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Tabla de aminoacidos

Aminoacido

Ala Alanina A
Arg Arginina R
Asn Asparragina N
Asp Acido aspartico D
Cys Cisteina C
Gin Glutamina Q
Glu Acido glutamico E
Gly Glicina G
His Histidina H
lle Isoleucina |
Leu Leucina L
Lys Lisina K
Met Metionina M
Phe Fenilalanina F
Pro Prolina B
Ser Serina S
Thr Treonina T
Trp Triptéfano w
Tyr Tirosina Y
Val Valina v

Tabla de equivalencia entre molaridad (M) y % de NaCl

T

0,1 0,6
0,2 1,2
0,5 2,9
0,75 4,3
1,0 5,8
1,5 8,7
1,7 9,9
2,0 11,6
2,5 14,5
3,0 17,4
4,0 23,2
5,0 29,0
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1.1. AMBIENTES EXTREMOS: AMBIENTES HIPERSALINOS

El concepto de “ambiente extremo” ha sido tradicionalmente dificil de definir debido a
la complejidad y subjetividad del término. Estos ambientes se caracterizan por presentar
valores extremos de determinados pardmetros, tales como temperatura, pH, presién
hidrostdtica, irradiacién solar, concentracién de nutrientes o metales téxicos, potencial
redox, actividad del agua o salinidad, condiciones en principio, poco favorables o letales
para la mayoria de los seres vivos. A pesar de ello, en dichos ambientes extremos se pueden
encontrar organismos que foleran e, incluso, requieren para crecer estas condiciones, son
los organismos denominados extreméfilos.

En 1979, Brock definié los ambientes extremos desde un punto de vista taxondémico
como “ambientes en los que existe una escasa diversidad de especies y en los que estdn
ausentes algunos grupos taxondémicos”. En los ¢ltimos afos los microorganismos
extreméfilos estdn siendo ampliamente estudiados, poniéndose de manifiesto que la
diversidad taxonémica existente en dichos ambientes extremos no es tan reducida como se
pensé en un principio (Oren, 1993; 2002a; Horikoshi y Grant, 1998; Ventosa y col.,
1998¢; Jones y col., 1998; Litchfield y col., 1999; Litchfield y Gillevet, 2002; Benlloch y
col., 2002; Gonzélez-Toril y col., 2003; Cifuentes y col., 2003; Pedersen y col., 2004).

Ambientes hipersalinos

Los ambientes hipersalinos son aquellos que presentan una elevada concentracién de sal
y constituyen un ejemplo caracteristico de ambiente extremo. Estos ambientes ademds de un
alto contenido en iones (factor que le confiere la caracteristica de ser un ambiente inhéspito
para la mayoria de los microorganismos), suelen poseer otras peculiaridades ambientales
tales como elevadas o muy bajas temperaturas, elevados valores de pH o bajas
concentraciones de oxigeno (Javor, 1989; Rodriguez-Valera, 1993).

Los suelos salinos son aquellos que contienen una concentracién superior al 0,2% de
sales solubles (Javor, 1989). Estdn extendidos por todo el mundo, especialmente, aunque
no de manera exclusiva, por zonas dridas o semidridas. Estudios realizados en suelos
hipersalinos han puesto de manifiesto la existencia de una compleja microbiota adaptada a
estos ambientes (Quesada y col.,, 1982; Rodriguez-Valera, 1988; 1993). Asimismo,
estudios realizados en minas de sal (Norton y Grant, 1988) muestran esta variada
diversidad de microorganismos.

Los ambientes hipersalinos que se han estudiado en mayor profundidad son los
acudticos. Estos ambientes hipersalinos se caracterizan por tener una concentracién salina
superior a la del agua de mar, que corresponde aproximadamente a un 3,5% de sales
(Edgerton y Brimblecome, 1981). Podemos clasificarlos en dos grupos en base al origen y
naturaleza de las sales presentes: talasosalinos y atalasosalinos.
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Las aguas talasosalinas (del término griego “thalasso”, mar) tienen un origen marino vy,
por tanto, una composicién salina inicial similar a la del agua de mar. La evaporaciéon del
agua permite la concentracién de las sales, manteniendo proporciones relativas muy
parecidas a las que se presentan en el mar (Brock, 1979; Williams, 1981). Este proceso de
evaporacién se produce, por ejemplo, en las salinas construidas por el hombre para
obtener sal comin (Figura 1).

Las salinas presentan ademds de una
elevada  concentracion de sales, otras
caracteristicas como estar sometidas a una
fuerte irradiacién solar, a oscilaciones de
temperatura entre el dia y la noche y poseer un
bajo contenido en oxigeno, pues su solubilidad
en estos medios tan concentrados es minima
(Rodriguez-Valera y Ruiz-Berraquero, 1983).
Una excepcién dentro de este tipo de aguas

talasosalinas la  constituye el Gran Lago

Figura 1. Salina de Huelva

Salado, en Utah (Estados Unidos) ya que no
siendo su origen marino, presenta una composicién quimica semejante a la del agua de
mar (Post, 1977; Rodriguez-Valera, 1993).

Las aguas atalasosalinas corresponden a los lagos salados naturales, formados por
disolucion de depdsitos minerales de origen continental, cuyas proporciones se alejan, a
veces, de las que se encuentran en un medio marino tipico, predominando generalmente en
su composicién cationes divalentes como el Ca®* y el Mg®* (Brock, 1979; Rodriguez-Valera
y Ruiz-Berraquero, 1983, Rodriguez-Varela, 1993). Asi, la composicién iénica de estas
aguas puede diferir ampliamente en funcién de las caracteristicas geolégicas, topogrdficas
o climatolégicas a las que estén sometidas (Grant y Ross, 1986). Ejemplos de estos
ambientes hipersalinos son el Mar Muerto, algunos lagos hipersalinos de la Antartida, los
lagos del Wadi Natrun en Egipto y el lago Magadi en Kenia, entre otros (Oren, 2002a;
2002b). En el caso de los lagos alcalinos, en la composicién de sales predominan los iones
monovalentes. Debido al elevado pH de estas aguas (a veces hasta un valor de 10-11 o
superior), la solubilidad de los iones Mg?" y Ca®* es muy baja, siendo los iones carbonato y
bicarbonato los que mds contribuyen al total de los aniones presentes en dichas aguas,
ademds de los iones cloruro y sulfato (Oren, 2002a).

Los lagos salados naturales cuya microbiota se ha estudiado en mayor profundidad son
el Mar Muerto y el Gran Lago Salado, éste Gltimo talasosalino, como ya se ha mencionado
anteriormente (Volcani, 1940; Nissenbaum, 1975; Post, 1977; Kushner, 1978; Brock,
1979; Javor, 1989; Arahal y col., 1996; Arahal, 1997; Ventosa y col., 1998a). De igual

manera, se han estudiado algunos lagos alcalinos, como el lago Magadi en Kenia (Grant y
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Tindall, 1986), el Mono Lake y el Big Soda Lake en Estados Unidos (Jones y col., 1998),
los lagos del Wadi Natrun (Imhoff y col., 1979; Jones y col., 1998), asi como algunos lagos
hipersalinos de la Antértida (Franzmann y col., 1987) (Figura 2).

Figura 2. Ejemplos de ambientes hipersalinos: A. Gran Lago Salado, B. Salinas de Isla Bacuta (Huelva),

C. Mono Lake (Estados Unidos), D. Salinas de Isla Cristina (Huelva), E. Salinas Bras del Port (Alicante),
F. Mar Muerto

Historia

La sal forma parte de la historia de la Humanidad, es el condimento mds antiguo usado
por el hombre y su importancia para la vida es tal, que ha marcado el desarrollo de la

historia en diversas fases. El primer tratado del que se tiene evidencia sobre la sal se publicé
en China sobre el afio 2700 a.c.
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La ubicacién de depdsitos de sal tuvo especial relevancia en los emplazamientos de
asentamientos humanos, pues la sal era ya usada desde antafio con fines culinarios, bien
como condimento, bien para la conservaciéon de alimentos (salazén). Por este motivo se
crearon rutas especificas para el mercado de la sal y se han producido numerosas guerras
por controlar los depésitos y los mercados de sal.

Hubo tratados en la Antigua Grecia que incluian
intercambios de sal por esclavos, de hecho el término
"salario" proviene de sal, e indica la cantidad de sal que
se le daba a un legionario romano para poder salar los
alimentos para su conservacién. Hasta el siglo XIX se
cobraba un impuesto especifico para la sal.

Aunque el interés por los microorganismos haléfilos
ha aumentado en las Ultimas décadas, la especie
humana ha hecho uso de ellos desde hace miles de

afos. Estos microorganismos haléfilos han intervenido

Figura 3. Cristal de sal

tradicionalmente en los procesos de produccién de sal.

Asi, los cristales de sal comdn (Figura 3) que se forman
en las salinas en la fase de saturacién suelen contener una gran cantidad de
microorganismos haléfilos viables cuya presencia provocaba la aparicién de un color rojo
brillante en las aguas de las salinas, lo que indicaba a los productores de sal de antafo el
momento de trasladarlas a ofras balsas para su cristalizacién final (Baas-Becking, 1931).
Recientemente se ha determinado que las responsables de la coloraciéon rojiza son
principalmente haloarqueas, bacterias pertenecientes al género Salinibacter y el alga
Dunaliella salina (Oren y Rodriguez-Valera, 2001). Asimismo, la aparicién de una
coloracién rojiza y un olor putrefacto en los alimentos conservados en salazén se debe a la
descomposicién de estos alimentos por haloarchaeas y bacterias haléfilas moderadas
proteoliticamente activas (Flannery, 1956).

1.2. MICROORGANISMOS HALOFILOS

El término haldfilo proviene del griego Aals (sal) y phil (amigo, amor) por lo que

|II

etimolégicamente haléfilo significa “amigo, amante de la sal”. En los hébitats hipersalinos
coexisten una gran diversidad de seres vivos; se han descrito organismos superiores como el
crustdceo Arfemia salina, larvas de mosca del género Ephydra, algunos eucariotas
flagelados fotosintéticos pertenecientes a los géneros Dunaliella y Asteromonas, diatomeas,
y constituyendo la microbiota predominante se ha descrito un heterogéneo grupo de
procariotas (Archaea y Bacteria) (Rodriguez-Valera y col., 1985; Rodriguez-Valera, 1988;
Ventosa y col., 1998¢; Grant y col., 1998; Oren, 2002b). La diversidad presente en estos

ambientes hipersalinos varia en funcién de una serie de pardmetros entre los que destacan
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la salinidad, la composicién iénica, la solubilidad del oxigeno, el pH o la temperatura

(Rodriguez-Varela, 1988; Javor, 1898, Oren, 1993).

Los microorganismos haléfilos son organismos que estdn especializados para vivir en
ambientes hipersalinos. Se han descrito asimismo microorganismos que toleran la sal a
concentraciones elevadas pero que crecen mejor en ausencia de la misma, a los que se les
denominan microorganismos halotolerantes (Kushner, 1978). Cabe destacar que los
conceptos “haléfilo” y “halotolerante”, asi como las diferentes respuestas a la sal, han
tenido muy diversas interpretaciones segin el criterio utilizado. Por este motivo, Kushner y
Kamekura (1988) clasificaron a los microorganismos en distintas categorias atendiendo a la
concentracién de sal que requieren para su crecimiento éptimo en:

» No haléfilos: crecen éptimamente en medios con menos de 0,2 M (aprox. 1%)
de NaCl. Algunos pueden tolerar elevadas concentraciones de sal y se les
denomina halotolerantes. Si toleran hasta una concentracién salina de 2,5 M,
se denominan microorganismos halotolerantes exiremos.

» Haléfilos débiles (bacterias marinas): tienen su crecimiento éptimo en medios
que contienen de 0,2 a 0,5 M (aprox. 1-3%) de NaCl.

» Haléfilos moderados: presentan un crecimiento éptimo en medios con 0,5-2,5
M (aprox. 3-15%) de NaCl.

» Haléfilos extremos: presentan un crecimiento 6ptimo en medios que contienen
de 2,5 a 5,2 M (saturacién) de NaCl.

En los ambientes hipersalinos, especialmente en aquellos con una salinidad superior a
1,5 M de NaCl, los dos grupos de microorganismos predominantes son los haléfilos
moderados y los haléfilos extremos. Las bacterias haléfilas moderadas son mds abundantes
a concentraciones salinas intermedias  (1,5-3 M de NaCl), mientras que los
microorganismos haléfilos extremos, representados fundamentalmente por las arqueas
aerobias haléfilas extremas o haloarqueas (también denominadas halobacterias) y la
bacteria Salinibacter, predominan en ambientes con salinidades superiores a 3 M de NaCl.
Hay que destacar que existe un rango salino en el cual coexisten y compiten ambas
categorios de microorganismos (Rodriguez-Valera y col., 1985; Rodriguez-Valera, 1988;

Benlloch y col., 2002).

Los primeros trabajos sobre microorganismos haléfilos se centraron en su fisiologia,
ecologia y bioquimica, especialmente los realizados sobre los haléfilos extremos (Larsen,
1962; Lanyi, 1974; Dundas, 1978; Kushner, 1978; 1985); el descubrimiento de que las
haloarqueas se encontraban en una nueva rama filogenética denominada Archaea
desperté un mayor interés por el estudio de dichos microorganismos haléfilos (Woese y Fox,
1977; Woese, 1987). Por otra parte, la introduccién de nuevas técnicas aplicadas al
campo de la taxonomia, como el uso de sondas especificas y técnicas de PCR ha aportado
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datos muy interesantes sobre la diversidad microbiana en los ambientes hipersalinos
(Rodriguez-Valera y col., 1999; Antén y col., 1999; Benlloch y col., 2001; 2002;
Casamayor y col., 2002).

La inmensa mayoria de los microorganismos haléfilos extremos son arqueas incluidas en
diversos géneros agrupados en la familia Halobacteriaceae, con pocas excepciones: varias
bacterias fotosintéticas del género Halorhodospira, la cianobacteria  Aphanocete
halophytica, el actinomiceto  Actinopolyspora  halophila, la  bacteria  anaerobia

Acetohalobium arabaticum y la bacteria recientemente descrita Salinibacter ruber (Anton y
col., 2002).

Estudios recientes demuestran la presencia de hongos en aguas hipersalinas,
concretamente estén presentes diferentes especies de los géneros Aspergillus, Penicillium,
Wallemia, Scopulariopsis y Alternaria. También se ha descrito la presencia de levaduras
haléfilas, concretamente especies del género Cladosporium, y las especies Hortaea
werneckii, Phaeotheca friangularis, Trimmatostroma salinum y Auvreobasidium pullulans

(Gunde-Cimerman y col., 2000).

El grupo de los microorganismos haléfilos moderados estd constituido por un elevado
nimero de especies pertenecientes a géneros muy diversos; en su mayoria, son
microorganismos quimiotrofos, a excepcién de alguna arquea metanégena y algunas
bacterias fotétrofas (Pedrés-Alié y col., 2002; Ventosa, 1988; 1993; 1994; Ventosa y col.,
1998c¢; Oren, 2002a; 2002b). En la actualidad, el estudio de sus mecanismos de
adaptacién para vivir y proliferar en ambientes que poseen amplios rangos salinos asf como
su importancia biotecnolégica son, sin duda, los aspectos que los han hecho aun mds
interesantes.

Una de las estrategias en la osmoadaptacién de los microorganismos haléfilos y
halotolerantes a estos hdébitats extremos es la acumulacién de una elevada concentracién
de solutos en el citoplasma que compensa el estrés osmético al que se ven sometidos
(Larsen, 1986; Tindall, 1988; Gilmour, 1990; Galinski y Troper, 1994; Galinski, 1995). En
el caso de las haloarqueas y algunas bacterias haléfilas anaerobias, el equilibrio osmético
se consigue al mantener una concentracién iénica citoplasmdtica tan elevada como la del
medio externo (Oren y col., 1984a; Zhilina y Zavarzin, 1990; Oren, 1991). Generalmente,
se acumulan sales inorgénicas constituidas por iones K*, Na® y ClI" que originan un
citoplasma hipersalino. Esta estrategia implica una serie de cambios fisiolégicos en la
célula, como el que las proteinas producidas por éstas posean en su superficie una mayor
cantidad de aminodcidos dcidos para neutralizar las cargas positivas (Lanyi, 1974;
Eisenberg y Watchel, 1987; Danson y Hough, 1997). Por otro lado, las membranas
celulares sufren una serie de cambios en su composicién lipidica aumentando su
proporcién de aniones lipidicos tales como fosfatidilglicerol y/o glicolipidos, y una
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disminucién de fosfatidiletanolamina, lo que se traduce en un aumento de fosfolipidos
cargados negativamente (Russell y Kogut, 1985; Russell, 1989; Sutton y col., 1991).

El mecanismo de adaptacién a ambientes salinos que utilizan las bacterias haléfilas
moderadas es la acumulacién en su citoplasma de determinados compuestos orgdnicos
neutros de bajo peso molecular, que no interfieren en su metabolismo, denominados
solutos compatibles (Brown, 1976). El espectro de estos compuestos sintetizados o
acumulados como solutos compatibles es muy amplio (Wohlfarth y col., 1990; Severin y
col., 1992; Galinski, 1995; Vargas y col., 2003). Asi, pueden ser aminodcidos (glicina y
prolina), azlcares (sacarosa, trehalosa), polioles (glicerol, arabinol), betainas (glicina
betaina) y ectoinas (ectoina e hidroxiectoina), que bien se sintetizan “de novo”, o bien, si
estdn presentes en el medio externo, son transportados y acumulados en el citoplasma
(Galinski y Triper, 1994; Cdnovas y col., 1996). Entre ellos destacan la glicina y la prolina,
que son solutos muy solubles, generalmente en condiciones de baja salinidad (Triper y
Galinski, 1986), el glicerol, ampliamente distribuido entre los microorganismos eucariotas
(Borowitzka, 1981) o las ectoinas (Galinski, 1993) y las betainas, acumuladas
principalmente cuando aumenta la concentracién salina externa (Galinski y Tindall, 1992),
a pesar de que estas Gltimas no pueden sintetizarse “de novo” por la mayoria de las
bacterias (Csonka y Epstein, 1995).

En el dmbito industrial, los microorganismos haléfilos poseen un enorme potencial
biotecnolégico, presentando, incluso, una serie de ventajas adicionales con vistas a su
manipulacién genética, como, por ejemplo, la de ser féciles de cultivar y mantener en el
laboratorio y bajo unas condiciones asépticas que se ven reducidas al mdximo (Ventosa y
Nieto, 1995). Algunas de las aplicaciones mds interesantes son la utilizacién de
halobacterias en la produccién de bacteriorrodopsina, biopldsticos y enzimas, en la
degradacién de productos téxicos, o en la deteccién de determinados tipos de cdncer
(Rodriguez-Valera, 1992, Galinski y Tindall, 1992; Ventosa y col., 1998c; Mellado y
Ventosa, 2003). También, el alga Dunaliella se emplea en la producciéon comercial de [J-
caroteno (Avron y Ben-Amotz, 1992; Ventosa y Nieto, 1995). Las bacterias haléfilas
moderadas también poseen numerosas aplicaciones industriales, como la producciéon de
solutos compatibles y de enzimas, la biodegradacién de residuos, o la mejora de los
procesos de extraccién de petrdleo (Ventosa y Nieto, 1995; Ventosa y col., 1998¢;
Margesin y Schinner, 2001). Este grupo de microorganismos, asi como su gran potencial
biotecnolégico serdn objeto de un estudio detallado a lo largo de esta Tesis.



Introduccién

.2.1. Bacterias haloéfilas moderadas
1.2.1.1. Caracteristicas generales
Taxonomia

Las bacterias haléfilas moderadas se definen como aquellos microorganismos que
crecen 6ptimamente en medios que contienen de 0,5 a 2,5 M (aprox. 3-15%) de NaCl
(Kushner y Kamekura, 1988; Ventosa y col., 1998¢). Sin embargo, algunos son capaces de
crecer en un rango de salinidades atn mds amplio que abarca hasta una concentracion 4
M (aprox. 25%) de NaCl (Quesada y col., 1982; Ventosa y col., 1984; Rodriguez-Valera y
col., 1985; Rodriguez-Valera, 1988).

Hasta 1980 sélo existian seis especies haléfilas moderadas aceptadas y publicadas de
forma vdlida en la Lista de Bacterias Aprobadas (Skerman y col., 1980). En las dos ¢ltimas
décadas se han llevado a cabo estudios en ambientes hipersalinos de diferentes dreas
geogrdficas que han permitido el aislamiento y caracterizacién taxonémica de un elevado
nimero de bacterias haléfilas moderadas, existiendo actualmente mds de 70 especies
descritas.

Las bacterias haléfilas moderadas constituyen un grupo de microorganismos muy
heterogéneo que incluye especies pertenecientes a géneros bacterianos muy diversos. Asi, a
excepcion de algunas especies metandgenas pertenecientes a las arqueas, la mayorfa son
bacterias tanto Gram-negativas como Gram-positivas (Ventosa, 1994; Ventosa y col.,
1998c).

Fisiologia

La caracteristica comn de las bacterias haléfilas moderadas es su requerimiento de sal
para crecer, siendo este requerimiento variable entre las distintas especies, e incluso puede
variar para una misma especie en funcién de determinadas condiciones de cultivo, como la
temperatura (Post, 1977) o la concentracién de nutrientes presentes en el medio (Forsyth y
Kushner, 1970). Asi, se ha descrito que la concentracion de sal necesaria para el
crecimiento éptimo de muchas bacterias haléfilas moderadas aumenta con la temperatura
(Novitsky y Kushner, 1975; 1976). Por otro lado, concentraciones elevadas de nutrientes en
el medio de cultivo pueden ampliar el rango salino éptimo de crecimiento de estos
microorganismos (Kushner, 1993; Cdnovas y col., 1996). Este hecho parece estar
relacionado no sélo con la concentracién de nutrientes sino con la presencia en medios
complejos de sustancias osmorreguladoras o solutos compatibles que son transportados y
acumulados en el interior de la célula (Galinski, 1995).

Los distintos criterios utilizados para clasificar y definir a las bacterias haléfilas se basan
en la concentracion de NaCl, considerada la sal principal de los hébitats hipersalinos. No
obstante, si bien el NaCl es el componente mayoritario de la sal, también se encuentran
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presentes en la misma otras sales que pueden afectar a la respuesta o comportamiento de
estos microorganismos.

Aunque el NaCl puede ser parcialmente sustituido por otros solutos como la glucosa o el
glicerol en el caso de Salinivibrio costicola (Adams y col., 1987), generalmente, se
requieren notables concentraciones de iones Na® para el crecimiento de las bacterias
haléfilas moderadas (Kushner, 1993). Sin embargo no ocurre lo mismo con los iones Cl;
asi, Halomonas elongata es capaz de crecer en un medio que contiene NaBr y NaNO;
(Vreeland y Martin, 1980) y Halomonas halophila en un medio con NaBr, Na,SO, vy
Na,S,0; (Quesada y col., 1987). También existen ambientes en los que la concentracién
salina viene determinada por iones como Mg®’, presente en el Mar Muerto en
concentraciones ligeramente superiores a los iones Na® (Nissenbaum, 1975; Kushner,

1978; Arahal y col., 1996).

Con respecto a los requerimientos nutricionales de las bacterias haléfilas moderadas,
estos varian ampliamente entre las distintas especies. Algunas especies son capaces de
crecer en medios minimos que sélo contienen glucosa, NH,Cl y la apropiada concentracién
de NaCl y otras sales (Kushner y Kamekura, 1988). Aunque estd descrito que, en general,
uno de los medios mds idéneos para el cultivo rutinario de la mayoria de las bacterias
haléfilas moderadas en el laboratorio son aquellos enriquecidos con un 0,5% de extracto
de levadura (Nieto y col., 1989).

Algunas bacterias son capaces de utilizar determinados solutos compatibles como fuente
de carbono y energia. Este podria constituir un sistema de aprovechamiento de dichos
solutos tras un choque hiperosmético. Cénovas y colaboradores (1996) demostraron que
Chromohalobacter salexigens puede utilizar prolina, colina y betaina como fuentes de
carbono a la concentracién salina éptima de crecimiento, si bien el crecimiento fue mds
lento al observado con glucosa. Mediante experimentos con betaina marcada con C, se
ha comprobado que ésta sélo se incorpora a los componentes celulares cuando no existe
glucosa en el medio (Céanovas, 1998).

Por otro lado, Nieto y colaboradores (1989) estudiaron la respuesta de un gran nGmero
de bacterias haldfilas moderadas a 10 metales pesados altamente contaminantes. Los
niveles de tolerancia varfan considerablemente entre los diferentes grupos taxonémicos e
incluso entre cepas de un mismo grupo (Nieto y col., 1989). Aunque la mayoria de las
cepas son sensibles al mercurio, plata y zinc, y resistentes al plomo y cromo, su
susceptibilidad al resto de los metales es considerablemente variable; asi, algunas muestran
una alta tolerancia al cobalto, niquel y cadmio. A este respecto, es inferesante destacar la
influencia de la salinidad y la concentracién de extracto de levadura presentes en el medio
de cultivo en la tolerancia a determinados metales pesados. Asi, la toxicidad de metales
como el cadmio, cobalto y cobre disminuye con el aumento de la salinidad vy, en el caso del
niquel y zinc, a medida que la concentracién de extracto de levadura del medio de cultivo
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es mds elevada. Como resultado de estos estudios se ha propuesto un rango de
concentraciones para definir la metalorresistencia en bacterias haléfilas moderadas, el cual
permite diferenciar entre cepas haléfilas moderadas sensibles y tolerantes (Nieto, 1991). En
1998, Rios y colaboradores, aislaron a partir de ambientes hipersalinos contaminados un
gran numero de bacterias tolerantes a metales pesados; concretamente aislaron cepas
tolerantes a mercurio, cadmio, cromo y/o zinc, perteneciendo la mayoria de ellas al género
Halomonas.

Son escasos los datos que se tienen sobre la respuesta de los microorganismos haléfilos
moderados a los distintos compuestos antimicrobianos. En un principio, estos estudios se
realizaron en un nUmero reducido de bacterias y empleando, casi exclusivamente, el
método de los discos (Vreeland y col., 1980; Ventosa y col., 1982; Quesada y col., 1984;
1987; 1990; Fendrich, 1988). Estudios posteriores realizados por Nieto y colaboradores
(1993) han demostrado que cuando las bacterias haléfilas moderadas crecen a su 6ptima
concentracién salina, presentan gran resistencia a concentraciones muy elevadas de la
mayoria de los compuestos antimicrobianos. Coronado (1998) realizé estudios de la
susceptibilidad bacteriana a compuestos antimicrobianos a diferentes concentraciones
salinas determinando sus concentraciones minimas inhibitorias. Se demostré que el efecto
inhibitorio de muchos compuestos antimicrobianos sobre el crecimiento de las bacterias
haléfilas moderadas estd relacionado con la concentracién salina presente en el medio de
cultivo.

Ecologia

Debido a su capacidad para crecer y desarrollarse en un amplio rango de salinidades,
las bacterias haléfilas moderadas estédn presentes en una gran variedad de ambientes
hipersalinos (Rodriguez-Valera, 1988; Ventosa y col., 1998¢c; Oren, 2002b). Tal es el caso
de laos especies pertenecientes al género Halomonas, que se han podido aislar
prdcticamente de todos los ambientes acudticos hipersalinos estudiados (Vreeland, 1992;
Grant y col., 1998).

Son muchas las bacterias haléfilas moderadas aisladas de aguas talasosalinas; asi, a
partir de distintas salinas espafiolas se han aislado gran cantidad de microorganismos,
representantes de un gran nimero de grupos taxondémicos, tales como Salinivibrio, que
constituye el género que se aisla de manera mds abundante a partir de hébitats con
concentraciones salinas intermedias, Halomonas, Flavobacterivm, Chromohalobacter,
Bacillus, Halobacillus y algunos cocos Gram-positivos (Rodriguez-Valera y col., 1985;
Mérquez y col., 1990; Ventosa y col., 1998b).

Con respecto a los ambientes acudticos atalasosalinos, aquellos cuya microbiota se ha
estudiado en mayor profundidad son el Mar Muerto y algunos lagos salados alcalinos
africanos (Imhoff y col., 1979; Grant y Tindall, 1986; Jones y col., 1998). En el Mar
Muerto, debido a la elevada salinidad y a la peculiaridad de su composicién quimica, los
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microorganismos haléfilos moderados se encuentran en baja proporcién; adn asi, se han
aislado especies de los géneros Chromohalobacter, Halomonas, Sporohalobacter,
Halobacteroides, Orenia, Ectothiorhodospiray Bacillus (Volcani, 1940; Oren 1983a; 1988;
Oren y col., 1984a, 1987, 1989; Arahal, 1997; Ventosa y col., 1999). También se han
descrito particulas viricas que podrian corresponder a bacteriéfagos que controlarian las
poblaciones procariotas en este lago (Oren y col., 1997).

En muestras de agua de mar, Ventosa y colaboradores (1982) detectaron la presencia
de bacterias haléfilas moderadas, aunque en un nimero considerablemente reducido. Més
recienfemente, en un estudio llevado a cabo en el Océano Pacifico (Kaye y Baross, 2000)
se ha determinado que el género Halomonas constituye la especie bacteriana mds
abundante en las aguas ocednicas profundas objeto del estudio.

En determinados hébitats anaerobios se ha demostrado la existencia de bacterias
haléfilas moderadas anaerobias pertenecientes al género Halanaerobivm, mayoritario en
zonas anaerobias del Gran Lago Salado (Zeikus y col, 1983). También se han aislado
especies sulfato-reductoras pertenecientes a los géneros Desulfohalobium y Desulfovibrio

(Olliver y col., 1991; Caumette, 1991b; Tardy—Jacquenod y col., 1996).

Por ofra parte, estudios ecolégicos realizados en suelos hipersalinos (Quesada y col.,
1982; 1983) han demostrado que la mayoria de los microorganismos presentes en los
mismos son bacterias haléfilas con una marcada tendencia eurihalina, siendo capaces de
crecer entre un 0,9-20% de sales totales, y con un éptimo de crecimiento alrededor del
10%. Desde un punto de vista taxonémico, destacan representantes pertenecientes a los
géneros Bacillus, Halomonas, Pseudomonasy en menor medida, Nesferenkonia (Quesada y
col.,, 1983; Ventosa y col., 1998b). También se ha estudiado lo presencia de
microorganismos haléfilos en la superficie de las hojas de Atrjplex halimus, una planta que
secreta sal y habita en suelos salinos de Israel (Simon y col., 1994).

Genética

Hasta hace una década, la mayoria de los estudios realizados en bacterias haléfilas
moderadas se centraron en su fisiologia, ecologia y taxonomia. El interés despertado por su
manipulacién con fines biotecnolégicos y el estudio en profundidad de sus mecanismos de
osmoadaptacién ha determinado que en los Oltimos afios se hayan realizado diversos
estudios genéticos sobre estos microorganismos.

Diversos trabajos se han ocupado del estudio de la organizacién genémica de estos
microorganismos. El primero de ellos fue realizado por Mellado y colaboradores (1997), en
el cual se determiné el tamafo del genoma de Sa/inivibrio costicola mediante electroforesis
en campo pulsado, usando para ello dos enzimas de restriccion diferentes: 2.505 kb (SA) 6
2.259 kb (Mbdl). Posteriormente, se ha aplicado esta misma técnica para analizar el
genoma de 11 cepas pertenecientes a los géneros Halomonas y Chromohalobacter,

11



Introduccién

obteniéndose unos tamafios de ADN genémico comprendidos entre 1.450 y 2.830 kb para
el género Halomonas y entre 1.770 y 2.295 kb para Chromohalobacter (Mellado y col.,
1998). Més recientemente se ha determinado el tamafo genémico de Halomonas
eurihaling, siendo éste de 2.500 kb, aproximadamente (Llamas y col., 2002).

En la actualidad se dispone de la secuencia casi completa del genoma de la bacteria
haléfila moderada Chromohalobacter salexigens DSM 3043'. Dicho genoma ha sido
determinado por el Joint Genome Institute of the US Department of Energy y su secuencia
estd publicada y accesible en la direccién http://genome.pi-psf.org/microbial/index.html.

Hasta el momento, la conjugacién ha sido el Unico mecanismo de transferencia
genética que se ha podido demostrar para las bacterias haléfilas moderadas. Coronado
(1998) determiné las condiciones 6ptimas de conjugacién entre Escherichia coli y la
bacteria haléfila moderada Halomonas elongata. No se ha podido establecer la existencia
de transformacién natural, y tampoco han sido efectivos los métodos de electroporacién y
de tratamiento con CaCl, (Vargas y col., 1997). Igualmente, tampoco se han descrito
métodos de transduccién, si bien se han aislado algunos bacteriéfagos especificos de
bacterias haléfilas moderadas (Calvo y col., 1998; Garcia de la Paz y col., 1989; Uchida y
Kanbe, 1993; Libinzon y col., 1995).

El aislamiento y caracterizacién de pldsmidos de bacterias haléfilas moderadas ha
hecho posible la construccion de vectores de clonacién para este grupo bacteriano. Vargas
y colaboradores (1995) construyeron el plasmido pHS15 a partir del plasmido criptico pHE 1
de H. elongata'y Mellado y colaboradores (1995b) construyeron los vectores pEE3 y pEE5S a
partir del replicén del plasmido criptico pPCM1 de C. marismortui . Todos ellos son capaces
de replicar tanto en £. coli como en distintas bacterias haléfilas moderadas, poseen unos
puntos de reconocimiento Unicos para diversas restrictasas, un marcador de resistencia a
agentes antimicrobianos y las funciones de movilizacién del pldsmido RK2 (Mellado y col.,
1995b; Vargas y col., 1995; 1997). Asimismo, Tegos y colaboradores (1997)
caracterizaron uno de los promotores presentes en el plasmido pHE1 de Halomonas
elongata. Dicho promotor puede ser de gran utilidad para la construccién de vectores de
expresién para bacterias haléfilas moderadas.

Respecto a genes informadores, el gen inaZ de Pseudomonas syringae, inductor del
proceso de congelacién, fue el primer gen informador utilizado en bacterias haléfilas
moderadas Gram-negativas (Arvanitis y col., 1995). Asi, /inaZ se ha expresado en H.
elongatay H. eurihalina bajo el control de dos promotores heterélogos, demostrdndose que
pueden expresarse en bacterias haléfilas moderadas, genes provenientes de otros grupos
bacterianos. También se ha demostrado la utilidad de la proteina de fluorescencia GFP
(“green fluorescence protein”) de Aequorea victoria (Chalfie y col., 1994) como gen

informador en bacterias haléfilas moderadas y se ha utilizado con éxito en H. elongata
(Douka y col., 2001).
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Con relacién a la obtencién de mutantes de bacterias haléfilas moderadas se han
utilizado diversas técnicas. Kogut y colaboradores (1992) fueron los primeros en aislar
mutantes sensibles a la sal de una cepa de Salinivibrio costicola. También se han llevado a
cabo estudios sobre los efectos de la radiacién ultravioleta en Halomonas elongata siendo
esta bastante sensible al tratamiento mutagénico (Martin y col., 2000). Por otra parte, se ha
demostrado que la hidroxilamina es un agente mutagénico Ufil en bacterias haléfilas
moderadas, aisldndose diversos mutantes de Halomonas elongata 'y Halomonas meridiana
auxétrofos o sensibles a la sal (Cdnovas y col., 1997b); de la misma manera se han
obtenido mutantes de Halomonas eurihalina incapaces de sintetizar exopolisacdridos
(Llamas y col., 1999). Por (ltimo, la mutagénesis biolégica mediante transposones esté
siendo ampliamente utilizada en este grupo bacteriano. La insercién del transposén
Tn/7732, derivado de la familia Tn3, ha permitido el aislamiento de mutantes de
Halomonas elongata y Chromohalobacter salexigens afectados en la sintesis de ectoina
(Goller y col., 1998; Cdanovas y col., 1997a), mutantes de Halomonas elongata afectados
en el transporte de ectoina e hidroxiectoina (Grammamm vy col., 2002), y mutantes de
Halomonas meridiana afectados en la actividad amilasa extracelular (Coronado y col.,

2000b).
1.2.1.2. Aplicaciones industriales de las bacterias haléfilas moderadas

Desde que se inicié su estudio, los microorganismos haléfilos moderados han sido
considerados como un grupo de organismos con un enorme potencial biotecnolégico, al
igual que ofros microorganismos extreméfilos. Las bacterias haléfilas moderadas no sélo
producen compuestos de interés biotecnolégico como enzimas, solutos compatibles o
biopolimeros, sino que, ademds, poseen unas propiedades fisioldgicas que facilitan su
explotacién comercial. A este respecto, sefialaremos que al ser microorganismos que crecen
a elevadas concentraciones salinas se reduce el riesgo de contaminacién en el laboratorio
(Vreeland, 1992). A su vez, son fdciles de cultivar y con requerimientos nutricionales
sencillos siendo, en general, capaces de utilizar una gran cantidad de compuestos como
fuente de carbono y energia (Ventosa y Nieto, 1995: Ventosa y col., 1998c).

A continuacién describiremos algunas de las aplicaciones mds interesantes de las
bacterias haléfilas moderadas:

Enzimas

La mayoria de las enzimas haldfilas extra e intracelulares que se han aislado vy
caracterizado provienen de bacterias haléfilas moderadas y extremas. Las propiedades y

funciones de estas enzimas han sido extensamente revisadas (Kamekura, 1986; Ventosa y
col., 2005).
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Muchos procesos industriales se desarrollan bajo condiciones extremas, lo que ofrece
un amplio campo de aplicacién para las enzimas producidas por estos microorganismos
extremofilos. Algunas de estas enzimas poseen un gran interés comercial y unas
caracteristicas especificas que serdn analizadas en mayor profundidad en el apartado 1.3.6.
de este trabajo.

Polimeros

Los polisacdridos son polimeros de gran interés industrial debido a sus propiedades
viscosizantes, estabilizantes, emulsificantes y formadoras de geles. Asi, se encuentran
ampliamente extendidos formando parte de las envolturas de crustéceos marinos, plantas,
algas y microorganismos (Pdez, 2004). Numerosas bacterias producen componentes
extracelulares llamados exopolisacdridos (EPS), estos polimeros extracelulares se encuentran
ampliamente extendidos en procariotas ya que les proporcionan una serie de ventajas como
la adhesién microbiana o superficies o aumentar la captaciéon de nutrientes.  El
descubrimiento de bacterias haléfilas moderadas productoras de EPS estd adquiriendo gran
interés en los Ultimos afos. Los EPS poseen multiples aplicaciones industriales, asi son
utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y petrolifera, entre otras

(Sutherland, 1998).

Los primeros estudios de EPS en bacterias haléfilas moderadas fueron realizados por
Quesada y colaboradores (1993) que describieron el EPS V2-7 producido por la cepa F2-7
de la especie Halomonas eurihalina. Es un heteropolisacdrido con cardcter dcido cuya
produccién y composiciéon quimica varia en funcién de los nutrientes presentes en el medio
de cultivo (Béjar y col., 1996; Martinez-Checa y col., 1996). Sus soluciones acuosas
presentan una viscosidad intermedia bastante termoestable. Esta propiedad, junto con la
capacidad de formar verdaderos geles a pH d4cido y su poder emulgente, le confiere unas
cualidades 6ptimas para diversos usos industriales (Calvo y col., 1995; 2002). Ademds, se
ha comprobado su capacidad de estimular la proliferacién de linfocitos T humanos
extraidos de sangre periférica cuando se utiliza como estimulo antigénico el anticuerpo
monoclonal AntiCD3 (Pérez-Ferndndez y col., 2000). Un estudio realizado por Béjar y
colaboradores (1998) permitié la caracterizacién de los EPS producidos por 19 cepas de
Halomonas eurihalina. Destacamos, el EPS H96 producido por Halomonas eurihalina cepa
H96 que origina soluciones de viscosidad intermedia a pH 7; sin embargo, a pH 4cido (pH
3) presenta un comportamiento similar al polimero V2-7, produciéndose un incremento de
la viscosidad, lo que ocasiona la formacién de un gel (Quesada y col., 1993; Béjar y col.,
1998). Otra propiedad de este polimero es su poder emulgente sobre hidrocarburos y otfras
sustancias lipidicas (Calvo y col., 1998). También ha sido descrita la produccién del EPS H-
28 por la bacteria Halomonas eurihalina H-28. Este EPS es capaz de emulsificar crudo de
petréleo més eficientemente que otros surfactantes estudiados (Tween 20, Tween 80 o
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Tritén X-100) lo que lo hace potencialmente Uil para su uso en la industria petrolifera
(Martinez-Checa y col., 2002).

El maurano es otro EPS descrito por
Arias y colaboradores (2003), producido
por Halomonas mauvra cepa  S-30
(Bouchotroch y col., 2001). Se caracteriza
por su poder viscosizante y sus propiedades
emulgentes (Bouchotroch y col., 2000)
(Figura 4). Asi, sus soluciones acuosas son
altamente  viscosas 'y muestran  un
comportamiento pseudopldstico,

viscoeldstico y tixotrépico. La viscosidad se
Figura 4. Colonias de Halomonas maura, una mantiene estable en un amplio rango de
bacteria haldfila moderada productora del EPS valores de pH (3-11), tras procesos de
congelacién y descongelacién y en presencia de sacarosa, sales y surfactantes. Ademds,
este EPS presenta una alta capacidad de captacién de plomo y otros cationes, lo que

permitiria su uso potencial en procesos de biorremediacién (Arias y col., 2003).
Solutos compatibles

Como ya se ha comentado anteriormente la principal estrategia utilizada por las
bacterias haléfilas moderadas para soportar el estrés osmético existente en los ambientes
naturales que habitan es la acumulacién en su citoplasma de solutos compatibles (Brown,
1976). Dichos compuestos osmoprotectores han despertado un enorme interés industrial, ya
que poseen un alto poder estabilizador y protector de enzimas, dcidos nucleicos,
membranas, e incluso, células enteras, frente a la
congelacién, la desecacién, la desnaturalizacion por
calor y la alta salinidad (Galinski 1993; 1995; Louis y
col., 1994).

Se han descrito sus posibles aplicaciones en

tecnologia de enzimas (biosensores, PCR, etc.,) Ho . _H
(Figura 5), y en la industria farmacéutica y cosmética, I .
en este campo ya existe una patente (Motitschke y }\N’/:—COO
col., 2001) para el uso de estos compuestos en FsC Y H

cremas para la piel (Galinski y Tindall, 1992; Galinski  Figura 5. Soluto compatible (ectoina)

y Lippert, 1991; Ventosa y col., 1998c; Margensin y

Schinner, 2001; Mellado y Ventosa, 2003). Algunos de estos solutos compatibles también
han sido utilizados como estabilizadores de enzimas ldbiles mostrando un marcado efecto
protector frente al calor y procesos de congelacién y descongelacion (Galinski, 1993; Louis
y col., 1994). Estudios realizados por Knapp y colaboradores (1999) demostraron que la B-
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hidroxiectoina es capaz de estabilizar la ribonucleasa A aumentando su temperatura de
fusién cuando actta a una concentracién 3 M de NaCl.

Hasta el momento, estos compuestos sélo pueden obtenerse bioldgicamente. El primer
método de obtencién de ectoina y hidroxiectoina fue descrito por Frings y colaboradores
(1995) a partir de cultivos de Marinococcus sp. También se ha estudiado la produccién de
ectoina e hidroxiectoina por la bacteria haléfila moderada Halomonas halodenitrificans
(Thomas y Galinski, 1996). Ademés, se ha patentado un proceso industrial para la
obtencién de ectoina a partir de una cepa de Halomonas elongata (Galinski y col., 1997);
dicho proceso se conoce como “bacterial milking” y consiste en someter a la bacteria
repetidamente a choques osméticos (de 10% a 2% de NaCl). Con un primer choque
osmético se induce la acumulacién citoplasmdética de los solutos compatibles (ectoina) y a
continuacién, al disminuir la concentracién de NaCl del medio, la bacteria expulsa su
contenido citoplasmdético liberando al medio ectoina, principalmente. Seguidamente las
células son transferidas de nuevo a un medio con elevada salinidad y vuelven a sintetizar
nuevos solutos compatibles para compensar el estrés osmoético (Sauer y Galinski, 1998).

El avance en ingenieria genética experimentado en las Gltimas décadas ha permitido la
clonaciéon de los genes responsables de la sintesis de ectoina de Chromohalobacter
salexigens y Marinococcus halophilus (Canovas y col., 1997a; Louis y Galinski, 1997). Ono
y colaboradores (1999) purificaron y caracterizaron las enzimas implicadas en la sintesis de
ectoina en Halomonas elongata. También se han caracterizado los genes involucrados en
la transformacién de colina en betaina en Chromohalobacter salexigens (Cénovas y col.,
2000). Asimismo, se ha aislado un mutante de C. salexigens sensible a la sal, designado
CHRé3, el cual puede ser potencialmente utilizado en procesos industriales de produccién
de solutos compatibles, principalmente N-[J-acetildiaminobutirato e hidroxiectoina (Nieto y
col., 2000).

Solutos compatibles tales como glicina-betaina e hidroxiectoina han sido utilizados con
éxito en el proceso de producciéon de proteinas recombinantes, concretamente en la
produccién de inmunotoxinas (Barth y col., 2000). En los Gltimos afos, se estd trabajando
en la obtencién de plantas transgénicas capaces de tolerar altas concentraciones de sal,
gracias a la transferencia de genes responsables de la sintesis de solutos compatibles. Esta
estrategia permitiré que estas plantas presenten una mayor tolerancia al estrés osmético y
puedan crecer y desarrollarse en suelos dridos o semidridos (Nakayama y col., 2000; Nieto
y Vargas, 2002).

Biodegradacion de residuos

Numerosos procesos industriales, tales como la producciéon de pesticidas, productos
farmacéuticos y herbicidas, procesos de extraccién de petréleo y gas, generan aguas
residuales salinas en las que los microorganismos convencionales no pueden ser utilizados y
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en los cuales las bacterias haléfilas moderadas juegan un importante papel (Oren y col.,

1992; 1993).

En los Gltimos afios se han caracterizado diversas bacterias haléfilas moderadas capaces
de degradar compuestos aromdticos (Ventosa y col., 1998c). Los primeros estudios de
bacterias haldfilas capaces de degradar compuestos arométicos nitro-sustituidos datan de
1991 cuando Oren vy colaboradores describieron que las bacterias anaerobias
Halanaerobium preavalens y Orenia marismortui eran capaces de degradar estos
compuestos a concentraciones salinas de 13-14% NaCl. Otros estudios de bacterias
haléfilas capaces de degradar compuestos hidrocarbonados son los realizados por
McMeekin y colaboradores (1993) y mds recientemente los realizados por Margensin y
Schinner (2001) y Peyton y colaboradores (2004). Se han descrito distintas especies del
género Marinobacter con capacidad para degradar compuestos hidrocarbonados y algunos
compuestos derivados del petréleo (Gauthier y col., 1992; Huu y col., 1999; Hedlund y
col., 2001) (Figura 6). Recientemente, ha sido descrita otra especie haléfila moderada,
Halomonas organivorans, capaz de degradar un gran nimero de compuestos aromdticos

(Garcia y col., 2004).

Una bacteria haléfila moderada perteneciente a la familia Halomonadaceae ha sido
descrita por su capacidad para degradar el herbicida 2,4-diclorofenoxacético (2,4-D); esta
cepa, I-18, fue aislada del Lago Alkali (Oregén), caracterizado por poseer aguas altamente
alcalinas y saladas (Maltseva y col., 1996). Los genes responsables de la degradacién del
2,4-D han sido clonados y transferidos a diferentes cepas de bacterias haléfilas moderadas,
confiriéndoles a éstas también la capacidad de hidrolizar el herbicida (Kleinsteuber y col.,
2001).

Se han descrito distintas especies haléfilas moderadas capaces de degradar el fenol, un
compuesto que se genera como residuo en distintas industrias. Asi, Woolard e Irvine (1992)
describieron la utilizacién de una biopelicula de bacterias haléfilas moderadas aisladas del
Gran Lago Salado para el tratamiento de aguas residuales hipersalinas contaminadas con
fenol. Hinteregger y Streichsbier (1997) aislaron una bacteria, Halomonas sp. capaz de
utilizar el fenol como Unica fuente de carbono y energia. Mds recientemente se ha descrito
una bacteria haléfila moderada, Halomonas venusta, capaz de crecer en medios con 3-8%
de sales y utilizar también el fenol como fuente de carbono y energia, por lo que podria
utilizarse en tratamientos /n situ de aguas salinas contaminadas por este sustrato (Mufoz y
col., 2001). Alva y Peyton (2003) han estudiado el efecto del pH y la salinidad en la
degradacién de fenol en la bacteria Halomonas campisalis determinando que el fenol es
usado como fuente de carbono y energia a valores de pH comprendidos entre 8-11 y una
concentracién de NaCl de 0 a 15% de NaCl. Mascow y Kleinsteuber (2004) han descrito
que la bacteria haloalcaléfila Halomonas sp. EF11 es capaz de crecer en medios que
contienen fenol y mantener su equilibrio osmético ajustando los niveles de solutos
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compatibles. Ademds, Garcia y colaboradores (2005a) han descrito la presencia de una
bacteria Gram-positiva haléfila moderada en salinas del sur de Espafia capaz de degradar
fenol. Esta bacteria se ha clasificado como Thalassobacillus devorans gen. nov., sp. nov.

— S Recientemente se ha realizado un screening en
distintas salinas del sur de Espafia con el fin de
aislar y caracterizar bacterias haléfilas moderadas
capaces de degradar en condiciones salinas,
compuestos aromdticos que son contaminantes
habituales de los residuos industriales. Este
estudio ha permitido seleccionar una serie de

_ _ cepas potencialmente Utiles desde el punto de
Figura 6. Aguas contaminadas con petroleo ~ Vista  biotecnolégico,  no  solo  para  la

biorremediaciéon de zonas costeras contaminadas
con estos compuestos, sino también para el tratamiento de los efluentes salinos generados
por distintas actividades industriales. La caracterizacién fenotipica y genotipica de los
aislamientos determiné Halomonas como el género més predominante (Garcia y col.,

2005bh).

Con respecto a compuestos organofosforados, se ha purificado y caracterizado una
enzima con actividad dcido organofosférico anhidrasa de una bacteria haléfila moderada
del género Alferomonas. Actualmente se encuentra patentado el uso de una enzima
recombinante derivada de ésta con propiedades catalitica mejoradas (Cheng y DeFrank
2000). Asimismo, también se han aislado diversas cepas capaces de degradar compuestos
organofosforados y derivados (DeFrank y col., 1993; Hayes y col., 2000).

Con frecuencia, como resultado de la actividad industrial, los ambientes salinos estén
contaminados con metales pesados que constituyen un grave problema para el ecosistema.
Bacterias haléfilas moderadas resistentes a metales pesados podrian emplearse en procesos
de destoxificacién, o como bioindicadores de ambientes salinos contaminados (Trevors y
col., 1985). Como se detallé anteriormente, diversos estudios han permitido el aislamiento
de bacterias haléfilas moderadas capaces de tolerar diferentes metales pesados como el
cobre, niquel, cadmio y cobre (Nieto y col., 1989; Rios y col., 1998).

Alimentos fermentados

Las bacterias haléfilas moderadas también juegan un importante papel en el campo de
la alimentaciéon. En el proceso de elaboracién de la salsa de soja, los granos de trigo y soja
se resuspenden en agua salina conteniendo un 19% de NaCl y se incuban durante 9 meses
en la oscuridad (Kushner, 1989); la especie haléfila Tefragenococcus halophilus interviene
en el proceso de fermentacién (Réling y Verseveld, 1996; Uchida y Kanbe, 1993). Otra
especie del mismo género, Tetragenococcus muriatiacus, se emplea en la fabricacién de
una salsa fermentada de calamar (Satomi y col., 1997). Por otro lado, se utilizan bacterias
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haléfilas moderadas en la preparacién de la salsa de pescado Thai, condimento alimenticio
ampliamente utilizado en el sureste asidtico (Thongthai y Suntinanalert, 1991).

Se ha descrito la presencia de diversas especies del género Halanaerobium en latas de
arenques suecos (Surstromming) (Kobayashi y col., 2000a). Asimismo se ha descrito una
nueva especie Halanaerobium fermentans presente en huevas de pescado (Kobayashi y col.,

2000b).

Por Gltimo, la especie Halomonas alimentaria parece que contribuye en el aroma y sabor
del juotgal, un tradicional plato coreano basado en marisco fermentado (Yoon y col.,

2002).
Otros usos potenciales

Ademds de las aplicaciones descritas, existe un amplio rango de posibles aplicaciones
donde las bacterias haléfilas moderadas pueden jugar un importante papel. Asi, pueden ser
utilizadas en la recuperaciéon de fosfatos de ambientes hipersalinos, como una alternativa
mds barata y ecoldgica que la utilizacién de compuestos quimicos (Ramos-Cormenzana,
1991), en procesamientos de residuos procedentes del procesamiento del aceite de oliva y
aceitunas (salmueras), o el curtido de pieles.

Asimismo, se estd trabajando en la busqueda de bacterias haléfilas productoras de
diferentes compuestos de inferés industrial como compuestos antfimicrobianos 'y
antitumorales, biosurfactantes o carotenoides (Yakimov y col., 1996).

1.3. ENZIMAS BACTERIANAS EXTRACELULARES

Las enzimas son proteinas especializadas que catalizan reacciones bioldgicas.
Constituyen una de las biomoléculas mejor estudiadas debido a su extraordinario poder
catalitico y a su especificidad de accién. Las enzimas microbianas han acaparado la
atencién de los microbiélogos desde hace mucho tiempo; no obstante, su interés ha
aumentado considerablemente, y de manera especial en los Gltimos afos, con el desarrollo
de la Biologia Molecular.

La historia de la produccién industrial de enzimas a partir de bacterias se remonta al
siglo pasado, cuando Boiden y Effront (1908) patentaron una amilasa bacteriana capaz de
eliminar el almidén presente en las prendas textiles; en 1969, alrededor del 80% de los
detergentes utilizados en las lavanderias contenian enzimas. A partir de entonces son
muchas y variadas las enzimas microbianas utilizadas con fines industriales y que incluyen
amilasas, proteasas, lipasas, DNAsas, celulasas, isomerasas y catalasas (Crueger y Crueger,

1990).

Los avances conseguidos en la Genética y la Biologia Molecular, junto con las mejoras
en las condiciones de produccién (empleo de enzimas inmovilizadas, sistemas de

19



Introduccién

produccién continuos, etc...) han aumentado considerablemente la aplicacién de estas
enzimas. En este punto, es interesante destacar la importancia de las enzimas producidas
por microorganismos extreméfilos al ser, en su mayorfa, enzimas capaces de actuar en
condiciones extremas de temperatura, pH o salinidad, proporcionando nuevas posibilidades
en los procesos biocataliticos (Adams y Kelly, 1995; Eisenberg, 1995).

Cuando se estudian las actividades enziméticas de las bacterias haléfilas y en especial,
su relacién con la salinidad, es obligado diferenciar tres categorias enzimdticas: i) enzimas
intracelulares o citoplasmdticas, que no estdn expuestas a las concentraciones salinas del
medio externo, pero si a la baja concentracién de iones y a la presencia de solutos
orgdnicos caracteristicos del medio intracelular; ii) enzimas asociadas a la membrana,
incluidas las proteinas de transporte, expuestas a ambos medios, extra e intracelular; vy iii)
enzimas extracelulares propiamente dichas, expuestas a las concentraciones salinas
externas.

Vamos a centrar nuestros estudios en las enzimas extracelulares producidas por
microorganismos haléfilos.

Como se ha mencionado anteriormente, en los ambientes hipersalinos los dos grupos de
microorganismos predominantes son las bacterias haléfilas moderadas y las arqueas
haléfilas extremas (haloarqueas). Cada vez son més las enzimas extracelulares que se han
aislado y caracterizado de estos microorganismos y por ello vamos a realizar una revisién
cronolégica de las mismas (Ventosa y col., 2005).

1.3.1. Enzimas extracelulares producidas por bacterias haléfilas
moderadas

En general, la actividad de las enzimas extracelulares producidas por bacterias haléfilas
moderadas depende de la concentracién salina presente en el medio, requiriéndose en
muchos casos, altas concentraciones salinas para su éptima actividad (Ventosa y col.,

1998c¢).

Los primeros estudios sobre enzimas extracelulares producidas por bacterias haléfilas
moderadas fueron llevados a cabo por Onishi y Kamekura en Japén a principios de los
anos 70. En esa época se describieron varias enzimas extracelulares aunque ninguna de
ellas fue caracterizada a nivel molecular. El primer trabajo de una enzima extracelular
producida por una bacteria haléfila moderada, data de 1972 en el que Onishi describié la
produccién de una amilasa por Nesferenkonia halobia (anteriormente denominado
Micrococcus halobius). Més tarde, la enzima fue purificada y parcialmente caracterizada,
presentando una actividad éptima a pH 6-7 en 0,25 M de NaCl 6 0,75 M de KCl a 50-
55°C. La enzima sufria una pérdida dréstica de actividad en agua destilada (Onishi y
Sodona, 1979). Dos afos después, Kamekura y Onishi (1974a) describieron una nucleasa,
denominada nucleasa H, producida por Micrococcus varians subsp. halophilus ATCC
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21727, aislado de pasta de soja. Este microorganismo no es capaz de crecer en medios sin
NaCl y aunque crece éptimamente en medios con 1-3 M NaCl, la maxima produccién de
la nucleasa se produce en medios de cultivo con 2-4 M de NaCl. Esta enzima posee tanto
actividad ribonucleasa como dexosirribonucleasa y presenta un peso molecular de 99 kDa
(Kamekura y Onishi, 1978a). La produccién de la nucleasa se inhibe completamente con la
adicién de 40 mM MgSO, al medio complejo conteniendo 2 M de NaCl; ademds, esta
inhibicién de la produccién enzimdtica va acompanada de la floculacién de las células
(Kamekura y Onishi, 1976;1978b). Para su produccién, se ha descrito un medio en el que
se obtiene la nucleasa H en grandes cantidades en un fermentador (Kamekura y Onishi,
1979). Se ha propuesto su aplicacién en el dmbito industrial en la fabricacién de aditivos
alimenticios tales como los écidos 5’-guanilico y 5’-inosilico (Kamekura y col., 1982). Estos
mismos autores, Kamekura y Onishi (1983), estudiaron la influencia de distintos aniones y
cationes en la produccién de la nucleasa H de este microorganismo, demostrando que se
detectaba actividad cuando el medio contenia NaCl, KCl, RbCl, CsCl y Na,SO,, pero no
era detectable cuando el medio contenia LiCl, NaBr, Nal 6 NaNO;. Basdndose en los
datos obtenidos anteriormente, se diseid un biorreactor con células floculadas de
Micrococcus varians subsp. halophilus sobre las cuales estaba adsorbida la nucleasa H
para la produccién industrial de 5'-nucleétidos a partir de RNA (Onishi y col., 1988; 1991).

Una segunda enzima extracelular con actividad 5'-nucleotidasa, producida también por
Micrococcus varians subsp. halophilus ha sido parcialmente purificada (Onishi y col.,
1984). Esta enzima muestra su mdxima actividad a 2 M NaCl 6 2,5 M de KCly 0,1 mM
Co*" 6 0,1 mM Mn?*. Asimismo, Kobayashi y colaboradores (1986), describieron una
amilasa producida por Micrococcus varians subsp. halophilus que presentaba una actividad
méxima cuando se cultivaba en un medio con una concentracion 2 M de NaCl. Sin
embargo, cuando crece a salinidades mds bajas, la enzima secretada es inactiva, si bien
puede ser reactivada si se dializa frente a una solucién 2,5 M de NaCl. Esta enzima se
estabiliza con CaCl, y estd constituida por dos subunidades 6ptimamente activas a 0,75-1
M de NaCl o KCl y pH 6-7 a 55°C (en ausencia de CaCl,) 6 65°C (en presencia de CaCl,)
(Kobayashi y col., 1986).

Otro estudio pionero, describe la produccién de una proteasa extracelular por Bacillus
sp. no. 21-1 aislado de una salina. Esta cepa crece 6ptimamente en medios con 1-2 M de
NaCl, mientras que la produccién de la enzima es éptima a concentraciones 1 M de NaCl;
asimismo, la adicion de 2 M KCl disminuye la producciéon de la misma (Kamekura y Onishi,
1974b). No obstante, no existen estudios posteriores sobre la purificacién de esta proteasa.

Un comportamiento similar respecto a la dependencia de la concentracién de sal del
medio lo encontramos en la amilasa producida por una bacteria haléfila moderada
perteneciente al género Acinetobacter. La mdaxima producciéon de la amilasa tiene lugar
cuando el microorganismo se cultiva en medios con 1-2 M de NaCl, produccién que
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disminuye cuando la salinidad es mds baja o superior a 4 M de NaCl. Esta enzima tiene su
6ptimo de actividad a 0,2-0,6 M de NaCl o KCI, pH 7 y 50-55°C y es también estabilizada
por CaCl, (Onishi y Hidaka, 1978).

Van Qua y colaboradores (1981) describieron y purificaron una proteasa producida
por Pseudomonas sp. A-14. El peso molecular estimado de dicha enzima fue de 12 kDa y
presentaba su maxima actividad a pH 8 y 18% de NaCl.

Onishi y colaboradores (1983) describieron una nucleasa extracelular producida por
Bacillus sp. N23-2 (ATCC 49085). El éptimo de actividad se produce en medios con 1,4-
3,2 M de NaCl 6 2,3-3,2 M de KCl, siendo estimulada su sintesis por la presencia de iones
Mg?" y Ca?". La actividad se pierde por didlisis frente a agua, si bien los iones Ca*" vy la
didlisis frente a una solucién 3,5 M de NaCl restauran casi totalmente la actividad. El pH
6ptimo es 8,5 y su temperatura éptima 50 6 60°C, cuando el sustrato es ADN o ARN ya
que, al igual que la nucleasa producida por Micrococcus varians subsp. halophilus, es
capaz de hidrolizar ADN y ARN. Posteriormente, esta cepa, capaz de crecer éptimamente en
medios con 15% de sales fue descrita como una nueva especie del género Bacillus, Bacillus
halophilus (Ventosa y col., 1989%a).

En 1994 se describié la existencia de otra amilasa producida por Micrococcus sp. 4 que

muestra su mdximo de actividad en medios con una concentracién 1 M de NaCl, pH 7,5y
50°C (Khire 1994).

Nuestro grupo de investigacion ha realizado la clonacién y caracterizacion del gen que
codifica una enzima extracelular producida por una bacteria haléfila moderada,
concretamente el gen amyH, que codifica una a-amilasa producida por Halomonas
meridiana DSM 5425. Se trata de una a-amilasa, que produce maltosa y maltotriosa como
principales productos de su accién hidrolitica sobre el almidén. Dicha amilasa presenta una
actividad 6ptima a 37°C y pH 7 aunque es estable a valores de pH alcalinos, y muestra una
elevada tolerancia a las condiciones salinas del medio, presentando actividad hasta,
incluso, un 30% de salinidad y con un éptimo al 10% de sales. La produccién méxima tiene
lugar en cultivos en fase exponencial tardia o estacionaria de crecimiento, en medios con
un 5% de sales, en ausencia de glucosa y en presencia de almidén y elevada oxigenacién
(Coronado y col., 2000a; 2000b). Este gen, amyH, se expresdé con éxito en Halomonas
elongata 'y Escherichia coli. Es importante destacar que este fue el primer trabajo en el que
se describe la clonacién de un gen de una enzima extracelular producida por una bacteria
haléfila moderada y ademés su expresién en una bacteria no haléfila. Otro resultado
interesante de este estudio es la expresién heterdloga de una [J-amilasa, AmyA, producida
por Bacillus licheniformis, en dos bacterias haléfilas moderadas, Halomonas elongata y
Halomonas meridiana (Coronado y col., 2000a; 2000b).
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Frillingos y colaboradores (2000) clonaron el gen que codifica una [J-amilasa
producida por la arquea hiperterméfila Pyrococcus woeser'y lo expresaron activamente en la
bacteria haléfila moderada Halomonas elongata.

El gen amyA que codifica una a-amilasa producida por la bacteria anaerobia
Halothermothrix orenii ha sido clonado, caracterizado y expresado en £. coli. Este gen
presenta un tamafo de 1.545 pb, lo que equivale a una proteina madura de 490
aminodcidos. La enzima recombinante presenta una actividad 6ptima a 65°C y 5% de sales
por lo que se trata de una proteina terméfila capaz de actuar en presencia de sales (Mijts y
Patel 2002). Sin embargo, hay que destacar, que no se observé una proporcién més
elevada de aminodcidos dcidos en esta proteina, caracteristica de otras enzimas haléfilas.
Esta enzima recombinante ha sido la primera enzima de estas caracteristicas que ha sido
cristalizada (Li y col., 2002). Posteriormente, también ha sido cristalizada ofra a-amilasa,
amyB con actividad éptima a concentraciones de 10% NaCl, producida por este mismo
microorganismo (Tan y col., 2003).

Recientemente, se ha descrito una nueva especie Halobacillus karajensis, aislada de
una salina de la regién de Karaj (Irédn) productora de una amilasa extracelular en medios
que contenian almidén y un 15% de Na,SO, 6 10% de NaCl. La mdxima actividad
enzimdtica se conseguia cuando el medio de cultivo contenia 5% de NaCl a pH 7,5-8,5 y
50°C (Amoozegar y col., 2003a; 2003b). Todavia no se conocen estudios sobre su
purificacion.

Nuestro grupo de investigacién ha descrito la bacteria Marinobacter lipolyticus (Martin
y col., 2003) capaz de secretar al medio una lipasa extracelular y actualmente se esté
trabajando en su purificacién y la clonacién del gen responsable de su sintesis (Martin y

col., 2004).

Recientemente se ha purificado y caracterizado una serina proteasa producida por
Filobacillus sp. RF2-5, una bacteria haldfila moderada aislada en Tailandia. La enzima
posee un peso molecular de 49 kDa y presenta su actividad éptima a 60°C, pH 10-11 y a
una concentracién del 10% de NaCl siendo estable incluso a concentraciones del 25% de
NaCl (Hiraga y col., 2005).

Por (ltimo, debemos mencionar que se han descrito otfras enzimas extracelulares
producidas por bacterias haléfilas aunque no se han estudiado con detalle hasta el
momento, como es el caso de dos enzimas agaroliticas producidas por Alterococcus
agarolitycusy Pseudomonas sp. W7, respectivamente (Shieh y Jean 1998; Ha y col., 1997).

En la Tabla 1 se muestra una seleccién de enzimas extracelulares producidas por
bacterias haléfilas moderadas y la concentracién éptima de NaCl para su actividad.
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Tabla 1. Enzimas extracelulares producidas por bacterias haléfilas moderadas

Concentracion

6ptima de NaCl (%) Referencia

Enzima Microorganismo

Onishi (1972); Onishi y

Amilasa Nesterenkonia halobia 3-11 Sodona (1979)

Micrococcus varians subsp. Kamekura y Onishi

AUEEREE A halophilus i (1974a,1978a)
Proteasa Bacillus sp. 3 Kamekura y Onishi (1974b)
Amilasa Acinetobacter sp. 1-3 Onishi y Hidaka (1978)
Proteasa Pseudomonas sp. 18 Van Qua y col. (1981)
Nucleasa Bacillus halophilus 11-17 Onishi y col. (1983)

Micrococcus varians subsp.

5’-nucleotidasa halophilus 12 Onishi y col. (1984)
. Micrococcus varians subsp. .
Amilasa halophilus 4,5-6 Kobayahi y col. (1986)
Amilasa Micrococcus sp. 6 Khire (1994)
. - Coronado y col. (2000a,
Amilasa H Halomonas meridiana 10 2000b)
Amilasa A Halothermothrix orenii 5 Mijts y Patel (2002)
Amilasa Halobacillus karajensis 5 Amoozegar y col. (2003a)
Proteasa Filobacillus sp. RF2-5 10 Hiraga y col. (2005)

1.3.2. Enzimas extracelulares producidas por haloarqueas

Se han descrito muchas enzimas extracelulares producidas por arqueas no haléfilas, sin
embargo, debido a que muchos de los métodos cominmente utilizados en la purificacién
de proteinas no son efectivos a elevadas concentraciones de sal, no hay muchas enzimas
extracelulares producidas por haloarqueas que hayan sido purificadas y caracterizadas.
Estas enzimas son activas a elevadas concentraciones de sal y en la mayoria de los casos se
ha descrito una pérdida de funcionalidad a bajas concentraciones salinas (Madern y col.,
2000). Kamekura (1995) ha descrito diversos métodos de purificacién de proteasas
producidas por haloarqueas.
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Los primeros estudios de enzimas extracelulares producidos por arqueas haléfilas
extremas, al igual que los de bacterias haléfilas moderadas, datan de principios de los afios
70, en el que se menciond la presencia de microorganismos haléfilos extremos capaces de
secretar al medio lipasas, proteasas y amilasas, aunque no se realizé ninguna
caracterizacién de las mismas (Norberg y Hofsten, 1969; Good y Hartman, 1970;
Gonzélez y Gutiérrez, 1970).

No es hasta 1983 cuando se estudia la primera hidrolasa extracelular producida por
una haloarquea. Se trataba de una serina proteasa producida por Halobacterivm salinarum
(halobium). Esta enzima fue purificada, presentaba un peso molecular de 41 kDa y perdia
dréstica e irreversiblemente su actividad a concentraciones inferiores a 2 M de NaCl
(Izotova y col. 1983).

Otro estudio pionero en enzimas extracelulares de arqueas fue realizado por Oren
(1983a), quien describié una amiloglucosidasa extracelular, la cual hidroliza el almidén a
glucosa, producida por Halorubrum sodomense (anteriormente Halobacterium sodomense),
una arquea aislada del Mar Muerto. Esta enzima requiere al menos 0,5 M de NaCl para su
actividad y es capaz de actuar hasta 4 M de NaCl (Oren, 1983a). Posteriormente, esta
enzima fue purificada y se determiné que es un dimero constituido por dos subunidades de
72 y 82 kDa, respectivamente (Chaga y Porath, 1993).

De las tres proteasas extracelulares producidas por Natrialba asiatica (anteriormente
designada cepa 172 P1), una de ellas, una serina proteasa denominada halolisina 172P1,
fue purificada y estudiada en detalle. Esta enzima mostraba su méxima actividad a 75-
80°C, con un 25% de NaCl y a un valor de pH de 10,7 por lo que se trata de una enzima
capaz de actuar en condiciones extremas de temperatura, salinidad y pH (Kamekura y Seno
1990). Estudios posteriores permitieron la clonacién del gen Aly, que codifica esta halolisina
172 P1 y su expresién en otra arquea, Haloferax volcanii (Kamekura y col., 1992).

Las arqueas de los géneros Natronococcus'y Natronobacterium son haloalcaléfilas, por
lo que requieren elevadas concentraciones de sal y valores alcalinos de pH para su
crecimiento. Yu (1991) purificé una proteasa producida por Natronobacterivm sp. A2, la
cual presenta su méxima actividad a pH 9, 50°C y en presencia de T M de NaCl. Otra
enzima producida por una haloarquea es una a-amilasa secretada por Natronococcus sp.
Ah-36 (recientemente denominada Nafronococcus amylolyticus). Esta enzima mostraba un
méximo de actividad a 55°C en presencia de 2,5 M de NaCl y perdia su actividad a
concentraciones inferiores a 1 M de NaCl. Es notable la alta presencia de aminodcidos
4cidos, como glutémico o aspdrtico, en su superficie, lo que hace que la enzima sea estable
en estas condiciones tan extremas de salinidad (Kobayashi y col., 1992). El gen que codifica
esta proteina ha sido clonado y presenta un tamafo de 1.512 pb. Al igual que el gen Al
anteriormente descrito, que codifica la halolisina 172 P1 (Kamekura y col., 1992), este gen
también se ha expresado en Haloferax volcani (Kobayashi y col., 1994).

25



Introduccién

En 1992, Stepanov vy colaboradores describieron que Haloferax mediterranei
(anteriormente denominada Halobacterivm mediterranel) produce una serina proteasa
extracelular cuya actividad aumenta linealmente con la concentracién de NaCl entre el
rango 2 y 5 M. La enzima posee un peso molecular de 41 kDa y su secuencia N-terminal
revela que pertenece a la familia de las subtilisinas. Asimismo, también se ha descrito que
Haloferax mediterranei produce otfra enzima extracelular, la halolisina R4, cuyo gen ha sido
caracterizado y expresado en Haloferax volcanii (Kamekura y col., 1996).

También ha sido descrita y parcialmente purificada otra proteasa extracelular producida
por Halobacterivm salinarum (halobium). Esta enzima presenta una alta dependencia de
sal, perdiendo drdsticamente su actividad en ausencia de NaCl (Ryu y col., 1994).

Los estudios de expresién de genes en haloarqueas presentaban el inconveniente de que
los genes informadores convencionales no eran activos a las altas concentraciones de sales
presentes en el citoplasma de estos microorganismos. Un primer paso en la solucién de este
problema ha sido la purificacién de una [J-galactosidasa de Haloferax lucentense
(anteriormente denominada “Haloferax alicantei’} y la clonacién del gen responsable de su
sinfesis (Holmes y col., 1997). Esta enzima es éptimamente activa a 4 M de NaCl. El gen,

bgaH, que codifica esta enzima ha sido clonado y expresado en Halobacterivm salinarum
(Holmes y col., 2000; Patenge y col., 2000; Gregor y Pfeifer 2001).

En 1997, se detecté que Natronococcus occultus, microorganismo haloalcaléfilo capaz
de vivir en ambientes con 3-4 M de NaCl y valores de pH de 10-11, producia una proteasa
extracelular (Studdert y col., 1997), pero no fue hasta 2001 cuando fue purificada y
caracterizada. Esta proteina, denominada EP, presenta su mdxima actividad a T M de NaCl
o KCI. Estudios de estabilidad de esta enzima frente a diferentes concentraciones de sales
revelan que EP es capaz de retener hasta el 100% de su actividad durante 7 dias en
concentraciones 3 M de NaCl o KCl, y su actividad es nula en ausencia de sal (Studdert y
col., 2001; Elsztein y col., 2001).

Natrialba magadii secreta una serina proteasa al final de su fase exponencial de
crecimiento que ha sido purificada por Giménez y colaboradores (2000). Esta enzima, al
igual que todas las descritas hasta el momento, presenta una alta dependencia de sal para
su actividad siendo en este caso la concentracion éptima a 1,5 M de NaCl o KCI. No existe
informacién referente al gen responsable de su sintesis.

Ademds de la serina proteasa anteriormente descrita (Stepanov y col., 1992), Haloferax
mediiterranei produce una a-amilasa cuando el medio es enriquecido con almidén. Esta
enzima que ha sido purificada y caracterizada presenta su méxima actividad a 3 M de NaCl
y pierde totalmente su actividad en ausencia de NaCl (Pérez-Pomares y col., 2003).

Se han descrito dos enzimas, una B-xilanasa y una B-xilosidasa producidas por
Halorhabdus utahensis. Ambas enzimas son activas en un rango de salinidad muy amplio,

26



Introduccién

desde 0,05 hasta 27% de NaCl presentando un méximo de actividad entre 5-15% de NaCl
para la actividad xilanolitica y un 5% para la enzima B-xilosidasa (Waino y Ingvorsen 2003).

Por Gltimo, Haloarcula sp. cepa S-1, produce una a-amilasa de 70 kDa cuya actividad
6ptima tiene lugar a 50°C, 25% de NaCl y pH 7. Esta enzima presenta la caracteristica de

ser activa y estable en varios disolventes orgénicos como benceno, tolueno y cloroformo
(Fukushima y col., 2005).

En la Tabla 2 se muestra una seleccién de enzimas extracelulares producidas por
haloarqueas y la concentracién de NaCl éptima requerida para su actividad.

Tabla 2. Enzimas extracelulares producidas por haloarqueas

Concentracion

Enzima Microorganismo 6ptima de NaCl (%) Referencia
Amilasa Halobacterium salinarum 1 Good y Hartman (1970)
Serina proteasa Halobacterium salinarum ND Izotova y col. (1983)
Amiloglucosidasa Halorubrum sodomense 7,5 Oren (1983a); Chaga y Porath
(1993)
Serina proteasa Natrialba asiatica 10-15 Kamekura y Seno (1990);
Kamekura y col. (1992)
Proteasa Natronobacterium sp. 5,5 Yu (1991)
Amilasa Natronococcus amylolyticus 15 Kobayashi y col. (1992, 1994)
Proteasa Haloferax mediterranei ND Stepanov y col. (1992)
Proteasa Halobacterium salinarum 23 Ryu y col. (1994)
B-galactosidasa Haloferax lucentense 23 Holmes y col. (1997)
Serina proteasa Natrialba magadii 6-9 Giménez y col. (2000)
Serina proteasa Natronococcus occultus 6 Studdert y col. (2001)
a -amilasa Haloferax mediterranei 18 Pérez-Pomares y col. (2003)
B-xilanasa Halorhabdus utahensis 5-15 Waino y Ingvorsen (2003)
B-xilosidasa Halorhabdus utahensis 5 Waino y Ingvorsen (2003)
a-amilasa Haloarcula sp. 25 Fukushima y col. (2005)

ND, no determinado
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1.3.3. Adaptacion de las enzimas a los ambientes salinos

Las altas concentraciones de sal afectan a la conformacién de las proteinas, es por ello
que las enzimas haléfilas presentan unos mecanismos especificos para ser estables a estas
concentraciones salinas. Estos mecanismos de adaptacién implican tanto mecanismos de
interaccion con el solvente como cambios en la estructura tridimensional de las proteinas
(Madern y col., 2000). El mantenimiento de la estructura de las proteinas se debe a un
cumulo de interacciones débiles en el interior de la cadena polipeptidica y de las
interacciones de la proteina con el disolvente (Cordone y col., 1999).

Hay que diferenciar los mecanismos de adaptacién a la sal que presentan las enzimas
de los microorganismos haldfilos extremos y los que presentan las bacterias haléfilas
moderadas. Las enzimas de microorganismos haléfilos extremos tienen que soportar
elevadas concentraciones de sal tanto dentro (citoplasma) como en el medio extracelular.
No ocurre lo mismo con las enzimas de bacterias haléfilas moderadas, ya que en el interior
de estas bacterias la concentracién de sal no es elevada, sin embargo la concentraciéon
salina aumenta en el medio extracelular, por lo que la enzima se tiene que adaptar a este
cambio de salinidad.

Los microorganismos haléfilos extremos acumulan iones Na* y K* en su citoplasma para
mantener el equilibrio osmético con el exterior; las proteinas se protegen de esta alta
concentracién de iones intracelulares exponiendo cargas negativas en su superficie. En
general, las proteinas de haloarqueas necesitan altas concentraciones salinas para
mantener su actividad; estas concentraciones pueden alcanzar valores de 2-4 M de Na™ o
K*, aunque existen algunas excepciones. Para poder ser solubles, estables y activas a tan
altas concentraciones salinas, las proteinas han desarrollado mecanismos especificos que
consisten fundamentalmente en la modificacién de la composicién de aminodcidos (Madern
y col., 2000; Joo y Kim, 2005). Asi, los estudios cristalograficos de la estructura de varias
proteinas haléfilas han mostrado una serie de caracteristicas estructurales comunes que se
pueden considerar como estrategias adaptativas a altas concentraciones salinas (Frolow vy
col., 1996; Yamada y col., 2002). Estas proteinas se caracterizan por presentar un aumento
de residuos dcidos en su superficie que contribuyen a la solubilidad de la enzima (Lanyi,
1974; Madigan y Oren, 1999; Madern y col., 2000; Mevarech y col., 2000), un
incremento del contenido en serinas y treoninas y una disminucién de los residuos
hidrofébicos y alifdticos (Madern y col., 1995). El cardcter hidrofébico de la superficie
proteica se reduce mediante una disminucién de los residuos de lisina expuestos en la
superficie (Britton y col.,, 1998). Estas proteinas no son sélo funcionales a altas
concentraciones salinas, sino que generalmente requieren estas altas concentraciones para
mantener su estabilidad. Por todo esto, la mayoria de las proteinas de las haloarqueas se
desnaturalizan cuando se resuspenden en soluciones con un contenido menor de 1-2 M de
NaCl, hecho por otra parte légico, ya que estas enzimas nunca estdn sometidas a
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concentraciones tan bajas de sal, porque las arqueas no suelen vivir en condiciones de baja
salinidad. Estas proteinas presentan una elevada proporcién de glutémico ya que este
aminodcido posee una alta capacidad de ser hidratado. Ademds, a diferencia de las
proteinas no haléfilas, estas proteinas presentan sitios de unién a aniones en su superficie.
La elevada carga negativa de la superficie de estas proteinas sirve para mantener una capa
de hidratacién en la forma de cationes Ky Na* hidratados. Por otro lado, es evidente que
no sélo es importante la densidad de carga, sino que la hidratacién y, por tanto, la
solubilidad, alivia la interaccién de estas cargas en el espacio tridimensional.

Una de las caracteristicas mds interesantes de las proteinas es el hecho de haber
conservado en su secuencia de aminodcidos una considerable memoria sobre su historia
evolutiva. Asi, se han disefiado modelos evolutivos que intentan explicar la evolucién sufrida
por estas proteinas que les permite ser activas a estos altos valores de sal (Dennis y col.,

1997).

Esta estrategia de acumular altas concentraciones de iones Na™ y K" en el medio
intracelular para mantener el equilibrio osmético se ha descrito fundamentalmente en
haloarqueas y en un grupo especializado de bacterias haléfilas anaerobias del orden
Halanoerobiales (Lanyi, 1974; Oren 1986; Oren y col., 2002). El andlisis proteico del
genoma de Halobacterivm NRC-1, recientemente secuenciado, un representante por
excelencia de las arqueas haléfilas extremas, confirma las caracteristicas anteriormente
mencionadas (Ng y col., 2000). Ademds, estas caracteristicas se han encontrado en otras
proteinas caracterizadas de haloarqueas (Fukuchi y col., 2003). Ejemplos de estas proteinas
son, entre otras, una dihidrofolato reductasa y una isocitrato deshidrogenasa producidas
por Haloferax volcanii (Pieper y col., 1998), una malato deshidrogenasa (fue la primera
enzima haléfila que se purificd) y una 2Fe-2S ferredoxina producida por Haloarcula
marismortui (Holmes y Halovorson, 1965; Zaccai y col., 1989; Mevarech y col., 2000) y
una glutamato deshidrogenasa producida por Halobacterium salinarum (Britton y col.,

1998).

Salinibacter ruber (Antén y col., 2002) es una bacteria haléfila extrema y al igual que
ocurre en las haloarqueas, acumula iones K™ y CI" en su citoplasma para mantener el
equilibrio osmético con el exterior. Las enzimas purificadas de esta bacteria presentan
diferentes comportamientos respecto a la sal. Asf, se han descrito enzimas como una
isocitrato deshidrogenasa (Oren y Mana, 2002), una é4cido graso sintetasa (Oren y col.,
2003) y una glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Oren y Mana, 2003) que se comportan
como enzimas haléfilas, siendo altamente dependientes de sal para su actividad. Oftras
enzimas de S. ruber pueden ejercer su funcién tanto en ausencia como en presencia de sal,
son las enzimas isocitrato deshidrogenasa (Oren y Mana, 2002) y una glicerol kinasa (Sher
y col., 2004). Y por Gltimo, han sido descritas dos enzimas, una malato deshidrogenasa
(Oren y Mana 2002) y una hexokinasa (Oren y Mana, 2003) que presentan las
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caracteristicas de ser estables y activas en ausencia de sal, perdiendo actividad a altas
concentraciones salinas. Por lo tanto, las proteinas de S. ruber presentan comportamientos
individuales distintos ante la presencia de sal. No debemos, sin embargo, excluir que las
propiedades no haléfilas de la malato deshidrogenasa y de la hexoquinasa de esta bacteria
puedan ser debidas a un proceso de transferencia genética horizontal durante el proceso de
evolucién a partir de otro microorganismo (Madern y Zaccai, 2004).

Como estrategia para mantener el equilibrio osmético, las bacterias haléfilas moderadas
acumulan solutos compatibles, por lo que no es necesario que mantengan altas
concentraciones iénicas en su interior. En las proteinas aisladas de estas bacterias la
proporciéon de aminodcidos écidos no es tan elevada como en haloarqueas, aunque
algunos autores han observado un ligero aumento de aminodcidos dcidos en las proteinas
de estos microorganismos (Gandghir y col., 1995; Coronado y col., 2000b).

Oren y colaboradores (2005), en base a la secuencia casi completa del genoma
(http://genome.ipi-psf.org/microbial/index.html)  de la  bacteria  Chromohalobacter

salexigens, han realizado un andlisis comparativo de varias proteinas de distintos
compartimentos celulares en base a su punto isoeléctrico (pl), que proporciona una
indicaciéon de la naturaleza acidica de las mismas. Estos autores han comparado estas
proteinas con sus correspondientes ortélogas tanto de bacterias no haléfilas, concretamente
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Vibro cholerae, como con proteinas de la
haloarquea Halobacterivm sp. NRC-1, utilizando para ellos sus genomas disponibles en las
bases de datos (Tabla 3).

Asi, se ha comparado los valores de pl tanto de proteinas citoplasmdticas, como de
proteinas del metabolismo central, proteinas ribosémicas y proteinas asociadas a la
membrana interna del sistema de transporte ABC, observandose un ligero carécter mads
4cido en las proteinas de C. salexigens que en las proteinas no haléfilas de £ coliy P.
aeruginosa. Las proteinas de Halobacterium sp. NRC-1 presentan claramente, un cardcter
marcadamente dcido. También han comparado proteinas embebidas en la membrana
interna, concretamente permeasas del sistema de transporte ABC con sus correspondientes
ortélogos; en este caso no se observan diferencias entre C. salexigens y las proteinas no
haléfilas. Esto puede ser debido a que estas proteinas estdn protegida por la membrana
citoplasmdtica y estdn més influenciadas por las propiedades de ésta que por al ambiente
citoplasmdtico o peripldsmico. Igualmente las proteinas de Halobacterivm sp. NRC-1
presentan un marcado cardcter dcido. Sin embargo, al hacer esta misma comparacién con
proteinas peripldsmicas del sistema de transporte ABC, se observa un claro aumento del
carécter 4cido en las proteinas de C. salexigens con respecto a sus ortélogos no haléfilos.
Los autores atribuyen estos resultados al hecho de que la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas es permeable a los iones. En todos los casos las proteinas de V.
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cholerae presentaban una acidez intermedia entre las proteinas no haléfilas y las proteinas
de Halobacterium sp. NRC-1.

Tabla 3. Valores de pl de proteinas de diversos microorganismos (Oren y col., 2005)

Proteinas del 5,10 £ 0,34 5,66 £ 0.49 5,80 £ 0.55 5,54 £ 0,44 4,22+0,14
metabolismo central® (12) (12) (12) (12) (6)

Proteinas estructurales 10,10 £ 2,15 10,41 £ 1,67 10,37 £ 1,81 10,28 + 1,88 5,81 % 2,56
de ribosomas® (53) (53) (53) (53) (55)

ATPasas asociadas al

sistemalde transporte 6,67 + 1,47 6,93 + 1,63 7,06 * 1,62 6,90 + 4,42 £1,10
ABC? (50) (73) (62) 1.41(54) (26)
Permeasas de
membrana asociadas al 9,19 £ 1,56 9,18 £ 1,44 9,24 £1,49 8,65+ 1,75 6,68 £ 2,46
sistema de transporte (68) (77) (60) (53) (27)
ABC®
Proteinas
periplasmicas 4,54 +1,13 6,81 + 1,56 7,28 +1,33 5,68 + 1,03 4,11+ 0,14
asociadas al sistema de (55) (59) (44) (39) (6)
transporte ABC®

®Proteinas del citoplasma

®Proteinas asociadas a la membrana interna

°Proteinas periplasmicas

Los datos de la tabla presentan la desviacion estandar y entre paréntesis se indica el numero de proteinas utilizadas
para calcular cada valor

Los microorganismos utilizados en esta comparacion son: Chromohalobacter salexigens, Escherichia coli K-12,
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Vibrio cholerae 01 El Tor N16961, Halobacterium sp. NRC-1

1.3.4. Proteasas microbianas

Como hemos descrito anteriormente, son muy diversas las enzimas hidroliticas
producidas por microorganismos haléfilos moderados y extremos. Por ello, a partir de este
momento, vamos a centrar nuestra descripcién en las proteasas, las cuales ocupardn el
estudio central de este trabajo.

1.3.4.1. Definicion

Las proteasas son enzimas degradativas que catalizan la hidrdlisis total de proteinas.
También son llamadas peptidasas, indicando asi que son enzimas que hidrolizan enlaces
peptidicos. Constituyen uno de los grupos funcionales mds extensos de proteinas, con mds
de 560 miembros descritos (Barret y col., 1998; Supuran y col., 2002). Estas enzimas
proteoliticas se encuentran en todos los seres vivos, desde virus, bacterias y arqueas,
protozoos, metazoos, hongos a plantas y animales. Las proteasas juegan un importante
papel en todas las funciones orgdnicas, son necesarias para el crecimiento y diferenciacién
celular, estdn involucradas en procesos como el recambio de proteinas, la maduracién de
enzimas y hormonas, la coagulacién de la sangre y la lisis de codgulos de fibrina, entre
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ofros muchos. También poseen un importante papel en la secrecién de compuestos a través
de las membranas celulares. Muchas de ellas son sintetizadas como zimégenos y en
contacto con el sustrato al que van a hidrolizar se activan, gracias a la intervencién de otras
proteasas (Rao y col., 1998).

Las proteasas han sido utilizadas industrialmente desde hace décadas y constituyen las
proteinas mds importantes en el mercado industrial; se estima que el 40% del total de
ventas de enzimas son proteasas. Tienen numerosas aplicaciones; son utilizadas en la
industria de detergentes, alimentos, industria textil, fabricacién de cueros, industria
farmacéutica, tratamiento de aguas residuales, etc. (Rao y col., 1998; Gupta y col., 2002).

Las proteasas microbianas pueden proceder de tres origenes distintos: (i) proteasas
bacterianas, son muy diversas y abundantes. Aunque son muchas las bacterias capaces de
producir proteasas, las mds conocidas y estudiadas son las producidas por diferentes
especies del género Bacillus. Ademds, distintas especies de este género producen proteasas
alcaléfilas con variadas aplicaciones industriales, principalmente como aditivos de
detergentes; (i) proteasas producidas por levaduras y hongos. Generalmente son capaces
de actuar en un amplio rango de valores de pH (4 a 11) y ademds acttan sobre una gran
diversidad de sustratos, aunque son menos termorresistentes que las proteasas bacterianas.
Son especialmente interesantes para la industria alimentaria, concretamente para la
elaboracién de quesos, y (i) los proteasas de origen virico han adquirido mucha
importancia en los Ultimos afios debido a que estdn involucradas en la enfermedad del
SIDA (Rawlings y Barrett, 1993).

Las proteasas microbianas han sido revisadas en numerosas publicaciones (Rao y col.,
1998; Gupta y col., 2002; Sénchez-Porro y col., 2003; Jankiewicz y Bielawski, 2003;
Watanabe, 2004; Pontempa y Pike, 2005). Algunas de las Gltimas proteasas que se han
purificado, caracterizado y clonado han sido una dipeptidil peptidasa producida por
Strepfococcus suis (Jobin y col., 2005) y una metaloproteasa producida por Actinobacillus
pleuropneumoniae (Garcia-Gonzdlez y col., 2004).

1.3.4.2. Clasificacion

Debido a que las proteasas muestran una gran diversidad de mecanismos de accién vy
estructuras es dificil establecer una clasificacién general y es por ello por lo que se han
propuesto varias clasificaciones.

De acuerdo con la “International Union of Biochemistry and Molecular Biology” (1992),
los proteasas pertenecen al grupo 3 (hidrolasas) y dentro de éste al subgrupo 4 (peptidasas)
(Tabla 4). Segun este criterio, las proteasas se clasifican en exopeptidasas cuando hidrolizan
un enlace peptidico no sustituido préximo al extremo amino o carboxi terminal del sustrato,
denomindndose aminopeptidasas o carboxipeptidasas, respectivamente. A su vez las
carboxipeptidasas se clasifican segun la naturaleza de su centro activo en: serina
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(EC.3.4.16.-), metal (EC.3.4.17.-) y cisteina (EC.3.4.18.-) carboxipeptidasas. Existe un
pequeno grupo dentro de las exopeptidasas que hidrolizan extremos sustituidos: son las
omega peptidasas (EC.3.4.19-). Las endopeptidasas se caracterizan por hidrolizar las
cadenas peptidicas en las regiones internas alejadas de los extremos carboxi y amino
terminal. Se dividen en 4 grupos segun la naturaleza de su centro activo: serina
endopeptidasas  (EC.3.4.21.), cisteina  endopeptidasas  (EC.3.4.22.),  aspartato
endopeptidasas (EC.3.4.23.) y metalo endopeptidasas (EC. 3.4.24.). También existe un
quinto grupo en el que se incluyen aquellas endopeptidasas cuyo mecanismo de accién no
es conocido (Kenny, 1999).

Tabla 4. Tipos de peptidasas descritas en “Enzyme Nomenclature List of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology” (1992)

EXOPEPTIDASAS

Hidrolizan el extremo

amino terminal

l insustituido liberando un
®-0O-0-0-0-- solo aminodcido, un
dipéptido o un tripéptido

l Hidrolizan el extremo amino
terminal insustituido liberando

0-0-0-0-0—- dipéptidos

Hidrolizan el extremo amino
terminal insustituido liberando

._._.to_o__ tripéptidos

Hidrolizan el extremo carboxi

> terminal insustituido
—-0-0-0-0-0’@

3.4.16
Carboxipeptidasas (metal) 3.4.17
Carboxipeptidasas (cisteina)
Hidrolizan el extremo carboxi
- terminal insustituido liberando
--0-0-0-0-0-0 un dipéptido
l Sélo acttan  hidrolizando
3.4.13 -0 péptidos de dos residuos
(dipéptidos)
3.4.19 1
*—.—O—O—— Hidrolizan extremos carboxi o
l amino terminales sustituidos

——0-0-0O~@-*
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ENDOPEPTIDASAS 3.4.21-4.34
-O0-0- O O-0-0-
Serina endopeptidasa 3.4.21
Cisteina endopeptidasa 3.4.22
Aspartico endopeptidasa 3.4.23
Metalo endopeptidasa 3.4.24
Endopeptidasa de
mecanismos cataliticos 3.4.99
desconocidos

Los circulos en blanco representan residuos de aminoacidos en la cadena peptidica. Los circulos negros el aminoacido
terminal, y la estrella representa un extremo sustituido. Las flechas indican el sitio de accién de la enzima.

Como se ha mencionado, las proteasas se pueden clasificar segin la naturaleza de su
centro activo (Rao y col., 1998) en 5 grupos: serina proteasas, cisteina proteasas, aspartato
proteasas y metalo proteasas y un quinto grupo que incluiria aquellas proteasas cuyo
mecanismo de accién no es conocido. Vamos a describir con mds detalle cada uno de
estos grupos.

Serina proteasas

Las serina proteasas se caracterizan por la presencia de residuos de serina en su sitio
activo. El mecanismo catalitico de estas enzimas requiere ademdés del residuo de serina
otfros residuos como histidina, aspdrtico o lisina para su actuaciéon (Supuran y col., 2002).
Oftra caracteristica de las serina proteasas es la presencia de una regién conservada de
residuos de glicina (GXSYG) cerca del sitio activo (Brenner, 1988). Son activas,
generalmente, a valores de pH neutros o alcalinos y suelen tener pesos moleculares
relativamente bajos (18-35 kDa), aunque se han descrito algunas excepciones en enzimas
bacterianas como la serina proteasa de Bacillus subtilis, la cual presenta un peso molecular
de 90 kDa (Kato y col., 1992).

Estas enzimas son inhibidas irreversiblemente por diferentes compuestos tales como 3,4-
dicloroisocumarina (3,4-DCI), L-3-carboxitrans 2,3-epoxipropil-leucilamida (4-guanidina)
butano (E-64), di-isopropil fluorofosfato (DFP o DipF), fenimetilsulfonilfluoruro (PMSF) y
tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK) (Rao y col., 1998).

Incluyen dos grandes grupos, serina proteasas alcalinas y subtilisinas. Las serina
proteasas alcalinas se caracterizan porque se inhiben por DFP pero no por tosil-L-
fenilalanina clorometil cetona (TPCK) o TLCK. Sus pesos moleculares oscilan entre 15 y 45
kDa (Saeki y col., 2002). Estas proteasas son activas a pH alcalinos, siendo su pH éptimo
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10. Son producidas por una gran cantidad de microorganismos pero sin duda, las mds
importantes son las producidas por especies del género Bacillus (Mane y col., 2001; Huang
y col., 2003). Las subtilisinas son secretadas por un gran nimero de microorganismos,
aunque al igual que las serina proteasas alcalinas, las mds importantes son las producidas
por especies del género Bacillus. Las subtilisinas se caracterizan por poseer una
conformacién de su sitio activo similar a la tripsina y quimotripsina. Dentro de este grupo las
mds conocidas y estudiadas son la subtilisina Carlsberg y la subtilisina Novo o la proteasa
bacteriana Nagase (BPN'); estas proteasas son producidas por Bacillus licheniformis y
Bacillus amyloliquefaciens, respectivamente y son activas en condiciones extremas de pH
(pH 10) y temperatura (60°C). La subtilisina Carlsberg es muy utilizada en detergentes (Rao
y col., 1998).

Otra clasificaciéon de las serina proteasas bastante Ufil es la que se basa en la naturaleza
del substrato al que hidrolizan. Asi, destacamos las andlogas a tripsina que se caracterizan
por hidrolizar inmediatamente detrds de residuos cargados positivamente, andlogas a
quimotripsina, que se caracterizan por cortar la cadena peptidica después de una larga
cadena hidrofdbica y las andlogas a elastasa que cortan después de cortas cadenas
hidrofébicas.

Aspartato proteasas

La actividad de estas proteasas depende de la presencia de un grupo carboxilico, un
4cido aspdrtico, en su sitio activo. Son también conocidas como proteasas dcidas ya que
son activas en un rango de valores de pH de 2 a 6. Sus pesos moleculares oscilan

alrededor de 40 kDa (Rao y col., 1998).

Estas proteasas no se inhiben por la presencia de agentes como DFP u otros bloqueantes
de los residuos SH-, pero son fuertemente inhibidas por peptatina (Fitzgerald y col., 1990) y
presentan también una alta sensibilidad a compuestos diazoceténicos como diazocetil-DL-
norleucina metil ester (DAN) y 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi) propano (EPNP) (Rao y col.,
1998).

Cisteina proteasas

Estas proteasas se caracterizan por poseer en su sitio activo los aminodcidos cisteina e
histidina. Son activas generalmente a pH neutro y son sensibles a p-cloromercuriobenzoato
(PCMB) pero son insensibles a di-isopropilfosfofluoridato (DFP) y quelantes de metales (Rao
y col., 1998).

Generalmente, las cisteina proteasas son activas solamente en presencia de agentes
reductores como HCN. En base en la especificidad de la cadena peptidica que hidrolizan se
clasifican en 4 grupos: (i) andlogas de papaina, que son las més conocidas; (i) andlogas
de tripsina con preferencia por hidrolizar residuos de arginina; (iii) cisteina proteasas que
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hidrolizan especificamente dcido glutdmico; y (iv) otras cisteina proteasas (Rao y col.,

1998).
Metaloproteasas

Las metaloproteasas se caracterizan porque necesitan un ién divalente para su actividad.
El Zn?" es el metal mds frecuente aunque también se ha descrito la presencia de Co®* o
Mn?* (Barrett y col., 1998). Se pueden dividir en dos grandes grupos dependiendo de si
necesitan uno & mds metales para catalizar la reaccién, si bien, la mayoria de los
metaloproteasas sélo requieren un metal (Supuran y col., 2002).

Un motivo muy comin en las metaloproteasas lo conforman His-Glu-Xaa-Xaa-His
(HEXXH) que ha sido caracterizado mediante difraccién de rayos X; los dos residuos de

histidina son los que actuan como primer y segundo ligando del metal, generalmente el
Zn?* (Supuran y col., 2002).

Son inhibidas por quelantes de metales como el efilendiaminotetracético (EDTA), por el
4cido  etilen  bis  (oxietilenonitrilo)  tetraacético  (EGTA), fosforamidén  [N-(a-
rhamnopiranosiloxihidroxifosfanil)Leu-Trp], Zincov [2-(N-hidroxicarboxiamido)-4-
metilpentanoil-L-Ala-Gly-NH,], 1,10-fenantrolina, tetraetilen pentamina, y también son
inactivadas mediante didlisis (Supuran y col., 2002).

La clasificaciéon de las metaloproteasas es bastante compleja, existiendo una gran
cantidad de familias y clanes. Basdndonos en el pH requerido para su actividad podemos
destacar las metaloproteasas neutras y las alcalinas.

> Neutras

Las termolisinas constituyen las proteasas mds importantes de este grupo. Muestran
especificidad por aminodcidos hidrofébicos.  Bacillus  stearothermophilus 'y Bacillus
thermoprofeolyticus producen termolisinas, ambas enzimas son termoestables y presentan
un peso molecular de 34 kDa (Matthews, 1988). Otras importantes metaloproteasas de este
grupo son la elastasa producida por Psevdomonas aeruginosa y las metaloproteasas
producidas por Legionella pneumophila, Vibrio cholerae y Vibrio vulnificus (Kon y col.,
1999; Woessner, 1998). El andlisis tridimensional de la estructura de la termolisina
producida por B. thermoprofeolyticus muestra la existencia en su sitio activo formado por
tres aminodcidos y una molécula de agua ligada al Zn?*. Presentan el motivo caracteristico
de las metaloproteasas, HEXXH en el que la molécula de glutdmico (E) actta como tercer
ligando del metal (Matthews, 1988).

Entre los inhibidores de esta familia se encuentran quelantes de metales como el
fosforamidén, Zincov, EDTA, EGTA, 1,10-fenantrolina y tetraetilen pentamina (Kessler y

Ohman, 1998).
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> Alcalinas

Estas proteasas presentan un amplio rango de especificidad. Dos representantes de este
grupo son las metaloproteasas producidas por Serratia marcescens (serralisina) 'y
Pseudomonas aeruginosa (aeruginolisinas) Estas metaloproteasas presentan el motivo
HEXXHXXGXXH, en el cual el tercer residuo de histidina y una molécula de agua acttan
como tercer y cuarto ligando del Zn?*, respectivamente. Son activas en un rango de pH de

7 a 9 y presentan pesos moleculares comprendidos entre 48 y 60 kDa (Matsumoto y col.,
1984; Shibuya y col., 1991; Barret y col., 1998).

La actividad de estas metaloproteasas estd inhibida por EDTA, 1,10-fenantrolina y
tetrametilenpentamina pero no es inhibida por fosforamidon o Zincov (Baumann, 1998;

Morihara, 1998).

Por (ltimo, también se ha descrito una clasificaciéon de proteasas de acuerdo a su
relacién evolutiva (Rawlings y Barret, 1993; Rawlings y col., 2004). Este criterio clasifica las
proteasas en diferentes familias y clanes. Cada familia tiene asignada una letra para cada
tipo de catédlisis: S, C, A, M, o U para serina, cisteina, aspartato, metaloproteasas o
desconocido (unknown), respectivamente. Recientemente se ha creado la base de datos
MEROPS, la cual incluye informacién muy detallada sobre todas las proteasas
(http://merops.sanger.ac.uk).

En resumen, las proteasas se clasifican en primer lugar como endo o exo peptidasas,
basdndose en el sitio de accién sobre el sustrato. Ademds, segin la naturaleza de su centro
activo se clasifican como serina, aspartato, cisteina o metaloproteasas, y también se
incluyen en diferentes familias y clanes dependiendo de la relacién evolutiva de sus
secuencias. Basdndonos en el pH requerido para su actividad éptima se clasifican en
proteasas dcidas, neutras o alcalinas. Hay que resaltar que estas clasificaciones no son
excluyentes entre si, pudiéndose clasificar una misma proteasa segin varias de ellas.

1.3.5. Proteasas producidas por microorganismos extremoéfilos

Los microorganismos extreméfilos estdn acaparando la atencién de los investigadores
en los Gltimos fiempos debido a su potencial biotecnolégico. Son capaces de producir un
gran numero de enzimas extracelulares que presentan la caracteristica de poseer valores
6ptimos de actividad en las condiciones extremas en las que se desarrollan; pudiéndose
utilizar en multiples aplicaciones en las que otfras enzimas no son activas. Hay que destacar
que fambién existen enzimas que aunque no son producidas por microorganismos
extremofilos presentan la caracteristica de ser activas en condiciones extremas. Las
proteasas son uno de los grupos mds importantes de enzimas producidos por estos
microorganismos extremdfilos.

Dentro de los microorganismos extreméfilos distinguimos varios grupos: ademds de los
haléfilos ya descritos, detacamos los microorganismos terméfilos e hiperterméfilos  (son
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capaces de vivir a altas temperaturas), acidéfilos (se desarrollan en ambientes con valores
de pH dcidos), alcaldfilos (sobreviven en condiciones alcalinas), psicréfilos (estdn adaptados
a vivir a bajas temperaturas) y baréfilos (soportan altas presiones atmosféricas). Otros
grupos mds reducidos lo constituyen los microorganismos resistentes a altas
concentraciones de metales, los resistentes a altos niveles de radiacién o los microaeréfilos,
que toleran una pequefa cantidad de oxigeno (Demirjian y col., 2001; Van den Burg,

2003).

En las siguientes tablas se resumen
las  caracteristicas de las proteasas
producidas por microorganismos
extreméfilos descritas hasta el momento.
También se incluyen las proteasas
producidas por microorganismos que
aunque no son extremdfilos, presentan
actividad ~ éptima en  condiciones

extremas (Figura 7).

Figura 7. Lodos contaminados de Aznalcdllar (Sevilla) Los  microorganismos  terméfilos

requieren elevadas temperaturas para su
crecimiento. Diferenciomos microorganismos terméfilos, que crecen 6ptimamente a 70-
80°C e hipertermdfilos, que crecen éptimamente a 85-100°C. Las proteasas producidas
por estos microorganismos ademés de ser activas a temperaturas elevadas, también son
estables a dichas temperaturas durante largos periodos de tiempo, por lo que son muy
interesantes en procesos industriales en las cuales se requieren altas temperaturas (Kim y

col., 2002; Bruins y col., 2001).

En la Tabla 5 se muestran algunas de las proteasas extracelulares mds interesantes que
presentan una actividad éptima a elevadas temperaturas.

Tabla 5. Seleccion de proteasas microbianas extracelulares con actividad 6ptima a elevada temperatura

Peso
. Temperatura .
Proteasa Organismo et 3 molecular Referencia
optima (°C)
(kDa)
Serina proteasa Thermus caldophilus 90 ND Taguchi y col. (1983)
Serina proteasa Desulfurococcus mucosus 95 52 Cowan y col. (1987)
Aminopeptidasa Bacillus licheniformis 85 60 Pavlova y col. (1989)
. . . Fusek y col. (1990); Lin y
Proteasa acida Sulfolobus acidocaldarius 90 32
Tang (1990)
Metalocarboxipeptidasa Thermus aquaticus 80 56 Lee y col. (1992); (1994)
Proteasa Thermoactinomyces sp. 70 25 Tsuchiya y col. (1992)
Serina proteasa Bacillus sp. 60-70 36,9 Peek y col. (1993)
Serina proteasa Bacillus sp. 85 28-30 Fujiwara y col. (1993)
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Proteasa

Serina proteasa
Tiol proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa
Aspartato proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa

Serina proteasa
Serina proteasa
Metalocarboxipeptidasa

Metaloproteasa
Metaloproteasa S
Metaloproteasa N
Metaloproteasa B
Serina proteasa
Carboxipeptidasa

Serina proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa

Serina proteasa
Serina protease

Serina proteasa
ND, no determinado

Organismo

Bacillus sp.

Thermococcus kodakaraensis
Thermococcus stetteri
Thermus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.
Thermoactinomyces sp.
Pyrococcus furiosus
Fervidobacterium
pennivorans
Thermoactinomyces candidus

Pyrococcus furiosus

Bacillus stearothermophilus
Bacillus stearothermophilus

Thermococcus kodakaraensis
Pyrococcus horikoshii
Thermoanaerobacter
keratinophilus

Natronococcus occultus
Thermoanaerobacter
yonseiensis

Fervidobacterium slandicum
Alicyclobacillus sendaiensis
Bacillus sp.

Temperatura
optima (°C)

75
110
85
70
60
70
85
95

80
70
90

70
70
85
90
80
95

85
60
92,5

70
60
85

Peso
molecular
(kDa)

41
44-45
68
ND
ND
28
31
150

130
30
58-59

27
36
53
71
43
43

135
130
32

97
57
42

Referencia

Maciver y col. (1994)
Morikawa y col. (1994)
Klingeberg y col. (1995)
Munro y col. (1995)
Prescott y col. (1995)

Kim y col. (1996)

Lee y col. (1996)
Voorhorst y col. (1996)
Friedrich y Antranikian
(1996)

Ignatova y col. (1999)
Cheng y col. (1999); Arndt
y col. (2002)

Suny col. (1999)

Sookkheo y col. (2000)

Kannan y col. (2001)
Ishikawa y col. (2001)
Riessen y Antranikian
(2001)

Studdert y col. (2001)
Jang y col. (2002a;
2002b)

Nam y col. (2002)
Tsuruoka y col. (2003)

Wu y col. (2004)

Los microorganismos alcaléfilos constituyen un grupo diverso de organismos adaptados

a vivir en ambientes con valores de pH alcalinos, alrededor de 10. Estos microorganismos

constituyen una fuente importante de enzimas alcalinas, destacando por su importancia las

proteasas. La principal aplicacién de estas proteasas alcalinas es en la industria de los

detergentes y en el procesado del cuero (lto y col., 1998; Gupta y col., 2002).

En la Tabla 6 se muestran algunas de las proteasas alcalinas que han sido estudiadas

hasta el momento; algunas de ellas estdn producidas por microorganismos alcaléfilos,

aunque la mayor fuente de proteasas alcalinas la proporcionan diversas especies del

género Bacillus (Kumar y Takagi, 1999).
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Tabla 6. Seleccion de proteasas microbianas extracelulares alcalinas

Proteasa

Serina proteasa
Proteasa
Proteasa

Serina proteasa

Serina proteasa

Proteasa HS
Proteasa AS

Proteasa

Serina proteasa |
Serina proteasa Il

Serina proteasa

Proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa

Proteasa

Serina proteasa
Proteasa
Proteasa
Serina proteasa
Proteasa

Metaloproteasa

Proteasa

Proteasa
Proteasa
Proteasa

Proteasa

Proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa
Proteasa
Proteasa
Proteasa
Proteasa

Serina proteasa A

Organismo

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.
Nocardiopsis dassonvillei

Thermoactinomyces sp.

Bacillus sp.
Streptomyces sp.
Bacillus stearothermophilus

Bacillus sp.

Streptomyces pactum
Bacillus licheniformis
Thermoactinomyces sp.
Brevibacterium linens
Pimelobacter sp.

Streptomyces diastaticus sp.

Bacillus sp.

Oligotropha carboxydovorans
Pseudomonas aeruginosa
Streptomyces cyaneus

Bacillus sp.
Bacillus brevis

Arthrobacter nicotianae

Bacillus sp.

Pseudomonas aeruginosa
Serratia marcescens
Bacillus sphaericus

pH 6ptimo

11,5
9-12
9-12

11

11

8-12
8-12
10-12

10-12
10,5

11,5-13

12-13
11,5
9

12,3

7-10
8,5-11,5
11
8,5
9

8

9,2

8,5

10,5

9,5
11
12

9,5
10,5

40

Peso
molecular
(kDa)

30
ND
ND

25

25

36
27,5

ND

21
36

25

28-30
19
20-33

28

30
31,4
31
126
23

11

ND

23
38
120

42

ND
53-55
70-72

28

29

32

66,5
28,7

Referencia

Horikoshi (1971)
Aunstrup y col. (1972)
Aunstrup y col. (1972)
Tsaiy col. (1983; 1984;
1986; 1988)

Tsaiy col. (1983; 1984;
1986; 1988)

Durham y col. (1987)

Takami y col. (1989;
1990; 1992a; 1992b)

Tsujibo y col. (1990)

Tsuchiya y col. (1991);
(1992)

Fujiwara y col. (1993)
Yum y col. (1994)
Rahman y col. (1994)
Kobayashi y col. (1995;
1996)

Bockle y col. (1995)
Cheng y col. (1995)
Lee y col. (1996)
Rattray y col. (1997)
Oyama y col. (1997)
Chaphalkar y Dey
(1998)

Sumandeep y col.
(1999)

Kang y col. (1999)
Ogino y col. (1999)
Petinate y col. (1999)
Hutadilok-Towatana y
col. (1999)

Banerjee y col. (1999)

Smacchi y col. (1999)

Kumar y col. (1999)

Bayoudh y col. (2000)
Romero y col. (2001)
Singh y col. (2001)
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Proteasa

Serina proteasa B

Serina proteasa

Proteasa

Proteasa

Proteasa

Proteasa

Proteasa

Serina proteasa
Metaloproteasa
Serina proteasa
Metaloproteasa
Serina proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa
Proteasa

Proteasa

ND, no determinado

Organismo

Bacillus subtilis

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus pumilus

Bacillus mojavensis

Alcaligenes faecalis

Bacillus sp.
Alteromonas sp.
Alcaligenes faecalis
Bacillus thuringiensis
Bacillus alcalophilus
Arthrobacter ramosus

Xanthomonas maltophila

Bacillus pumilus
Pseudomonas sp.
Bacillus licheniformis

pH 6ptimo

11
10
9
10-11

12
12
9

10
10
11

Peso
molecular
(kDa)

68
20

ND

29

28

30

67

45
56
67
ND
ND
ND
36
32
25
ND

Referencia

Mane y Bapat (2001)
Muderrizade y col.
(2001)

Johnvesly y Naik
(2001); Johnvesly y col.
(2002)

Kumar (2002)

Gupta y col. (1999);
Beg y col. (2002)
Thangam y Rajkumar
(2002)

Saeki y col. (2002)
Miyamoto y col. (2002)
Thangam y col. (2002)
Tyagi y col. (2002)
Kanekar y col. (2002)
Kanekar y col. (2002)
De Toniy col. (2002)
Huang y col. (2003)
Zeng y col. (2003)
Tang y col. (2004)

En cuanto a las proteasas producidas por microorganismos haléfilos moderados, ya han
sido revisadas en mayor detalle en el apartado 1.3.1. de este trabajo. En la Tabla 7 se
muestra un resumen de las proteasas producidas por microorganismos haléfilos moderados

y extremos.

Tabla 7. Seleccidn de proteasas extracelulares producidas por microorganismos haléfilos

Proteasa

Proteasa
Proteasa
Serina proteasa
Proteasa
Serina proteasa
Serina proteasa

Serina proteasa

Serina proteasa
Serina proteasa

ND, no determinado

Organismo

Bacillus sp.

Pseudomonas sp.
Halobacterium salinarum
Haloferax mediterranei
Halobacterium salinarum
Halobacterium mediterranei

Natrialba asiatica

Natronococcus occultus
Natrialba magadii

Concentracion
optima de NaCl

(%)

3
18
ND
ND
23
10-25

10-15

6-9

41

Peso
molecular
(kDa)

ND
12
ND
41
ND
41

41,9

130
45

Referencia

Kamekura y Onishi (1974b)

Van Qua y col. (1981)
Izotova y col. (1983)
Stepanov y col. (1992)
Ryu y col. (1994)
Stepanov y col. (1992)
Kamekura y Seno (1990);
Kamekura y col. (1992)
Studdert y col. (2001)
Giménez y col. (2000)
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Ademds de los microorganismos terméfilos, alcaléfilos y haléfilos, otros microorganismos
extreméfilos pueden ser usados como fuente de enzimas proteoliticas. Con respecto a los
microorganismos acidéfilos se han descrito arqueas y bacterias productoras de enzimas
amiloliticas capaces de actuar a valores de pH dcidos pero no hay muchos datos de
microorganismos productores de proteasas capaces de actuar a estos valores de pH (Serour
T y Antranikian, 2002; Bertoldo y Antranikian,

: 2002).

Los microorganismos psicréfilos  estén
adaptados a vivir a temperaturas entre O y
5°C. Sus hdbitats naturales son la Antértida,
las profundidades marinas, altas montafas o
los glaciares (Figura 8). Normalmente las

_ i enzimas producidas por estos
BT e T, =i microorganismos son activas entre 0°C y 20-
Figura 8. Habitat de microorganismos psicréfilos 30°C, y se desnaturalizan a temperaturas

superiores a éstas. Existen estudios acerca de
enzimas producidas por microorganismos psicréfilos, como amilasas, pero la informacién
sobre las proteasas de psicréfilos es muy escasa. Un ejemplo de una proteasa psicréfila es
la producida por una cepa de Psevdomonas aeruginosa aislada de la Antértida, que ha
sido purificada y cristalizada (Villeret y col., 1997). También se ha descrito la purificacién y
posterior clonacién de los genes que codifican dos serina proteasas producidas por Bacillus
sp. TA41 y Bacillus sp. TA39 (Davail y col., 1992; 1994; Narinx y col., 1992; 1997). En un
estudio més reciente, Denner y colaboradores (2001) describieron la produccién de una
metaloproteasa por la especie Psychrobacter proteolyticus aislada también de la Antértida.
La ¢ltima proteasa extracelular descrita hasta la fecha es la producida por la bacteria

psicréfila Pseudoalteromonas sp. DY-A. Esta proteasa sélo se secreta a temperaturas
inferiores a 20°C (Zeng y col., 2003).

Los microorganismos bardfilos o piezéfilos son aquellos que estdn adaptados a vivir en
ambientes con elevada presién atmosférica, como por ejemplo en las profundidades
marinas, donde también la temperatura es baja (1-3°C) (Kato y Takai, 2000; Abe y
Horikoshi, 2001). Aunque no hay muchos estudios relativos a estos ambientes, han sido
estudiadas y caracterizadas algunas hidrolasas, como la [J-maltotetrahidrolasa producida
por Pseudomonas sp. MS300 (Kobayashi y col., 1998). Sin embargo, no se ha descrito
ninguna proteasa producida por un microorganismo baréfilo.

1.3.6. Aplicaciones industriales de las proteasas microbianas

El uso de enzimas microbianas a nivel industrial constituye uno de los logros
biotecnolégicos mds importantes de los Gltimos tiempos. En la actualidad son més de 500
los procesos industriales que utilizan enzimas. Estos procesos abarcan casi todos los
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campos, desde industria alimenticia, textil, papelera efc... (Cherry y Fidantsef, 2003). La
venta mundial de enzimas microbianas generé en el afo 2000 un total de
aproximadamente 1.500 millones de délares (McCoy, 2000). Las aplicaciones de estas
enzimas se dividen en tres grandes grupos: enzimas utilizadas en la industria de detergentes,
textil, cuero y papel; que constitute el grupo principal y abarca un 65% del total, un
segundo grupo que constitute un 25% del total de las ventas formado por enzimas que se
utilizan en la fabricacién de productos lacteos, vinos, zumos, cerveza y en la industria
pastelera; finalmente, el tercer grupo, que representa el 10% del total de ventas, estd
constituido por enzimas que se utilizan en la fabricacién de alimentos para animales (Figura
9). La utilizacién de estas enzimas aporta ademds, la ventaja de contribuir al mantenimiento
del medio ambiente. Ejemplo de ello lo encontramos en la sustitucion en los detergente de
los fosfatos por enzimas microbianas como amilasas o celulasas; en la fabricaciéon de pan,
productos emulsificantes quimicos son sustituidos por lipasas o en la industria textil el
hidréxido sédico es sustituido por amilasas y peptidasas (Cherry y Fidantsef, 2003).

Alimentacion
animal

Alimentacion
humana

Figura 9. Representacion del mercado de
enzimas en el afio 2000 en distintos
sectores industriales. El sector de
industrias técnicas (65%) incluye a la
Industrias industria de detergentes, textil, cuero y
técnicas papel; en la alimentacion humana (25%)
se incluye la fabricacién de productos
lacteos, cerveza, zumos y pasteleria; la
alimentacion animal representa un 10%
del total de la venta de enzimas (Kirk y
col., 2002

Las proteasas constituyen uno de los grupos enziméticos mdés importantes producidos a
escala industrial, ampliamente utilizados en una gran variedad de industrias, tales como la
alimenticia, de bebidas, textil o papelera. Han adquirido una gran importancia en procesos
de biorremediacién de suelos y como alternativa a la utilizacién de productos quimicos
contaminantes en el procesamiento de los cueros (Rao y col., 1998; Kirk y col., 2002;
Cherry y Fidantsef, 2003).

De las enzimas producidas industrialmente, el 75% son hidrolasas. Las proteasas
representan uno de los tres grandes grupos de estas enzimas industriales y se estima que el
60% de las ventas de hidrolasas corresponden a proteasas (Rao y col., 1998).

El uso mds extendido de las proteasas es en la fabricacién de detergentes. El primer
detergente con componentes enzimdticos, “Burnus”, data de 1913; consistia en una mezcla

43



Introduccién

de carbonato célcico con extracto pancredtico. BIO-40 fue el primer detergente que
contenia enzimas bacterianas y fue introducido en el mercado en 1956. Las subtilisinas son
los proteasas mds utilizadas en la industria de los detergentes; su misién es degradar
manchas proteicas de diversos origenes. Asi, son capaces de eliminar manchas de sangre,
huevo, leche, hierba y diversas salsas (Maurer, 2004). En los Gltimos 15 afos se han
realizado grandes esfuerzos para obtener proteasas més activas y especificas a partir de las
aisladas de las diversas especies de Bacillus, que es el principal género microbiano
productor de estas enzimas. Para ello, se han realizado sustituciones mediante mutagénesis
dirigida en casi todos los aminodcidos de la subtilisina BPN (Bacillus Proteasa Novo,
producida por B. amyloliquefaciens) y aquellos mutantes en los que se observaba una
mejora de la actividad han sido patentados (Bryan, 2000; Maurer, 2004). La aplicacién de
técnicas de mutagénesis dirigida no se limita solamente a las proteasas utilizadas en los
detergentes sino a las numerosas enzimas utilizadas en distintos procesos industriales (Kirk y

col., 2002; Maurer, 2004).

En lo Tabla 8 se muestran distintas proteasas usadas en la actualidad como
componentes de detergentes.

Tabla 8. Proteasas utilizadas en detergentes (Jones, 2003)

Microorganismo pH optimo T? m-peratura
optima (°C)
Neutrasa Bacillus amyloliquefaciens 6-7 50 Novozymes®
Maxatasa Bacillus licheniformis 8,5-9 60 Gist-Brocades®
Purafect Bacillus lentus 10 55 Genencor Intl.
Esperasa Bacillus halodurans 8,5-11 60 Novozymes
Properasa  Bacillus claussi 9-11 50 Genencor Intl.

®Antes Novo Nordisk
®Actualmente forma parte de Genencor International
La mayoria de los componentes del pelo y de la piel, materias primas para el curtido del

cuero son de origen proteico. El método convencional del procesado del cuero involucra el
uso de numerosos compuestos quimicos, muchos de los cuales originan residuos muy
contaminantes para el medio ambiente. Actualmente se estdn empezando a usar proteasas
de diferentes microorganismos como alternativa a estos compuestos con la ventaja de su
inocuidad y facilidad de eliminacién de residuos. Las proteasas hidrolizan selectivamente los
constituyentes no colagenosos de la piel y eliminan las proteinas no fibrilares como
albdminas y globulinas (Rao y col., 1998).
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Oftro uso muy interesante de las proteasas es en el reciclado de productos derivados de
peliculas fotogréficas o placas de rayos X. Estos residuos contienen entre un 1,5-2,0% de
plata entre capas de gelatina. Es muy interesante recuperar esta plata ya que puede ser
aplicada en otros procesos. Convencionalmente se recuperaba mediante quemado de las
peliculas lo cual causaba una gran contaminacién medioambiental. Ademds la base de
estas peliculas, que estd fabricada de poliéster, era eliminada en el proceso. Debido a que
esta plata estd unida a capas de gelatina es posible recuperarla mediante un tratamiento
enzimdtico. La hidrdlisis de la gelatina por parte de proteasas no sélo permite recuperar la
plata sino también el poliéster con lo que constituye un proceso mds rentable y menos
perjudicial para el medio ambiente. Son varias las proteasas que se estdn utilizando con
este propdsito (Kumar y Tanaki, 1999; Gupta y col., 2002).

El uso de proteasas en la industria de la alimentacién data de la antigiedad y asf, han
sido utilizadas rutinariomente en la elaboracion de quesos, hidrolizados de soja y en la
elaboracién del pan (Perea y col., 1993; Rao y col., 1998). Las proteasas mds usadas
pertenecen a la familia de las aspartato proteasas. Actualmente se producen proteinas
recombinantes mejor adaptadas a las necesidades concretas en la elaboracién de quesos
(Rao y col., 1998). Por otro lado, las proteasas son ampliamente utilizadas en la fabricacién
del pan ya que hidrolizan el gluten del trigo consiguiendo masas mds esponjosas vy
amasables (Rao y col., 1998). Las proteasas también son utilizadas en la fabricacién de
productos derivados de la soja, ya que el uso de las mismas aumenta las propiedades
funcionales de la soja (Rao y col., 1998).

Destacamos también que los hidrolizados proteicos, producidos por la actuacién de
diversas proteasas, son ampliamente utilizados para la elaboracién de alimentos para
bebés, productos dietéticos y en la alimentacién hospitalaria (Ward, 1985; Rao y col.,
1998; Neklyudov y col., 2000). Asi, existen hidrolizados proteicos comerciales de caseina
(Miprodan; MD Foods, Alemania), de suero (Lacprodan; MD Foods) o de soja (Proud; Novo
Nordisk, Dinamarca) (Gupta y Lorenz, 2002).

Ademds, las proteasas juegan un papel muy importante en la sintesis enzimética de
péptidos que presenta amplias ventajas respecto a la sintesis quimica. Asf, son utilizadas con
éxito en la sintesis de dipéptidos (Barros y col., 1999) y tripéptidos (So y col., 2000). El
aspartamo es un dipéptido compuesto por dcido L-aspdrtico y metil éster de L-fenilalaning,
el cual es ampliamente utilizado como edulcorante no calérico. La configuracion L de los
dos aminodcidos es la responsable del sabor dulce de este compuesto. El mantenimiento de
la esteroespecificidad es crucial para el mantenimiento de su sabor dulce, pero el coste de
produccién quimica es muy elevado; por lo tanto, se ha recurrido a su produccién
enzimdtica utilizando para ello proteasas inmovilizadas. Toya Soda (Japén) y DSM
(Holanda) son las principales industrias productoras de aspartamo mediante un proceso
enzimdtico.
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Es importante también el uso de las proteasas en la industria farmacéutica (Figura 10).
Las proteasas producidas por distintos microorganismos se usan por via oral para la
correccién de ciertos sindromes de deficiencias enzimdticas. Colagenasas y subtilisinasas
son usadas junfo con antibidticos de amplio espectro en heridas y quemaduras. Del mismo
modo, una asparraginasa de origen bacteriano se utiliza para eliminar la asparragina del
torrente sanguineo en algunas formas de la leucemia linfocitica (Kundrya y Simonenko,
1994; Rao y col., 1998).

Un uso muy importante de las proteasas es en el tratamiento de aguas residuales tanto
domésticas como industriales ya que hidrolizan los componentes proteicos de las mismas.
Una formulacién que contiene enzimas proteoliticas procedentes de Bacillus subtillis, B.
amyloliquefaciens y Streptomyces sp. se ha comercializado y patentado por la empresa
Genex (Jacobson y col., 1985).

Otfro uso de proteasas que estd siendo

‘ actualmente desarrollado, es su aplicacién en la
industria de obtencién de seda. La sericina es un
componente proteico que constituye alrededor del
25% del peso total de la seda salvaje, cubriendo la
J periferia de las fibras de seda para proporcionarle
textura; el proceso actual mediante el cual esta
sericina es eliminada es muy caro. Se ha propuesto
el uso de proteasas para la eliminacion de esta

proteina, existiendo una patente al respecto
(Kanehisa, 2000).

Por otra parte es interesante sefialar que mds del

Figura 10. Industria farmacedtica 90% de las enzimas que se utilizan industrialmente

son enzimas recombinantes. La expresién de estas

enzimas recombinantes se lleva a cabo en hongos o bacterias que a su vez han sido

modificados genéticamente para optimizar la produccién de la misma, llegando incluso a
niveles de produccién de 40 g/l (Cherry y Fidantsef, 2003).

Se ha descrito que con las técnicas de screening habitualmente utilizadas para la
bisqueda de nuevas enzimas, sélo se han obtenido el 1% del total de enzimas con
potencial biotecnolégico. Asf, actualmente, en la biUsqueda de enzimas con nuevas
actividades enzimdticas, estd adquiriendo especial importancia la clonacién directa de ADN
ambiental, lo que se denomina “metagenoma” (Lorenz y col., 2002). Este método consiste
en aislar ADN de muestras ambientales, digerirlo y clonarlo en vectores de expresién;
posteriormente se caracterizan cada uno de los clones generados en busca de la actividad
hidrolitica deseada. Esto permite obtener el ADN de todas las bacterias cultivables y no
cultivables presentes en el ambiente (Lorenz y col., 2002).
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1.4. SECRECION DE ENZIMAS EXTRACELULARES

Las bacterias haléfilas moderadas no sélo constituyen una fuente potencial muy
importante de enzimas extracelulares, sino que ademds son excelentes modelos biolégicos
para la elucidacién de las bases moleculares de los mecanismos de procesamiento,
transporte y secrecién de enzimas haléfilas. Hasta el momento no se han realizado estudios
sobre la secrecién de enzimas extracelulares en estas bacterias, si bien este es un proceso
bastante bien estudiado en otfros grupos bacterianos.

Se han descrito cinco tipos distintos de sistemas de secrecién (Figura 11): el tipo | estd
mediado por un complejo enzimdtico compuesto por tres proteinas. Las proteinas que
utilizan este sistema de secrecién conservan la regiéon C-terminal unida a su secuencia (Binet
y col., 1997); el tipo Ill se encuentra fundamentalmente en bacterias patégenas, como
Yersinia o Shigella (Lee, 1997); también se ha descrito un sistema particular para la
secrecién de la toxina pertusis en Bordefella pertussis denominado tipo IV (Weiss y col.,
1993); el tipo V ha sido recientemente descrito y también se conoce como sistema
autotransporte. Finalmente, el sistema mds frecuente para la secrecién de proteinas en
bacteria Gram-negativas es el denominado sistema de secrecién de tipo |l

O
THI

¢ @ @& @ ®

Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV Tipo V

& &

Figura 11. Esquema general de los mecanismos de secrecion de proteinas en bacterias Gram-
negativas. ME, membrana externa; PG, péptidoglicano; PP, periplasma; MIl, membrana interna
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1.4.1. Sistema de secrecion de tipo |

El sistema de secrecién de tipo | o

TOSS (Type One Secretion System) en

| Membrana bacterias  Gram-negativas permite la
externa secrecion de proteinas de varios tamafos

y funciones desde el citoplasma hasta el
medio extracelular en un solo paso, sin
intermediarios citoplasmdticos estables.
La funcién de las proteinas secretadas por
TolC . . .
este mecanismo varfa desde hidrolasas

} Periplasma (proteasas, fosfatasas, glucanasas,
nucleasas, lipasas) a toxinas (Delepelaire,

2004).

Una caracteristica que presentan la
mayoria de las proteinas secretadas por

este mecanismo es la presencia de
Figura 12. Estructura de la proteina TolC regiones ricas en glicina (GGXGXDXXX)

(Henderson y col., 2004) que unen especificamente iones Ca?*.

Ademds de estas repeticiones de glicina, la mayoria de las proteinas presentan unas
pequenas repeticiones con alta homologia a moléculas de adhesién y suelen poseer muy
pocos o ningun residuo de cisteina. La sefial de secreciéon se localiza en la proteina
secretada en el extremo C-terminal y no es eliminada en el proceso.

La maquinaria de secrecién de tipo | consta de tres proteinas que son indispensables
para la secrecién. La primera es una proteina localizada en la membrana citoplasmética
que presenta un sitio de unién a ATP denominada ABC (ATP-binding cassette); es la
encargada de reconocer el sustrato gracias a una sefial de secrecién (no necesitan péptido
sefal) localizada en el extremo C-terminal de la proteina secretada. Esta proteina es la
responsable de la especificidad y también de proporcionar la energia necesaria para el
proceso mediante la hidrélisis de ATP. Otra proteina es la denominada proteina de fusién
de membrana, MFP (membrane fusion protein) o adaptador, que contiene un pequefo
dominio citoplasmdético localizado en su extremo N-terminal y un gran dominio
peripldsmico; esta proteina parece ser la responsable de establecer el contacto entre la
membrana externa y la membrana citoplasmatica. Y por Gltimo, la proteina OMP (outer
membrane protein), se trata de un trimero que forma un gran canal a través de la
membrana externa y del periplasma y que permite el paso de la proteina al exterior
(Higgins, 1992; Delepelaire, 2004).
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Estas proteinas estdn representadas en £. coli por las proteinas TolC (OMP), HlyD (MFP)
y HlyB (ABC). La proteina TolC ha sido resuelta cristalograficamente (Figura 12). Se trata de
un trimero en el que una parte estd acoplada a la membrana externa (estructuras terciarias
de tipo B) y el resto de la proteina (a hélices) se extienden hacia el periplasma formando un
canal (140 A) (Koronakis y col., 2000).

La secreciéon se produce por la interaccién de la sefal localizada en el extremo C-
terminal con la proteina ABC que desencadena el ensamblaje secuencial de la maquinaria
de secreciéon mediante sucesivas interacciones entre ABC, MFP y OMP. La proteina ABC
asegura que sélo sean reconocidos sustratos especificos (Jarchau y col., 1994).

La primera proteina estudiada que presentd este fipo de secrecién fue una a-hemolisina
(HIyA) producida por una cepa patégena de £. coli (Goebel y Hedgpeth, 1982). También
presentan este mecanismo de secrecién una leucotoxina producida por Pasteurella
haemolytica (Narayanan y col., 2002) y una adenilato ciclasa secretada por Bordetella
perfussis (Ladant y Ullmann, 1999). Respecto a proteasas, se ha descrito que la
metaloproteasa producida por Erwinia chrysanthemi utiliza el mecanismo de secrecién de
tipo | para ser exportada al exterior (Guzzo y col., 1991; Delepelaire y Wandersman, 1990;
Delepelaire, 1994).

1.4.2. Sistema General de Secrecion (GSP): Sistema de secrecion de tipo Il

Para alcanzar el exterior, las proteinas secretadas por las bacterias Gram-negativas
tienen que atravesar dos membranas hidrofébicas, la membrana interna o citoplasmdética y
lo membrana externa. El sistema general de secrecion o GSP (General Secretion Pathway)
es un mecanismo de franslocacién mediante el cual las proteinas atraviesan sucesivamente,
en dos pasos consecutivos, ambas membranas (Sandkvist, 2001a; Filloux y col., 1998;
Filloux, 2004). Para atravesar la membrana interna la proteina utiliza generalmente el
sistema Sec, aunque recientemente también se ha descrito la utilizacién del sistema Tat
(twin-arginine translocation) (Voulhoux y col., 2001). Para la translocacién a través de la
membrana externa la proteina requiere otra maquinaria. Se han descrito varios mecanismos
de terminacién del sistema GSP de los cuales el principal es el MTB (Main Terminal Branch)
o mecanismo de secrecién de tipo Il. Ademés del sistema de secrecién de tipo Il existen
ofros mecanismos alternativos de terminacién del GSP. Destacamos el mecanismo de la
chaperona PapC, el mecanismo de secrecién tipo ShlA y el mecanismo de agregacién
fimbrilar (Stathopoulos y col., 2000).

Mecanismo de la chaperona PapC

Este mecanismo es el que presentan algunas cepas de £ coli uropatdégenas para
exportar al exterior y ensamblar el pili que utilizan en la colonizacién de su hospedador
(Kuehn y col., 1992; Roberts y col., 1994). Este pili estd compuesto de varias estructuras
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finas y flexibles conectadas a una base rigida helicoidal. Las distintas subunidades del pili
(PapA, E, F, G, H, K) son sintetizadas en el citoplasma y atraviesan la membrana interna
mediante el sistema Sec. Una vez en el periplasma interacttan con la proteina chaperona
PapD, también requieren la presencia de la proteina DsbA para formar los apropiados
puentes disulfuros (Jacob-Dubuisson y col., 1994). La chaperona PapD es requerida para
prevenir la prematura unién de las subunidades del pili en el periplasma y que se formen
agregados. El complejo peripldsmico subunidad-PapD es dirigido hacia la membrana
externa, concretamente hacia la proteina PapC. La interaccién de ambas desencadena que
las subunidades del pili se liberen, se internen dentro del poro formado por la misma
proteina PapD y se produzca su ensamblaje (Thanassi y col., 1998).

Secrecion tipo ShlA

La hemolisina ShlA producida por Serratia marcescens es secretada mediante este
mecanismo. El precursor de esta hemolisina es sintetizado en el citoplasma y secretado
hacia el periplasma mediante el sistema Sec, perdiendo el péptido sefal. La translocacién a
través de lo membrana externa y la activacién de ShlA requiere la presencia de ofra
proteina denominada ShIB. Esta proteina ShIB también contiene un péptido sefal. Se ha
propuesto que esta proteina ShIB es la que forma un poro en la membrana externa
dobldndose en forma de barril [J a través del cual la proteina ShIA sale al exterior
(Konninger y col., 1999). Ademdés de esta proteina ShlA, otfras proteinas implicadas en la
virulencia de bacterias se secretan por un mecanismo andlogo, como las adhesinas HMW1
y HMW2 de Haemophilus influenzae, la hemolisina HpomA de Proteus mirabilis y la
hemoaglutinina FHA de Bordefella pertussis (St Geme y Grass, 1998; Jacob-Dubuisson y
col., 1997).

Mecanismo de nucleacion/precipitacion

Numerosas cepas de Escherichia coli o Salmonella producen unas delgadas, irregulares,
flexibles y agregables fibras llamadas “curli”, que les permiten adherirse a numerosas
superficies. Estos orgénulos se distinguen de otros tipos de pili tanto por su morfologia
como por su mecanismo de ensamblaje (Soto y col., 1999). Las bacterias que los sintetizan,
los exportan al exterior y tienden a agregarse, pudiendo actuar en la formacién de biofilms.
En £ coli se requieren dos operones para la biogénesis del “curli”. El operén cgsDEFG y el
operén csgBA. En Salmonella se han descrito también dos operones similares a los de £
coli (Romling y col., 1998; Collinson y col., 1996). Dos de los componentes del “curli” las
proteinas CsgA y CsgB presentan una alta similitud entre ellas y ambas contienen un
péptido sefal que es reconocido por el sistema Sec. La proteina CsgC es una lipoproteina y
también contiene un péptido sefal que se pierde al atravesar la membrana interna. La
proteina CsgG se localiza en el periplasma unida a la membrana externa y es necesaria
para transportar las proteinas CsgA y CsgB. No se sabe con exactitud si esta proteina CsgG
actba como canal a través de la membrana o bien como chaperona previniendo la
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proteolisis de las subunidades en el periplasma. La funcién de las proteinas CsgE y CsgF
parece ser la de actuar como chaperonas. La proteina CsgB es requerida bien para la
polimerizacién de la proteinas CsgA en el exterior o bien puede servir como base para que
se forme el “curli” (Bian y Normark, 1997).

1.4.2.1. Sistema de secrecion de tipo Il

El mecanismo de secrecién de tipo Il esté ampliamente distribuido en proteobacterias, en
las cuales es el principal responsable de la secrecion de toxinas y enzimas hidroliticas
generalmente implicadas en patogénesis de plantas y animales.

El aparato de secrecién de tipo Il estd compuesto por 12-16 genes diferentes
(dependiendo de las especies) que forman un complejo multiproteico localizado en el
espacio peripldsmico y que es esencial para la translocaciéon a través de la membrana
externa. Este sistema de secrecién tiene muchos aspectos en comin con la secrecién de tipo
IV, entre ellos la implicacién de una estructura parecida al pili que se forma en la secrecién
de tipo IV.

Como ya se ha mencionado, el GSP es un mecanismo de secreciéon que tiene lugar en
dos pasos consecutivos, diferenciados tanto genética como bioquimicamente. Las proteinas
que se secretan por este mecanismo son sintetizadas en el citoplasma como preproteinas
que poseen un péptido senal en su extremo N-terminal. Esto permite la translocacién a
través de la membrana citoplasmdtica gracias al complejo Sec. En este primer paso se
pierde el péptido sefial y la proteina todavia en forma de pre-proteina pasa al espacio
peripldsmico. En este compartimiento la proteina puede sufrir sucesivas modificaciones
como la formacién de puentes disulfuro o el ensamblaje de subunidades (participan las
proteinas chaperonas DsbA y DsbD) antes de ser translocada a través de la membrana
externa mediada por el sistema de secrecion de tipo ll. Es importante resaltar que el
intermediario peripldsmico puede existir sélo un corto periodo de tiempo, o incluso no
existir, ya que ambos pasos estdn estrechamente interconectados (Filloux, 2004). Para la
translocacién a través de la membrana externa la proteina requiere la maquinaria de
secrecién de tipo Il (Figura 13) (Sandkvist, 2001a).

Por otro lado, se ha descrito recientemente que la maquinaria de secrecién de tipo |l
también puede reconocer sustratos que han atravesado la membrana citoplasmatica por
ofro mecanismo distinto al Sec, mediado por el sistema Tat (Voulhoux y col., 2001). Este
sistema transloca proteinas a través de la membrana citoplasmdtica y reconoce proteinas
que poseen un péptido sefial caracteristico (Palmer y Berks, 2003).
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Figura 13. Esquema del sistema de secrecion de tipo Il. La funcién concreta de cada una de las

proteinas se detalla en el texto (Sandkvist, 2001)

D’Enfert y colaboradores (1987) fueron los primeros en describir el sistema de secrecién
de tipo Il en Klebsiella oxytoca y la identificacién de este mismo sistema en Psevdomonas
aeruginosa, demostré que se encuentra bastante conservado entre las bacterias Gram-
negativas (Filloux y col., 1990; Hales y Shuman, 1999). Parece ser importante como factor
de virulencia y ha sido identificado en bacterias patégenas como Legionella pneumophila o

Yersinia enterocolitica (Hales y Shuman, 1999; Iwobi y col., 2003).

Respecto a la nomenclatura, los genes homdlogos se han designado con las letras A-O 'y
S, con algunas excepciones, como por ejemplo en Pseudomonas, donde se han usado las
letras P-Z y A, aunque para simplificar la nomenclatura se les ha afadido un subindice

alusivo a la nomenclatura primitiva: Pe-Zy, y Ag (Tabla 9).
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Tabla 9. Distribucion y localizacién celular de las proteinas que forman parte del sistema de secrecién de
tipo Il (Sandkvist, 2001)

Especie® Proteinas involucradas en la secrecion de tipo Il y su localizacion celular
Vibrio cholere eps b g° E F H | K M N VcpDo®
Aeromonas Sl - E F H | K M N TapDo®
hydrophila exe
Escherichia coli gsp B E F H | K M (0]
Klebsiella  oxytoca S B E F H | K M N O
pul
Erwinia S B E F H | K M (0]

chrysanthemi out

Erwinia  carotovora S B E F H | M N O
out
Pseudomonas Re S¢ Uy V, Xk Zuw N  Ao/PilD®

aeruginosa xcp

Xanthomonas “E F H | K M N PilD¢
campestris xps

Localizacién® ME MC MC MC/ME ME C' MC MC/ME® MC/ME MC/ME MC/ME MC/ME MC MC MC MC

®Especies bacterianas y nombres de los genes que participan en la secrecion de tipo Il
®Los genes de secrecion A 'y B de V. cholerae y A. hydrophila estan adyacentes en el cromosoma, pero separados del
resto de los genes.
°Estos genes no estan unidos a los genes de secrecion de tipo |l y también se requieren para la formacion del pili en la
secrecion de tipo IV
°E| gen XpsD esta localizado corriente abajo del gen XpsN en X. campestris
°Membrana citoplasmatica (MC); membrana externa (ME); citoplasma (C)
La proteina E esta asociada a la membrana citoplasmatica pero esta localizada en el citoplasma
9Las proteinas G, H, |, J y K estan asociadas a ambas membranas

La proteina D es una de las proteinas més importante en este tipo de secrecion, se trata
de un oligémero de unas 12-15 subunidades. Es la encargada de formar el poro en la
membrana externa (Kazmierczak y col., 1994; Hardie y col., 1996a; Lindeberg y col.,
1996; Linderoth y col., 1997; Bitter y col., 1998; Bitter, 2003). Pertenece a una gran
familia de proteinas homélogas llamadas secretinas. Esta familia también incluye
componentes que son requeridos en la secrecién de tipo IV en el proceso de formacién del
pili y en la secreciéon de tipo lll (Genin y Boucher, 1994). A diferencia de las secretinas
propiamente dichas, las cuales son muy inespecificas respecto a su sustrato, la proteina D

sélo reconoce a su sustrato especifico y no permite el paso a través de la membrana externa
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de ofras proteinas peripldsmicas o citoplasméticas. Esta diferencia entre las proteinas D y las
secretinas se extiende a su estructura primaria, ya que las proteinas D no poseen un residuo
de Phe conservado en el extremo C-terminal, muy caracteristico de las proteinas que se
insertan en la membrana externa (Struyve y col., 1991). Este residuo de Phe es esencial para
que las secretinas se inserten en la membrana y se ensamblen. La ausencia de este residuo
de Phe en las proteinas D muestra que estas se deben de unir a la membrana siguiendo
ofro mecanismo distinto. Asi, parece ser que para insertarse en la membrana las proteinas
D requieren otro componente del sistema de secrecién de tipo |l, la proteina S. Esta proteina
S es la Unica junto a la proteina D que estd asociada a la membrana externa (Hardie y col.,
1996a). El dominio C-terminal estd conservado en la mayoria de las secretinas (a excepcién
del residuo de Phe) y es a través de él como se inserta en la membrana externa, mientras
que el dominio N-terminal es variable y estd expuesto al periplasma donde interacciona con
ofros componentes del aparato de secrecién. Las subunidades que conforman la proteina D
son muy estables, requiriéndose detergentes, calor y en algunos casos hasta la adicién de
fenol para su disociacién (Hardie y col., 1996a; Linderoth y col., 1996; Shevchik y col.,
1997; Koebnik y col., 2000). Andlisis de microscopia electrénica de proteinas D
purificadas, concretamente las proteinas PulD (K. oxyfoca) y XcpQp (P. aeruginosa) muestran
una estructura anular de 76 y 95 A de diametro, respectivamente y también revelan una
densa carga de electrones en su interior. Este tamafio de poro es lo suficientemente grande
para exportar proteinas plegadas al exterior (Linderoth y col., 1997; Bitter y col., 1998; Brok
y col.,, 1999). Un ejemplo lo constituye la elastasa producida por P. aeruginosa que
presenta un tamafo de 60 A cuando esté en su conformacién madura (Thayer y col.,
1991). La presencia de un poro tan grande en la membrana externa puede causar la
muerte bacteriana por lo que su apertura debe de estar especificamente controlada. Una
posibilidad es que el extremo N-terminal de la proteina D se doble hacia el poro formado
en la membrana externa por el extremo C-terminal (Nouwen y col., 2000) y/o la interaccién
con otras proteinas sea la que controle la apertura del canal. Otro mecanismo conocido de
apertura de canales es el que realizan los sideréforos, la vitamina B, y los receptores de
colicina. Estos mecanismos involucran unos cambios de conformacién en el receptor y la
energia es proporcionada por la fuerza protomotriz.

Diversos estudios parecen indicar que la energia requerida para la translocacién a través
de la membrana externa en el sistema de secrecién de tipo Il es proporcionada por la fuerza
protomotriz (Possot y col., 1997; Letellier y col., 1997), aunque también se ha descrito un
sistema en el que estd involucrada una proteina de la membrana citoplasmdtica,
denominada TonB. Esta proteina TonB tiene un gran dominio peripldsmico y cuando estd
activado interacciona con su receptor en la membrana externa. A su vez, algunas evidencias
indican que las proteinas de la membrana citoplasmdtica pueden ejercer una funcién
similar a TonB; las proteinas C, N o B son las principales candidatas (Filloux, 2004).
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Parece que es la interaccién entre el dominio N-terminal de la proteina D con ofros
componentes del aparato de secrecién lo que induce el cambio de conformacién en el
extremo C-terminal y esto conlleva a la apertura del poro. Mediante comparaciones de
secuencias se ha demostrado que la regién C-terminal de las proteinas D esté muy
conservada, si bien no ocurre lo mismo con la regiéon N-terminal (Genin y Boucher, 1994),
en la cual se localiza también el péptido sefal. La regién conservada del extremo C-
terminal abarca unos 200-300 residuos, de los cuales unos 60 son glicinas y prolinas que
se ha demostrado que participan en la funcionalidad de la proteina (Russel, 1994). Se han
descrito cuatro regiones muy conservadas, la mds importante presenta el motivo
(V/1)PXL(S/G)XIPXXGXLF (Genin y Boucher, 1994). El extremo C-terminal de las secretinas es
resistente a la hidrdlisis por proteasas (Brok y col., 1999; Nouwen y col., 2000).

La proteina S es una pequefa lipoproteina localizada en la membrana externa que
estabiliza y protege de la proteolisis a la proteina D. También se ha descrito que en algunas
especies esta proteina promueve el ensamblaje de la proteina D a la membrana externa
(Hardie y col., 1996a; 1996b; Shevchik y col., 1997; Shevchik y Condemine, 1998). La
proteina S se une a los 65 aminodcidos del extremo C-terminal de la proteina D (Daefler y
col., 1997). El requerimiento de esta proteina sélo se ha descrito para los sistemas de
secrecién Pul y Out de Klebsiella y Erwinia, aunque se han encontrado marcos abiertos de
lectura (ORFs) de posibles proteinas S en el plasmido PO157 de £. coli O157:H7 y Yersinia
pestis (Schmidt y col., 1997; Sandkvist, 2001a).

La proteina B, aunque sélo ha sido identificada en alguno de los sistemas de secreciéon
de tipo Il descritos, es otro de los componentes del sistema que interacciona con la proteina
D. Algunos estudios demuestran que OutB y OutD (Erwinia carofovora) se estabilizan
mutuamente y un defecto en la secrecién observada en mutantes defectivos en OutB puede
ser complementada con una superproducciéon de OutD (Condemine y Shevchik, 2000).
Oftro estudio describe que ExeB (Aeromona hydrophila) parece ser un regulador de la
secrecién suministrando energia para que se produzca la apertura del poro en A
hydrophila (Howard y col., 1996). Ademdés la proteina A de A. Aydrophila, denominada
ExeA, que es una proteina asociada a la membrana interna, forma un complejo estable con
ExeB, presentando un motivo de unién a ATP (Schoenhofen y col., 1998). Asimismo, la
proteina B presenta una estructura similar a la proteina TonB. Las mutaciones en los genes
que codifican estas proteinas afectan a la secrecién en A. Aydrophila. Se ha sugerido que es
éste complejo el que transmite energia procedente de la hidrélisis de ATP; si esto fuera asf,
tendria un papel crucial en este tipo de secrecién, pero hay sistemas en los que no estdn
presentes estas proteinas y por lo tanto la funcién de proporcionar energia para la
translocacién seria llevada a cabo por otras proteinas. En A. Aydrophila para la secrecién
de proteinas al periplasma se requiere ATP y también la energia proporcionada por la
fuerza protomotriz (Letellier y col., 1997), mientras que K. oxyfoca sélo requiere la energia
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de la fuerza protomotriz (Possot y col., 1997), lo cual explicaria el papel de las proteinas Ay
B en A. hydrophila.

Oftra proteina que parece interaccionar con la proteina D, a través de su extremo C-
terminal, es la proteina N, aunque tampoco se ha descrito en todos los sistemas de
secrecién de tipo Il. La interaccién entre estas proteinas se ha demostrado mediante
estudios de inmunoprecipitacién realizados en Xanthomonas campestris donde se ha
precipitado la proteina XpsD con anti-XpsN vy viceversa, la proteina XpsN se ha precipitado
con anticuerpos anti-XpsD (Lee y col., 2000).

La proteina C también parece interaccionar con la proteina D aunque la funcién
concreta no es conocida. Su topologia es similar a la proteina TonB, asi, se ha postulado
que pueda estar implicada en procesos de generacién de energia (Bleves y col., 1996). La
proteina C parece interaccionar a su vez con las proteinas L y M que son proteinas
integrales de la membrana citoplasmdtica. Esta hipodtesis estd basada en estudios realizados
por Possot y colaboradores (2000) que observaron un descenso en la deteccién de Pull
cuando se inactivaba PulC en Klebsiello oxytoca. Las proteinas M y L forman un complejo
que se estabiliza mutuamente y se ha inmunoprecipitado en V. cholerae (Michel y col.,
1998; Sandkvist y col., 1999; 2000). Recientemente, se ha propuesto que en X. campestris,
la proteina N participa en la formacién del complejo entre las proteinas Ly M (Lee y col.,
2001; Tsai y col., 2002). La proteina L estd unida a su vez a la proteina E. Dicha proteina E
interacciona con la membrana citoplasmdtica y es altamente dependiente de la proteina L
(Sandkvist y col., 1995; Ball y col.,, 1999; Py y col., 1999; Possot y col., 2000).
Normalmente esta proteina permanece en el citoplasma asociada a la membrana
citoplasmdtica y en ausencia de la proteina L es sensible a la proteolisis. Se ha descrito que
la proteina E se trata de una quinasa que regula el proceso de secrecién y controla el poro
mediado por las proteinas L y M (Sandkvist y col., 1995). Alternativamente se ha postulado
que la proteina E tendria una funcién ATPasa encargada de proporcionar energia para que
se abra el poro de secrecién o bien para que se ensamble toda la maquinaria. Una ¢ltima
hipotesis es que la proteina E proporciona la energia necesaria para el ensamblaje de la
maquinaria de secrecién después de ser metilada por la proteina O (Kagami y col., 1998);
en resumen, no estd clara la funcién de esta proteina en el proceso de secrecién de fipo |l

No se ha descrito ninguna interaccién de la proteina D con la proteina F. Estudios de
OutF de £ carotovora revelan que se trata de una proteina integral de la membrana
citoplasmdtica formada por tres dominios transmembrana (Thomas y col., 1997;
Delepelaire y Wadersman, 1991).

Las proteinas G, H, I, J y K poseen un extremo N-terminal muy parecido al de las
subunidades que conforman el pili del sistema de secrecién de tipo IV; por ello se les
conoce como pseudopilinas; estas proteinas son producidas como precursores que sufren

56



Introduccién

modificaciones en su extremo N-terminal, para posteriormente ser metiladas por la proteina
O (Nunny Lory, 1993; Pugsley y Dupuy; 1992).

Una de las grandes incégnitas que quedan por resolver en el sistema de secrecién de
tipo Il es el mecanismo especifico de reconocimiento del sustrato que se va a exportar al
exterior. En lo actualidod se estdn realizando estudios encaminados a dilucidar los
mecanismos que determinan la apertura especifica de la proteina D sélo cuando reconoce
determinados sustratos y que no permite que otras proteinas peripldsmicas o citoplasmdticas
salgan al exterior (Pugsley y col., 1997). Parece ser que la proteina S, puede actuar también
en este reconocimiento especifico del sustrato (Hardie y col., 1996a).

La mayoria de los genes que codifican estas proteinas estén muy conservados entre las
distintas especies bacterianas y se transcriben en un sélo operén, aunque existen algunas
excepciones (Sandkvist 2001a; 2001b; Thanassi, 2002). En el caso de Psevdomonas
aeruginosa y Pseudomonas alcaligenes los genes que codifican las proteinas C y D estdn
localizados en un operén diferente (de Groot y col., 2001). Las mutaciones en alguno de
estos genes producen como resultado una inhibiciéon de la secrecién, acumulédndose la
proteina en el periplasma (Filloux, 2004) (Figura 14).
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Figura 14. Organizacion de los genes involucrados en el sistema de secrecion de tipo Il en diversas
especies bacterianas Gram-negativas (Pugsley y col., 1997)
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1.4.2.1.1. Maquinaria Sec

Todas las proteinas que se secretan mediante el sistema Sec son sintetizadas en el
citoplasma como pre-proteinas con un péptido sefial en su extremo N-terminal. Este péptido
sefial fiene una longitud de unos 24 aminodcidos y comprende tres regiones bien definidas:
una regién N-terminal cargada positivamente (regién n), ofra regién hidrofébica constituida
por una hélice [] (regién h) y un dominio C-terminal que reconoce la peptidasa sefal
(Cristébal y col., 1999).

Este péptido senal es reconocido por la maquinaria Sec (Pugsley, 1993; Economou,
2002; Kim y Kendall, 2000; van Wely y col., 2001; Mori e Ito, 2001; de Keyzer y col.,
2003). El complejo Sec estd formado por la proteina SecA con actividad ATPasa, la
proteina SecB, una chaperona citoplasmdtica y un complejo proteico integral de la
membrana citoplasmdtica formado por al menos varias subunidades proteicas distintas
(SecD, SecE, SecF, SecG y SecY). Las proteinas Y, E y G forman un complejo denominado
Sec YEG esencial para el proceso de translocacién (Economou, 1999; Kerr y Matthews,
2000). SecD y SecF son subunidades de la translocasa no esenciales que podrian actuar
como proteinas auxiliares (Eichler, 2003). SecB reconoce la proteina y la mantiene en una
conformacién no plegada; y la dirige al complejo SecYEG (Driessen, 2001). La proteina
SecA se une al complejo SecYEG para formar la translocasa funcional y a su vez una
peptidasa sefal reconoce e hidroliza el péptido sefial y transfiere el resto de la proteina
hacia el periplasma. Una vez en el periplasma con la ayuda de varias chaperonas, entre
ellas destacamos la proteina DsbA (una disulfito isomerasa) la proteina adquiere su
conformacién madura (Thanassi, 2002) (Figura 15).
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Figura 15. Maquinaria Sec. ME, membrana externa; MI, membrana interna; PS, peptidasa sefal. La
funcién concreta de cada proteina se explica detalladamente en el texto
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1.4.2.1.2. Maquinaria Tat

El sistema Tat (twin arginine translocation) de transporte de proteinas estd localizado en
la membrana citoplasmdtica. Mientras que el sistema Sec sélo es capoz de transportar
proteinas en una conformacién no plegada, este sistema Tat es capaz de translocar a través

de la membrana interna proteinas ya plegadas de diferentes tamarios (Sargel y col., 1998;
Berks y col., 2000a; Palmer y Berks, 2003).

En la mayoria de los casos las proteinas que utilizan el sistema Tat son proteinas que
necesitan cofactores, aunque también se han descrito casos de proteinas que no los
necesitan y son transportadas por este mecanismo (Bruser y col., 1998). Suelen ser
proteinas que estdn implicadas en cadenas de transporte de electrones de tipo respiratorio y
fotosintético (Voulhoux y col., 2001); otras proteinas estdn involucradas en la adaptacién de
los bacterias a determinados hdbitats inhéspitos (Wu y col., 2000). También se ha descrito
en £. coli como el sistema responsable de exportar la proteina informadora GFP (green
flourescent protein) que no es exportada por el sistema Sec, debido a que la proteina
adquiere su conformacién madura de manera muy répida (Santini y col., 2001).

El péptido senal de estas proteinas, al igual que el del sistema Sec, también estd
compuesto por las tres regiones caracteristicas, aunque con algunas diferencias. La mds
notable es que posee una regién muy conservada que presenta el motivo (S/T)RRXFLK en el
limite de las regiones n y h. En este motivo, las dos argininas (RR) consecutivas son
invariables y el resto de los componentes aparece con una frecuencia mayor al 50% en
proteinas que utilizan esta maquinaria de secrecién (Berks, 1996). Estas dos unidades de
arginina consecutivas son esenciales para que las proteinas sean secretadas por el sistema
Tat. Rose y colaboradores (2002) han construido un mutante incapaz de secretar la [J-
amilasa extracelular de Natronococcus sp. cepa Ah36 (Kobayashi y col.,, 1994) por
sustitucién de los dos residuos de arginina (RR) por dos residuos de lisina (KK). La regién c
del sistema Tat es muy rica en aminodcidos bdsicos (Cristébal, 1999). Este péptido sefal es
notablemente mayor (alrededor de 14 aminodcidos) que el péptido sefal que reconoce la
magquinaria Sec (Cristébal, 1999), asimismo la regién h es menos hidrofébica debido a que
posee mds residuos de glicinas y treoninas y menos residuos de leucinas.

Estudios en £. coli han identificado los genes involucrados en el sistema Tat (Bogsch y
col., 1998; Weiner y col., 1998). Los genes fatA, tatBy tatC forman un operén (7at ABCD),
mientras que el gen faff se transcribe independientemente (Weiner y col., 1998).
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El proceso detallado de actuacién de este mecanismo es todavia incierto (Figura 16).
Parece ser que inicialmente el péptido sefal es reconocido por el sistema Tat mediante el
complejo TatBC (Berks y col., 2000a; 2000b; Cline y Mori, 2001). Una vez unida la
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Figura 16. Modelo de la organizacion estructural del sistema Tat. La funcion de cada proteina se
explica en el texto (Berks y col., 2000b)

proteina, atraviesa la membrana mediada por la proteina A que es capaz de formar un
poro de un diémetro de hasta 70 A (Sargent y col., 2002). La energia necesaria para este
mecanismo es proporcionada exclusivamente por la fuerza protomotriz (Alami y col., 2002).

Hasta hace poco tiempo se pensaba que el mecanismo de secrecién de tipo Il sélo
reconocia y franslocaba sustratos a través de la membrana externa que habian llegado
hasta el periplasma via maquinaria Sec. En la actualidad se sabe que el sistema de
secrecién de tipo |l es capaz también de reconocer y translocar proteinas que han utilizado
el sistema Tat para atravesar la membrana interna (Voulhoux y col., 2001). Esto provoca
una controversia en la nomenclatura ya que hay autores que denominan especificamente
sistema GSP al sistema que implica la utilizacién del Sec y otros que opinan que se debe
incluir en este término también los que utilizan la maquinaria Tat. En la Figura 17 se
muestra un ejemplo de dos proteinas, la exoproteina ETA y la fosfolipasa Plc’s producidas
por Pseudomonas aeruginosa que atraviesan la membrana interna por los mecanismos Sec
y Tat, respectivamente y que posteriormente, ambas son reconocidas por el sistema de
secrecién de tipo I
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Figura 17. Convergencia en el sistema de secrecion de tipo Il de proteinas secretadas por los
sistemas Sec y Tat. La exoproteina A (ETA) y la fosfolipasa C (PIc’s) son transportadas a través de la
membrana interna mediante los sistemas Sec y Tat, respectivamente. Una vez en el citoplasma,
ambas proteinas son reconocidas por la maquinaria Xcp de Pseudomonas aeruginosa (Voulhoux y
col., 2001). ME, membrana externa; MI, membrana interna; P, periplasma; PS, péptido sefial; RR, dos
unidades de arginina

1.4.3. Sistema de secrecion de tipo lll

El sistema de secrecion de tipo lll, también denominado sistema TTSS (Type Three
Secretion System) lo utilizan fundamentalmente bacterias Gram-negativas patégenas de
animales como  Yersinia spp., Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli
enteropatégena y enterohemorrdgica, Psevdomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus,
Bordetella spp., Chlamydia spp. y patégenos de plantas entre los que destacamos
Pseudomonas syringae, Pseudomonas solanacearum, Erwinia amylovora, Xanthomonas
campestrisy Ralstonia solanacearum (Ghosh, 2004; Espinosa y Alfaro, 2004). En alguna de
ellas como Salmonella enterica serovar typhimurium, Yersinia pestis y Y. entferocolitica se
han descrito mds de uno de estos sistemas TTSS (Shea y col., 1996; Haller y col., 2000;
Foultier y col., 2003).

Mediante el sistema TTSS se exportan proteinas que carecen de péptido senal y que
requieren chaperonas especificas para su secrecién (Gophna y col., 2003). Este sistema de
secrecién TTSS conduce proteinas desde la bacteria donadora al interior del citosol de las
células del organismo receptor. Esta translocacién es originada por un mecanismo que se
activa cuando la bacteria entra en contacto con la célula receptora y parece ser que
depende de sefiales externas que provienen, generalmente, de estds células (Tampakaki y
col., 2004; Rosqvist y col., 1994).
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El sistema estd compuesto por mdas de 20 proteinas diferentes que incluyen proteinas
citoplasmdticas solubles y proteinas de membrana tanto integrales como asociadas. Cerca
de la mitad de las mismas se encuentran muy conservadas en microorganismos que poseen
el sistema TTSS y a su vez, estas proteinas son muy similares a las que forman parte del
cuerpo basal del flagelo bacteriano (Aizawa, 2001; Plano y col., 2001). Existen varios
estudios que describen la relacién evolutiva de este tipo de secrecién y el flagelo bacteriano

(Gophna y col., 2003) (Figura 18).
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Figura 18. Representacion del flagelo bacteriano (A) y del sistema de secrecion de tipo Il en Yersinia
pestis (B), Escherichia coli (C) y Pseudomonas syringae (D) (Tampakaki y col., 2004)

La nomenclatura de las proteinas que forman parte del sistema de secrecién TTSS es
bastante compleja, ya que en funcién de cada género se utiliza una nomenclatura distinta;
asi, uno de los mds conocidos es el sistema TTSS de Yersinia spp. y se denomina sistema
Yoc (Michiels y col., 1990); el de Escherichia coli, sistema Esc, pero no existe uniformidad

en la nomenclatura (Tabla 10).
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El sistema de secrecién TTSS estd compuesto por dos complejos muy bien definidos, una
estructura llamada “aguja” o en patégenos de plantas, pili. Estas “agujas” o pili son
estructuras rigidas y huecas y que son las encargadas de penetrar en el hospedador. En
Yersinia, Salmonella o Shigella esta estructura es una pequefia proteina de 9 kDa,
denominada YscF, Prgl 6 MxiH, respectivamente. El didmetro exterior de estas estructuras
oscila entre 60-130 A, mientras que el inferior es sélo de 20 A (Blocker y col., 2001;
Hoiczyk y Blobel, 2001). Gracias a ella se produce la unién a la membrana de la célula
receptora y la translocacién de la proteina desde la célula donadora. En cepas patégenas
de £. coli aparece ademds un filamento en la parte distal de la “aguja” formado por la
proteina EspA. El segundo complejo estd compuesto por una base cilindrica similar a la
parte basal del flagelo, la cual cruza las dos membranas bacterianas y estabiliza toda la
estructura; son dos anillos concéntricos encajados el més grande en la membrana interna, y
el mds pequefo en la externa. Son varias las proteinas que forman parte de estos anillos
(Tabla 10). Destacan también las proteinas integrales de membrana que forman parte de la
membrana citoplasmdtica y asociadas a ellas se encuentran también ATPasas que son
esenciales para el funcionamiento de esta maquinaria de secrecién.

Tabla 10. Proteinas que forman parte del TTSS. Dichas proteinas se comparan con las proteinas
flagelares descritas (Ghosh, 2004)

Estructura Proteinas del sistema TTSS Proteinas flagelares

Aguja Yersinia YscF, Shigella MxiH, , E. coli EscF FliC

Determinantes del

crecimiento de la Yersinia YscP, Shigella Spa32, FliK
aguja
Filamento E. coli EspA
Pili P. syringae HrpA
Yersinia YscV, , E. coli EscV, P. syringae HrcV FIhA
Proteinas
. Yersinia YscU, , E. coli EscU, P.syringae HrcU FIhB
integrales
dela Yersinia YscR, , E. coli EscR, P. syringae HrcR FliP
membrana
citoplasmatica Yersinia YscS, , E. coli EscS, P. syringae HrcS FliQ
Yersinia YscT, , E. coli EscT, P. syringae HrcT FliR
ATPasa Yersinia YscN, , E. coli EscN, P. syringae HrcN Flil
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Estructura Proteinas del sistema TTSS Proteinas flagelares
Proteinas Yersinia YscQ, Shigella Spa33, P. syringae HrcQ FIliN, FIiM
asociadas a
ATPasa Yersinia YscL, Shigella MxiK FliH
Anilos  de la , Shigella MxiG
membrana interna

, Shigella MxiJ, Yersinia YscJ, P. syringae HrcJ FliF
Anillo de la
Yersinia YscC, , P. syringae HrcC, E. coli EscC

membrana externa

1.4.4. Sistema de secrecion de tipo IV

El sistema de secrecion de tipo IV denominado TFSS (Type Four Secretion System) es
utilizado por las bacterias para conducir ADN o proteinas hacia el exterior (Christie, 2001;
2004). Este sistema parece estar relacionado con la maquinaria de conjugacién bacteriana
(Cascales y Christie, 2003). En general con este tipo de secrecién se intfroduce ADN o

proteinas directamente a la célula receptora, no siendo siempre necesario el contacto
directo (Dillard y Seifert, 2001). En todos los sistemas TFSS estudiados hasta la fecha la
activacién de la maquinaria se produce en respuesta a sefiales procedentes del exterior. Las

Figura 19. Sistema TFSS de A. tumefaciens (Christie,
2004)
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moléculas  secretadas  por  este
mecanismo tienen moltiples funciones;
una de las mejores caracterizadas son
las toxinas producidas por Bordefella
pertussis que pertenecen a la familia A-
Bs (Farizo y col., 2000).

Otro ejemplo muy estudiado de
este tipo de secrecidon es el de
Agrobacterivm  tumetfaciens VirB/D4.
También utilizan este tipo de secrecién
Legionella pneumophila (Zink y col.,
2002), Brucella suis (Boschiroli y col.,
2002), Barfonella henselae (Schulein y
Dehio, 2002) y Helicobacter pilori
(Backert y col., 2002).

El sistema TFSS de A. fumefaciens
estd codificado por los operones virB y
virD (Christie, 1997). El operén virB
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estd formado por 11 genes denominados virB7-virB1 1y codifican las llamadas proteinas de
aparejamiento Mpf (Mating pair formation), que conforman tanto la estructura requerida
para la transferencia como el filamento extracelular denominado pilus T (esta estructura es
loa que entra en contacto con la célula receptora) (Lai y col., 2000). El operdn virD esta
formado por cinco genes (virD7-virD5) (Figura 19). Las proteinas virD1 y virD2 estdn
implicadas en el procesamiento del ADN en el citoplasma bacteriano y se les conoce como
proteinas Dir (DNA transfer and replication) (Pansegrau y Lanka, 1996). VirD3 y virD5
codifican proteinas que no son esenciales para el proceso de secrecién y virD4 codifica una
proteina de acoplamiento (CP), que actia junto a las proteinas Mpf para conducir los
sustratos a través de las membranas celulares (Christie, 1997; Zhu y col., 2000; Hamilton y
col., 2000). Las proteinas VirB4 y VirB11 (proteinas de membrana interna) y VirD4 (proteina
citoplasmadtica) poseen actividad ATPasa.

Como hemos indicado anteriormente mediante este sistema se secretan tanto ADN
como proteinas; el ADN es procesado por las proteinas Dtr (VirD1, VirD2 y VirCl),
formando un complejo intermediario. Este complejo es reconocido por la proteina CP
(VirD4) a través de su extremo C-terminal cargado positivamente y lo dirige hacia el
complejo formado por las proteinas Mpf (VirB), que lo dirige al exterior. La translocacién de
proteinas tiene lugar de forma parecida en tres pasos consecutivos; primero tiene lugar el
procesamiento de las proteinas en el citoplasma de la célula. Este proceso puede ser
dependiente o no de chaperonas que ayudan a mantener la proteina sin agregarse;
posteriormente, la proteina CP (VirD4) se une al sustrato gracias a las cargas positivas de su
extremo carboxi terminal y tiene lugar la translocacién a través del canal formado por las
proteinas Mpf (VirB). Sin embargo, la translocacién de las toxinas producidas por B.
perfussis ocurre en dos pasos, la toxina atraviesa primero la membrana interna mediada por
el complejo Sec y después atraviesa la membrana externa con ayuda de la proteina CP y
del canal formado por las proteinas Mpf (Burns, 1999; 2003).

1.4.5. Sistema de secrecion de tipo V

Las proteinas que utilizan este tipo de secrecién de tipo V son translocadas a través de la
membrana externa gracias a un poro transmembrana que forma la misma proteina. Poseen
estructuras primarias parecidas y contfienen la informacién necesaria para su translocacion.
Dentro de este mecanismo se incluyen tres grupos: (i) sistema de autotransporte o Tipo V,;
(if) tipo V, v (iii) tipo V. (Henderson y col., 2004; Desvaux y col., 2004) (Figura 20).

El paso a través de la membrana citoplasmdtica tiene lugar mediante el sistema Sec. Este
sistema utiliza la proteina SecB como chaperona, que reconoce al péptido sefal de la
proteina que va a translocar. Se ha descrito la posibilidad de que las proteinas que utilizan
el sistema de secreciéon de tipo V utilicen otro mecanismo de reconocimiento del sistema
Sec, denominado sistema SRP (Signal recognition particle) (de Gier y col., 1997). Se ha
descrito que las proteinas que se secretan mediante el sistema de secrecién de tipo V
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presentan un péptido sefial mds largo (de hasta 50 aminodcidos) que los tipicos que son
reconocidos por la maquinaria Sec (Henderson y col., 1998; 2004). Estos péptidos sefal
atfpicos presentan una extensiéon N-terminal adicional a las tres regiones tipicas del péptido
sefial (regiones n, h y c). Estudios de genomas completos de bacterias han determinado al
menos 80 proteinas que presentan esta extensién. Parece interesante resaltar que todas
estas proteinas presentan un tamafio superior a 100 kDa. Esta regién adicional presenta
dos zonas claramente diferenciadas, una regién denominada n2 muy conservada y rica en
aminodcidos aromdticos y ofra regién h2 rica en residuos de glutdmico. Se ha propuesto
que esta regién adicional puede servir, como sefial para el sistema SRP. Parece que es la
region hidrofébica la que es reconocida por este sistema. Andlisis de la estructura
cristalogréfica de la proteina SRP muestra una zona que podria unirse a este dominio
hidrofébico (Batey y col., 2000). Se ha descrito que la serina proteasa Hbp de £ coli se
secreta mediante el mecanismo V, de secrecién y para atravesar la membrana interna utiliza
el sistema SRP. Este sistema consta de un receptor especifico, la proteina FisY, que tiene
gran afinidad por residuos hidrofébicos. Este constituye el primer ejemplo de la utilizacién
del sistema SRP para excretar proteinas extracelulares ya que hasta la fecha sélo se habia
descrito este sistema para las proteinas integrales de la membrana interna en procariotas
(Sijbrandi y col., 2003). Debemos indicar que no hay nada claro al respecto. Recientemente
Szabady y colaboradores (2005) han demostrado mediante delecciéon de esta regién
adicional del péptido sefal en la proteina EspP de £ co/i O157:H7, que esta proteina
atraviesa la membrana interna mediante el sistema Sec (aunque més lentamente) pero que
no es capaz de plegarse correctamente en el periplasma y atravesar la membrana externa,
acumuldndose en el periplasma.

Jose y colaboradores (1995) han descrito la presencia de cuatro dominios caracteristicos
denominados péptido senal, dominio @, regién de unién y dominio B en la estructura
primaria de una proteina que se secreta por el sistema de tipo V.

Sistema de autotransporte o tipo V,

El péptido senal se encuentra en el extremo N-terminal y permite dirigir la proteina hacia
la membrana interna para su posterior transporte al periplasma (Henderson y col., 1998). El
siguiente dominio se conoce como dominio a y es el que confiere la funcién de la proteina.
El ¢ltimo dominio estd localizado en el extremo C-terminal y es conocido como dominio
autotransportador o dominio B, ya que adopta una estructura terciaria en forma de barriles
B formando un poro que facilita el paso de la proteina a través de la membrana externa al
exterior (Maurer y col., 1999). Este dominio estd muy conservado en todas las proteinas que
se secretan por este mecanismo.

El paso a través de la membrana interna ocurre gracias a la participaciéon del sistema
Sec. El péptido sefial es reconocido por el sistema Sec y favorece el transito hacia el espacio
peripldsmico. Es la proteina Sec B la que actéa como chaperona en este proceso (Brandon
y col., 2003). Una vez atravesada la membrana interna la proteina existe en el periplasma
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como un intermediario. No estd claro si es aqui donde el dominio a se pliega y adquiere su
estructura terciaria o es una vez que ha alcanzado la superficie de la bacteria cuando
adquiere su conformacién funcional (Oliver y col., 2003). Algunos estudios revelan que el
plegamiento de la proteina tiene lugar en el periplasma antes o al menos simultdneamente
al paso de la misma a través de la membrana externa (Veiga y col., 1999), pero parece a
su vez poco probable que una proteina de gran tamafo pueda salir al exterior por un poro
de 2 nm ya plegada. Otro punto de controversia es cémo estas proteinas pueden
permanecer desplegadas o parcialmente plegadas vy resistir a la hidrélisis de las proteasas
del periplasma; tampoco estd claro cémo influyen las proteinas formadoras de puentes
disulfuros (DsbA) en este tipo de secrecién (Brandon y Goldberg, 2001) ni de dénde
obtienen la energia para ser autotransportadas ya que en el periplasma no ocurren
reacciones de hidrélisis de ATP o ADP.

Todas las proteinas que se han descrito que utilizan este mecanismo de secrecidon estén
implicadas en virulencia. Se han caracterizado hidrolasas (proteasas, lipasas y esterasas),
adhesinas, toxinas e inmunotoxinas (Coutte y col.,, 2001). Este tipo de transporte estd
presente solamente en el dominio Bacteria, concretamente se ha descrito en proteobacterias
y también en la familia Chlamydiae, en los géneros Chlamydia y Chlamydophila
(Henderson y Lam, 2001).

Tipo V, Tipo V, Tipo V.

Exterior ' |

Citoplasma
ER m p— o HH =T ERE m (=
T TN
Tipo V, Tipo V, Tipo V.
@ Péptido Proteina Reé:];on Dominio
senal madura unién B

Figura 20. Esquema del sistema de secrecién de tipo V. A la izquierda se representa el sistema de
secrecion tipo V,, en el centro el tipo Vy, y a la derecha el tipo V. (Henderson y col., 2004)
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Sistema tipo V,,

Las proteinas que utilizan la secrecién de tipo V, (también denominada Two-Partner
Secretion pathway, TPS) al igual que las que utilizan el tipo V, poseen un péptido senal que
dirige la translocacién de la proteina a través de la membrana citoplasmética (Henderson y
col., 2000). Llegado al periplasma (gracias al sistema Sec) el dominio a se inserta en el
poro formado por el dominio B en la membrana externa y una vez en la superficie de la
bacteria la proteina es modificada proteoliticamente hasta alcanzar su conformacién activa
(Jacob-Dubuisson y col., 2001), pero a diferencia del tipo V, en el cual la proteina es
sintetizada como una Unica cadena polipeptidica, el dominio a también llamado
exoproteina y el dominio B (dominio transportador) son traducidos como dos proteinas
diferentes, que han sido denominadas familias TpsA y TpsB, respectivamente (Jacob-
Dubuisson y col., 2001).

La topologia del poro formado por el dominio B también es diferente a la del
autotransporte y ademds la proteina TpsB parece estar involucrada en la maduracién del
dominio a. Se ha sugerido que la proteina permanece sin plegarse en el periplasma vy el
plegamiento se produce cuando es exportada al exterior con la ayuda del dominio
transportador (Guedin y col., 1998). Los genes que codifican ambas proteinas forman,
generalmente, parte de un operdn (Jacob-Dubuisson y col., 2001). Una regién conservada
de la proteina TpsA, denominada dominio TSP, es la que interactda especificamente con la
proteina TspB para iniciar la translocacién a través de la membrana externa (Grass y St
Geme, 2000). Al igual que el tipo V, este tipo de secrecién secreta proteinas de gran
tamafo, generalmente mayores de 100 kDa (Jacob-Dubuisson y col., 2001).

Sistema de tipo V.

Recientemente, los miembros de la familia Oca (Oligomeric coiled-coil adhesins) han
sido descritos como integrantes del sistema de secrecién de tipo V.. El ejemplo caracteristico
de este tipo de secrecién lo constituye la adhesina YadA producida por Yersinia pestis
(Nummelin y col., 2004). YadA posee seis dominios diferentes con un péptido sefial en la
region N-terminal. La regién C-terminal es la encargada de formar el poro por el que se
secretard la proteina al exterior (Hoiczyk y col., 2000). La proteina atraviesa la membrana
interna mediada por el complejo Sec; a continuacién se produce una trimerizacién seguida
de la formacién del poro y de la translocacién del trimero hacia el exterior. También se ha
demostrado que la adhesina Hia producida por Haemophilus influenzae es una proteina
trimérica secretada asimismo por este sistema (St Geme y Cutter, 2000).

En la Figura 21 se muestra un esquema que resume los tipos de secrecién |, I, Il y IV.
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Q

Tipo | Tipo lll

Exterior

ME
Periplasma

Citoplasma

SycE! SecB

Figura 21. Esquema representando los sistema de secrecion de tipo |, Il, Il y IV. El tipo | de secrecion
esta ejemplificado por la hemolisina A de E. coli; el tipo Ill de secrecidn esta representado por la proteina
Yop de Yersinia pestis; el tipo |l esta ejemplificado por la secrecion de la pululanasa de Klebsiella oxytoca
y el tipo IV estd ejemplificado por el sistema VirB de Agrobacterium tumefaciens. También estan
representadas las chaperonas SycE y SecB (Henderson y col., 2004)

1.5. SECRECION EN MICROORGANISMOS HALOFILOS

Aunque algunas de las proteinas secretadas por las haloarqueas utilizan la maquinaria
Sec, el mecanismo més utilizado por estos microorganismos para secretar proteinas al
exterior es el sistema Tat (Rose y col., 2002; Ring y Eichler, 2004). El uso preferente de las
haloarqueas del sistema Tat para secretar proteinas el exterior puede responder a una
adaptacién evolutiva. Para mantener el equilibrio osmético con el exterior las haloarqueas
acumulan en su interior altas concentraciones de iones K* (Madern y col., 2000); asi, sus
proteinas para prevenir agregaciones y ser estables en estas condiciones
intracitoplasmaticas de elevada salinidad (Madern y col., 2000), sufren un plegamiento y
adquieren rdpidamente una conformacién estructural determinada, principalmente
exponiendo los residuos de aminodcidos dcidos hacia el exterior. Una vez plegadas, estas
proteinas tienen que ser exportadas al exterior. El sistemas Sec (ampliamente utilizado por
ofras arqueas) sélo puede transportar proteinas que no han adquirido ninguna
conformacién estructural (Driessen y col., 1998). Sin embargo el sistema Tat de secrecién es
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capaz de translocar a través de la membrana interna proteinas ya plegadas de diferentes
tamanos (Palmer y Berks, 2003).

Rose y colaboradores (2002) comprobaron que el sistema Tat es el més extendido en
la secrecion de proteinas en haloarqueas. Mediante herramientas informdticas muy precisas
identificaron en el genoma de Halobacterium sp. NRC-1 (Ng y col., 2000) 64 proteinas que
son potencialmente secretadas por este sistema Tat. Se aplicé el mismo andlisis informdtico
al genoma de tres arqueas no haldfilas Archaeoglobus fulgidus, Sulfolobus solfataricus'y
Aeropyrum pernix, encontrando sélo 8 proteinas en A. fulgidusy 10 en S. solfataricusy A.
pernix susceptibles de ser secretadas por este mecanismo.

Hasta la fecha no hay descrito ningtn trabajo acerca de los mecanismos de secrecién
que utilizan las bacterias haldfilas moderadas para secretar sus proteinas extracelulares al
medio.
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Objetivos

Durante las dos Ultimas décadas, nuestro equipo de investigacién se ha centrado en el
estudio de los microorganismos haléfilos, tanto extremos como moderados. Las bacterias
haléfilas moderadas, que crecen éptimamente en medios que contienen un 3-15% de sal,
han sido objeto de un gran nimero de estudios taxondmicos, fisiolégicos y ecolégicos
(Kushner y Kamekura, 1988; Rodriguez-Valera, 1991; Vreeland y Hochstein, 1993; Ventosa
y col., 1998c). Asi, en nuestro laboratorio se han descrito un total de 20 especies y 5
géneros que incluyen bacterias haléfilas moderadas (Garcia y col., 1987; Ventosa y col.,
1989a; 198%9b; 1990; 1992; Mérquez y col., 1990; Spring y col., 1996; Mellado y col.,
1996; Garabito y col., 1997; Arahal y col., 1999; 2001b; 2002a; Mormile y col., 1999;
Duckworth y col., 2000; Zhang y col., 2002a; 2002b; Martin y col., 2003; Kaye y col.,
2004; Garcia y col., 2004; 2005). Por ofra parte, se han realizado importantes
aportaciones en cuanto a sus relaciones taxonémicas y filogenéticas (Ventosa y col., 1982;
1992, 1993; Mérquez y col., 1987; 1992; Mellado y col., 1995a; Mota y col., 1997;
Arahal y col., 2000; 2001a; 2002).

Del mismo modo, nuestro grupo realizdé los primeros estudios genéticos en bacterias
haléfilas moderadas, que nos han permitido obtener las herramientas necesarias para la
manipulacién genética de dichos microorganismos. Ademdés, al ser capaces de crecer en un
rango de concentraciones salinas muy amplio, son consideradas unos excelentes modelos
biolégicos para la elucidacién de las bases moleculares de los procesos de
osmorregulacién en procariotas. La mayoria de las bacterias haléfilas moderadas acumulan
una variedad de compuestos orgdnicos como solutos compatibles que presentan un gran
numero de aplicaciones en tecnologia enzimdtica y en la industria farmacéutica y cosmética
(Galinski, 1993; Ventosa y col., 1998c; Margensin y Schinner, 2001; Mellado y Ventosa,
2003). A este respecto, debemos destacar los estudios desarrollados en nuestro laboratorio
sobre los mecanismos de osmoadaptacién que presenta la bacteria haléfila moderada
Chromohalobacter salexigens (Canovas y col., 1996; 1997a; 1997b; 1998; Calderdn y
col., 2004).

Por ofro lado, en los Gltimos afos las bacterias haléfilas moderadas han adquirido una
gran importancia desde un punto de vista biotecnoldgico (Ventosa y Nieto, 1995; Ventosa y
col., 1998¢c; Mellado y Ventosa, 2003; Mellado y col., 2003). Asi, muchas producen
exoenzimas tales como amilasas, nucleasas y proteasas de enorme interés industrial
(Kamekura, 1986; Ventosa y col., 2005). En la actualidad, son escasas las enzimas que se
han aislado a partir de bacterias haléfilas moderadas. Los primeros estudios al respecto
fueron los realizados por Onishi (1972), que caracterizé una amilasa extracelular producida
por una bacteria haléfila moderada perteneciente al género Nesterenkonia. Estudios
posteriores pusieron de manifiesto la produccién de otras enzimas por dichos
microorganismos, muchas de ellas de gran interés biotecnolégico, tales como amilasas,

proteasas o nucleasas (Kamekura y Onishi, 1974a; 1974b; Onishi y Hidaka, 1978; Van
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Qua y col., 1981; Onishi y col., 1983; Kobayashi y col., 1986; Khire, 1994; Amoozegar y
col., 2003a).

Desde hace una década nuestro grupo de investigacién viene realizando estudios sobre
la produccién de enzimas extracelulares por bacterias haléfilas moderadas. Inicialmente se
seleccioné una a-amilasa extracelular producida por la bacteria Halomonas meridiana
DSM 5425, Dicha enzima se caracterizé a nivel bioquimico, determindndose las
condiciones éptimas de actividad, asi como sus principales productos de reaccién.
Asimismo, se cloné el gen responsable de su sintesis. La principal caracteristica de la a-
amilasa estudiada es su éptima actividad en condiciones de elevada salinidad (hasta el 20%
de sales) y temperatura (Coronado, 1998; Coronado y col., 2000a; 2000b). Por otro lado,
nuestro grupo de investigacién ha estudiado en colaboracién con el Dr. Drainas (Univ.
loannina, Grecia) la bacteria haléfila moderada Chromohalobacter salexigens como
hospedador para la expresién heteréloga del gen que codifica una a-amilasa de la arquea
hiperterméfila Pyrococcus woesei (Frillingos y col., 2000).

En la presente Tesis Doctoral se ha iniciado el estudio de enzimas extracelulares con
actividad proteolitica producidas por bacterias haléfilas moderadas. Las enzimas de este
tipo descritas hasta la fecha son tres proteasas producidas por Bacillus sp. 21-1 (Kamekura
y Onishi, 1974b), Pseudomonas sp. (Van Qua y col., 1981) y recientemente Filobacillus sp.
RF2-5 (Hiraga y col.,, 2005). Los estudios realizados en estas enzimas abarcan su
caracterizacién bioquimica y en el caso de la proteasa producida por Filobacillus sp. RF2-5
se describe su purificacién.

Las proteasas constituyen uno de los grupos de enzimas mds importantes producidos a
nivel industrial, ampliamente utilizados en una gran variedad de industrias, tales como la de
los alimentos, de bebidas, textil o papelera (Rao y col., 1998). La posibilidad de utilizar
proteasas producidas por bacterias haléfilas moderadas en estos procesos industriales
aporta la ventaja de disponer de actividades enzimdticas dptimas a valores extremos de
salinidad, asi como de pH y temperatura.

En base a dichos estudios previos, en el presente proyecto de Tesis Doctoral se pretende
realizar en primer lugar, un amplio muestreo que permita el aislamiento de bacterias
haléfilas moderadas con capacidad para producir proteasas y seleccionar aquellas que
presenten una éptima actividad en condiciones extremas de salinidad. Por otro lado,
pretendemos realizar un estudio bioquimico y de caracterizacién molecular de los genes
implicados en la producciéon de dichas enzimas, para disponer de esta manera de
informacién acerca de los mecanismos moleculares que poseen los microorganismos
productores de este particular grupo de enzimas con actividades éptimas en condiciones
extremas.

Asimismo, consideramos que el conocimiento de los mecanismos de secrecion y
procesamiento de enzimas extracelulares en este grupo bacteriano es de enorme
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importancia pese a que hasta la fecha este aspecto no ha sido objeto de ningin estudio. Es

por ello, que en la presente Tesis Doctoral se ha abordado el estudio de los mecanismos de

secrecién de proteasas extracelulares producidas por bacterias haléfilas moderadas.

Los objetivos concretos del presente trabajo han sido los siguientes:

1.

En primer lugar, el estudio de las actividades hidroliticas extracelulares presentes en
cepas haléfilas moderadas disponibles en colecciones de cultivo.

En segundo lugar, teniendo en cuenta la escasa actividad hidrolitica mostrada por
los cepas de coleccién, la realizacién de un muestreo en diversas salinas del sur de
Espafia con el fin de aislar bacterias haléfilas moderadas capaces de producir
diversas enzimas extracelulares.

A partir de estos estudios previos, se procederd a la seleccién de un cepa haldfila
moderada que posea actividad proteolitica para estudios posteriores. Paralelamente
se realizard un estudio taxondémico vy filogenético de la cepa seleccionada para
clasificarla dentro del grupo taxondémico correspondiente. Seguidamente, se
determinardn las condiciones de cultivo éptimas para la méaxima produccién de
dicha actividad proteolitica en la cepa seleccionada.

Una vez estandarizadas estas condiciones para la méxima produccion de la
proteasa, se procederd a la purificacién de la misma y a su caracterizacién
bioquimica con el fin de determinar las caracteristicas de dicha proteasa. Asf se
estudiardn pardmetros como temperatura, pH y concentracién éptima de NaCl para
su actuacién. También se determinardn otros valores como el peso molecular,
influencia de distintos reactivos en su actividad, pardmetros cinéticos, etc.

Procederemos también a un estudio molecular de dicha enzima. Consideramos muy
interesante este aspecto ya que hasta la fecha no hay ninguna proteasa producida
por bacterias haléfilas moderadas que haya sido estudiada a dicho nivel. Se
procederd a la clonacién del gen responsable de la sintesis de la proteasa asi como
a su caracterizacién.

Por ¢ltimo, para completar el trabajo, se iniciardn estudios de secrecién de la
enzima. Partiendo de la hipétesis de que el sistema de secrecién més extendido en
bacterias Gram-negativas es el denominado sistema de secrecién de tipo Il, se
intentard demostrar si éste es también el sistema de secrecién que utiliza la cepa
seleccionada para excretar la proteasa al exterior y en caso afirmativo se procederé
a la clonacién de los genes implicados en la secrecién.
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ll.1. MATERIAL QUIMICO Y BIOQUIMICO

Para realizar este trabajo se han utilizado productos adquiridos en las siguientes casas

comerciales:

& CALBIOCHEM®

“cultimed|
(0 ;'ol

http://www5.amershambiosciences.com

http://www.bio-rad.com

http://www.emdbiosciences.com/

http://www.insulab.es/

http://www.vgdusa.com

eppendorf—,
Ibdrica 4

. )
=_ Fermentas

#FlukaE=rm—f™

http://www.eppendorf.com/es/

http://www.fermentas.com/

http://www.sigmaaldrich.com/

http://www.invitrogen.com/

t.a Ip:itmgen

MACHEREY-NAGEL

[ A |

Megasyme
MERCK

MICRODUR™

MILLIPORE
it

-
l! Novagen®

Panreac

]
Promega

(1111
L {11 1]
QIAGEN

Electrophoresis

https://www.macherey-nagel.com/

http://www.megazyme.com/

http://www.merck.de/

http://www.durect.com

http://www.millipore.com

http://www.neb.com

http://www.merckbiosciences.co.uk/

http://www.oxoid.com

http://www.panreac.es/

http://www.promega.com

http://www1.giagen.com/

http://www.roche.com/

http://www.serva.de/

http://www.scharlau.com/
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Ill.2. MATERIAL BIOLOGICO
lll.2.1. Cepas aisladas

Durante el presente trabajo se han aislado un total de 9.848 bacterias haléfilas, de las
cuales 892 resultaron ser productoras de hidrolasas extracelulares. La cepa CP76 fue
seleccionada para un estudio mds detallado.

En la Tabla 11 se muestra la procedencia de las cepas haléfilas con capacidad
hidrolitica.

Tabla 11. Procedencia de las muestras con actividades hidroliticas

Lugar de muestreo Total cepas
Isla Bacuta (Huelva) 130
Rio Tinto (Huelva) 38
Isla Cristina (Huelva) 118
Cabo de Gata (Almeria) 17
San Vicente (Cadiz) 261
San Fernando (Cadiz) 328
Total 892

76


http://eu.spectrapor.com/
http://www.sigmaaldrich.com/
http://www.stratagene.com/
http://www.whatman.com/

Material y Métodos

1ll.2.2. Cepas de coleccion

En la Tabla 12 se muestra la relacién de bacterias haléfilas y cepas de Escherichia coli
que se han utilizado en el presente trabajo.

Tabla 12. Cepas bacterianas utilizadas

Caracteristicas

Fuente o referencia
relevantes

Cepa bacteriana

Productora haloproteasa CP1

Pseudoalteromonas ruthenica CP76
y proteasa CP2

Aislada en este trabajo

Pseudoalteromonas ruthenica LMG 19699" CEPA SILVESTRE Ivanova y col. (2002b)

Pseudoalteromonas haloplanktis subsp. haloplanktis Lol gl (22

CECT 4188" Cepa silvestre Gauthier y col. (1995) Ivanova y
col. (2001)
. T . Gauthier (1976b; 1982),
Pseudoalteromonas luteoviolacea CECT 945 Cepa silvestre Gauthier y col. (1995)
Mutante espontaneo Rf*de
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 Rf ° Pseudoalteromonas ruthenica  Este trabajo
CP76
Mutante (wmpD::Q) con
fenotipo proteasa negativo de
Pseudoalteromonas ruthenica CP77 Rff Sm® Pseudoalteromonas ruthenica  Este trabajo
CP76 por insercion del
cassette Q
Escherichia coli DH5« F’, lacZAM15, recA1, hsdR17,

SUpE44, A(lacZYA arg F) EUEWE (e 1)

HsdS, gal (cl®857 ind1 Sam7

Escherichia coli BL21(DE3) nin IacUV5-T7 gene 1)

Rosenberg y col. (1987)

F°, mcrAA(mrr-hsdRMS-
mcrBC), $80/acZAM15, AX74,
Escherichia coli TOP 10 recA1, deoR, araD139, A(ara-  Invitrogen
leu)7697, galU, galK, rpsL
(Str"), endA1, nupG.

recA1, endA1, gyrA96, thi-1,
hsdR17, supE44, relA1, lac,
[F", proAB, lacl®ZAM15,
T10(Tet')

Escherichia coli XLI-Blue Stratagene

Thi thr leu tonA lac Y supE

Escherichia coli SM10 recA Mu,* KmR, Tra®

Simon y col. (1983)

Bacillus halophilus ATCC 49085" Cepa silvetre Ventosa y col. (1989a)

Huval y col. (1995); Arahal y

Chromohalobacter canadensis ATCC 43984 Cepa silvestre
col. (2001a)
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Chromohalobacter israelensis ATCC 43985"
Chromohalobacter marismortui ATCC 17056"
Chromohalobacter salexigens DSM 30437
Halomonas halodurans ATCC 29686"

Halomonas halophila CCM 3662"

Halomonas magadiensis NCIMB 135957

Halomonas meridiana DSM 5425"

Halomonas pantelleriensis DSM 9661"

Halomonas salina ATCC 49509"
Halomonas subglaciescola UQM 2926"
Halomonas variabilis DSM 30517
Marinococcus albus CCM 33177

Marinococcus halophilus DSM 20408"

Nesterenkonia halobia ATCC 21727"

Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701"

Salinivibrio costicola subsp. vallismortui DSM 8285"

Salinicoccus roseus DSM 53517

Virgibacillus marismortui DSM 123257

Virgibacillus salexigens ATCC 700290"

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Cepa silvestre
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Huval y col. (1995); Arahal y
col. (2001a)

Ventosa y col. (1989b)

Arahal y col. (2001b)

Hebert y Vreeland (1987)

Quesada y col. (1984); Dobson
y Franzmann (1996)

Duckworth y col. (2000)

James y col. (1990)

Romano y col. (1996)

Valderrama y col. (1991);
Dobson y Franzmann (1996)

Franzmann y col. (1987)

Fendrich (1988); Dobson y
Franzmann (1996)

Hao y col. (1984)

Novitsky y Kushner (1976); Hao
y col. (1984)

Onishi y Kamekura (1972);
Stackebrandt y col. (1995);
Mota y col. (1997)

Garcia y col. (1987); Mellado y
col. (1996); Huang y col. (2000)

Garcia y col. (1987); Mellado y
col. (1996); Huang y col. (2000)

Ventosa y col. (1990; 1993)

Arahal y col. (1999; 2000);
Heyrman y col. (2003)

Garabito y col. (1997); Waino y
col. (1999); Heyrman y col.
(2003)
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l11.2.3. Plasmidos utilizados
En la Tabla 13 se presentan los pldsmidos utilizados en la presente Tesis Doctoral.

Tabla 13. Plasmidos utilizados

Cepa
Plasmidos hospedadora Caracteristicas relevanes Fuente o referencia
de E. coli
pCR2.1-TOPO DH5a AmpR, Kan®, plac-lacZ’ Promotores T7 y Sp6 Invitrogen
pBlueScript KS(+) DH50. X(ranc;gr de 2.958 pb derivado de pUC19, lacZ, Stratagene
pBC KS(+) DH5a Vector de 3,4 kb derivado de pUC19, lacZ, Cm® Stratagene
; Amp', lacl, promotor 610 de T7. Vector para
DH3a/BL2 expresion de genes dirigida por la ARN polimerasa
TR (DE3) del fago T7. Se obtiene una proteina de fusién con N
6 histidinas en C-terminal.
pJQ200-SK DH5a Gm"; sacB; vector suicida Quandt y Hynes (1993)
pHP45 HB101 Derivado del pBR322 con el casette Q Ap®, Sm® Prentki y Krish (1984)
pKR600 HB101 Cm'; ori Col E1; Tra"; “helper” o coorperador Ditta y col. (1980)
pSUP102- . Gm®, Km®, vector para mutagénesis con :
Gm::Tn1732 2l transposones Llslorg iy i i (0

A continuacién se detallan alguno de ellos:

PCR2.1-TOPO. El vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen) de 3,9 kb presenta una timina (T)
terminal en ambos extremos 3'. Estos extremos protuberantes sencillos 3'-T en el sitio de
insercién incrementan enormemente la eficacia de la ligacién de productos de PCR, debido
a la adicién al fragmento amplificado de una adenina (A) en los extremos 3’, independiente
del ADN molde, por parte de muchas ADN polimerasas termoestables. El vector pCR2.1-
TOPO contiene el origen de replicacién del fago f1, por lo que puede usarse para producir
ADN de cadena sencilla. