 

DOT-T1E y P. putida S12 expuestas a tolueno, las cuales presentaban un incremento de 

la expresión en la fructosa 1-6 bifosfato aldolasa y en la fosfenolpiruvato 

carboxiquinasa, pero los mutantes en los genes que codifican dichas proteínas 

presentaban un comportamiento similar al del parental (Segura et al., 2005). Por otro 

lado y en relación con el estrés oxidativo se ha descrito que el mutante en XenB 

(PP0920)  mostraba un comportamiento similar al de la cepa silvestre. Esto podría ser 

debido a  que P. putida posee 7 genes homólogos a xenB (van Dillewijn, sin publicar), y 

es posible que su redundancia sea la fuente por la que el comportamiento del mutante 

es idéntico al de la cepa parental. 

 

Una de las hipótesis que se propuso en esta Tesis Doctoral es que la expresión de 

genes que codifican proteínas esenciales para la tolerancia a formaldehído podría no 

inducirse en respuesta a dicho compuesto. Para comprobar esta hipótesis se generó un 

banco de 5000 mutantes independientes. Entre estos, se identificó un mutante, recD, 

sensible a formaldehído, cuyo nivel de expresión no cambiaba significativamente en 

respuesta a HCOH. Este resultado, sugiere que la proteína RecD, no sólo estaría 

implicada en procesos de reparación de ADN, si no que sería crítica para la 

supervivencia de KT2440 cuando ésta se expone a bajas concentraciones de HCOH. 

Como se mencionó en la introducción de esta Tesis, P. putida es capaz de metabolizar 

un buen número de compuestos aromáticos metoxilados que producen formaldehído 

como subproducto de su asimilación (Jiménez et al., 2004). La expresión constitutiva 

de RecD podría representar la primera barrera de actuación como defensa innata 

contra el formaldehído que se produce internamente, el cual podría generar daños a 

nivel de ADN.  
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A modo de resumen se puede decir que nuestros resultados apoyan que P. putida es 

resistente a formaldehído y dicha resistencia es multifactorial. De acuerdo con las 

observaciones descritas anteriormente, esta resistencia parece implicar la 

detoxificación mediante la conversión del tóxico a CO2, extrusión de la molécula por 

medio de la bomba de eflujo MexEFOprN, inducción de enzimas que reparan el ADN 

dañado y chaperonas que corrigen a nivel de proteínas el daño directo provocado por 

el formaldehído o el de sus efectos laterales como los daños oxidativos. Mutaciones en 

algunos de estos sistemas provocan un incremento en la sensibilidad frente a este 

compuesto tóxico. No obstante, los mecanismos que conducen a la activación de estos 

genes y las cascadas regulatorias implicadas en dicha activación no han podido ser 

esclarecidos hasta el momento. 

 

El tamaño de los genomas bacterianos parece estar correlacionado con su diversidad 

funcional y con la redundancia de funciones (Bansal, 1999; Snel et al., 1999), la cual se 

ha visto formar parte importante de la robustez genética de los organismos. Se 

conocen dos grupos de redundancia funcional: La presencia de múltiples genes 

parálogos con funciones solapadas y la presencia de rutas bioquímicas no homólogas 

que realizan funciones similares (Gu et al., 2006; Kitami y Nadeau, 2002; Wagner, 

2000). Una de las necesidades bioquímicas más importantes para cualquier 

microorganismo es tener la capacidad de detoxificar aldehídos altamente tóxicos, ya 

que son intermediarios de muchas rutas bioquímicas (Chang y Gershwin, 1992; Feron 

et al., 1991), en el caso del formaldehído se han descrito hasta 4 rutas para su 

detoxificacion que pueden operar de manera simultánea. 

 

En relación con la redundancia funcional, en el segundo capítulo de esta Tesis Doctoral 

se ha analizado detalladamente la organización física y transcripcional de los genes que 

codifican las formaldehído deshidrogenasas y formato deshidrogenasas en KT2440. Los 

análisis de BLAST del genoma de P. putida KT2440 contra secuencias depositadas en 

diferentes bases de datos confirmaron la existencia de genes y grupos de genes 

redundantes implicados en el metabolismo del formaldehído. Los productos de la 

traducción de los ORFs codificados por PP0328 y PP3970 presentan una elevada 

similitud a proteínas conocidas con actividad formaldehído deshidrogenasa, mientras 
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que PP1939 se había anotado como una formaldehído deshidrogenasa truncada, que 

en caso de que se tradujera rendiría un péptido muy corto (47 aminoácidos) (Nelson et 

al., 2002). Los análisis de RT-PCR realizados en este trabajo indican que el gen ORF 

PP0328 (fdhA) codifica una formaldehído deshidrogenasa que se transcribe como una 

unidad monocistrónica, mientras que el otro gen funcional (ORF PP3970, fdhB) forma 

parte de un operón con el gen PP3971 que codifica una proteína de función 

desconocida.  

 

Por otro lado, se han identificado dos grupos de genes formato deshidrogenasa 

(PP0489-PP0492 y PP2183-PP2186) que codifican dos complejos multicomponentes. 

Análisis de RT-PCR demostraron que los genes de estos grupos forman operones. En la 

anotación original del genoma de KT2440 se describió un codón stop ópalo en el 

residuo 196 del ORF PP0489, que podría ser traducido como un residuo de 

selenocisteína (Sec). El codón UGA, normalmente codón stop, puede también dirigir la 

incorporación del aminoácido selenocisteína en una proteína. En E. coli dicho proceso 

requiere la expresión constitutiva de los genes selA, selB, selC y selD. El gen selC 

codifica un ARNtsec específico de Sec que primero es cargado con serina por la seril-

ARNt sintetasa. Éste a su vez se convierte en selenocisteinil-ARNtSec, por medio de la 

selenocisteína sintetasa (SelA). Para dicha reacción se requiere un donador de selenio 

de bajo peso molecular, el selenofosfato, el cual se sintetiza a partir de ATP y selenio 

por medio del producto del gen selD, la selenofosfato sintetasa (Stadman y Noren, 

1996). Este proceso se detalla en la Figura 1 del material suplementario de la discusión. 

En el genoma de P. putida KT2440 se han identificado dos de los genes descritos en E. 

coli, a saber, PP0493 (SelA) y PP0494 (SelB) que codifican la L-seryl-ARNt selenio 

transferasa y el factor de elongación específico de selenocisteína, respectivamente. 

