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1. COMPUESTOS AROMATICOS EN LA NATURALEZA Y SU BIODEGRADACION

Los compuestos aromaticos son abundantes en la naturaleza, donde
desempeian gran variedad de funciones. Presentan mucha diversidad estructural, y
son producidos o transformados por una gran variedad de organismos, siendo las
plantas las que més prolificamente los producen y los microorganismos los que mas
los utilizan como sustrato, pudiendo servir como sustrato para el crecimiento de
numerosas bacterias (Figura 1). Muchos compuestos naturales, entre los que se
incluyen algunos aminoacidos como el triptéfano, fenilalanina y tiroxina, tienen anillos
aromaticos; también las quinonas y los flavonoides, que actian como componentes de
membrana en la transferencia de electrones, o los compuestos fendlicos y taninos, y
numerosas coenzimas aromaticas que participan en las reacciones enzimaticas.
Ademads, la estructura del anillo aromatico se encuentra en polimeros como la lignina
de plantas superiores, que supone el 30% del material de la planta y es el segundo
polimero en importancia en la naturaleza después de la celulosa (Adler, 1977; Heider
and Fuchs, 1997). También los compuestos aromaticos son importantes
constituyentes de los tejidos de las plantas, donde actian como protectores frente a la
invasion de microorganismos, o polimerizan en contacto con el aire para sellar las
heridas (Schink et al., 2000).
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Figura 1. Fuentes naturales y antropogénicas de compuestos aromaticos en la naturaleza. Tomado de
(Fuchs, 2008).

Los compuestos aroméaticos presentes en la naturaleza también pueden ser de
origen sintético, y desempefian una gran variedad de funciones en la industria. La

actividad industrial libera de forma continuada al medio ambiente numerosos



contaminantes de distinta naturaleza. Por ejemplo, la industria farmacéutica y quimica
liberan un amplio rango de compuestos xenobidticos y polimeros sintéticos; la industria
del papel libera al ambiente compuestos organicos clorados; los combustibles fosiles
(carbon y petréleo) pueden liberarse accidentalmente y contaminar ecosistemas; y no
hay que olvidar la agricultura intensiva, que libera una gran cantidad de fertilizantes,
pesticidas y herbicidas (Dua et al., 2002; Rieger et al., 2002; Diaz, 2004). La mayoria
de estos contaminantes liberados al medio ambiente por el hombre son compuestos
toxicos para los organismos vivos. Entre ellos, los compuestos arométicos constituyen
uno de los motivos principales de preocupacion de las Agencias Medioambientales
debido a su gran persistencia en el medio ambiente, gracias en parte a la gran
estabilidad del anillo aromatico. Es sabido que los contaminantes aromaticos tienen
efectos téxicos en el hombre, muchos de ellos son carcinogénicos, mutagénicos y
pueden tener efectos teratdgenos. Debido a su toxicidad y al incremento del riesgo de
causar cancer, la concentracion permitida de compuestos aromaticos en el agua

potable est4 estrictamente regulada.

Plantas y animales son capaces de madificar la estructura del anillo aromatico
y degradar un nimero limitado de estos compuestos, pero no contribuyen en gran
medida a su mineralizacion; en la naturaleza, ésta la llevan a cabo esencialmente los
microorganismos, especialmente hongos y bacterias que son capaces de atacar
incluso grandes polimeros como la lignina en presencia de oxigeno molecular. Los
compuestos arométicos de bajo peso molecular pueden ser usados como sustrato
para el crecimiento por organismos aerobios, como hongos, bacterias y algunas algas;
ademas, algunas bacterias los pueden usar como sustrato en condiciones anaerébicas
(Heider and Fuchs, 1997).

Esta gran habilidad de las bacterias para utilizar muchos compuestos
aromaticos se debe, como hemos visto, a que muchos de ellos son muy comunes en
el medio ambiente. Sin embargo, otros son relativamente recientes, como es el caso
de los compuestos xenobidticos de origen antropogénico y que so6lo han estado en
contacto con la microbiota desde la era industrial (unos 100 afios). A pesar de esto, es

posible encontrar bacterias capaces de degradar algunos de ellos (Diaz, 2004).

El oxigeno es el principal aceptor de electrones en la respiracion microbiana, y

la respiracion aerobia es la que mas energia proporciona a la célula (Figura 2).
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Figura 2. Utilizacion microbiana de los compuestos aromaticos. A la derecha, la energética de la
degradacion con los distintos tipos de respiracion (aerébica y anaerdbica) utilizando como compuesto
modelo el benzoato. La metanogénesis necesita una reaccion de fermentacién acoplada. Los géneros
bacterianos representativos de cada tipo de metabolismo estan entre paréntesis. Los distintos tipos de
microorganismos en base a su respiracion se presentan en recuadros en color rojo (Widdel and Rabus,
2001; Diaz, 2004)

Existe una gran diversidad filogenética de microorganismos capaces de
degradar aromaticos aerdbicamente, que han sido estudiados profusamente en los
ultimos 60 afios (Kreft and Schink, 1994). Sin embargo, muchos de los ambientes
contaminados son a menudo andxicos, como lo son algunos acuiferos contaminados,
los sedimentos marinos o de agua dulce, suelos anegados, etc. En estos ambientes
los procesos activos son esencialmente anaerobios, y la biodegradacion de los
compuestos aroméaticos puede ocurrir en condiciones de anaerobiosis tanto estricta,
como facultativa si el ambiente es microaerdfilo. En estos entornos los
microorganismos utilizan aceptores de electrones alternativos al oxigeno, como nitrato
(bacterias nitratorreductoras, nitrate reducing bacteria, NRB), sulfato (bacterias
sulfatorreductoras, sulfate reducing bacteria SRB), Fe (lll) (bacterias reductoras de i6n
férrico), CO, (metandgenas) u otros aceptores (clorato, Mn, Cr, U, etc.) (Figura 2)
(Widdel and Rabus, 2001; Gibson and Harwood, 2002; Lovley, 2003; Diaz, 2004).

El uso de aceptores de electrones diferentes del oxigeno por la microbiota
autéctona en un determinado entorno va a depender de su disponibilidad y de la
competencia entre los organismos con diferentes tipos de respiracion por los

donadores de electrones (Lovley, 2003; Diaz, 2004). Como se muestra en la figura 2,



en términos energéticos, la degradacién de aromaticos utilizando nitrato y Fe(lll) como
aceptor final de electrones es casi tan eficiente como el uso de oxigeno; sin embargo,
las bacterias reductoras de sulfato y las metandgenas generan comparativamente
mucha menos energia (Field et al., 1995; Diaz, 2004). Por su parte, los organismos
fermentadores soélo consiguen llevar a cabo una biodegradacién completa en sintrofia,
ya que soélo es energéticamente favorable cuando estd acompafiada de la utilizacién
de los productos finales generados durante la fermentacion por parte de metandégenos
o0 SRB. Finalmente, las bacterias fotosintéticas obtienen la energia de la luz y
degradan los compuestos aromaticos anaerébicamente hasta formar metabolitos
intermediarios, como acetil-CoA, que es utilizado después en reacciones biosintéticas
(Gibson and Harwood, 2002; Diaz, 2004). En general existe una gran diversidad en el
metabolismo de compuestos aromaticos, que en la naturaleza va a depender de la
disponibilidad de oxigeno y de la capacidad de utilizar aceptores de electrones
alternativos para la respiracion. La presencia de microorganismos con esta capacidad
supone una ventaja cuando se producen fluctuaciones entre condiciones aerdbicas y

anaerobicas (Fuchs, 2008).

Como hemos visto, en el medio ambiente se encuentran numerosos
compuestos aromaticos, y los microorganismos son los principales biodegradadores.
Las técnicas de biodegradacion pretenden aprovechar los procesos metabdlicos de los
microorganismos para eliminar los contaminantes aromaticos, un proceso que debe
ser rentable para jugar un papel importante en la recuperacion de ambientes

contaminados (Cao et al., 2009).

1.1 Metabolismo aerobio de compuestos aromaticos

La degradacién de compuestos aromaticos en condiciones aerdbicas se basa
en el uso del oxigeno molecular para la rotura del anillo aromético. Este mecanismo
enzimatico esta muy extendido en la naturaleza y una gran cantidad de sustratos,
entre lo que se incluyen compuestos aromaticos e hidrocarburos, requieren oxigeno
molecular para su metabolismo (Wackett and Hershberger, 2001; Burton, 2003). Estas
reacciones las llevan a cabo oxigenasas, enzimas que utilizan el oxigeno como
cosustrato y lo incorporan al anillo aromatico. Este mecanismo se demostré
inicialmente gracias a los trabajos de Hayaishi en 1955, quien demostré por primera
vez que el oxigeno incorporado al catecol por una pirocatecasa bacteriana para dar
acido muconico procedia del O, molecular y no del agua, como se creia hasta ese

momento (Hayaishi, 1994). Las oxigenasas involucradas en la degradacion de



compuestos aromaticos pueden ser mono- y di-oxigenasas. Las monooxigenasas
catalizan la incorporacion de un atomo de O, a la molécula orgénica y otro es reducido
hasta agua (Figura 3). Estas enzimas generalmente usan NADH o NADPH como
cofactor que proporciona el poder reductor y pueden ser dependientes de metales,
grupo hemo o flavinas (Bugg, 1997; Burton, 2003; Ullrich and Hofrichter, 2007). Las
dioxigenasas incorporan ambos atomos de la molécula de oxigeno a la molécula
orgéanica (Burton, 2003; Boyd and Bugg, 2006; Boyd et al., 2006; Ullrich and Hofrichter,
2007). Dentro de las dioxigenasas se distinguen dos clases principales: dioxigenasas
hierro azufre dependientes de hemo y dioxigenasas no dependientes de hemo, donde
la mayoria son dependientes de NADH (Burton, 2003; Wackett, 2003).
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Figura 3. Accién de monooxigenasas y dioxigenasas en el metabolismo aerobio. Ejemplo de la accion de
monooxigenasas sobre una molécula de tolueno y de dioxigenasas sobre una molécula de benceno,
donde la introduccion de grupos hidroxilo y la rotura del anillo aromatico dependen del oxigeno (Fuchs
2008).

En el metabolismo aerobio de aromaticos, una gran variedad de sustratos son
canalizados a través de rutas periféricas para dar lugar a unos pocos intermediarios
centrales. Los principales intermediarios que se producen tienen dos grupos hidroxilo,
bien adyacente o bien situados en posicion para. Como ejemplo tenemos el catecol
(1,2-dihidroxibenceno), protocatecuato (3,4-dihidroxibenzoato) y gentisato (2,5-
dihidroxibenzoato), compuestos intermediarios que son el sustrato de dioxigenasas de
las rutas centrales, enzimas encargadas de la rotura del anillo aromatico. Esta puede
ocurrir entre dos grupos hidroxilo (rotura en ortho) o proxima a uno de estos grupos
(rotura en meta), mediante la introduccion de una molécula de oxigeno, dando lugar a

un compuesto no aromatico que a través de una serie de reacciones enzimaticas dara



lugar a intermediarios del ciclo de Krebs (Dagley et al., 1971; Harayama et al., 1992;
Harwood and Parales, 1996; Fuchs, 2008).

1.2 Metabolismo anaerobio de compuestos aroméaticos

El catabolismo anaerobio bacteriano de los compuestos aromaticos permite
que una gran variedad de compuestos aroméaticos, a través de numerosas rutas
periféricas, den lugar a un nimero limitado de intermediarios aroméaticos centrales
(monociclicos); el intermediario mas comun es el benzoil-CoA, pero algunas rutas
confluyen en resorcinol (1,3-dihidroxibenceno), floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno),
hidroxi-hidroquinona (HHQ, 1,2,4-trihidroxibenceno), 6-hidroxinicotinato, o derivados
del benzoil-CoA. La figura 4 muestra un esquema de las principales rutas periféricas

descritas y los intermediarios centrales en los que confluyen.
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Figura 4. Esquema del catabolismo anaerobio de compuestos aromaticos, donde se puede apreciar las
rutas periféricas y el denominado embudo catabdlico. Los compuestos periféricos desembocan en un
compuesto del metabolismo central (flecha negra). En la desaromatizacién de los intermediarios centrales
puede intervenir una ferredoxina (Fd) y energia (por ejemplo, ATP) (flecha roja), una ferredoxina (flecha
azul) o NAD(P)H (flecha verde) como donadores de electrones. También se ha descrito una
desaromatizacion oxidativa de HHQ (flecha amarilla) (Carmona et al., 2009).



En la degradacion de los compuestos aromaticos hidroxilados, resorcinol y a-
resorcilato, por bacterias desnitrificantes, tema objeto de estudio de esta tesis doctoral,
estos son hidroxilados hasta dar el intermediario comin HHQ, que sufre una

desaromatizacion oxidativa hasta HBQ.

1.2.1 Ruta del benzoil-CoA

Uno de los compuestos aromaticos mejor estudiados y modelo en los estudios
de degradacién anaerobia es el benzoato, que se degrada a través de la ruta del
benzoil-CoA. El catabolismo anaerdbio del benzoato se ha estudiado a nivel molecular
en numerosos organismos anaerobios facultativos, como por ejemplo en las bacterias
desnitrificantes Thauera aromatica, Azoarcus spp. (betaproteobacterias) (Breese et al.,
1998; Harwood et al., 1999; Lopez Barragan et al., 2004b) y en la alfaproteobacteria
Magnetospirillum spp. (Lopez Barragan et al., 2004a; Shinoda et al., 2005); en
bacterias fotosintéticas como R. palustris (alfaproteobacteria) (Egland et al., 1997); y
en deltaproteobacterias anaerobias estrictas reductoras de Fe(lll) como G.
metallireducens, y fermentadoras como S. aciditrophicus (Wischgoll et al., 2005;
Mclnerney et al., 2007). En todas estas bacterias la degradacion de benzoato empieza
por una via periférica de un solo paso, donde se produce la activacion de benzoato a
benzoil-CoA gracias a la accion de la benzoato-CoA ligasa dependiente de ATP
(Villemur, 1995; Heider and Fuchs, 1997; Fuchs, 2008). Posteriormente el benzoil-CoA
es degradado hasta acetil-CoA y CO, a través de una serie de reacciones que
constituye la llamada via del benzoil-CoA (Figura 5). La via del benzoil-CoA se divide
en dos bloques metabdlicos: la ruta superior (upper), que convierte el benzoil-CoA en
un compuesto alifatico C;-dicarboxil-CoA vy la ruta inferior (lower) que transforma este
compuesto hasta acetil-CoA y CO, (Carmona and Diaz, 2005). En la via superior
ocurre en primer lugar una desaromatizacion del anillo de benceno por la benzoil-CoA
reductasa (BCR), la Unica enzima sensible a oxigeno en la via del benzoato hasta
benzoil-CoA, y que sblo se ha podido aislar hasta la fecha de T. aromatica. Esta
enzima cataliza la transferencia de dos electrones de la ferredoxina al anillo aromatico
del benzoil-CoA dando lugar a ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA por el mecanismo de
Birch, donde ocurre una transferencia secuencial de electrones y protones con un bajo
potencial redox (Boll and Fuchs, 1998; Boll, 2005a; Boll, 2005b; Thiele et al., 2008).
Posteriormente este compuesto sufre una B-oxidacion modificada con la adicion de
agua a un doble enlace (acil-CoA hidratasa), seguido de una dehidrogenacion
(hidroxiacil-CoA dehidrogenasa) y finalmente la rotura hidrolitica del anillo (oxoacil-

CoA hidrolasa) que genera el compuesto alifatico C;-dicarboxil-CoA (Gallus and



Schink, 1994; Harwood and Gibson, 1997; Harwood et al., 1999; Carmona and Diaz,
2005). En la ruta inferior (lower) se lleva a cabo la degradacion completa de este
compuesto alifatico hasta dar tres moléculas de acetil-CoA y una de CO, (Gallus and
Schink, 1994; Harrison and Harwood, 2005).
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Figura 5. Reacciones enzimaticas de la ruta de degradacion de benzoato. Los pasos de la reaccion se
indican en la parte inferior: |, activacion del benzoato hasta benzoil-CoA por la benzoato-CoA ligasa
(flecha roja); IlI, ruta upper del benzoil-coA donde se produce la desaromatizacion por la benzoil-CoA
reductasa (flechas azul oscuro) y beta oxidacion modificada via hidratacion (flecha verde),
dehidrogenacién (flecha azul claro), y rotura hidrolitica del anillo aromatico (flecha naranja); Ill, ruta lower
del benzoil-CoA (flechas de puntos) que genera tres moléculas de acetil-CoA y una de CO».Se indican las
enzimas y el nombre de sus correspondientes genes (Carmona et al., 2009).

La mayoria de los genes involucrados en el catabolismo anaerobio del
benzoato, como bad de R. palustris, bcr de T. aromatica y Magnetospirillum spp., bzd
de Azoarcus spp. y S. aciditrophicus y bam de G. metallireducens se encuentran
agrupados en el cromosoma. Sin embargo, en algunos organismo como T. aromatica y
Magnetospirillum spp., los genes para la benzoato CoA ligasa se encuentran en
regiones distintas del cromosoma (Carmona and Diaz, 2005; Carmona et al., 2009).
Normalmente, la induccion de estos genes se produce por el sustrato y/o por
intermediarios de la ruta, y los genes reguladores se suelen encontrar en la misma
agrupacion génica. Esto ocurre en Azoarcus sp. CIB, donde el gen regulador bzdR se
encuentra aguas arriba de los genes para el catabolismo anaerobio del benzoato, cuya
expresion se induce en presencia de este sustrato (L6pez Barragan et al., 2004b) y en
R. palustris con dos genes reguladores en la agrupacion génica; badR y badM (Egland
and Harwood, 1999; Peres and Harwood, 2006). En T. aromatica, Magnetospirillum
spp. y S. aciditrophicus, sin embargo, no se han encontrado genes reguladores junto a
los de la ruta del benzoil-CoA. Por otra parte, en muchas de las agrupaciones génicas
se encuentran genes transportadores probablemente involucrados en el transporte de

aromaticos (Parales et al., 2008). En la figura 6 se muestran ejemplos de organizacion
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génica de los genes para el catabolismo anaerobio del benzoato en a y B-

proteobacterias.
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Figura 6. Organizacion de los genes involucrados en el metabolismo anaerobio del benzoato. R. palustris
(NC_005296), Magnetospirillum spp. (M. magnetotacticum AMB-1 [NC_007626]; M. magnetotacticum MS-
1 [AAAP00000000]) y Magnetospirullum sp. TS-6 (AB167726 y AB243675), T. aromatica (AJ224959) y
Azoarcus spp. (Azoarcus sp. CIB [AF515816], A. evansi [AJ428529] y Azoarcus sp. EbN1 [NC_006513]).
Los genes se representan con flechas: roja, genes que codifican la benzoato-CoA ligasa; azul oscuro,
genes que codifican las subunidades a-B-y-0 de la benzoil-CoA reductasa; rayas azules, genes que
codifican la ferredoxina asociada con la benzoil-CoA reductasa; amarillo, genes que codifican KGOR,;
rayas negras, genes que codifican una posible NADPH ferredoxin oxidorreductasa; verde claro, genes
que codifican enoil-CoA hidratasas; azul claro, genes que codifican hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
dependiente de NAD; naranjas, genes que codifican oxoacil-CoA hidrolasas; negro, genes reguladores,
verde oscuro, genes que codifican posibles acil-transferasas; marrén, posibles genes transportadores;
rosa, genes que codifican -ciclohexanocarboxilato-CoA ligasa (aliA) y ciclohexanocarboxil-CoA
dehidrogenasa (aliB); punteado, genes pertenecientes a otras rutas catabdlicas de aromaticos; blanco,
genes de funcion desconocida. Dos lineas verticales significan que los genes no estan adyacentes en el
genoma (Carmona et al., 2009)

Otro compuesto modelo cuya degradacion anaerobia ha sido muy estudiada es
el tolueno. La degradacion de tolueno fue demostrada por primera vez en
microcosmos andxicos y posteriormente en cultivos puros de bacterias reductoras de
hierro, sulfato reductoras y las denitrificantes Thauera aromatica K172, T. aromatica
T1, y Azoarcus sp. cepa T, que crecian con tolueno como Unica fuente de
carbono(Coschigano and Young, 1997; Coschigano, 2000; Achong et al., 2001;
Hermuth et al., 2002). En todas las cepas, la reaccidén inicial es la adicién de fumarato
al grupo metilo del tolueno, una reaccién catalizada por la bencilsuccinata sintasa
(BSS). El producto de la reaccion es convertido a fenilitaconil coenzima A por la
transferencia del CoA del succinil-CoA, que se metaboliza posteriormente al metabolito
central benzoil Co-A mediante oxidaciones similares a las tipo B (Spormann & Widdel,
2000).
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2. DEGRADACION ANAEROBIA DE AROMATICOS HIDROXILADOS

La degradacion anaerdbica de los compuestos aroméaticos hidroxilados se
produce principalmente a través de las vias del benzoil-CoA, resorcinol y floroglucinol,
siendo el principal metabolito intermediario el benzoil-CoA. Existe otra via en bacterias
nitratorreductoras donde el intermediario principal es la HHQ. Este es el caso de la
degradacion de resorcinol en A. anaerobius y 3,5-DHB en T. aromatica AR-1, que son

las rutas objeto de estudio de esta Tesis Doctoral.

2.1 Degradacion de fenol.

La degradacion anaerobia de fenol ocurre a través de la via del benzoil-CoA.
Se ha estudiado muy intensamente en T. aromatica y R. palustris, donde los dos
primeros pasos en el metabolismo son una fosforilacion a fenilfosfato mediada por la
fenilfosfato sintasa, gracias a un donador de grupo fosfato desconocido, seguida de
una carboxilacion hasta 4-hidroxibenzoato mediada por una fenilfosfato carboxilasa,

con la consiguiente liberacion de fosfato (Figura 7).

Fenol Fenilfosfato
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R—® CO,
%» —%» 4-hidroxibenzoato
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Degradacion -]
completa

OH
Benzoil-CoA

Figura 7. Pasos iniciales en la degradacion de fenol por la bacteria nitrato reductora T. aromatica. R
representa el donador desconocido del grupo fosforilo. Se muestra la transformacion hasta el
intermediario central benzoil-CoA (Schink et al., 2000)
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Ambas enzimas se inducen por la presencia de fenol. La degradacion del 4-
hidroxibenzoato prosigue con la formacién de 4-hidroxibenzoil-CoA mediante una
ligasa, que es posteriormente reducido por la 4-hidroxibenzoil-CoA reductasa hasta
benzoil-CoA utilizando ferredoxina como donador de electrones. La degradacion
posterior del benzoil-CoA formado sigue la via del benzoil-CoA descrita anteriormente
(Tschech and Fuchs, 1989; Gibson et al., 1994; Breese and Fuchs, 1998; Breinig et al.,
2000) (Figura 7). Recientemente, se han encontrado SRB relacionadas
filogenéticamente con Desulfobacterium anilini que también degradan fenol via

fosforilacion y descarboxilacion (Ahn et al., 2009).

Se conoce poco de la degradacion de 4-hidroxibenzoato en bacterias
fermentadoras, pero en enriquecimientos de metandgenos se ha visto que ocurre una
descarboxilacién hasta fenol, que se degrada lentamente hasta metano y CO,
(Tschech and Schink, 1986). La descarboxilacién hasta fenol ocurre también en
Clostridium hydroxybenzoicum, donde el 4-hidroxibenzoato es cometabolizado durante
la fermentacién de amino &cidos y no es utilizado como fuente de carbono o energia
(Zhang and Wiegel, 1994; Schink et al., 2000).

2.2 Degradacion de hidroquinona y catecol

Se han aislado bacterias sulfatorreductoras y fermentadoras capaces de
degradar hidroquinona. La ruta de degradacion se ha estudiado en Desulfococcus spp
(Gorny and Schink, 1994b) y en una bacteria fermentadora clasificada como
Syntrophus gentianae (Gorny and Schink, 1994c). En ambos casos, la hidroquinona se
carboxila para dar gentisato (Figura 8A), que es posteriormente activado hasta gentisil-
CoA gracias a la accion de una CoA-ligasa. En S. gentianae el gentisil-CoA se reduce
hasta benzoil-CoA, que posteriormente se degrada por una via modificada del benzoil-
CoA. La reduccion de los dos grupos hidroxilo se produce en un solo paso, ya que no
se han detectado intermediarios monohidroxilados. En Desulfococcus spp. el gentisil-
CoA no es reducido hasta benzoil-CoA, y se ha postulado una reduccién directa del
anillo aromatico (Schink et al., 2000).

El catecol, que es el principal intermediario en la degradacion aerdbica de
compuestos aromaticos, es degradado muy lentamente en condiciones anaerobicas.
En Desulfobacterium spp. el catecol es carboxilado hasta protocatecuato (Gorny and
Schink, 1994a), que es activado hasta protocatecoil-CoA y después dehidroxilado
hasta benzoil-CoA (Figura 8B).
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Figura 8. Pasos iniciales en la degradacion de hidroquinona y catecol por bacterias sulfatorreductoras y
fermentadoras. Las dos rutas convergen en la ruta lower del benzoil-CoA. A) Degradaciéon de
hidroquinona. B) Degradacién de catecol (Schink et al., 2000).

2.3 Degradacion de trihidroxibenzenos y trihidroxibenzoatos

Los primeros compuestos trihidroxilados para cuya degradacion se aisldé un
cultivo puro de bacterias anaerobias fueron pirogalol y floroglucinol, dos isémeros del
trinidroxibenceno (Schink and Pfennig, 1982). La degradacion del floroglucinol se ha
estudiado en detalle en las bacterias fermentadoras Eubacterium oxidoreducens y
Pelobacter acidigacilli. El floroglucinol es reducido inicialmente hasta dihidro-
floroglucinol por una reductasa dependiente de NADPH (Figura 9A) (Haddock and
Ferry, 1989; Brune and Schink, 1992), la misma estrategia descrita posteriormente en
Holophaga foetida TMBS4 (Kreft and Schink, 1994). La rotura hidrolitica del anillo
aromatico de dihidrofloroglucinol produce &cido 3-hidroxi-5-oxohexanoico, que se
degrada paulatinamente hasta rendir tres residuos de acetato (Brune and Schink,
1992). Sin embargo, el pirogalol no puede ser hidrolizado o reducido directamente por

esta via, por lo que sufre inicialmente una transhidroxilacién para rendir floroglucinol
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(Figura 9A) (Krumholz R. and Bryant M.P., 1988; Brune and Schink, 1990). La
bacteria fermentadora P. acidigacilli es capaz de convertir el pirogalol en floroglucinol,
y esta reaccion requiere 1,3,4,5-tetrahidroxibenceno como co-sustrato y una enzima, la
pirogalol-floroglucinol transhidroxilasa (TH), que transfiera el grupo hidroxilo desde el
tetrahidroxibenceno hasta el pirogalol con la liberacion de floroglucinol como producto
y tetrahidroxibenceno como co-producto (Figura 9B) (Brune and Schink, 1990). Se
trata de una enzima citoplasmica que pertenece a la familia de las DMSO (dimetil
sulfoxido) reductasas y requiere molibdeno, y estd constituida por una subunidad
grande (a) de 875 amino acidos y una subunidad pequefia (B) de 274 amino 4cidos. La
subunidad a coordina Mo, gracias a la accion a través del cofactor molibdopterin
guanina dinucleétido (MGD) vy la subunidad B tiene tres centros sulfoférricos del tipo
[4Fe-4S]. Esta proteina ha sido cristalizada y se han determinado los residuos
esenciales para su actividad (Baas and Rétey, 1999; Reichenbecher and Schink, 1999;
Messerschmidt et al., 2004).

7N

pirogalol

I, A B
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Figura 9. A) Degradacion de trihidroxibencenos por bacterias fermentadoras. B) Reaccién de
transhidroxilacion pirogalol-floroglucinol en Pelobacter acidigacilli (Schink et al., 2000).

En Pelobacter masiliensi la degradaciéon de (hidroxihidroquinona) HHQ, un

tercer isomero del trihidroxibenceno, requiere tres transhidroxilaciones analogas a las
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de pirogalol-floroglucinol para dar floroglucinol, que es el compuesto aromético
susceptible de rotura hidrolitica para dar finalmente tres moléculas de acetato (Figura
9A) La estrategia en bacterias sulfato reductoras es muy diferente y no sigue la via del
floroglucinol: en Desulfovibrio inopinatus el primer paso es una desestabilizacion de la
HHQ, que es reducida hasta dehidro-HHQ (Figura 10), para mas tarde formar acetato

y un derivado no identificado de 4 carbonos (Reichenbecher et al., 2000).
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= 2Co,
OH H \ o
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MNADH +H" NAD" (o]

HHQ

Q

Tautémeros de
dihidro-HHQ

Figura 10. Reduccion de HHQ por una HHQ reductasa en Desulfovibrio inopinatus y formacién de
distintas formas tautoméricas de la dihidrohidroxihidroquinona (Reichenbecher et al., 2000).

Esta cepa no es capaz de oxidar acetato, por lo que el producto final de la
reduccion de HHQ son dos moléculas de acetato y dos de CO, por cada mol de sulfato

reducido hasta sulfuro.

2.4 Degradacion de resorcinol y  a-resorcilato (3,5-dihidroxibenzoato)

Existen diferentes estrategias para la degradacion anaerobia de resorcinol y
sus derivados carboxilados. Los dos grupos hidroxilo del resorcinol se encuentran en
una posicibn que permite la tautomerizacion para dar lugar a un derivado
ciclohexanodiona con un doble enlace aislado (Figura 11A). La bacteria fermentadora
Clostridium sp es capaz de convertir el resorcinol en dihidro-resorcinol (Tschech and
Schink, 1985; Kluge et al., 1990) para formar posteriormente ciclohexanodiona, que
seria después hidrolizada para dar 5-oxohexanoato, probablemente por un ataque
nucleofilico en uno de los atomos de carbono del grupo carbonilo. La resorcinol
reductasa de esta bacteria, responsable del primer paso de la ruta, consta de una

Unica subunidad de 49,5 kDa y contiene FAD como cofactor (Schuler, 1997). Esta
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bacteria también es capaz de degradar 8 y y-resorcilato por la misma via después de

descarboxilarlos hasta resorcinol.

5-oxohexanoato
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2[H] H,0 Coo’
oH o] 0 (o}
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HO OH 2[H] HO oH
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CO,
coo coo
OH
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HO OH  2[H | HO o
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Figura 11. Pasos iniciales en la degradacién anaerdbica de resorcinol y a-resorcilato. A) Degradacion de
resorcinol por una bacteria fermentadora, Clostridium KN245. B) Degradacion de resorcinol y a-resorcilato
por bacterias nitratorreductora (Schink et al., 2000).

Sin embargo, las bacterias nitrato-reductoras capaces de crecer con resorcinol
aisladas hasta la fecha siguen una via diferente para la degradacion de este aroméatico
(Gorny et al., 1992). Philipp y Schink (1998) demostraron que en la degradacién de
resorcinol por la bacteria anaerobia estricta A. anaerobius no se producia una rotura
hidrolitica, sino que el anillo aromético del resorcinol se desestabilizaba por la
introduccion de un grupo hidroxilo para formar hidroxihidroquinona (HHQ) (Figura 11B).
En T. aromatica AR-1 se encontr6 un mecanismo semejante para la degradacion del
3,5-DHB (a-resorcilato), ya que en esta cepa el primer paso en la degradacion de 3,5-
DHB es una hidroxilacion hasta 2,3,5-trihidroxibenzoato. Este es posteriormente
descarboxilado hasta dar (HHQ) (Figura 11B), que sufre una reaccion de
deshidrogenacion para dar HBQ, que se degrada finalmente hasta intermediarios del

ciclo de Krebs (Gallus and Schink, 1998). En ambos casos pues, el primer paso de la
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ruta es una oxidacion donde el oxigeno procede del agua, dando lugar a un
compuesto trihidroxilado. Estas dos rutas son el objeto de estudio de esta Tesis
Doctoral y se analizan en profundidad en los apartados 3 y 4 de esta introduccion,

respectivamente.

En este contexto, hay que mencionar la degradacion de etilbenceno en la
bacteria desnitrificante A. aromaticum EbN1 (Rabus and Widdel, 1995). Aunque no se
trate de un compuesto aromético hidroxilado, el primer paso en su degradacién, como
ocurre en la degradacién de resorcinol y 3,5-DHB, es una hidroxilacion catalizada por
la enzima etilbenceno dehidrogenasa en, donde el oxigeno procede de una molécula
de agua. Esta enzima esta formada por tres subunidades a, B y y. lgual que en la
enzima principal de la ruta de degradacién de resorcinol y 3,5-DHB, la subunidad a en
su centro catalitico contiene un atomo de molibdeno coordinado por MGD
(molibdopterin guanina dinucledtido) como cofactor (Kniemeyer & Heider 2001,
JBC:276:21381). Ademas la etilbenceno deshidrogenasa contiene un centro
sulfoférrico [Fes-S4] en la subunidad a y tres en la subunidad B. La subunidad vy
contiene un grupo hemo. Esta enzima junto con otras molibdoenzimas constituyen el
grupo Il dentro de las DMSO reductasas (Heider, 2007).

3. DEGRADACION DE RESORCINOL POR Azoarcus anaerobius

El resorcinol (1,3-dihidroxibenceno), es un compuesto monoaroméatico con dos
grupos hidroxilo en posicion meta, producido y utilizado en gran cantidad en la
industria de la madera, en la fabricacion de adhesivos y en la industria del petréleo. Es
el sustrato inicial para la sintesis de muchos productos, desde farmacos hasta
colorantes como la fluoresceina, y se utliza directamente como antiséptico
dermatoldgico. Sin embargo su mayor utilizacion esta en la produccion de resinas
artificiales, que se utilizan por ejemplo en la produccion de neumaticos como
adherentes entre el tejido de acero y la goma. Por este motivo es un contaminante de
entornos naturales de agua dulce a través de numerosos vertidos procedentes de la
industria. Ademas las raices de plantas acuaticas, como Nuphar lutea, exudan de
forma natural cantidades considerables de resorcinol (hasta 15 nmol / plantula / dia).
Debido a sus propiedades téxicas, parece desempefiar un papel en la defensa frente a

la accién de otros organismos del ecosistema acuatico (Sutfeld et al., 1996).
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El resorcinol también puede ser transformado fotoquimicamente por exposicion
a la luz solar, aunque esta transformacion quimica es un proceso muy lento que no lo
degrada completamente hasta CO, (Vialaton and Richard, 2002). Por tanto la Unica
detoxificaciébn completa y reintroduccion de los constituyentes del resorcinol en el ciclo

del carbono se lleva a cabo gracias a la degradacion microbiana (Darley et al., 2007).

Azoarcus anaerobius LuFRes1' (DMS 1281"), una de las cepas objeto de este
estudio, es una B-proteobacteria nitratorreductora anaerobia estricta aislada de aguas
residuales por su capacidad para crecer con resorcinol como unica fuente de carbono
y nitrato como aceptor de electrones. Tiene un tamafo de 2,7-3,3 um x 1,5 um, es
movil, catalasa-negativa y superoxido-dismutasa positiva. Tiene un metabolismo
estrictamente oxidativo, usando el nitrato como Unico aceptor de electrones, que es
reducido hasta nitrito y finalmente hasta N,. Tiene un pH éptimo de crecimiento de 7,2
y un rango de temperatura entre 20 y 32°C, siendo su Optimo 28°C, y su crecimiento
es maximo en agua dulce (Springer et al.,, 1998). Esta cepa esta relacionada
filogenéticamente con T. aromatica y sus secuencias de ARNr 16S presentan un
92,7% de similitud (Figura 12).

Thauera selenatis

|
\ . .
\ Azoarcus evansiilAzoarcus tolulyticus
|
Thauera aromatica)
|
|

|

'

0S-ac-16 ( LuFRes1
SN T

\\/— ————Azoarcus indigens

3 Zoogloea ramigera
Rhodocyclus tenuis

10 %

Figura 12. Relacién filogenética basada en el ARNr 16S que relaciona la cepa LuFRes1' con otros
microorganismos pertenecientes a la subclase de las p-proteobacterias Para la construccién del arbol solo
se tuvieron en cuenta aquellas secuencias que compartian al menos un 50% de residuos de la secuencia
completa del ARNr 16S. La barra indica un 10% estimado de divergencia entre las secuencias (Springer
et al., 1998).

Philipp y Schink (1998) estudiaron la degradacioén anaerobica de resorcinol en
A. anaerobius analizando en anaerobiosis extractos celulares de bacterias cultivadas
en este compuesto. Observaron que en un primer paso el resorcinol se hidroxilaba
hasta hidroxihidroquinona utilizando directamente nitrato como aceptor de electrones.
La reaccion también era posible con aceptores artificiales de electrones, como el
ferricianuro de potasio (KsFe(CN)e). La HHQ se degradaba posteriormente hasta 2-
hidroxi-1,4-benzoquinona (HBQ) (Figura 13A). La actividad especifica media para la

resorcinol hidroxilasa era de 60 mU/mg de proteina, y de 150 mU/mg de proteina para
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la HHQ deshidrogenasa. Ambas actividades eran sensibles a oxigeno y se
encontraban exclusivamente en la fraccibn de membrana. Ambas actividades no eran
detectables en extractos de células crecidas con benzoato, lo que indica que ambas

actividades eran inducibles por sustrato (Philipp and Schink, 1998).
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Figura 13. Ruta de degradacion de resorcinol en A. anaerobius. A) Ruta propuesta para la degradacion
de resorcinol y genes involucrados en las reacciones iniciales. B) Organizacion de la agrupacion génica
de 29,880 kb del cdsmido R* responsable del metabolismo anaerobio del resorcinol. Las flechas muestran
el sentido de cada ORF. Los genes que codifican enzimas esenciales para la degradacion de resorcinol
estan en gris oscuro, los genes que codifican proteinas no esenciales para la degradacién de resorcinol
se muestran en gris claro y los genes no caracterizados hasta el momento estan en blanco. La disposicion
de los genes y su orientacién sugiere la presencia de tres operones (corcheas horizontales) (Darley et al.,
2007).

Se han caracterizado los genes involucrados en la degradacion anaerobia de
resorcinol en Azoarcus anaerobius (Figura 13B). Estos genes se detectaron en un
c6ésmido seleccionado de una genoteca de A. anaerobius por su capacidad de conferir
a T. aromatica la capacidad de crecer anaerdbicamente con resorcinol como fuente de
carbono. La secuencia del fragmento de 29,88 Kb clonado en el cosmido revelo la
presencia de 22 pautas abiertas de lectura (open reading frames, ORFs). La obtencion
de mutantes del césmido R+ y su caracterizacion utilizando como huésped heter6logo
distintas cepas de T. aromatica permitieron definir ocho genes esenciales para el
crecimiento en resorcinol y asignarles una funcion. En otros casos, la funcién se
asigno por homologia con secuencias depositadas en las base de datos (Darley et al.,
2007).
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Genes para la resorcinol hidroxilasa . La caracterizacion de mutantes en los
genes rhL y rhS permiti6 anotarlos como dos subunidades de una resorcinol
hidroxilasa. En un andlisis de BLAST los productos de estos genes presentan
homologia con enzimas anaerobias de tipo molibdopterin-oxidorreductasas como las
dimetilsulféxido reductasas; rhL tiene una identidad del 52% con la subunidad a de la
pirogalol-floroglucinol transhidroxilasa de P. acidigacilli y rhS presenta un 49% de
identidad con la subunidad B de la misma enzima. La localizacién celular de la
resorcinol hidroxilasa es todavia un problema no resuelto; segun la prediccion de la
secuencia de aminoacidos se trata de una proteina soluble sin fragmentos
transmembrana. Sin embargo, su actividad se ha medido exclusivamente en la
fraccion de membranas de A. anaerobius (Philipp and Schink, 1998) o de T. aromatica

con el césmido R* (Darley et al., 2007).

Genes para la HHQ deshidrogenasa. La comparacion del fenotipo de dos
cepas de T. aromatica portadoras de un mutante del cosmido R+ en btdhL permitio
anotar este gen como una subunidad de una HHQ deshidrogenasa (benzenetriol
deshidrogenasa). Efectivamente, un mutante en este gen no conferia la capacidad de
crecer en resorcinol a la cepa T. aromatica K172, y si a la cepa T. aromatica AR-1. La
explicacién a este hecho era que T. aromatica AR-1, cepa capaz de degradar 3,5-DHB
hasta CO, y agua a través de una ruta semejante a la de A. anaerobius, era capaz de
metabolizar la HHQ a HBQ (Gallus and Schink, 1998). Por tanto, la funcién mutada de
btdhL se suplia probablemente por un gen homologo presente en el cromosoma de
esta cepa. El producto del gen btdhL muestra una gran similitud con una B-hidroxiacido
dehidrogenasa de varios géneros de proteobacterias, lo que sugiere que estas
proteinas tienen un mismo mecanismo de accion. Aguas arriba de btdhL se encuentra
un pequefio gen, btdhS, homdlogo a proteinas de membrana de funcién desconocida.
Como en el caso anterior, T. aromatica K172 portadora de un cdsmido mutado en
btdhS tampoco era capaz de utilizar resorcinol como fuente de carbono, mientras que
T. aromatica AR-1 con el mismo cosmido mutante acumulaba una sustancia coloreada
que indicaba una insignificante transformacién de HHQ a HBQ. Por todos estos
indicios, los genes btdhLS se anotaron como una HHQ deshidrogenasa (Darley et al.,
2007).

Genes para la HBQ deshidrogenasa. La conversion de HBQ a acetato y
malato requiere la rotura de dos enlaces C-C y la liberacién de dos electrones. Esta
reacciéon oxidativa es compatible con un sistema analogo al complejo piruvato
deshidrogenasa, que cataliza la reaccion de descarboxilacion oxidativa del piruvato a

acetil-CoA utilizando tiamina pirofosfato (TPP) como cofactor. Los genes bqdhL,
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bgdhS y bqdhM presentes en el césmido R+ tienen similitud con los componentes E1,
E2 y E3, respectivamente, del complejo enzimético piruvato deshidrogenasa, por lo
que se propuso que bqdhLSM podian codificar el complejo HBQ deshidrogenasa
implicado en la reaccion de rotura de la HBQ y apertura del anillo. Se observé que
efectivamente, mutaciones en los genes bgdhL y bqdhS generaban una serie de
césmidos mutantes incapaces de conferir la capacidad de crecer en resorcinol a T.
aromatica AR-1y K172 (Darley et al., 2007).

Otros genes cuyas mutaciones resultan esenciales para la degradacion de
resorcinol son orfl3 y orfl4. El producto de orfl3 tiene una gran similitud con
aminopeptidasas, miembros de la familia M24, de Psychromonas ingrahamii y
Acidothermus cellulolyticus (48% de identidad). Estas enzimas parecen esenciales
para la maduracion de muchas proteinas, y podrian estar involucradas en la
maduracion de las enzimas de la ruta de degradacion de resorcinol. Por otro lado, la
orfl4 que presenta similitud con NADH flavin oxidorreductasas de a y B
proteobacterias como Thiobacillus denitrificans y Bradyrhizobium japonicum, podria
estar involucrado en la transferencia de electrones en la membrana (Darley et al.,
2007).

4. DEGRADACION DE a-RESORCILATO POR Thauera aromatica AR-1

Se han descrito tanto bacterias sulfato reductoras, como Desulfobacterium sp.
Cat2, como enriquecimientos de metandgenos capaces de crecer con 3,5-
dihidroxibenzoato (3,5-DHB) como fuente de carbono (Tschech and Schink, 1985;
Schnell et al., 1989). Sin embargo, donde mejor se ha estudiado la degradacion de
3,5-DHB es en la bacteria desnitrificante T. aromatica AR-1, aislada por su capacidad

de crecer con 3,5-DHB como unica fuente de carbono y energia (Gallus et al., 1997).

Thauera aromatica AR-1 es una SB-proteobacteria anaerobia facultativa que fue
aislada de cultivos de enriquecimiento obtenidos a partir de lodos activos de la planta
municipal de Tubingen-Lustnau (Alemania) utilizando 3,5-DHB como Unica fuente de
carbono y energia y nitrato como aceptor de electrones. Es una bacteria anaerobia
facultativa con forma de bacilos moviles y con un tamafio de 1,5-3 ym x 0,5 pm, con
actividad catalasa y oxidasa positiva. Su ADN tiene un contenido en G+C de 66,4%.
Crece a temperaturas entre 10°C y 41°C con un 6ptimo de 37°C. Tiene un
metabolismo estrictamente oxidativo. En esta cepa la degradacién de 3,5-DHB a CO,

estd acoplada a la reduccién de nitrato a nitrégeno atmosférico, acumulandose nitrito
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transitoriamente. Ademas de nitrato, puede utilizar nitrito y 6xido nitroso como aceptor
final de electrones. T. aromatica AR-1 es capaz de utilizar anaerdbicamente &cidos
grasos de cadena corta, alcoholes y derivados de benzoato. Igualmente puede crecer
aerObicamente con aromaticos como el benzoato, pero la degradacion de a-resorcilato
es estrictamente anaerobica. Esta bacteria no es capaz de degradar azucares, acidos
dicarboxilicos y compuestos fendélicos como resorcinol o floroglucinol (Gallus et al.,
1997). La secuencia de ARNr 16S muestra una cercania filogenética con T. aromatica
K172, cepa que no es capaz de crecer con 3,5-DHB como Unica fuente de carbono
(Tschech and Fuchs, 1987).

Como ocurre con el resorcinol en A. anaerobius, la degradacion de 3,5-DHB
por T. aromatica AR-1 no tiene lugar a través de la ruta del benzoil-CoA, resorcinol o
floroglucinol, los principales intermediaros en la degradacion anaerdbica de

compuestos aromaticos.
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Figura 14 . Ruta de degradacion de a-resorcilato en Thauera aromatica (Gallus and Schink, 1998). Entre
corchetes el compuesto 2,3,5-trihidroxibenzoato que no ha sido identificado cuya existencia se postula
como intermediario hasta HHQ.

Gallus and Schink (1998) observaron que en ensayos de degradacion de 3,5-
DHB con extractos de membrana de T. aromatica AR-1 crecida con 3,5-DHB como
fuente de carbono, se acumulaba un producto no identificado que desaparecia al
afiadir fraccidén citosdlica, formandose HHQ. Por tanto, para la formacion de HHQ
intervendrian tanto enzimas citosélicas como asociadas a membrana (Gallus and
Schink, 1998). El intermediario postulado seria el 2,3,5-trihidroxibenzoato, que se
descarboxilaria para dar HHQ (figura 14). Dada la estructura del compuesto, no se
descarta que se pueda producir una descarboxilacién espontanea. En la fraccion de
membrana de estas células cultivadas se detecta igualmente actividad HHQ
deshidrogenasa, capaz de oxidar HHQ a HBQ, que finalmente se degrada hasta CO, y
agua (Philipp and Schink, 2000).
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Hasta la fecha, sélo se han encontrado estas dos cepas capaces de degradar
compuestos aromaticos hidroxilados utilizando una estrategia oxidativa a través del
intermediario comun HHQ. La oxidacién posterior de HHQ hasta HBQ es un proceso
gue necesita un potencial estandar de membrana de +180 mV, lo que podria explicar
por qué esta estrategia solo se ha detectado en bacterias nitrato-reductoras y no en

sulfato-reductores o fermentadores (Philipp and Schink, 1998).

5. REGULACION DE LA DEGRADACION ANAEROBIA DE COMPUESTOS
AROMATICOS

Las bacterias pueden adaptarse rapidamente a cambios en su entorno gracias
a su capacidad para dar una respuesta fisiol6gica apropiada. La regulaciéon se puede
llevar a cabo a diferentes niveles (transcripcional, traduccional y postraduccional), pero
los mecanismos de control de la expresion génica mas estudiados en el catabolismo
de compuestos aromaticos son los de regulacion transcripcional (Diaz and Prieto,
2000; Shingler, 2003; Tropel and van der Meer, 2004). En muchas ocasiones, las
sefales del medio ambiente son recogidas por la célula gracias a proteinas auxiliares
que generan una sefal intracelular que esta directamente relacionada con la
transcripcion. Sin embargo, en otros casos, la sefial del medio ambiente puede influir

directamente en la regulacion de la transcripcion (Shingler, 1996).

Hoy dia se conocen bastantes mecanismos de regulacién del metabolismo
anaerobio de compuestos aroméaticos. Bien conocido es el mecanismo de accion del
regulador BzdR de Azoarcus sp. CIB que controla la transcripcién desde el promotor
Py para la expresién de los genes bzd para la degradacion de benzoato (LOpez
Barragan et al., 2004b; Barragan et al., 2005). BzdR es miembro de una nueva familia
de reguladores transcripcionales (familia BzdR) que tiene una actividad represora
sobre los promotores P, que controla la transcripcion del regulador, y Py, del operén
bzd, y que reconoce el primer intermediario de la ruta de degradacion del benzoato, el
benzoil-CoA (Barragan et al., 2005; Carmona et al., 2009). Ademas, como veremos
mas adelante la expresion desde el promotor Py va a estar sometida a mecanismos de

regulacién sobreimpuesta por oxigeno y a fendbmenos de represion catabdlica.

La expresion del gen gcdH que codifica para la glutaril-CoA deshidrogenasa en
Azoarcus sp. CIB esta controlada por un regulador transcripcional de la familia LysR
que se transcribe divergentemente, GedR. Se trata de un activador transcripcional que

tiene especificidad por glutamato y glutaconato, que son sustratos catalizados por la
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enzima GcdH (Blazquez et al., 2008). En la bacteria anaerobia Eubacterium barkeri se
ha encontrado un gen con homologia a reguladores de la familia LysR en el cluster de

genes para el catabolismo del nicotinato (Alhapel et al., 2006).

En el cluster de genes para la degradacion de resorcinol en A. anaerobius se
han encontrado dos genes con homologia con reguladores transcripcionales
pertenecientes a la familia NtrC (Darley et al., 2007) y entre los genes para la
degradacion de 3,5-DHB en T. aromatica AR-1 identificados en esta tesis se ha
encontrado un regulador transcripcional que probablemente esté involucrado en la
degradacion del compuesto y que pertenece a la familia LysR. A continuacion
describimos el mecanismo de accion de estas dos familias de reguladores
transcripcionales.

5.1 Reguladores transcripcionales de promotores dependientes de o

La expresion génica esta controlada a nivel transcripcional por las proteinas
reguladoras, moléculas efectoras y otros elementos que pueden actuar directa o
indirectamente modulando la actividad de la ARN polimerasa, como pueden ser los
factores sigma (o). El ndcleo enzimatico de la ARN polimerasa esta formado por cinco
subunidades (0,BB'w) que para iniciar eficazmente la transcripcién necesita asociarse
al factor sigma para formar la holoenzima (0,8B'wo), que es capaz de reconocer la
secuencia de los promotores. Los genomas bacterianos codifican distintos factores
sigma que confieren especificidad en el reconocimiento de la ARN polimerasa entre
distintos tipos de promotores (Ishihama, 2000); hay uno principal, el factor sigma 70
(6”), que esta dedicado a la transcripcion de genes esenciales para el mantenimiento
de las funciones celulares. Ademas hay otros factores alternativos que dirigen al
nucleo de la ARN polimerasa hacia promotores de genes para la expresion de
proteinas implicadas en respuestas especificas, como virulencia, fijacién de nitrégeno,
respuesta a estrés, desarrollo, etc. Dentro de estos factores alternativos esta el factor
sigma 54 (0°*) que juega un papel crucial en la expresién de genes que permiten

adaptarse a cambios en el medio ambiente.

Los reguladores transcripcionales que dependen del factor alternativo o**
(también llamado o") pertenecen a la familia NtrC, también llamados reguladores
transcripcionales dependientes de 6** y mas recientemente EBPs (enhancer-binding
protein) dentro de la superfamilia AAA+ (ATPase associated with various cellular
activites) por contener un dominio central que reconoce e hidroliza ATP, necesario

para la activacién de la transcripcion (Schumacher et al.,, 2006; Chen et al., 2008).
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Introduccioén

Esta familia (nUumero de acceso PF00158) estd formada por 157 miembros que
comparten el dominio AAA+, quien interacciona con ¢ y es responsable de la
hidrdlisis de ATP (Studholme and Dixon, 2003). En el domino AAA+ de las EBPs hay
un motivo conservado GAFTGA, que es el mas invariable y que constituye el motivo
estructural de interaccion con el factor 6> (Zhang et al., 2002). Los reguladores
transcripcionales pertenecientes a esta familia controlan la transcripcion de promotores
reconocidos por la ARN polimerasa unida al factor 6°*. Algunos reguladores de la
familia reconocen y responden a la presencia de moléculas efectoras, mientras que
otros miembros forman parte de un sistema de dos componentes (Shingler, 1996). Las
funciones controladas por los reguladores dependientes de 6> no son esenciales para
la célula. La ARN polimerasa con 6°* se une a las secuencias -12 y -24, caracteristicas
de promotores dependientes de ¢>* (Thény and Hennecke, 1989), pero no es capaz
por si sola de formar el complejo abierto. La formacién del complejo abierto requiere
que un regulador dependiente de ¢ hidrolice ATP para que se libere la energia
necesaria para la formacion de complejo abierto y el inicio de la transcripcién (Weiss et
al., 1991; Schumacher et al., 2006; Rappas et al., 2007; Wigneshweraraj et al., 2008)
(Figura 15).

Complejo cerrado Complejo intermedio Complejo abierto

Figural5. Mecanismo de accién de la ARN polimerasa en promotores dependientes de o™ El complejo
formado por la ARN polimerasa y 6>* (Ec>*, verde) se une a la regién promotora -12 y -24 en el ADN
(amarillo), y se forma el complejo cerrado. La unién de IHF (naranja) provoca una curvatura en el ADN
necesaria para que el regulador NtrC (rojo) entre en contacto con Ec>*. Cuando el efector se une al
regulador provoca un cambio conformacional que deja libre el sitio de unién e hidrélisis de ATP; esta
liberacion de energia es la que permite la activacion del complejo que pasa a complejo abierto y se inicia,
por tanto, la transcripcién (Wigneshweraraj et al., 2008).

Otra caracteristica de estos reguladores es que tienen sitios de unién

localizados a cierta distancia aguas arriba del promotor regulado (Upstream Activating
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Sequences, UAS) (Kustu et al., 1991; Morett and Segovia, 1993). Estas secuencias de
union suelen ser repeticiones invertidas que en algunos casos pueden desplazarse
artificialmente mas de 1 Kb y/o invertir su orientacion sin que se vea alterada la
transcripcion (Reitzer and Magasanik, 1986). La correcta interaccion entre el activador
unido a sus UASs y el complejo transcripcional cerrado unido al promotor requiere una
proximidad fisica entre ambos, que se consigue gracias a la curvatura del ADN (Kustu
et al.,, 1991), que en muchos casos se produce gracias a la uniéon de la proteina
auxiliar IHF (Integration Host Factor) o a una curvatura intrinseca del ADN (Pérez-
Martin et al., 1994) (Figura 15).

Los miembros de esta familia de reguladores estan constituidos por tres
dominios funcionales involucrados en la recepcion de la sefial (dominio A), en la
activacion transcripcional (dominio C) y en la unién al ADN (dominio D) (Figura 16)
(Morett and Segovia, 1993; North et al., 1993; Shingler, 1996).

Unién de ATP

NH, — A (Receptor de la sefial ambiental) } C (Dominio activador) E-:l— COOH

Union al
B (conexién) ADN

Figura 16. Representacion esquematica de los dominios de una proteina de la familia de reguladores
dependientes de o (familia NtrC). En la region N-terminal se encuentra el dominio A encargado de
detectar la sefial que activa el regulador transcripcional. El dominio B es una regién corta de conexion
entre el dominio C y A. El dominio central (C) es el dominio activador encargado de unir e hidrolizar ATP
(casillas sombreadas). En la region C-terminal se encuentra el dominio D con estructura hélice-giro-hélice
(HTH) que esta implicado en la unién al ADN. Modificado de (Shingler, 1996).

El dominio central (C) (de unos 240 residuos), también llamado dominio AAA+,
es el dominio méas conservado de la proteina y estd implicado en la activacién
transcripcional. El papel de este dominio es la unién y la hidrolisis de ATP y también la
interaccion con la polimerasa unida al factor sigma 54 (Ec™'). Se han detectado siete
regiones con gran homologia en este dominio (C1 a C7) (Morett and Segovia, 1993).
De estas regiones C1 y C5 serian las implicadas en la union e hidrdlisis de ATP. La
region C3, donde se encuentra el motivo GAFTGA, consiste en dos hélices alfa
separadas por un giro y estaria implicada en la interaccion con Ec> (Weiss et al.,
1991; Morett and Segovia, 1993). El domino C-terminal (D) contiene un dominio hélice-

giro-hélice (HTH) de unién al ADN. En NifA y NtrC, el domino D aislado conserva la
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capacidad de unién al ADN. Parece ser que el papel del dominio de union puede ser
doble, proporciona especificidad porque incrementa la concentracién local del
regulador cerca del promotor y facilita la propia oligomerizacion de la proteina

necesaria para la activacion transcripcional (Porter et al., 1993).

Entre el dominio A y C existe una region de longitud variable (de 15 a 25
residuos) conocida como dominio B o bisagra flexible (Wootton and Drummond, 1989).
En la region N-terminal estd localizado el dominio A que varia mucho en su longitud
dentro de las proteinas de a familia (desde apenas los 12 residuos de HrpS de P.
syringae a casi 400 de FhIA de E. coli). En este dominio no se han encontrado
regiones homaologas entre todos los reguladores de la familia; las proteinas se pueden
agrupar atendiendo al modo en que reciben las sefiales activadoras. Estas se puede
transmitir como fosforilacién, mediante interaccion directa con otras proteinas o por

una activacion directa mediada por una molécula efectora (Shingler, 1996).

Regulacion por fosforilacion. Ocurre en aquellos miembros de la familia,
como NtrC o DctD, que son proteinas de respuesta de un sistema de dos
componentes. En estos sistemas, una protein-quinasa, localizada generalmente en la
membrana, detecta la sefial ambiental y activa al regulador transcripcional, que se
expresa constitutivamente (Shingler, 1996). Esta activacion se lleva a cabo gracias a la
transferencia de un grupo fosfato a un residuo de aspértico conservado en el dominio
A (Stock et al., 1989; Stock et al., 1990; Alex and Simon, 1994). Aunque el regulador
sin fosforilar es capaz de unirse al ADN, so6lo la forma fosforilada es capaz de activar la
transcripcion. La fosforilacion del regulador es necesaria para la actividad ATPasa, la
oligomerizacion y la formacion del complejo abierto. La fosforilacion del dominio
receptor provoca cambios conformacionales que desreprimen o facilitan el ensamblaje
de los dominios AAA+, permitiendo la multimerizacion y la formacion del anillo en cuyo
interior quedan expuestos los dominios GAGTGA que interaccionan con el factor 6>,
permitiendo de esta manera un contacto directo con la ARN polimerasa. De esta forma
gue cuando se produce la hidrélisis de ATP la energia se transfiere directamente al
complejo, y la hidrélisis provoca un cambio en el bucle GAFTGA que se libera el factor
0* del nucleo de la polimerasa (Porter et al., 1995; Lee et al., 2003; Chen et al., 2008;
Chen et al., 2010).

Regulacion por interaccion proteina-proteina. Los reguladores de este
grupo son proteinas cuya actividad se regula a través de la interaccion directa con
otras proteinas. A este grupo pertenecen NifA y otras proteinas relacionadas (VnfA'y
AnfA) que regulan la expresion de nitrogenasas sensibles a oxigeno (Joerger et al.,

1989; Martinez-Argudo et al., 2004). El dominio A de estas proteinas tiene una longitud
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variable y presentan una moderada similitud entre si (29-46% de identidad). En K.
pneumoniae y A. vinelandi, NifL inhibe la actividad de NifA en presencia combinada de
oxigeno y nitrogeno fijado. Esta inhibicién ocurre por una interaccion directa proteina-
proteina que ha sido evidenciada inmunoquimicamente (Henderson et al., 1989;
Schmitz et al., 2002). En la region N-terminal de NifA existe un dominio GAF, cuya
estructura tridimensional es similar a la del dominio PAS (Ho et al., 2000), a través del
cual interacciona con el dominio ADP de NifL, lo que provoca la inhibicion de la funcion
del dominio AAA+ e impide su oligomerizacion y la unién e hidrélisis de ATP, asi como

la interaccion con ¢ (Zhang et al., 2002; Martinez-Argudo et al., 2004).

Regulaciéon por interaccion directa con el efector. A este grupo pertenecen
proteinas que se activan en respuesta a distintos efectores, y no requieren de una
proteina auxiliar que detecte la sefial del entorno. DmpR, XylR y PhhR son ejemplos
muy estudiados. Estos reguladores se activan en respuesta a sustratos aromaticos (y
algunos intermediarios y/o analogos estructurales) de las rutas de degradacion que
controlan y su dominio A presenta mas del 62% de identidad (Abril et al., 1989;
Shingler and Moore, 1994; Ng et al.,, 1995). La unién directa del efector a estos
reguladores tiene las mismas consecuencias que la fosforilacidn, es decir, se estimula
la actividad ATPasa del dominio central (Shingler and Pavel, 1995). En ausencia del
efector, el dominio A bloquea el sitio de unién e hidrdlisis del ATP del dominio C y en
presencia del efector aromatico se produce un cambio conformacional que deja
accesible el sitio de unién de ATP. De hecho, la delecion del dominio A en reguladores
como DmpR y XylR produce un regulador con actividad constitutiva y por tanto
independiente del efector (Ferndndez et al., 1995; Shingler and Pavel, 1995) (Figura
17).

ADP + Pi ADP « Pi
ATP ATPT
B - v T \
c ][ c]) | c]
Figura 17. Modelo de activacion de DmpR y XyIR por su efector aromatico especifico. I. En ausencia del
efector, el dominio A bloquea el sitio de unién e hidrdlisis del ATP. Il. En presencia del efector aromatico

se libera el efecto represor del dominio A sobre C. Ill. Un delecién del dominio A provoca una expresion
constitutiva del regulador independiente del efector (Shingler, 1996).



5.2 Reguladores transcripcionales de la familia LysR

La familia LysR de reguladores transcripcionales (LysR type trancriptional
regulators. LTTR) fue descrita inicialmente por Henikoff (Henikoff et al., 1988).
Originariamente se describieron como activadores transcripcionales de genes
localizados divergentemente con respecto al gen regulado y sometidos a una
autorregulacion negativa (Lindquist et al., 1989; Schell, 1993; Parsek et al., 1994a).
Trabajos mas recientes los consideran reguladores globales de la transcripcion, que
pueden actuar en calidad de activadores o represores de genes individuales u
operones, que se suelen transcribir divergentemente al gen regulado, pero que
también pueden estar ubicados en cualquier regidbn del cromosoma bacteriano
(Heroven and Dersch, 2006; Hernandez-Lucas et al., 2008). Todos los LTTRs
involucrados en la degradacion de compuestos aromaticos tienen un tamafio de 394 a
403 amino acidos, con un peso molecular entre 32 y 37 kDa. Todas las evidencias
hasta el momento parecen indicar que la forma activa es un tetramero (Tropel and van
der Meer, 2004). Por ejemplo, CIcR y CatR de P. putida, que regulan los pasos
iniciales de conversién de catecol y 3-clorocatecol, respectivamente, han sido
identificados como dimeros en solucién (Parsek et al., 1992; Coco et al., 1994), pero
se necesitan dos dimeros unidos al ADN para la activacion (McFall et al., 1997). Otros
reguladores de esta familia son tetrameros en solucion (MacLean et al., 2008). En la
mayoria de los casos, los reguladores LysR requieren para su activacion interaccionar
con efectores de bajo peso molecular, y s6lo en unos pocos casos se ha descrito que
puedan actuar efectores con efecto positivo y negativo sobre la misma proteina
(Ostrowski and Kredich, 1990; Jacobs et al., 1997; Picossi et al., 2007),

Esta familia la componen un grupo numeroso de reguladores de funcion
diversa, con una alta homologia en su secuencia N-terminal, que contiene un motivo
HTH (hélice-giro-hélice) de uniébn a ADN. Las otras funciones de activacion
transcripcional, de unién al efector y la de polimerizacion residen en el dominio C-
terminal, que es el dominio de reconocimiento y respuesta, también llamado dominio
regulador (Figura 18) (Schell, 1993; Maddocks and Oyston, 2008).

Dominio de union al ADN (HTH). El motivo HTH esta presente en todos los
LTTRs y aproximadamente en el 95% de las proteinas procariéticas de unién a ADN.
En la familia LTTR este motivo se localiza entre los residuos 20 a 90 del extremo N-
terminal. Se trata de un dominio hélice-giro-hélice de tipo alado (winged helix-turn-

helix), formado por 3 a hélices y 2 laminas B. La segunda y tercera hélice son las que
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interacciona con el ADN, insertdndose la tercera en el surco mayor de la doble hélice
(Maddocks and Oyston, 2008).

Dominio regulador. Este dominio estd menos conservado a nivel de
aminoacidos. Esta region estd formada por los subdominios o/ (RD1 y RD2) que
estan conectadas por un region que forma una hendidura donde se podria alojar el co-
inductor (Stec et al., 2006). Se han identificado posiciones en la regiobn comprendida
entre los residuos 95 y 210 que son importantes para la interaccion con el inductor
(Burn et al., 1989; Cebolla et al., 1997; Jorgensen and Dandanell, 1999). El dominio
regulador donde se une el co-inductor esta conectada al dominio HTH a través de una
hélice larga de conexion flanqueada de una regién bisagra en cada extremo (Figura
18).

Hélice de conexién

Dominio de unién Dominio regulador
al ADN

Figura 18. Modelo de organizacién en dominios de los reguladores LTTR. Los extremos amino y carboxilo
se indican como NH; y COOH respectivamente (Lopez-Sanchez, 2009).

5.2.1 Regulacion transcripcional por LTTR

En lo promotores regulados por LTTR se pueden identificar varios sitios de
unién del regulador, situados en diferentes posiciones con respecto al punto de inicio
de la transcripcion: estos reguladores se pueden unir desde la posicién -35 a la +20 pb
(sitio de union regulatorio, RBS vy sitio autorregulatorio), y entre las posiciones -40 y -
20 pb (sitio de union activador, ABS) (Maddocks and Oyston, 2008). El primer sitio de
union de LTTRs se identifico en Rhizobium spp. con un consenso ATC-Ng-GAT, en
torno a -20 y -75 pb del gen nod (Goethals et al., 1992). Desde entonces se habla de

caja LTTR, que consiste en una secuencia pseudopalindromica cuyo consenso es T-
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Ni:-A, aungque puede variar en la composicion de las bases y en la longitud. Este
consenso se mantiene soélo para el sitio de union regulatorio (RBS) pero no para el
sitio activador (ABS) (Parsek et al., 1994b). La afinidad de los LTTR por los distintos
sitios de union viene determinada por la unién con el efector.

Mecanismo de regulacion clasica. Activacidbn transcripcional vy
autorregulacion negativa. Los LTTR autorregulan su expresion cuando se transcribe
divergentemente al gen u operon que regulan gracias a la union al sitio RBS. Los
LTTR funcionan como dimeros uniéndose de manera independiente a la presencia de
efector al sitio RBS del promotor que activan. Este sitio solapa con el sitio de unién de
la ARN polimerasa en su propio promotor y por tanto impide el acceso de ésta,
inhibiendo su propia transcripcion. Las evidencias bioquimicas y genéticas parecen
indicar que en presencia del efector, un segundo dimero unido al sitio ABS sufriria un
cambio conformacional que lo desplazaria ligeramente sobre el ADN, permitiendo la
interaccion con la ARN polimerasa y la activacibn del promotor del gen diana
(Maddocks and Oyston, 2008). De esta forma actdan los reguladores GItC de B.
subtilis (Picossi et al., 2007) y AtzR de Pseudomonas sp. ADP (Porrua et al., 2007).

Mecanismo de activacion. En los promotores activados por LTTRs, el papel
de los sitios RBS y ABS no esta del todo claro. En algunos casos, como en CIcR de
Pseudomonas y CbnR de Rhalstonia, los reguladores contactan con ambas
secuencias en ausencia del efector; sin embargo, en otros casos, como en CatR, en
ausencia de efector s6lo se ocupa el sitio RBS (Rothmel et al., 1990; Rothmel et al.,
1991). Los reguladores tienen una mayor afinidad por el sitio RBS que por el ABS. Sin
embargo, los contactos con ABS son imprescindibles para la interaccion con la ARN
polimerasa. Chugani y colaboradores (1997) propusieron que el complejo regulatorio
conectaba directamente con el extremo C-terminal de la subunidad a de la ARN
polimerasa (a-CTD) que se unia a una region situada entre los sitios RBS y ABS
denominado motivo UP (Figura 19), y que dicha interaccion incrementaba la afinidad

de la ARN polimerasa por el promotor (Chugani et al., 1997).

También se ha visto que el grado de curvatura del ADN, que se relaja como
consecuencia de la union del segundo dimero en el sitio ABS, controla el nivel de

transcripcién de los promotores regulados por LTTR (Chugani et al., 1997)
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Figura 19. Representacion esquematica de los pasos de la activacion transcripcional de un regulador de
tipo LysR. (A) Dos subunidades del tetramero regulador se unen al RBS y otras dos subunidades al ABS
cerca de la region promotora -35. (B y C) En presencia del inductor la proteina reguladora se desliza hacia
la posicion -42. Se produce una interaccion con la subunidad alfa de la ARN polimerasa (a-CTD) que se
une a una region entre RBS y ABS denominada UP (B). Esto incrementa la afinidad de unién de la ARN
polimerasa por el promotor y se inicia la transcripcion (C)(Tropel and van der Meer, 2004).

6 REGULACION GLOBAL

En la regulacion global de la rutas anaerobias de degradacion de compuestos
aromaticos juegan un papel muy importante la regulacion por oxigeno y la represion
catabdlica, ya que su objetivo es favorecer que se expresen unos genes catabdlicos
sobre otros en funcion de la disponibilidad de ciertas fuentes de carbono y aceptores
de electrones en el medio ambiente. En organismos anaerobios, el oxigeno constituye
una sefial ambiental muy importante que va a regular la expresién de los genes
catabdlicos, siendo de especial importancia en aquellos casos en los que las enzimas

son sensibles a oxigeno.
6.1 Regulacion por oxigeno.
En R. palustris se describié por primera vez como una proteina miembro de la

familia Fnr (AadR) estaba involucrada en la regulacion de la degradacion anaerobia de

compuestos aromaticos en respuesta a oxigeno (Egland and Harwood, 1999). En R.
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palustris existen tres proteinas reguladoras que ejercen su efecto sobre el promotor
del operén badDEFG para la degradacién anaerobia de benzoato; BadR es una
proteina miembro de la familia MarR que responde al benzoato o benzoil-CoA
induciendo la expresion de los genes para la benzoil-CoA reductasa; BadM reprime la
degradacion de benzoato al unirse al promotor de badD, y la union de benzoato al
regulador provoca cambios conformacionales que permiten la liberacion del promotor y
por tanto la expresion de los genes para la degradacion de este (Peres and Harwood,
2006; Carmona et al., 2009); finalmente AadR activa la expresion del operén
badDEFG en respuesta a anaerobiosis porque la proteina AadR tiene todas las
caracteristicas de una proteina capaz de detectar el potencial redox gracias a cuatro
residuos de cisteina, tres en el extremo N-terminal y una en el centro de la proteina,
que coordinan los centros [4Fe-4S]. Cuando la proteina AadR se expone a oxigeno
esta estructura se desensambla, volviendose a ensamblar cuando es reducida
(Khoroshilova et al., 1997). AadR responde a la ausencia de oxigeno en su forma
activa (reducida) uniéndose a la secuencia consenso (TTGAT-N4,-ATCAA), situada en
la region promotora del operén badDEFG, tipica de la unién de proteinas de la familia
Fnr, que estd centrada en la posicion -39,5 relativa al punto de inicio de la
transcripcion (Egland et al., 1997). No se puede descartar, sin embargo, la posibilidad
de que AadR actie ademas indirectamente en la transcripcion activando a otras

proteinas reguladoras (Egland and Harwood, 1999).

Otro caso donde se han estudiado muy bien los mecanismos moleculares de la
regulacion de genes catabdlicos mediada por oxigeno es en Azoarcus sp. CIB, donde
se ha visto que la proteina AcpR, perteneciente a la familia Fnr de reguladores
transcripcionales, regula la expresion del promotor Py para la expresion de los genes
para la degradacion de benzoato (Durante-Rodriguez et al., 2006). Como ocurria en R.
palustris, esta proteina actia uniéndose a la secuencia consenso TTGA-N4-ATCAA.
Sin embargo, el promotor Pr que controla la expresiéon del gen bzdR, no esta sujeto a

una regulacién por oxigeno dependiente de AcpR (Durante-Rodriguez et al., 2008).

También se ha descrito represién por oxigeno en T. aromatica, donde existe
una fuerte represién de los genes para la benzoil-CoA reductasa que soélo se detecta
en pequefias cantidades en condiciones de aerobiosis (Heider et al.,, 1998); en los
genes bss para la degradacion de tolueno en M. magnetotacticum TS-6, que sélo se
transcriben en anaerobiosis (Shinoda et al., 2005); o en Azoarcus sp EbN1 donde se
ha observado poca abundancia de proteinas involucradas en la degradacién aerdbica
de benzoato en células creciendo anaerébicamente con benzoato (Wéhlbrand et al.,
2007).



6.2 Represion catabdlica.

Muchas bacterias pueden utilizar varios compuestos como fuente de carbono.
En algunos casos estos compuestos se pueden co-metabolizar, pero en otros se utiliza
preferentemente una fuente de carbono u otra en funcién de su facil acceso o de que
permita un crecimiento mas rapido. Uno de los ejemplos mas conocidos en la
utilizacién preferencial de una fuente de carbono es el de E. coli cuando se cultiva con
glucosa y lactosa, observado por primera vez por Jaques Monod (Monod, 1942). Hoy
en dia este fendbmeno se conoce con el nombre de represion catabdlica por carbono
(CCR). Es un fenébmeno regulatorio por el cual la expresion de los genes y actividad de
las enzimas encargadas de metabolizar la fuente de carbono secundaria disminuyen

en presencia de la fuente de carbono preferente (Gorke and Stulke, 2008).

En los udltimos afios se han descrito mecanismos de represion catabdlica en la
degradacion anaerobia de compuestos aromaticos en T. aromatica (Heider et al.,
1998) y Azoarcus sp. CIB (Durante-Rodriguez et al., 2008). Barragan y colaboradores
(2004) observaaron que algunos acidos organicos como succinato, acetato o malato,
ejercian efectos de represion catabolica sobre el promotor Py que controla los genes
para la degradacién de benzoato, mientras que otros compuestos que no podian ser
utilizados anaerdbicamente (citrato, glicerol, fructosa y maltosa) no ejercian ningun
efecto represor. Ademas, esto se correspondia con una disminucion dréstica de la
actividad benzoato-CoA ligasa cuando Azoarcus sp. CIB era cultivado
anaerGbicamente con malato, succinato y acetato como fuentes adicionales de

carbono (Barragan et al., 2004).

En T. aromatica AR-1 la sintesis inicial de enzimas para la degradacion de 3,5-
DHB parece estar estrictamente regulada y sometida a mecanismos de induccion y de
represion catabdlica. La degradacion de benzoato a través de la ruta del benzoil-CoA
puede reprimir la expresion de genes para la degradacion de 3,5-DHB incluso en
presencia de posibles inductores (Philipp and Schink, 2000). En presencia de
benzoato y 3,5-DHB, T. aromatica AR-1 presenta un crecimiento diauxico en el que en
una primera fase se produce la degradacion de benzoato, seguida de una fase de
latencia después de la cual se reanuda el crecimiento a expensas de 3,5-DHB. Los
niveles de actividad de las dos primeras enzimas de la ruta, la 3,5-DHB hidroxilasa y la
HHQ deshidrogenasa, son significativamente menores en células crecidas con
benzoato como fuente de carbono, o en la primera fase del crecimiento diauxico
mientras hay benzoato en el medio. Los niveles aumentan significativamente en la

segunda etapa del crecimiento diduxico, una vez consumido el benzoato e iniciada la
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degradacion de 3,5-DHB (Philipp and Schink, 2000). Hasta el momento se desconoce
cuales son los mecanismos moleculares de represion catabdlica que tendrian lugar en

T. aromatica AR-1.
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OBJETIVOS






El trabajo de esta tesis doctoral se ha centrado en el estudio de las rutas de
degradacion de aromaticos hidroxilados en bacterias desnitrificantes. Anteriormente se
habian identificado los genes codificantes de la ruta de degradacién de resorcinol de la
bacteria anaerobia estricta Azoarcus anaerobius (Darley et al., 2007). Igualmente, se habia
descrito una cepa anaerobia facultativa capaz de degradar en anaerobiosis el derivado
carboxilado del resorcinol, el 3,5-dihidroxibenzoato (a-resorcilato), utilizando una ruta
semejante a la de A. anaerobius, y en la que no intervenia el intermediario central comun a
la mayoria de las rutas de degradacién anaerobia de compuestos aromaticos, el benzoil-
CoA. Para profundizar en la genética y biologia molecular de estas rutas y sus

peculiaridades, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar la regulacién de la expresion de al ruta de degradacion de resorcinol en la

bacteria anaerobia estricta Azoarcus anaerobius.

2. ldentificar los genes de la ruta de degradacion de 3,5-dihidroxibenzoato en la

bacteria anaerobia facultativa Thauera aromatica.

3. Analizar la regulacion de la expresion de al ruta de degradacion de 3,5-

dihidroxibenzoato en la bacteria anaerobia facultativa Thauera aromatica.
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MATERIALES Y METODOS






1. CEPAS BACTERIANAS

Las estirpes utilizadas en este trabajo, sus genotipos y sus caracteristicas

fenotipicas mas relevantes se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo

Cepa Genotipo/Caracteristicas Referencia
Escherichia coli
HB101 SupE44 hsdS20 (rg'mg) recAl3 ara-14proA2 (Boyer and
lacY1 galK2 rpsL20 (Sm") xyl-5 mtl-1 Roulland-dussoix,
1969)
CC118 B (ara-leu) araD BlacX74 galE galK phoA20 thil (Manoil and
rpsE (Sp7) rpoB (RifY) argE recAl Beckwith, 1985)
CC118Apir CC118 lisogenizada con el fago Apir (de Lorenzo et al.,
1990)
DH5a endAl hsdR17 supE44 thi-1 recAl gyrA(Nal®) (Sambrook and
relAl A(argF-lac) U169 depR(®d80dlacA(lacZ) Rusell, 2001)
M15)
Thauera aromatica AR-1
T. aromatica AR-1 Cepa silvestre, anaerobia facultativa, degrada (Gallus et al.,
(DSM11528) 3,5-DHB anaerébicamente 1997)
AR-1MutQdbhL Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMdbhL integrado en el cromosoma,
Km
AR-1MutQdbhS Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMdbhS integrado en el cromosoma,
Km
AR-1MutQorf13 Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMorfl3 integrado en el cromosoma,
Km
AR-1MutQofr18 Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMorfl8 integrado en el cromosoma,
Km
AR-1MutQbgdM Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMbqdM integrado en el cromosoma,
Km
AR-1MutQorf20 Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMorf20 integrado en el cromosoma,
Km
AR-1MutQorf21 Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMorf21 integrado en el cromosoma,
Km
AR-1MutQbqdL Mutante de la cepa T. aromatica AR-1 con el Este trabajo
pIésRmido pAMbqdL integrado en el cromosoma,
Km

Azoarcus anaerobius Cepa silvestre, anaerobia estricta, degrada
LuUuFResl1 (DSM12081) resorcinol, nitratorreductora

Azoarcus sp. CIB Cepa silvestre, anaerobia facultativa,
degradadora de compuestos aromaticos

(Springer et al.,
1998)

(Lépez Barragan
et al., 2004)
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Todos los medios de cultivo y soluciones fueron esterilizados bajo calor
humedo, en autoclave, a 120°C y a 1 atmosfera de presion. Los antibibticos y las
soluciones que no podian ser autoclavadas, como las vitaminas, se esterilizaron por
filtracion utilizando filtros estériles de nitrocelulosa o policarbonato de 0,22 ym de

diametro de poro.

2.1 Medios ricos

Como medio habitual de crecimiento para E. coli se utiliz6 el medio Luria-
Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), cuya composicién es la siguiente: 10 g de
bactotriptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl. Se ajusta el pH a 7 y se
enrasa con agua desionizada hasta 1 litro. Para la preparacion de medio sélido LB, a

la solucidon anterior se le afiade bacto-agar hasta una concentracion final de 2% (p/v).

2.2 Medios minimos

Las cepas de Thauera y Azoarcus se cultivaron anaerdbicamente en botellas
de 100 o 50 ml, cerradas con tapones de butilo y selladas herméticamente con
arandelas de aluminio. El medio de cultivo empleado fue el medio minimo de sales
descrito por Widdel y Pfenning (1981) modificado segun Darley et al., (2007), en el que
el tampon bicarbonato se sustituye por tampén MOPS (acido 3-morfolinopropano-1-

sulfénico) 30 mM (medio minimo de Widdel).

Para la preparacion de 100 ml de medio minimo de Widdel, se mezclan 4 ml de
medio widdel basal (25X); 1 ml de NaSO, (1 mM); 5 ml de MOPS (0,6 M, pH 7,2); 50 pl
de vitaminas (500 X); 100 ul de solucién SL10 (1000X); 100 ul de solucion Se/Wo
(2000X); 1 ml de KNO3 (8 mM) y la fuente de carbono indicada a la concentracion

deseada.

La composicién de 1 litro de medio Widdel basal 25X fue: NaCl, 25,0 g/l;
MgCl,-6H,0, 10 g/l; KH,POy, 5 g/l; NH,4CI, 6,25 g/l; KCI, 12,5 g/l; CaCl, 2H,0, 3,75 g/;

agua hasta 1 litro.

La composicion de 1 litro de solucion de elementos traza SL10 fue: HCI
25%(7.7 N), 10 ml; FeCl,-4H,0, 1,5 g; ZnCl,, 70 mg; MnCl,-4H,0O, 100 mg; HsBO3, 6
mg; CoCl,-5H,0, 190 mg; CuCl,-2H,0, 2 mg; NiCl,-6H,O, 24 mg; Na,MoO,-2H,0, 36

mg, agua hasta 1 1.



La composicion de la solucion de Selenio/Wolframio fue: NaOH, 0,5 g;
Na,SeO3-5H,0, 3 mg; Na,WO,-2H,0, 4 mg; agua hasta 1 |.

La composicion de la solucién de vitaminas fue: acido 4-aminobenzoico, 4
mg; Biotina, 1 mg; &cido nicotinico, 10 mg; D-pantotenato célcico, 5 mg; piridoxina-

HCI-2H,0, 15 mg; tiamina-HCl,, 10 mg; cianocobalamina, 5 mg; agua hasta 100 ml.

Las fuentes de carbono utilizadas fueron succinato (5 mM), resorcinol (1,3-

dihidroxibenzoato) (2 mM) y a-resorcilato (3,5-dihidroxibenzoato) (2 mM).

2.3 Obtencion de las condiciones anaerébicas en los medios de cultivo

Para obtener las condiciones de anaerobiosis, se mezclaron todos los
componentes del medio y se afiadié el agua todavia caliente, para favorecer la difusion
de los gases. Se dispenso la mezcla en botellas de vidrio de 50 6 100 ml y se gaseo6
con N, a través de filtros de nitrocelulosa de 0,2 um de didmetro de poro durante 10-15
minutos para garantizar la eliminacion total del oxigeno del medio. Finalmente las
botellas se cerraron con tapones de butilo y se sellaron con arandelas de aluminio.

Las fuentes de carbono se prepararon en botellas de 100 ml a una
concentracion de 0,5 a 1 My se gasearon con N,. Las botellas se sellaron con tapones

de butilo y arandelas de aluminio.

2.4 Antibi6ticos

Las soluciones de antibidticos se prepararon concentradas mil veces en agua
destilada, excepto el cloranfenicol que se prepard en etanol absoluto, y la rifampicina y
tetraciclina que se disolvieron en metanol. Las soluciones preparadas en agua
destilada se esterilizaron por filtracién y todos los antibiéticos se almacenaron a -20°C.
Los antibidticos se utilizaron a las concentraciones finales siguientes: Piperacilina
(PIP), 90 pg/ml; Ampicilina (Ap), 100 pg/ml; Estreptomicina (Sm), 50 yg/ml; Neomicina
(Neo), 50 pg/ml; Cloranfenicol (Cm), 30 pg/ml etanol; Kanamicina (Km), 25 pg/ml;
Tetraciclina (Tc), 10 pg/ml ; Rifampicina (Rif), 10 pg/ml; Nalidixico (Nal), 10 pg/ml;
Gentamicina (Gm), 10 pg/ml.

2.5 Condiciones de cultivo

Las cepas de E. coli se cultivaron a 37°C con una agitacién de 200 rpm, para

cultivos liquidos; los cultivos en medio sdlido se incubaron a 37°C en una estufa.
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El cultivo en aerobiosis de las cepas T. aromatica y Azoarcus sp. CIB se llevé a
cabo en matraces de 100 ml a 30°C (empleando el mismo medio descrito en el
apartado 2.2 pero sin adicionar el aceptor de electrones (KNO3) ni el tampon MOPS y
con agitacion suave (100 rpm). Cuando se cultivaron en anaerobiosis, se hizo en
oscuridad, en botellas selladas y sin agitacion. El crecimiento de los cultivos se
monitoriz6 midiendo la absorbancia a 600 nm (Ase) empleando un espectrofotometro
Shimadzu UV-266.

2.6 Conservacion de las cepas bacterianas

La conservacion de las cepas a corto plazo se hizo en cultivos en estria en
placas de medios selectivos y en medio liquido a 4°C. La conservacion a largo plazo
se hizo por congelacién de cultivos liquidos en 40% (v/v) de glicerol a -80°C.

3. PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados y construidos en este trabajo, junto con sus

caracteristicas mas relevantes se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasmidos utilizados y construidos en este trabajo

Plasmido Caracteristicas Referencia
pBlueScript SK+  Ap', derivado de pUC19. Stratagene
pGEMT Ap', vector de clonacion para fragmentos de PCR Promega
pMBLT Ap', vector de clonacién para fragmentos de PCR Invitrogene
pCHESIQKm Ap', Km', pUC18 con oriT de RP4 y fragmento Hindlll de (Llamas et al.,
pHP45QKm (interposén Q-Km), oriTRP4 2003)
pAMdbhL pCHESIQKm con fragmento de 411 pb de la regién Este trabajo
interna de dbhL de T. aromatica AR-1 clonado en el sitio
Sacl/EcoRl
pAMdbhS pPCHESIQKm con fragmento de 584 pb de la regiéon que Este trabajo

incluye el gen dbhS/orf9 de T. aromatica AR-1 clonado en
el sitio Sacl/EcoRl

pAMorfl3 pCHESIQKm con fragmento de 650 pb de la region Este trabajo
interna del gen orf13 de T. aromatica AR-1 clonado en el
sitio Sacl/EcoRl

pAMorfl8 pCHESIQKm con fragmento de 819 pb de la region Este trabajo
interna de la orfl8 de T. aromatica AR-1 clonado en el
sitio Sacl/EcoRl

pAMbgdM pPCHESIQKm con fragmento de 738 pb de la regién Este trabajo
interna del gen bgqdM de T. aromatica AR-1 clonado en el
sitio Sacl/EcoRI

46



pAMorf20

pAMorf21

pAMbqdL

pGEMAIfaPyr

pRK600
pLAFR3

R+

Mut_13

Mut_53

Mut_rhL
Mut_redR1
Mut_redR2

pCOS4
pCOS12
pCOS19

pCOS2B

pCOS6B

pPCHESIQKm con fragmento de 700 pb de la regién
interna de la orf20 de T. aromatica AR-1 clonado en el
sitio Sacl/EcoRl

pCHESIQKm con fragmento de 1010 pb de la regién
interna de la orf21 de T. aromatica AR-1 clonado en el
sitio Sacl/EcoRl

pCHESIQKm con fragmento de 863 pb de la region
interna del gen bgdL de T. aromatica AR-1 clonado en el
sitio Sacl/EcoRl

PGEMT con un fragmento de PCR de 780 pb de la region
intergénica conprendida entre los genes rhL y bqdhL de
A. anaerobius.

Cm', oriColE1, mobRK2, traRK2

Tc', cos, oriV RK2, oriTRK2, B-conplementacion

Tc', pLAFR3 con fragmento cromosomico de A.
anaerobius de 29,9 kb que confiere la capacidad de
degradar resorcinol

Tc', Km', R btdhS::TN<KAN-2>; insercién del transpos6n
en el codén 144

Tc', Km', R" bqdhS::TN<KAN-2>; insercién del transposon
en el codén 126

Tc', Km', R rhL::QKm

Tc', Km', R" redR1::QKm

Tc', Km', R" redR2::QKm; insercién del transposon en el
codén 290

Tck, pLAFR3 con fragmento de 23,6 kb del cromosoma T.
aromatica AR-1

Tc®, pLAFR3 con fragmento del cromosoma de T.
aromatica AR-1 positivo para las sondas dbhL y dbhS

Tc®, pLAFR3 con fragmento del cromosoma de T.
aromatica AR-1 positivo para las sondas dbhL y dbhS

Tck, pLAFR3 con fragmento del cromosoma de T.
aromatica AR-1 positivo para las sondas mob, bqdL y
lysR

Tc®, pLAFR3 con fragmento del cromosoma de T.
aromatica AR-1 positivo para las sondas mob, bqdhL y
lysR

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Kessler et al.,
1992)
(Staskawicz et
al., 1987)
(Darley et al.,
2007)

(Darley et al.,
2007)

(Darley et al.,
2007)
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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4. AISLAMIENTO DE ADN

Para el aislamiento se utilizaron distintos métodos segun el tipo de ADN, la

pureza requerida y la cantidad que se quisiera obtener.

4.1 Aislamiento de ADN plasmidico

La cepa bacteriana portadora del plasmido de interés se cultivé en agitacion
durante 6-14 horas a 37°C en medio LB suplementado con los antibidticos

correspondientes.

4.1.1 Método “Quiapreps”

Para la preparacion rapida de ADN plasmidico libore de ARN se utiliz6 el
sistema “Quiapreps spin plasmid kit” (Quiagen®), partiendo de un volumen de cultivo
de 3 ml y siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ADN se utiliz6 para

reacciones de secuenciacion y clonacion.

4.1.2 Método de lisis alcalina

Para el aislamiento de plasmidos a pequefia escala y andlisis tras una
clonacion se utilizo el método de lisis alcalina (Sambrook et al., 1989) con algunas
modificaciones.

Se parti6 de un volumen de 1,5 ml de cultivo. Las células se recogieron por
centrifugacion a 16000 x g durante 1 minuto. Tras eliminar el sobrenadante, éstas se
resuspendieron en 100 ul de GTE (glucosa, 50 mM; Tris-HCI (pH 8,0), 25 mM; EDTA-
Na,, 10 mM) y lisozima y se incub6 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacion
se afiadieron 200 pl de solucion de lisis (SDS 1% (p/v) y NaOH 0,2 N), se agit6 el tubo
suavemente por inversién y se incubd durante 5 minutos o hasta que los tubos se
pusieran translicidos. El lisado se neutralizé afadiendo 150 pl de tampon acetato
sbdico 3 M pH 4,8 y, tras mezclar el tubo por inversion, se incubé durante 30 minutos
en un congelador a -20°C. Las proteinas, el ADN cromosdmico y los restos celulares
se eliminaron por centrifugacién a 16000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante se
transfirid a un tubo limpio. Se afiadieron dos volumenes de etanol puro frio y se incubd
durante 30 minutos a -20°C y se centrifugd a 16000 x g durante 15 minutos. El

precipitado se lavé de sales con un volumen de etanol 70% (v/v) en agua. Tras
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descartar el sobrenadante y secar el precipitado, éste se resuspendioé en 30 ul de TE
(Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM y EDTA-Na,, 1 mM) o agua Milli-Q.

4.2 Aislamiento de ADN cromosomico

La extraccibn de ADN cromosémico se realizé con el Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante y partiendo de un

volumen de cultivo entre 1 y 50 ml, segun la cantidad de ADN cromosémico requerida.

Para la extraccion de ADN cromosomico de Thauera aromatica AR-1 para la
construccion de la genoteca partimos de un cultivo de 45 ml a una DOggonm de 0,3. Se
recogieron las células centrifugando a velocidad maxima durante 5 min y se
resuspendié en 1,7 ml de TE (TrisCl 1 M pH 8; EDTA 0,5 M), se afiadieron 90 ul de
SDS 10% y 3 pl de ARNasa (10 mg/ml). Se incub6 durante 15 min a 37°C y
posteriormente se afiadieron 9 pl de proteinasa K (19,2 mg/ml) y se incubé 1 h a 37°C.
A continuacion se afadieron 300 pl de NaCl 5 M, se mezclé y se afiadieron 240 pul de
CTAB/NaCl (10% de CTAB; 0,7 M de NaCl) esta solucién se incubd durante 10 min a
65°C, tras lo cual se afiadieron 2,35 ml de cloroformo/isoamil alcohol (24:1), se mezclo
y se centrifugd a 9500 rpm durante 10 min a 4°C. Se transfirid la fase acuosa a un tubo
nuevo y se afiadié un volumen de fenol/cloroformo/isoamil alcohol (25:24:1), y se
centrifug6 a 9500 rpm durante 10 min a 4°C. Se transfiri6 nuevamente el sobrenadante
a un tubo nuevo, se afiadié 0,6 volimenes de isopropanol frio y se dejo precipitando
durante 14 h a -20°C. Después de la precipitacion se cogio el ADN cuidadosamente
con una varilla y se transfirié a un tubo nuevo que contenia 1,5 ml de etano 70% frio,
se centrifug6é a 16000 rpm durante 15 min, se eliminod el sobrenadante y se dej6 secar
a temperatura ambiente. Finalmente se resuspendié en 100 pl de TrisCl 10 mM y se

cuantificé en un Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer).

5. TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS
5.1 Conjugacion

La conjugacion bacteriana se utilizé para la transferencia de ADN plasmidico
desde Escherichia coli a cepas de Azoarcus sp. CIB y Thauera aromatica AR-1. El

sistema utilizado fue el denominado “triparental’. En este sistema de cruce, las

funciones de transferencia (tra) son aportadas en trans por un plasmido auxiliar
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autotransferible (RK600), que moviliza el plasmido de interés; de esta forma, la
bacteria portadora del pldsmido auxiliar también forma parte del cruce (de Lorenzo et
al., 1990). Se parti6 de 1 ml de cultivos de 12-16 horas de las cepas de E. coli
donadora y portadora del plasmido auxiliar y de 15 ml de cultivo (10°-10° células/ml) de
la cepa receptora cultivada entre 24 y 72 h en medio Widdel succinato en aerobiosis.
Las células se recogieron por centrifugacion, se mezclaron en 1 ml de medio Widdel y
se centrifugaron de nuevo. La suspensién bacteriana resultante se resuspendi6 en 0,1
ml de medio Widdel y se depositd sobre un filtro estéril de 0,22 um de didmetro de
poro colocado sobre la superficie de una placa de medio LB sélido que se incubé de
12-16 horas a 30°C. Los transconjugantes se seleccionaron sembrando diluciones
seriadas de la mezcla de conjugacion en medio minimo Widdel (ver apartado 2) con
succinato 5 mM como fuente de carbono y suplementado con el antibidtico

correspondiente, incubando a 30°C hasta la aparicion de los transconjugantes.

5.2 Transformacién por choque térmico

Este método se utilizé para la preparacion de células competentes de E. coli y
su posterior transformacion (Inoue et al., 1990). Con este procedimiento se obtuvieron
frecuencias de transformacién mayores de 1x10° transformantes por ug de ADN

plasmidico.

5.3 Electroporacion

En algunos casos, para introducir pldsmidos en E. coli se emple6 el método de
electroporacion (Choi et al., 2006). Para ello se inocul6 E. coli en medio LB liquido y
se incubo a 37°C durante 12 a 16 horas. Se centrifugaron 1 6 2 ml de este cultivo y se
lavé dos veces con sacarosa 300 mM, resuspendiéndose finalmente en 100 ul de esa
misma solucién para obtener una suspension bacteriana de 10°-10" células/ml.
Durante todo el proceso la suspension celular y las soluciones se mantuvieron a 4°C.
Se mezcl6 el ADN (10-50 ng) con 100 ul de células electrocompetentes y se transfirio
a una cubeta de electroporacion (2-mm) y se aplico un pulso de 12.5 kV/cm (2.5 kV
para la cubeta mencionada), 25 pF y 200 Q. Inmediatamente se afiadié 1 ml de LB, se
transfiri6 a un nuevo tubo y se incub6 1-2 h a 37°C. Posteriormente se sembraron
diluciones seriadas en medio selectivo. Se utilizd6 como control negativo células

electroporadas sin ADN (para estimar el nimero de resistentes espontaneas).
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6. TECNICAS DE MANIPULACION DE ADN Y ARN
6.1 Determinacion de la concentracion de ADN y ARN

La concentracion de ADN de una solucibn se determind
espectrofotométricamente utilizando un Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer). Se
determind la absorbancia de ADN o ARN a 260 nm y 280 nm frente a un blanco de
H,O o TE, dependiendo del solvente utilizado en la disolucion de &cido nucleico. La
concentracion de ADN o ARN de la muestra se calcul6 respecto al valor estandar de
Azs0=1 para soluciones con 50 ug/ml de ADN de cadena doble o 40 pg/ml de ARN. La
relacion A,so/Azgo Se utilizd para estimar el grado de pureza de la preparacion, de forma
que los valores de esta relacion por debajo de 1,8 se consideraron indicadores de

contaminacion por proteinas y/o fenol.

6.2 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron en las
condiciones Optimas para cada enzima indicadas por el fabricante. Las reacciones
contenian habitualmente 0,1-5 ug de ADN, 0,1 volimenes del tampdn de restriccion
correspondiente suministrado por la casa comercial (10 veces concentrado), y 0,5-10
unidades de enzima de restriccion en volumenes finales de 10-30 ul, completados con
H,O bidestilada estéril. Las digestiones de plasmidos se llevaron a cabo incubando la
mezcla de reaccion durante 2 horas a la temperatura indicada por el fabricante,

mientras que las restricciones de ADN total se incubaron durante 12-16 h.

6.3 Defosforilacién de ADN con fosfatasa alcalina

Con objeto de aumentar la eficiencia de clonacion, se defosforil6 el ADN del
vector linearizado con fosfatasa alcalina de gamba artica. Para ello, ADN ya cortado
con enzimas de restriccion se mezclo con la décima parte del tampdn suministrado por
el fabricante y 0,1 a 0,5 unidades de fosfatasa alcalina de gamba é&rtica (USB.
Amersham) por cada pmol de extremos de ADN. Tras una incubacién a 37°C durante

1 hora, la fosfatasa se inactivéd por calor incubando la reaccion a 65°C durante 15 min.
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6.4 Tratamiento del ADN con el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa |

Esta enzima se utiliza para generar extremos romos a partir de extremos 3’
recesivos. Partimos de 0,1 a 4 ug de ADN digeridos con sus correspondientes enzimas
de restriccion, en un volumen final de 20 ul. Se afadié 1 yl de cada dNTP 0,5 mM.
Seguidamente se afiadi6 de 1 a 5 unidades del fragmento Klenow de la ADN
polimerasa y se incub6 a 30°C durante 15 minutos. La reaccion se detuvo calentando

a 75°C durante 10 minutos.

6.5 Electroforesis de ADN y ARN

La electroforesis de ADN se llevd a cabo segun Sambrook et al., (1989),
utilizando geles de agarosa preparados en tampon Tris/Acetato/EDTA (TAE) (Tris-
base 4,84 g; acido acético glacial 1,14 ml; EDTA-Na, 0,5 M pH 8, 2 ml y agua hasta 1
litro. Este tampon se prepardé a partir de una soluciébn 50 veces concentrada y
esterilizada en autoclave.). La concentracion de agarosa usada variaba entre 0,8-2%
(p/v) en funcion del tamafio de los fragmentos que se deseaba separar. Para cada
muestra a analizar se afiadié 1yl de tampdn de carga (glicerol 30% (v/v), azul de
bromofenol 0,3%(p/v) y xilencianol 0,3% (p/v)). Como patrones de peso molecular se
usaron los fragmentos de ADN del fago lambda cortado con las enzimas Hindlll 6
BstEll, o los marcadores comerciales VIII y X (Roche Molecular Biochemicals). La

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

Las moléculas de ADN separadas en el gel se tifieron por inmersién en una
solucion con bromuro de etidio o GelRed (Biotium, Inc.). Tras lavar con agua para
eliminar el exceso de colorante, el ADN se visualizé mediante la exposicion del gel a
luz ultravioleta (245 nm). Las imagenes se recogieron con una videocamara acoplada

a una impresora térmica, utilizando el equipo Gel-Doc de BioRad.

La separacion y visualizacion del ARN total también se realizé mediante
electroforesis en geles de agarosa para comprobar la calidad de las muestras y
descartar posible contaminacion de ADN gendmico. El procedimiento fue el mismo que
el descrito para ADN, con las variaciones siguientes: todo el material de electroforesis
se enjuagd previamente en SDS 1% (p/v) y se aclaré con una solucién autoclavada
1:1000 de DEPC en agua (ver 6.10). El tampdn TAE se preparé en una solucion
autoclavada 1:1000 de DEPC en agua. La concentracion de la agarosa en el gel fue
de 2% (p/v). Todo el material de vidrio para preparar soluciones se tratd previamente

con cloroformo para eliminar posibles contaminaciones con ARNasas.
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6.6 Recuperacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Para la recuperacion de fragmentos de ADN de agarosa se utilizé el sistema
comercial “QUIAEX Il Gel Extraction Kit” (QUIAGEN) o el sistema “QlAquick Gel

Extraction Kit” (QUIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.7 Ligacion de ADN

Para la ligacion de moléculas de ADN se parti6 de fragmentos lineales
obtenidos por digestion con enzimas de restriccion en sitios compatibles para la
ligacién. El vector linearizado y el fragmento de ADN obtenidos por digestién con uno o
varios enzimas de restriccion y purificado (segun se indica en el apartado 6.5 y 6.6) se
mezclaron en una proporcion adecuada y se afadié 0,1 volumen de tampén de
ligacidon (suministrado por el fabricante) y 1 unidad de ADN-ligasa del fago T4 (Roche)
en un volumen final de 10-15 pl completados con agua. También se ligaron
fragmentos amplificados por PCR con vectores especificos de clonacion de productos
de PCR. La mezcla se incubd entre 14 y 16°C durante 2-14 horas, y después se
introdujo el ADN recombinante en la cepa adecuada utilizando uno de los métodos

descritos en el apartado 5.

6.8 Reaccion en cadena con ADN polimerasa (PCR)

La reaccion de amplificacion en cadena de una region concreta de ADN se
llevd6 a cabo cuando los objetivos perseguidos eran amplificar un fragmento
determinado de ADN para su posterior clonacion o para comprobar la presencia de un
fragmento de ADN determinado. Esta reaccion incluia: ADN molde (0,2 ng de ADN
cromosomico o 10 pg de ADN plasmidico); tampon que permita el correcto
funcionamiento de la Taqg polimerasa (KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; Tris-HC| 10 mM pH
9); dNTPs (100-200 uM de cada uno); oligonucleétidos (100-200 pM); Taq polimerasa
(0,5 U/100 pl); ajustada hasta un volumen final de 25 a 50 ul con agua. La reaccion de
amplificacion se desarroll6 en un termociclador. Las condiciones estandar fueron las
siguientes: en primer lugar, se desnaturalizd6 el ADN a 94°C durante 3 minutos.
Seguidamente se llevaron a cabo 20-30 ciclos de amplificacion. En cada ciclo se
desnaturalizé el ADN a 94°C durante 30 segundos, se mantuvo la muestra a una
temperatura de hibridacion adecuada para los cebadores durante 30 segundos y se
amplific6 a 72°C, temperatura idonea para el buen funcionamiento de la Taq

polimerasa. El tiempo de extensién se ajustdé en funcién del tamafio a amplificar,
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teniendo en cuenta que es necesario 1 minuto por cada 2 kb del mismo. Una vez
terminados los ciclos se realiz6 una extension a 72°C durante 5 minutos. En aquellos
casos en los que se disefiaron cebadores que presentaban secuencias adicionales en
5’ que no hibridaban con el ADN molde, se llevaron a cabo los 5 ciclos iniciales a una
temperatura de hibridacion calculada sin incluir tal secuencia, y finalmente se
realizaron 25 ciclos a la temperatura de hibridacion calculada para el cebador
completo. Cuando la reaccién estandar no resulto satisfactoria se combinaron distintas
modificaciones en la concentracion de MgCl, (incrementandola a 3 6 4,5 mM) y/o la
presencia de ciertos compuestos en la mezcla de reaccion, como por ejemplo glicerol
al 10% (v/v) o DMSO al 5% (v/v). Ocasionalmente, el producto obtenido tras la
amplificacion se purificé utilizando el sistema comercial “QlAquick PCR Purification Kit”
(QUIAGEN) para eliminar los cebadores y los dNTPs.

Los oligonucleétidos para PCR y secuenciacion se disefiaron con el programa
informatico Clone Manager Professional Suite (Sci Ed Central) y se sintetizaron por la
empresa Sigma Aldrich (http://www.sigmaaldrich.com/spain.html). Se traté siempre de

evitar la formacidn de estructuras secundarias y amplificaciones inespecificas.

6.8.1 PCR de colonia

Es una estrategia rapida para la comprobacion de la presencia de
determinados insertos a partir de las colonias en placa. En 25 yl de la mezcla de
reactivos de PCR descrita anteriormente se resuspende directamente una colonia de

la placa mediante un palillo y agitando dentro de la mezcla.

Tabla 3. Pareja de oligonucledtidos sintéticos utilizados en este trabajo para la
amplificacion de productos por PCR

Cebador Secuencia 5’ a 3’ Localizacion relativa/(utilizacion) Tamafio
esperado
u21 GTTGTAAAACGACGGCCAGTG PCR y secuenciacion de _
R21 CAGGAAACAGCTATGACCATG fragmentos de ADN clonados en variable
plasmidos que portan el promotor
lacZ y derivados
rhLF GACGCAGCGCTCAGCGACG Region interna de dbhL / (RT-PCR 411 pb
rhLR AACGCCATCGGCACGACC mutante dbhL y sonda)
rhSF AGAACAGCGGATCGACGGC Fragmento que incluye dbhS/orf9 / 584 pb
rhSR GGCCCGGGAGGTGGCCGG (mutante dbhS y sonda)
dctPF TCAGCGGATCGCGGTCGATG Fragmento interno de orf13 / 650 pb
dctpR CGATCCCGCGTTCTTCGGC (mutante orf13 y sonda dctP)
mobF AGAAGAACGGAATCCGCC Fragmento interno de orf18 / 819 pb
mobR TCCCGGTGCTGACCAACAAC (mutante orf18 y sonda mob)
bqdMF TTGCGCAGCTCCAGCGGATG Fragmento interno de bqdM / 738 pb
bgdMR TCACCTGCTGAACAAGAAC (mutante bgdM)




suck GTGAGCTTGCGCACCACCG Fragmento interno de orf20 / 700 pb
SucR CTTTCTCCGGCCTTGAATTG (mutante orf20)
p47kF ATGAAGACGAGCCGGGTACG Fragmento interno de orf21 / 1010 pb
p47kR CGGGGAAGCAAAAAACGTC (mutante orf21)
bqdLR GGTCAGGACCATGCTCTAC Fragmento interno de bqgdL / 863 pb
bqdLF CCGCGCTGATGAACTTGACC (mutante bqdL)
3’con5 AAGATGCTGCCGTTGTTC Secuencia entre el contig 5 (orf15) 819 pb
dctP(7)F ACTCCGGTGCACAAGATGG y el contig 7 (orfl6) / (PCRy

secuenciacion)
orf24secF AGATCGAGACCGACAAGGCG Fragmento interno de la orf24 / 850 pb
orf24secR CGAGTTGGGCGTTGATCTGC (secuenciacién)
RH475f TATTCGAAGGGCGCGAATTGCG  Region intergénica del gen rhL de 389 pb
Alphaint ACCTACCTTGCGGCGGGCG A. anaerobius / (Sonda AT-H y

PCR)
Upsalpha TGCCAGTCCGTGAACAAC Fragmento que incluye el gen 2750 pb
Acups CCGTCCTTCTTGAGCCAGCG bqgdhL de A. anaerobius / (Sonda

PyDHE2 y PCR)
Pyrend TGCTAACCGACGAGATCCAG Fragmento que contiene completo 1679 pb
Pdhups GATGCAGCCCCAGTTGAGG el gen bqdhS de A. anaerobius /

(PCR)
18ups GCCGCCGGGATGGATTTC Fragmento que contiene completo 1539 pb
20end GCCGAAGCCCAGTATCCC el gen orfl3 de A. anaerobius

/(PCR)
Pepups CCGCGCTCCCAGTCCTTG Fragmento que incluye el gen orfl4 1540 pb
AcoR2end GGAGTTCAATGGCAATGTCG de A. anaerobius / (Sonda 20X)
lysRfamF ACGCCCTCCTGGATCTGGACGG Fragmento que incluye el gen orf25 320 pb
lysRfamR CGAAGGTGCTGTTCCTGTC de T. aromatica / (Sonda lysR)

6.9 Secuenciacién de ADN

La secuenciacion de ADN se realiz6 tanto de forma manual como automatica.
Cuando se llevo a cabo la secuenciacion manual se siguieron las instrucciones del
sistema comercial “T7 Sequencing Kit” (Amersham Pharmacia Biotech) basado en el
método de Sanger et al., (1977), usando la ADN polimerasa del fago T7. Como una
variacion de este sistema se utilizé 4 pl de cebador previamente marcado con 10° cpm
en su extremo 5’ con [y-**P] ATP (segln se describe en el apartado 7.1), y en la que a
la reaccion de marcaje se le afiadi6 16 uM de dATP sin marcar (esta reaccion de
secuenciacion se utiliz6 como patron de peso molecular en las determinaciones del
origen de transcripcion mediante analisis de extension a partir de cebador). La
secuenciacion automatica se llevé a cabo en el servicio de secuenciacion automatica
del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez Neyra del CSIC en Granada, asi
como en la empresa SECUGEN, S.L. (Madrid).

La secuenciacion de los césmidos de la genoteca de T. aromatica AR-1 se

llevé a cabo por “shotgun sequencing” en la empresa MACROGEN Inc. (Sedl, Corea)
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0 por pirosecuenciacion con el sistema Roche GS FLX en GATC-Biotech (Konstanz,

Alemania).

6.10 Extraccion de ARN

Para el trabajo con ARN es importante mantener un ambiente libre de
ribonucleasas. Para ello, se usaron guantes durante todo el proceso, se traté todo el
material de vidrio usado con cloroformo y las soluciones se prepararon en agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC) (H,Opepc). Para la preparacion del H,Opepc se afiadio
DEPC al 0,1% (v/v) en agua destilada y se dej6 agitando durante 14 a 16 horas a

temperatura ambiente. Posteriormente se autoclavo para destruir el DEPC.

Para la preparacion de ARN se recogié un volumen de 40 ml de cultivo de
Thauera o Azoarcus, equivalente a 10 unidades de DO. Los cultivos se recogieron en
tubos falcon previamente enfriados en nitrégeno liquido. Los sedimentos celulares

obtenidos por centrifugacion a 4°C se congelaron a -80°C hasta la extraccion del ARN.

Para la extraccion de ARN se resuspendio cada sedimento en 2 ml de solucién
TRI Reagent precalentada a 70°C. Tras mezclar con la pipeta se dividié en dos tubos
de 2 ml precalentados a 65°C, y se incubé 10 minutos a esta temperatura. Para
eliminar restos celulares se centrifugd 10 minutos a 4°C y 19000 x g en una centrifuga
de mesa (MIKRO 22R-). Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo de 2 ml. Para la
separacion de las fases se afadié 100 yl de BCP (bromocloropropano) y se agité de
15 a 30 segundos con el vortex. Se dej6 reposar 5 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugd 15 minutos a 4°C y 19000 x g. Se transfirio la fase acuosa a un nuevo
tubo de 1,5 ml y se afiadié un volumen de isopropanol. Se incub6 10 minutos a
temperatura ambiente y finalmente se precipité el ARN centrifugando 8 minutos a 4°C
y 12000 x g. El sedimento se lavo con etanol al 70% y una vez seco se resuspendié en
80 ul de H,Opepc. A cada una de las muestras se le afladieron 20 pl de una solucién
de H,Opepc que contenia Tris-HCI, pH 7,5, 250 mM, MgCl, 50 mM, ditiotreitol (DTT) 5
mM, 40 U de inhibidor de ARNasas (RNaseOUT, Roche) y 10 U de ADNasa | libre de
ARNasas (DNasel-RNase free, Roche). La mezcla de reaccion se incubé durante 1
hora a 37°C. Posteriormente se incrementé el volumen con H,Opgpc hasta 500 pl y se
le afiadié el mismo volumen de fenol:cloroformo:isoamil alcohol (25:24:1). Se agité con
el vortex y se centrifugd 10 minutos a 4°C y 19000 x g. Se recupero la fase acuosa y
se repitid la extraccién con un volumen de cloroformo:isoamil alcohol (24:1), para
eliminar el fenol residual. Se recogié nuevamente la fase acuosa y se precipitdé el ARN

afiadiendo 0,1 volimenes de acetato sédico 3 M pH 4,8 y 2 volumenes de etanol
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100%. Se mezclé muy bien y se dejé 30 minutos a -80°C 0 12 a 16 horas a -20°C tras
lo cual se centrifug6é 15 minutos a 4°C y 19000 x g. Se lavo el sedimento con 1 ml de
etanol 70%, se secé y resuspendid en 100 ul de H,Opepc. La concentracion de ARN de
la solucion resultante se cuantificé espectrofotométricamente segun se describe en el
apartado 6.1 de esta seccion y se comprob6 la calidad del ARN obtenido mediante

electroforesis en gel de agarosa segun se describe en el apartado 6.5.

6.11 Reaccion en cadena con ADN polimerasa acoplada a transcripcion reversa
(RT-PCR)

Con las muestras de ARN libres de ADN (segun apartado 6.11) se llevaron a
cabo reacciones de amplificacion utilizando el kit “Titan One Tube RT-PCR System”
(Roche Molecular Biochemicals) con los oligonucleétidos adecuados para cada caso
(Tabla 4A y B). La transcripcion reversa se realizé incubando las muestras a 50°C
durante 30-40 minutos. Las condiciones estandar de la reaccion de amplificacion
posterior fueron las siguientes: tras una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5
minutos, se realizaron 30 ciclos en las condiciones siguientes: 94°C, 30 s; 55-65°C, 30
s; 68°C, 30 s y finalmente se realiz6 una extension a 68°C durante 5 minutos. La
temperatura de hibridacién se modifico en funcién de los cebadores utilizados. Todos
los ensayos se realizaron con sus correspondientes controles negativos, que carecian
de la retrotranscriptasa inversa, ademas de un control positivo de la PCR usando
como molde ADN genomico. Los productos de RT-PCR se analizaron mediante

electroforesis en geles de agarosa-TAE 1,5-2% (p/v) como se indica en el apartado 6.5.

Tabla 4A. Parejas de oligonucleétidos sintéticos utilizados en este trabajo para la
amplificacion de productos por RT-PCR a partir de ARN de T.aromatica AR-1

Cebador Secuencia 5’ a 3’ I(‘lﬁﬁiil:gg'r%n relativa err)?;ggo
rt-korA_3'’ AACAGAGCCACGGCGCCCAG Region intergénica orf5/orfé 350 pb
rt-korB_5’ CGAACACGTTGGTGTAGGCG @

rt-korB_3'’ GAAGGCCAGCGTCGATTCCG Region intergénica orf6/dhbL 580 pb
rt-rhL_5’ GTGCGCATCTGCACGGTGAG @)

rt-rhL_3’ CGTCAATCAGCTCACGCCG Region intergénica dhbL/dhbS 277 pb
rt-rhS_5’ GGCCGAGCTTGGCCATTTC ©)d

rhSF AGAACAGCGGATCGACGGC Fragmento que incluye 584 pb
rhSR GGCCCGGGAGGTGGCCGG dbhS/orf9 (4)*

rt-rhS_3’ TTCGCCATGGAAGTGGAAG Region intergénica dhbS/orf9 160 pb
rt-cup_5’ GCACGGTCGAGACGAGCTTG ®)*

rt-cup_3’ TCGATCCGCTGTTCTACTTC Regidn intergénica orf9/orf10 380 pb
rt-hyp_5’ TGACGTCGTAGTCCTTGCCG 6)
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rt-hyp_3’
rt-deh_5’
rt-deh_3’
n-m24_ 5%
n-m24_3
rt-dctP_5’
m24F

m24R
rt-dctP_3’
rt-smallper_5’
rt-smallper_3'’
rt-dctM_5’
rt-esr_5’
rt-ahyd_3’
rt-mob_3’
rt-bqdhM_5’
rt-bqdhM_3’
rt-suc_5’
rt-suc_3’
rt-p47k_5’
rt-p47k_3’
rt-bqdhL-5’
rt-bqdhL_3’
rt-hypprot_5’
rt-hypprot_3'’
rt-pydh_5’
rt-pydh_3’
rt-lysR_5’
rt-lysR_3’
rt-Zaldeh_5’

TCCCTCAACGGCAAGGACTAC
TGCCCATCGCCAGATGGACG
GATCGCCGACGAGACCTATG
GGATAGTCGATGCCGAGTTC
AAGTGGTGGTGACGAAGGAC
CCGTCCTCGTATAGATGTG
GGAACTCGGCATCGACTATC
TGCTGGCCATCGACCACCTC
TGCGCAAGCAGTTCATCGAC
GGCGCCATGAGGACGTAGC
CCACCAGGCCGTGCAGTCG
AAGCGGAATGGCGAGGAACC
CTTGATGATCTTCTGCGG
TGGTGCCGATCGAAGACAGC
ACAACCAGCCGCCCTAC
TCATAGCTGTTGTTGTCG
AAGCCGAGCTGATCGCCAC
AGGTCGGGATCGGTCAATTC
TTCTACACCTGCGACCTGG
GCAGCACACGCAACCGTTGG
TCGACATCGAGCAGGACGAG
TCGAGATGGGCGAGGCACTTG
ACAGCGTGCGCAAGACCAAC
CCGATCACCTCGACGAAG
CCAGACCTGGGTCTATTTCC
CAGGATCTTGCCGAGAATGC
TGTCGGTCGATCATCGCGTG
TTTTCGTCACCGACGACTGC
GATGCCGGCGTGGAACATCG
TCGCGTCGCTCGGATTGACC

Regién intergénica orf10/orfll
(n*

Region intergénica orfl1/orf12
(8)*

Region intergénica orf12/orf13
(10)*

Fragmento interno de la orfl12
(9

Regién intergénica orf13/orfl4
(11)*

Region intergénica orfl4/orf15
(12)*

Region intergénica orf17/orf16
(13)*

Regién intergénica orf18/orfl19
(14)*

Regién intergénica orf19/orf20
(15)*

Region intergénica orf20/orf21
(16)*

Region intergénica orf21/orf22
7=

Regién intergénica orf22/orf23
(18)*

Regién intergénica orf23/orf24
(19)*

Region intergénica orf24/orf25
(20)*

Region intergénica orf25/orf26
(21)*

448 pb

396 pb

329 pb

450 pb

259 pb

236 pb

330 pb

167 pb

338 pb

515 pb

495 pb

400 pb

338 pb

289 pb

430 pb

(*)ElI nimero se corresponde con la reaccion de RT-PCR indicado en la figura 60 del Capitulo Il de

Resultados.

Tabla 4B. Oligonucle6tidos sintéticos utilizados en este trabajo para la amplificacién de

productos por RT-PCR a partir de ARN de

A. anaerobius

Cebador Secuencia5 a 3’ Localizacion relativa Tamafio
(utilizacion) esperado

Reg4 ups ATTGATCGCCGCCTTCCTTTGC Region intergénica orf4/orf5 589 pb
Cuatroend ~ CTGGTGGCAAAGGGTACGAAC (A
Cuatroaups CCGACTATCCGAACCTCTC Region intergénica orf5/orfé 333 pb
GSTend GCCGACTATCCGAACCTCTC B)*
GSTups TGCCATACACCCCGATTCAGG Region intergénica orf6/rhS 316 pb
bethaend CACATCGTCGGGCGGTAGGC ©y
Bethaups CACATCGTCGGGCGGTAGGC Regién ingergénica rhS/rhL 420 pb
Alphaend GCAACAGCAAGGCACCGAGG O
Pyrend TGCTAACCGACGAGATCCAG Region intergénica 317 pb
Acups CCGTCCTTCTTGAGCCAGCG badhL/bqdhsS (E)*
Acend ATCCTGGCGGTCGGCACGG Regién intergénica 338 pb
PDHups GATGCAGCCCCAGTTGAGG badhS/bqdhM (F)*
PDHend CCGTGTTCCCGCATCCGAC Regién intergénica 368 pb
AcoRlups  CCAGGATGAAGCCCGTGCC badhM/redR1 (G)*
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THIups CACATTGGGTCGCCGAAGTAG Region intergénica orf8/orf9 257 pb
13end CCATTTCGCCGCTGCTTTTCG (H)*

13ups GGAACAGGGGTGGCAGGAC Region intergénica orf9/orf10 312 pb
Cobend CTCGTCCACAGCCTTTCATG *

Cobups GATCACGACGGTGCCCTTC Region intergénica orf10/orf11 213 pb
15end CATCGTGGCATTGGTCATCTAC )

15ups GCCGCCCGCTCCATGATC Region intergénica orfl1l/orf12 238 pb
Gabend AAGGGTCGAAGTACGGCATC (K)*

Gabups GTTGCGACTCACCGTTGTC Region intergénica orf12/btdhL 230 pb
17end CGCTCGCCGCAGTGTCGC (O

BtdhL end AGATTAGCGGCCATCGGCGTACCC Regién intergénica 450 pb
BtdhSend  ATGGCGCAGTGCTGCTCCGCATC btdhL/btdhS (M)*

17ups TGCCGTTGAGGTTCCACAGC Regidn intergénica btdhS/cup 410 pb
18end GCGGGCAGTCCCTAAAGATG (N)*

18ups GCCGCCGGGATGGATTTC Regién intergénica cup/orfl3 254 pb
Pepend AGGAGGAGGTGGTGGTGAC (0)*

Pepups CCGCGCTCCCAGTCCTTG Region intergénica orfl3/orfl4 199 pb
20end GCCGAAGCCCAGTATCCC P)

20x GAGATGTACTGGCACATCGG Regién intergénica 404 pb
AcoR2end  GGAGTTCAATGGCAATGTCG orfl4/redR2 (Q)*

(*)La letra se corresponde con la reaccion de RT-PCR indicada en la figura 21 del Capitulo | de

Resultados.

6.12 Reaccion de amplificacién en cadena con ADN polimerasa termorresistente

a tiempo real (PCR a tiempo real)

La variaciobn en la expresion de algunos genes estudiados en distintas
condiciones se determiné mediante la cuantificacion del ARN mensajero (ARNm) por
PCR a tiempo real. Este sistema permite seguir la sintesis de doble cadena de ADN
mediante un lector éptico que mide la fluorescencia de compuestos, como el SYBR?
Green, presentes en la mezcla de reaccion. La intensidad de fluorescencia de este
compuesto es hasta 100 veces superior cuando se une a acidos nucleicos de doble
cadena. La reaccion de amplificacion puede ser representada, por tanto, como una
curva de intensidad de emisién del fluoréforo con respecto a los ciclos de amplificacion.
Dicha curva tiene una tendencia exponencial, de manera que el ciclo en que el
aumento en intensidad de luz entra en fase exponencial depende de la cantidad de
ADN inicial (a este ciclo se denomina “ciclo de transferencia, C;"). Asi, a menor
cantidad de ADN molde inicial, mayor es el nimero de ciclos necesarios para entrar en

dicha fase exponencial.
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6.12.1 Sintesis de ADNc

En primer lugar para confirmar la especificidad de los cebadores a emplear en
el andlisis se llevé a cabo una RT-PCR (apartado 6.11) con las muestras de ARN a
utilizar, en la que se obtuvo una Unica banda de amplificacion. Paralelamente, se
comprobd6 que las muestras de ARN no contenian contaminaciones de ADN mediante
PCR (apartado 6.8).

Para la sintesis de ADN complementario a partir de ARN total, extraido como
se describe en el apartado 6.10, se empled SuperScript 1l Reverse Transcriptase
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de ensayo contenia:
de 1 ng a 5 yg de ARN total, 250 ng de cebadores aleatorios (random primers) y 1 pl
de dNTPs Mix (10 mM de cada dNTP). El volumen se completd hasta 12 yl con agua
destitada. Se calent6 la mezcla a 65°C durante 5 minutos y se enfrié en hielo. Se
afiadi6 4 yl de tampon de SSII RT concentrado 5 veces (Tris-HCI 250 mM, pH 8,3; KCI
375 mM; MgCl, 15 mM), 2 ul de DTT (0,1M) ,1 ul de RNaseOUT 40 U/ul (Roche) y se
incubd a 25°C durante 2 minutos. Finalmente se afiadio 1l de SuperScript Il RT y se
incubd a 25°C durante 10 minutos. La reaccién de transcripcion reversa tuvo lugar a
42°C durante 50 minutos y se inactivé por calentamiento a 70°C durante 15 minutos. El
ADNCc obtenido de este modo se usé como molde para la reaccion de amplificacion a

tiempo real.
6.12.2 Calculo de la eficiencia de la PCR a tiempo real

Un requisito previo a la PCR a tiempo real es que la eficiencia de la reaccion de
PCR sea del 100% (e=1), lo cual nos indica que la reaccion ha ocurrido correctamente
y en Optimas condiciones. Por tanto, antes de empezar la PCR a tiempo real es
necesario calcular la eficiencia de la reaccion, que puede calcularse a partir de la
regresion del C; (ciclo umbral) frente al logaritmo de la cantidad inicial de ADN. Esta
regresion lineal e inversa viene definida por la siguiente ecuacion:

ct = a-logDNAi + b

Y la eficiencia de la reaccion viene definida por la siguiente formula:

e=10-1/a-1
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En el caso de que esta cantidad inicial sea desconocida, puede hacerse la
regresion frente a una serie de diluciones de una muestra determinada. Si no es asi,
hay que ajustar el protocolo de reaccion y diluciones del ADNc hasta conseguir
eficiencias en torno al 100%. Hay que comprobar igualmente que todas las parejas de
cebadores que se van a emplear para comparar expresion génica tengan eficiencias

similares.

6.12.3 Cuantificacion de ADNc en PCR a tiempo real

Se puede comparar la diferencia de expresion de un gen en distintas
condiciones comparando el numero de ciclos requeridos para llegar al C; de las
muestras de ADNc obtenidas en cada una de las condiciones a comparar. Para
normalizar los resultados, se usa como control interno la amplificacion del ADNc de un
gen cuya expresion sea constitutiva, como por ejemplo el ARN ribosémico 16S, usado

en esta tesis doctoral.

La mezcla de reaccidén de la PCR incluia: 5 pl de tampdn PCR (Tris-HCI (pH
8,4) 200 mM; KCI 500 mM), 1,5 pl de MgCl 50 mM, 1 pl de dNTPs 10 mM, 1 ul de cada
uno de los cebadores (Tabla 5), 2 U de Taq (Platinium®, Invitrogen), 2 pl de la dilucién

de ADNc y agua destilada hasta completar 50 pl.

Tabla 5: Oligonucleétidos complementarios a secuencias de A. anaerobius utilizados en
la PCR atiempo real.

Cebador Secuenciab' a 3’ Localizacion relativa Tamano
esperado

2q_rhLF ATACCAGCGCATCGAGAC Region génica de rhL 375 pb

2g_rhLR AAGTTCGCCGACATCATC

g_bgdhLF ACGCCTGGTCGAAGGTGAA Region génica de bqdhL 175 pb

g_bqdhLR CACGGCATCGACGAACTTTAC

g_orfl4F AATGTAGTCGCACCCGAGTT Regidn génica de orfl4 199 pb

g_orfl4R TACTGACGAATACGGCGGCA

F357 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG Region génica de ADNrl6S 193 pb

530R CCGCGGCTGCTGGCAC

Para la PCR a tiempo real se usoO el sistema “iCycler iQ real-time PCR
detection system” (Bio-Rad). Para la reaccién se usé la mezcla comercial iQ8 SYBR?
Green Supermix (Bio-Rad), que contiene el fluoréforo asi como la polimerasa de ADN.
Las reacciones se realizaron en placas de 96 pocillos donde se colocaron las muestras
por duplicado o triplicado, incluyendo ademas diluciones de cada muestra de ADNc

para optimizar la medida. En el caso del ARN 16S, se emplearon diluciones mayores
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(hasta 1/1000) del ADNc. Se afiadieron ademas controles de mezcla de reactivo sin
ADNCc. El programa de amplificacion fue: 5 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 10 s a
95°C, 30 s a 55°C y 30s a 72°C. Se analiz6 la curva de disgregacion para comprobar
que no se produjeron amplificaciones inespecificas durante la reaccion. Las
cuantificaciones de diferencia de expresion se determinaron estadisticamente segun el
método 2(-Delta Delta C(T)) (Livak and Schmittgen, 2001).

7. EXTENSION REVERSA A PARTIR DE CEBADOR

Esta técnica se utilizo para identificar el punto de inicio de la transcripcion de

distintos genes, y para determinar su nivel de expresion en distintas condiciones.

7.1 Marcaje de cebadores

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores se marcaron por fosforilacion
en su extremo 5’ con [y-**P] ATP. Cada reaccién contenia en un volumen final de 10
pl: 1 pl del tampdn de la enzima polinucledtido quinasa concentrado 10 veces (Tris 0,5
M pH 7,6; MgCl, 0,1M; DTT 50 mM; espermidina 1 mM; EDTA 1 mM), 10 pmol de
oligonucleétido (Tabla 6), 1 ul de [y-**P] ATP (6000 mCi/mmol) y 1 U de la enzima
polinucledtido quinasa del fago T4. Las mezclas de reaccion se incubaron durante una
hora a 37°C y 10 minutos a 70°C para la inactivacion de la quinasa. El exceso de [y-
¥p] ATP se eliminé por filtracion a través de una columna comercial con gel de
poliacrilamida en Tris 10 mM pH 7,4 (“Micro Bio-Spin 6 Column Tris”, BIO-RAD)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 6. Oligonucleotidos empleados para la extensién a partir de cebador

Cebador Secuencia 5’ a 3’ Localizacion relativa E:ét;ngil
priAlfa90 CATCATTTCCTGATTTGGTC Region 5’ de rhL de A. anaerobius 93/72 nt
priextAlfa ~ ACAGTTGCGCCGCTTCATCT Region 5’ de rhL de A. anaerobius 224/203 nt
priPyr90 AATCCTTGGCATCCTCG Region 5’ de bgdhL de A.anaerobius 94 nt
priextPyr CACGCGCAGCAGTTCTGTCT Region 5’ de bgdhL de A.anaerobius 184 nt
pri20(90) CCACGAAGTTCGATGG Region 5’ de orfl4 de A.anaerobius 102 nt
20X GAGATGTACTGGCACATCGG Region 5’ de orfl4 de A.anaerobius 153 nt
primob AACAGCTTGATTCATCGC Region 5’ de orf18 de T. aromatica AR-1 94 nt
rt-rhL5’ TGTCGTCGAACTCGATCGGC Region 5’ de dbhL de T. aromatica AR-1 189 nt
rt-such' AGGTCGGGATCGGTCAATTC Regién 5’ de orf20 de T.aromatica AR-1 119 nt
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7.2 Reaccioén de extension

Los cebadores complementarios a las cadenas de ARN utilizados hibridan con
secuencias proximas al extremo 5 de los ARNm de los genes de estudio,
generalmente dentro de la regién codificante (Tabla 6). Para la hibridacion de los
oligonucledtidos marcados con las cadenas de ARN se mezclaron 4 ul de tampén de
hibridacion (NaCl, 2 M y piperacina-N-N’-bis (2-etanosulfonato) (PIPES) 50 mM; pH 7),
1,5 ul del oligonucle6tido marcado y 10-30 ug de ARN total en un volumen final de 20
pl. La mezcla se incub6 a 85°C durante 5 min en termobloque y se dejo enfriar hasta
42°C. La reaccion de extension se realiz6 afiadiendo 30 ul de una reaccion que
contenia 10ul de tampdn de transcriptasa reversa concentrado 5 veces (Tris-HCI 250
mM pH 8,5; MgCl, 40 mM; KCI 150 mM; ditiotreitol 5 mM), 1 mM de cada uno de los
cuatro desoxinucleétidos, 20 U de RNasa-OUT (Roche) y 7 U de transcriptasa reversa
del virus de la mieloblastosis de ave (AMV) (Roche). La mezcla se incub6 a 42°C
durante 1 h. Para la eliminacién del ARN después de la reaccion de extension se
incubd la mezcla con 1 pyl de RNasa DNasa free (500 pyg/ml) (Roche) durante 15 min a
60°C. La reaccién se detuvo mediante la adicién de 5 ul de acetato sodico 3 M, pH 4,8

y 150 pl de etanol.

7.3 Separacion de las cadenas extendidas de ADNc mediante electroforesis en

gel desnaturalizante

Los productos de las reacciones obtenidas en el apartado 7.2 se precipitaron
por centrifugaciéon a 12000 x g durante 15 min, se lavaron con etanol 70% y se
resuspendieron en 4 pl de Tris-EDTA (TE) (Tris-HCI 10 mM pH 8; EDTA 1 mM) y 2 ul
de tampoén de carga con formamida (98%). Las muestras se desnaturalizaron a 90°C

durante 4 minutos y se enfriaron en hielo antes de su separacion por electroforesis.

La separacion de las cadenas de ADNc de distinta longitud se llevé a cabo
mediante electroforesis desnaturalizante (42% de urea) en geles de poliacrilamida al
6,5% (p/v) en TBE (Tris-base 89 mM pH 8; &acido bérico 89 mM; EDTA-Na, 2 mM).
Para catalizar la polimerizacién de la acrilamida se afiadieron a una solucion de 50 ml
de poliacrilamida 6,5%, 250 yl de persulfato de amonio (APS) 10% (p/v) y 75 pl de
tetrametiletilendiamina (TEMED). La electroforesis se realizd a potencia fija entre 30 y
40 W con un voltaje variable entre 1500 y 2000 V. Una vez finalizada la separacion, el
gel se transfirio a un papel de filtro Whatman 3 MM, se cubrié con papel de plastico

transparente y se sec6 al vacio en un secador Bio-Rad a 80°C durante 30 minutos. La
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radiactividad acumulada en el gel se cuantific6 con un Molecular Imager model GS-
525 (Bio-Rad).

8. CONSTRUCCION DE GENOTECA EN COSMIDO DE Thauera aromatica AR-1

8.1 Restricciones parciales de ADN y ligacion

El ADN cromosomico de T. aromatica AR-1 obtenido como se indica en el
apartado 4.2 se digiri6 parcialmente con la enzima Pstl en las condiciones Optimas
para obtener una mayoria de fragmentos de 20-25 Kb. Para ello, 11 yg de ADN
cromosomico se digirieron con 0,9 U de Pstl en un volumen final de 200 ul. Las
condiciones de digestiéon fueron de 30 minutos a 37°C, la reaccion se detuvo
calentando 20 minutos a 80°C. Posteriormente se precipitd el ADN total con etanol en
presencia de sales y se resuspendié en 15 uyl de agua MilliQ para obtener una
concentracion final de 733 ng/ul. Una fraccion alicuota de 1,5 pyg de este ADN se ligo
con 660 ng de cosmido pLAFRS3 linearizado con Pstl y defosforilado, con 1 U de T4

ligasa (Roche), en un volumen final de 6 pl.

8.2 Empaquetamiento de cosmidos

El resultante de esta ligacion fue el sustrato utilizado en la reaccion que se llevd
a cabo con el extracto de empaquetamiento de Stratagene (Gigapack Il XL packaging
extract, Stratagene). EI ADN recombinante se empaqueté siguiendo el protocolo
suministrado por el fabricante. El vial de particulas del fago se descongeld, se le
afiadieron 3 ul de la mezcla de ligacién y se incub6 3 horas a temperatura ambiente
(22°C), tras lo cual se le afiadieron 500 pl de tampén de dilucién de fagos SM (580 mg
de NaCl; 200 mg de MgSO47H,0; 5 ml de TrisHCI 1 M, pH 7,5; 500 ul de gelatina 2%
(p/v), se completa hasta 100 ml con H,O destilada y se esteriliza en el autoclave), 20
Ml de cloroformo, se mezcld varias veces y se centrifugd 10 segundos a velocidad
maxima para eliminar desechos. El sobrenadante se pasé a un tuvo limpio, que se

guardo a 4°C hasta su utilizacion.

8.3 Preparacién de células transfectantes de  E. coli HB101 y su transfeccion

Un volumen de 25 ml de medio TB (Pipes 10 mM pH 6,7; CaCl, 45 mM; KCI
250 mM; MnCl, 55 mM), suplementado con MgSO, 10 mM y con maltosa al 0,2%

(p/v) se inoculdé con E. coli HB101 y se incubd durante unas 14 horas a 37°C en
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agitacion. Las células se recogieron por centrifugacién a 4°C, 1500 x g durante 15 min
y se resuspendieron en 12,5 ml de MgSO, 10 mM estéril. La suspension celular se
diluy6 en la misma solucidon hasta una DOggonm de 0,5 y se conservéd a 4°C hasta su
utilizacion.

En primer lugar se tituld la reaccibn de empaquetamiento. Para ello, se
prepararon 4 tubos con 200 pl de células (DO goonm de 0,5), se afadieron distintos
volumenes del empaquetamiento (0, 0,5, 1 y 5 ul) y se incub6é6 30 minutos a
temperatura ambiente. Se afadié a cada tubo 1 ml de LB y se incub6 1 h a 37°C.
Después, se sembroé todo en placas de LB con Tc y se incub6 12 horas a 37°C. Al dia
siguiente se procedi6 al recuento y se obtuvo un rendimiento de 25 colonias por 1ul de

empaqguetamiento.

Para obtener la genoteca, a 4,5 ml de la suspensién celular inicial en MgSO, 10
mM se afiadié el volumen completo de la reaccion de empaquetamiento (500 pl)
descrito en la seccién anterior y se incubé 30 min a temperatura ambiente. Tras
completar el volumen hasta 25 ml con LB e incubar 1 hora a 37°C, las células se
recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en 2 ml de LB. Para la seleccién de
células transfectantes se sembraron volimenes de 100 pl en un total de 20 placas de
LB sdlido con tetraciclina. El numero de células portadoras de plasmidos
recombinantes fue de aproximadamente 2700, lo que nos da una cobertura de mas de
10 equivalentes de genoma de T. aromatica AR-1 y una probabilidad de encontrar un
gen determinado de mas del 99%. Se conservd, cada uno de los clones individuales
en LB con 40% (p/v) de glicerol en placas multipocillos a -80°C. También se conservo
en masa mediante la recogida de todos los clones del medio solido con 2 ml de LB,
que se centrifugd a 3500 x g durante 15 minutos y finalmente se resuspendio en 16 ml
de LB con glicerol 40% (p/v). La genoteca asi obtenida se conservo a -80°C en

alicuotas de 2 ml.

9. TRANSFERENCIA DE ADN A MEMBRANA POR EL METODO DE “SOUTHERN
BLOT” E HIBRIDACION

9.1 Transferencia de ADN

9.1.1 Transferencia de ADN por capilaridad

Las muestras de ADN cromosdmico y plasmidico digeridas con enzimas de

restriccion (apartado 6.2) se separaron en geles de agarosa (apartado 6.5) y se
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transfirieron a membranas de nailon de 0,45 uym de didmetro de poro cargadas
positivamente (Roche), siguiendo el protocolo de transferencia alcalina (Reed and
Mann, 1985).

Después de la electroforesis (apartado 6,5), el gel se sumergio en una solucion
0,25 N de HCI durante 15 minutos hasta que se produjo el viraje del frente de azul de
bromofenol de azul a amarillo. Este tratamiento acido permite fragmentar el ADN vy
depurinarlo, lo que facilita la transferencia. Posteriormente el ADN se desnaturalizo
introduciendo el gel en una solucion de NaOH 0,5 M, hasta que se observo de nuevo

el viraje del indicador de amarillo a azul.

Sobre un cristal, se coloco una tira de papel Whatman 3 MM, del mismo ancho
que el gel, de manera que los extremos quedasen sumergidos en la solucién de
transferencia (NaOH 0,5 M), colocada en un reservorio inferior. Sobre el papel se
colocé el gel en posicion invertida y sobre éste la membrana, sobre la cual se
depositaron tres tiras de papel Whatman 3 MM, abundante papel absorbente y un
peso de aproximadamente 0,5 Kg. La transferencia total del ADN del gel a la

membrana se llevo a cabo durante 12 a 16 h.

Para la fijacibn del ADN a la membrana de nailon, esta se expuso a luz UV
durante 3 minutos y se conservo seca a temperatura ambiente y sellada en bolsas de

plastico hasta su utilizacién.

9.1.2 Transferencia de ADN para hibridacién en colonias

Se empled esta técnica para la deteccion de los clones positivos en los
sucesivos rastreos de la genoteca de T. aromatica AR-1. Para ello, se puso una
membrana de nitrocelulosa sobre cada placa de medio solido LB y sobre ésta se
picaron las colonias de los distintos clones de la genoteca. Después de incubar 12
horas a 37°C, se lavaron las membranas durante 3 minutos en SDS 10% (p/v) para
lisar las colonias, se sumergieron en una solucion de NaOH 0,5 N y NaCl 1,5 M
durante 5 minutos para la desnaturalizacién del ADN, luego se pasaron a una solucién
de TrisHCI 0,5 M pH 7,5 y NaCl 1,5 M durante 5 minutos para la neutralizacion y
finalmente se pasaron por una solucion de 2XSSC (NaCl 300 mM; Na-citrato 30 mM;
pH 7) durante 5 minutos para equilibrarlas. Posteriormente se sec6 la membrana y se
fij6 el ADN exponiéndola a luz UV durante 3 minutos. La membrana seca se conservo

a temperatura ambiente hasta su hibridacion.
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9.2 Marcaje no radiactivo de ADN lineal

El marcaje de las sondas se hizo por PCR utilizando “digoxigenina-11dUTP”
(Roche), que provoca una incorporacion multiple de dUTP marcado que puede ser
usado como sustrato por la Tag polimerasa, reemplazando al dTTP durante la
reaccion en cadena de la polimerasa. La mezcla de reaccion contenia: ADN molde,
0,05-1 pg; cebador 25 pmoles; tampon Taq ADN-polimerasa (KCI 50 mM; MgCl, 1,5
mM; Tris-HCI 10 mM, pH 9) 5 pl; dNTPs: 0,2 mM de dATP, dCTP y dGTP; 0,18 mM de
dTTP y 0,02 mM de dig-dUTP; Tag ADN-polimerasa 1,2 U y agua hasta 50 pl.

9.3 Prehibridacion e hibridacion

La membrana obtenida en el apartado 9.1 se introdujo en un tubo de
hibridacion y se incubé en un horno de hibridacion con 10 ml de solucion de
hibridacion (0,25 g de agente blogueante; 12,5 ml de 20xSSC (NaCl, 3M; Na-citrato,
0,3M, pH 7); 1 ml de N-lauroylsarcosine (5%); 100 pl de SDS (10%) y agua hasta 50
ml) durante 1 6 2 horas a 65°C. Posteriormente se eliminaron los 10 ml de solucién de
hibridacion y se afiadieron 5 ml de solucion de hibridacion fresca conteniendo la sonda
marcada obtenida en el apartado 9.2 y desnaturalizada previamente a 95°C durante 5
minutos. La membrana se incub6 en esta solucion a 65°C durante 12 a 16 horas en

horno de hibridacion.

El lavado de las membranas se realiz6 en las siguientes condiciones de fuerza
ionica y temperatura: dos lavados de 5 minutos a temperatura ambiente en 2xSSC
seguidos de otros dos lavados de 15 minutos a 65°C en 0,1xSSC. Para las
hibridaciones con sondas heter6logas se emplearon condiciones de hibridacion
relajadas, disminuyendo la concentracién de SSC y la temperatura. En este caso, se
hicieron dos lavados de 15 minutos a temperatura ambiente, uno en 1xSSC vy otro en
0,2xSSC.

9.4 Deteccidn

La deteccion se realizd utilizando los reactivos de Roche, siguiendo las
indicaciones del fabricante. Después de la hibridacion, todos los lavados se hicieron a
temperatura ambiente. Se lavé la membrana durante 1 minuto con Tampén 1 (Tris HCI
100 mM, pH 7,5; NaCl 150 mM) y posteriormente se incubd 30 minutos con unos 100

ml de Tampon 2 (solucién bloqueante 0,5% (p/v) en tampdn 1), seguido de un lavado
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de un minuto con Tampo6n 1. Luego se incubd con la solucion colorante (anticuerpo
anti-digoxigenina-fostatasa alcalina conjugado, preparado en 20 ml de tampdn-1 a
concentracion final de 150 mU/ml) durante 30 minutos. Posteriormente, se realizaron
dos lavados de 15 minutos con 100 ml de tampdn 1 para eliminar el anticuerpo no
unido. A continuacion, la membrana se equilibré con 20 ml de solucién tampén 3 (Tris
HCI, 100 mM; NaCl, 100 mM; pH 9,5) durante 2 minutos y finalmente se incub6 con 10
ml de la solucién colorante (45 ul de solucién de azul de nitrotetrazolio (NBT), 35 ul de
solucién de 5-bromo-4-cloro-3-indolifosfato y tampon 3 hasta 10 ml) durante 1 a 20

horas en oscuridad. La reaccion se detuvo lavando con 50 ml de TE durante 5 minutos.

9.5 Reutilizacién de las membranas

En la mayoria de los casos, las membranas se reutilizaron varias veces para
hibridar con varias sondas. En estos casos, era imprescindible la eliminacién de la
tincién y de la sonda. Para ello, se siguieron los siguientes pasos: en primer lugar se
incubdé la membrana en dimetilformamida precalentada a 50-60°C hasta que
desaparecio el colorante, por lo que fue necesario realizar varios lavados con
dimetilformamida caliente. Posteriormente se lavo con agua destilada, seguido de dos
lavados de 20 minutos a 37°C con NaOH 0,2 M, SDS 0,1% (p/v) para eliminar la sonda

unida a la membrana. Finalmente se lavé con 2XSSC y se dej6 secar al aire.

10. CONSTRUCCION DE MUTANTES

10.1 Mutagénesis dirigida utilizando pCHESI QkM

Para la construccion de mutantes se utilizé el plasmido pCHESIQKm (Tabla 2)
y el método descrito por Llamas y colaboradores (2003). Mediante PCR (apartado 6.8)
se amplifico un fragmento interno del gen a mutar utilizando la pareja adecuada de
cebadores (Tabla 3), preferiblemente mayor de 500 pb, que se clond en el vector
pMBLT (Tabla 2). Mediante restriccidbn con las enzimas EcoRIl y Sacl se escindio el
fragmento clonado que se clond posteriormente en pCHESIQKm cortado con las
mismas enzimas (segun se describe en el apartado 6). Este plasmido se transfirié a la
cepa E. coli CC118 Apir y desde aqui, mediante conjugacion triparental se transfirié a
la cepa receptora T. aromatica AR-1 (apartado 5.1). Los transconjugantes se
seleccionaron en medio selectivo para la cepa T .aromatica AR-1, medio minimo

widdel con succinato 5 mM como fuente de carbono y kanamicina. Puesto que
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pCHESIQKm no puede replicar en Thauera, los transconjugantes resistentes a Km
aparecian cuando se producia una recombinacion homéloga entre el gen a mutar en el
cromosoma y el fragmento portado por el plasmido, lo que conduce a la formacion de
un cointegrado. Este cointegrado posee dos copias truncadas del gen deseado, y por
tanto es un clon mutante en este gen. Los clones obtenidos se analizaron mediante
PCR y posterior hibridacién de ADN.

pCHESIQKM

Piac
Cromosoma de
la cepa silvestre

(KmS)

Formacioén del
b cointegrado

Cromosoma de

la cepa mutante Gen'’ PCHESI Gen'

(KmS)

Figura 20. Esquema representativo de mutagénesis por insercion mediante el plasmido pCHESIQKm. Un
fragmento interno del gen que se ha clonado en el plasmido y se transfiere a T. aromatica AR-1 donde se
produce el fenémeno de recombinacién homéloga (a). El cointegrado resultante posee el gen interrumpido
por el plasmido y por tanto es mutante en ese gen (b) (Llamas et al., 2003).

10.2 Mutagénesis al azar utilizando pUT-Km

Para la construccion de mutantes en el cosmido R+ de A. anaerobius se utilizé
la técnica de mutagénesis al azar empleando el plasmido pUT-Km (de Lorenzo et al.,
1990) en dos rondas de conjugacion. En la 12 se utilizé la cepa receptora E. coli
HB101 portadora del c6smido R+ (Tc®) como cepa receptora, como cepa colaboradora
E. coli HB101 (pRK600) y E. coli CC118A (pUT-Km) como cepa donadora. Después de
4 h de conjugacion, los transconjugantes se seleccionaron en medio LB Tc® y Km®. De
esta forma se seleccionaron los transconjugantes portadores del minitransposén
insertado en el cromosoma de la cepa receptora o en el cosmido R+. Para poder
seleccionar los cosmidos mutantes se realizé una 22 ronda de conjugacion en la que
se emple6é como cepa receptora Azoarcus sp. CIB, la cepa colaboradora E. coli HB101
(PRK600) y como donador se emple6 el conjunto de los transconjugantes
seleccionados en la primera ronda. La seleccion de los transconjugantes se hizo en

medio minimo con succinato mas Tc y Km; de esta forma se seleccionaron cepas de

69



Azoarcus sp. CIB portadoras del cdsmido R+ (TcF) que habian incorporado en mini-
Tn5 (Km®). El sitio de insercion del transposén en cada mutante se identificé primero
por andlisis de restriccion y Southern blot, y posteriormente se amplifico la region

mutada para secuenciar el punto de insercion del mini Tn5.

11. ENSAYOS ENZIMATICOS

11.1 Preparacion de extracto celular de  T. aromatica AR-1

Todos los pasos para la preparacion del extracto celular se llevaron a cabo
manteniendo condiciones anaerdbicas. Los cultivos se manipularon en campana de
anaerobiosis y se mantuvieron, tanto los cultivos como las soluciones, en recipientes
herméticos que mantenian esta condicion fuera de la campana. Se inocularon en
anaerobiosis botellas de 500 ml de T. aromatica AR-1 o sus mutantes, con 3,5-DHB 1
mM y succinato 2 mM como fuentes de carbono. Se recogieron las células en distintas
fases de la curva de crecimiento y se lavaron bajo condiciones anaerébicas con 100 ml
de tampodn fosfato potasico 50 mM (pH 7,0). Inmediatamente, el sedimento de células
se congeld en N, liquido y se guardd a -20°C. Para la preparacion del extracto celular,
las células se resuspendieron en tampén fosfato potasico 50 mM (pH 7,0), se paso a
través de la prensa de French a una presion de 100 MPa. El extracto crudo se separé
de los desechos celulares por centrifugacion a 27000 x g durante 20 minutos a 4°C.
Finalmente se determiné la cantidad de proteinas siguiendo el método de Bradford
(Bradford, 1976).

11.2 Determinacion de la actividad enzimatica 3,5-DHB hidroxilasa

Todas las medidas de actividad enzimética se llevaron a cabo bajo condiciones
estrictas de anaerobiosis a 30°C en tubos Hungate de 5 ml o cubetas de 1,5 ml
cerradas con tapones y utilizando soluciones anaerobias. Tanto tubos como cubetas
fueron gaseados con N, y cerrados inmediatamente con tapones de butilo. La adicién
de las muestras se hizo con jeringas “gas-tigth Unimetrix microliter” (Machery-Nagel,
Diren, Germany). En todos los ensayos se comprobd la correlacion lineal entre la

cantidad de proteina y la actividad enzimatica.

La actividad dihidroxibenzoato hidroxilasa cataliza la hidroxilacion de 3,5-

dihidroxibenzoato hasta 2,3,5-trihidrobenzoato y estéd localizada en la fraccién de
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membrana de T. aromatica AR-1 (Gallus y Schink, 1998). Esta actividad se midio
empleando K;Fe(CN)s como aceptor de electrones en ensayos fotométricos siguiendo
la reduccion de KsFe(CN)sa 420 nm (£420nm de KsFe(CN)s=0,9 mM™*cm™). La mezcla de
reaccion contenia TrisHCI (50 mM, pH 8,0), extracto celular (1 mg de proteina) y
KsFe(CN)e (1mM) y se inici6é con la adicién de 1 mM de 3,5-DHB. La reaccién produce
2,3,5-trihidroxibenzoato (2,3,5-THB) que es descarboxilado hasta hidroxihidroquinona
(HHQ) por enzimas solubles presentes en el extracto (Gallus y Schink, 1998). Por
tanto, el 3,5-DHB se convierte hasta HHQ sin acumulacién de trihidroxibenzoato
cuando se emplea como extracto la fraccion libre de células. La tasa de oxidacion de
3,5-DHB se calculo a partir de la tasa de reduccion de K;Fe(CN)gteniendo en cuenta
que la relacion estequiométrica entre aceptor y donador de electrones es 2:1 como

podemos observar en la siguiente formula:

3,5-DHB + 2 KsFe(CN)g +H,0 — 2,3,5-THB +2 K,Fe(CN)s + 2 H*

12. TECNICAS ANALITICAS

12.1 Determinacién de 3,5-dihidroxibenzoato (3,5-DHB)

Se hizo mediante HPLC (System Gold, Beckman Instruments) segun fue
descrito por Philipp y Schink (1998). Se emple6 una columna de fase reversa Cyg
(Grom, Herrenberg, Germany) y un detector UV (Beckman 166 ¢ 167) y carga
automética de muestras (Beckman 502). Se utiliz6 como eluyente una mezcla de 50%
de acetato amonico (100 mM, pH 2,6) y 50% de metanol. La concentracion de 3,5-

DHB se calcul6 siempre respecto a un patron estandar.

12.2 Determinacion de succinato y otros metabolitos

Se analizé mediante HPLC con una columna de intercambio i6nico (Aminex
HPX-87H; Bio-Rad, Munich, Alemania) utilizando un flujo de 0,6 ml min™* a 40°C con
una solucién de acido sulfarico 5 mM como fase movil. El &cido succinico eluyé
después de 13 minutos. Para calcular la concentracién exacta se comparé con una

curva patrén (Darley et al., 2007).
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12.3 Determinacion de nitrato y nitrito

La concentracion de nitrato y nitrito en el medio se determindé mediante HPLC,
aunque en algunos casos, se utilizd el método alternativo de diazotacion de Snell y
Snell (1949).

12.3.1 Mediante HPLC

La concentracion de nitrato y nitrito en el medio se determiné6 mediante un
sistema de HPLC con una columna A06 de intercambio anionico (de 3 x 120 mm;
Sykam, Freising, Alemania) utilizando una elucién isocratica con 40 mM de NaCl a una
tasa de flujo de 1 ml min™. El tiempo de retencién del nitrato fue de 5,6 minutos y el del
nitrito de 3,1 minutos. Ambos compuestos se detectaron a 210 nm y se cuantificaron

frente a un estandar externo (Darley et al., 2007).

12.3.2 Mediante el método de diazotacion de Snell y Snell, 1949

El método requirié el uso de soluciones de sulfanilamida (10 g/l) preparada en
HClI 2,4 N vy N-(1-naftil)-etilendiamina dicloruro (N-NEDA, 200 mg/l). Las
determinaciones se hicieron en placa multipocillo para facilitar el tratamiento y lectura
de las muestras. A 0,1 ml de muestra (en la mayoria de los casos, para una mejor
lectura de la placa se hizo una dilucién 1/10 6 1/100 de la muestra del cultivo) se
adicionaron volimenes iguales de las soluciones de sulfanilamida y NNEDA. Las
muestras se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos y se
determind la absorbancia a 540 nm. Paralelamente se llevo a cabo la misma reaccion
con soluciones patrones con nitrito sédico entre valores de 1y 200 uM, ademas de un
control negativo. Esto nos permiti6 obtener la concentracion de nitrito de nuestra
muestra por interpolacion grafica de la representacion de Asyp frente a las

concentraciones de las soluciones patrén (Snell and Snell, 1949).
13. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Para el tratamiento y analisis de secuencias de nucleétidos y aminoacidos
(determinacién de las fases de lectura abiertas, sitios de restricciébn, composicion de
aminodcidos, etc) se empled el programa informatico Clone Manager Professional

Suite (Sci Ed Central).
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La comparacion de nuevas secuencias (de nucleétidos y aminoacidos) con las
distintas bases de datos, se realiz6 con la ayuda de los programas BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) disponible en el servidor de Internet del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y ExXPASy (http://www.expasy.ch/). El
alineamiento de secuencias se realizd6 con el programa Clustal W

(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

Para el andlisis de las secuencias de proteinas se utilizaron las siguientes

herramientas bioinformaticas.

3D-JIGSAW (2.0): Este servidor construye modelos tridimensionales de
proteinas basandose en proteinas homologas de estructura conocida (Bates et al.,

2001) http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/

"DAS" - Transmembrane Prediction server: Predice regiones transmembrana
en una proteina problema (Cserzo et al., 1997) http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/

TMMOD: Permite identificar y predecir la topologia de proteinas
transmembrana (Kahsay et al., 2005)

http://liao.cis.udel.edu/website/servers/ TMMOD/scripts/frame.php?p=submit

BOXSHADE (3.21): Permite representar alineamientos  mdultiples

http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html

Phyre2 Protein Fold Recognition Server: A partir de una secuencia de proteina,
este servidor permite buscar homologia estructural con otras proteinas y permite hacer
predicciones de la estructura secundaria de la proteina problema. Igualmente detecta
la presencia de posibles dominios transmembrana (Bennett-Lovsey et al., 2008; Kelley

and Sternberg, 2009) (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index).

Para la construccion de los arboles filogenéticos se emple6 el programa MEGA
5.05 que permite un alineamiento multiple de secuencias mediante ClustalW y tras el
alineamiento, la construccion de arboles filogenéticos empleando el “método del

vecino mas préoximo” (neighbour-joining) (Tamura et al., 2011).

Blast2GO ® es una herramienta integrada para la anotaciéon funcional de
nuevas secuencias y para el analisis de los datos de la anotacién. La anotacion
functional se realiza en tres pasos: un analisis en blast para encontrar secuencias
homologas, un mapero para extraer términos de GO (gene ontology) y una anotacio
propiamente dicha que selecciona fuinciones fiables. (Conesa et al., 2005)

http://www.blast2go.com/b2glaunch
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SWISS-MODEL es un servidor para el modelado automatico de proteinas
homologas accesible a través del portal EXPASy (Arnold et al., 2006; Kiefer et al.,

2009) http://swissmodel.expasy.org/

Geno3D es un servidor para la modelizacion automatica de proteinas que
genera modelos tridimensionales de proteinas(Combet et al., 2002) . http://geno3d-

pbil.ibcp.fr/cgi-bin/geno3d_automat.pl?page=/GENO3D/geno3d_home.html

PredictProtein es un servidor para el analisis de secuencias y la prediccién de
estructura y funcion de proteinas. Para una secuencia determinada, el programa
devuelve alineamientos multiples, e identifica posibles motivos estructurales y/o

funcionales (Rost et al., 2004) http://www.predictprotein.org/

TMpred es un servidor para obtener una prediccibn de regiones
transmembrana y su orientacion. El algoritmo se basa en un analisis estadistico de la
base de datos TMbase de proteinas transmembrana naturales.(Hofmann and Stoffel,
1993). http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html

SignalP 4.0 es un servidor para predecir la presencia y localizacion de puntos
de corte péptidos sefial en secuencias de aminoacido de distinto origen (Petersen et
al., 2011). http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP

SLEP (Surface Localization Extracelullar Protein) es una herramienta integrada
para predecir la localizacion intracelular de proteinas bacterianas a partir de su
secuencia. Combina resultados de varias herramientas: Glimmer, TMHMM, PRODIV-
TMHMM, LipoP, PSortB. http://bl210.caspur.it/slep/slep_newJob.php

MEROPS es una base de datos de peptidases (proteasas, proteinasas y
enzimas proteoliticos) y de las proteinas que las inhiben (Rawlings et al., 2010).

http://merops.sanger.ac.uk/

ESTHER (ESTerases and a/f Hydrolase Enzymes and Relatives) es un
servidor dedicado al anadlisis de secuencias de proteinas pertenecientes a la
superfamilia de o/f hidrolasas homdlogas a colinesterasas (Hotelier et al., 2004).

http://bioweb.ensam.inra.frfESTHER/general?what=index

Para la visualizacién tridimensional de las estructuras y los modelos
estructurales de las proteinas se utilizé la aplicacion WebLab Viewer Lite 4.2 .

http://www.marcsaric.de/index.php/WebLab_Viewer_Lite
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CAPITULO |. REGULACION DE LA EXPRESION DE LA RUTA DE DEGRADACION
DE RESORCINOL (1,3-DIHIDROXIBENCENO) EN Azoarcus anaerobius

Azoarcus anaerobius es una bacteria desnitrificante anaerobia estricta capaz de crecer
con resorcinol (1,3-dihidroxibenceno) como Unica fuente de carbono y energia,
degradando este compuesto hasta CO, y agua (Philipp and Schink, 1998; Springer et
al., 1998). En trabajos anteriores, en colaboracion con el grupo del Profesor Schink de
la Universidad de Konstanz, se identificé en una genoteca gendémica de la cepa un
césmido de 29,88 kb, que era capaz de conferir la capacidad de crecer
anaerobicamente en resorcinol a otras cepas de los géneros Azoarcus o Thauera que
inicialmente carecian de esta propiedad. Este césmido se denominé R* (crecimiento
en resorcinol) y se caracterizO genética y bioquimicamente (Darley et al., 2007)
(depositado en la base de datos de nucleotidos del NCBI (GenBank) con el nimero de
acceso EF078692) (Figura 13). Con posterioridad, y como consecuencia del trabajo de
esta tesis, se han detectado algunos errores en la anotacion inicial de los genes, cuya
correccion proponemos (tabla 7), al igual que cambiamos el nombre de algunos de
ellos, que no cumplen con la nomenclatura estandar recomendada por el Genetics and
Genomics Committee de la ASM. Los cambios se recogen en la tabla 7. Hasta la
inclusion de los cambios en la base de datos, decidimos seguir con la nomenclatura

original propuesta por Darley y colaboradores (2007) para no crear confusion.

Tabla 7. Cambios en la anotacidn del cluster de degradacion de resorcinol de A. anaerobius

|.- Cambios de nomenclatura

Nomenclatura original Nueva nomenclatura
rhL rehL
rhS rehS
bqgdhL bqdL
bgdhm bgdMm
bgdhS bqdS
btdhS btdS
btdhL btdL
orf7 redR1
orfl5 redR2
Il.- Cambios en la anotacion

Anotacion original Cambio

thL ( desde 10455 hasta 7708) rehL (desde 10761 hasta 7708; ORF mas larga

enb’)
btdhL (desde 24337 hasta 23426) t;';]dlé,)(desde 24355 hasta 23426; ORF més larga
btdhS ( desde 24957 hasta 24352) zadg,)( desde 24759 hasta 24352; ORF més corta
region intergénica orf13-btdhS cup (desde 25172 hasta 24807; nueva ORF
identificada entre btdhS y orf13)
orf7 (16461 hasta 18287) redR1 (de 16308 a 18287; orf mas larga en 5')
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1. ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL Y EXPRESION DE LOS OPERONES
PARA LA DEGRADACION DE RESORCINOL.

1.1 Organizacién transcripcional de los genes de la ruta de degradacion de

resorcinol

Estudios anteriores habian puesto de manifiesto que células cultivadas con
benzoato como fuente de carbono mostraban una fase lag de varios dias cuando se
transferian a medio de cultivo con resorcinol como Unica fuente de carbono. Por otro
lado, un extracto celular de células cultivadas con benzoato mostraba una baja
actividad resorcinol hidroxilasa e HHQ deshidrogenasa, las dos primeras enzimas de
la ruta de degradacion de resorcinol, mientras que si el extracto provenia de células
cultivadas con resorcinol el nivel de ambas enzimas era alto, lo que permitié proponer
que la ruta era inducible por resorcinol (Philipp and Schink, 1998). El andlisis de la
secuencia del cluster de genes presente en R+ revelé la presencia de dos genes
reguladores pertenecientes a la familia NtrC de reguladores transcripcionales, que a su
vez pertenecen a la familia extendida AAA+ (ATPases Associated with various cellular
Activities (Neuwald et al., 1999; Lupas and Martin, 2002), y que se caracterizan por
activar promotores que dependen de la subunidad 0°* de la ARN polimerasa. Era por
tanto esperable que los genes de la ruta estuvieran regulados por la presencia del

sustrato y fueran dependientes de o>,

Para analizar la expresion de los enzimas de la ruta a nivel genético, nos
propusimos en primer lugar analizar la organizacién transcripcional de los genes de
la agrupacion, y posteriormente caracterizar la regulacion de su expresion.
Basandose en la organizacién de los genes y la distancia entre ellos, Darley y
colaboradores (2007) propusieron tres operones en el cluster de degradacién de
resorcinol: el operdn |, encabezado por los genes que codifican el primer paso de la
ruta (rhLS) y que incluia orf6é y orf5, el operoén I, con los genes que codifican para la
HBQ deshidrogenasa (bqdhLMS) y el operdn Il formado por los genes para la HHQ
deshidrogenasa (btdhLS) que incluia ademas las orf13 y orfl4, dos genes esenciales
para la degradacién de resorcinol. Sin embargo, no existia ninguna evidencia
experimental de que efectivamente las regiones propuestas constituyeran unidades

transcripcionales activas.

Para determinar la organizacién transcripcional de los genes de la agrupacion,
nos propusimos definir de forma experimental los operones funcionales en la

expresion de la ruta. Para ello realizamos ensayos de RT-PCR con ARN extraido de A.
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anaerobius cultivada en condiciones desnitrificantes utilizando resorcinol (2 mM) o
succinato (5 mM) como Unicas fuentes de carbono, y los productos de amplificacién de
la reaccion de RT-PCR utilizando los cebadores indicados en la Tabla 4B se
analizaron en geles de agarosa. Como se puede observar en la figura 21, la primera
unidad transcripcional inducida por resorcinol (Operén 1) abarcaba desde rhL hasta
orf4 (reacciones A, B, C y D), apreciandose ademas expresion basal de un posible
transcrito constituido por orf5 y orfé (reaccion B). La siguiente unidad transcripcional
(Operdn II) se inducia por resorcinol e incluia los genes comprendidos entre bqdhL y
redR1 (reacciones E, F y G). La tercera unidad transcripcional inducida por resorcinol
(Operdn lll) estaba formada por los genes orf8, orf9 y orfl0 (reacciones H, | y J).
Ademés se observd el producto de amplificacidbn en presencia de succinato en la
region intergénica entre orf11l y orf12 (reaccion K). La siguiente unidad transcripcional
inducida por resorcinol (Operon 1V) incluia los genes comprendidos entre orfl4 y orf12
(reacciones L, M, N, O, P). También se observd en presencia de resorcinol
cotranscripcion de orf14 con el gen regulador redR2 situado aguas arriba (reaccion Q).
Sin embargo, como veremos mas adelante, se ha identificado un promotor delante de
orfl4, por lo que el operdn se iniciaria en este gen. Las reacciones de extension con
ARN de células cultivadas en succinato revelan ademas la existencia de un transcrito

constitutivo que incluiria los genes cup, orfl3 y orf14 (reacciones O y P).

El conjunto de resultados obtenidos pone de manifiesto una organizacion
transcripcional diferente a la propuesta inicialmente ((Darley et al., 2007); Figura 13).

Los genes de la ruta se transcribirian en cuatro operones inducibles por resorcinol:

Operon |. Comprende cinco genes, desde rhL hasta orf4, incluyendo los genes rhLS

gue codifican el primer paso de la ruta, la resorcinol hidroxilasa (RhLS).

Operon 1l . Se transcribe de forma divergente al anterior y esta formado por los genes
bgdhMLS, que codifican el tercer paso de la ruta, la HBQ deshidrogenasa (BqdhMLS).

Ademas incluye el gen regulador redR1.

Operon Il . Incluye tres genes y se transcribe de forma convergente con el anterior. Se

iniciaria en orf10, extendiéndose hasta orf8.

Operdn IV . Esta formado por seis genes, el primero de los cuales es orf14, seguido de
orfl3, ambos esenciales para la degradaciébn de resorcinol. La siguiente orf,
denominada aqui como cup (reanotada en esta Tesis Doctoral, Tabla 7), codifica una
proteina de tipo cupina de funcién desconocida, que no habia sido anotada por Darley

y colaboradores (2007). También incluye los genes btdhL y btdhS que codifican el
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segundo paso de la ruta, la HHQ deshidrogenasa (BtdhLS). El ultimo gen de este
operoén es la orfl2.

A
Pth qudhL Porf14
btdhS ﬁ
4 5 6 rhS rhL bogdhL bgdhS badhM redRL 8 9 10 11 12 btdhl cup 13 14  redR2
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Figura 21. Organizacion transcripcional del cluster de genes de degradacion de resorcinol de A.
anaerobius entre la orf4 y redR2. A) Representacion esquematica del cluster de genes de A. anaerobius
donde los diferentes marcos abiertos de lectura se representan con flechas anchas y las unidades
transcripcionales con flechas rojas (inducibles) y azules (constitutivas) Los promotores que se asocian a
cada unidad transcripcional se representan con flechas curvadas. El promotor hipotético que no ha sido
demostrado experimentalmente se muestra en blanco (ver mas adelante). Las flechas negras
convergentes y las letras de A hasta Q muestran la region amplificada por RT-PCR empleando los
oligonucleétidos que se detallan en la Tabla 4B de Materiales y Métodos. B) Electroforesis en geles de
agarosa de los productos de RT-PCR (+).de ARN extraido de A. anaerobius crecida hasta una DOggo =
0,25 en condiciones desnitrificantes con resorcinol (2 mM) (R) o succinato (5 mM) (Suc) cémo Unica
fuente de carbono (ver apartado. 6.11 y 6.12 de Materiales y Métodos). Como control negativo de la RT-
PCR se hicieron las mismas reacciones, pero omitiendo la transcriptasa reversa (-). Los controles
positivos (C) se realizaron empleando ADN gendémico de A. anaerobius. La calle M representa el
marcador VIl de peso molecular de Roche.

Ademas de estos operones inducibles, de los resultados de RT-PCR podemos
predecir la presencia de tres transcritos de expresién constitutiva. Por un lado uno que

incluiria orf5 y orf6é y solaparia parcialmente con el operén I, por otro un operén
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conteniendo orfll y orfl2, y parcialmente solapante con el operén IV. Finalmente un
altimo transcrito incluyendo los genes cup, orfl3 y orfl4 solaparia también con el

operoén 1V.

1.2 Expresion de los operones |, Il 'y IV

Mediante PCR a tiempo real se cuantificd la expresion del primer gen de cada
operon: rhlL para el operén |, bgdhL para el operon 1l, y orfl4 para el operén IV, y se
comparé entre células cultivadas con succinato, resorcinol y succinato mas resorcinol
como fuentes de carbono. Para ello, se aisl6 ARN total de A. anaerobius crecido con
succinato (5 mM), resorcinol (2 mM) y resorcinol/succinato (2 mM/5 mM) hasta fase
exponencial (DOgoonm 0,2). La expresion de los genes se midié mediante PCR a tiempo
real segun se detalla en el apartado 6.13 de Materiales y Métodos. Se ha utilizando la
expresion del gen ARNr 16S como gen de referencia para normalizar los datos y se
emplearon los oligonucledtidos 2qg_rhLF/2q_rhLR para la regién intragénica de rhL
(375 pb), q_bgdhLF/g_bqgdhLR para bgdhL (175 pb), q_orf14F/q_orf14R para orfl4
(199 pb) y F357/530R para el gen ARNr 16S (Tabla 5 de Materiales y Métodos).

Como se puede observar en la tabla 8 los genes rhL, bqdhL y orf14 se induce
hasta niveles 523, 780 y 310 veces superiores en presencia de resorcinol que en
células cultivadas en succinato. Esto corrobora los resultados obtenidos por RT-PCR,
y confirma que los tres operones se inducen cuando las células se cultivan con

resorcinol como Unica fuente de carbono.

Por otro lado, pretendiamos determinar si la presencia de fuentes de carbono
alternativas afectaba a la expresion de la ruta de degradacién de resorcinol; para ello
se midié la expresion de los genes rhL, bqdhL y orfl4 en cultivos anaerobios
cultivados con succinato (5 mM), o una mezcla de ambos compuestos como fuente de
carbono (succinato mas resorcinol; 5 y 2 mM). Como se muestra en la tabla 8 se
observd una reduccion en la expresion de estos genes cuando ademas de resorcinol
se le afiade succinato al medio. La adicion de una fuente adicional de carbono como
succinato reprime drasticamente la expresion de los tres operones, quedando reducida
a un 6% la expresion del gen rhL, a un 9% la expresion de bqgdhL y un 29% la

expresion de orfl4.
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Tabla 8.Niveles de induccion de los principales operones implicados en la degradacion de
resorcinol en A. anaerobius

Gen Induccion Induccién % actividad
resorcinol resorcinol+succinato remanente
rhL 522,91+0,17 33,75+0,31 6,45
bqgdhL 779,80+0,55 76,04+0,10 9,5
orfl4 310,53+0,43 90,24+0,22 29,1

Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de represion catabdlica por
la presencia de una fuente adicional de carbono como succinato, igual que ocurria en
presencia de benzoato, donde las principales actividades enziméticas de la ruta,
resorcinol hidroxilasa e HHQ deshidrogenasa veian disminuida su actividad
drasticamente (Philipp and Schink, 1998)

2. ANALISIS DE LOS PROMOTORES QUE CONTROLAN LA EXPRESION DE LA
RUTA DE DEGRADACION DE RESORCINOL

2.1 Caracterizacion de la region promotora del operon |.

En el cluster de genes de degradacion de resorcinol presente en el cosmido R+
se encuentran dos genes con una alta homologia con reguladores de la familia NtrC.
Dado que estos reguladores se caracterizan por regular promotores dependientes de
la subunidad sigma alternativa ¢, cabia esperar que la regulacion de la ruta
dependiera de este factor sigma y que los promotores diana conservaran la estructura

tipica de promotores dependientes de esta ARN polimerasa.

Nos propusimos determinar el sitio de inicio de la transcripcién de los tres
operones involucrados en la degradacion de resorcinol con el fin de poder analizar en
detalle la secuencia de cada promotor. Para determinar el punto de inicio de la
transcripcion del primer gen del operén | se extrajo ARN total de A. anaerobius
cultivado con resorcinol o con succinato como fuente de carbono y se analizé
mediante extension a partir de cebador (primer extension) como se indica en el

apartado 7 de materiales y métodos.

La figura 22A muestra los resultados obtenidos. Tanto en ausencia como en

presencia de resorcinol, se observo un producto de extension de 72 nucle6tidos que



situaba el punto de inicio de la transcripcion a 95 pb aguas arriba del primer ATG de
rhL (Figura 22A).
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ACCGCCGTGTAGCG TTCGCCAGACT CACTGCGACGA
CTCGACTGCCGCATTCGECCT GCAGITG

TTCACGGACTIBBCACAGCAAT TIBBGACGT GCTGT GGCAT GGCACGATCGT CCGGAAAGCA
-24 -12 +1(ind) +1(con)

TTGAGACGCCAGGGCGAGACT GACGAATAAGCAAT GGAGACT GGTCCGCGGACCAAATCA

GGAAATGATGAGAACCAAAGGAG GAAACAGGGAATG
RBS rhL

Figura 22. Promotor P, de A. anaerobius. A) Determinacion de los puntos de inicio de la transcripcion del
operon | (gen rhL). Se extrajo ARN total de células de A. anaerobius creciendo en succinato (-) o
resorcinol (+) hasta alcanzar una ODggo de 0,3. Muestras de 12 ug de ARN se analizaron mediante
extension a partir de cebador con el oligonucleétido priAlfa90 complementario al gen rhL (Tabla 6). El
tamafo de los productos de extension obtenidos y la secuencia correspondiente al punto de inicio se
determiné por comparacién con una reaccion de secuenciacién del plasmido pGEMAIfapyr, que contiene
la regién promotora analizada, utilizando el mismo cebador (calles T,G,C,A). B) Secuencia de la regién
promotora del operén | . Se muestra los sitios de inicio de la transcripcion (+1, subrayado), el codon de
inicio de la traduccion (morado), el sitio de union al ribosoma (RBS, azul cursiva), las cajas -10/-35 de
union de ¢”° (sombreado en turquesa), las cajas -12/-24 de union de o (sombreado en rojo), un posible
sitio de unién de IHF (subrayado en naranja, con letras naranjas la regiébn que se ajusta al consenso) y
dos secuencias repetidas invertidas (verde, flechas convergentes).
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Para este promotor constitutivo, que denominamos Py, identificamos dos
cajas centradas en posicidon -10 y -35 con respecto al inicio de la transcripcion, con
homologia (3/6 y 4/6 respectivamente) con las secuencias consenso de union de la
subunidad ¢’ de la ARN polimerasa. Ademés de esta banda, en la muestra
procedente de células cultivadas en presencia de resorcinol se observé una segunda
banda de extension de 93 nt que situaba el punto de inicio de la transcripcion 116 pb
aguas arriba del primer codén de rhL (Figura 22). En la secuencia del promotor se
localizaron en posicion -14 y -26 con respecto de este punto las cajas conservadas de
unién del factor 6°* de la ARN polimerasa (las llamadas cajas -12/-24, cuya secuencia
consenso es TTGC (-12) y NTGGCA (-24),(Barrios et al., 1999) (Figura 22B). De esta
forma, habria un solapamiento entre los sitios de union de las dos polimerasas para

iniciar la transcripcién desde los dos promotores.

Aproximadamente 20 pb por encima del sitio de unién de 0>* se localiz6 una
region de 28 pb rica en A/T que se extiendia entre las posiciones -73 y -46, y que
conservaba 8 de las 10 posiciones del consenso que caracteriza el nucleo de unién de
la proteina IHF (integration host factor). Esta nucleoproteina se caracteriza porque es
capaz de doblar el ADN, y participa en la regulacion de la transcripcién de la mayoria
de los promotores dependientes de 0>*, donde su funcién suele ser poner en contacto
el regulador y la ARN polimerasa unidos a secuencias de ADN muy distantes entre si
(Goosen and van de Putte, 1995). Por tanto proponemos esta regiéon como sitio de
reconocimiento de IHF. Delante del codon de inicio de la traduccion se encontro la
secuencia Shine-Dalgarno o sitio de unién del ribosoma, RBS (Ribosome Binding Site)
gque conserva la secuencia consenso AGGA complementaria al extremo 3’ del ARN

16S de A. anaerobius.
2.2 Caracterizacion de la region promotora del operén |l.

Para determinar el punto de inicio de la transcripcién del primer gen del operon
Il 'y asi poder definir su promotor, se extrajo ARN total de A. anaerobius cultivado con
resorcinol o succinato como fuente de carbono y se analiz6 mediante extension a partir
de cebador. En la figura 23 se muestran los resultados obtenidos. En presencia de
resorcinol se observé un producto de extension de 94 nt (Figura 23A) que situaba el
punto de inicio de la transcripcion a 82 pb aguas arriba del primer codén de bgdhL.
Delante del coddn de inicio de la transcripciobn se encontré la secuencia Shine-
Dalgarno que conservaba el consenso AGGA. Centradas en la posicion -13 y -25 se

localizaron las cajas conservadas -12 y -24 de unién de o> (Figura 23B).
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CGGGTTTCAA CCCGTG GATAGACCTTGAAAACACCCGATCCGCATT

GOGTTTCATTGT TAATTCAAT GCCT TCGATGACATTTTACT GAATBBCATGCCTCTTIEBA
-24 -12

CTTCAAGCCTTGI TAATCCGGT GAGCGT CCGGAT CGAGCAAGGAT CCGECGTACGGAAAA
+1

AGTCGCCACTGAACATCACCCTGAGGACGAGGATG
RBS bgdhL

Figura 23. Promotor Pyqan de A. anaerobius. A) Determinacion de los puntos de inicio de la transcripcion
del operon Il (gen bqgdhL). Se extrajo ARN total de células de A. anaerobius creciendo en succinato (-) o
resorcinol (+) hasta alcanzar una ODggo de 0,3. Muestras de 12 ug de ARN se analizaron mediante
extension a partir de cebador con el oligonucleétido priPyr90 complementario al gen bqdhL (Tabla 6).
Para determinar el tamafio del producto de extension obtenido se utilizé una reaccion de secuenciacion
no relacionada como marcador de peso molecular. B) Secuencia de la region promotora del operon I. Se
muestra el sitio de inicio de la transcripcion (+1), el codén de inicio de la traduccion (morado), el sitio de
union al ribosoma (RBS, azul cursiva), las cajas -12 y -24 (sombreado en rojo), un posible sitio de union
de IHF (subrayado en naranja, con letras naranjas la region que se ajusta al consenso) y dos secuencias
repetidas invertidas (verde, flechas convergentes).

A 18 pb por encima del sitio de union de 0>* se localizé una region de 28 pb
rica en A/T que se extiendia entre las posiciones -73 y -45, y que conservaba 9 de las
10 posiciones del consenso que caracteriza el nacleo de unién de la proteina IHF. A
aproximadamente 27 pb del sitio de union de IHF, centradas entre las posiciones -101
y -120 se han encontrado dos repeticiones invertidas que podrian estar involucradas

en la union del regulador.
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2.3 Caracterizacion de la regién promotora del operén V.

Igual que en los casos anteriores, para determinar el punto de inicio de la
transcripcion del primer gen del operén IV (orfl4) que nos permitiera definir el
promotor, se extrajo ARN total de A. anaerobius cultivado con resorcinol o succinato
como fuente de carbono y se analiz6 mediante extension a partir de cebador. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 24. So6lo en presencia de resorcinol se
observd un producto de extension de 102 nt que situaba el punto de inicio de la

transcripcién a 64 pb del coddn de inicio de la traduccion de orfl4.
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Porf14
resorcinol -
v M
= 2 am|ell
—
102n . e lg 105
- —
- 97
B
CTCGICGCACTTTGCGACAAGT GTGCGA TGTATCTCAGCCT

AAAAAAAT ACCAAGAAAAT CAAT TACGT CCATCCAT GCAACGCCT TIBBCACAG
IHF -24

GCCT T.ATTGATGT ACGTAGAGACAATCCGGTCCCTTATCCGGATTAGATCGCATCTGA
-12 +1

ACGATTAACAGGATACCTGCCGATG
RBS orfl4

Figura 24. Promotor Pu14 de A. anaerobius. A) Determinacién del punto de inicio de la transcripcion del
operon IV (gen orfl4). Se extrajo ARN total de células de A. anaerobius creciendo en succinato (-) o
resorcinol (+) hasta alcanzar una ODggo de 0,3. Muestras de 12 ug de ARN se analizaron mediante
extension a partir de cebador con el oligonucleétido 20X complementario al gen orfl4 (Tabla 6). Para
determinar el tamafio del producto de extensiéon obtenido se utilizd una reaccion de secuenciacién no
relacionada como marcador de peso molecular. B) Secuencia de la regién promotora del oper6on IV . Se
muestra el sitio de inicio de la transcripcion (+1, subrayado), el codon de inicio de la traducciéon (morado),
el sitio de unién al ribosoma (RBS, azul cursiva), las cajas -12 y -24 (sombreado en rojo), un posible sitio
de union de IHF (subrayado en naranja, con letras naranjas la regidon que se ajusta al consenso) y dos
secuencias repetidas invertidas (verde, flechas convergentes).
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Centrados en posicion -13 y -25 se localizaron las cajas -12 (TTGCA) y -24
(TTGGNA) de unién de la subunidad ¢**, que conservaban muy bien el consenso. A
unas 17 pb del sitio de unién de 0> se situd el sitio de unién de IHF, centrado entre las
posiciones -43 y -72, que guardaba 9 de las 10 posiciones del consenso. Aguas arriba
y adyacentes encontramos dos repeticiones invertidas que podrian constituir el sitio de

union del regulador, entre la posicion -72y -111.

2.4. Elementos reguladores conservados en los promotores que controlan la

degradacion de resorcinol.

En el andlisis de las tres secuencias promotoras dependientes de o>* se
observd que las secuencias reguladoras y su organizacion estaban muy conservadas
en los tres casos. La figura 25 muestra la alineacion de las cajas -12 y -24 de los tres
promotores, con la secuencia consenso establecida para promotores dependientes de
0°* en eubacterias (Taylor et al., 1996; Burrows et al., 2003). Se puede apreciar en los

tres promotores una conservacion casi perfecta del consenso,

-24 -12 +1

P CGGACTGCECACAGCAAT TGCGACGT GCTGTGGCA
Poqan.  CTGAATGCECATGECTCTTCCACTTCAAGCTTG
Porf1s  CGECTTGECACAGCCCT TECATTGATGTACGTA
cs g% GCECAC - N,-TTGC

Figura 25. Alineamiento del sitio de union de la ARN polimerasa de los promotores Pini, PogdnL Y Porfi4. EN
rojo se destacan las cajas -12/-24 que caracterizan a los promotores dependientes de o™ y en azul se
resaltan las bases conservadas en los tres promotores. El primer nucle6tido del ARNm resultante se
indica en negrita. En la dltima linea se muestra el consenso establecido en eubacterias (Burrows et al.,
2003).

Igualmente, el sitio de unién de la proteina auxiliar IHF se situaba en los tres
casos a aproximadamente 20 pb aguas arriba del sitio de unién de 0**, y presentaba
una secuencia conservada en los tres promotores, que coincidia con el consenso
propuesto para otros promotores regulados por esta proteina (Friedman, 1988;
Goodrich et al., 1990; Goosen and van de Putte, 1995; Arfin et al., 2000) (figura 26).
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| HF -62 TAAAAATCAGTAAAGIG - 46
| HqudhL -61 GITAATTCAATCCCTTG - 45
| HF, ¢4 - 60 AGAAAATCAATTACGIG - 44
cs | HF PITCAA NA- TTG

Figura 26. Alineamiento del sitio de reconocimiento de IHF en los promotores P, Pogdnt Y Porfia. En
negrita se indican las bases que se ajustan al consenso y en verde se resaltan las bases conservadas en
los tres promotores. Los nimeros al principio y final de cada secuencia indican su posicidon con respecto
al punto de inicio de la transcripcion. En la Ultima linea se muestra el consenso establecido en eubacterias
(Friedman, 1988)

Igualmente observamos que existia homologia entre las secuencias repetidas
invertidas encontradas aguas arriba de los genes rhL, bgdhL y orfl4, lo que sugiere

que podrian ser reconocidas por el mismo regulador (figura 27).

directa GGTTTGAGAOGTG] h
invertida @GaCATGoaoaTes) "hb
directa TTTGCGA

invertida TTTGCGA ] badhl
directa AGTGI GAGACGGA orf 14
invertida GCGATGAGACGEA

consenso ggttTGéGAcg

Figura 27. Alineamiento de las repeticiones invertidas encontradas aguas arriba de rhL, bgdhL y orf14.
Las secuencias se presentan en direccion 5'-3’, siendo la secuencia directa la mas distante al punto de
inicio de la transcripcion. En verde oscuro se resaltan las bases conservadas en la mitad o mas de las
secuencias y en verde claro las bases conservadas en las repeticiones de cada promotor. En la secuencia
consenso se muestran en mayuscula las bases conservadas en mas del 75% de las secuencias y en
minusculas aquellas presentes en al menos el 50%.

3. ANALISIS DE LAS PROTEINAS REGULADORAS RedR1Y RedR2 PRESENTES
EN LA AGRUPACION GENICA DE DEGRADACION DE RESORCINOL.

3.1 Andlisis de la secuencia de las proteinas reguladoras RedR1 y RedR2

En el césmido R+ de A. anaerobius se encontraron las pautas abiertas de
lectura orf7 y orf23, que denominamos redR1 y redR2, respectivamente, con una alta
homologia con reguladores transcripcionales pertenecientes a la familia NtrC de
reguladores que controlan promotores dependientes de sigma 54 (Shingler, 1996;
Schumacher et al., 2006; Darley et al., 2007). Los reguladores de este grupo

pertenecen a la familia de proteinas AAA+, y se caracterizan porque sus sitios de
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union en el ADN (denominados UAS, Upstream Activating Sequence) se localizan a
cierta distancia aguas arriba del promotor, de tal forma que se requiere la curvatura del
ADN para que contacte con el complejo cerrado formado por la ARN polimerasa con
o, Por la similitud de este mecanismo con ciertos activadores eucariotas (Enhancer
Binding Proteins), también se denominan EBPs (Rappas et al., 2007). RedR1 y RedR2
presentan un 97,4 % de identidad en sus secuencias de amino&cidos. La mayoria de
las diferencias se localizan en el extremo N-terminal de la proteina (los ocho primeros
residuos son diferentes) y en el dominio C-terminal, donde se han encontrado nueve
cambios puntuales en la secuencia. En las proteinas de la familia, esta regién se
estructura como un dominio HTH (del residuo 610 a 650 en RedR1 y de 612 a 652 en
RedR2) con funcién de union al ADN, lo que sugiere que posiblemente reconocen

secuencias de ADN diferentes (Figura 28).

La estructura primaria de las proteinas presenta ademas un tipico dominio
central (dominio activador, que comprende del residuo 344 al 511 en RedR1 y del 346
al 513 en RedR2), muy conservado en las proteinas de la familia, que incluye un sitio
de union de ATP (Walker domain) (figura 28). Los motivos Walker A y Walker B son
esenciales para la unién e interaccion con ATP y Mg®; y para la hidrdlisis del
nucleétido, donde un dedo de arginina juega también un papel clave (Snider and
Houry, 2008). Ademas las EBPs bacterianas se distinguen del resto de proteinas de la
familia AAA+ por la presencia de una secuencia muy conservada, el motivo GAFTGA,
situado entre los motivos Walter A y B, que constituye el punto de contacto principal
con el factor o®* (Gallegos et al., 1999; Bordes et al., 2003). Todos estos motivos

estan conservados en RedR1 y RedR2 (figura 28).

El extremo N-terminal es la secuencia menos conservada entre las proteinas
de la familia, y constituye el dominio regulador, responsable de recibir las sefiales que
desencadenan la respuesta. En este caso, en el dominio N-terminal se puede predecir
entre los residuos 222 y 320 en RedR1 y 224 hasta 322 en RedR2 una regién con
homologia con dominios PAS (llamados asi porque se encontraron inicialmente en
proteinas del Periodo circadiano; en la proteina ARNT y en las llamadas Single-
minded proteins, (Ponting and Aravind, 1997). Esta region de la proteina conserva la
estructura consenso de hoja beta con cinco laminas-beta antiparalelas combinada con
varias alfa-hélices, tipica de los dominios PAS (Figura 29; (Moglich et al., 2009)). Los
dominios PAS estan presentes en muchas proteinas, y se consideran modulos
sensores versatiles relacionados con la transmision de sefales, bien a través de la

union de ligandos o actuando como sensores de estimulos fisicos o quimicos,
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Resultados Capitulo |

especialmente tensién de oxigeno, potencial redox y luz (Hefti et al., 2004; Moglich et
al., 2009).

RedR1 - - VDGFL SSVRAAWHL VDT GHVDETVVRPEVAQSW.RCRGLA DPRAPKLPVM_DARRL 58
RedR2 NSREFSLASVRAAV‘Q—ILVDTG—NDEFWRPEVAQSV\LRCRGLG DPRAPKLPVM_DARRL 60
RedR1 AAVREENRI LI ETALPFMEFLRTAVKGTGFI LVLTERSGVWLEVFGDEDI LAMARDNNYV 118
RedR2 AAVREENRI LI ETALPFMEFLRTAVKGTGFI LVLTERSGVWLEVFGDEDI LAMARDNNYV 120
RedR1 PGCSRAEEVAGTNAI SLALI EKRPVQLTGAEHVWNVRHHLWI CAAAPVFSPEGVLLGAVTL 178
RedR2 PGCSRAEEVAGTNAI SLALI EKRPVQL TGAEHVWWVRHHLWI CAAAPVFSPEGVLLGAVTL 180
RedR1 SCGETTRAHRHTLGWI SAAEAI RERL REREVAEEKRGSDVLLASVLGSI SEAI | TI DAAG 238
RedR2 SGETTRAHRHTLGWI SAAEAI RERLREREVAEEKRGSDVLLASVLGSI SEAI | | | DAAG 240

R R R R SR R R R R R R R R R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESE] * %k k k% DOmInlOPAS
RedR1 MTHI NPAACKSLAVTACEI QGKPFVRLFPSQPELAQLLPVRGDNAAFEVSSERPGGRGH 298
RedR2 MTHI NPAACKSLAVTACEI QGKPFVRLFPSQPEL AQLLPVRGDNAAFEVSSERPGGRGH 300
RedR1 FVI TPYVMYANEAVTGAI LAL RERREFLNEVREFSG-NAVFTFDD| LGESPALLRQ ELA 358
RedR2 FVI TPYVMYANEAVTCGAI LAL RERREFLNEVREFSGFNAVFTFDDI LGESPALLRQ ELA 360

PR R R R SRR EEEE RS S SRR SRR R R RS SRS SRS EEEREEEEEEEEEEEESR "

Walker A

RedR1 RTAARONTRI LI LGETGTGKELFAQSI HNCSPRRSGPFVALNCAAI PRELIVESEI FGYRS 418
RedR2 RTAARONTRI LI LGETGTGKELFAQSI HNCSPRRSGPFVALNCAAI PRELMVESEI FGYRS 420  Dominio

IR RS RS E SRS EEE RS RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEESREEREREEREEEEEEEEEEES] :

activador
Motivo GAFTGA Walker B

RedR1 GAFTGARKGEQVGKLELADGGT | FLDEI NQVPLDLQSKLLRALQEGTI TRLGDTRPI RI D 478
RedR2 GAFTGARKGEQVGKLELADGGT| FLDEI NQVPLDLQSKLLRALQEGTI TRLGDTRPI RI D 480

IR R SRR SRS EEEE SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEESREEREREEEEEESEEEEEEES]

Dedo de arginina

RedR1 VRVI AAANEDL YCKSRTGEFRQDL YYRLSVVEL AL PPLRERGDDI ALI ARHLLDTLGEKI 538
RedR2 VRVI AAANEDL YGKSRTGEFRQDL YYRLSWWEL ALPPLRERGDDI ALI ARHLLDTLGEKI 540

LS S S S s s s e D R R R R R
RedR1 DKPAL SLSPPAI ELL RQYPWPGNVRELENVLEMGAI MAEGSI | KPGHLAYRVRDRRTPER 598
RedR2 DKPAL SLSPPAI ELL RQYPWPGNVREL ENVLEMGAI VAEGSI | KPGHLAYRVRDRRTPER 600
RedR1 QHAAASSRD(SI PAI QLDLI RSAI EEFNGNVAEAARKL GL SRSTVYRRMOOHGLVKSETV 658
RedR2 CQHAAASSRDQSI PAI QLDLI RSAI EEFNGNVDL VGRKL GL SRATVYRRMQOHG VKQVTV 660

R R R R R EREREEEESE L. *******: **********: **~ . % *
RedR1 R 659

RedR2 K 661

Figura 28. Alineamiento de la secuencia de las proteinas RedR1 y RedR2. Las secuencias se alinearon
utilizando ClustalW (Thompson et al., 2002). La tercera linea marca el consenso entre las dos secuencias,
donde “*” indica residuos idénticos, “:” sustituciones conservativas y “.” sustituciones semiconservativas.
En color se resaltan los distintos dominios identificados: verde, dominio PAS; azul, dominio activador, y
rosa dominio HTH de unién al ADN. Con un recuadro se sefialan los motivos esenciales para la actividad
de los reguladores (ver texto). .
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EAI I | | DAAGWTHI NPAACKSLAVTAGEI QGKPFVRLFPSQPELAQLLPVRGD
[ Gl G
A

Bp Ca Da Ea Fa
290 300 310 320
..... [ I I P
NAAFEV. RPGGRGHFVI TPYVWANEAVTGAI LALRERR
G Hp I'p

Figura 29. Estructura del dominio PAS de RedR2. Se muestra la region de la proteina entre los residuos
230 y 325. Las flechas azules indican las secuencias con estructura de hoja beta y los cilindros rojos las
secuencias con estructura de hélice alfa. Cada estructura se nombra segun la nomenclatura de Maglich et
al., 2009. Las estructuras secundarias se predijeron utilizando la aplicacién web integrada PredictProtein
(Rost and Liu, 2003) y el servidor de prediccion de estructuras Phyre2 (Kelley and Sternberg, 2009).

3.2 Identificacion del regulador de la ruta.

Para determinar si redR1 y redR2 participaban en la regulacion de la
transcripcion de los operones de la ruta de degradacion de resorcinol, en primer lugar
nos propusimos determinar si eran esenciales para el crecimiento en este aromatico.
Para ello era necesario construir cepas carentes de uno y otro gen regulador. Dada la
imposibilidad de cultivar la cepa A. anaerobius en medio so6lido, todos los
experimentos que requirieron manipulacion de los genes de la ruta se llevaron a cabo
sobre el cosmido R* transferido a distintas cepas de E. coli. El andlisis fisiolégico de
los mutantes se llevo a cabo con los distintos derivados del cosmido R* obtenidos,
expresados en el huésped heterdlogo Azoarcus sp. CIB, que cuando porta el cosmido
R* es capaz de crecer con resorcinol como Unica fuente de carbono. Este sistema
reproduce exactamente el patrén de regulacidon observado con la cepa silvestre A.

anaerobius (datos no mostrados).

Para la construccion de mutantes en los genes reguladores se llevo a cabo una
mutagénesis al azar del cdsmido R+ con el mini-transposon de pUT-Km (de Lorenzo et
al., 1990) segun se describe en el apartado 10.2 de Materiales y Métodos. De entre los
mutantes obtenidos se seleccionaron tres: Mut_redR1, en el que el mini-transposén se
habia insertado en el gen redR1; Mut_redR2, con el mini-transposoén insertado en el
gen redR2; y Mut_rhL, con el transposoén insertado en el gen rhL, que codifica para la
subunidad grande de la resorcinol hidroxilasa, primer paso de la ruta, y que utilizamos

como control de gen esencial
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3.2.1 Crecimiento de los mutantes en los genes reguladores redR1, redR2 y en el

primer paso de laruta, rhL.

El césmido R+ silvestre y los cosmidos mutantes obtenidos se transfirieron por
conjugacion a Azoarcus sp. CIB y se cultivaron en condiciones desnitrificantes con

succinato (5 mM) o resorcinol (2 mM) como fuente de carbono.

La figura 30 muestra que Azoarcus sp. CIB portadora del cosmido R* alcanz6
valores de DO600 de 0,223 en 72 horas cuando era cultivada con resorcinol a 2 mM.
La cepa portadora del céosmido mutante en la subunidad alfa de la resorcinol
hidroxilasa (Mut_rhL), gen esencial de la ruta (Darley et al., 2007) era incapaz de
crecer con resorcinol como Unica fuente de carbono (figura 30). También podemos
observar como Azoarcus sp. CIB con el cosmido R* mutado en el regulador redR2
(Mut_redR2) era incapaz de crecer con resorcinol como Unica fuente de carbono
(figura 30), mientras que Azoarcus sp. CIB portadora del cosmido R* mutado en el
primer regulador (Mut_redR1), podia crecer con resorcinol como Unica fuente de
carbono (figura 30), aunque el crecimiento se veia retardado con respecto a la cepa
silvestre. Por tanto, podemos concluir que redR2 es esencial para la degradacion de

resorcinol, y probablemente el regulador principal de la ruta.
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Figura 30. Efecto de la mutacion de los genes reguladores redR1, redR2 y rhL sobre la capacidad de
utilizar resorcinol. Crecimiento de Azoarcus sp. CIB con el césmido R* silvestre (wt) y los césmidos
mutantes Mut_rhL (rhL), Mut_redR1 (redR1) y Mut_redR2 (redR2) en medio Widdel con resorcinol (2 mM)
como fuente de carbono a las 46 (azul) y 72 (ciruela) horas de cultivo. A los tiempos indicados, se
tomaron muestras de los cultivos para determinar su turbidez (D.O.s00nm)-

94



3.2.2 Expresidén de los operones |, Il y IV en ausencia de los reguladores RedR1 y
RedR2

Para determinar el papel de cada una de las proteinas en la expresion de los
tres operones esenciales de la ruta, determinamos los niveles de transcripcion de los
genes rhL, bgdhL y orf14 en Azoarcus sp. CIB portadora de R+ o0 de sus mutantes en
los genes reguladores. Dado que la cepa Azoarcus sp. CIB con el cosmido mutante
Mut_redR2 (figura 72A) era incapaz de crecer con resorcinol como fuente de carbono,
los ensayos se realizaron en células cultivadas en succinato y suplementadas con
resorcinol. Para seguir la actividad del promotor, se aisl6 ARN de las tres cepas
creciendo en succinato (control) o en succinato suplementado con resorcinol

(inducidas), y se analizé mediante extensidn a partir de cebador (figuras 75-77).

La figura 31A muestra que al igual que en A. anaerobius (figura 31), en
Azoarcus sp. CIB portadora del césmido R+ silvestre, el gen rhL se expresaba desde
dos promotores, uno constitutivo (P, 2) Y otro inducible (P, 1). Asi mismo, se observa
gue la presencia de succinato en el medio no afectaba a la activacion del promotor
P €n presencia de resorcinol. La mutacién en el gen redR1 no parecia afectar a la
expresion del promotor (figura 31B), mientras que la mutacién en redR2 eliminaba

completamente la actividad del promotor inducible Py, ;, manteniéndose inalterado

I::’thZ-
A B
R wt Mut_RedR2 Mut RedR1
S R RS S RIS M S R RS M
— 242
e | 242
Pthl ~ I:)thl — —
I:)th2 — - d
- Piis —» | WS- |

Figura 31. Efecto de la inactivacion de los genes reguladores redR1 y redR2 sobre la expresion desde el
promotor PrhL. A) Extension a partir de cebador de ARN extraido de Azoarcus sp. CIB (R") con succinato
5 mM (S), resorcinol 2mM (R) y succinato resorcinol mas 2 y 5 mM (R/S); y de Azoarcus sp. CIB
(Mut_redR2) con succinato 5 mM (S) y resorcinol mas succinato 2 y 5 mM (R/S); marcador VIl de peso
molecular (M). B) Extensién a partir de cebador de ARN extraido de Azoarcus sp. CIB (Mut_redR1) con
succinato 5 mM (S), resorcinol 2 mM (R) y resorcinol mas succinato 2 y 5 mM (R/S); marcador VIII (M) El
oligonucledtido empleado para la reaccion de extension fue priextAlfa (Tabla 6) que dio lugar a dos
productos de extension, PrhLl (224 n) y PrhL2 (203 n). A la derecha del marcador VIII se indican los
tamanos de las bandas de 242 ny 190 n.
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Cuando se analiz6 el promotor Pyn. del operon Il se obtuvo un resultado
semejante (figura 32). La cepa portadora del cosmido R+ silvestre presentaba el
mismo patron de induccién que A. anaerobius, la mutacion en redR1 no tenia efecto
sobre la expresion del promotor, mientras que la mutacion en redR2 abolia totalmente

la actividad del promotor.

A B

R wt Mut_RedR2

S R RIS S RS M

Mut_RedR1

S R RIS M
| 190 o | 190
Pogan. > = > o—
bgdhL
Figura 32. Efecto de la inactivacion de los genes reguladores redR1 y redR2 sobre la expresion

desde el promotor P pqanL. Extension a partir de cebador de ARN extraido de A) Azoarcus sp. CIB (R+)
con succinato 5 mM (S), resorcinol 2mM (R) y resorcinol mas succinato 2 y 5 mM respecivamente (R/S);
Azoarcus sp. CIB (Mut_redR2) con succinato 5 mM (S); con resorcinol mas succinato 2 y 5 mM (R/S);
marcador VIII de peso molecular (M). B) Azoarcus sp. CIB (Mut_redR1) con succinato 5 mM (S),
resorcinol 2 mM (R) y resorcinol mas succinato 2 y 5 mM (R/S); marcador VIII (M). A la derecha del
marcador se muestra el tamafio en nucledtidos. El oligonucleétido empleado para la reaccion de
extension fue priextPyr (Tabla 6) que dio lugar a un producto de extension de 184 n

Del mismo modo, en el promotor para orf14 en la cepa Azoarcus sp. CIB con el
coésmido R" silvestre o con el cdsmido R* mutante en redR1 se observaban niveles
semejantes de expresion en presencia de resorcinol. Sin embargo en la cepa con el

césmido R mutante en redR2 no se detectaba expresion del promotor (figura 33).

A B
R wt Mut_RedR2 Mut_RedR1
M S R RIS S RIS M S R RIS
+ Pyia
- < Pota ‘ ’ ’
190 -
190 |/
Figura 33. Efecto de la inactivacion de los genes reguladores redR1 y redR2 sobre la expresién

desde el promotor P 14. Extension a partir de cebador de ARN extraido de A) Azoarcus sp. CIB (R") con
succinato 5 mM (S), resorcinol 2mM (R) y resorcinol mas succinato 2 y 5 mM (R/S); Azoarcus sp. CIB
(Mut_redR2) con succinato 5 mM (S); con resorcinol mas succinato 2 y 5 mM (R/S); B) Azoarcus sp. CIB
(Mut_redR1) con succinato 5 mM (S), resorcinol 2 mM (R) y resorcinol mas succinato 2 y 5 mM (R/S); A la
izquierda del marcador se muestra el tamafio de la banda en nucleétidos. El oligonucleétido empleado
para la reaccion de extension fue 20X (Tabla 6) que dio lugar a un producto de extension de 153 n. M
indicada el marcador VIl de peso molecular de Roche.
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Por tanto, podemos concluir que el regulador RedR2 es esencial para la
induccién de los tres promotores, y que se activa por resorcinol o algun intermediario
de su ruta de degradacion. Por otra parte, y en estas condiciones de ensayo, el
regulador RedR1 no parece jugar ningun papel en la induccion de los tres operones.
Esto concuerda con el fenotipo de los mutantes (figura 30), ya que redR2 era esencial
para el crecimiento con resorcinol como fuente de carbono y una mutacion en redR1

no afectaba a esta propiedad.

4. BUSQUEDA DE POSIBLES INDUCTORES ESPECIFICOS DE LA RUTA DE
DEGRADACION DE RESORCINOL

Los resultados anteriores mostraron que solo habia expresion de los tres
promotores cuando las cepas crecian con resorcinol como fuente de carbono, y que
RedR2, una proteina de la familia de NtrC, era el regulador principal de su expresion.
Dado que muchos de los reguladores de esta familia se activan en respuesta a la
presencia de un compuesto efector, y que la entrada de resorcinol en la célula implica
su transformacion en los compuestos intermediarios de la ruta HHQ y HBQ, nuestro
siguiente objetivo fue determinar cuél de los tres compuestos era el efector de RedR2

e inductor de la ruta.

4.1. Identificacion del inductor de la ruta

Para ello nos propusimos analizar la transcripcion de los tres promotores en la
cepa Azoarcus sp. CIB portadora del cosmido R+ mutado en el primer, segundo o
tercer paso de la ruta. En el laboratorio disponiamos de los mutantes necesarios: el
mutante en el gen rhL del primer paso (Mut_rhL) se describié en el apartado 3.2, y los
mutantes de insercion en btdhS (Mu_13) para el segundo paso y bqdhS (Mu_53) para
el tercer paso de la ruta se obtuvieron anteriormente (Darley et al., 2007). Para
analizar la expresion desde los promotores en los tres fondos mutantes, nos
planteamos realizar ensayos de extension a partir de cebador con los mutantes rhL,
incapaz de transformar el resorcinol, btdhS, que acumularia HHQ, y bqdhS, en el que

la ruta llegaria hasta la produccion de HBQ (Figura 13).

Como se puede observar en la figura 78, en el mutante en el primer paso de la
ruta (rhL) no habia expresién desde ninguno de los tres promotores, lo que descartaba
al resorcinol como inductor de la ruta e implicaba que el efector debia ser un
compuesto resultante de su metabolizacion. Sin embargo, en el mutante en el segundo

paso de la ruta (btdhS) se mantenia la actividad de los tres promotores en presencia
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de resorcinol, lo que apuntaba a la HHQ como inductor directo del sistema.
Sorprendentemente, pudimos observar que ademas de altos niveles de induccién en
presencia de resorcinol, este mutante mostraba altos niveles de expresién desde los
tres promotores en ausencia de inductor. Es decir, que el mutante en btdhS
presentaba niveles elevados de expresion basal (constitutiva), que se inducian
ligeramente en presencia de resorcinol. En el mutante en el tercer paso de la ruta
(bgdhS) disminuia la expresion desde los tres promotores. En este mutante el
resorcinol se transformaria en HHQ y esta en HBQ, que se acumularia. Cabe esperar
gque en estas condiciones los niveles de HHQ sean inferiores a los del mutante en
btdhS.

I:)th qudhL Porfl4
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Figura 34 . Efecto de mutaciones en los tres primeros pasos de la ruta sobre la induccién de los
operones I, Il y IV. Extension a partir de cebador con ARN extraido de Azoarcus sp. CIB con el césmido
R+ silvestre (wt) y sus mutantes en el primer paso (rhL), segundo (btdhS) y tercer paso (bgdhS) de la ruta
de degradacién de resorcinol, cultivados con sucinato 5 mM (-) o sucinato (5 mM) mas resorcinol (2 mM)
(+). Los oligonucleétidos empleados fueron priextAlfa, priextPyr y 20X (Tabla 6) que dieron lugar a
productos de amplificacion de 224 n, 153 ny 184 n, respectivamente

El gen btdhS codifica una proteina de 135 aminoacidos en la que se predicen
claramente cuatro segmentos transmembrana, lo que sugiere que es una proteina
integral de membrana. Presenta homologia con proteinas de la familia DoxX
(Pfam07681) que no ha sido caracterizada, pero que presenta similitud de secuencia
con proteinas de la superfamilia PF04173 que engloba proteinas de membrana poco
caracterizadas. El representante mejor estudiado de esta familia, DoxD de la archeae
Acidianus ambivalens, presenta actividad thiosulfato-quinona oxidorreductasa (Muller
et al., 2004; Purschke et al., 1997).
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Como podemos ver, parece existir un nivel superior de regulacion que va a
depender de més factores, ademas de la presencia del inductor. BtdhS en ausencia
del sustrato resorcinol esta reprimiendo, directa o indirectamente, la expresion de los

promotores.

4.2. Analogos estructurales a la HHQ como posibles inductores de la ruta

La HHQ es un compuesto muy inestable que se oxida rapidamente en
presencia de oxigeno. Por otra parte, la presencia de concentraciones menores de 1
mM de HHQ en el medio resultan téxica para el crecimiento tanto de Azoarcus sp. CIB
como de T. aromatica AR-1. Efectivamente, estas cepas no pueden usar HHQ como
fuente de carbono, ni pueden crecer en otros sustratos en presencia de HHQ. Por ese
motivo, nos planteamos buscar analogos estructurales mas estables que pudieran ser
utilizados como inductores gratuitos de la ruta. La HHQ presenta tres grupos hidroxilo
en posicién 1,3 y 4. De entre las moléculas aromaticas disponibles en el laboratorio
seleccionamos dos que presentaban cierta homologia estructural: el catecol, con dos
grupos hidroxilo adyacentes, y el protocatecuato (3,4-dihidroxibenzoato), con dos

grupos hidroxilo en posicion 3y 4 con respecto al grupo carboxilo (Figura 66).

COOH OH
OH OH
HO OH OH
OH
Protocatecuato HHQ Catecol

Figura 35 . Estructura de las moléluclas aromaticas protocatecuato, HHQ y catecol.

Para estudiar el posible efecto inductor de estos compuestos, se extrajo ARN
de Azoarcus sp. CIB portador del cosmido R cultivado con succinato (5 mM), o
succinato (5 mM) suplementado con resorcinol, protocatecuato o catecol (2 mM), y se
midi6é la induccion de los tres promotores mediante extension a partir de cebador

(Figura 67). Como se observa en la figura 80 s6lo hubo induccién del promotor cuando
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estaba presente el resorcinol. Por tanto, ni protocatecuato ni catecol son capaces de
inducir los tres promotores, lo que sugiere que dos hidroxilos adyacentes en el anillo

aromatico no son la estructura reconocida por el regulador.

Pth P bgdhL orfl4

Suc R Pro Cat Suc R Pro Cat Suc R Pro Cat

& ® 7 -

Figura 36 . Efecto de la presencia de analogos estructurales a la HHQ sobre la induccion de los
operones I, Il y IV. Extension a partir de cebador con ARN extraido de Azoarcus sp. CIB con el césmido
R+ crecido con succinato (5 mM) (Suc) y succinato (5 mM) suplementado con resorcinol (2 mM) (R), con
protocatecuato (2 mM) (Pro) y con catecol (2 mM) (Cat). Los oligonucleétidos empleados fueron priextAlfa
(para Pimi), priextPyr (para Pogan) Y 20X (para Porisa) (Tabla 6), que dieron lugar a productos de
amplificacion de 224 n, 153 ny 184 n, respectivamente.
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CAPITULO II: DETECCION E IDENTIFICACION DE LOS GENES INVOLUCRADOS
EN LA DEGRADACION DE a-RESORCILATO (3,5-DIHIDROXIBENZOATO) EN

Thauera aromatica AR-1

1. DETECCION DE LOS GENES DE DEGRADACION DE 3,5-DHB

La cepa T. aromatica AR-1 es capaz de crecer utilizando el compuesto
aromatico a-resorcilato (3,5-dihidroxibenzoato) como unica fuente de carbono vy
energia. Las reacciones propuestas para la degradacion de 3,5-DHB son similares a
las descritas y caracterizadas para la degradacion anaerobia de resorcinol (1,3-
dihidroxibenzeno) en A. anaerobius. En esta cepa el primer paso de la ruta es una
hidroxilacién del anillo aromatico hasta hidroxihidroquinona (HHQ), que es oxidada
para dar hidroxibenzoquinona (HBQ) y posteriormente metabolizada hasta malato y
acetato (Figura 12A, Introduccion) (Philipp & Schink, 1998). De forma similar la
degradacion de 3,5-DHB en T. aromatica empieza con una hidroxilacion para dar
2,3,5-trihidroxibenzoato, que es posteriormente descarboxilado hasta HHQ (Figura 13,
Introduccién). Dado que el primer paso de las dos rutas propuestas era similar, y que
el compuesto intermedio formado (HHQ) era idéntico, nos propusimos utilizar esta
homologia para identificar en T. aromatica AR-1 los genes para la degradacion de 3,5-
DHB. Para ello, en primer lugar, se construy6 una genoteca del ADN cromosémico de
T. aromatica AR-1 en el co6smido pLAFR3 (ver apartado 8 de materiales y métodos) y
se utilizaron dos estrategias para buscar los genes de interés: a) busqueda por

homologia de secuencia (PCR y Southern blot); b) bisqueda por ganancia de funcién.

1.1 Busqueda por homologia con genes de la ruta de degradacion de resorcinol

de Azoarcus anaerobius

En primer lugar se buscé la presencia en el cromosoma de T. aromatica AR-1
de genes homologos a los de degradacion de resorcinol en A. anaerobius. Para ello se
hicieron ensayos de Southern blot con ADN gendmico de T. aromatica AR-1 usando
como sonda fragmentos de ADN que contenian secuencias parciales de los genes
para la degradacion de resorcinol en A. anaerobius. Como controles positivo y
negativo se usd ADN de A. anaerobius y P. putida KT2440, respectivamente. EIl ADN
se digirié con las enzimas Pstl y EcoRI y se transfiri6 a una membrana de nylon. Se
utilizaron sondas obtenidas a partir de los genes de A. anaerobius:, rhL, para la

subunidad mayor de la resorcinol hidroxilasa (sonda AT-H) y bgdhL, que forma parte
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Resultados Capitulo Il

del complejo HBQ deshidrogenasa para la rotura del anillo aromatico (sonda PyDHE?2)

(Figura 13B de la Introduccion; Tabla 9).

Tabla 9. Sondas utilizadas para la busqueda de genes por homologia de secuencia

Sonda Tamafio Posicion en la secuencia de A. anaerobius
(pb)
20X 1540 Desde el codon 624 de orfl5 hasta el codén 22 de orfl3
A-TH 389 Desde el codon 487de rhL
PyDHE2 2750 Contiene bgdhL completo y bqdhS hasta el codon 21

Como se observa en la figura 37, con las sondas AT-H y PyDHE2 se detect6
una sefal positiva con el cromosoma de A. anaerobius (control positivo) y T. aromatica
AR-1, pero no hubo hibridacién con P. putida KT2440 (control negativo). Esto sugeria
gue en T. aromatica AR-1 existian genes homdélogos a algunos genes de la ruta de

degradacion de resorcinol en A. anaerobius.

A B
Pst | EcoRlI Pst | EcoRlI

KT Th Az KTThAz 1l

KT Th Az KT Th Az 1

”- ; J - w -
«w‘
7’6"‘“},"&"7“ 4

Sonda A-TH Sonda PyDHE?2

Figura 37. Hibridacion Southern de ADN cromosémico de Pseudomonas putida KT2440 (KT), Thauera
aromatica AR-1 (Th) y Azoarcus anaerobius (Az) digeridos con Pstl o EcoRlI e hibridado con las sondas A-

TH (A) y PyDHE2 (B).

Paralelamente, se realizaron reacciones de PCR utilizando como molde ADN
genomico de T. aromatica AR-1 y A. anaerobius (control positivo) y cebadores para
amplificar los genes rhL (389 pb), bgdhL (2750 pb), bqdhS (1679 pb), orfl3 (1539 pb) y
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orfl4 (1540 pb) de A. anaerobius (Darley et al, 2007). No se obtuvo producto de
amplificacibn en ningun caso (ver oligonucledtidos en Tabla 3 de Materiales y
Métodos).

1.2 Identificacién de césmidos portadores de genes para la degradacion de 3,5-

DHB en la genoteca de T. aromatica AR-1

Una vez comprobada la presencia en T. aromatica AR-1 de dos regiones
homdlogas a los genes rhL y bqdhL para la degradacion de resorcinol en A.
anaerobius, nuestro siguiente objetivo era identificar en la genoteca de T. aromatica
AR-1 un cosmido portador de los genes detectados en el cromosoma. Para ello,
mediante hibridacién en colonia con las sondas AT-H, PyDHE2 y 20X con homologia
al gen orfl4, que codifica para una NADH-flavin oxidorreductasa, esencial para la
degradacion de resorcinol (Tabla 9) se seleccionaron una serie de clones positivos que
hibridaban con una o varias de las sondas seleccionadas. Se extrajo ADN de cosmido
de las colonias positivas seleccionadas, se digirid con distintas enzimas de restriccidon
y se transfiri6 a membranas de nylon, y posteriormente se hibridé con las mismas
sondas. La figura 38 muestra como ejemplo la restriccion de algunos de los cosmidos

seleccionados de la genoteca y su hibridacién con la sonda 20X.

EcoRI Pstl Xhol Hindlll

A-TH
PyDHE2
20X

il L2 ez o 73 MRz 8 ah B2 i) iz d il 22 S0 122

Figura 38. Restriccion de cosmidos de la genoteca de T. aromatica AR-1. Restriccion (arriba) e
hibridacion Southern con la sonda 20X (abajo) de los césmidos 1, 2,10 y 12 de la genoteca de T.
aromatica AR-1. Como control positivo se utilizaron los fragmentos de ADN de los genes rhL (A-TH),
bqdhL (PyDHEZ2) y orf14 (20X). Como marcador de peso molecular se utilizé el marcador Il de Roche, que
contiene el fago lambda cortado con HindllII.
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Siguiendo este procedimiento se preseleccionaron 20 césmidos positivos.
Finalmente se seleccionaron tres césmidos porque hibridaban con dos de las sondas

ensayadas (pCOS4 y pCOS12), o porque presentaban un tamafio mayor (pCOS1).

Para confirmar la presencia en los césmidos de genes homologos a los de la
ruta de degradacion de resorcinol, se subclonaron algunos fragmentos de cada
cosmido en el plasmido pBlueScript SK. Los distintos clones obtenidos se
secuenciaron con los oligonucleotidos universales U21 y R21 (tabla 3) y las
secuencias obtenidas (entre 0,5 y 2 Kb) se compararon con secuencias depositadas
en la base de datos empleando BLASTX. En las secuencias obtenidas se detectdé una
alta homologia con varios genes para la degradacion de resorcinol de A. anaerobius
(Tabla 10), lo que parecia confirmar la presencia en T. aromatica AR1 de una ruta de

degradacion de 3,5-DHB homdloga a la ruta de A. anaerobius.

Tabla 10. Primeras secuencias detectadas con homologia a genes para la degradacién de
resorcinol en A. anaerobius

Tamaiio del Tamaiio de
Gen de .
P fragmento secuencia % % w
Césmido A. . . L E value
clonado en anaerobius enviado a Identiad Similitud
pBSK (Kb) blastx (pb)
pCOS1 4 orfl3 1866 92 97 0.0
pCOS4 3 rhS 799 48 60 1le-38
pCOS4 5 bqgdhL 925 83 92 5e-148
pCOS4 2 bgdhS 1006 68 86 3e-57
pCOS4 5 bgdhMm 864 77 86 5e-20
pCOS4 2 orfs 897 74 85 5e-75
pCOS12 4 rhL 2251 63 78 0.0

(l)ResuItado del andlisis con blastx usando la base de datos de proteinas no redundante (nr)

Paralelamente, y dado que los genes para la degradacion de resorcinol de A.
anaerobius se identificaron expresando una genoteca del genoma de la cepa en un
huésped heterblogo y seleccionando la capacidad de crecer anaerébicamente con
resorcinol como fuente de carbono (Darley et al, 2007), ensayamos una estrategia
similar con la genoteca de T. aromatica AR-1. Mediante conjugacion triparental se
transfirid la genoteca de T. aromatica AR-1 construida en la cepa E. coli HB101 a
Azoarcus sp. CIB, que no es capaz de degradar 3,5-DHB, empleando E. coli pRK600

como cepa colaboradora (ver apartado 5.1 de Materiales y Métodos). La mezcla de
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conjugacion se incubd en condiciones desnitrificantes en medio liquido Widdel con
succinato 5 mM como fuente de carbono, y posteriormente se transfiri6 a medio
selectivo Widdel con 3,5-DHB como unica fuente de carbono. El ensayo se repiti6 3
veces, pero en ningun caso se obtuvo crecimiento tras siete dias de incubacion,

posiblemente porque ningun césmido de la genoteca contenga la ruta completa.

2. SECUENCIACION DE LA REGION CODIFICANTE DE LA RUTA DE
DEGRADACION DE 3,5-DHB DE T. aromatica AR-1

De los cosmidos seleccionados por hibridacién con sondas especificas, el
c6ésmido pCOS4 fue el que presentd un mayor niumero de secuencias con homologia a
genes para la degradacion de resorcinol en A. anaerobius (Tabla 10), por lo que se
eligio para su secuenciacion completa. Esta se llevé a cabo mediante “Shotgun library
construction” en la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea). Como resultado de la
secuenciacién se obtuvieron cuatro contigs: contig 1 (524 pb), contig 2 (475 pb), contig
5 (11503 pb) y contig 7 (11035 pb). Una primera comparacién de las secuencias con
las bases de datos utilizando BLASTX permitié definir varias pautas abiertas de lectura
(ORF) con homologia con genes bacterianos, y especialmente con los genes de la ruta
de degradacién de resorcinol en A. anaerobius. El contig 5 incluia una ORF con gran
similitud con el gen de la subunidad pequefia de la resorcinol hidroxilasa y con la orf13
de A. anaerobius, ademas de otras 10 ORFs con homologia entre otras con una
cupina, una proteina hipotética, deshidrogenasa y un transportador TRAP. Por otro
lado, en el contig 7 se detectaron 2 ORFs con homologia con bqdhM y bgdhL de A.
anaerobius ademas de 4 ORFs completas y 2 ORFs truncadas. Finalmente, el contig 1
presentaba una ORF truncada con homologia con un regulador de la familia de LysR y

el contig 2 una ORF truncada con homologia con una antitoxina de fago.

Las secuencias de los dos contigs de mayor tamafio se ensamblaron
secuenciando el producto de PCR de 819 pb obtenido de amplificar ADN genémico de
T. aromatica AR-1 con una pareja de oligonucleétidos del extremo de los contigs,
resultando un Unico segmento de 23598 pb. Un andlisis mas detallado de la secuencia
obtenida y la comparacion con las bases de datos nos permitié identificar 20 ORFs
(Figura 39).

Dado que la secuencia de pCOS4 incluia 11 dianas Pstl, enzima utilizada para
las restricciones parciales en la construccién de la genoteca, se analizé especialmente
la concordancia de la secuencia a ambos lados de cada diana Pstl con las secuencias

homologas en las bases de datos. La secuencia situada a ambos lados del sitio Pstl
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en posicién 4972 (marcado en azul en la figura 39), situado al principio de la ORF
anotada como dbhS no conservaba la pauta de lectura ni el sentido, por lo que
dedujimos que se habia formado una quimera, uniéndose dos fragmentos Pstl que no
eran contiguos en el cromosoma. Por lo tanto, la region continua del cromosoma

secuenciado en pCOS4 contenia 17 ORFs en un segmento de 18,6 Kb.

Pstl Pstl Pstl
Pstl Pstl Pstl 4972 | Pstl Pstl Pstl
I T I T T I T I T T T T II T T T T II T T T T I T T T

1

1

[oms]

1 9

|:(>(><j:| ) m) ) s B)mm) -<j:| — --—»[)
C 1dbhS 10 btdS m24 dctP dctQ dctM 18 bgdM 20

pCOS4 (23598 bps)

Figura 39. Mapa completo del césmido pCOS4 donde se indican los marcos abiertos de lectura y su
anotacion basada en la homologia presentada al compararlos con la base de datos empleando BLASTX. En
turquesa se muestra la posicion relativa de las sondas dbhsS, dctP, mob y bqdL empleadas en el segundo
rastreo de la genoteca para buscar secuencias contiguas a la encontrada en pCOS4. En verde se resaltan
las ORFs con homologia a genes que forman parte de un transportador tipo TRAP. En rojo se resaltan las
ORFs que presentaron homologia con genes para la degradacion de resorcinol en A. anaerobius

Teniendo en cuenta que pCOS4 no contenia todos los genes para la
degradacion de 3,5-DHB, decidimos realizar un segundo rastreo de la genoteca para
seleccionar un conjunto de cosmidos que contuvieran la secuencia flanqueante a
ambos lados del césmido pCOS4. Para ello disefiamos sondas que hibridaban con la
ORF anotada como dbhS (sonda dbhS) o con un fragmento comprendido entre la ORF
anotada como bgdL y orf23 (sonda bqdL) del otro extremo del cosmido (Figura 39). Se
obtuvieron 29 nuevos clones positivos, que junto a los 20 clones seleccionados
inicialmente se analizaron mediante hibridacion en colonia con nuevas sondas
homologas a varios de los genes presentes en pCOS4 (Tabla 11). Este grupo de
sondas incluia los extremos de pCOS4, el gen presente en pCOS12 con homologia
con rhL de A. anaerobius (Tabla 10) (sonda dbhL), contigua a rhS en esta cepa.
Tambien se empleé una sonda que hibridaba con una secuencia encontrada en el

contig 1 con homologia a reguladores de la familia LysR (sonda lysR) y que habiamos
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visto que se encontraba en el otro extremo del césmido pCOS4. Sondas que
hibridaban con los genes anotados como orfl8 (sonda mob) y dctP (sonda dctP),
situados en el centro del céosmido pCOS4 se utilizaron para descartar aquellos
cosmidos que tuvieran demasiada secuencia solapante con pCOS4. Los resultados
obtenidos nos permitieron seleccionar cuatro clones: dos que hibridaban con las
sondas de uno de los extremos de pCOS4 (pCOS2B y pCOS6B), y otros dos que
hibridaban con sondas del otro extremo (pCOS12 y pCOS19) (Tabla 12).

Tabla 11. Sondas utilizadas para la busqueda de césmidos solapantes a pCOS4

Sonda Ta(r:g)ﬁo Posicion en la secuencia de T.aromatica
dbhL 411 Desde el codén 858 de dbhL
dbhS 584 Desde el codon 202 de dbhsS hasta el codon 103 de orf9
dctP 650 Desde el coddn 97 de dctP
mob 819 Desde el codon 329 de orfl18
bqdL 400 Desde el coddn 645 de bgdL hasta el codon 35 de orf23
lysR 320 Desde el codén 23de orf25

Tabla 12. Hibridacion de las sondas dbhL, dbhS, dctP, mob, bgdL y lysR con los cosmidos de
la genoteca de T. aromatica AR-1. En esta tabla solo se presentan los cosmidos que hibridaron
con al menos una de las sondas. Sombreado en azul los césmidos seleccionados para la
pirosecuenciacion

sonda
cosmido dbhL dbhS dctP mob
pCOS1B X X
pCOS2B
pCOS4B X
pCOS5B X
pCOS6B
pCOS7B
pCOS9B X
pCOS21B
pCOS278B
pCOS1
pCOS2
pCOS3
pCOS4
pCOS5
pCOS6
pCOS7
pCOS8 X
pCOS9 X X
pCOS10 X X
pCOS11 X
pCOS12 X X
pCOS13 X X
pCOS14
pCOS15 X X
pCOS16 X
pCOS17
pCOS18 X X
pCOS19 X X

qdL lysR

XXX X XX X
XX X X X X X|o
XX X X X X X

XX X X
X X X X

X X X

x
XX XX

X XX XX
X X X X
X X X X

X
X
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Estimando que el conjunto de los 4 cosmidos seleccionados cubrian una region
del cromosoma no superior a 60 Kb, optamos por secuenciar los cuatro césmidos
como una unica muestra utilizando pirosecuenciacion con la tecnologia Nextgen
GSFLX titanium. Considerando un tamafio medio de 50 Kb por césmido, y la
recomendacion de buscar una cobertura de 20X en la pirosecuenciacion con el
sistema de secuenciacién 454, era necesario secuenciar un total de 4 Mb. Esto se
llevd a cabo secuenciando los cuatro cosmidos sin etiquetar en un Gnico “pool”,
realizando una carrera minima de 10 Mb, en la empresa GATC-Biotech (Konstanz,
Alemania). Como resultado de al secuenciacion masiva de los cuatro cosmidos se
obtuvieron 49 contigs de distinta longitud. EI mas grande correspondia a la secuencia
del vector pLAFR3 (20726pb), seguido de un contig de 13363 pb con homologia con
secuencias del genoma de la cepa Thauera sp. MZ1T relacionados con la respiraciéon
de nitrato (Kreft & Schink, 1994). En un contig de 8942 pb encontramos secuencia
conocida de pCOS4, que incluia desde la orfl8 hasta bqdL. La secuencia corriente
arriba de dbhS se localiz6 en un contig de 7233 pb, que pudimos ensamblar mediante
PCR con un contig de 7029 pb, que definia uno de los extremos del cluster de genes
de degradacion de 3,5-DHB. El otro extremo del cluster se encontr6é en el ensamblaje
de dos contigs de 1300 y 1200 pb, que incluian el regulador de la familia LysR. Como

resultado final se gener6 una secuencia completa de 33905 pb.

3. ANALISIS DE LA SECUENCIA: ANOTACION E IDENTIFICACION DE GENES
INVOLUCRADOS EN LA DEGRADACION ANAEROBICA DE 3,5-DHB

3.1 Analisis de secuencia. Busqueda de los marcos abiertos de lectura (ORFS)

Un analisis en detalle de la secuencia reveld la existencia de 25 marcos
abiertos de lectura (ORFs) que se compararon con las secuencias de genes y
proteinas depositados en la base de datos NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
(Figura 40). Este andlisis revel6 que muchas ORFs presentaban una gran similitud con
proteinas para la degradacién de resorcinol en A. anaerobius, lo que sugeria que estos

genes estaban involucrados en la degradacién de 3,5-DHB en T. aromatica AR-1.

<):H:(>Ei> 4- mmpu) mmm—du) D u) mm) =) ) 4= I:>--ﬂ-bﬂibﬂ>

korA korB dbhL  dbhS 910btdLm24 dctPdctQdctM 16 17 18 20 21 bgdh 23 bgdS 25

Figura 40 . Esquema de la region completa resultante de la secuenciacion de los c6smidos pCOS2B, 6B,
12, 19 y 4. El tamafio total es de 33905 pb, las flechas representan a escala los 24 marcos abiertos de
lectura, con dos genes truncados a ambos extremos de la secuencia. En rojo se representan las ORFs
con homologia a genes para la degradaciéon de resorcinol en A. anaerobius, en azul dos ORFs con
homologia a reguladores de la familia LysR, en morado korAB que codifica la enzima KGOR en T.
aromatica y en verde las ORFs que codifican proteinas que forman parte de un transportador TRAP.
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Para la anotacion de la secuencia resultante se utilizaron varias
aproximaciones bioinformaticas. Una de ellas fue la herramienta BLAST2GO de
anotacion funcional (http://www.blast2go.org) que permite la anotacion funcional
automética de un grupo de secuencias basdndose en Gene Ontology (Conesa et al,
2005; Gotz et al, 2008). Paralelamente, se hicieron busquedas de cada ORF en
BLAST utilizando la base de datos de proteinas no redundantes
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), andlisis de homologia estructural utilizando
SwissModel (http://swissmodel.expasy.org/), Geno3D (http://pbil.ibcp.fr/htm/index.php)
o Phyre2 (Kelley & Sternberg, 2009), y prediccibn de posibles segmentos
transmembrana y sefiales de procesamiento utilizando DAS
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/), Predictprotein (http://www.predictprotein.org/),
TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) y SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

Tres de las 24 ORFs (8, 9y 24) se traducen desde el codén de inicio alternativo
GUG (valina), lo que supone un 8% del total de ORFs del cluster. Esto contrasta con el
1% de codones alternativos encontrados en la cepa Thauera sp. MZ1T y se asemeja
al 12,5% del porcentaje medio de codones GUG en otras especies bacterianas
(Starmer et al, 2006). Todas las ORFs excepto orfl, orf3, ORF7 y orfl9 conservan una
secuencia Shine-Dalgarno que se localiza a una distancia de entre 4 y 10 nucleétidos
aguas arriba del coddn de inicio de la traduccion, siendo en la mayoria de los casos 7
nucledtidos. Esta secuencia presenta el consenso AGGAGG, complementario a la

secuencia del extremo 3" del rRNA 16S de T. aromatica.

La tabla 13 resume el resultado del andlisis y recoge las caracteristicas de las
ORFs indicadas, su similitud con otras proteinas de las bases de datos y la distancia

entre ORFs adyacentes.

Ademas de las ORFs listadas en la tabla 13, al principio de la secuencia hay
1209 pb (403 aa) correspondientes a un gen truncado que presenta un 45 % de
identidad con una serin treonin fosfatasa de Desulfohalobium retbaense DSM 5692.
Igualmente, entre las orf3 y orf5 encontramos una secuencia de aproximadamente 1
kb que presenta homologia (73% de identidad) con la subunidad periplasmica de los
transportadores tipo TRAP. Sin embargo, no hemos identificado el codén de fin de

traduccion por lo que no lo anotamos como ORF.
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Tabla 13. Propiedades de los genes y productos génicos de la secuencia parcial de T.

aromatica AR-1

Propiedades

Productos génicos relacionados

Dl

Tamaiio

%

E value

Numero de

Funcion hipotética de la secuencia homologa de

GEN % GC (pb) (aa/kDa) Pl Sim’ % ID° minimo acceso proteina mas préxima Organismo
orf1 69 8 410/44,8 9.07 68 74 2e-148 ACK54553.1  Glicosiltransferasa Thauera sp. MZ1T

orf2 65 626 260/29,8 7.38 74 83 5e-110 ACK54554.1 Metalofosfoesterasa Thauera sp. MZ1T

orf3 67 308/33,2 9.59 53 56 le-63 EED66667.1  Regulador familia LysR Comamonas testosteroni
ofs 70 2 576/605 638 69 100 0.0 CAA12243.2 2;?;:;?;1?11&:;'&] oxoglutarato ferredoxin Thauera aromatica

of6 70 376 307/32,6 670 79 97  4e-157  CAD27440.1 2‘)‘(%‘;2;‘131&::3'3 oxoglutarato ferredoxin Thauera aromatica

dbhlL 65 - 981/110,6 7.02 60 60 0.0 ABK58620.1 Subunidad a de la resorcinol hidroxilasa Azoarcus anaerobius
dbhS 65 15 288/32,3 7.10 58 53 3e-79 ABK58619.1 Subunidad B de la resorcinol hidroxilasa Azoarcus anaerobius
orf9 62 20 137/15,9 5.65 50 29 5e-06 EFW04169.1 Manosa-1-fosfato guanililtransferasa Coprobacillus sp. 29_1
orflo 68 30 114/11,9 6.06 45 28 0.35 EEP26949.1 Desconocida Abiotrophia defectiva
btdL 74 102 293/29,5 6.0 63 50 8e-69 ABM15958.1 6-fosfogluconato deshidrogenasa Mycobacterium vanbaalenii
orfl2 67 98 417/46,5 5.50 68 93 0.0 ABK58632.1 Peptidasa familia M24 Azoarcus anaerobius
dctP 68 72 321/35,2 6.99 53 40 2e-56 CAL95041.1  Proteina periplasmica (transportador TRAP) Azoarcus sp. BH72

dctQ 67 4 163/17,8 9.73 52 34 8e-07 CAL95042.1 Pequeiia permeasa (transportador TRAP) Azoarcus sp. BH72

dctM 64 123 423/44,4 5.21 64 50 6e-95 CAL95043.1 Permeasa (transportador TRAP) Azoarcus sp. BH72

orfl6 66 100  344/37,9 7.77 66 57 2e-108 ACB33601.1 receptor extracitoplasmico (transportador TRAP)  Leptothrix cholodnii SP-6
orfl7 74 382 237/25,3 7.68 65 60 6e-72 EFI59106.1 Hidrolasa af Comamonas testosteroni
orfl8 67 64 716/80,0 616 60 53 0.0 CAJ71291.1  Molibdopterina oxidorreductasa Sct‘z,”t‘t”g gr“tf:nes’l’s"’
bgdM 69 193  467/49,9 6.26 80 75 0.0 BAI72155.1  dihidrolipoamida deshidrogenasa Azospirillum sp. B510
orf20 68 89 499/53,0 5.49 83 72 0.0 ACD96487.1 semialdehido succinico deshidrogenasa Geobacter lovleyi SZ
orf21 70 71 354/38,5 6.21 59 46 2e-81 ABK58627.1 familia p47k Azoarcus anaerobius
bqgdL 70 12 735/78,7 5.64 75 74 0.0 ABK58621.1 Subunidad a de la benzoquinona deshidrogenasa  Azoarcus anaerobius
orf23 68 182/20,2 5.95 72 73 le-74 ABK58617.1 glyoxalasa Azoarcus anaerobius
bgds 72 52  437/445 598 65 54  5e-121  CAM75497.1 gogi’gglirt‘;‘:a'ii ‘;E'Sf]? d":;’;‘eej:az;r”"ato/ ’g"l;ggiﬁ/’;’,’égg;’g’

orf25 68 134  317/34,5 7.20 52 33 le-36 AAZ63058.1 Regulador familia LysR Ralstonia eutropha

T Distancia a gen siguiente
2 9% de similitud medio con proteinas homélogas de las bases de datos
% 9% de identidad con la proteina homéloga mas préxima
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Las cuatro primeras ORFs de la region secuenciada no parecen guardar
relacion con la degradacion de 3,5-DHB. El producto de la orfl presenta una identidad
del 74% con una glicosiltransferasa de grupo 1 de Thauera sp. MZ1T, enzima que
cataliza la transferencia de un azlUcar de una molécula donadora activada a una
molécula aceptora especifica. El producto de la orf2, con una identidad del 83% con
una metalofosfoesterasa de Thauera sp. MZ1T, pertenece a la superfamilia de las
metalofosfatasas (MPPs), que engloba a una gran diversidad de fosfoesterasas. Estas
proteinas conservan un domino activo consistente en dos iones metalicos,
normalmente manganeso, hierro o zinc unidos a residuos de aspartico, histidina o

asparragina.

El producto de la orf3 presenta un 56% de identidad con un regulador
transcripcional perteneciente a la familia LysR de Camamonas testosteroni KF-1.
Cerca del extremo amino se puede identificar el tipico dominio hélice-giro-hélice de

unién al ADN.

Los productos de las orf5 y orfé presentan homologia con dos proteinas
adyacentes en el cromosoma de Thauera aromatica K172 (Breese et al, 1998) y de
Thauera sp. MZ1T (NC_011662.2). El producto de orf5 tiene un 100 % de identidad
con la subunidad alfa de la 2-oxoglutarato ferredoxin-oxidorreductasa (KGOR, gen
korA) de T. aromatica K172, conserva en el extremo amino un dominio piruvato oxido
reductasa (POR) y un tipico dominio de union a tiamina pirofosfato (TPP) en la region
central. El producto de orf6 tiene un 97 % de identidad con la subunidad beta de la 2-
oxoglutarato ferredoxin-oxidorreductasa (gen korB) de T. aromatica K172, que incluye
un dominio de unién a TPP. En esta cepa, korAB estan situados junto al operén bad
gue codifica la ruta de degradacién anaerobia de benzoato (Breese et al, 1998), y su
expresion se induce entre diez y cincuenta veces en presencia de un sustrato
aromatico. Estudios bioquimicos y fisioldgicos han podido demostrar que la funcion de
esta proteina es regenerar la ferredoxina reducida necesaria para la reduccion del
benzoil-CoA por la benzoilCoA reductasa, enzima esencial en el metabolismo
anaerobio de compuestos aromaticos (Dorner & Boll, 2002). En T. aromatica AR1, la
expresion de estos genes es independiente de la presencia de 3,5-DHB (ver mas

adelante).

El producto de la ORF7 muestra una identidad del 53,7 % con el producto del
gen rhL de A. anaerobius, que codifica la subunidad grande de la resorcinol hidroxilasa,
primer paso de la ruta anaerobia de degradacion de resorcinol (Darley et al, 2007).
Presenta un dominio de unién a molibdopterina y pertenece a la superfamilia MopB

(molibdopterin binding proteins), que engloba a una gran diversidad y heterogeneidad
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de enzimas, que en general unen molibdopterina como cofactor. Tanto el producto de
ORF7 como RhL de A. anaerobius presentan una alta homologia (58%) con la
subunidad alfa de la pirogallol transhidroxilasa de Pelobacter acidigallici (gen athL),
que pertenece a la familia de las DMSO reductasas y cataliza la conversion de
pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno) a floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno) utilizando el
cosustrato 1,2,3,5-tetrahidroxibenceno como donador del grupo hidroxilo (Kisker et al,
1998; Messerschmidt et al, 2004; Reichenbecher & Schink, 1999) (figura 9B). En esta
proteina el molibdeno esta coordinado con dos cofactores molibdopterin guanina
dinucleodtido (MGD), que constituyen el centro activo, y carece de centros sulfoférricos.
El producto de ORF7 y RhL de A. anaerobius son unos 150 residuos mas largos en el
extremo amino que AthL. Al contrario de esta Ultima proteina, que es de localizacion
citoplasmica (Messerschmidt et al, 2004), el producto de ORF7 y RhL se localizan en
la fraccién de membrana (Darley et al, 2007; Philipp & Schink, 1998). Por este motivo,
buscamos la posible presencia de péptidos sefial, elementos de anclaje o segmentos
transmembrana de la proteina utilizando distintas herramientas bioinforméticas
disponibles en la red (SignalP 3.0, DAS, SLEP) (apartado 12 de Materiales y Métodos),
con resultados negativos. Ambas proteinas conservan los residuos esenciales de
unién del cofactor de molibdeno. Las proteinas que unen molibdopterina como cofactor
necesitan generalmente de una chaperona especifica que posibilite la correcta union
del cofactor cargado con molibdeno (MoCo) a la apoenzima y la posterior integracion
de esta en la membrana (Genest et al, 2009). En muchos de los sistemas descritos, la
chaperona reconoce en el extremo N-terminal de su proteina diana una secuencia
consenso conocida como “tween arginine” (argininas gemelas), compuesta por dos
residuos contiguos de arginina flanqueados por una region rica en residuos polares
hacia el extremo amino y una region mas hidrofébica aguas abajo (llbert et al, 2004;
Turner et al, 2004). Tanto RhL de A. anaerobius como ORF7 de T. aromética
presentan en el extremo N-terminal pares de argininas que podrian constituir un

motivo diana de chaperona (Figura 41).

ORF7-Ta 1 NALAEVKFSALLYGLKHVLQLMARRHPHFRRRL AERNL TVQVRTDDNTVERHFTFLNGKV
Rhl - Aa 1 MKQALLK- - TI LFGVTHI LRRTAKKYPSFREEMKRRNCVVQ KLKDGSI GRHYTFLRGAV
PyTH Pa I R e
consenso 1> . .. o e e e

“tween arginine”
ORF7-Ta 61 GSAAGRHPSPAI TI TVANAEVGLKLFALNVDQVERVEAI KNFQLKADGPDELVWWFTQTM
RhL - Aa 59 KSQAG HSNPDVTLI FKDLPTALSFLKPGADQAEI LNAAKNFRVIWI GRDEL SVWFMOLM
PyTH Pa L R e
consenso 61
ORF7-Ta 121 NM PTLOWEYGTELGNGVKRYVTNTNGGPLFVHVKDDKI VRMTIPI EFDDS- DAPTWEI EA
RhL - Aa 119 NQLQTI CLEVGTRMPDGTVRYTTNTNGGPM-VYVKDGRI VRMIPI VFDEK- DAPSWEI QA
PyTH Pa B oo VVRLTNSSTGGPVFVYVKDGKI | RMIPVDFDDAVDAPSVKI EA
ConsenSO 121 . 3 ) . . ...* ...... ***.**.***..*.****..**. ***'*'*'*
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consenso

ORF7-Ta
ROL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RIL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RIL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RhL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RhL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
ROL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RIL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RhL - Aa
PyTH- Pa
consenso

ORF7-Ta
RhL -Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RhL - Aa
PyTH Pa
consenso

ORF7-Ta
RIL - Aa
PyTH Pa
consenso

180
178

181

232
230
107
241

292
290
167
301 *

352
350
227

361 ..

412
410
287
421

472
470
347
481

532
530
406

541 .

582
580
466
601

642
640
526
661

702
700
586
721

762
760
646
781

821
819
703
841

878
877
763
901

938
937
823
961

990
997

1021

RGKRYTPPRQTTVAPHTMCSKST! YSPSRLL YPVKRVDENPDGERNCHNRG - - - - - - - -
RGKTFTPWRKSTL SPHASGLKSMWYSDKRL L YPVKRVDFDPNGERNPONRG - - - - - - - -
RGKTFTPPRKTSI APYTAGFKSM YSDLRI PYPMVKRKSFDPNGERNPQL RGAGLSKQDF’W
***--** L L. . * % .** *..***** .* * **** .
Hi s 144
SGYERI SWDEAYDI VAKEI QRVKRDFGPGAI MANHGSHHTWGNVGYY! SAAYKFENAI GT
SGYERI SWDEAL DI VASEl KRVKKEHGPGAI AMPMPSHHQWGNI GYYLSALLRFG\LI G-
SDYERI SWDEATDI VWAEI NRI KHAYGPSAI LSTPSSHHMAGNVGYRHST YFRFMNMVIGE
*.********* ***' **'*'*"'**'**. * % % ***.**..*. ..* *..*.
Ser 175

TKVMHNPDSWEGAY WEAVHHF CHSMRL GQT ET YSL VEDL MKEAEMVVFWSADPEAT SCSY
TRVHLNPDSVEGAWYWGAVHHFGSAL RL GAPSFYGT VEDCLKEAQQ VFWSSDPESTNGL Y
TYAWNPDS\AEG/\I’-N‘GGNHM/‘G:SV\RLG\IPEQY DLLEDGLKHAEM VFWSSDPETNSA Y

******** ** ** * *** * * % * * **** *** * *

SAFEGTSRROALHDLG ELVHVDPYYNHSAAL L GGKW APRPGTDTAMANVAI AQVW AED

AGFEGTQRRLWAKEL G| EFVHI DPHLNPTAQLL GGKW.SI RPGTDSALANAI MFVWWTEG

AGFESNI RRQALKDL GVDFVFI DPHWNHT ARL VADKWFSPKI GTDHAL SFAI AYTW_KED
. **.*...**.-*--**-*--**..** ..... ****. **..*.

L YDKRYVAERCVGFDKWRDYLLGKEDGE PKTPEWQEAETGVPAREVRAL ARRWGSRKTYL

LYDKQYVTERTTGFDEWRDYL L GKEDGVPKTPEWQEAETG PAHL CRAL ARSWGSKKTYL

SYDKEYVAANAHGFEEWADYVL GKTDGT PKTCEWAEEESGVPACEI RALARQAAKKNT YL

**k* k% * % * %%k k%% %%k **k*k **k * * * k% *kkkkk Kk * k%

GAGGWENGHGGACRSATG QMRTLACL LAMQGMEKPGYNYGLLQWGTPI DLSFSFPGYA
AAGGL GAGFGGAARTATGSQWARCM LMVAMQGWEKPAE NFGNL QVIGAPL DYNFYFPGYA
AAGELG GI‘GGACRASHG EWARGM ALATMQGVIGKPGSNMAST TQGVPLDYEFYFPGYA

*** * * *** * * k% *** **** * * * * * *kkkk

DGGVEGDLEGTG.Al SLYLRM - - - - - - PQLPSFENP- VTQKVPRLRI PEAI LEGKAE- - G
EGGE SCGEI AFTASGE NNYQRM - - - - - - PHLI TMNP- VKOM PRQRLPEAI | DGYSK- -
EGA SGDCENSAAGFKFAV\RNFDGKTTFPSPSNLNTSAGQ—H PRLKI PECI N&KFQI\SG

** ** * % * ** ** * *

YPWDCKT | EGOFQKFSYPKAGHAPVQVL YKYGGASI GTIVNDSNRYVKAYRT DKL PFVVNQ
FMADGSSI EAQFAPFEYPMPGYSKI HVL YRYGGSTFGTI AKSGRFEQSYRHPSI EFVVNQ
KGFAGGI] SHQ_I-QYEYPAPGYSKI KI\/FW(YC-EGPHLGT WATNRYAKWTHDSLEFWSQ

* %k ** *** *

Tir 560
S| W.EGEAKFADI LLPACSSFERWDI SEFGGTGGYAL HGQTQWNHRVI LMHKCI EPLGE
SI WFEGDAKFADI | LPACTSFERWDI SEWANCAGY! HHNNAQLNHRWWTLQHKCI EPLGE
SI WFEGEVPFADI | LPACTNFERWDI SEFANCSGYI PDNYQ_CNHRVI SLQAKCI EPVGE

*** ** **** **** *kkkkkkk*k **** * ***** * %

SKSDFQ FTELASRL GLGTYFCEGMTEL DVWKKM-DASDL PKHI SWKEFLKKGYFVVPPL
SKSDYQ YLEI LHRL GL GAMFSEGCSEL DWCKRVFDSTDL PRYVSVKEFVKKGYHVI PAE
SMSDYE! YRL FAKKL NI EEI\/FSEGKDELAV‘CEQY FNATDNPKYMI'V\DEFFKKGY FVVPDN

* ** * * * % ** * * ** **** * *

PEERRDPPSL RWFYEGRKKDAPEPHPL PGDYTEKFQEGL QT QSGKFEFECSSL KRFDPD-
AENVRDPVSVRW AEDRPKDVPEPHPL PSQFSGEFGKGLETQSGKL EFVSSSLLRGQAD-
P- NRKKTVAL RV\FAEGQEKDTPD\/‘EPRL NN- - Q\/CRKGL QI TTGKVEFI ATSL KNFEE@

* % * * k% * ** * ** ** **

- - DPERPPI VKYVPSVEEGPRSAQ- YKRYPLQM SPHSRFSYHTNVSDGKESAVNDI KEHRV
- - NPERPALNRYL PAVEGPHAKEL FEKYPLQM STHPRYSFHTYGDGKDSVLNDI DDHRI
Yl DEHRPSM—ITYVPAV\ESQ(HSPLAVKYPLG\/LSPHPRFSM—lTI\/GDGKNSYNNYI KDHRV

* * ** *** * * * * * ** *** * * * **

LI DGYYYW/VRI NSEDAAARG RMHDL VRVYNDRGAVI CAAHVTPRL PRGVWHSYESSAV
FI NGYYYW/VKVNPQDAAKRG HHHQPI RVFNDRGSAI FVADVSPLVGPGSVKTFESNAD
EVDGYKYW MVRVNSI DAEARG KNGDL|I RAYNDRGSVI LAAQ\/T ECLQDGT VHSYESCAV

'** ** * '*' * % .*** . *..**** .* ..... * % *
YDPLGEPGYS- - VDRGGCVNQL TPKRSI AKKVTGTAANSCLVE! ELWDGSA: - - - - - ELK
YDPVHSHGVDG SDRSGCANVL TSPRPQQQUGTEGVAANSCL VENEPWTPPAGLKSHVQ K
YDPLGTAGKS- - ADRGGO! NI LTPDRYI SKYACGVANNTALVEI EKVIDGK: - - - - YEI Y
* % * — = * * * * * * * * - - * * * - * % * * *
RAPGQSEEMEAQQ: - - - - - - -

GVPPSNERPAASAKAAAAVRV
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Figura 41 . Alineamiento multiple entre el producto de orf7 de T. aromatica AR-1, RhL de A. anaerobius y
AthL de P. acidigacilli. En el extremo N-terminal se resalta en turquesa las argininas gemelas.En azul se
marca el dominio molibdopterina oxidorreductasa y en verde el dominio de unién a molibdopterina. En
amarillo se resaltan algunos residuos esenciales; como la Ser 175 de coordinaciéon de molibdeno, la His
144 necesaria para la union entre el sustrato y la molibdopterina y la Tir 560 que forma parte del centro
activo critico para la unién del sustrato. En el extremo N-termina, subrayadas en turquesa se representan
las argininas gemelas (RR), motivo diana de chaperonas

El producto de la orf8, muestra una identidad del 53 % con el producto del gen
rhS de A. anaerobius, que codifica la subunidad pequefa (beta) de la resorcinol
hidroxilasa (Darley et al, 2007). Se puede clasificar dentro de la familia DMSO
reductasas de tipo Il, siendo esta la subunidad, portadora de centros sulfoférricos. En
la pirogalol transhidroxilasa de P. acidigallici, con la que presenta una homologia del
58%, esta subunidad (gen bthL) contiene 3 centros sulfoférricos del tipo [4Fe-4S] cuya
funcion no esta definida. El producto de orf8 parece conservar dos de los tres centros
sulfoférricos [4Fe-4S] de BthL de P. acidigallici, al igual que ocurre en RhS de A.

anaerobius (Figura 42).

1 1 1 2
CORF8- Ta 1 VKKWAL VI OQVAKCFNCNCCAL ACHDE YHGNRFPGYADENVAKL GQRW DI LQRE[TGQVPW
RhS - Aa 1 MKKWALI | QVAKCENCNNCM. TTRDEHVGNDFPGYAAPQPVHGHNW KI HRKVRGQDGW
Bt hL- Pa 1 MERQYYMVI OQVAKCQDCNNCFMGCVDEHEL NEWPGYTASMOR- GHRWWNI ERRERGTYPRN
consenso 1 L. L. .****** .*k.* ....**. .*..***.. * * * *. .
3 3
CORF8- Ta 61 | EVSYLPYMCNHCDNPH PEKARG CPYNA E
RhS - Aa 61 | DAAYRPTMCNHCDDAH PQKARG CPY] W E
Bt hL- Pa 60 | DI NYRPTPCVHCENAH PEKAKG CPY( m E
consenso BL|.. *.*f.* . ** ¥ LRE K X * x| *
2 2 2 1
CORF8- Ta 121 EKQLPQAMWPFOAHLLL QGW - TRTRGAMCPT LKVSDEEMRAI AAREJ_EV].SP
RhS - Aa 121 ELQLPQKW FOAHLLO QGW - KQPRCQUSCPT \WVQVEDSEMQDL VKKHKLEV].RP
Bt hL- Pa 119 EENVAQKCTMJAHL L DESWAPKMPRCAHNCGS EFLKTTPEAVAKKVEEEQ_EV| KP
consenso 121 * | .* AP ol IR (P G A R IV N Gl B
CORF8- Ta 178 ETGAKPRVHYRNIANFYSVFI GGALAREVAGVSECAAGVKVALL KHNQLVEEQESDTFGE
RhS - Aa 178 ELNTKPRVYYKN]YRFDKCFI GGSWAEI DGVLDCI SCARVVLKRKGQE ASAESDTFCGD
Bt hL- Pa 179 ELGTKPRVYYKNLYRFEKNYVTAG LVQ - - - GDCFEGAKVVLKSGGEKEVASAETNFFGE
consenso 181 *. . RxFR K N x LLL. P ol Sl A P
CORF8- Ta 238 [FRFRRLKRDSGTYTLRV KQDSVYLGAI DLy --------- APARKPAP
RhS - Aa 238 | FKFDGLDSASGDYQVE | TOSQYLGALI RLQQGGT STSSFSPAQRRAQ
Bt hL- Pa 235 |FKFDALD- - NGEYTVEI DDKISVDLGFI KL= -----------=----
consenso 241 (*. 1. . L xLL L. N
ORF8- Ta 286 VTN
RhS - Aa 298 A--
Bt hL- Pa ---
consenso 301

Figura 42. Alineamiento del producto de orf8 de T. aromatica AR-1, RhS de A. anaerobius y BthL de P.
acidigacilli. En los recuadros se pueden observar la estructura secundaria conservada, laminas beta
(flechas azules) y hélices alfa (barras verdes). 1 y 3 representan las cuatro cisteinas (C) conservadas de
sendos dominios sulfoférricos [4Fe-4S]. 2 representa las cuatro cisteinas (C) del dominio sulfoférrico [4Fe-
4S] de P. acidigacilli que no esta conservado en ORF8 y RhS.
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El dominio amino terminal de la pirogallol transhidroxilasa presenta homologia
estructural con fibronectinas, lo que sugiere que podria estar asociada a la membrana
a través de esta subunidad (Messerschmidt et al, 2004). A este grupo pertenecen
también proteinas periplasmicas de respiracion anaerébica, como la nitrato reductasa
NAP de Desulfovibrio desulfuricans (Dias et al, 1999) y proteinas citoplasmica como la

nitrato reductasa A de E. coli codificada por los genes narGHI (Bertero et al, 2003).

El producto de la orf9 presenta una similitud media del 50% con manosa-1-
fosfato guanilil transferasas, y un maximo del 28% de identidad con una proteina
desconocida de Coprobacillus sp. 29_1, que pertenece a la superfamilia de las cupinas.
Estas proteinas se denominan asi por presentar una estructura conservada de barril
beta en forma de copa constituida por hojas plegadas beta (Dunwell et al, 2004). En el
cluster de genes para la degradacion de resorcinol de A. anaerobius también se
encuentra un gen cuyo producto es homodlogo a proteinas con estructura de cupinas.
Pese a carecer de homologia entre si a lo largo de la secuencia (< 15% de homologia),
es posible modelar las dos proteinas utilizando como molde las mismas estructuras
disponibles en las bases de datos, entre ellas 2VQA_C, que corresponde a MncA, la
proteina de unidon a manganeso mas abundante en la cianobacteria Synechoccocus
6803 (Tottey et al, 2008) (Figura 43).

Cup A. anaerobius ORF9 T. aromatica ORF10 T. aromatica

Figura 43 .La homologia estructural de los productos de orf9 y orfl0 T. aromatica, y cup de A. anaerobius.
ORF9 de T. aromatica y Cup de A. anaerobius se han modelado sobre la estructura de una posible
oxalato decarboxilasa (TM1287) de Thermotoga maritima (104TA) (Schwarzenbacher et al, 2004). ORF10
de T. aromatica se ha modelado sobre la estructura de una cupina de funciéon desconocida (BF4112) de
Bacteroides fragilis (3CEW_A). La herramienta de prediccién utilizada fue Phyre2 (Kelley & Sternberg,
2009).

En la figura 43 se muestran los modelos de las dos proteinas obtenidos

utilizando como molde los cristales sobre los que se obtienen las predicciones Optimas

de estructura en cada caso. Hay que destacar que estos modelos son muy semejantes
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a los obtenidos sobre 2VQA_C. Queda patente la similitud estructural entre ambas

proteinas.

Las proteinas de esta familia se relacionan con multitud de funciones,
enziméticas y estructurales, tanto en eucariotas como en procariotas (Agarwal et al,
2009; Dunwell et al, 2004). Como se observa en la figura 44 se conservan muy bien
los dominios caracteristicos de las cupinas, que se corresponden con dos motivos
(Motivos 1 y 2) formados por dos laminas beta, separados por una region menos
conservada de longitud variable, compuesta por otras dos laminas beta (IRM). Los
residuos de His y Glu del Motivo 1, junto con la His del Motivo 2, actian como ligandos

del sitio activo de unién a metales (Dunwell et al, 2004).

Motivo 1
ORF9- Ta 1 VAYI FHQDELPKLVSTVPCRERV----------- FFVSKELSDVDHMLAG MRYKQGAKS
Cup - Aa 1 MBSEATRGR- - - - LVHAAGQT PVCPALHTLTDARAL VNCKTVGASCQAEL YL VEI HPGGEG
Cup- Csp 1 NMBEMKHLKKEDLSLEHKEGTSD- - - - - YEYYKRSFLPRGY- - - AEQCI VNI YEI PPOKSA
consenso G
Motivo 1 IRM Motivo 2

ORF9- Ta 50 [~ PYHFHKNCEHFYFI MEGRATVETPEGVRDVAPEDWVF| PAEE- - KHRLR- - } AVDPLFY
Cup - Aa 57 | - LEDSHPGCEHGFFVL SGEGEAYVEGEHFAL RPPDSLFI PKG- - ARHSVRPT GGQSLKM
Cup- Csp 53| YPYHYHHKNEEVFYI | K LKTPDGTREVST{EDLLYFPANEKGAHQLI NTSLTEMLI Y

E * *
consenso HH E G €D} P H
ORF9- Ta 104 FEFQAPNRFQITI LDGTPDDLLVEKVDGKI WQS- - - ----- - -
Cup - Aa 114 VFMAPHRT- - = == - - - s e e e e e e e o
Cup- Csp 113 | DFDTYHDI DI Al YPESKKI GVW\GKDI NRLYKLNDYVDYYDDEI

Figura 44. Alineamiento multiple del producto de orf9 de T. aromatica AR-1 Cup de A. anaerobius y Cup
de Coprobacillus sp. 29 _1 (ZP_08011617.1). Se puede observar el Motivo 1 y Motivo 2 cuya secuencia
conservada se acerca al consenso G(X)sHXH(X)34E(X)sG y G(X)sPXG(X)2H(X)3N, respectivamente. IRM
representa la region menos conservada comprendidan entre Motivo 1 y 2 (Dunwell et al, 2004). Las
flechas azules representan las laminas beta mas conservadas.

Con el producto de la orfl0 no se obtuvo ninguna anotacion funcional con
homologia media suficiente utilizando Blast2GO. Un analisis en BLAST contra la base
de datos de proteinas no redundantes dio el mejor resultado (28% de identidad) con
una proteina hipotética de Abiotrophia defectiva. Curiosamente, y pese a no tener

homologia a nivel de secuencia con el producto de orf9, el producto de orf10 presenta
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homologia estructural en el 75% de su secuencia, con mas del 95% de confianza, con

proteinas de la familia de las cupinas. La funcion de esta proteina es desconocida.

El producto de la orfll presenta una similitud media del 63% con 6-
fosfogluconato deshidrogenasas, y un méaximo del 50% de identidad con una
deshidrogenasa de Mycobacterium vanbaalenii PYR-1. Es posible modelar con alta
fiabilidad el 99% de la secuencia de esta proteina (290 residuos) sobre la estructura
de GarR, la tartronato semialdehido reductasa de Salmonella typhimurium LT2
(clvpdA) (Osipiuk et al, 2009), y se predice una hélice transmembrana entre los
residuos 170 y 191. Las proteinas de esta familia de beta-hydroxiacido
dehidrogenasas tienen en el extremo amino un dominio de unién a piridin nucleotido
que estd presente en numerosas deshidrogenasas (Figura 45). Generalmente,
presentan un segundo dominio catalitico de unién a sustrato. Haciendo blast local de
proteinas de T. aromatica AR-1 contra la base de datos de proteinas del cdsmido F,
sale como hit de ORF11 BtdhL, con un Evalue de 2E-31. La ORF11 presentd una
similitud de 51% con BtdhL de A. anaerobius

Bt dLTa i MKVGLVG.GRVIGSAI AGRI LGGGFDL VVHNRSAEKAAGLAEAGARVAG
Bt dhLAa 1 MSGVSVIMKAANDTRVGW GLGKMGTPMAANL LAAGHAI TVYNRSAARADALVEKGAALAP
Consenso 1 ............ .** '***.**. .*' .*..* . * * k% k .* .* * * % .*
Bt dLTa 49 SVAEACAGRDVVI TMVADDAAL GAVAHGVGGEL CASLPAGAVHLAMGT HGVAAL GAL EEAH
Bt dhLAa 61 SVAALARDCAI VI SWSDDAALQG TLDAGGVFEAATPGWEFI DVSTVSPALSERI AAAA
Consenso 61 * k% .**.** * k% k% L. **. E . E * . *
Bt dLTa 109 RQACQQALVAAPVL GRPDAAGAGQLG VAAGAAEAVARCRPLFEVI CRRVFAAGERPAGAA
Bt dhLAa 121 SAKd HYLRAPVSGSTTTAAAGALTILASGPKDAYERCLPLLQANGKKLYYLG—PAECAR
Consenso 121 * . * % % * * * % * * * * . * * % * % . |
Bt dLTa 169 VI KLSNNFLLCCClI EAMGEAFAL ARKYEVAPEVLYDVL TEGFAAPAYKVYGRLI ADETY
Bt dhLAa 180 YLKVAI NMVLGVT, AGVLGEALALGERGGVEV\AQVI EVI NNSWGSPLLAYKAEM_TTRNF
consenso 181 . *. * [ ** Ll .o .
Hélice transmembrana
Bt dLTa 229 EPAGFAAHLGLKDATLVLAAGEAARVPL PSANTLRDRL LSAI AHCDGDKDWSVVAREQAR
Bt dhLAa 240 APM FTASQVAKDFDLAL EAGRDANVPMPLAAVSRQFL GAM ASGRGLDFFAYVTMLEE
Consenso 241 * .* * * % * * * % * **.* * * * * % * *. *.
Bt dLTa 289 ASGLE------

Bt dhLAa 299 LAGLKPVGSHG
consenso 301 R

Figura 45. Alineamiento del producto de orfll de T. aromatica AR-1 con BtdhL de A. anaerobius. En
verde se representa el dominio de union de NAD y en azul el dominio transmembrana conservado en las
dos proteinas.

El producto de la orfl2 presenta una identidad del 93 % con la orfl3 de A.
anaerobius y una similitud media de 68% con metalopeptidasas de la familia M24B,

gue cortan delante de residuos de prolina. Estas proteinas presentan una estructura
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tipica de “pan de pitta”, y generalmente unen cobalto 0 manganeso (Bazan et al, 1994).
Estas aminopeptidasas presentan una relativa especificidad de sustrato comparada
con otras aminopeptidasas, y estan presentes tanto en eucariotas como en procariotas.
Sin embargo, la base de datos de peptidasas MEROPS (Rawlings & Barrett, 1993)
clasifica tanto al producto de orfl2 como al de la orfl3 de A. anaerobius como
homdlogos no-peptidasa dentro de esta familia, por carecer de algunos residuos
conservados del centro activo considerados criticos para esa actividad (Rawlings &
Morton, 2008).

Los productos de las orfl3, orfl4 y orfl5 presentan homologia con las tres
subunidades de los llamados sistemas de transporte periplasmicos de tres
componentes independientes de ATP (TRAP) (Kelly & Thomas, 2001). Estos sistemas
estdn constituidos por tres proteinas: un receptor extracitoplasmico (ESR), y dos
proteinas integrales de membrana, subunidad pequefia y grande (DctQ yDctM). El
producto de la orfl3 presenta una similitud media del 53% con proteinas periplasmicas
de unién a acidos C4-dicarboxilicos, pertenecientes a la superfamilia SBP_bac7, que
estd involucrada en la unién de solutos extracitoplasméaticos para su transporte a
través de la membrana plasmatica, y seria el componente periplasmico del
transportador TRAP. El producto de la orfl4 presenta una identidad del 34 % con una
posible permeasa de Azoarcus sp. BH72, y se clasifica dentro de la superfamilia DctQ,
una pequefia proteina integral de membrana esencial para el transporte de acidos C4-
dicarboxilicos. Esta subunidad es la mas variable de las tres que constituyen estos
sistemas de transporte, y su funcién es desconocida. El producto de la orfl5 presenta
una similitud media del 64% con permeasas de transportadores de tipo TRAP, y una
identidad del 50% con una posible permeasa de Azoarcus sp. BH72. Estas proteinas
pertenecen a la superfamilia ArsB_NhaD de permeasas que forman canales en las
membranas por los que transita el soluto. Como en las demas proteinas de la familia,
en la secuencia del producto de orfl5 se predicen 11 6 12 segmentos transmembrana
(segun el programa utilizado para la prediccion). Esta proteina constituiria la
subunidad transmembrana grande del transportador (subunidad DctM). El producto de
la orf16 presenta una similitud media del 65% con proteinas periplasmicas de union a
acidos C4-dicarboxilicos, y una identidad del 57% con la subunidad DctP del
transportador TRAP de acidos dicarboxilicos de Leptothrix cholodnii SP-6, y pertenece
también a la superfamilia SBP_bac7. Pese a no presentar homologia de secuencia
(menor del 10%), los productos de orfl3 y orfl6 presentan homologia estructural, y la
modelizaciébn de su estructura utiliza el mismo molde Optimo (DctP de Bordetella

pertussis, c2pfyA) (Rucktooa et al, 2007) en los dos casos. La presencia de dos
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subunidades de unién a soluto en un mismo sistema TRAP también ocurre en otros

sistemas (Mulligan et al, 2007).

El producto de la orf17 presenta una similitud media del 65% con proteinas de
la superfamilia del plegamiento a hidrolasa (Holmquist, 2000; Ollis et al, 1992), y una
identidad maxima del 60% con una alfa-beta hidrolasa de Comamonas testosteroni
S44. Estas proteinas pertenece a la superfamilia de las esterasas_lipasas, cuyos
residuos cataliticos son responsables del ataque al grupo carbonilo de los enlaces
ester, y tienen funciones cataliticas muy diversas, tanto en eucariotas como en
procariotas (Holmquist, 2000). Un analisis de la orfl7 frente a la base de datos de
esterasas/ap-hidrolasas disponible el servidor ESTHER, que agrupa a las distintas
proteinas de la superfamilia de aB-hidrolasas atendiendo a su estructura tridimensional
(http://bioweb.ensam.inra.frfESTHER/general?what=index; (Cousin et al, 1996;
Hotelier et al, 2004), alinea a esta proteina preferentemente en el grupo de las
hidrolasas de enlaces C-C, con una region de alta homologia entre los residuos 57 y
93.

El producto de la orfl8 presenta una similitud media del 60% con
molibdopterin- oxidorreductasas de la superfamilia MopB, al igual que el producto de
ORF7. La proteina con mayor homologia en la base de datos es una posible
molibdopterina oxidorreductasa de Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, con la que
presenta una identidad del 53%. Entre los residuos 20 a 80 se predice un dominio de
union a centro sulfoférrico del tipo Fe4-S4, que no esta presente en el producto de
ORF7. El producto de orfl8 es unos 250 residuos mas corto que el de ORF7, con el

que s6lo muestra una homologia del 35%.

El producto de la orf19 muestra una similitud media del 80% con proteinas de
la familia de dihidrolipoamida deshidrogenasas, y una identidad del 73% con una
posible dihidrolipoamida deshidrogenasa de Azospirillum sp. B510. El producto de
orfl9 presenta ademas un 65% de identidad (80% de homologia) con la proteina
BgdhM de A. anaerobius, una proteina similar al componente E3 del complejo
enzimatico piruvato deshidrogenasa. En esta cepa, BqdhM participa junto a BgdhL vy
BqdhS en la rotura del anillo, convirtiendo HBQ finalmente en malato y acetato, tercer
paso en la ruta de degradacion de resorcinol (Darley et al, 2007). En la region central
de orfl9 (residuos 177 a 258) se puede identificar un tipico dominio de union a piridin
nucléotido, asi como un dominio C-terminal de dimerizacién, caracteristicos de
numerosas deshidrogenasas de esta familia. lgualmente se observa cerca del extremo

N-terminal la secuencia GGXCXXXGCXP, tipica de proteinas de esta familia, que
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constituye un centro redox de tipo disulfuro como parte del centro activo de la proteina
(Rajashankar et al, 2005), (Figura 46).

ORF19-T. a 1 MIDNNSYDLI WGAGPGGYVAAI RAAQL GWKTAWEREHLGGE CLNWECI PTKALLRSAE
BqdhM A. a 1 MAQEK- FDLTVI GGGPGGYVAAI RAAQLGLRTALI EREHLGGE CLNWGCI PTKALLRSAE
consenso 1M syDL WGaGPGGYVAAI RAAQL Gk TAVVEREHLGG CLNWECI PTKALLRSAE

ORF19-T.a 61 VGRLARHAAEYGVSVPEPKFDLERI VORSRAI AAQLNGG RHLLNKNKVSVI EGEARLAG
BqdhM A.a 60 | FDHFKHAGDFGL EVQGASFDLQKI VARSRGVAAQLNAGVKHL L KKNKVQVFEGSGRLAG
consenso 61 v r HAaeyGr V FDL rlV RSRai AAQLNgG rHLL KNKV V EG aRLAG

ORF19-T.a 121 AGRVAVTRGGADAGIYAAPHL| L ATGARARQLPGLEDDGRLVW YRKAMTPDVL PKSLL |
BgdhM A.a 120 SGTI RLEQKDG VSEI QSTHI | LATGARARAMAPVEPDGRL VWS YKEAMTPERMPKELL |
consenso 121 Gv v ad H I LATGARAR | | E DGRLVW Yr AMTPd | PKBSLLI
Unién de NAD
ORF19-T.a 181 VGSGAI G EFASFYHALGSQVTVVEVNMDRI LPVEDEDI SALARKAFEDQGVRI L TGAKAS
BqdhM A.a 179 |VGSGAI G EFASFYRSLGAEVTVVEVRDRVLPVEDAEVSAFAHKAFERQGVKLL TSSSVV
consenso 181 VGSGAI A EFASFYh LG VTVVEV DRi LPVED di SA ArKAFE QGWi LT

ORF19-T.a 241 | ARKSAECVTVRI EAGGAAEELTVDRVI VAVG SPNTENLGLEHTRVRLERGH VTDPWC
BqdhM A.a 239 BLQKQADSVI AVI DTKGI'TTEI RADRVI AAVG VGNVENLG.EGTGVQVENTH VTDAVWC
consenso 241 KAeV le G EH DRV AV NENGE T VIE HVID W

CORF19-T.a 301 RTDEPGLYAI GDVTRPPW.AHKASHEAM CVEAI AGLADVHPLELRN PGCTYSHPQ AS
BqdhM A.a 299 QTGEPGVYAI GDVAGAPW . AHKASHEG LCVERI AGVDG HPLDKTRI PCCTYSRPQ AS
consenso 301 T EPA YAIGDV  PW.AHKASHEam CVE | AQ vHPLe PGCTYShPQ AS

dimerizacion
CRF19-T.a 361 |VGLTERKAREQCHEVRVGRFPFVGNCGKAI ALGEPEGLVKTVFDARSGEL LGAHM GAEVT
BgqdhM A.a 359 || GLTEAQAKERGYELKVGRFPFMGNGKAI ALGEPEGFI KTVFDAKTGEL LGAHWGAEVT
consenso 361 VGLTE ArE G Evr VGRFPFvGNGKAI ALGEPEG v KTVFDAr s GELLGAHM GAEVT

ORF19-T.a 421 [ELI QGYTLARTLEATEAELI ATVFPHPTLSETMHEAVL AAYGRAI HI
BqdhM A.a 419 [ELI QGFS|I GKTLETTEAELNMHTVFPHPTLSEM.HEATL AAYGRAI HT
consenso 421 [ELI QGytl ar TLE TEAELi TVFPHPTLSE mHEA LAAYGRAI H

Figura 46. Alineamiento del producto de orf19 de T. aromatica AR-1 y BqdhM de A. anaerobius dénde se
muestra en el extremo amino, un centro redox (desde el residuo 41 a 51) de tipo disulfuro que forma parte
del centro activo de la proteina (verde), la region central (desde los residuos 177 a 258), que es un
dominio de unién a piridin dinucledtido (azul) y el dominio C-terminal de dimerizacién (Pfluger et al). En la
tercera linea se muestra la secuencia consenso.

El producto de la orf20 presenta una similitud media del 83% con proteinas de
la familia de la succinato semialdehido deshidrogenasa (SSDAH), y una identidad del
72% con una posible SSDAH de Geobacter lovleyi SZ. Estas proteinas pertenecen a la
superfamilia de la aldehido deshidrogenasa (ALDH), enzimas dependientes de NAD(P),
que en general oxidan un amplio espectro de aldehidos alifaticos y aromaticos y
juegan un papel importante en detoxificacion. Generalmente funcionan como
homodimeros u homotetrameros. El producto de orf20 conserva los residuos
esenciales del centro activo, de unién a piridin nucle6tido y de dimerizacion. En la

agrupacion génica de degradacion de resorcinol de A. anaerobius encontramos un gen,
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orfl2, cuyo producto presenta una identidad del 69% con el producto de orf20 (Figura
47). Se desconoce la funcion de esta proteina en la degradacion de resorcinol, aunque

se sabe que no es esencial para el proceso (Darley et al, 2007).

CORF20- Ta 1 MNDLAFSGLELTDPDLLRCQRCYI DGAWAADSGATLAVFDPATGACLGSVPDLGVAETRR
ORF12- Aa 1 M------ LNLKDAAL FRQQCYI DGAVQDADNCESQ:’VRNPSTCF_VLGI’T PRMGAAETRR
COHSGHSO 1 * .. E I * kk Kkhkkkhkkkk * % * * k% ** * * *kkk %k
CORF20- Ta 61 Al EAASAAFPQMAKLAKERSAI LRRWEL | LAHQEDLARI MIAEQGKPLAEARCGEI AYA
CORF12- Aa 54 Al LAAEAAWPAVRAKTAKERAGLLRKWYDL MLAHQDDLAAI LTAEQGKPFAEARCGEI LYG
consenso 61 *k k% **.* * k*k kkk*k ..**.**.*.****.*** *.******* * Kk k ok kk k *.
Unién a NAD(P)
CORF20- Ta 121 ASFI EWFAEEAKRTYGDTI PTYQADKRLVTI KQPVGVCAAVTPWAFPAAM TRKAGPALA
CORF12- Aa 114 ASFI EWFAEEAKRI YGDTI PEPVAGRRLWVI KQPVGWAAI TPWAFPNAM TRKVGPALA
Consenso 121 khkhkkkkkkkkkkk * kk ok kK * .*** *kkkk kK **.***N** *kk kkk * k k k%
ORF20-Ta 181 AGCTM VKPATATPYSALAL AEL AARAGVPKGVFNVLTGSPARI VGEL TASPVWRKLTFT
ORF12- Aa 174 AGCTVVWKPASQIPYSALAL AELAERAG PRGVFNWTGSARAI GGEL TANPAVRKLSFT
consenso 181 ****..****. *kkhk kkkkk kkkk ***.*.*****.*** * khkkk Xk ****.**
CORF20- Ta 241 GSTEVGKVLNMRQCADTVKKVSLEL GGNAPFI VFEDADL DAAVDGAM. SKYRNSGQT CVCT
CORF12- Aa 234 GSTElI GQELMAQCAATI KKI SLEL GGNAPFI VFDDADL DAAVAGAI ASKFRNTGQT CVCT
COHSGHSO 241 ****.* *k Kk k %k *.**.**E*********.******** **. **.**.Gc*ck**
CORF20- Ta 301 NRLLVQRKVYDAFAARLKERVETLKVGNGFEAGVTQGPLI DAGAVRKVEEHI ADAVAKGA
CORF12- Aa 294 NRLLVQAGVYDEFARRLSDAVSRLKVADG-DPDAQQGPLI DQAAVDKVEAHI ADAVSKGA
COHSGI’]SO 301 Kk kkk Kk *k*x k% * % . * ***. **. *k ok kkk .** kkk khkkkkk K*kk
CORF20- Ta 361 KVLTGGERRLSDEGLFFSPTVLTGVTCAMKVASEETFGPLAPLFVFEDEAEAI RLANDTEY
ORF12- Aa 354 RVLVGGEKRHARGGTFFEPTVLADVT TGVAVAREET FGPVAPLFRFETEEEAI RMANDTEF
consenso 361 .** **.* * Kk k kkk*k * % .* * % ******.**** * %k ok ****.*****.
Tetramerizacion

ORF20-Ta 421 GLAAYFYTCDLGRAVRVAEALEYGWG NTCGHI STEVAPFGA KASA GREGSRYGI DEY
CORF12- Aa 414 GLASYFYSRDI GRW\RVAGALEYGWA NEGQLI STEVAPFGGVKHSGL.GREGSKYGI DEY
COﬂSGnSO 421 * % % ***. *.** * %k k% kkhkkkk kkk*k * **********'* **.*****'******
CORF20- Ta 481 TEI KYLAMGGVGACNAI PA

ORF12- Aa 474 LEMKYLCMCGI GG - - - - -

consenso 481 KR kxR okxx ok

Figura 47. Alineamiento de los productos de orf20 de T. aromatica AR-1 y orf12 de A. anaerobius. Se
conservan los residuos del centro activo (subrayados en la linea del consenso), el dominio de union a
NAD(P) (azul) y los residuos principales implicados en la tetramerizaciéon (naranja).

El producto de la orf21 presenta una similitud media del 59% con proteinas de
la familia CobW, llamada asi porque la primera proteina de la familia descrita
participaba en la sintesis de cobalamina. Estas proteinas se engloban en la
superfamilia COGO0523, que comprende proteinas involucradas en general en el
almacenamiento y/o incorporacion de los cofactores metalicos a sus enzimas diana
(Haas et al, 2009), y que a su vez pertenece a la familia G3E de “P-loop” ATPasas. En
la secuencia de ORF21 se puede distinguir en la mitad N-terminal un dominio GTPasa
de tipo CobW/UreG/HypB, presente en proteinas implicadas en diversas funciones,
entre ellas UreG de Mycobacterium tuberculosis, que funciona como chaperona en la

activacion de la ureasa por la insercion de niquel en el centro activo (Zambelli et al,
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2007). Este dominio también esta presente en la superfamilia de GTPasas de tipo Ras
(Sprang, 1997) e incluye el motivo “WalKer A” (GXXXXGK(S/T) de union a nucledtidos
(Walker et al, 1982), conservado en el extremo N-terminal del producto de orf21.
También se conserva el motivo “Walker B” modificado tipico de esta familia, con un
residuo de glutdmico en lugar de aspartico, precedido de cuatro residuos hidrofobicos,
y entre los dos motivos Walker el posible motivo de union a metal (GCCXC). El
producto de orf21 presenta un 46% de identidad con el producto de orfl0 de la
agrupacion geénica de degradacion de resorcinol, cuya funcion en esta ruta de

degradacion se desconoce (Figura 48).

P-loop (Walker A)

ORF21-Ta 1 NMSRI PVSI LSGFL GSCKT[TLLNRLLRQPGVEDTAVI VNEFGEI GLDHEL VEAGDGSVVL L

ORF10- Aa 1 MANI PVTVLTIGFL GSGKT|TLLNRALRDPQLKGT VI VNEFGEI GLDHEL | EASSDSWVL L

COﬂSGnSO 1 * ***..*.k************ * %k * . * ***************.** * %k k k%
Unién del metal Walker B

ORF21-Ta 61 PNGCVCCAVRGSFVQALDDLHORRARGAVTRFARVVI ETSGLADPGPLI QALLAEPSLRA
ORF10- Aa 61 QNGCLCCSVRGDLVETLI DLHQKRLKGEI PEFDHVVI ETSGLAEPTPVTEVLVAAPGVKS

consenso 61 kkk kk Kkkk * * kkkk ok * * Kkxkkkkxkkk *x K L

ORF21-Ta 121 RFVFDEVTVTVDVVNGVATLDTHLEAVRQLAVADRI VL TKQDML PEDAAEATVAEL TRML

ORF10- Aa 121 CFSLAQ VTTVDAVNGLATLDAHEQSVKQ ALADRI VMTKSDLLTRP- - - - - - DELRERL
Consenso 121 * . * % % ***.**** * *.*.*.*****.** *.* * % *
ORF21-Ta 181 RQVNPGATLGTA- - - - AAAI DEI VRAAPFDPEQGGEDI GRALRDTAYRCRQACRHCR- - - -
ORF10- Aa 175 ARLNPACEVLDAREVDAGALMRFVASNRQEPA- - - - - - - VRVWAAQRGERQVHGGSSQGE
consenso 181 LRE . *o*, * L * * * oo . *

ORF21-Ta 233 --- HSGRVRSFCVVRDEAI DEGALAL FL SGLGKYLGPRMLRLKGI VHVAQRPDRPAWQG
ORF10-Aa 228 AHGHDARI KRFTI VRDEPWDLET LKLLL EALATNAGPALLRVKGLI HMQDSPERPAVI HG

consenso 241 * .*.. * .**** * * k* % .*. * % .**.**..*. *.****. *

ORF21-Ta 290 AQALLHEPVW.ERWPGPERRTRLVFI TLDI EQDEI EDM_GLMERMQARALLARARASGAP
ORF10-Aa 288 AQQLVHSLSW.DRWPSEDRRTRI VFI TMDQGAEEI GELVEDI ERL SQRTRAVRERAANHT

consenso 301 ** *_* *k kkk khkkk Khhkkk * * % * % * * k%

ORF21-Ta 350 AQAAA----
ORF10- Aa 348 GAVTGGANR
consenso 361 .

Figura 48. Alineamiento de los productos de orf21 de T. aromatica y de orfl0 de A. anaerobius . En la
linea inferior se muestra el consenso. En el extremo N-terminal se puede ver el motivo “WalKer A” (desde
el residuo 11 al 18) conservado en ambas secuencias y que interviene en la unién a nucledtidos (azul),un
posible motivo de unién a metales (desde los residuos 63 a 67) (naranja) y el motivo “WalKer B” (entre los
residuos 96 y 32) (verde)

Ambas proteinas carecen de la region rica en histidinas en la region C-terminal,
caracteristica de algunas proteinas de la familia que suelen funcionar sélo como
insertasas (insercion del grupo prostético en el centro activo) y requieren de una
metalochaperona auxiliar que transfiera el metal al complejo de maduracion (Haas et
al, 2009). Resulta interesante resaltar que en el subgrupo 3 de las proteinas de esta

familia propuesto por (Haas et al, 2009), estas proteinas se localizan junto a
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metalopeptidasas y a proteinas encargadas de reciclar el cofactor pterina (Naponelli et
al, 2008). Su funcion es desconocida. En otros subgrupos, se encuentran asociadas a
molibdoproteinas con actividad hidroxilasa que participan en la degradacion de
compuestos aromaticos.

El producto de la orf22 presenta una similitud media del 75% con el
componentes E1 de deshidrogenasas multicomponentes, y la secuencia con mayor
homologia en las bases de datos es bgdhL de A. anaerobius, con la que presenta un
74% de identidad. Los miembros de esta familia utilizan tiamina pirofosfato (TPP)
como cofactor, y conservan en el extremo amino terminal un dominio que modula la
union de TPP, imprescindible para su actividad. Tanto el producto de orf22 como
BgdhL conservan en su secuencia el dominio de unién a TPP y el dominio C-terminal
implicado en la unibn a moléculas reguladoras (Figura 49). Este tipo de enzimas
cataliza la rotura o union de enlaces al carbono de un grupo carbonilo (Frank et al,
2007; Nemeria et al, 2009), siendo el componente El1 del complejo piruvato
deshidrogenasa la proteina mas representativa de esta familia. Junto con los
productos de orfl9 y de orf24 (ver mas adelante), formaria el complejo enzimatico

encargado de la rotura del anillo de la HBQ (Darley et al, 2007).

El producto de la orf23 presenta una similitud media del 72% con proteinas de
la superfamilia de metaloenzimas denominada “vecinal oxygen chelate family”, que
recibe este nombre porgue su estructura terciaria forma una cavidad que proporciona
un entorno conservado de coordinacion de iones metdlicos, que facilita la interaccion
entre el sustrato y el metal a través de los atomos vecinales de oxigeno del sustrato.
Las proteinas de esta superfamilia estan relacionadas estructural y mecanisticamente,
y las reacciones que llevan a cabo incluyen isomerizaciones, epimerizaciones, roturas
de enlace C-C, o sustituciones nucleofilicas (Armstrong, 2000). Ademas, el producto
de orf23 presenta una identidad del 73% con el producto de la orf5 de A. anaerobius,

gue codifica para una proteina de funcién desconocida (Figura 50).

El producto de la orf24 tiene un 54% de identidad con una dihidrolipolisina
acetiltransferasa de Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 y en el extremo amino
presenta un dominio de unién a lipoamida tipico del componente E2 del complejo
piruvato deshidrogenasa. Ademas, presenta un 53% de identidad con BqdhS de A.
anaerobius que forma parde del complejo benzoquinona deshidrogenasa que cataliza
la rotura del anillo de la HBQ (Darley et al, 2007). Un alineamiento de estas dos
proteinas con las proteinas con las que presentaban mayor homologia puso de
manifiesto un error en la secuencia de BqdhS de A. anaerobius, que debe incluir una

secuencia mas larga en el extremo N-terminal que la secuencia publicada (Darley et al,
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2007). De esta manera decidimos reanotar bqdhS, de forma que la orf24 y bqdhS se
traducen ambas desde el coddn alternativo de inicio de la traduccion GTG (Val)
(Figura 51).

ORF22- Ta 1 MPKTI DLHYHAPWQEVWATADDWDHL GSAT VL RML HHLHLVRAFEETVL EL DGEGL VHGP
BgdhL- Aa 1 MPRI TNLDYAEPW ELASTPQJN(KLG(T ELLRVL YYHHLVRAFEEAVLNL EKL G VHGP
ConsenSO l ** * * * % * * % . .** * kkkkkkkkx **k * * k kkk Kk
ORF22-Ta 61 AHSSI GODGGAVGAVSLLRSSDLI TGSHRGHHQFL AKCLAHL DRGEADPRRTPL SEGVRT
BqdhL- Aa 61 AHSS|I GQEGGAVGSVM._LNSSDM TG'\HRGHI-Q:LVKGVQ-H DSPSYDPRAAPLPEEVQT
ConsenSO 61 ******* *kkkk Kk k% *** *khkk Khkkhkkhkkkkx * . * % % **x * *x %
ORF22- Ta 121 M_YRALAE! L GLADGYCRGRGGSVHLRWAEAGAL GTNAI VGGGVPL ATGAAWACKRRGAG
BgdhL- Aa 121 FLYRTLAEI LG SDGFCKGRGGSMHLRWEAGAMSGTNAI VGGGVPI ANGLAWAQKRRNKG
COﬂSGnSO 121 *kk khkkkk kk **.*.********** ****.***********.* * kkk kkk *
ORF22-Ta 181 DVAFTFLGDGAVNI GAVPESMNLAALWSL PVCFFI ENNGYAVSTKL SEETRETRLSSRGG
BqdhL- Aa 181 EVTFTFFGDGGAWNI GAVPESMNLAALVWNLPI CFFI ENNGYAVSTTL EEETRETRLSSRGG
COHSEnSO 181 .* * % % ***.'*************** **.************* * *khkkhkkkhkkkkkkkk
ORF22- Ta 241 AYG PALRVDGVDPVAVRVATQVAL DAVRAGQGPYI | EAEVYRYFHHGGAL PGSAFGYRS
BgdhL- Aa 241 AYAl PAWRVDGVDPVAVRLASEAAI ERVRAGKGPTI | EAVL YRYFHHGGSVAGSAFGYRK
COﬂSGnSO 241 **.*** ***********.*. *.. *kkkk *k Kkkk*k .******** . * ok kk kkk
ORF22-Ta 301 KDEEAAVWRARDPLACLARGMV ERDW.SADEDATLRAGARACWEI AARLTEKDGSKRRI V
BqdhL- Aa 301 KDEESSW AKDPLDRTVREM NLQALTADENTAI RRHCESAI\QBI VERLVEGEGSKRRI R
Consenso 301 * % k% * * * % % * * % ** * k% . * * % * '******
ORF22- Ta 361 PALWPQATFRDEGVRGDLAELAGVRCEELETASCGKVGEVKFI SAVAGYNARRVESDERI F
BqdhL- Aa 361 AELWPKPEFRDQGL RGDL SEFKDARFEEL ETASGPVGEDVKFVDAVARVMGRRVETDERVE
COﬂSGnSO 361 * % % * % % * *kkk Kk * kkkk kkkk **.*** * % % **.****.***.*
Union a TPP
ORF22-Ta 421 CLGEDI HKLNGGTNGATRGLAARFPDRI VPTPI AEQGFVGE. AGGVAMECHYRPVVELMYA
BgdhL- Aa 421 CMCEEDI HRLKGGTNGATKGLAERFPDRI | PAPI AEQGFVGE. AGGVAQDPAQYRPVWELMWS
Consenso 421 *.*****.* *******.*** ******.* *khkkhkkhkhkkhkhkk khkkkx .* *kkkkkkkk
ORF22- Ta 481 DFALVAADPLFNQ GKARHVIFGGEDMAVPLVLRSKCAI GTGY GSQHSMDPAGL YAMAPGAR
BqdhL- Aa 481 DFALVAADQLFNQ GKARHVFGEDSAVPLVLRTKCAI GTGY GSQHSMDPAGMYAMAPGAR
COﬂSGnSO 481 EEE R R R R R R EEEEEEEEEE RS *******. EREE R R R EEEEEEREEEEE] . * ok kk kkk ok
ORF22-Ta 541 | VAPSTPFDYVGLIMNSALQCDDPVL VI EHVGLYNTTAPGPL EDFDYYI PLGKAKVWRPGT
BgdhL- Aa 541 | VAPSTPFDYVGLMNSALKCEDPVL VI EHTDLYNTTDQGPL EDLDYCl EL GKAKVWWRKGS
COHSEnSO 541 *khkkkkhkhkhkhkkhkhkkkkkkx *.******** * % k k * * k k k ok * % * * ok ok ok ok kk ok *.
Dominio C-terminal
ORF22- Ta 601 ALTVLTYLAMIPLAVKVADELGVDAEVI DLRSLDRAG DVETI GDSVRKTNNVVVL EQGS
BqdhL- Aa 601 AFTVLTYLAMTPLALKVADEMA.DVE! | DLRSLDRAG DWATI GESI RKTNNVVVL EQGP
COﬂSGnSO 601 * ************. *****. *. * *. K*hkkhkkkkkkkkkkx ***. * ) *kkkhkkkkkkkkkk
ORF22- Ta 661 QTASYGAM_ADEVQRRLFDHLDQPVKRI HGGEAAPNVSKVL ERAAFVGAEEVRAGHI EVL
BgdhL- Aa 661 LTVSYGAM.TDEI QRRFFDYLDQPVQRI HGGESSPSVSKVL ERAAFVGAEEI RAGFTRVM
ConsenSO 661 * kk kkkk **.*** **x kkhkkkk *kkkkk * ***************.****
ORF22-Ta 721 ADAGRPLAQTAPALG ----
BqdhL- Aa 721 ADMEQPLPATPSPAGNSI TA
consenso 721 ** * *% % ..

Figura 49. Alineamiento del producto de orf22 de T. aromatica AR-1 y BqdhL de A. anaerobius. Se
pueden observar los dominios conservados deshidrogenasa (verde), domino de unién a TPP (canela) y el
dominio C-terminal (azul).
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ORF23-Ta 1 MBSS-ememmmmmm e e PKTAGLPA.HGTDHI GFTVPDLDEAVDFFVEVI GCEP

ORF5 - Aa 1 MINNI AQPSRAADL GEDDTVVMIAKLGGLPGVRG DHI GFTVPNLDEAVAFFVDVI GCEA
COnSGnSO 1 *. ................... * .****..* *tr*F*** * k k k% ***.*****
ORF23- Ta 42 FYELGPFAAADDWAAHL DVHPRAVVKRL KFL RCRNGSNFEL FEYDAPGONRRQPRNSDV
ORF5 - Aa 61 FYELGPFQSNDNW/RTHLNVDPRAVNVRRL RFLRCANGSNFEI FEYEAARQRREQPQNSDV
COnSenSO 61 * k k kK k% D** * % * *****'**'**** *****E. F**'* * * * % * %k %k %
ORF23- Ta 102 GGHHLAFYVDDI DAALAHLRAHGVRI LGEPTVRTSGPNAGOTW/YFLAPWEMOLEL VSFP
ORF5 - Aa 121 GGHHLALYVDDVDAAVAYL QARGVHI QGEPTFRTTGPSAGQSW/YFLTPWEMVEL VSYP
COnSenSO 121 ***H** ****.***.* * *'**.* * %k k %k **'** ***.**Y‘k* ****QE***.*
ORF23-Ta 162 DGKGYERDTARRLWHPARPAQ

ORF5 - Aa 181 GGKGYERDTDRRLWHPVFPDR

COnSGnSO 181 * k ok ok kkkx * Kk k ok k k *

Figura 50. Alineamiento entre los productos de orf23 de T. aromatica AR-1 y orf5 de A. anaerobius. Se
conservan en ambos los residuos criticos para el centro activo (letras mayuUsculas en la linea del
consenso) y los sitios de unién a metales (subrayado en la linea del consenso). Las flechas azules
representan laminas beta y las barras verdes hélices alfa

ORF24-Ta 1 VPVEl LMPSTGASVBEGN! L RW.KQEGEAVERGEAL LEI ETDKAVWEAVAPARG LGKI L
BqdhS- Aa 1 VATEI | MPSVSTSMIEGTLARW. KKDGETVAKGEVI AEI ETDKAI LEVEAEAEG FKA- F
COﬂSEnSO 1 * **.*** **.** . * kK k .** * .** . *******..* * X k%
ORF24-Ta 61 AAGGSEGVKVDSWGLI AVDGEDPVALAGAVLAGATPAGSAPAGAATVATAA- - - - - - - -
BqdhS- Aa 60 VADGAT- VKVGEPMSALLAPGETLGGTI SAAQBAAAPTAAAVGGETAVAVAVAAPAAAPS
consenso 61 * * | k*xx - - . . L * ROk .
ORF24-Ta 113 - GEASPAEVQRRI PASPLARRL ARETGVDL AAVRGRGPHGRVL RADVESVARQAAAAAAP
BqdhS- Aa 119 TGHAPAAHDGTRI FASPLARSLALLHGLDLVNI SGSGPQGRI VKRDI EA- AVSAQRPASG
COﬂSEnSO 121 .* * * **k khkkkkk Kkk *.** . * k% **... *.* .* * *
ORF24- Ta 172 GGAAPLLAATVAAAGTAVPSAAGAAFEDI PHSAVRRVI AQRL GEAKRTVPHFYL SL DCAV
BqdhS- Aa 178 AVAAPVAEAPVKAPQPAAPQAAGAGYELI PHSSVRRVI AQRL SESKQQVPHFYLTVDCRL
COHSEHSO 181 . *** * * kk k% .* *kkk Kkkhkkkhkkkxkkx * * * %k k k ok k .**
ORF24-Ta 232 DALLALRAQ NAQLDAQVGAQVGAQVGAHPDGGKL SVNDFI VKAVALAL RRVPGCNAAWT
BqdhS- Aa 238 DKLLALRQQVNGSL- - ------------- PDV- KVSVNDFI VKAVAAAMKRVPATNASWS
COﬂSEnSO 241 * kkk k% *.*. * e, * % .*.*********** *..***. * % *.
ORF24-Ta 292 EAAVRRFAEVDI AVAVATPGGLI TPl VRHADDKSL GSLSAEI RALAGRAREGRLKPEEYQ
BqdhS- Aa 282 DEGVRRYRDI DI SVAVATPNGLI TPVWRQADAKSVGTI SAEVKDLAERARQGKL KPDEYQ
COHSEHSO 301 . .***. ..** * % k k k %k *****.** * % **.*..***.. * % kK k *.***.***
ORF24-Ta 352 GGGFTLSNLGMYG REFAAI | NPPQACI LAVGACEQRPVWVRDGSLAVATLMSCTLSVDHR
BqdhS- Aa 342 GGGFTI SNLGMYGVRDFAAI | NPPQACI LAVGTAEKRPVI EDGAI VPATVMICTLSVDHR
COﬂSEnSO 361 *****.*******.*.**************** * ***. * % . **.*.********
ORF24-Ta 412 WDGAQAAEFLAEFRRLI ENPLAI LV o »

BqdhS- Aa 402 VWDGAVGAEFLAAFKALLETPLGLLV Dominio catalitico

COHSEHSO 421 * % k% % .***** *. *.* **..**

Figura 51 . Alineamiento del producto de orf24 de T. aromatica AR-1 y BqdhS de A. anaerobius. Aparece
subrayada la metionina considerada en la primera anotacién de BqdhS (Darley et al, 2007). Se
representan los dominios de unién a lipoamida (verde), unién al componente E3 (canela) y dominio
catalitico (azul).
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El producto de la orf25 presentdé una homologia media del 52% con
reguladores transcripcionales de la familia de LysR, y una identidad del 33% con un
regulador transcripcional de Ralstonia eutropha JMP134. Cerca del extremo amino
presenta un domino tipico hélice-giro-hélice (HTH) de union a ADN. La figura 52
muestra un alineamiento de las dos proteinas. Podemos observar que la homologia se

centra en el dominio HTH.

ORF25- Ta 1 VDADKEI GEFARMKL SQLCHLI AVAEAGTVRQAAKVLFLSQSSVTKSI HQLEESLGVELF
LysR -Re 1 --------- MHSMRL SQ QDFI AVAEGGSI RAAARTRDVSAPALTKSI RQLEDELHVPLL
COﬂSEnSO l ......... * *** * ***** * .* **. .**** *** * * *
ORF25- Ta 61 HRGSHGVTPTAACRALI ARAKVWEAEL REARNDI DSI VGAGTCELRI SI SPTVSVGLAPQ
LysR - Re 52 TRTTRC;\NLSI—N(EAFLRRARLI ATEARRATEEMI QUL.GARTGTVRI GVT GGDAHLLLPA
consenso 61 Bt L D AL AR Ay

ORF25- Ta 121 AVI EFKRSRPRVSVQI QEGVYPDVL QSVRT CDVDFAI CLMPERPRDEGLSCELLLPDRVT
LysR -Re 112 ALNRFRRQHPEVQVYI| DSGRSAVHL QDLRACLI DVAVSPI PDEG DHDFI CEPL YNNDSV
COﬂSEnSO 121 *' *.* '* * * * * * % '* * .* *' .*. * * % *
ORF25- Ta 181 PAVRASHPLASSRKKLMDLVNADVWI YR- L GRSGRDVFEQT FLASGLKPPSSTI DCASFA
LysR -Re 172 VWAHQDHPLRHAR- TLRELVGSEW LTTCRVHGPGAAI NDAFRAQDLPLPRVAVRCDTFN
consenso 181 . EEE Xk Rk k. i .

ORF25- Ta 240 ATLTLVERGDYI TLVPKRLFADKAAARWAE VPLAVESPMPAWNI AVFYRAEHEL SPVCLA
LysR - Re 231 LI QALLQ\IRRLLCIWARQ_NQ)RVGASTG_AVLPI EDPLPSHTVCLI YRADSPMPPWWAS
consenso 241 . P Lo KRR . xx
ORF25- Ta 300 FLHELRAAATDI LTRQSG -----------------------

LysR -Re 291 FAAQ.RREAHYLI NMPDSPL KRPGAPPEPRDDKPVETADI AV

consenso 301 * R .. .. ...

Figura 52. Alineamiento del producto de orf25 de T. aromatica AR-1 con el regulador YP_297902.1 de R.
eutropha JMP134. Se muestran los dominios tipicos de reguladores de la familia LysR, dominio de unién
al ADN (HTH) (verde) y dominio regulador, de unién al inductor (canela)

Después de la orf25 encontramos un gen truncado que presenta una identidad

de 65% con una quinona oxidorreductasa de Cupriavidus taiwanensis LMG 19424

A modo de resumen en la tabla 12 se representan los genes de T. aromatica
AR-1 que tienen su homdlogo en los genes del césmido R de A. anaerobius y que por

lo tanto son firmes candidatos a participar en la degradacion de 3,5-DHB
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Tablal4. Resumen de correspondencia entre genes de A. anaerobius y genes T.

aromatica.

Gen L, Gen .

A anaerobius Funcion % Ident. T aromatica AR-1 Funcion propuesta

orfs desconocida 73 orf23 desconocida

rhL resorcinol 53,7 dbhL 3,5-DHB hidroxilasa

rhS hidroxilasa 53 dbhS

bgdhL HBQ 65 bgdM HBQ deshidrogenasa

bgdhS deshidrogenasa 74 bqgdL

bgdhm 53 bqds

orfl0 desconocida 46 orf21 desconocida

orfl2 desconocida 69 orf20 desconocida

btdhL HHQ 35 btdL HHQ deshidrogenasa
deshidrogenasa

orfl3 peptidasa 93 orfl2 peptidasa

Proponemos, por tanto, que los genes dbhL y dbhS forman el complejo 3,5-
DHB hidroxilasa que cataliza el primer paso en la degradacion de 3,5-DHB,
responsable de la hidroxilacion anaerobia del 3,5-DHB por homologia con el complejo
RhLS de A. anaerobius. Los genes bgdM, bgdL y bqdS forman el complejo HBQ
deshidrogenasa y btdL formaria parte del complejo HHQ deshidrogenasa. La orf12
codifica una peptidasa probablemente necesaria para la maduracién de las enzimas
de la ruta. Los genes orf20, orf21 y orf23 que guardan homologia con genes
detectados en A. anaerobius sin funcién asignada, muy probablemente participan en la

ruta de degradacion en ambas cepas, ya que se han conservado en las dos rutas.

3.2 Mutantes de T. aromatica AR-1

Para confirmar que estos genes podian estar involucrados en la degradacion
de 3,5-DHB, se construy0 una serie de mutantes nulos de T. aromatica AR-1 mediante
disrupcién génica como se indica en el apartado 10 de Materiales y Métodos. Los
genes mutados fueron: ORF7 (dbhL), orf8 (dbhS), orf13 (dctP), orfl9 (bqdM), orf20,
orf21 y orf22 (bqdL). Todas las cepas mutantes fueron capaces de crecer
anaerdbicamente en medio Widdel con succinato 5 mM como Unica fuente de carbono.
Sin embargo, excepto el mutante en orf13 (dctP), ninguno fue capaz de crecer con 3,5-
DHB como unica fuente de carbono (Figura 53. Esto apoya nuestra hipotesis de que
estos genes podrian estar involucrados en la degradacion de 3,5-DHB en T. aromatica
AR-1.
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DO 600 nm

w AdbhL  AdbhS  Aorfl3  AbqdM  Aorf20  Aorf21  AbqdL

cepa mutante

Figura 53. Crecimiento de T. aromatica AR-1 silvestre y sus mutantes en dbhL, dbhS, orf13, bqdM, orf20,
orf21 y bqdL cultivados en meddio Widdel con succinato 5 mM como Unica fuente de carbono (gris) o con
3,5-DHB 2 mM como Unica fuente de carbono (morado) tras 72 h de crecimiento.

Para confirmar que este fenotipo era debido a la mutacion introducida, se
transfirio a dos de las cepas mutadas el cosmido pCOS4 mediante conjugacién. Como
se observa en la figura 54A, los mutantes en la orf20 (Asuc) y orf22 (AbgdL) que no
eran capaces de crecer con 3,5-DHB como Unica fuente de carbono, recuperaban esta
capacidad cuando transferiamos el cosmido pCOS4 portador de los genes intactos. El
analisis mediante HPLC de los sobrenadantes de los cultivos mostré que soélo la cepa
silvestre y los mutantes complementados con el cosmido pCOS4 fueron capaces de

degradar 3,5-DHB completamente (figura 54B).

DO 600 nm

3,5-DHB (mM)

wt Aorf20 AbgdL

cepa

Figura 54. Crecimiento de distintas cepas de T. aromatica AR-1. Las células se cultivan en medio Widdel
con nitrato como aceptor de electrones (8 mM) y 3,5-DHB (2 mM) como fuente de carbono. Tras 6 dias se
determind la turbidez midiendo la DOsoonm (A) ¥ la concentracion de 3,5-DHB en el medio (B). T.aromatica
AR-1 silvestre (wt) y los mutantes orf20 y bqdL se representan en azul y las cepas mutantes orf20 y bqdL
complementadas con el cosmido pCOS4 se representan en morado.
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3.3 Andlisis bioquimico de los mutantes de degradacion de 3,5-DHB

La funcion de los genes descrita en el apartado 3.1, (Tabla 14) ha sido
asignada por homologia con otros genes anotados en la base de datos, y
especialmente por su homologia con los genes descritos para la degradacion de
resorcinol en A. anaerobius. Por otra parte, habiamos visto que muchos de los
mutantes en los genes propuestos como parte de la ruta de degradacion no eran
capaces de crecer con 3,5-DHB como fuente de carbono (figura 53). Para confirmar la
posible funcion de los genes identificados en el cluster, se llevaron a cabo ensayos
enzimaticos para la primera enzima de la ruta, la 3,5-dihidroxibenzoato hidroxilasa.
Para ello se utilizaron extractos celulares de T. aromatica AR-1 y de los mutantes en
los distintos genes del cluster descritos anteriormente y la actividad se determino

segun se detalla en el apartado 11.2 de Materiales y Métodos.

Dado que los mutantes dbhL y dbhS no eran capaces de crecer en 3,5-DHB
como fuente de carbono, los ensayos se hicieron en células cultivadas con succinato
como fuente de carbono y en presencia de 3,5-DHB como inductor. Esto requirid
ajustar previamente las condiciones de cultivo, ya que por una parte la degradacion de
3,5-DHB se reprime por la presencia de fuentes alternativas de carbono (ver Capitulo
I), y por otra el nitrato utilizado para la oxidacién de succinato se puede hacer limitante.
Como ejemplo, la figura 55 muestra la determinacion de actividad 3,5-DHB de
extractos de células de T. aromatica AR-1 cultivadas 72 h en las condiciones estandar
de cultivo (2 mM 3,5-DHB, 10 mM succinato y 8 mM de nitrato). Se puede observar
gue la actividad 3,5-DHB hidroxilasa en T. aromatica AR-1 cultivada en presencia de
ambas fuentes de carbono (3,5-DHB y succinato) era significativamente inferior a la
actividad detectada cuando crecia Unicamente con 3,5-DHB. Por tanto, podemos decir

gue el succinato ejerce un efecto represor en la actividad 3,5-DHB hidroxilasa

Actividad 3,5-DHB hidroxilasa
(mU/mg prot)

WT 35DHB WTS WT 35DHB/S AdbhL AdbhS
35DHB/S 35DHB/S

Figura 55 . Actividad especifica 3,5-DHB hidroxilasa en extractos celulares de T. aromatica AR-1 silvestre
(WT) y de los mutantes AR-1MutQdbhL (AdbhL) y AR-1MutQdbhS (AdbhS) creciendo con succinato (10
mM) (S), 3,5-DHB (2mM) (3,5-DHB), o con ambas fuentes de carbono (3,5-DHB/S) y KNO3z (8mM) como
aceptor de electrones.

131



Para establecer las condiciones oOptimas para la determinacion de las
actividades enziméticas, se utilizaron células de T. aromatica AR-1 silvestre y los
mutantes dbhL y dbhS, cultivados con 3,5-DHB (1 mM) mas succinato (2 mM) y nitrato
(8 mM) como aceptor de electrones y se midio la actividad a lo largo de la curva de
crecimiento (figura 56). Los mutantes dbhL y dbhS no presentaron actividad a
diferencia de la cepa silvestre cuya maxima actividad se observd a las 48 h, justo
cuando el 3,5-DHB comenzaba a degradarse (ver Capitulo Il). A las 72 h, la actividad
seguia elevada pese a que el 3,5-DHB habia sido degradado completamente. Por ello,
elegimos las 48 h, cuando la actividad era maxima, para hacer el mismo ensayo en los

distintos mutantes

Actividad 3,5-DHB hidroxilasa
(mU/mg prot)
[
]
'—

| E ]

24h 48h 72h

Figura 56 Actividad especifica 3,5-DHB hidroxilasa a distintos tiempos durante el crecimiento de T.
aromatica AR-1 (azul) y de los mutantes AR-1MutQdhbL (amarillo) y AR-1MutQdhbS (morado) en medio
Widdel con 3,5-DHB (1 mM) mas succinato (2 mM) como fuentes de carbono y nitrato (8 mM) como
aceptor de electrones.

Como se observa en la figura 57, la actividad fue nula en todos los mutantes
ensayados, salvo en el mutante bqdM, donde la actividad alcanz6 un 40% de la de la
cepa silvestre. Cabe recordar que este mutante era capaz de utilizar 3,5-DHB como

fuente de carbono, aunque en menor medida que el tipo silvestre (figura 53).
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Actividad 3,5-DHB hidroxilasa
(mU/mg prot)

wt dhbL  dhbS orfl8 bgdM orf20 orf21  bqdL

Figura 57 . Actividad especifia 3,5-DHB hridroxilasa en T. aromatica AR-1 (wt) y mutantes crecidos
anaerébicamente con 3,5-DHB (1 mM), succinato (2 mM) y NOs (8 mM) como aceptor final de electrones.
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En la degradacién de 3,5-DHB vy resorcinol so6lo se han detectado
bioquimicamente los intermediarios HHQ e HBQ, que daria lugar tras sucesivos pasos,
no identificados, a la aparicién de acetato y malato (Gallus & Schink, 1998; Philipp &
Schink, 1998). Puesto que asumiamos que dicho mutante deberia participar en la
rotura de HBQ estabamos interesados en ver si dicho mutante acumulaba alguno de
los intermediarios que no habian sido identificados hasta el momento, ya que crecia

con cierta dificultad y acumulaba un producto coloreado de naturaleza desconocida.

Para seguir cuantitativamente la aparicion del metabolito intermediario, se
analiz6 mediante HPLC el sobrenadante de los cultivos a lo largo de la curva de
crecimiento del mutante bqdM cultivado con 3,5-DHB (2 mM) como Unica fuente de
carbono. Como se puede observar en la figura 58B aparecian dos compuestos con
tiempos de retencién de 14,48 y 10,16 minutos, cuya concentracion aumentaba a lo
largo del tiempo hasta alcanzar valores maximos entre las 96 y 120 horas,
coincidiendo con la desapariciéon del 3,5-DHB. Estos compuestos, que no hemos

podido identificar, podrian ser intermediarios en la degradaciéon de 3,5-DHB.
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Figura 58. Degradacion de 3,5-DHB por la cepa mutante bgdM. A) Degradacion de 3,5-DHB (azul) y
curva de crecimiento (morado) en el mutante bqdM. B) Degradacion de 3,5-DHB (azul) y aparicion de
algunos productos no identificados con tiempo de retencién 14,48 min (rojo) y 10,16 min (verde).
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CAPITULO Ill: ESTUDIO DE LA REGULACION EN LA EXPRESION DE LOS
GENES DE LA RUTA DE DEGRADACION DE 3,5-DHB EN Thauera aromatica AR-1

1. ORGANIZACION GENICA Y EXPRESION DE LA RUTA DE DEGRADACION DE
3,5-DHB EN Thauera aromatica AR-1

1.1 Expresion de los genes  dbhLS de T. aromatica AR-1

Como ocurre en la mayoria de rutas de degradacion de compuestos aroméaticos,
tanto aerobios como anaerobios, la sintesis de los primeros enzimas de la ruta de
degradacion de 3,5-DHB en Thauera aromatica AR-1 es inducible (Philipp and Schink,
2000; Barragan et al.,, 2004). Esto implica que al menos alguno de los genes
esenciales de las enzimas de la ruta deben inducirse por la presencia del sustrato.
Para confirmar que los genes identificados en el Capitulo | estaban involucrados en la
degradacion de 3,5-DHB, nos propusimos estudiar si estos genes se inducian en
presencia del sustrato. Los genes dbhL y dbhS presentan una alta homologia con la
subunidad alfa y beta, respectivamente, de la resorcinol hidroxilasa de A. anaerobius y
probablemente codifican el primer paso de la ruta, la 3,5-DHB hidroxilasa. Para
analizar la expresion de estos genes se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR con ARN
extraido de células de T.aromatica AR-1 cultivadas en condiciones desnitrificantres
con succinato, 3,5-DHB o benzoato como Unica fuente de carbono. El ARN se analizé
como se indica en el apartado 6.12 de Materiales y Métodos, utilizando cebadores

internos de los genes dbhL y dbhS (Figura 59).

El analisis de los productos de las reacciones de RT-PCR revel6 niveles de
expresion significativos de ambos genes sélo en células cultivadas en presencia de
3,5-DHB (Figura 59). No se observo expresion de dbhS en células cultivadas en
succinato o benzoato, mientras que dbhL mostré cierto nivel de expresion en ausencia
de 3,5-DHB, aunque muy inferior al observado en presencia de este sustrato. De estos
resultados podemos deducir que la actividad enzimética 3,5-DHB hidroxilasa (DbhLS)

se induce en presencia del sustrato 3,5-DHB.
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dbhL

M C 3,5-DHB Succ Benz
RT - + - + - +
dbhS
M C 35-DHB Succ Benz
RT -+ -+ -+
B ::-—- - 584pb
I

Figura 59. Expresion de los genes dbhLS en células cultivadas con distintas fuentes de carbono.
Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR resultantes de amplificar a partir de ARN
total con cebadores especificos para dbhL (A) y dbhS (B). A las 72 h se extrajo el ARN total de células de
T.aromatica AR-1 cultivadas en condiciones desnitrificantes con 3,5-DHB (3,5-DHB) (2 mM), succinato
(Succ) (5 mM) y benzoato (Benz) (2 mM) como fuentes de carbono. La extraccion de ARN vy las
reacciones de RT-PCR se realizaron como se detalla en el apartado 6.11 y 6.12 de Materiales y Métodos.
Los oligonuclettidos empleados fueron rhLF y rhLR para amplificar una region interna de 411 pb del gen
dbhL y rhSF y rhSR que amplifica una region que incluye a los genes dbhS y orf9 de 584 pb (Tabla 4 de
Materiales y Métodos). La calle M correspondiente marcador de peso molecular de MBL® de 50 a 1000 pb.
La calle C corresponde al control positivo de la reaccién de PCR realizado a partir de ADN gendmico de T.
aromatica AR-1. Las calles (-) se corresponden con el control negativo de la RT-PCR realizado sin
reversotranscriptasa y las calles (+) con las reacciones de RT-PCR realizadas con la reverso transcriptasa.

1.2 Organizacion transcripcional de los genes para la degradacion de 3,5-DHB de
T. aromatica AR-1

Para identificar las unidades transcripcionales operativas en la expresion en la
ruta de degradacion de 3,5-DHB se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR analizando
las regiones intergénicas del cluster identificado en el Capitulo I. Para ello, se aislo
ARN total de T. aromatica AR-1 cultivada en condiciones desnitrificantes utilizando
3,5-DHB (2 mM) o succinato (5 mM) como Unicas fuentes de carbono y se analiz6
mediante RT-PCR con parejas de cebadores complementarios a los genes adyacentes,

y los productos de amplificacion se analizaron en geles de agarosa (Figura 60B).

Se puede observar que las orf5 y orf6 se transcribieron como una unidad
transcripcional (operén A) y de expresion independiente de la presencia de 3,5-DHB
(reaccion 1). Por otro lado se puede deducir una segunda unidad transcripcional
(operon B) que incluyé desde la orf7 (dbhL) hasta la orfl2 (M24) (reacciones 3 a 9).
Ademas, se observd cotranscripcién constitutiva desde dbhS hasta orf12. Pese a que
el producto de la reaccion 3 comprendida entre dbhL y dbhS no se observo en este

caso en presencia de succinato (figura 56B) en otros ensayos de RT-PCR si se
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Resultados Capitulo Il

observd expresion constitutiva de dbhL (figura 55A) por lo que asumimos que la

expresion constitutiva se produce desde dbhL hasta orf12 (Figura 60B).
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Figura 60. Organizacién transcripcional del cluster de genes de degradacion de 3,5-DHB de T. aromatica
AR-1 entre la orf5 hasta la orf25. A) Representacion esquematica del cluster de genes de T. aromatica
AR-1 donde los diferentes marcos abiertos de lectura se representan con flechas anchas y las unidades
transcripcionales con flechas rojas (inducibles) o azules (constitutivas). Las flechas azules discontinuas
representan niveles basales de expresion. Los promotores que se asocian a cada unidad transcripcional
se representan con flechas curvadas,blancas (promotores hipotéticos) y de colores (promotores
determinados experimentalmente).Las flechas negras convergentes y los nimeros del 1 al 21 reflejan la
region amplificada por RT-PCR empleando los oligonucleétidos que se detallan en la Tabla 4 de
Materiales y Métodos. B) Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR resultantes de
amplificar ARN total con cebadores internos de dos genes adyacentes (esquematizados con flechas
negras convergentes). Cada namero corresponde a la regién indicada en el esquema A. El ARN se
extrajo de células de T. aromatica AR-1 cultivadas durante 72h en condiciones desnitrificantes usando
3,5-DHB (a) o succinato (s) como Unicas fuentes de carbono. La extraccién de ARN vy las reacciones de
RT-PCR se realizaron segin se detalla en los apartados 6.11 y 6.12 de Materiales y Métodos. Los
controles positivos (c) se realizaron empleando ADN gendémico de T. aromatica AR-1. La calle M
representa el marcador VIII de peso molecular (Roche). Al lado del marcador se indica el tamafio de los
distintos fragmentos en pb.

139



La siguiente unidad transcripcional, inducible por 3,5-DHB, incluyo las orfl3,
orf14 y orfl5 (operén C), que codifica los tres componentes de un transportador tipo
TRAP. También se detect6 una leve expresion basal de estos genes (reacciones 11y
12). Este operon constituye una unidad transcripcional claramente distinguible del
operoén B (reaccién 10). La orfl6, que codifica para un receptor extracitoplamético que
probablemente también forme parte del transportador se transcribe en sentido
convergente. No hay cotranscripcion entre este gen y el que le precede (orfl7,

reaccion 13) en ninguna de las condiciones ensayadas.

De acuerdo con los resultados de la figura 56, las orfl8 y orfl9 (bqdM) con
expresion constitutiva formarian el operén D (D, reacciones 14 y 15). Ademas, delante
de orfl8 existe un promotor inducible por 3,5-DHB (ver mas adelante). Las orf20, orf21,
orf22 (bqdL), orf23 y orf24 (bgdS) constituirian la quinta unidad transcripcional
inducible por 3,5-DHB (operén E, reacciones 16 a 19). Finalmente, las orf25 y orf26
formarian una unidad transcripcional inducible (operdn F, reacciones 20 y 21), que tal

vez incluya algun gen situado aguas abajo del gen truncado orf26.

Segun estos resultados, existirian al menos seis unidades transcripcionales: el
operon A de expresién constitutiva y los operones B, C, D, E y F inducibles en
presencia de 3,5-DHB. No podemos descartar la existencia de niveles de expresion
basal de los operones B, C, D y de los genes bqdL-orf23. La determinacién de estas
unidades transcripcionales nos permite predecir la existencia de promotores
constitutivos delante de orf5, orf13 y orf18, y de promotores inducibles delante de dbhL,
orfl3, orf20 y orf25.

2. IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES PROMOTORES IMPLICADOS EN LA
DEGRADACION DE 3,5-DHB EN Thauera aromatica AR-1

Tras determinar la existencia de seis unidades transcripcionales, nos
propusimos identificar los puntos de inicio de la transcripcion de los tres operones que
consideramos esenciales en la degradacion de 3,5-DHB, Pgpni, Porf1s, Y Por2o- Pabht
controlaria el operén que se extiende desde dbhL hasta orf12, implicado en el primer y
segundo paso de la ruta ya que orf7 y orf8 codifican para los componentes del
complejo 3,5-DHB hidroxilasa; y orfll presentan homologia con la subunidad btdhL
del complejo HHQ deshidrogenasa propuesto para A. anaerobius (Darley et al., 2007).
Poi1s  controlaria la expresion de orfl8 y bqgdM, formando parte este ultimo gen del
complejo enzimatico HBQ deshidrogenada, tercer paso de la ruta, y Py controlaria el

operdn que se extiende desde orf20 hasta bqdsS, e incluiria los genes homologos a dos
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de los componentes del complejo HBQ deshidrogenasa de A. anaerobius (bqdhLSM)
(Darley et al., 2007).

2.1 Caracterizacion de la regién promotora del gen dbhL (Pgpnt)

Puesto que en el cluster de T. aromatica AR-1 habiamos encontrado dos genes
con homologia a reguladores de la familia LysR (orf3 y orf25), nos propusimos primero
determinar el punto de inicio de la transcripcion y a partir de ahi buscar los elementes

tipicos de promotores regulados por reguladores transcripcionales de esta familia.

Para determinar el punto de inicio de la transcripcion de los distintos operones
se llevaron a cabo experimentos de extension a partir de cebador con cebadores
internos al primer gen del operdn. La figura 61 muestra el andlisis del punto de inicio
de la transcripcién de dbhL, primer gen del operon B. El producto de extensiéon de 189
nt nucledtidos situé la posicion +1 a 58 pb aguas arriba del codén de inicio de la
traduccion de dbhL (figura 61A). Esto nos permitié proponer las regiones -10 y -35 de

union de la subunidad ¢”

de la ARN polimerasa (Figura 61B). La caja -10 mantiene
buena homologia (4/6) con la secuencia consenso TATAAT (Dombroski, 1997),
mientras que a la distancia canoénica de 17 pb aguas arriba de esta, la caja -35 no esta
conservada, probablemente por solapar con el sitio de unidn de una proteina

reguladora (Lochowska et al., 2004).

Los reguladores LTTR (Reguladores transcripcionales de tipo LysR) reconocen
una secuencia de ADN palindromica que mantiene el consenso T-Nj;-A, que se
denomina sitio RBS (Regulatory Binding Site) (Schell, 1993; Parsek et al., 1994;
Maddocks and Oyston, 2008). El sitio ABS (Activator Binding Site) no presenta una
secuencia conservada y esta localizado entre el sitio RBS y el promotor, y a menudo
solapa la regién -35 (Schell, 1993; Porrlda et al., 2007). En nuestra secuencia se han
identificado secuencias palindrémicas que cumplen el consenso T-Ni;-A para el sitio
ABS. EIl primero de ellos estaria centrado en posicién -22 y el segundo en posicion -66,
respecto al sitio de inicio de la transcripcion. Ademas, se ha encontrado otra region
gue se encuentra conservada en los tres promotores analizados (en fucsia en la figura
57B) y que se encuentra entre las posiciones -30 y -45, lo que sugiere que podria jugar
un papel importante en la regulacién de los tres promotores, podria corresponder al
sitio ABS. El hecho de que solape con la region -35 puede ser uno de los motivos por

los que esta secuencia no conserve el consenso tipico de los sitios de union de ¢™.
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190
< Paon

(189 nt)

B
CCTCGTTTTTCAT CCGT CCCGGAGGRCGT CCEGAGCCGGAT CGAGBCEGERCT TGTCGTANIGCG

CAAAAGCJCGGAAGGGAGT TAGAT TGAATCACT TCCAGY T GGEGGGCT GIJAGACT GCCA
-35 -10

GGCATCGACAAGGT CGECATCGATCGECTCGACAGACCTGGATTTCAATACAGAGGGACTATG
+1 RBS dbhL

Figura 61. Determinacion del punto de inicio de la transcripcién y secuencia del promotor Pgpni. A)
Determinacion del punto de inicio de la transcripcién mediante extension a partir de cebador del promotor
Paoni. Para ello, se extrajo ARN de células de T. aromatica AR-1 cultivada hasta alcanzar una DO de 0,3
en condiciones desnitrificantes con succinato (5 mM) (S), 3,5-DHB (2 mM) (R) o succinatoy 3,5-DHB (5 y
2 mM respectivamente) (R/S) como fuentes de carbono. La extraccion de ARN y los ensayos de extension
se realizaron siguiendo el protocolo que se detalla en los apartados 6.11 y 7 de Materiales y Métodos
utilizando el oligonucleoétido rt-rhL_5’ complementario a la region interna de dbhL (Tabla 6). El tamafio del
producto de extension se determind mediante extrapolacion con una recta de calibrado realizada a partir
del marcador de peso molecular. Se utilizé el marcador VIII de Roche (M) como patrén de peso molecular;
a la izquierda se presenta el tamafio en nucledtidos. B) Secuencia del promotor Pgns,donde se indica la
+1 (subrayado y en negrita) a 58 nucledtidos del coddn de inicio de la traduccién, que nos permitio
localizar las posibles cajas -10 y -35 de unién de i (sombreadas en gris), la secuencia de unién del
ribosoma (RBS) (azul y cursiva), y el codén de inicio de la traduccion (subrayado en rojo). Las cajas
negras muestran las secuencias que forman el palindrome de los posibles sitios de unién para
reguladores de tipo LysR. En fucsia se muestra la secuencia conservada en los tres promotores

2.2 Caracterizacion de la region promotora de  0rfl18 (Pg1s)

El punto de inicio de la transcripcion de orfl8, primer gen del operén D, se
determiné del mismo modo descrito para Pgn.. En este caso pudimos observar dos
productos de extension de 90 nt y 94 nt ambos inducibles por la presencia de 3,5-DHB
(Figura 62A). Es posible que la banda de menor tamafio sea un producto de
procesamiento del mensajero de mayor tamafio, aunque no podemos descartar que se
trate de un segundo promotor solapante. El producto de extension de 94 nucleotidos
sitia la posicion +1 a 79 pb del coddn de inicio de la traduccion. Esto nos permite
proponer las cajas -10 y -35 de unién de ¢°. Como en el caso anterior, la caja -10
mantiene buena homologia (4/6) con el consenso TATAAT, mientras que la caja -35

no guarda homologia con el consenso. Esto podria ser debido a un solapamiento con
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la secuencia parcialmente conservada en los tres promotores (sitio ABS) (en fucsia en

la figura 58B), y que podria jugar un papel en la regulacion.

A

190

< P15 (94 nt)

<+ 90nt

B
CTGIGCTTCCGAT 8T TCCCGICT CGCGT TCAGT GAACGCCT TGCGECGGATCG

GTI'GCCGEECCEECCEAGCGECCACGEEEEECEEECAGCGAAAGGECGT GEGEECEEGT GAGGAGGT GT

GTTCCCOGGCAGGGGT TTGGOGGAAT CANESAGGT TCCGARER T TCGGTATOGGEECGECTGCG
-35

ACTCACGGECGIACACT CGGAAAAACGGT GCCAT CGECT CGAT GGCGGACAAAAGGAGT GCCGCEG
-10 +1

TTCGACCGCGECCCGCACGACTGGAGGAGEGTITGCGATG
RBS orfl8

Figura 62. Determinacion del punto de inicio de la transcripcion y secuencia del promotor Pgis. A)
Determinacion del punto de inicio de la transcripcién mediante extension a partir de cebador del promotor
Porris. Para ello, se extrajo ARN de células de T. aromatica AR-1 cultivada hasta alcanzar una DO de 0,3
en condiciones desnitrificantes con succinato (5 mM) (S), 3,5-DHB (2 mM) (R) o succinatoy 3,5-DHB (5 y
2 mM respectivamente) (R/S) como fuentes de carbono. La extraccion de ARN y los ensayos de extension
se realizaron siguiendo el protocolo que se detalla en los apartados 6.11 y 7 de Materiales y Métodos
utilizando el oligonucleétido primob complementario a la region interna de orf18 (Tabla 6). El tamafio del
producto de extension se determind mediante extrapolacion con una recta de calibrado realizada a partir
del marcador de peso molecular. Se utilizé el marcador VIII de Roche (M) como patrén de peso molecular;
a la izquierda se presenta el tamafio en nucleétidos. B) Secuencia del promotor Poris,donde se indica la
+1 (subrayado y en negrita) a 94 nucledtidos del codén de inicio de la traduccién, que nos permitio
localizar las posibles cajas -10 y -35 de unién de i (sombreadas en gris), la secuencia de unién del
ribosoma (RBS) (azul y cursiva), y el codon de inicio de la traduccién (subrayado en rojo).Se muestra en
negrita subrayado la posicion del extremo 5’ del producto de extension de 90 n identificado en A. Las
cajas negras muestran las secuencias que forman el palindrome de los posibles sitios de union para
reguladores de tipo LysR. En fucsia se muestra la secuencia conservada en los tres promotores.

También se han identificado en esta regibn promotora secuencias
palindromicas que cumplen con el consenso T-Nj;-A. La primera de ellas estaria
centrada en posicion -52 y la segunda en posicion -188, respecto al sitio de inicio de la
transcripcion. Ademas, se ha podido identificar una region parcialmente conservada
que esta presente en los tres promotores analizados (en fucsia en la figura 62B) y que

se encuentra entre la posicion -31 y -41.
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2.3 Caracterizacién de la region promotora de orf20 (Porf20)

Se determind el punto de inicio de la transcripcidén para el promotor Py de la
misma forma que en los casos anteriores. Se puede observar un punto de extension
de 119 nucledtidos que solo esta presente en presencia de 3,5-DHB (Figura 63A).
Este producto de extension sitla la posicion +1 a 72 pb del codon de inicio de la
traduccion, lo que permitié proponer las cajas -10 y -35 de union del factor 6°. La caja
-10 mantenia buena homologia (5/6) con el consenso TATAAT, mientras que, como en
los casos anteriores, la caja -35 no guardaba homologia con el consenso. De nuevo se
observa un solapamiento con la secuencia conservada en los tres promotores (en
fucsia en la figura 63B), que en este caso se sitla entre las posiciones -28 y -43, y es

idéntica a la secuencia encontrada en Pgpp..

A

124

< Py (119 nt)

110

B
AATGGT JJCGOCATATTGAIJCT TACT GCTOGAAGAT TGAAT BACT TECCGATCGOCTGCCTG
-35

CCTAGAAT GCCCT T GCCGAT GCAGGCGAGCGECGECACGAGCGCGECGACAGECAGT CCATTTCC
-10 +1

GAAAATCTTCGAGGARGATTCATG
RBS orf20

Figura 63. Determinacion del punto de inicio de la transcripcidon y secuencia del promotor Pgzo. A)
Determinacion del punto de inicio de la transcripcion mediante extensién a partir de cebador del promotor
Porizo. Para ello, se extrajo ARN de células de T. aromatica AR-1 cultivada hasta alcanzar una DO de 0,3
en condiciones desnitrificantes con succinato (5 mM) (S), 3,5-DHB (2 mM) (R) o succinatoy 3,5-DHB (5 y
2 mM respectivamente) (R/S) como fuentes de carbono. La extraccion de ARN y los ensayos de extension
se realizaron siguiendo el protocolo que se detalla en los apartados 6.11 y 7 de Materiales y Métodos
utilizando el oligonucledtido rt-suc5' complementario a la regién interna de orf20 (Tabla 6). El tamafio del
producto de extension se determindé mediante extrapolacidon con una recta de calibrado realizada a partir
del marcador de peso molecular. Se utilizé el marcador VIII de Roche (M) como patrén de peso molecular;
a la izquierda se presenta el tamafio en nucleétidos. B) Secuencia del promotor Pqs, donde se indica la
+1 (subrayado y en negrita) a 119 nucle6tidos del codon de inicio de la traduccién, que nos permitio
localizar las posibles cajas -10 y -35 de union de o (sombreadas en gris), la secuencia de unién del
ribosoma (RBS) (azul y cursiva), y el codon de inicio de la traduccion (subrayado en rojo). Las cajas
negras muestran las secuencias que forman el palindrome de los posibles sitios de uniéon para
reguladores de tipo LysR. En fucsia se muestra la secuencia conservada en los tres promotores.
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También, en este caso, se ha identificado una secuencia palindrémica que
cumple con el consenso T-Nj;-A y se encuentra centrada en posicion -64 respecto al

sitio de inicio de la transcripcion.

Como hemos visto, en los promotores Py Y Poro S€ €ncuentra la misma
secuencia de 16 nucleotidos en posicion -28 a -43 y -30 a -45, respectivamente,
solapando con la caja -35 de union de la ARN polimerasa. Esta misma secuencia se
puede identificar en Pysg €n la misma posicion, aunque menos conservada (56%)
(Figura 64).

>dbhL AGATTGAATCACTTGG
>orfl8 AGATTCGGTATCGGEG
>o0rf20 AGATTGAATCACTTGCG

Figura 64. Alineamiento de la secuencia que corresponde con el posible sitio ABS de unién de
reguladores LysR. Los nucleétidos conservados se representan en fucsia y la caja -35 sombreada en gris.

En las reacciones de extension a partir de cebador para localizar el punto de
inicio de la transcripcion de los promotores Puis ¥ Poroo S€ detectaron bandas de
expresion constitutiva de mayor tamafio que las inducidas por resorcinol (Figura 65)
gque confirman la existencia de un promotor constitutivo aguas arriba del gen orfl8 y
gque se extiende incluso hasta orf20, lo que confirma los resultados obtenidos mediante
RT-PCR, en los que se habia detectado un transcrito de expresién constitutiva que

comprendia los genes orfl8, orf19 y orf20 (reaccion 14 y 15, Figura 60).

P0rf18 Porf20

SRRSS RRSM

- 1114
900
~900 nt ——p -
692
~500 nt —_— ' 500
~400 nt —> ", | 00

Figura 65. Bandas de expresion constitutiva delante de los genes orf18 y orf20. ARN extraido de células
de T. aromatica AR-1 cultivada comoo se indica en la figura 61 con succinato (5 mM) (S), 3,5-DHB (2 mM)
(R) o succinato y 3,5-DHB (5 y 2 mM respectivamente) (R/S) como fuentes de carbono se utilizé6 en
ensayos de extension a partir de cebador utilizando el oligonucleétidos primob, complementario a la
region interna de orf18 y rt-suc5', complementario a la regién interna de orf20 (Tabla 6).
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3. IDENTIFICACION DEL INDUCTOR ESPECIFICO DE LA RUTA DE
DEGRADACION DE 3,5-DHB

Los resultados anteriores muestran que la expresion de los tres operones
depende de la presencia del sustrato 3,5-DHB en el medio. Para determinar si el
inductor de la ruta era el 3,5-DHB o alguno de los productos de su metabolismo se
realizaron ensayos de RT-PCR para analizar la expresion del primer operon,
empleando cebadores que amplifican una regién interna del gen dbhL y usando como
molde ARN de T. aromatica AR-1 y de cepas mutantes en los siguientes genes: dbhL
y dbhS, que forman el complejo 3,5-DHB hidroxilasa (DbhLS) y que no es capaz de
metabolizar 3,5-DHB (Figura 53, Cap Il); bqdM y bqgdL, que formarian parte del
complejo HBQ deshidrogenasa (BqdMLS) y que por tanto no serian capaces de

transformar el compuesto intermedio HBQ.

Figura 66. Expresion del operdn B en la cepa silvestre de T. aromatica AR-1 y en los mutantes de la ruta
de degradacién de 3,5DHB. Electroforesis en geles de agarosa del producto de RT-PCR de una region
interna de 411 pb del gen dbhL amplificada usando los oligonucleétidos rhLF y rhLR (Tabla 4 de
Materiales y Métodos) controlado por el promotor Pgph, Obtenido a partir de ARN de cultivos crecidos con
succinato (-) y con succinato mas 3,5-DHB (+) de T. aromatica AR-1 silvestre (wt), y de los mutantes AR-
1MutQdbhL (dhbL), AR-1MutQdhbS (dhbS ), AR-1MutQbqdhM (bgqdhM),y AR-1MutQbqdhL (bgdhL). La
extraccién de ARN vy la reaccion de RT-PCR se realiz6 segln se detalla en los apartados 6.11 y 6.12 de
Materiales y Métodos El control positivo de la PCR usa como molde ADN gendmico de T. aromatica AR-1
(C). En ningun caso amplificaron las reacciones de control negativo de la RT-PCR, que emplea ARN de
las distintas cepas como molde, los mismos oligonucleétidos y Taq polimerasa, omitiéndose en los
ensayos la transcriptasa reversa (resultados no mostrados).

Los ensayos de RT-PCR muestran una expresion constitutiva del primer
operdn en los mutantes dbhL y dbhS (Figura 66), Sin embargo, el comportamiento
parece diferente para los mutantes bqdM y bqdhL, en los que el gen dbhL se induce
por 3,5DHB como en la cepa silvestre. Segun estos resultados, no podemos descartar
gue el inductor sea el 3,5-DHB o los intermediarios HHQ o HBQ, que se formarian en
el caso del mutante bqdM (este mutante crece 3,5DHB) o se acumularian en el caso
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de bqgdL. Un mutante en el primer paso de la ruta (dbhL y dbhS) provoca una
expresion constitutiva del primer gen del operon B. De estos resultados podemos
deducir que existe un nivel de regulacion superior, en el que los genes para el primer
paso de la ruta estan ejerciendo algun efecto represor sobre la expresion basal del

operon.

Decidimos analizar la activacién por 3,5-DHB de los promotores Pygig Y Porf2o
para los otros dos segmentos de la ruta de degradacion de 3,5-DHB. Para ello,
realizamos ensayos de extension a partir de cebador analizando la activaciéon por 3,5-
DHB de los promotores Pqy1s Y Por2o €0 un mutante en el primer paso de la ruta (dbhL),
empleando como molde ARN de T. aromatica AR-1 y de la cepa mutante en dbhL.
Como podemos observar en la figura 67, de nuevo el mutante en el primer paso de la
ruta (dbhL) presenta niveles altos de expresion en células creciendo en succinato
como Unica fuente de carbono, en ausencia de 3,5-DHB. Estos niveles fueron mas
elevados en presencia del sustrato. Estos resultados parecen indicar que el 3,5-DHB
es el inductor de la ruta, y que el producto de dbhL participa de algun modo en la
regulacién de los tres promotores manteniendo el promotor inactivo en ausencia de

sustrato.

I:)orfl8 I:)oerO
M wt dbhL M wt dbhlL
e _ x+
124
124
s
110
>
=
-y

Figura 67. Identificacion del inductor de la ruta de degradacion 3,5-DHB. Extension a partir de cebador de
ARN extraido de células de T. aromatica AR-1 silvestre (wt) y mutante AR-1MutQdbhL (dbhL) tras 72h
creciendo en condiciones desnitrificantes con succinato (2 mM) (-) y 3,5-DHB mas succinato (1 y 2 mM)
(+) como fuentes de carbono. La extraccion de ARN y la extension a partir de cebador se realizaron como
se detalla en el apartado 6.11 y 7 de Materiales y Métodos. Los oligonucleétidos empleados fueron primob
(para Poris) y rt-suc_5'(para Parr20) (Tabla 6 de Materiales y Métodos). La calle M contiene el marcador de
peso molecular VIII (Roche), junto a las bandas se indica su tamafio en nucleétidos. Las flechas indican
los productos de extension correspondientes a los dos promotores.
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4 EFECTO DE FUENTES DE CARBONO ALTERNATIVAS SOBRE LA
DEGRADACION DE 3,5-DHB POR T. aromatica AR-1

Tanto en rutas de degradacién aerobias como en rutas anaerobias, es
frecuente que la regulacién especifica de la ruta dependiente de la presencia de
sustrato esté sujeta a mecanismos de regulacion global destinados a optimizar el
aprovechamiento de los recursos disponibles para la célula (Saier, 1996; Morales et al.,
2004; Aranda-Olmedo et al., 2005; Gorke and Stulke, 2008) Uno de estos mecanismos
permite regular la utilizacion de una fuente de carbono en presencia de fuentes de
carbono alternativas mas favorables, un fendbmeno que se conoce genéricamente

como respresion catabdlica (Hester et al., 2000)

4.1 Caracterizacion del crecimiento de  T. aromatica ARl.en presencia de dos

fuentes alternativas de carbono

Para determinar si la presencia en el medio de fuentes alternativas de carbono
afectaba a la utilizacion de 3,5-DHB, decidimos analizar el consumo de fuentes de
carbono en cultivos de T. aromatica AR-1 en condiciones desnitrificantes con
succinato y 3,5-DHB como fuentes simultdneas de carbono. Para ello se iniciaron
cultivos de T. aromatica AR-1 en medio con 2 mM de succinato mas 1 mM de 3,5-DHB
y se tomaron periddicamente muestras a lo largo de la curva de crecimiento para
determinar turbidez del cultivo (medida como DO 600 nm), concentracién de los dos

sustratos y reduccion del aceptor de electrones (Figura 68).

La figura 68 muestra los resultados obtenidos. Se pudo observar crecimiento
exponencial durante las primeras 24 h, tras lo cual se producia una fase de latencia de
aproximadamente 24 h sin crecimiento neto detectable. Transcurrido esta fase se
reiniciaba el crecimiento hasta alcanzar el valor maximo. El analisis de los
sobrenadantes de los cultivos mediante HPLC mostré que en las primeras 24 h se
consumia totalmente el succinato, produciéndose una degradacion minima de 3,5-
DHB. Una vez consumido todo el succinato en el medio, el crecimiento cesaba,
reiniciandose 24 h mas tarde, momento a partir del cual se empezaba a consumir el
3,5-DHB hasta su totalidad. Por tanto, podemos concluir que T. aromatica AR-1
presentaba crecimiento diauxico tipico, lo que permite sugerir que la degradacion de
3,5-DHB esta sujeta a represion catabdlica, un nivel de regulacion superior a la

regulacion especifica por sustrato.
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Concentracion mM
DO 600 nm

Concentracion mM
DO 600 nm

tiempo (h)

Figura 68. Crecimiento diauxico de T. aromatica AR-1 con succinato (3,5 mM), 3,5-DHB (1 mM) y KNO3
(8 mM) como aceptor final de electrones. A los tiempos indicados se tomdé 1 ml del cultivo para medir DO
a 600 nm (azul), posteriormente se centrifugd y el sobrenadante se emple6 para la determinacién de 3,5-
DHB (rosa), succinato (rojo) (a), nitrato (gris) y nitrito (verde) (b) mediante HPLC segln se detalla en los
apartados11.4, 11.5y 11.6 de Materiales y Métodos.

Actualmente desconocemos los mecanismos implicados en esta regulacion,
aunque se ha detectado mediante PCR la presencia de un gen homologo a CRP en el

cromosoma de esta cepa.

Es interesante destacar que, en la primera etapa, el nitrato era utilizado como
aceptor de electrones, siendo reducido totalmente hasta nitrito, que presentaba una
concentraciéon maxima equivalente a la concentracién inicial de nitrato durante la fase
intermedia de latencia. Posteriormente el nitrito desaparec paulatinamente y de forma
paralela a la degradacion de 3,5-DHB. Por tanto, en la primera fase de crecimiento a
expensas de succinato sélo el nitrato actia como aceptor de electrones en la
respiracién hasta ser consumido en su totalidad, y sélo a partir de ese momento se
produce la respiracion de nitrito (desnitrificacién). Estos resultados sugieren la
existencia de mecanismos estrictos de regulacién de las enzimas respiratorias que
mantendrian inactiva la nitrito reductasa en presencia de nitrato o hasta alcanzar
concentraciones elevadas de nitrito. En muchos organismos, la actividad de la nitrito
reductasa depende del aumento de concentracion de NO en el medio (van Spanning
et al., 2007).
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4.2 Efectos en la degradacion de 3,5-DHB en los mutantes de T. aromatica AR-1

en presencia de una fuente adicional de carbono

Este mismo experimento se repitid6 con los mutantes en distintos genes de la
ruta. Mutantes en la orf7 y orf8 (DbhLS); y en bgdM, orf20, 21 y bqdL (que participan
en el tercer paso de la ruta)
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Figura 69. Crecimiento de las cepas mutantes dbhS (A) y bqdM (B) con succinato (3,5 mM), 3,5-DHB (1
mM) y KNOs (8 mM) como aceptor final de electrones. A los tiempos indicados se tomé 1 ml del cultivo
para medir DO a 600 nm (azul), posteriormente se centrifugd y el sobrenadante se empleé para la
determinacion de 3,5-DHB (rosa), succinato (rojo), nitrato (gris) y nitrito (verde) mediante HPLC segln se
detalla en los apartados11.4, 11.5y 11.6 de Materiales y Métodos.

Como cabia esperar, los mutantes en los genes dbhL, dbhS, orf18, orf20, orf21
y bqgdL, que no eran capaces de crecer en 3,5-DHB (Figura 53, Cap Il) tampoco lo
degradaban, y por tanto se acumulaba en el medio. Estas cepas so6lo consiguieron
crecer durante las primeras 24 h gracias a la degradacion de succinato, que en todos
los casos fue completamente degradado. El nitrato, que actia como aceptor de
electrones durante la degradacion de succinato, es degradado completamente hasta
nitrito que se acumula en el medio debido a que no hay degradacion de 3,5DHB. La
DO es menor y se asemaja a la alcanzada por la cepa silvestre durante la primera
etapa del crecimiento. Como ejemplo se muestra en la figura 69A el comportamiento
del mutante dbhS. La figura 69B muestra el comportamiento del mutante bqdM, que si
era capaz de crecer en 3,5-DHB (Figura 53, Cap IlI) y que por tanto lo degradaba,
aungque mas lentamente. En este caso el nitrato es degradado hasta nitrito que va
desapareciendo lentamente, ya que es usado como aceptor de electrones en la
degradacion de 3,5-DHB. La DO alcanzada es mayor y se asemeja a la de la cepa
silvestre.
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DISCUSION






Las dos rutas de degradacidon analizadas en esta tesis son las Unicas
representantes hasta este momento de un nuevo tipo de estrategia a través de la cual
bacterias reductoras de nitrato son capaces de degradar compuestos aromaticos en
ausencia de oxigeno. El paso fundamental en ambas rutas es un ataque a los
sustratos hidroxilados mediante un mecanismo de oxidacion independiente de oxigeno.
Esta estrategia difiere basicamente de la estrategia utilizada por otros organismos
anaerobios, que degradan estos compuestos mediante un mecanismo reductivo. Al
inicio de esta tesis se conocian las bases bioquimicas de la degradacién de resorcinol
por A. anaerobius y se habia identificado la agrupacion génica responsable de la ruta.
En este trabajo hemos iniciado el estudio de la regulacién de su expresion. Por otra
parte, las caracteristicas bioquimicas de la degradaciéon de 3,5DHB en T. aromatica
permitian predecir la existencia en esta cepa de una ruta semejante a la descrita en A.
anaerobius para el resorcinol, por lo que gran parte del trabajo se ha centrado en la
identificacion y caracterizacion genética de esta ruta. En su conjunto, los nuevos
conocimientos adquiridos nos permiten afianzar esta estrategia como un mecanismo
consolidado de degradacion de compuestos aromaticos hidroxilados en bacterias

desnitrificantes.

1. Organizacion transcripcional y expresion de los genes para la degradacién de

resorcinol en A. anaerobius

En la mayoria de los microorganismos aerobios, los genes de las rutas de
degradacién de compuestos arométicos se encuentran agrupados en operones, que
pueden estar dispersos o localizados en una misma regién del cromosoma, formando
una organizacién supraoperonica, como ocurre en Acinetobacter baylyi ADP1 (Young
et al.,, 2005). Igualmente, los genes para la degradacién anaerobia de compuestos
aromaticos se encuentran con frecuencia agrupados en operones, que en algunos
casos forman también organizaciones supraoperonicas (Carmona et al., 2009). Esto
se observa al analizar la secuencia de algunos genomas de cepas degradadoras
anaerobias, como R. pallustris (Egland et al., 1997), y en algunos casos estas
agrupaciones se concentran en determinadas regiones formando islas catabdlicas de
gran tamafio (300 Kb), como en G. metallireducens (Butler et al., 2007). Sin embargo
en otros casos, las agrupaciones génicas involucradas en la degradacion de estos
compuestos aromaticos se encuentran dispersas en el cromosoma, como por ejemplo
en Azoarcus sp EbN1 (Rabus et al., 2005) y M. magnetotacticum AMB-1 (Matsunaga
et al., 2005).
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En A. anaerobius, una B-proteobacteria aislada de lodos activos capaz de
degradar resorcinol hasta CO, y agua, la ruta de degradacion implica la hidroxilacién
de resorcinol hasta HHQ, que es posteriormente oxidada hasta HBQ. Ambas
actividades estan asociadas a la membrana (Philipp and Schink, 1998). En trabajos
anteriores, se aisl6 de una genoteca de la cepa un cosmido que contenia todos los
genes para la degradacion de resorcinol agrupados en una region de 29,88 kb.
Mediante similitud de secuencia con otras enzimas conocidas y gracias a la obtencion
de una serie de mutantes esenciales, se identificaron los principales genes implicados
en la degradacién anaerobia de resorcinol (Darley et al., 2007). El primer objetivo de

esta tesis fue analizar la regulacion de la expresién de estos genes.

Para determinar las unidades transcripcionales en que se organizaban estos
genes, se llevé a cabo un andlisis de co-expresién de genes mediante ensayos de RT-
PCR (Figura 21). Segun los resultados obtenidos, pudimos definir cuatro unidades

transcripcionales:

El operon I, inducible por la presencia de resorcinol, lo formarian los genes
para el complejo resorcinol hidroxilasa (rhLS) ademéas de orf4, orf5 y orf6, que en
principio no parecen jugar un papel importante en la degradacion de resorcinol, ya que
un mutante en orf5 no era esencial para la degradacion de resorcinol (Darley et al.,
2007). Sin embargo, el hecho de que estos genes se induzcan por resorcinol implica
gue deben jugar algun papel en la degradacion, aunque hasta el momento no se ha

determinado.

El operdn 1l sblo se expresa en presencia de resorcinol y estaria constituido
por los genes para el complejo hidroxibenzoquinona deshidrogenasa, bqdhLSM, que
participa en la rotura de la HBQ hasta acetato y malato. Ademas incluiria el gen para el

regulador redR1, cuya expresion dependeria por tanto de la presencia del sustrato.

El operén Il lo formarian la orf8, orf9 y orfl0, y también se induce por
resorcinol. La ORF8 presenta homologia con proteinas de la familia de las
tiorredoxinas, que se caracterizan por la presencia de dos cisteinas vecinas formando
un motivo CXXC en el extremo N-terminal (Amegbey et al.,, 2003). Estas proteinas
participan en el control del estado redox de la célula y actian como antioxidantes,
facilitando la reduccion de otras proteinas a través de un intercambio tiol-disulfuro en
la cisteina. El producto de orf8 se induce en presencia de resorcinol, por lo que es
probable su implicacién en la degradacién de este compuesto. El producto de orf9
guarda homologia con proteinas transportadoras de la superfamilia MFS (Major

Eacilitator Superfamily); como los deméas miembros de la familia, es una proteina de
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gran tamafo (411 aminoacidos) formada por 12 alfa-hélices transmembrana
conectadas por bucles hidrofilicos. Estas proteinas facilitan el transporte de una gran
variedad de sustratos a través de la membrana utilizando el potencial electroquimico
del sustrato transportado, y tienen tres posibles mecanismos de accion: como
uniporter, simporter o antiporter (Law et al., 2008). Dentro de esta familia, los que
transportan acidos aromaticos son de tipo simporter y pertenecen a la familia AAHS
(Aromatic Acid:H* Symporter) (Pao et al., 1998; Saier et al., 1999). La ORF9, por tanto,
podria participar en el transporte de resorcinol al interior de la célula (Hellstern,
2005).EIl producto del ultimo gen de este operdn, orfl0, presenta un 46% de identidad
con la ORF21 del cluster de genes para la degradaciéon de 3,5-DHB de T. aromatica
AR-1 identificado en este trabajo. Aunque un mutante en el producto de orfl0 no
resultd ser esencial para la degradacién de resorcinol (Darley et al.,, 2007), una
mutacién en la orf21 de T. aromatica AR-1 si resultd esencial para la degradacion de
3,5-DHB (Figura 53, Capitulo II). Ambos genes se inducen por la presencia del
sustrato respectivo, lo que los hace fuertes candidatos a participar en su degradacion.
Pertenecen a la familia CobW, y conservan un dominio GTPasa en el extremo N-
terminal, que también se ha encontrado en algunas proteinas como UreG de M.
tuberculosis, que funciona como chaperona en la activacion de la ureasa por la
insercion de niquel en su centro activo (Zambelli et al., 2007). Existe un sistema de
transporte de proteinas a la membrana denominado Tat (twin-arginina translocation)
(Sargent, 2007) por el que se transportan algunas proteinas de membrana con dos
argininas contiguas (RR) en su extremo amino terminal, motivo que también se
encuentra en RhL y DbhL (Figura 41). Esta secuencia actia generalmente como una
sefial que es reconocida por chaperonas que van a participar en su maduracion y
ensamblaje en la membrana. Un de los ejemplos mejor estudiado es TorD de E. coli,
con actividad GTPasa, que actia como una chaperona que coordina la maduracién y
exportacion al periplasma de la enzima respiratoria trimetilamina N-oxido reductasa
(TorA) (Méjean et al., 1994). Trabajos recientes demuestran que TorD actia como una
plataforma donde tienen lugar los ultimos pasos en la biosintesis del cofactor
molibdeno y su insercion en el sitio catalitico de la apoproteina. TorD interacciona con
MobA, enzima que cataliza la conversén de MoMPT (molibdeno-molibdopterina) hasta
MGD (molibdopterina guanina dinucleétido), provocando la unién de molibdeno a TorA,
y por tanto su maduracién (Genest et al., 2008; Genest et al., 2009). La hidrélisis de
GTP a menudo es necesaria para regular procesos donde varias proteinas pueden
funcionar coordinadamente (Bernstein et al., 1989), y la maduracion de TorA es un
proceso complejo que requiere la coordinacion de dos funciones distintas de TorD: en

el ensamblaje de TorA y en la interaccion de proteinas para la unién de molibdeno.
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Esto sugiere que ORF10 de A. anaerobius y ORF21 de T. aromatica, que conservan el
dominio de actividad GTPasa y un sitio de unidon a metal (Figura 48), podrian actuar
como chaperonas uniendo molibdeno al complejo resorcinol hidroxilasa (RhLS) o 3,5-
DHB hidroxilasa (DbhLS), respectivamente, y participar en el ensamblaje y maduracion
de las proteinas y en su asociacion a la membrana. Hay que destacar que RhLS y
DbhLS, pese a localizarse en la fraccion de proteinas asociadas a membrana (Gallus
and Schink, 1998; Philipp and Schink, 1998), no presentan en su secuencia hélices

transmembrana predecibles, ni sefiales de exportacion o insercion en la membrana.

El operon IV, que se induce en presencia de resorcinol, esta formado por orfl2,
btdhL, btdhS, cup, orf13 y orf14. Los genes btdhLS son esenciales para la degradacion
de resorcinol y codifican el complejo HHQ deshidrogenasa (Darley et al., 2007).
Ademés, hemos reanotado la regiébn comprendida entre btdhS y orfl3 y se ha
identificado una orf adicional entre las posiciones 25172 y 24807, cuyo producto
presenta homologia con proteinas de la familia de las cupinas. Estas proteinas estan
asociadas a multiples funciones en la célula y conservan los residuos de union a
metales, por lo que su funcién podria ser la de transportar el metal para su unién a la
enzima diana (Dunwell et al., 2004). El producto de orf13, esencial en la degradacién
de resorcinol, tiene una gran similitud con aminopeptidasas de la familia M24 y es
esencial para la degradacién de resorcinol en A. anaerobius (Darley et al., 2007).
Estas proteinas son esenciales en la maduracion de enzimas, por lo que Darley y
colaboradores (2007) proponen que ORF13 interviene en la maduracion de las
enzimas para la degradacion de resorcinol en A. anaerobius. En T. aromética AR-1 se
ha encontrado otro gen, orf12, cuyo producto presenta una identidad del 93% con la
ORF13 de A. anaerobius, por lo que también proponemos que puede intervenir en la
maduracion de las enzimas de la ruta de degradacion de 3,5-DHB. En muchos casos,
la peptidasas de la familia M24 incluyen metales en su centro activo, por lo que es
posible que las cupinas, codificadas por genes cercanos en ambas cepas, fuesen las
transportadoras del metal correspondiente. El producto de orfl4, también esencial en
la degradaciébn de resorcinol, muestra una alta similitud con NADH-flavin
oxidorreductasas de a- y p-proteobacterias, y se ha sugerido que esta proteina podria
intervenir en la cadena de transporte de electrones usando NAD(P)H como donador
(Darley et al., 2007). Formando parte del mismo operdn esté orfl2 cuyo producto tiene
una identidad del 69% con el producto de orf20 de la ruta de degradacion de 3,5-DHB
de T. aromatica AR-1. En ambos casos su expresion se induce en presencia del
sustrato y, aunque en A. anaerobius una mutacién en orfl2 no era esencial en la

degradacion de resorcinol (Darley et al., 2007), en T. aromatica AR-1 una mutacion en
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la orf20 si resulté esencial, por lo que es probable la implicacion de ORF12 en la
degradacion de resorcinol. El producto de orfl2, que tiene similitud con proteinas
pertenecientes a la familia aldehido deshidrogenasa (ALDHs) (Jackson et al., 2011),
una superfamilia de enzimas multiméricas que catalizan la oxidacion de una amplia
gama de aldehidos a sus correspondientes acidos carboxilicos con la reduccion de un
cofactor NAD(P) a NAD(P)H. En la degradacion de HBQ se detectan como productos
finales acetato y malato; este Ultimo desaparece simultaneamente a la aparicion de
succinato, lo que indica que el malato es el producto primario de la degradacion
(Hellstern, 2005). Se ha propuesto que la degradacion de HBQ hasta acetato y malato
implicaria la generacion de intermediarios aldehido y/o cetona tras la rotura del anillo
(Hellstern, 2005). Por tanto, proponemos que ORF12 podria intervenir en estas
reacciones que transforman un precursor aldehido en su correspondiente acido
carboxilico y que tendria lugar después de la rotura del anillo hasta acetato y malato.
En la figura 70 se presenta un esquema de los principales pasos implicados en la

degradacién de resorcinol.
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Figura 70 . Principales pasos enzimaticos implicados en la ruta de degradacion de resorcinol. El complejo
resorcinol hidroxilasa (RhLS, verde) e HHQ deshidrogenasa (BtdhLS, morado) se encuentran asociados a
la membrana. La ORF9 (Mulder et al.) en la membrana es el transportador que facilitaria la entrada de
resorcinol en la célula y la ORF10 (Mulder et al.) intervendria en la unién de molibdeno y ensamblaje de
las proteinas en la membrana. El complejo HBQ deshidrogenasa (BqdhLSM, turquesa) interviene en la
rotura de la HBQ, y ORF12 (morado) podria participar en los sucesivos pasos hasta dar acetato y malato.
Arriba se representan los genes implicados en la degradacion de resorcinol, cuyos colores se
corresponden con los de las proteinas abajo identificadas (Modificada a partir de Schink 2007, sin
publicar).
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Ademas de estos cuatro operones inducibles, hemos encontrado que algunos
genes se transcriben en ausencia de resorcinol, como orf5-orf6, orfl1l-orfl2, y cup-
orf13-orfl4 (Figura 21). Aunque mediante RT-PCR no hemos podido observar
expresion constitutiva de redR2, es de esperar un nivel de expresion basal minimo en
la célula, que garantice la presencia de esta proteina reguladora para su activacioén por
el inductor (ver mas adelante). De igual forma, es muy probable que la expresion
constitutiva que se observa para los genes orf5 y orf6 también incluya a rhL y rhS, ya
gue si se ha podido observar expresion constitutiva desde el promotor Py, » mediante
extension a partir de cebador (Figura 22). De esta forma, el operén | constituido por los
genes rhL, rhS, orf5 y orf6é tendrian niveles de expresion basales dependientes de Py 2,
no detectables por RT-PCR en el caso de rhLS, que se activarian en presencia de

resorcinol desde el promotor P, ; dependiente de foxad

Los resultados obtenidos en este trabajo no coinciden con la propuesta teérica
inicial de organizacion en tres operones (Darley et al., 2007). Como podemos ver,
cada uno de los pasos en la degradacion de resorcinol se lleva a cabo por enzimas
codificadas en diferentes unidades transcripcionales. La resorcinol hidroxilasa (rhLS)
gque cataliza el primer paso de la ruta se encuentra formando parte del operon |, la
HHQ deshidrogenasa (btdhLS) del operon 1V y la HBQ deshidrogenasa forma parte del
operon I, junto con el regulador RedR1. El regulador RedR2 se transcribe en un
operén independiente, aunque no hemos podido determinar si se transcribe
individualmente o junto con genes adicionales situados corriente arriba, ya que es el

ultimo gen detectado en el cdsmido R".

Es frecuente encontrar en bacterias que los genes de una ruta de degradacién
estén organizados en diferentes unidades transcripcionales. Es el caso de la ruta de
degradacion anaerobia de benzoato de R. palustris, donde todos los genes estan
contiguos en el cromosoma, pero se organizan en cinco unidades transcripcionales:
badDEFGAB, badHI-aliBA-badK, badC, badR y badM (Egland et al., 1997; Egland and
Harwood, 1999; Pelletier and Harwood, 2000; Peres and Harwood, 2006). Esto no
siempre es asi, ya que en muchos casos los genes de degradacion de compuestos
aromaticos se encuentran en su mayoria formando una Unica unidad transcripcional.
Esto ocurre en Azoarcus sp. CIB, donde los gene de degradacion de benzoato se
disponen formando un Unico operén inducible, bzdNOPQMSTUVWXYZA, y formando
parte de otra unidad transcripcional estaria el gen regulador bzdR (Lépez Barragan et
al., 2004b). En T. aromatica los genes para la degradacién anaerébica del benzoato
también se encuentran formando una Unica unidad transcripcional, a excepcion del

gen que codifica para la benzoato-CoA ligasa, que se encuentra formando parte del
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cluster para la degradacion aerdbica del benzoato (Breese et al., 1998; Schiihle et al.,
2003).

Una vez definida la organizacion transcripcional, se localizé el punto de inicio
de la transcripcion de los operones implicados en los pasos principales de la ruta: Py,
para el primer paso, operon |, Pyn para el tercer paso, operon Il 'y Posa para el
segundo paso, operon IV (Figuras 22, 23 y 24). El analisis de la secuencia aguas
arriba del punto de inicio de la transcripcién nos permitié confirmar que se trataba de
promotores dependientes de ¢*. En los promotores dependientes de ¢**, la ARN
polimerasa unida al factor 6> (E 6°*) reconoce las secuencias -12 y -24, pero para que
se produzca la formacion del complejo abierto, y por tanto el inicio de la transcripcion,
requieren una activacion especifica que se lleva a cabo gracias a la accion de unas
proteinas activadoras denominados EBPs (Enhancer Binding Protein), que hidrolizan
ATP, transfiriendo a la holoenzima la energia necesaria para la formacion del complejo
abierto. Estas proteinas reconocen secuencias repetidas e invertidas que se sitdan
corriente arriba del punto de inicio de la transcripcion (UAS) y que gracias al
plegamiento del ADN favorecido por la accién de la proteina IHF contactan con la
holoenzima para la formacion del complejo abierto e inicio de la transcripcion (Figura
15) (Morett and Buck, 1989; Thony and Hennecke, 1989; Wigneshweraraj et al., 2008).
Los tres promotores dependientes de ¢™* detectados en el cosmido R* son homdlogos
entre si: la secuencia de reconocimiento de ¢

consenso de unién del factor 6** (Figura 25) (GGCAC-Ns-TTGC) (Taylor et al., 1996;

Burrows et al., 2003). Se han detectado repeticiones invertidas que serian los posibles

conserva ampliamente el motivo

sitios de unidn de la proteina activadora (UAS) (Figura 27), aungue se han encontrado
repeticiones invertidas adicionales que podrian constituir sitios de unién alternativos a
los que proponemos. Igualmente, se conserva la posicion de un posible sitio de union
de la proteina IHF (Figura 26) (Friedman, 1988), que permitiria el plegamiento de la
molécula de ADN, necesario para la interaccion de la proteina reguladora con la ARN
polimerasa. La existencia de todas estas similitudes entre los tres promotores nos
hace pensar que funcionan con mecanismos semejantes y que la proteina reguladora

que reconoce los tres promotores es la misma.

En la secuencia del c6smido R* de A. anaerobius se encuentran dos genes,
redR1 y redR2, con homologia a reguladores transcripcionales pertenecientes a la
familia NtrC de activadores de promotores dependientes de ¢ (Darley et al., 2007).
Los reguladores RedR1 y RedR2 son practicamente idénticos en secuencia, y solo se
diferencian en los 7 primeros residuos de la proteina en el extremo N-terminal y 9

residuos que se localizan en el dominio HTH de unién al ADN en el extremo C-terminal.
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Ademds, hay un cambio de lle a Thr en el dominio sensor. Para determinar qué
regulador era el responsable de la transcripcion de cada uno de los promotores se
hicieron ensayos de extension de cebador utilizando el cosmido R* silvestre y mutado
en uno un otro gen regulador. En un fondo genético redR1 no se alteraba la
transcripcion desde los tres promotores principales; sin embargo, al mutar redR2, sélo
se observo transcripcion desde el promotor constitutivo Py, (Figura 31, 32 y 33). De
esta forma pudimos concluir que RedR2 era el regulador principal de la ruta,
responsable de la transcripcion desde los tres promotores. Sin embargo, ensayos con
fusiones transcripcionales de dos de los tres promotores en un huésped heterélogo
llevados a cabo con posterioridad en nuestro laboratorio, han puesto de manifiesto que
la proteina RedR1 a la que se le ha delecionado el dominio N-terminal responsable de
detectar la sefial activadora, es capa de activar de forma constitutiva a Ppgan. Y Porfia
(resultados no mostrados). Este resultado parece indicar la existencia de mecanismos

de regulacion adicionales que tendran que ser analizados en el futuro.

Hemos determinado mediante RT-PCR y extension a partir de cebador que los
genes que participan en la degradacién de resorcinol se inducen cuando A. anaerobius
crece en presencia de este sustrato, lo que parece indicar que la activacién de la ruta
implica la interaccion del regulador con un efector, que podria ser el resorcinol o
alguno de los compuestos intermedios en su metabolismo. Para analizar este extremo,
se comparo la expresion de los tres promotores en fondos genéticos con cada uno de
los pasos de la ruta mutados. De esta forma, pudimos observar que en Azoarcus sp.
CIB portando el césmido R* mutado en el primer paso de la ruta (Mut_rhL) no habia
transcripcién desde ninguno de los promotores, por lo que descartamos al resorcinol
como inductor de la ruta. Sin embargo, la misma cepa con el césmido R" mutado en
btdhS, segundo paso de la ruta (Mut_13), que debe acumular HHQ, presentaba
mayores niveles de induccién tanto en presencia como en ausencia del sustrato. Por
otro lado, un mutante en el tercer paso de la ruta, bqdhS (Mut_53), presentaba
expresion inducible desde los tres promotores, aunque a niveles inferiores. Esto podria
ser debido a una acumulacién transitoria de HHQ, que es metabolizada hasta HBQ.
Estos resultados apuntaban a la HHQ como efector de RedR2 para la activacion de los
tres promotores. Sin embargo, A. anaerobius y T. aromatica AR-1 no fueron capaces
de crecer empleando este sustrato como Unica fuente de carbono (datos no
mostrados). Pudimos comprobar que este compuesto tiene un efecto téxico sobre
estos organismos, ya que a bajas concentraciones (0,5 mM), impedia el crecimiento
de cultivos suplementados con succinato como fuente de carbono (datos no

mostrados).
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Son muchos los reguladores pertenecientes a la familia NtrC que se activan por
interaccion directa con un efector. Dos ejemplos muy estudiados son DmpR de
Pseudomonas sp., que regula la ruta de degradacion aerobia de fenol y se activa por
un amplio espectro de compuestos fendlicos, incluyendo algunos que no son sustrato
de su catabolismo (Pavel et al., 1994; Shingler and Moore, 1994), y XyIR del plasmido
TOL de P. putida mt2, que se activa por compuestos aromaticos con una amplia
variedad de sustituyentes (Marqués and Ramos, 1993; Ramos et al., 1997). Ademas
de los sustratos de la ruta upper del plasmido TOL, que codifica los enzimas para la
oxidacion de tolueno y xilenos hasta benzoatos, otros carbohidratos que no son
metabolizados por ésta pueden actuar de efectores y activar a XyIR (Abril et al., 1989;
Galvao and de Lorenzo, 2006). Esto es debido a que el dominio sensor de estas
proteinas es capaz de reconocer compuestos de estructura semejante al sustrato de la
ruta. En nuestro caso no fue posible ensayar directamente el efecto de la HHQ sobre
la induccion de la ruta por la mencionada toxicidad para las células. Por ese motivo,
decidimos probar distintos analogos estructurales a la HHQ, tales como el catecol (con
dos grupos hidroxilo adyacentes) y el protocatecuato (con dos grupos hidroxilo
enfrentados) como posibles efectores de RedR2, pero en ambos casos obtuvimos

resultados negativos (Figura 36).

Uno de los resultados mas interesantes de esta tesis fue observar que
Azoarcus sp. CIB portando el césmido R* mutado en la subunidad btdhS (Mut_13)
presentaba expresion constitutiva desde los tres promotores estudiados (P, Pogant Y
Pori14), Y que el punto de inicio de la transcripcién coincidia con el dependiente de ¢
inducido por resorcinol en la cepa silvestre. Esto sugiere que en la estirpe silvestre el
gen debe tener una expresion basal constitutiva, y que la presencia de BtdhS reprime
la transcripcion hasta que haya una induccion especifica por el sustrato HHQ. Por
tanto es necesario que btdhS se exprese de forma constitutiva. Aunque no hemos
detectado expresion constitutiva de btdhS mediante RT-PCR, si se ha detectado para
los genes orfll, orfl2, cup, orfl3 y orfl4; por lo que no podemos descartar la
existencia de un transcrito de expresion constitutiva que se extienda desde orf14 hasta
orfll, incluyendo btdhS (Figura 21).

El producto de btdhS codifica una proteina de 135 aminoacidos con cuatro
dominios transmembrana, que guarda una gran homologia con DoxD de la archeae
Acidianus ambivalens, que presenta actividad thiosulfato-quinona oxidorreductasa
(TQO) (Mdller et al., 2004). DoxD es un complejo integral de membrana que participa
en la oxidacién de sulfuro y utiliza quinonas como aceptores de electrones. BtdhS

junto con BtdhL forman el complejo HHQ deshidrogenasa, responsable de la oxidacion
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de HHQ hasta HBQ (Philipp and Schink, 1998; Darley et al., 2007). Es probable que en
este proceso, los electrones se transfieran a través de BtdhS a la cadena de transporte
de electrones, por lo que esta proteina oscilaria entre los estados oxidado y reducido,
que estaria reducida cuando A. anaerobius crece en presencia de resorcinol. Sin
embargo, cuando crece en presencia de un sustrato que no utiliza esta via, BtdhS
estard siempre en estado oxidado, y puede ser en estas condiciones cuando ejerza su
efecto represor, directa o indirectamente, sobre la expresion de los promotores (Figura
71). Considerando su secuencia de aminoacidos y la prediccién de su localizacion
como proteina integral de membrana, se puede descartar un papel directo de BtdhS a

nivel de DNA en la activacién de la transcripcion.

BtdhS-ox BtdhL-red HHQ
?
BtdhS-red BtdhL-ox HBQ
Figura 71. Esquema que muestra la transferencia de electrones en la oxidacién de HHQ hasta HBQ

mediada por BtdhLS. Las proteinas BtdhL y BtdhS oscilan entre su estado oxidado (ox) y reducido (red).
Con una interrogacion (?) se representa al aceptor de electrones desconocido de la membrana.

Se han descrito otros casos en los que el estado redox de la célula puede
actuar regulando la expresion génica. En la biodegradacion de la tetralina por
Sphingomonas macrogolitabida se ha observado que el regulador de la ruta, ThnR,
gue pertenece a la familia de LysR, se induce por tetralina pero ademas esta sometido
a un nivel superior de regulacion; se ha observado que el estado reducido de ThnY,
una proteina con homologia con el componente ferredoxina reductasa de las
dioginenasas, inhibe la expresion de los genes thn para la degradacion de tetralina
(Martinez-Perez et al., 2004). Cuando se bloquea el transporte de electrones hacia la
dioxigenasa, que en estado reducido va a catalizar el primer paso en la degradacién
de tetralina, se inhibe la expresion de los genes thn mediada por el regulador principal
ThnR (Martinez-Perez et al., 2007). De esta manera se controla que aunque el
inductor esté presente en el medio, sb6lo se produce la activacion de los genes cuando
de verdad es posible que se lleve a cabo la degradacion de la tetralina. Aunque en A.

anaerobius el regulador RedR2 pertenece a la familia NtrC, el fenotipo observado es
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similar: ademas de responder a una activacion por el inductor (HHQ), el regulador esta
también sometido a un nivel superior de control que conecta los niveles de expresion

de la ruta con el estado de oxido-reduccion de la célula.

Existe otro ejemplo muy bien estudiado, en el que una proteina asociada a la
membrana (PspA) ejerce un efecto represor sobre un regulador de la familia NtrC
(PspF). Es el caso del sistema de respuesta a Psp (Phage Shock Protein) estudiado
en profundidad en E. coli y Yersinia enterocolitica. En este sistema, PSpA puede unirse
a PspF formando un complejo que inhibe la actividad ATPasa del activador, que en
estas condiciones es incapaz de activar la transcripcion..Sin embargo cuando PspA, a
través de otras proteinas de membrana (PspBC), detecta una sefial de estrés en la
membrana, se libera el complejo inhibitorio PspA-PspF, lo que pone en marcha la

transcripcion regulada por PspF de los genes del regulon (Joly et al., 2010).

Tanto RedR1 como RedR2 contienen un domino PAS, presente en muchas
proteinas implicadas en sefalizacién, cuya funcion es detectar sefiales ambientales,
como por ejemplo tensiéon de oxigeno o potencial redox (Mdglich et al., 2009). La
actividad de otra proteina de la familia NtrC, NifA de Azotobacter vinelandii, esta
controlada por la proteina NifL, que responde a cambios en los niveles de oxigeno en
la célula. Los genes nif son responsables de la sintesis y regulaciéon de la actividad
nitrogenasa en distintas bacterias fijadoras de nitrdgeno. NifL contiene dos dominios
PAS en tdndem: el dominio PAS1, que contiene el cofactor FAD, capaz de detectar el
potencial redox de la célula, y el dominio PAS2, que no une cofactor y cuya funcion es
desconocida (Hill et al., 1996; Macheroux et al., 1998). El siguiente modelo explica el
mecanismo de accion de NifL: en presencia de oxigeno, el FAD del dominio PAS1 es
facilmente oxidado, lo que provoca cambios estructurales en las laminas beta del
dominio PAS1 que se propagan rapidamente, provocando cambios en la estructura
cuaternaria del dominio PAS2 y generando una reorganizacion de los demas dominios
de NifL. Esto modifica su afinidad por NifA, permitiendo su interaccion con ella y
provocando su inactivacion, impidiéndose de esta forma la transcripcion de los genes

nif en presencia de oxigeno (Key et al., 2007; Slavny et al., 2010; Little et al., 2011).

Parece por tanto que es habitual que reguladores de la familia de NtrC
respondan a sefales multiples del entorno, dando lugar a distintas posibilidades de
control. Actualmente no podemos definir qué tipo de mecanismos adicionales
subyacen en la regulacion mediada por RedR2 y RedR1. Sin embargo, el conjunto de
nuestros resultados nos permite proponer el siguiente modelo de regulacién de la ruta
de degradacion de resorcinol en A. anaerobius (Figura 72): en ausencia de resorcinol,

se esta produciendo el complejo resorcinol hidroxilasa (RhLS) gracias a la expresion
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desde el promotor constitutivo Py,», de manera que cuando A. anaerobius detecta la
presencia de resorcinol, éste es inmediatamente metabolizado hasta HHQ, el inductor
de la ruta que se va a unir a RedR2 (que debe tener una expresion basal), provocando
su activacion. La forma activa de este regulador es la responsable de la transcripcion a
partir de los tres promotores que ponen en marcha la ruta de degradacion. El
regulador RedR1 so6lo aparece cuando se ha activado RedR2, ya que su transcripcion

se produce a partir del promotor dependiente de ™ PoqdnL-

resorcinol HHO HBQ
OH [e]}
OH
HOOC.
- 5 j\ L
oH OH  BudhLS oH Hooe”Son  CooH

OH

.
-7 RedR2

e RedR2
4 activo

inactivo

A
A |
! 1
1
Btdh !
1
! PriL qudhL orf14
rhLS-orf6orf5orf4 badhLSM-redR1 redR2

orfl4orf13cup-btdhLS

Figura. 72. Modelo de regulacién en la degradacién de resorcinol en A. anaerobius. Por colores se
representan los principales operones implicados en la degradacién de resorcinol; el operén | (verde) que
contiene los genes que codifican el complejo resorcinol hidroxilasa, el operén Il (turquesa) con los genes
para el complejo HBQ deshidrogenasa y RedR1, el operon IV (morado) contiene los genes para el
complejo HHQ deshidrogenasa, y RedR2 en un operén independiente (naranja). En ausencia de sustrato,
los niveles basales de sintesis (flechas discontinuas) producen RedR2 inactivo y el complejo resorcinol
hidroxilasa. Cuando el resorcinol entra en la célula, éste es metabolizado por la resorcinol hidroxilasa
hasta dar HHQ, que se va a unir a RedR2 para dar su forma activa, que es la responsable de activar
(flechas continuas) la transcripcion dependiente de o™ desde los promotores Pihi1, Pogant Y Porfia. De esta
forma se sintetizan todas las enzimas para la degradacion del resorcinol y el regulador RedR1, que podria
participar en la activacion de los promotores PbqdhL y Porfl4 en alguna circunstancia. Por su parte, la
proteina de membrana BtdhS inhibiria de alguna manera la actividad del (de los) regulador(es).

Segun este modelo RedR2 es el regulador principal y responsable de la
transcripcion desde los tres promotores dependiente de ¢>*. Queda aln por descifrar

el por qué de la existencia de dos reguladores practicamente idénticos, cuando so6lo
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uno de ellos parece ser el responsable de la activacion de los tres promotores. Por
otra parte, es necesario conocer qué regulador es el responsable de la expresion
constitutiva observada en ausencia de la proteina BtdhS, qué sefal es la que se

percibe por esta proteina, y cual es el mecanismo por el que se transfiere al regulador.

2. Deteccion e identificacion de los genes involucrados en la degradacion de a-

resorcilato (3,5-dihidroxibenzoato) en  T. aromatica AR-1

T. aromatica AR-1 es una B-proteobacteria anaerobia facultativa capaz de
crecer con 3,5-DHB como Unica fuente de carbono y nitrato como aceptor de
electrones (Gallus et al., 1997). En esta cepa la degradacion de 3,5-DHB ocurre via
oxidativa y descarboxilativa hasta HHQ, de tal forma que el 3,5-DHB se convierte en
HHQ por una hidroxilacién seguida de una descarboxilacién (Gallus and Schink, 1998).
Este tipo de reaccion, y la formacion del intermediario HHQ, es comdn a la ruta de
degradacion de resorcinol en A. anaerobius, bien caracterizada a nivel bioquimico y
genético (Darley et al., 2007). Esta homologia nos permitié proponer el funcionamiento
de rutas enzimaticas semejantes de degradacion de aromaticos hidroxilados en ambas
cepas. Se conoce con bastante detalle la ruta bioquimica para la degradacion de 3,5-
DHB, pero al inicio de esta tesis careciamos de informacién sobre los genes que
participaban en ella. Este fue uno de los principales objetivos planteados en este

trabajo: identificar y caracterizar los genes implicados en la degradacion de 3,5-DHB.

El uso de sondas para los genes de degradacion de resorcinol de A.
anaerobius en condiciones relajadas nos permitié detectar en el cromosoma de T.
aromatica AR-1 la presencia de genes homologos a los genes de degradacion de
resorcinol. Estas sondas se emplearon para el rastreo de una genoteca de la cepa, de
la que se seleccionaron una serie de césmidos positivos. La secuenciacion individual y
masiva de un grupo de césmidos dio como resultado una secuencia completa de
33905 pb con un total de 25 marcos abiertos de lectura. La asignacion inicial de
funciones de las ORFs se hizo por comparacion con secuencias disponibles en
distintas bases de datos de GenBank (Tabla 13), lo que nos permitié proponer algunas
funciones. Por otra parte, la obtencién y analisis fenotipico de mutantes determiné qué
genes eran esenciales para el crecimiento en 3,5-DHB, y por tanto firmes candidatos a

participar en la degradacion de este compuesto.

En este trabajo no ha sido posible obtener un Gnico césmido que portara todos

los genes para la degradacion de 3,5-DHB. Probablemente una de las causas sea el
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limite de empaquetamiento en fago, que sélo permite un empaquetamiento de ADN
recombinante de entre 47 y 51 kb, lo que implica insertos de cromosoma de 26 a 30
Kb. En nuestro caso, entre el primer gen de la agrupacion involucrado en la
degradacion de 3,5-DHB (dbhL) y el ultimo gen detectado en el extremo opuesto hay
aproximadamente 27 kb, un tamafio muy proximo al limite de fragmento empaquetado.
En la secuencia analizada de T. aromatica AR-1 encontramos adyacentes al primer
gen de degradacion de 3,5-DHB las orf5 y orf6, que son homélogas a los genes korA'y
korB de T. aromatica K172 y MZ1T que codifican las subunidades a y f
respectivamente de la enzima KGOR (2-oxoglutarato ferredoxin oxidorreductasa),
responsable de regenerar la ferredoxina reducida necesaria en el primer paso del
catabolismo del benzoil-CoA (Reams and Neidle, 2004). En T. aromatica K172 los
genes que codifican la KGOR se encuentran adyacentes al operén bad para la
degradaciéon de benzoato, igual que ocurre en M. magnetotacticum MS-1 (Lopez
Barragan et al., 2004a), Magnetospirillum sp. TS-6 (Shinoda et al.,, 2005) y M.
magnetotacticum AMB-1. Sin embargo, en la region cromosémica secuenciada de T.
aromatica AR-1 no se han encontrado genes para la degradacion del benzoato aguas
arriba de korAB, como ocurre en T. aromatica K172. Aguas arriba encontramos una
proteina reguladora de la familia de LysR y aguas abajo los genes para la 3,5-DHB
hidroxilasa (dbhLS), que cataliza el primer paso en la degradacién del 3,5-DHB. Es
llamativo que los genes korAB aparezcan adyacentes a la ruta de degradacion de 3,5-
DHB, ya que en la degradacién de este sustrato no interviene la ferredoxina y tampoco
se ha encontrado ningn gen homadlogo en el cluster de genes de T. aromatica AR-1.
En T. aromatica MZ1T, la Unica estirpe de T. aromatica secuenciada hasta la fecha,
aguas arriba de korAB se encuentran los genes para la degradacién del benzoato
(operén bad) y aguas abajo otros genes entre los que se encuentran numerosas
oxidorreductasas (GenBank CP001281). En Azoarcus sp. CIB, adyacente a los genes
mbd que participan en la ruta central del 3-metilbenzoil-CoA, necesaria para la
degradacion anaerdbica de 3MBz y m-xileno, también se han encontrado los genes
korA y korB junto a una ferredoxina (MbdM) (Fernandez-Juarez, 2011), que en esta
ruta se encargan de regenerar el poder reductor para la 3-metilbenzoil-CoA reductasa.
No siempre se han encontrado los genes del sistema KGOR asociados a los genes de
degradacion del benzoato. En Aromatoleum aromaticum EbN1 se ha encontrado
korAB en otra regién del cromosoma, lejos de los genes para la degradacion del
benzoato (Rabus et al.,, 2005). En T. aromatica AR-1 korA y korB se expresan
constitutivamente, de forma independiente a la presencia de 3,5-DHB y formando una
unidad transcripcional, lo que hace pensar que no participan en la degradacién de este

compuesto. T. aromatica AR-1, al igual que la cepa K172, es capaz de utilizar
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anaerobicamente benzoato como fuente de carbono (Philipp and Schink, 2000). Sin
embargo, en nuestro analisis no hemos encontrado los genes del operdén bad
adyacentes a korAB. El tamafio de la region analizada no nos permite descartar la
presencia de estos genes en regiones cercanas a las secuenciadas. Por otra parte, es
posible que en el cromosoma de esta cepa se hayan producido procesos de
reorganizacion génica e incluso procesos de duplicacion, que hayan provocado que
los genes korAB se encuentren en un contexto genético tan diferente al de las otras
cepas de T. aromatica. Estos mecanismos se consideran una de las principales
fuerzas evolutivas en la evolucion vertical de las islas catabdlicas (Reams and Neidle,
2004; Young et al., 2005).

Como resultado adicional de la pirosecuenciacion de los césmidos de la
genoteca de T. aromatica AR-1 se obtuvo un contig (C18) de 13,3 kb que contenia los
genes gue codifican para la nitrato y la nitrito reductasa con una gran homologia a los
de la cepa MZ1T (86% de identidad). Pese a no haber podido ensamblar este contig
con la secuencia del cluster de degradacion de 3,5-DHB, la deteccion de estos genes
parece indicar que los genes para la reduccion de nitrato estan muy préximos al
cluster de genes para la degradacion de 3,5-DHB. Otro contig (C37) de 1,6 kb
contenia genes con homologia a transposasas (87% de identidad) de A. aromaticum
EbN1. La deteccién de elemento de insercibn en la proximidad del cluster de
degradacion de 3,5-DHB podria indicar que se trata de un punto caliente donde tienen

lugar procesos de recombinacion y reorganizacion genética.

El andlisis in silico de la secuencia obtenida nos permitio identificar los genes

implicados en los pasos principales de degradacion de 3,5-DHB.

Genes para el primer paso de la ruta, la 3,5-DHB hidroxilasa . La actividad
enzimatica responsable de la oxidacion del 3,5-DHB estd asociada a membrana: el
61,7 % de la actividad 3,5-DHB se localiza en la fraccion de membranas, apareciendo
un compuesto primario no identificado como producto de la reaccion. La formacion
posterior de HHQ por descarboxilacion de este intermediario desconocido requiere de
la fraccidon citoplasmica (Gallus and Schink, 1998; Philipp and Schink, 2000). Esto
indica que la descarboxilacion no es el resultado de una reaccion espontadnea, como
alguna vez se ha propuesto. Las orf7 y orf8 presentaban un 53,7% y un 53% de
identidad, respectivamente, con los genes rhL y rhS, que participan en el primer paso
en la degradacién de resorcinol en A. anaerobius (Darley et al., 2007). Por otra parte,
mutantes en orf7 y orf8 resultaron ser incapaces de degradar 3,5-DHB (Figura 53), y
presentaban niveles de actividad 3,5-DHB hidroxilasa practicamente nulos (Figura 56 y

69). Por tanto proponemos que estos dos genes codifican el complejo 3,5-DHB
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hidroxilasa en T. aromatica AR-1 (dbhLS). Como resultado de la hidroxilacién del 3,5-
DHB se genera un compuesto intermediario, 2,3,5-trihidroxibenzoato (THB) (Gallus
and Schink, 1998), que es descarboxilado hasta HHQ por la accion de alguna(s)
proteina(s) citoplasmica(s). Puesto que esta reaccion no tiene lugar en A. anaerobius,
el candidato para llevar a cabo esta reaccion no debe de estar conservado en el
cluster de degradacién de resorcinol de esta cepa. Entre los genes identificados en T.
aromatica, orfl7 no tiene su homadlogo en A. anaerobius y su producto génico presenta
homologia con a/f hidrolasas que rompen enlaces C-C. Parece por tanto un buen

candidato a codificar la decarboxilasa de THB.

Genes para la HHQ deshidrogenasa . En A. anaerobius la HHQ
deshidrogenasa lleva a cabo una reaccién redox en la cual la HHQ se oxida
paralelamente a la reduccién de nitrato a nitrito. Esta reaccién ocurre en la fraccién de
membranas (Philipp and Schink, 1998). En esta cepa el gen btdhL, anotada como
subunidad grande de la HHQ deshidrogenasa, se agrupa con btdhS, anotado como
subunidad pequefia de la HHQ deshidrogenasa, con un gen para una cupina que
hemos reanotado en esta Tesis Doctoral (Tabla 7), y con el gen orfl3, que presenta
una alta homologia con la aminopeptidasas de la familia M24 (Darley et al., 2007).
Estos cuatro genes estan incluidos en la misma unidad transcripcional (Figura 21). En
T. aromatica AR1 hemos identificamos el gen orfll, cuyo producto presentaba alta
homologia con deshidrogenasas, y que conservaba en el extremo amino un dominio
tipico de unién a NAD®. El producto de este gen presentaba también un 33% de
identidad con la proteina BtdhL de A. anaerobius. Al igual que en A. anaerobius, en T.
aromatica AR1 esta actividad esta asociada a la fraccion de membrana (Philipp and
Schink, 2000), y en su secuencia se predice una hélice transmembrana entre los
residuos 170 y 191 que se conserva también en BtdhL de A. anaerobius. Adyacente a
este gen encontramos orf9 y orf10, cuyos productos presentan homologia estructural
con proteinas de la familia de las cupinas, de funcién desconocida. Finalmente, aguas
abajo de orfll se encuentra orfl12, cuyo producto presenta una identidad del 93 % con
la aminopeptidasa de la familia M24 encontrado en A. anaerobius. Todas estas
caracteristicas convierten a orfl1 en un buen candidato a formar parte del complejo
HHQ deshidrogenasa, el cual probablemente necesite de proteinas accesorias para su
actividad. La funcién de las cupinas no ha sido aclarada, pero debido a su estructura
en forma de copa y a que conservan los residuos que interaccionan con el metal
(Dunwell et al., 2004), estas proteinas son candidatas a participar en la maduracion de
enzimas de la ruta. Las enzimas diana podrian ser DbhLS, que requiere la

incorporacién de molibdeno en algin momento de su maduracion, u ORF12, peptidasa
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que podria a su vez participar en la maduracion de otras enzimas de la ruta, igual que

se ha propuesto para A. anaerobius (Darley et al., 2007).

Genes que participan en la rotura del anillo aromatico: HBQ
deshidrogenasa. Los productos de orfl9, orf22 y orf24 presentan una alta homologia
con la BqdhM, BgdhL y BqdhS de A. anaerobius, es decir, con el complejo HBQ
deshidrogenasa (BqdhLSM). Un mutante en el gen bgdhL resulto ser esencial para la
degradacion de 3,5-DHB, mientras que un mutante en bgqdhM no era esencial; crecia
més lentamente, acumulando un metabolito coloreado que podria ser algun

intermediario de la ruta y que no hemos identificado hasta el momento (Figura 58).

Genes reguladores. Las ORF3 y ORF25 presentan una alta homologia con
reguladores transcripcionales pertenecientes a la familla de LysR. Ambas proteinas se
pueden modelar usando el molde c3fzjC correspondiente a la estructura del regulador
TsaR de Camamonas testosteroni (Monferrer et al., 2008; Monferrer et al., 2010),
proteina con la que presentan una identidad de 29 y 28%, respectivamente. En
principio, hemos descartado la participacién de ORF3 en la regulacién de esta ruta por
su situacion divergente a los genes korAB, que no se inducen por 3,5-DHB. Especial
interés tiene la ORF25, con un 33% de identidad con un regulador transcripcional
perteneciente a la familia LysR de R. eutropha JMP134, y que podria ser el regulador
implicado en la degradacion de 3,5-DHB: hemos observado que se induce por la
presencia de este sustrato (Figura 67) y que se transcribe formando parte de un
operoén independiente (F, figura 60). Ademas, se han identificado en los principales
promotores para la degradacion de 3,5-DHB los elementos tipicos de promotores

regulados por LysR, como veremos més adelante.

Ademas de los genes responsables de los pasos esenciales de la ruta, también
hemos encontrado genes presentes en las dos rutas que comparten una alta
homologia entre si. Aunque en principio no tienen asignada una funcién clara en la
degradacion de resorcinol y 3,5-DHB, son unos firmes candidatos a participar en
etapas claves de ambas rutas. Estos genes son orf20 de T. aromatica AR-1, con un
72 % de identidad con una succinato semialdehido deshidrogenasa de G. lovleyi SZ,
homologo a orfl2 de A. anaerobius que también guarda homologia con esta enzima.
Ambos podrian estar involucrados en los ultimos pasos de la degradacion desde HBQ
hasta acetato y malato, participando en la conversibn de aldehidos en sus
correspondientes acidos carboxilicos. Por otro lado tenemos la orf21, con un 46% de
identidad con orfl0 de A. anaerobius. Estas proteinas podrian participar en la unién
del cofactor de molibdeno y ensamblaje de la molibdoproteina RhLS y DbhLS en la

membrana, probablemente con la ayuda de una chaperona auxiliar. Ademas, hemos
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determinado mediante mutagénesis que estos genes son esenciales para la
degradacion de 3,5-DHB en T. aromatica AR-1, aunque no lo son para la degradacion
de resorcinol en A. anaerobius (Darley et al., 2007). Finalmente, el producto de orf23
de T. aromatica presenta un 73% de identidad con la ORF5 de A. anaerobius, aunque

su funcién es desconocida.

Las orfl3, 14, 15y 16 forman un transportador TRAP (tripartite ATP-indepedent
periplasmic transporters) designado como transportador periplasmico de tres
componentes independiente de ATP (Kelly and Thomas, 2001). El analisis de
secuencias de genomas completos revelan que el sistema TRAP estd muy extendido
en bacterias y arqueas (Kelly and Thomas, 2001), aunque los sustratos especificos y
su funcidn fisiolégica soélo han sido identificados en unos pocos organismos. Tal vez el
ejemplo mejor estudiado de este tipo de transportadores sea el sistema DctPQM de
Rhodobacter capsulatus, que se ha caracterizado a nivel molecular y bioquimico
(Forward et al., 1997). En nuestro caso encontramos que las ORF13, ORF14 y ORF15
son homologas a DctP, DctQ y DctM, respectivamente, los tres componentes que
integran este tipo de transportadores; ademas, la ORF16 también presenta homologia
con un receptor extracitoplasmatico (DctP). Pese a que las ORF13 y ORF16 no
presentan homologia a nivel de secuencia, ambas se pueden modelar usando el
mismo molde (c2pfyA), correspondiente a la proteina DctP7 de union a acido
piroglutdmico de Bordetella pertussis (Rucktooa et al., 2006; Rucktooa et al., 2007),
gue se corresponde con un receptor extracitoplasmatico de solutos perteneciente a la
superfamilia ESR involucrada en el transporte de sustratos desde el periplasma al
citosol. Ademas, tenemos que tener en cuenta que en el cluster de genes de T.
aromatica AR-1, aguas abajo de orf3 se ha encontrado una secuencia con homologia
a dctP, pero que no ha sido anotada por no contener codén de stop, por lo que no
podemos descartar un error en la secuenciacion. En este caso, la secuencia de
proteina correspondiente a la posible DctP también se puede modelar utilizando el
mismo molde que para las dos anteriores (c2pfyA). En los tres casos se detecta en la
secuencia un péptido sefial, necesario para su translocacion a través de la membrana.
Por tanto, estariamos frente a un ejemplo de sistema TRAP con mdltiples ESRs
asociadas (Figura 73), como el que se ha descrito en Mannheimia succinoproducens,
que presenta los genes dctQM fusionados con dos genes ESR situados aguas abajo.
En Desulfobacterium hafniense Y51 se han encontrado dos genes ESR aguas arriba
de dctQM. Andlisis filogenéticos sugieren que ambos unen acidos C,-dicarboxilicos,
sin embargo uno parece corresponder a una clasica proteina DctP de sistema TRAP,

mientras que el otro codifica un ortélogo a YbdE de B. subtilis, que es un sensor de
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acidos Cy-dicarboxilicos e interacciona con un sistema de dos componentes (Asai et
al.,, 2000). En Polaromonas sp. JS666 hay dos ejemplos con mdltiples ESRs: en un
caso estarian a ambos lados de los genes dctQM y en otro nos encontramos con tres
genes ESR aguas abajo de los genes dctQ y dctM. En este ultimo ejemplo, los tres
ESRs presentan una alta identidad de secuencia, lo que sugiere que se han producido
por duplicaciones génicas de un antecesor con una sola copia. Ademas, estan
separados de dctQM por una pequefia secuencia de funcion desconocida (Mulligan et
al., 2007).

EJEMPLOS
—f' r{_’:w‘r R. capsulatus DetP/DetQ/DetM
| - — E. coli YiaM/YiaN/YiaO
L I — H. influenzae SiaP/SiaQM
I._ﬁ-‘ M. succiniciproducens MBELSSE MS0052-49
L — D. hafniense Y51 DSY2457-2454
<= |_a A. actinomycetemcomitans ORF942 ORF2353/0RF1598
| e e S. meliloti 1021 SMa0157/SMa01355/SMa0151
- ) > e E— Polaromonas Sp. JS666 Bpro_1753-1748
L e— 2 Polaromonas Sp. JS666 Bpro_2838-2841
) ) Roseovarius sp. 217 ROS217_02040, 02045, 02050
»f‘>~ « T. aromatica AR-1 (Este trabajo)

Figura 73. Ejemplos de organizacion genética de transportadores TRAP. La disposicion de los genes
TRAP esta centrada en dctP (P, flechas negras), dctQ (Q, flechas blancas) y dctM (M, flechas grises) del
operén dctPQM de R. capsulatus tomado de (Mulligan et al., 2007). El ultimo ejemplo se corresponde con
la disposicion de los genes TRAP encontrados en T. aromatica AR-1.

Aunque numerosas evidencias ponen de manifiesto que los sistemas TRAP
pueden transportar una gran variedad de sustratos con diferentes estructuras, en la
mayoria de los casos los sustratos contienen al menos un grupo carboxilo (Quintero et
al.,, 2001; Thomas et al., 2006). El sistema TRAP que hemos encontrado en T.
aromatica AR-1, aunque presenta expresion basal, se induce en presencia de 3,5-DHB,
lo que sugiere su implicacion en el transporte de los sustratos de esta ruta de
degradacion. Sin embargo un mutante dctP en T. aromatica AR-1 no es esencial para
la degradacion de 3,5-DHB. Esto podria ser debido a que estas proteinas, que pueden

llegar a ser de las mas abundantes de la célula, pueden ser sustituida por otros DctP
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(Kelly and Thomas, 2001). O tal vez sélo resulten esenciales en condiciones de baja

concentracion de sustrato, una situacion probable en entornos naturales.

En la figura 74 se resume en un esquema la funcién de los principales genes y
proteinas que participan en los primeros pasos de la degradacion de 3,5-DHB en T.
aromatica AR-1.

el (NI NN «@"O—v-»'-om—»-u@

@ 91011 M24 13 14 15 16 17 bgdM 20 21 bgdL 23 bgdS 25

-------------------------------------------------- 11 ----------» 4H] _N,
NO®
vo @
?

|: :| ‘|E) ‘ ]

:,... | i ’ - Ao
?'H]
a-Resorcilato 2,3,5-Trihidroxibenzoato HBO
BqdLSM |

" Q|

| OH
COOH

acetato malato

Figura 74. Principales pasos enzimaticos implicados en la ruta de degradacién de 3,5-DHB. El complejo
3,5-DHB hidroxilasa (DbhLS, gris oscuro) e HHQ deshidrogenasa (ORF11, gris claro) se encuentran
asociados a la membrana. Las ORF13, 14,15 y 16 (verde) en la membrana representa el transportador
TRAP a través del cual el 3,5-DHB entraria en la célula y la ORF21 (morado) intervendria en la unién de
molibdeno y ensamblaje de las proteinas a la membrana. La ORF17 (sin rellenar) participaria en la
descarboxilacion del 2,3,5-THB. El complejo HBQ deshidrogenasa (BqdLSM, morado y ciruela) interviene
en la rotura de la HBQ y ORF20 (morado) podria participar en algiin paso posterior hasta dar acetato y
malato. Arriba se representan los genes implicados en la degradacion de 3,5-DHB, cuyos colores se
corresponden con los de las proteinas abajo identificadas.

Los genes para la degradacion de 3,5-DHB en T. aromatica AR-1 estan
agrupados en operones que se inducen por la presencia del sustrato. Ademas se ha
detectado expresion basal de los operones B, C, D y E (Figura 60). El primer y
segundo paso de la ruta, la 3,5-DHB hidroxilasa y la HHQ deshidrogenasa, se agrupan
formando el operdon B (dbhL-orfl12). El tercer paso de la ruta, la HBQ deshidrogenasa,

se encuentra dividido en dos operones: el operén D (orf18-bgdM) y el operén E (orf20-
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bgdS). Entre ambos se encuentra el operén C (orfl3-orfl5) que codifica para un
transportador de tipo TRAP. Y finalmente, formando parte de otra unidad
transcripcional (operon F), esta la orf25 con homologia a un regulador de la familia

LysR que también se induce por el sustrato.

Al tratarse ORF25 de un regulador perteneciente a la familia LysR nos
propusimos encontrar en la secuencia de los promotores los elementos necesarios
para la regulacién transcripcional mediada por LTTR (regulador transcripcional de tipo
LysR). Mediante experimentos de extension a partir de cebador (primer extensién) se
determiné el punto de inicio de la transcripcion de los principales promotores
implicados en la degradacion de 3,5-DHB: el promotor del operon B (Pgn), €l del
operon D (Pqo1s) Y €l del operon E (Poro). Aguas arriba de este punto se identificaron
en las tres secuencias los elementos tipicos de promotores regulados por LysR
(Figuras 61, 62 y 63).

Los LTTRs en un principio se describieron como activadores de la transcripcion
de un gen divergente con autorregulacion negativa (Lindquist et al., 1989; Schell,
1993; Parsek et al.,, 1994a). Sin embargo hoy en dia sabemos que pueden actuar
como activadores 0 como represores de genes sencillos o de operones; y que aunque
a menudo son transcritos divergentemente, no siempre es asi. Actualmente se
conocen muchas rutas de degradacién reguladas por LTTRs. La ORF25 se transcribe
en un operdn independiente y se induce por la presencia de 3,5-DHB en el medio, por
lo que es muy probable que esté respondiendo a otro regulador que se activa por el

sustrato, o que como en el caso de ThnR, active su propia sintesis.

Un anadlisis in silico de la region promotora de dbhL y orf20 puso de manifiesto
que la estructura y secuencia de los promotores Py Y Poro €Staban muy
conservadas, lo que sugiere que el mecanismo de regulacion de ambos promotores
sea similar. En ambos casos se detecta la existencia de posibles sitios de unién de un
regulador que cumplen el consenso AT-N3;-AT descrito para la union de LTTRs como
sitio de alta afinidad RBS (regulatory binding site) (Parsek et al., 1994b; Maddocks and
Oyston, 2008), y que se encuentran centrados en posicion -65 y -53, respectivamente,
con respecto al sitio de inicio de la transcripcidbn. Ademdas, se han encontrado
secuencias muy conservadas (AGATTGAATCACTTGG), centradas en posicion -37,
gque solapan con la region -35 del promotor, y que podrian actuar como sitio activador
ABS (activation binding site) (Figura 75). La mayoria de los LTTRs son activos en
estado oligomérico, siendo el tetramero la forma activa fundamentalmente (Tropel and
van der Meer, 2004), y el modelo vigente de funcionamiento de estos promotores

propone un mecanismo de dimero deslizante. Segun este modelo, cada uno de los
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dimeros del tetrdmero interaccionaria con los sitios RBS y ABS, con independencia de
la presencia del inductor: primero se une un dimero al sitio RBS y posteriormente otro
al sito ABS. La presencia del inductor produciria cambios conformacionales que
provocarian un deslizamiento del regulador sobre el sitio ABS, lo que permitiria la
interaccion con la ARN polimerasa, activAndose la transcripcion (Wang et al., 1992;
Toledano et al., 1994; Wang and Winans, 1995a, b; McFall et al., 1997; van Keulen et
al., 2003; Dubbs et al., 2004). La unién de LTTRs a la region ABS implica una
interaccion mas débil, pero es critica para la activacion de la transcripcion dependiente
del inductor (Schell, 1993). Un ejemplo de este mecanismo ocurre con el regulador
AtzR de Pseudomonas sp. ADP que activa el operon atzDEF para la utilizacion del
cianuro (Porria et al.,, 2007). En este sistema, un dimero de AtzR se uniria
fuertemente a la regién RBS y un segundo dimero interaccionaria mas débilmente con
la region ABS. Esta segunda union es dependiente de la presencia de inductor. La
region ABS es importante para la activacion de la transcripcion porque la unién de un
dimero en esta regién permite la interaccién del complejo regulador-ADN-proteina
dependiente del inductor (Porrda et al., 2007). Dada la estructura de los promotores
Paon. ¥ Pori2o0 Y SU semejanza con algunos sistemas descritos, es probable que el

mecanismo de activacion sea semejante al propuesto de dimero deslizante.

La organizacion en el promotor de orf18 es algo diferente a los anteriores. En el
promotor Pyg S€ ha encontrado un posible sitio de unién RBS centrado en la posicion
-188, muy alejado del punto de inicio de la transcripcion, y un posible sitio ABS que
solapa con la region -35 y guarda cierta homologia con la regién encontrada en los
promotores Pgon. ¥ Porzo (AGAT TceeTatCecGG) (Figura 75).

+1
RBS ABS AT-N,,-AT
dbhL  TGTCGTGATGCGCAAAAGCGATICGGAAGBGAGT TAGAT TGAAT CACT TGGAGAT TGBGGAGCTGGAT AGACT GOCAGGCA
orf20  AATGGTGATCGOCATATTGAATICT TACTGCTCGAAGAT TGAAT CACT TGECGAT CGOCT GOCTGOCT AGAATGCCCTT
orf18  CGBCAGHGGT T TGGOGGAATCHAT CAGGT TOBGAACAT | CGGT ATCGGEECGACTGOGACT CACGGCGT ACACTCGGAAAA

Figura 75. Alineamiento de la regién promotora de los genes dbhL, orfl8 y orf20. Las tres secuencias se
han alineado haciendo coincidir la regién ABS (naranja). Marcado con un rectangulo se muestra el sitio
RBS y otras secuencias que conservan el consenso (AT-N11-AT). Aguas arriba de la secuencia mostrada
de orf18 se ha encontrado un sitio RBS centrado en la posicién -188 (no mostrado). La posicién +1 se
representa subrayada y en negrita. La caja -10 con letras azules y la caja -35, que solapa con el sitio ABS,
subrayada. La posicién relativa de nucle6tidos viene dada a partir de la posicion +1 de dbhL.
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Aunque normalmente los miembros de la familia LysR suelen unirse en una
region del ADN centrada en la posicién -65 (Schell, 1993), también se han descrito
algunos casos en los que esto no es asi. En el promotor regulado por GevA de E. coli,
gue participa en la activacion y represion de los genes gcv para la degradacion de la
glicina y que presenta autorregulacion negativa, se han detectado hasta tres sitios de
union del regulador, dos de ellos bastante alejados de los tipicos sitios de unién de los
miembros de la familia LysR: el sitio 1 que ocupa las posiciones de -34 hasta -69, el
sitio 2 que se extiende de -242 a -214, y el sitio 3 entre -271 y -243 (Wilson et al.,
1995).

Al intentar identificar cual era el inductor de la ruta de degradacién del 3,5-DHB
nos encontramos con un resultado interesante: mutantes en los genes dbhLS
presentaron una expresién constitutiva del primer operdn de la ruta (Figura 66). De
nuevo, nos encontramos con un fendmeno, semejante a lo que ocurria en A.
anaerobius, que conecta la ruta metabdlica con su regulacion. DbhLS parece ejercer
un efecto represor sobre el regulador LysR cuando la cepa crece con una fuente de
carbono que no utiliza la via del 3,5-DHB. Como ya mencionamos anteriormente, en la
degradacion de tetralina de Sphingomonas macrogolitabida (Heider et al.)se identifico
un activador transcripcional de tipo LysR (ThnR) que se cotranscribia junto a genes
para la degradacion de tetralina (thnCA34A), y no reprimia su propia sintesis
(Martinez-Perez et al., 2004); de hecho, parecia activar su propia expresion a través
de un circuito positivo de respuesta a tetralina (LOpez-Sanchez et al., 2009; Lopez-
Sanchez et al., 2010). En este sistema, la regulacion a través de ThnR esta conectada
con el metabolismo de la tetralina, de manera que cuando no se puede producir la
degradacion de ésta porque la enzima principal, la dioxigenasa, se encuentra oxidada,
se reprimen la expresion de los genes thn para su degradacion (Martinez-Perez et al.,
2007).

3 Evidencias de represion catabdlica en la degradacion de resorcinol y 3,5-DHB

Los fendmenos de represion catabdlica de rutas de degradacion de
compuestos aromaticos son habituales en microorganismos aerobios, y también se
han detectado en bacterias que crecen en condiciones anaerdbicas, como en T.
aromatica (Heider et al., 1998) o Azoarcus sp. CIB. En estos casos se ha visto como
ciertos acidos organicos como succinato, malato y acetato, pueden ser utilizados como
fuente de carbono, ejerciendo una represion catabolica sobre la ruta de degradacién
anaerobia del benzoato (Lépez Barragan et al., 2004b). En este caso, ademas, los

mecanismos moleculares por los que se lleva a cabo esta represion estan muy bien
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estudiados (Durante-Rodriguez et al., 2008). La actividad del promotor Py, que
controla la la expresion de los genes bzd para la degradacion del benzoato, en la cepa
silvestre Azoarcus sp CIB fue muy superior en células crecidas con benzoato como
Unica fuente de carbono que en presencia de benzoato y succinato. También se ha
observado fenébmenos de represion catabdlica, por fuentes de carbono tales como
casaminoécidos, piruvato y ciclohexanocarboxilato, en la expresion de los genes mbd
responsables del catabolismo anaerébico de 3-metilbenzoato y m-xileno en esta

misma cepa (Fernandez-Juéarez, 2011).

En A. anaerobius, mediante ensayos de PCR a tiempo real observamos como
la expresion de los genes rhL, bgdhL y orfl4 disminuia cuando la células crecian en
presencia de succinato como fuente adicional de carbono (Tabla 8). En el caso de rhL,
la expresion disminuia un 93%, en bgdhL un 90% y orfl4 lo hacia un 71%. Esto es
indicativo de un fenébmeno de represién catabdlica sobre la expresion de los tres
operones de la ruta. Aunque hasta el momento no se conocen los mecanismos
moleculares subyacentes, hay que resaltar que hemos podido amplificar a partir del
cromosoma de la cepa un gen con homologia con el gen crp de enterobacterias, que
codifica la proteina receptora de AMP ciclico y es responsable de los fendmenos de

represion catabdlica en esta familia (no mostrado).

T. aromatica AR-1 presentaba crecimiento diauxico cuando crecia con 3,5-DHB
y benzoato como fuentes de carbono. El benzoato se consumia como sustrato
preferente y el 3,5-DHB solo se degradaba después de una larga fase de latencia
(Philipp and Schink, 2000). En este trabajo, hemos observado que T. aromatica AR-1
creciendo con 3,5-DHB y succinato como fuente adicional de carbono también
presentaba un crecimiento diatxico que se correspondia con los niveles de expresion
de la primera enzima de la ruta (3,5-DHB hidroxilasa): esta cepa utilizaba el succinato
como fuente preferente, y sélo cuando éste se agotaba se producia la utilizacion del
3,5-DHB después de una etapa de latencia. La actividad 3,5-DHB hidroxilasa era
practicamente nula en la primera etapa de crecimiento, mientras se consumia el
succinato, y fue maxima al final de la etapa de latencia, indicando el final de la fase de
represion catabdlica y la puesta en marcha de la induccion y sintesis de las enzimas
gue participan en la degradacién del 3,5-DHB. Esta actividad se mantenia elevada en
la segunda fase de crecimiento donde se producia la degradacién del 3,5-DHB (Figura
56). Este fendbmeno fue idéntico al observado en esta misma cepa cuando crecia con
benzoato y 3,5-DHB, donde la actividad enzimatica de la primera enzima de la ruta
también se correspondia con las distintas etapas de crecimiento, siendo maxima en la

fase de crecimiento correspondiente a la degradacén de 3,5-DHB (Philipp and Schink,
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2000). Ademas, observamos una utilizacién preferente del aceptor de electrones:
existia una relacién directa entre la desaparicién de nitrato y la aparicion de nitrito
(Figura 68). Aunque la cepa es capaz de llevar a cabo una desnitrificacion completa, el
nitrato es el aceptor de electrones preferente, y el nitrito formado no es utilizado como
aceptor de electrones mientras hay nitrato en el medio. Esto parece indicar una
regulacion estricta de los genes para la respiracién de nitrato, que serd objeto de

estudio en el futuro.

4 Diferencias y semejanzas en la degradacion de resorcinol y 3,5-DHB en

bacterias nitratorreductoras

Resorcinol y 3,5-DHB son dos compuestos aromaticos dihidroxilados que se
diferencian en su estructura por la presencia adicional en el 3,5-DHB de un grupo
carboxilo en el anillo. En ambos casos el primer paso en la ruta de degradacion en A.
anaerobius y T. aromatica AR-1 es una oxidacién del anillo donde el oxigeno procede
del agua, dando lugar a un compuesto trihidroxilado. El producto directo de la reaccién
en A. anaerobius es la HHQ, mientras que en T. aromatica ARl es el 2,3,5-
trihidroxibenzoato (2,3,5-THB) (Figura 76) (Gallus and Schink, 1998; Philipp and
Schink, 1998). Los complejos resorcinol hidroxilasa (RhLS) y 3,5-DHB hidroxilasa
(DbhLS) estan relacionados filogenéticamente con el complejo pirogallol-floroglucinol
transhidroxilasa (AthLS) de Pelobacter acidigacill, que consiste en una enzima
citoplasmética constituida por una subunidad larga de 875 aminoécidos (AthL) y una
subunidad pequefia de 274 aminoacidos (AthS) (Messerschmidt et al., 2004). Los tres
complejos estan formados por sendas subunidades, una subunidad grande (a) y una
subunidad pequefia (B), siendo la subunidad grande la que une molibdeno como
cofactor. En los tres casos se conserva la serina A175 de coordinacion del molibdeno,
la His A144 que interviene en la union de Mo y la Tir A560 que forma parte del centro
activo e interaccionaria con el sustrato (Messerschmidt et al., 2004) (Figura 41). RhLS
y DbhLS son complejos enzimaticos asociados a membrana (Gallus and Schink, 1998;
Philipp and Schink, 1998), a diferencia de AthLS que se ha descrito como una enzima
citoplasmica; sin embargo, el dominio amino terminal de la subunidad B presenta
homologia estructural con fibronectinas, lo que sugiere que esta subunidad sea una
reliquia sin actividad catalitica en la reaccién de transhidroxilacion, pero que usa este
dominio fibronectina para asociarse a la membrana (Messerschmidt et al., 2004). En la
reaccion llevada a cabo por P. acidigacilli ocurre una transhidroxilacion en la que el

grupo hidroxilo es transferido desde una molécula donadora (tetrahidroxibenceno) a
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una molécula aceptora (pirogallol) (Brune and Schink, 1990; Reichenbecher and
Schink, 1999). Sin embargo, en la reaccion que se lleva a cabo tanto en T. aromatica
AR-1 como en A. anaerobius, ocurre una hidroxilacion del anillo en la que la molécula
donadora es el agua (Gallus and Schink, 1998; Philipp and Schink, 1998).

Azoarcus anaerobius

Resorcinol, Hydroxyhydroquinone | Hydroxybenzoquinone Malic acid Acetic acid
HHQ HBQ

Thauera aromatica AR-1
HHQ deshidrogenasa
o o o o 0x $-0 z
HO H o gln b g
\ HO oH X0 HO\ 2 i~ /7
OH oH Y o OH OH ; HO X | o
2MH 7
™l HBQ deshidrogenasa
a-Resorcylate Hydroxyhydroguinone
(3,5-Dihydroxybenzoate) 2,3,5-Trihydroxybenzoate y‘y
1 ABC 3 4 5 6 rhs rhL quhL bqdhS bgqdhM  redR1 10 1 12 - cup 13 14 redR2
?
5 6 9 10 btdL 12 13 14 15 16 17 18 bgdm 20 21 bqdL 23 bgds 25

Figura 76. Comparacion entre las rutas de degradacion de resorcinol y 3,5-DHB. En verde se representa
el primer paso de la ruta catalizado por la resorcinol hidroxilasa en A. anaerobius y 3,5-DHB hidroxilasa en
T. aromatica AR-1, el segundo paso catalizado por la HHQ deshidrogenasa se representa en azul claro y
el complejo HBQ deshidrogenasa en morado. Otros genes que guardan homologia en las dos rutas estan
representados en el mismo color.

Tanto RhL como DbhL presentan en el extremo amino terminal dos argininas
(Figura 41) que actuan como una sefial que podria ser reconocida por un sistema
similar al sistema Tat (twin-arginine translocation) de traslocacion de proteinas a la
membrana (Chan et al., 2010). Este sistema reconoce el motivo RR y requiere de la
accion de chaperonas en la maduracion y traslocacion de las enzimas a la membrana.
Como hemos visto anteriormente, proponemos que ORF10 de A. anaerobius y ORF21
de T. aromatica AR-1 podrian actuar como chaperonas en la maduracion y ensamblaje
de RhLS y DbhLS a la membrana, y que posiblemente necesiten de la accion de
proteinas accesorias como podrian ser ORF12 en T. aromatica AR-1 y ORF13 en A.

anaerobius, dos peptidasas de la familia M24 esenciales en la maduracion de enzimas.
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igualmente encontramos en ambas cepas proteinas con estructura de cupina, que por
capacidad de unir metales, podrian intervenir en la biosintesis del cofactor de

molibdeno, o en la unién de metal a la peptidasa M24.

En un andlisis filogenético se observa que la subunidad DbhL de T. aromatica
AR-1, RhL de A. anaerobius y AthL de P. acidigacilli estan también relacionadas con
otras oxidorreductasas de Burkholderia sp. y Clostridium sp. que utilizan molibdeno
como ligando (Figura 77A). Formando otro grupo estan otras oxidorreductasas
pertenecientes al los géneros Desulfobacterium sp. y Gordonibacter sp. RhLS y DbhLS
pertenecen a la familia Ill de las molibdoenzimas: familia DMSO reductasa (dimetil
sulfoxido reductasa) (Magalon et al., 2011) dentro del grupo de las que contienen Mo-
bisPGD (Molibdo-bis piranopterina guanina dinucleotido) y cluster [Fe-S]. En el arbol
se puede observar un tercer grupo de proteinas que estaria formado por otras
proteinas de la familia DMSO reductasas, como la trimetilamino N-oxido reductasas y
la biotin sulfoxido reductasas, que son enzimas solubles que coordinan Mo-bisPGD
como Uunico cofactor, y que pueden estar localizadas en el citoplasma o en el

periplasma.

A

Pyrogallol hydroxytransferase Burkholderia sp. (E8YVX3)
Molybdopterin oxidoreductase Burkholderia ambifaria (B1Z1C8)
RhL Resorcinol hydroxylase large subunit Azoarcus anaerobius (AONOU2)

DbhL T. aromatica AR-1 (Este trabajo)
{Anaerobic dehydrogenase Clostridium sp. (F7V8S9)
AthL Pyrogallol hydroxytransferase large subunit Pelobacter acidigallici (P80563)
Anaerobic dehydrogenases Gordonibacter pamelaeae (D6EAA4)
Anaerobic dehydrogenases Gordonibacter pamelaeae (D6E6K9)

Molybdopterin oxidoreductase Desulfitobacterium hafniense (B8FV01)
Putative anaerobic dehydrogenase Desulfitobacterium hafniense (Q24RL8)
Putative anaerobic dehydrogenase Desulfitobacterium hafniense (Q24ZH6)

Pyrogallol hydroxytransferase Desulfitobacterium hafniense (B8FUV8)

—|—Anaerobic dimethy! sulfoxide reductase Moorella thermoacetica (Q2RIPO)

Molybdopterin oxidoreductase Desulfatibacillum alkenivorans (B8FN19)
,— Molybdopterin guanine dinucleotide-containing S/N-oxide reductase Oceanithermus profundus (E4USE8)

Trimethylamine-N-oxide reductase 2, biotin sulfoxide reductase Pseudovibrio sp. (B6QZG5)
Molybdopterin guanine dinucleotide-containing S/N-oxide reductase R. palustris (Q217K2)
Trimethylamine-N-oxide reductase Aeromonas salmonicida (A4SHT4)

Dimethyl sulfoxide reductase Photobacterium leiognathi (F2PFW5)
RhS Resorcinol hydroxylase small subunit Azoarcus anaerobius (AONOU1)
4‘——!7—Pyrogallol hydroxytransferase Burkholderia phymatum (B2JLN6)
DbhS Thauera aromatica AR-1 (Este trabajo)
Putative uncharacterized protein Clostridium sp. (F7V8S8)
—!: BthL Pyrogallol hydroxytransferase small subunit Pelobacter acidigallici (P80564)

Fe-S-cluster-containing hydrogenase components 1 Gordonibacter pamelaeae (D6E9C9)
—|: Cna B domain protein Desulfitobacterium hafniense (B8FV02)

4Fe-4S ferredoxin iron-sulfur binding domain protein Acidimicrobium ferrooxidans (C7LZ01)

0.2

Tetrathionate reductase beta subunit Pyrobaculum calidifontis (A3SMWKO)

— Molybdopterin oxidoreductase Carboxydothermus hydrogenoformans (Q3A918)

4‘_'iutativwmharacterized protein Vibrio harveyi (ATMYH7)
Putative tetrathionate reductase subunit B Thiobacillus denitrificans (Q3S141)

Figura 77. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias de proteinas mas relacionadas con
DbhL (A) y DbhS (B) obtenidas tras un analisis con BLAST usando la base de datos de UniProtkB. El
arbol filogenético se construy6 empleando el programa MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011).

A
0.2
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Por otra parte la subunidad pequefia DbhS de T. aromatica AR-1 esta
relacionada filogenéticamente con RhS de A. anaerobius y con la subunidad pequefia
AthS de P. acidigacill, que a su vez estan relacionadas con una pirogalol
hidrotransferasa de Burkholderia sp., y con una proteina hipotética de Clostridium sp.
SY8519, como ocurria con DbhL (Figura 77B). Muy estrechamente relacionadas estan
otras proteinas pertenecientes a bacterias de los géneros Desulfobacterium sp. y

Gordonibacter sp.

A partir de la HHQ, los pasos propuestos para ambas rutas son comunes
(Gallus and Schink, 1998) y por tanto las enzimas involucradas deberian ser
homélogas. En estudios de transferencia del césmido R* a distintos hospedadores, la
cepa de T. aromatica K172 portadora del cosmido R* mutante en btdhL (Mut_76) no
era capaz de crecer en resorcinol como Unica fuente de carbono; sin embargo, la cepa
T. aromatica AR-1 si era capaz de crecer en las misma condiciones (Darley et al.,
2007). Esto sugeria que el cromosoma de T. aromatica AR1 estaba suplementando la
funcién mutada, y permitia predecir que los genes para la degradacion de HHQ en A.
anaerobius y T. aromatica AR-1 debian ser homodlogos. La misma cepa, T. aromatica
AR-1 portadora del césmido R* mutante en btdhS (Mut_13) no era capaz de crecer en
resorcinol, pero acumulaba un producto coloreado que podria ser indicativo de
acumulacion de pequefias trazas de HHQ o HBQ (Darley et al., 2007). Segun todos
estos indicios, esperariamos que la actividad HHQ deshidrogenasa fuera comun en los
dos organismos, y por tanto estuviera codificada por genes muy homdlogos.
Sorprendentemente, es en este paso donde encontramos mayores diferencias, ya que
la similitud entre BtdhL de A. anaerobius y ORF11 de T. aromatica fue del 51%, muy
por debajo que la presentada entre otras proteinas homélogas entre ambas cepas. Por
otra parte, no hemos encontrado en T. aromatica AR1 ningun gen homélogo a btdhS.
En T. aromatica AR-1, en el entorno génico de orfll encontramos dos genes para
cupinas y una peptidasa de la familla M24B, organizacion semejante a la encontrada
en el entorno génico de btdhL en A. anaerobius. Actualmente no podemos decir si

estos genes son esenciales para la degradacién de 3,5-DHB.

Darley y colaboradores (2007) llegaron a la conclusiéon de que el complejo HBQ
deshidrogenasa de A. anaerobius no debia tener homologo en T. aromatica AR-1, ya
que habian visto que al transferir cosmidos mutantes en las subunidades bqdhL y
bgdhS a las cepas K172 y AR-1, no fueron capaces de crecer en resorcinol como
Unica fuente de carbono, ni de degradarlo en cultivos en los que se habia adicionado
3,5-DHB (Darley et al., 2007). Sin embargo, en el cluster de genes para la degradacién

de 3,5-DHB de T. aromatica AR-1 hemos podido identificar genes homdlogos a
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bgdhLSM, aunque no se encuentran agrupados en una misma unidad transcripcional.
El gen bgdM se encuentra formando parte del operon D, que se induce por 3,5-DHB, y
su funcién no es esencial, ya que un mutante bqdM es capaz de crecer con resorcinol
como fuente de carbono y da lugar a la acumulacion de un producto coloreado,
posiblemente como consecuencia de un metabolismo defectivo. Por otro lado, se han
identificado genes homdlogos a bqdhL y bqdhS formando parte del operén E, que se
induce por el sustrato 3,5-DHB y donde se encuentran otros genes como la orf20,
orf21 y orf23, de funcién desconocida y que también tienen sus homdlogos en A.

anerobius.

Como observamos en la figura 78, las tres enzimas que forman el complejo
HBQ deshidrogenasa de T. aromatica AR-1 y A. anaerobius estan muy relacionadas

filogenéticamente.

BqdL de T. aromatica AR-1 esta estrechamente relacionada con la enzima de A.
anaerobius, y ademés guarda una gran relaciébn filogenética con otras
deshidrogenasas, sobre todo pertenecientes al género Brucella sp. (Figura 78A). Lo
mismo ocurre con la subunidad BqdS, que es muy homdloga en ambos organismos, y
estd a su vez relacionada filogenéticamente con otras deshidrogenasas pertenecientes
al género Magnetospirillum sp. También guarda relacién con otras deshidrogenasas,
pertenecientes sobre todo al género Brucella sp. (Figura 78B). La subunidad BqdM de
ambas cepas forman un grupo con otras dihidrolipoamida deshidrogenasas
pertenecientes al género Magnetospirillus sp., Rhodospirillum sp. Gluconacetobacter

sp. y Azospirillum sp. (Figura 78C).

hypothetical protein Brucella suis (YP 001621885.1)
acetoin dehydrogenase Brucella microti (YP 003104836.1)
dehydrogenase Brucella canis (YP 001594008.1)
dehydrogenase Brucella abortus (ZP 05929822.1)

2-oxoisovalerate dehydrogenase Brucella melitensis (NP 541038.1)

dehydrogenase Brucella abortus (ZP 05871833.1)

pyruvate dehydrogenase Psychromonas ingrahamii (YP 944088.1)
_:Bqu Thauera aromatica AR-1 (Este trabajo)
BgdhL Azoarcus anaerobius (ABK58621.1)

dehydrogenase Leptospirillum ferrodiazotrophum (EES53120.1)

0.2
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pyruvate dehydrogenase Brucella ceti (ZP 03786550.1)
[ dihydrolipoamide acetyltransferase Brucella abortus (ZP 05871834.1)
Ldehydrogenase Brucella suis (YP 001621886.1)

dihydrolipoamide acetyltransferase Brucella sp. (ZP 06098498.1)

dehydrogenase Mesorhizobium sp. (YP 674188.1)

dihydrolipoamide acetyltransferase Granulibacter bethesdensis (YP 745006.1)
BqdS Thauera aromatia AR-1(Este trabajo)
BqdhS Azoarcus anaerobius(ABK58622.1)

pyruvate/2-oxoglutarate dehydrogenase Magnetospirillum magneticum ( YP 421681.1)

{Dihydrolipoyllysine—residue acetyltransferase Magnetospirillum gryphiswaldense(CAM75497.1)

—

C 0.1
Dihydrolipoyl dehydrogenase Magnetospirillum gryphiswaldense MSR-1 ( CAM75494.1)

4’_,7 Dihydrolipoamide dehydrogenase Magnetospirillum magneticum AMB-1 (YP 421684.1)

Dihydrolipoamide dehydrogenase Rhodospirillum rubrum ATCC 11170 (YP 426965.1)
BgdM Thauera aroamtica AR-1 (Este trabajo)

Dihydrolipoamide dehydrogenase Azospirillum sp. B510 ( YP 003448699.1)
Dihydrolipoamide dehydrogenase Rhodospirillum centenum SW (YP 002296384.1)
BgdhM Azoarcus anaerobius (ABK58623.1)
L Dihydrolipoyl dehydrogenase Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 (YP 001602187.1)
Dihydrolipoamide dehydrogenase Hyphomonas neptunium ATCC 15444 (YP 760674.1)
L Dihydrolipoamide dehydrogenase Rhodopseudomonas palustris BisA53 (YP 781536.1)

Figura78. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias de proteinas méas relacionadas con
BqdL (A), BqdS (B) y BqdM (C) obtenidas haciendo un BLASTP con secuencias de proteinas depositadas
en GenBank empleando la base de datos no redundante (nr). El arbol filogenético fue construido

empleando el programa MEGA 5.05
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CONCLUSIONES






El trabajo realizado en esta tesis y descrito en la memoria ha dado lugar a las conclusiones

siguientes:

1. Los genes para la degradacién de resorcinol de A. anaerobius, inducibles por
sustrato, estdn organizados en 4 operones, cuya expresion se controla a través del
regulador transcripcional RedR2, perteneciente a la familia NtrC. En presencia de resorcinol,
RedR2 activa la transcripcién de los tres promotores que controlan la expresion de los genes
para los tres primeros pasos de la ruta, y que se transcriben con la ARN polimerasa

asociada con el factor sigma-54.

2. Los tres promotores controlados por RedR2, Py, Pupgane Y Pormia, presentan una
organizacion estructural muy conservada, con alta homologia en sus secuencias de unién
de ¢**, de factor IHF y de la proteina reguladora. Esto sugiere mecanismos paralelos de

regulacién en los tres casos.

3. El resorcinol, inductor de la ruta, tiene que ser metabolizado hasta HHQ para que
este compuesto pueda activar al regulador RedR2. Esta reaccién, que depende del complejo
resorcinol hidroxilasa (RhLS), est4 garantizada en cualquier circunstancia por la expresion

constitutiva de los genes rhLS desde un segundo promotor constitutivo.

4. Existe un nivel adicional de regulacion que implica al producto de btdhS de A.
anaerobius, cuya presencia reprime de forma directa o indirecta la actividad de los tres
promotores que controlan la expresion de los genes de la ruta en ausencia de efector. Dada
la localizacion celular de BtdhS, anclada en la membrana, y su homologia con proteinas con
actividad oxido-reductasa, es probable que su efecto dependa del transporte de electrones

en la membrana.

5. El paralelismo entre las rutas de degradaciéon de resorcinol en A. anaerobius y 3,5-
DHB en T. aromatica se ve reflejada en la presencia de genes homdlogos para las
principales enzimas de la ruta en ambos organismos, presentando una identidad media del
61,5%. Sin embargo, la organizacion genética de las respectivas regiones cromosoémicas no

esta conservada en los dos organismos.

6. Los genes para la degradacién 3,5-DHB en T. aromatica se organizan en varios
operones y su transcripcion es dependiente de la presencia de sustrato. La estructura de la
region promotora de los tres operones principales de la ruta estd muy conservada, y se ha
detectado la presencia de posibles sitios de unién para reguladores de la familia LysR. Esto
sugiere que el producto de orf25, con homologia con Reguladores Transcripcionales de Tipo

LysR, sea el regulador de los genes para la degradacion de 3,5-DHB en T. aromatica AR-1.
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