 

La síntesis de Sec y su inserción en la cadena polipeptídica requiere una compleja 

maquinaria molecular. Un rasgo clave que insta a los ribosomas a reconocer el codón 

UGA como codón Sec es el elemento secuencia de inserción de selenocisteína (SECIS), 

una estructura de tipo tallo-lazo que se encuentran en el ARNm de las selenoproteínas 

(Low y Berry, 1996). En eucariotas y arqueas, los elementos SECIS se localizan en la 

región no codificante de los genes de las selenoproteínas (Böck, 2000). La presencia de 
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selenoproteínas se da en todos los reinos, en arqueas se han descrito 7, mientras que 

en eucariotas se han descrito más de 20, de las cuales la mayoría se desconoce la 

función que desempeñan, en bacterias se han identificado unas 15 diferentes y la 

mayoría tienen asignada una función (Punginelli et al., 2004; Zhang y Gladyshev, 2005). 

 

Los elementos SECIS en bacterias (bSECIS) difieren de los elementos de eucariotas y 

arqueas tanto en secuencia como en estructura, y se localizan inmediatamente aguas 

abajo del codón UGA (Berg et al., 1991; Hüttenhofer y BöcK, 1998). Los elementos 

bSECIS mejor caracterizados son los presentes en los genes que codifican las formato 

deshidrogenasas H (FdhF), N (FdnG) y O (FdoG) de E. coli (Punginelli et al., 2004). Los 

bSECIS de E. coli están constituidos por dos dominios (Figura 2, material suplementario 

de la discusión); uno que contiene el codón UGA (TGA) y el otro una estructura tallo-

lazo de 17 nucleótidos separada del codón UGA por 11 nucleótidos. Los nucleótidos 

GU expuestos en el lazo apical y los nucleótidos UU colgantes en la parte superior del 

tallo se consideran un rasgo común entre los elementos SECIS de E. coli (Heider et al, 

1992; Hüttenhofer et al., 1996). La distancia entre el codón UGA y el lazo apical 

también parece jugar un papel importante en la incorporación de Sec (Chen et al., 

1993; Liu et al., 1998). Se han identificado elementos putativos SECIS en el ARNm de 

selenoproteínas de otras bacterias, como Clostridium sticklandii, Clostridium 

purinolyticum y Eubacterium acidaminophilum y parecen no tener semejanza entre 

ellos o con los de E. coli con respecto a las secuencias que forman el lazo o la longitud 

del tallo (Heider et al., 1991; Gursinsky et al., 2000). El elemento SECIS es reconocido 

por SelB, el cual funciona de manera homóloga al factor de elongación EF-Tu 

(Forchhammer et al., 1989; Kromayer et al., 1996). SelB une GTP y selenocisteil-ARNtsec 

y reconoce el elemento SECIS. En E. coli la interacción entre SelB y el elemento SECIS es 

altamente específica (Baron et al., 1993; Heider y Böck, 1992; Liu et al., 1998), por 

ejemplo el cambio en un sólo nucleótido del lazo apical del elemento SECIS de fdhF o el 

alargamiento o acortamiento del mismo abole por completo la inserción de Sec in vivo 

(Gursinsky et al., 2008). 
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Al hacer un análisis de la secuencia adyacente al codón UGA en el ORF PP0489 de 

KT2440, hemos localizado la secuencia que probablemente daría lugar a una 

estructura tipo tallo-lazo (Figura 3, material suplementario de la discusión), esta 

secuencia de 44 nucleótidos podría corresponder al elemento SECIS clave para la 

incorporación de Sec en la subunidad alfa de formato deshidrogenasa (PP0489). 

Además la estructura secundaria del elemento SECIS de KT2440 cumple el consenso 

anotado por Zhang y Gladyshev (2005), modelo obtenido a partir del alineamiento de 

100 estructuras tipo SECIS pertenecientes a secuencias de selenoproteínas bacterianas 

representativas (Figura 4, material suplementario de la discusión). Nuestras 

comparaciones entre el elemento SECIS de KT2440 y los correspondientes a las SECIS 

de E. coli sugieren que existe una gran homología entre ellos, por lo que cabría esperar 

que la incorporación de Sec en KT2440 se realice a través de un mecanismo similar al 

de E. coli. 

 

Se han mapeado los cuatro promotores correspondientes a las dos formaldehído 

deshidrogenasas y formato deshidrogenasas mediante la técnica de extensión de 

cebador. Los resultados muestran la presencia de promotores no canónicos que se 

expresan con cierto nivel basal en la fase de crecimiento exponencial y a elevado nivel 

en la fase estacionaria, independientemente de la presencia de formaldehído o 

formato en el medio extracelular. Estos promotores se caracterizan por tener una 

región conservada 5´-AG-CCA-C/A-CT-3´entre las posiciones -7 y -16. Además, hay que 

destacar que al comparar los niveles máximos de actividad β-galactosidasa de cada 

promotor, los niveles de expresión de PP2183 y PP0489 eran de 3 a 10 veces 

superiores al de PP0328, mientras que el promotor PP3970 presentaba niveles de 

expresión muy bajos a lo largo de la curva de crecimiento. El patrón de expresión de 

todos los promotores era el característico para los promotores dependientes de sigma-

38 (σ38). Al comparar la secuencia consenso de los promotores en estudio con la 

propuesta para los promotores reconocidos por RpoS se observó que se conservaban 

las bases de las posiciones -13(C), -10 (A/C), -8 (C) y -7 (C). Al analizar la expresión de 

los promotores en un fondo deficiente en RpoS, se encontró que la actividad de los 

mismos era entre un 10% y 56% más baja que en la cepa silvestre, sugiriendo que RpoS 

podría contribuir a la transcripción de estos genes, aunque la ARN polimerasa podría 
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utilizar otros factores sigmas alternativos para la lectura de estos promotores, hecho 

que se ha descrito para la expresión in vivo de ciertos promotores relacionados con el 

metabolismo de xenobióticos en Pseudomonas (Marqués et al., 2006; Potvin et al, 

2008; Wood y Ohman, 2009). 

 

Para determinar la contribución de los diferentes productos génicos en la 

mineralización de formaldehído y formato, se han generado mutantes simples y dobles 

en las formaldehído deshidrogenasas y formato deshidrogenasas funcionales 

identificadas por análisis de BLAST. Se estudió el efecto de las mutaciones en el 

catabolismo del formaldehído mediante la medida del desprendimiento de 14CO2 a 

partir de 14C-formaldehído o 14C-formato. Los resultados mostraron que tanto los 

mutantes simples en las formaldehído deshidrogenasas como el doble mutante 

continuaban produciendo 14CO2, lo que sugiere la presencia de una o más 

formaldehído deshidrogenasa(s) no identificada(s) hasta ahora, o bien, la participación 

de otras aldehído deshidrogenasas en el proceso de detoxificacion del formaldehído. 

Este hecho quedaría justificado por la existencia 36 genes que codifican aldehídos 

deshidrogenasas en el genoma de KT2440, además se debe tener en cuenta que las 

aldehído deshidrogenasas son enzimas que presentan una baja especificidad de 

sustrato por lo que sería bastante probable que este tipo de enzimas participara en la 

mineralización de formaldehído. Los resultados obtenidos en los ensayos de 

mineralización en mutantes simples y dobles de la formato deshidrogenasa son 

similares a los mencionados para las formaldehído deshidrogenasas. Estos mutantes 

eran capaces de metabolizar 14C-formato a 14CO2, lo que sugiere una redundancia de 

funciones que no solo se limita a los genes anotados. Este tipo de redundancia es 

frecuente en muchos microorganismos que son capaces de metabolizar formaldehído 

(Mitsui et al. 2000; Marx et al., 2003, 2004). 

 

A lo largo de este trabajo de Tesis Doctoral hemos identificado dos formato 

deshidrogenasa multicomponentes que parecen jugar un papel importante en la 

detoxificación de HCOH. En adición a estos complejos caracterizados, se han anotado 2 

ORFs como proteínas accesorias formato deshidrogenasa (PP0257 y PP0492). Análisis 

de BLAST de los productos derivados de estas ORFs mostraron que uno de ellos 
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(PP0492-llamado FmdD) posee aproximadamente un 40% de identidad con la proteína 

FdhE de Escherichia coli y Salmonella enterica (Figura 1, material suplementario del 

capítulo 3), los porcentajes de identidad son superiores (≈ 90%) en los análisis de 

BLAST de las proteínas FdhE de otras Pseudomonas como P. putida F1, P. putida GB1, 

P. putida W619 y P. entomophila L48 (Tabla 1, material suplementario del capítulo 3). 

El mismo análisis realizado para la secuencia de PP0257 confirmó que dicha proteína 

posee aproximadamente un 40% de identidad con la proteína FdhD de E. coli y S. 

enterica (Figura 2, material suplementario del capítulo 3), y al igual que en el caso 

anterior los porcentajes de identidad son superiores (≈ 90%) en los análisis de BLAST 

de otras Pseudomonas como P. putida F1, P. putida GB1, P. putida W619 y P. 

entomophila L48 (Tabla 2, material suplementario del capítulo 3). 

 

En E. coli la translocación de Fdh-N y Fdo-G se produce gracias a un péptido señal TAT 

(del inglés Twin Arginine Transport) (S/T-R-R-x-F-L-K) (motivo doble arginina) localizado 

en la región N-terminal de las subunidades FdnG y FdoG (Berks, 1996; Berks et al., 

2000), y ya que las proteínas FdnH y FdoH no la portan, varios autores han propuesto 

que las dianas de las subunidades FdnG y FdoG son suficientes para exportar los 

complejos heterodiméricos preformados FdnGH y FdoGH a través del canal TAT. Este 

motivo doble arginina sitúa al complejo proteína en la cara periplasmática de la 

membrana y se conserva también en la región N-terminal de la subunidad FmdA de P. 

putida KT2440 (Figura 5, material suplementario de la discusión). Punginelli y 

colaboradores (2004) al realizar distintos análisis bioinformáticos sugirieron que el 

ARNm específico de los primeros 17 codones de los genes fdnG y fdoG forman una 

estructura estable tallo-lazo que media el control traduccional de la síntesis de Fdh-N y 

Fdh-O (Figura 6, material suplementario de la discusión). Además estos autores 

observaron que las sustituciones de la primera arginina (R5) de la secuencia señal de 

FdnG por otro amino ácido provocaba un incremento dramático en la síntesis de 

proteína.  
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Nosotros hemos observado tras realizar distintos análisis bioinformáticos que esta 

estructura tallo-lazo aparece también en KT2440 (Figura 7, material suplementario de 

la discusión), además, la similitud entre la estructura secundaria de KT2440 y las 

distintas de E. coli nos inducen a sugerir que, probablemente, las proteínas 

multicomponentes formato deshidrogenasa de estos dos microorganismos se 

comportan de la misma manera durante el proceso de exportación. Esta estructura  

tallo-lazo se conserva en regiones codificantes de otras bacterias como Salmonella 

entérica serovar Tiphymurium, Hemophilus influenzae y Pseudomonas aeruginosa 

(Punginelli et al., 2004). 

En E. coli y S. entérica se ha descrito que FdhE participa en el mecanismo de 

exportación dependiente de TAT para los complejos formato deshidrogenasa maduros 

hacia el espacio periplasmático, mientras que FdhD se ha propuesto como una 

proteína accesoria para la maduración de dichos complejos (Mandrand-Berthelot et 

al., 1988; Lüke et al., 2008). En términos de organización genética fdhD y fdhE son 

adyacentes al operón fdoGHI (Abaibou et al., 1995; 1997; Schlindwein et al., 1990; 

Schlindwein y Mandrand 1991). En P. putida KT2440 el gen codificante de FmdD (FdhE, 

PP0492) se sitúa físicamente adyacente a uno de los operones de las 

muticomponentes formato deshidrogensa (PP0489-PP0491), mientras que fdhD no 

está ligado a ninguno de los dos grupos formato deshidrogenasa. Los análisis por RT-

PCR han confirmado que fmdD se transcribe con los tres genes adyacentes en 5´ 

(PP0489, PP0490, PP0491).  

 

El estudio del entorno genético de PP0257 indicó que este gen se transcribe 

divergentemente con respecto a PP0258 y en la misma dirección que PP0256 y 

PP0255. Análisis de RT-PCR confirmaron que PP0257 y PP0256 forman un operón y no 

se co-transcriben con PP0255. El examen de la región promotora de PP0257 mediante 

la técnica de extensión de cebador reveló la existencia de una secuencia 5´-ATGTT-

3´entre las posiciones -6 y -11 similar a la que presentan los promotores reconocidos 

por σ70
. El análisis de la expresión de la región promotora de PP0257 a lo largo de la 

curva de crecimiento mostraba un comportamiento similar al descrito para los 

promotores de las formaldehído deshidrogenasas y formato deshidrogenasas. Así,  
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PP0257 se expresaba a niveles basales en la fase exponencial y a altos niveles en la 

fase estacionaria (Figura 3A, material suplementario del capítulo 3). También 

determinamos la actividad del promotor fdhD en células cultivadas en formaldehído, 

formato, histidina y vanilato, en el metabolismo de los dos últimos compuestos se 

producen formaldehído y/o formato (Hu y Phillips, 1988; Overhage et al., 1999; 

Priefert et al., 2001; Hibia et al., 2005), y observamos que el nivel de expresión basal 

obtenido en la fase exponencial era superior en las células cultivadas en los distintos 

compuesto químicos que el obtenido cuando las células se cultivaban sólo en LB, cabe 

remarcar que la mayor actividad basal se producía en el caso del formato (Figura 3 y 

Figura 3A, material suplementario del capítulo 3). En la fase estacionaria los niveles de 

expresión de las células cultivadas en formaldehído, formato o los compuestos que 

rinden la producción de éstos llegaban a alcanzar hasta 3000 U.M. cuando se usaban 

fusiones del promotor al gen ‘lacZ (Figura 3 y Figura 3A, material suplementario del 

capítulo 3). Por otro lado nos propusimos determinar si la expresión del promotor 

PP0257 era parcialmente dependiente de RpoS, al igual que se observó en los 

promotores de los genes que participan en el metabolismo del formaldehído 

estudiados anteriormente. En el fondo mutante deficiente en sigma-38, la curva de 

actividad β-galactosidasa era similar a la observada en la cepa parental, no obstante 

los máximos niveles de expresión fueron aproximadamente la mitad de los medidos en 

la cepa silvestre (Figura 3 y Figura 3B, material suplementario del capítulo 3), lo que 

sugiere que existe una contribución de RpoS en la expresión de FdhD y que dicha 

contribución es sólo parcial.  

 

Por otro lado, haciendo referencia a los resultados de los estudios transcriptómicos 

descritos en el primer capítulo de esta Tesis Doctoral, advertimos que el gen PP0257 se 

inducía entre otros cuando KT2440 estaba expuesta a concentraciones subletales de 

formaldehído. Se han publicado resultados similares recientemente en Bacillus 

subtillis, ya que este gen se encontró inducido cuando dicha cepa era expuesta a bajos 

pHs. En E. coli y otras bacterias el pH regula el catabolismo y respiración obligando al 

microorganismo a consumir ácidos a bajos pHs y producir ácidos a pHs elevados.  
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En Bacillus subtillis los ácidos inducen un gran número de deshidrogenasas 

dependientes de NAD(P)+ como la alcohol deshidrogenasa (adhA), la alanina 

deshidrogenasa (ald), la succinato semialdehído deshidrogenasa (gabD) y varias 

formato deshidrogenasa putativas (fdhD, yjgC, yrhE, yrhG). Se ha propuesto que estas 

enzimas podrían compensar la acidez a través de NAD(P)H que transfiere iones hidruro 

al sistema de transporte de electrones. Posteriormente las bombas de protones los 

expulsan fuera de la célula (Wilks et al., 2009).  

 

En el tercer capítulo de esta Tesis Doctoral además de analizar la organización física y 

transcripcional de la ORF PP0257, quisimos estudiar el papel de las dos proteínas 

accesorias (FdmD y FdhD) en el metabolismo del formato. En E. coli y S. enterica se ha 

descrito que los mutantes en fdhD y fdhE poseen baja actividad formato 

deshidrogenasa (Mandrand-Berthelot et al., 1988; Paveglio et al., 1988; Schlindwein et 

al., 1990; Crouch et al., 2005), y que la complementación con el gen fdhD restauraba la 

actividad formato deshidrogenasa, mientras que la complementación con fdhE no lo 

hacía (Mandrand-Berthelot et al., 1988). Todo esto sugiere que FdhD y FdhE participan 

en distintos pasos de la maduración de las formato deshidrogenasas. 

 

Para determinar el efecto de la deficiencia en FmdD y FdhD medimos el 

desprendimiento de 14CO2 procedente de formaldehido (0,5 μCi) y formato (5 μCi) 

marcados con 14C tras 24h de incubación. El mutante en FdhD presentaba niveles de 

evolución de 14CO2 similares a la cepa parental (Tabla 3, material suplementario), lo 

que sugiere que PP0257 no es relevante para la detoxificacion de formaldehído o 

formato “per se”. Para corroborar esta hipótesis, testamos la sensibilidad a 

formaldehído del mutante FdhD mediante ensayos de cinética de muerte en respuesta 

a choques de 10 mM formaldehído y comprobamos que los niveles de supervivencia 

eran similares a los de la cepa parental (Tabla 4, material suplementario del capítulo 

3). También se ensayó la sensibilidad a formaldehído mediante estudios de 

crecimiento en presencia de 1,2 mM HCOH, observando que tanto el mutante como la 

cepa parental presentaban tiempos de generación y fases de latencia similares (Tabla 

5, material suplementario del capítulo 3). 
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Por otro lado el mutante en el gen fdmD (PP0492), en presencia de 14C-formato o 14C-

formaldehído, desprendía niveles de 14CO2 un 50% más bajos que los de la cepa 

parental (Tabla 3, material suplementario), lo que sugiere que esta proteína juega un 

papel directo en el proceso de maduración/localización de las formato 

deshidrogenasas de P. putida. En base a los resultados obtenidos podemos afirmar que 

en P. putida la redundancia de proteínas que participan en el metabolismo del 

formaldehído/formato puede extenderse hasta las proteínas accesorias.  

 

Nuestros resultados muestran que las actividades formaldehído deshidrogenasa y 

formato deshidrogenasa son redundantes en P. putida y que el acoplamiento de las 

formaldehído deshidrogenasas y formato deshidrogenasas es crítico para que se 

produzca eliminación eficiente del formaldehído. El sistema formaldehído 

deshidrogenasa/formato deshidrogenasa no garantiza la supervivencia celular en 

presencia de elevadas concentraciones de formaldehído, en estas situaciones se ponen 

en marcha un conjunto de mecanismos que implican la participación de chaperonas y 

enzimas implicadas en procesos de reparación de ADN, como se ha descrito al inicio de 

la Discusión. De esta manera el sistema formaldehído deshidrogenasa/formato 

deshidrogenasa podría representar un mecanismo de defensa de la célula frente a la 

producción interna de formaldehído que se origina como resultado del catabolismo de 

compuestos aromáticos metoxilados, histidina y colina. Dichos compuestos son 

abundantes en el suelo, el nicho natural de la cepa KT2440, donde las células crecen a 

expensas de estos compuestos resultantes de su excreción por plantas o como 

resultado de la degradación de lignina. De esta manera se explica el porqué de la 

redundancia de las enzimas de detoxificacion de formaldehído y los mecanismos que 

ayudan a salvar su generación en el metabolismo celular. 
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CONCLUSIONES: 

 

1. Pseudomonas putida KT2440 crece en presencia de concentraciones inferiores 

a 1,5 mM de HCOH y hasta 10 mM de HCOOH. Concentraciones de 10 mM de 

HCOH provocan la muerte celular. La respuesta de Pseudomonas putida a 

concentraciones subletales de formaldehído (por ej. 0,5 mM) implica: 

detoxificación del tóxico mediante su conversión a CO2, expulsión del mismo al 

medio extracelular por medio de bombas de extrusión, respuesta de protección 

contra estrés oxidativo y reparación del ADN y proteínas dañadas.  

2. Pseudomonas putida es capaz de detoxificar formaldehído hasta CO2, sin 

utilizarlocomo fuente de esqueletos carbonados. En la detoxificacion de 

formaldehído/formato participan al menos dos formaldehído deshidrogenasas 

y dos complejos formato deshidrogenasa. La fase de lectura denominada 

PP0328, codifica una formaldehído deshidrogenasa monocistrónica, mientras 

que PP3970 codifica una formaldehído deshidrogenasa que forma un operón 

con otro gen de función desconocida (PP3971). Se han identificado dos 

agrupaciones de genes formato deshidrogenasa (PP0489-PP0491 y PP2183-

PP2186), en cada agrupación los genes se transcriben como operones 

independientes.  

3. El sistema de detoxificación de formaldehído es efectivo a bajas 

concentraciones de formaldehído ya que los mutantes simples y dobles en 

formaldehído y formato deshidrogenasas exhiben fases de latencia más largas 

que las de la cepa parental cuando son confrontadas con concentraciones de 

formaldehído cercanas a 1,5 mM.  

4. La expresión de los genes formaldehído deshidrogenasa y formato 

deshidrogenasa, y la del gen accesorio PP0492 tiene lugar desde promotores no 

canónicos. Éstos se expresan a niveles basales en la fase de crecimiento 

exponencial y a niveles más altos en la fase estacionaria independientemente 

de la presencia extracelular de formaldehído o formato. Estos promotores se 

caracterizan por tener una región conservada 5’-AG-CCA-C/A-CT-3’. La 

expresión de estos promotores está, en parte, influenciada por el factor sigma 

RpoS. 

5. La fase de lectura PP0257 (fdhD) forma un operón con PP0256. Este operón se 

expresa preferentemente en fase estacionaria y su nivel de expresión se ve 

incrementado en respuesta a formaldehído, formato o compuestos químicos 

que rinden estos compuestos C1. La región promotora de PP0257 posee una 

secuencia 5´-ATGTT-3´ similar a la que presentan los promotores reconocidos 

por σ70, aunque su transcripción también podría estar mediada por RpoS.  
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6. La bomba de extrusión MexEF/OprN y las codificadas por los genes PP2647 y 

PP3658 se inducen en respuesta a formaldehído. El mutante en la bomba 

MexEF es más sensible a formaldehído que la cepa silvestre. Éste trabajo es el 

primero en identificar una bomba de eflujo de tipo RND capaz de expulsar 

moléculas orgánicas de bajo peso molecular. 

7. La expresión de los genes recA y uvrB, genes que codifican proteínas implicadas 

en procesos de reparación de ADN, se induce a concentraciones subletales de 

HCOH y los mutantes en dichos genes son hipersensibles a elevadas 

concentraciones de HCOH. 

8. En una búsqueda de mutantes sensibles a HCOH se identificó RecD, también 

implicado en procesos de reparación de ADN, como proteína relevante en la 

tolerancia a formaldehído pero no inducible en respuesta a bajas 

concentraciones de HCOH. Se propone que RecD podría representar la primera 

barrera de actuación como defensa innata contra el formaldehído que se 

produce durante el metabolismo de compuestos que rinden formaldehído y 

formato. 

9. En respuesta al estrés oxidativo generado por el formaldehído se induce la 

síntesis de GSH y deshidrogenasas de hidroxiácidos. Los mutantes deficientes 

en la síntesis de glutatión y los que estaban afectados en los loci PP1616 y 

PP2426, los cuales codifican dos 2- hidroxiácido deshidrogenasas especificas de 

isómeros D, no crecían o crecían deficientemente en presencia de 

formaldehído 1,5 mM 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO DE LA INTRODUCCIÓN: 

 

 

Figura 1. Análisis filogenético de la secuencia de aminoácidos de la proteína HPS (A) y 

la proteína PHI (B) empleando el programa CLUSTAL W del servidor DDBJ (Thompson 

et al., 1994). La similitud entre la secuencia de aminoácidos del gen putativo en cada 

organismo indicado y las secuencias de aminoácidos de HPS y PHI de M. gastri MB19 era la 

siguiente: M. jannaschii (HPS, 57.3%; PHI, 67.0%), M. thermoautotrophicum (HPS, 53.9%; PHI, 

56.3%), A. fulgidus (HPS, 81.2%; PHI,68.6%), P. horikoshii (HPS, 74.5%; PHI, 67.5%), B. subtilis 

(HPS, 76.2%; PHI, 72.1%), H. influenzae (HPS, 58.0%; PHI, 43.0%), E. coli (HPS, 62.8%; PHI, 

36.0%), M. pneumoniae (HPS, 64.8%), and C. perfringens (PHI, 48.9%). Obtenido de Mitsui et 

al., 2000. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL CAPÍTULO 1: 

 

 

Tabla 1. Genes reprimidos en P. putida KT2440 pWWO. 

TIGR 
identifier Gene product 

Gene 
name 

Change 
(fold) 

PP_0876 Transcriptional regulator, AraC family  -1.91 

PP_0913 Conserved hypothetical protein  -1.84 

PP_1788 Hypothetical protein  -2.32 

PP_1789 Hydrolase, haloacid dehalogenase-like family  -2.11 

PP_1790 
Acylneuraminate cytidylyltransferase, putative hypothetical 

protein 
 -1.97 

PP_1812 Hypothetical protein  -2.46 

PP_1959 Hypothetical protein  -1.98 

PP_3558 
Amino acid transporter, periplasmic amino acid-binding protein, 

putative 
 -2.21 

PP_3642 Hypothetical protein  -2.16 

PP_3872 Hypothetical protein  -1.89 

PP_3963 Conserved domain protein  -2.11 

PP_4265 Transcriptional regulator Anr anr -1.94 

PP_5044 GTP-binding protein TypA/BipA  -1.82 

PP_5107 Monofunctional biosynthetic peptidoglycan transglycosylase mtgA -2.88 

PP_5184 Glutamine synthetase, putative glnA -2.50 

PP_5329 Phosphate ABC transporter, periplasmic phosphate-binding protein pstS -2.09 

PP_5338 Aspartate ammonia-lyase aspA -2.06 

Los datos corresponden a medidas realizadas 20 minutos tras la adición de0,5 mM HCOH 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL CAPÍTULO 2: 

 

 

 

Figura 1. Evolución de la expresión de PP0489 (A) y PP2183 

(B) a lo largo de la curva de crecimiento. Un plásmido que 

portaba una fusión de las regiones promotoras de cada gen 

al gen ´lacZ en el pMP220 se transformó en la cepa silvestre 

P. putida KT2440. Las células se cultivaron en medio LB 

(cuadrados) suplementado o no con 0,5 mM HCOH 

(círculos) o con 10 mM HCOOH (triángulos). A los tiempos 

indicados se realizó un seguimiento del crecimiento celular 

como turbidez del cultivo a 660 nm (cuadrados, círculos y 

triángulos vacíos) y se determinó la actividad β-

galactosidasa en Unidades Miller (cuadrados, círculos y 

triángulos rellenos). 
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Tabla 1. Cebadores empleados en este estudio. 

Nombre del primer  Uso Secuencia 

PP0327/0328 5´ Fusión a Pmp220 AAGGATCCTGAACGCCAACCGGACTG 

PP0327/0328 3´ Fusión a Pmp220 TACTGCAGCTCTTACCTCGCTTGAT 

PP3969/3970 5´ Fusión a Pmp220 TAGGATCCATGCAAGAGCTGCTAC 

PP3969/3970 3´ Fusión a Pmp220 AACTGCAGCTCTCATAGTCTTGCT 

PP0488/0489 5´ Fusión a Pmp220 AAGGATCCTGTGGCGCAGAGCAG 

PP0488/0489 3´ Fusión a Pmp220 CAGGTACCGTCGTAGCCGCTGAACA 

PP2182/2183 5´ Fusión a Pmp220 AAGGATCCGGGGCGTAATCACG 

PP2182/2183 3´ Fusión a Pmp220 TACTGCAGCGGACCTCGGCATC 

PP0489 5´pCHESIΩKmGm Constr. mutante CAGAGCTCACCGCGATGCCAACTTC 

PP0489 3´pCHESIΩKmGm Constr. mutante CAGGTACCGTCGTAGCCGCTGAACA 

PP3970 5´pCHESIΩKmGm Constr. mutante CAGAATTCCTCCTACCACGGTGCTAAC 

PP3970 3´pCHESIΩKmGm Constr. mutante CAGAGCTCGGATGTCGGATAGGAACAG 

P.ext 0328 Primer extension TTCAGGATGACGCCGTGTTC 

P.ext 0489 Primer extension CCCCACGTGCTTCAGCCAGGGC 

P.ext 2183 Primer extension CAGTAGGGGCAGTGTTACG 

P.ext 3970 Primer extension GCCGAAGATGTCGCCTGCT 

RT 0327/0328 5´ RT CAACCGGACTGTCGTTCTGT 

RT 0327/0328 3´ RT GAACACGGCGTCATCCTGAA 

RT 3969/3970 5´ RT TGCACCTTGGACTCGCTCAG 

RT 3969/3970 3´ RT GCCGAAGATGTCGCCTTGCT 

RT 3970/3971 5´ RT TCGTTACTCACCGCTTAGCC 

RT 3970/3971 3´ RT CCACAGGTCGATGAGCAGAA 

RT 3971/3972 5´ RT TTGCGTTACCTGGCCTGTTC 

RT 3971/3972 3´ RT CTGGCAAGGCTGTTGGACAT 

RT 0488/0489 5´ RT TGCTCAGGCACGGACTTCTC 

RT 0488/0489 3´ RT GAACTGCCGACGGTTCAGGT 

RT 0489/0490 5´ RT TGGCTACCTGACCAATACCT 

RT 0489/0490 3´ RT TCACGCAGTTCATTCCACTC 

RT 0491/0492 5´ RT CGAAGTGACCGGCGACAAGA 

RT 0491/0492 3´ RT CCACAAGCTGCTGCTGGATG 

RT 0492/0493 5´ RT TTGCGTTACCTGGCCTGTTC 

RT 0492/0493 3´ RT CTGGCAAGGCTGTTGGACAT 

RT 2183/2184 5´ RT CATCAGCCTGCGCCCTGTTT 

RT 2183/2184 3´ RT ATCAGCGGCTCCAGCCAGTA 

RT 2184/2185 5´ RT GGCGGTATGACTGCCTATCC 

RT 2184/2185 3´ RT AGCCGCGCATGCCTTCGATT 

RT 2185/2186 5´ RT GTGACGGCAGTGGAAGTGGT 

RT 2185/2186  3´ RT GGCGTCCAGAAGCTCTGCA 

En negrita – bases “añadidas” (no hibridan con la secuencia original) 
Subrayado – sitio de restricción  
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MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL CAPÍTULO 3:  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Alineamientos entre las secuencias de las proteínas FmdD de P. putida 

KT2440 y FdhE de E. coli K-12. La Figura muestra un recuadro donde se remarcan con un 

asterisco los 4 motivos CXXC conservados que son indicativos de la presencia de cofactores 

metálicos, como grupos Fe-S, iones de Zn (II) o iones de Cu (II) (Sargent, 2007b; Turner et 

al., 2004) Las proteínas FdhE presentan al menos dos iones Fe (III) unidos por motivos 

cisteína CXXC. Éstos residuos se conservan en los 400 miembros de la familia FdhE (Turner 

et al., 2004) y son esenciales para la estabilidad y función biológica de la proteína (Lüke et 

al., 2008).El alineamiento se ha obtenido del análisis de BLAST de la secuencia fmdD 

(PP0492) por medio del servidor web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  

 

 

 

 



                                                                                               Material suplementario 

115 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Alineamientos de las secuencias de las proteínas FdhD de P. putida KT2440 y 

FdhD de E. coli K-12. El alineamiento se ha obtenido del análisis de BLAST de la secuencia fdhD 

(PP0257) por medio del servidor web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
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Figura 3. Evolución de la expresión de fdhD (PP0257) a lo largo 

de la curva de crecimiento. Un plásmido que portaba una fusión 

de la región promotora del gen fdhD al gen ´lacZ en el pMP220 se 

transformó en la cepa silvestre P. putida KT2440 (A) y en el mutante 

RpoS (Ramos-González, M.I, y Molin, S. 1998) (B). Las células se 

cultivaron en medio LB (cuadrados) suplementado o no con 0,5 mM 

HCOH (círculos) o con 10 mM HCOOH (triángulos). A los tiempos 

indicados se realizó un seguimiento del crecimiento celular como 

medida de la turbidez del cultivo a 660 nm (cuadrados, círculos y 

triángulos vacíos) y se determinó la actividad β-galactosidasa en 

Unidades Miller (cuadrados, círculos y triángulos rellenos). 
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Tabla 1. Porcentaje de identidad y similitud del ORF PP0492 (FmdD) respecto a otros 

microorganismos.  

Cepa 
Tamaño 

(AA) 
identidad 

(%) 
Positivos 

(%/AA post) 
Gen 

Pseudomonas putida F1 308 98 99/306 Pput_0526 

Pseudomonas putida GB-1 306 92 95/292 Pput GB1_0535 

Pseudomonas putida W619 316 88 92/291 Pput W619_0547 

Pseudomonas entomophila L48 308 87 92/283 fdhE 

Pseudomonas fluorescens Pf0-1 308 64 77/234 Pf101_2701 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 309 59 70/214 fdhE 

Pseudomonas stutzeri 305 53 67/205 PST_0163 

Salmonella enterica subsp 
enterica serovar Tiphy 

308 39 53/156 fdhE 

Escherichia coli. K-12 309 39 52/153 fdhE 

Los parámetros de la tabla se han obtenido del análisis de BLAST de la secuencia fdhD (PP0257) por 

medio del servidor web http://blast.jcvi.org/cmr-blast/. 
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Tabla 2. Porcentaje de identidad y similitud del ORF PP0257 (FdhD) respecto a otros 

microorganismos.  

Cepa 
Tamaño 

(AA) 
identidad 

(%) 
Positivos 

(%/AA post) 
Gen 

Pseudomonas putida F1 276 98 99/275 Pput_0272 

Pseudomonas putida GB-1 276 97 98/272 Pput GB1_0282 

Pseudomonas putida W619 276 94 97/269 Pput W619_4953 

Pseudomonas entomophila L48 275 92 95/263 PSEEN 0241 

Pseudomonas fluorescens Pf0-1 280 77 86/239 Pf101_0280 

Pseudomonas syringae pv. 

tomato str. DC3000 
278 76 84/227 fdhD 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 279 62 73/198 PAO5180 

Pseudomonas stutzeri 265 72 83/181 PST_0315 

Pseudomonas syringae pv. 

phaseolicola 1448A 
278 75 83/225 fdhD 

Escherichia coli. K-12 277 41 59/140 fdhD 

 

Los parámetros de la tabla se han obtenido del análisis de BLAST de la secuencia fdhD (PP0257) por 

medio del servidor web http://blast.jcvi.org/cmr-blast/. 
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Tabla 3. Mineralización máxima de [14C] formaldehído y 
[14C] formato de la cepa silvestre KT2440 y los mutantes 

isogénicos PP0492 y PP0257.  

Nivel de 14CO2 producido (x 1000 cpm) a partir de 
 

Cepa HCOH COOH 

KT2440 R 10,5 ± 0,3 207 ± 10 

PP0492 6,4 ± 0,3 113 ± 2 

PP0257 11 ± 0,9 195 ± 12 
 

Las cepas indicadas se cultivaron en medio LB durante 12 h, 

después se diluyeron 100 veces en el mismo medio 

suplementado con 0,5 μCi de formaldehído ó 5 μCi de formato. 

El 14CO2 desprendido se capturó en una solución (KOH 5 mM) 

situada en un vasito fijado al fondo del matraz de incubación. 

Los valores representados en la tabla se obtuvieron tras 24 

horas de incubación. 
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Tabla 4. Nivel de supervivencia a choques de HCOH 10 mM 

en la cepa parental y los mutantes en los distintos genes 

implicados en el metabolismo del HCOH.  

Cepa 
UFC/ml 

(T=0 min) 

UFC/ml 

(T=30 min) 
SR 

KT2440 R 109 106 10-3 

PP0328 108 105 10-3 

PP3970 108 105 10-3 

PP0489 109 107 10-2 

PP0492 108 105 10-4 

PP2184 109 107 10-2 

PP0257 109 106 10-3 

 

Las cepas indicadas se cultivaron en medio LB durante 12 h, 

después se diluyeron 100 veces en el mismo medio hasta alcanzar 

una turbidez de 0,05 a 660 nm. Cuando los cultivos alcanzaron 

una turbidez de 0,8 ± 0,05 a 660 nm (fase de crecimiento 

exponencial) se realizó un choque con 10 mM HCOH, tras el cual 

se realizó el recuento de UFC/ml a distintos tiempos (0, 10, 30 y 

60 min). Para estimar el nivel de sensibilidad se determinó el ratio 

de supervivencia (S.R.) como el ratio entre el número de CFU/ml 

presentes a t=30min tras el choque 10 mM y el número de CFU/ml 

presentes antes de la adición del tóxico. 
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Tabla 5. Efecto de concentraciones elevadas de formaldehído 

en la fase de latencia y en el tiempo de duplicación de la fase 

exponencial.  

Cepa 
Tiempo de latencia  

(h) 
Tiempo de duplicación 

(min) 

KT2440 R 4 ± 0,1 56 ± 1 

PP0492 4,5 ± 0,1 76 ± 6 

PP0257 5 ± 0,5 60 ± 1 
 

Las cepas indicadas se cultivaron en medio LB durante 12 h, después se 

diluyeron 100 veces en el mismo medio hasta alcanzar una turbidez de 

0,05 a 660 nm. Los cultivos se suplementaron con 1,2 mM HCOH, y se 

determinó el tiempo de latencia (periodo de tiempo necesario para que 

el cultivo alcance una turbidez de 0,1 a 660 nm). Cuando los cultivos 

crecían exponencialmente, se estimó el tiempo de duplicación como el 

tiempo medio que el cultivo necesita para duplicar su turbidez.  
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MATERIAL SUPLEMENTARIO DE LA DISCUSIÓN:  

 

 

 

 

 

Figura 1. Ruta biosintética para la incorporación de selenocisteína. SelC, el 

ARNt específico del codón Sec es primero cargado con serina. SelD, dependiente de 

ATP cataliza la transformación del selenito ambiental a especies activadas de 

seleno-fosfato. Estas especies son empleadas por SelA para reemplazar el hidroxilo 

serina por selenol, formando un ARNt cargado con Sec que reconoce al codón ópalo 

UGA. En presencia de GTP, el factor de elongación SelB efectúa la traducción Sec 

mediante la unión del ARNt-Sec y el ARNm SECIS. Obtenido de Sandman y Noren, 

2000. 
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Figura 2. Modelos de las estructuras secundarias de las bSECIS de las 

formato deshidrogenasas de E. coli fdhF y fdnG. El nucleótido colgante y los 

nucleótidos del lazo apical que interactúan con el factor de elongación SelB están 

recuadrados en azul. La numeración de las dos estructuras comienza en el codón 

UGA selenocisteína. Las estructuras se han obtenido de Hüttenhofer et al., 1996. 

Adaptado de Krol, 2002. 
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Figura 3. Modelos de las estructuras secundarias de las bSECIS de las formato 

deshidrogenasas fdhF de E. coli y fdmA de P. putida KT2440. Los modelos se han construido con 

los 44 nucleótidos adyacentes al codón UGA. Las secuencia de fdhf se ha extraído de Krol, 2002 y la de 

fmdA (PP0489) de Nelson et al, 2002. Las estructuras secundarias se han obtenido con el servidor web 

RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi). La numeración de las dos estructuras 

comienza en el codón UGA selenocisteína.  
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Figura 4. Modelo estructural del consenso bSECIS y restricciones mínimas de la ORF. El codón 

UGA se muestra en negrita y subrayado. El modelo del consenso incluye: (i) 3-14 nt en el lazo apical y 4-

16 nt en el tallo superior, (ii) al menos una G entre los dos primeros nucleótidos del lazo apical, (iii) un 

espacio de 13-37 nt entre el codón UGA y el lazo apical y (iv) MFE (mínima energía libre) ≤ -7,5 Kcal/mol. 

Las restricciones mínimas de la ORF incluyen al menos un codón AUG/GUG entre el codón UGA y el 

primer codón stop situado aguas arriba del codón UGA. Obtenido de Zhang y Gladishev ,2005.  
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Figura 5. Alineamientos entre las secuencias de las proteínas FmdA (PP0489) de P putida KT2440 

y FDOG de E. coli K-12. La Figura muestra en un recuadro el motivo doble arginina N/S-R-R-Q-F-F-K, 

siendo el anatodado en la Bibliografía S/T-R-R-x-F-L-K. Éste péptido señal se localiza en la región N-terminal 

de las dos proteínas (Berks, 1996; Berks et al., 2000). El alineamiento se ha obtenido del análisis de BLAST 

de la secuencia fdhE PP0492 por medio del servidor web http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
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Figura 6. El ARNm específico del péptido señal fdnG puede ser empaquetado en una 

estructura tallo-lazo. La posición del codón de inicio se indica en negrita, la secuencia Shine-Dalgarno 

de unión al ribosoma se muestra subrayada. La numeración mostrada es relativa a la primera base del 

codón de inicio y se designa +1. (A) Porción del ADN del plásmido pVJS2248 (Stanley et al., 2002) 

mostrando la primera parte de la región codificante del péptido señal de fdnG. Los aminoácidos del 

motivo doble arginina aparecen con doble subrayado. (B) El ARNm que cubre la región mostrada en la 

sección A de la figura se empaquetó empleando el programa mfold 3 (Zuker, 2003) procedente del 

servidor web http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold. Adaptado de Punginelli et al, 2004. 
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Figura 7. Modelos de las estructuras secundarias de 17 primeros codones de las formato 

deshidrogenasas fdhF, fdnG, fdoG de E. coli y fdmA de P. putida KT2440. Los modelos se han 

construido con los 48 primeros nucleótidos de las secuencias de los genes fdhF, fdnG y fdoG de E. coli 

K-12 y la de fmdA (PP0489) de P. putida KT2440 disponibles en la base de datos TIGR 

(http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/CMR/CmrHomePage.cgi). Los análisis bioinformáticos realizados por 

distintos autores sugieren que el ARNm especifico de los primeros 17 codones de los genes fdnG y 

fdoG forma una estructura estable tallo-lazo que media el control traduccional de la síntesis de Fdh-N 

y Fdh-O (Punginelli et al., 2004). Las estructuras secundarias se han obtenido con el servidor web 

RNAfold RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi). La semejanzas entre las 

estructuras secundarias obtenidas nos hacen pensar que probablemente las proteínas 

multicomponentes formato deshidrogenasa de E coli y P. putida KT2440 se comporten de la misma 

manera durante el proceso de exportación.  
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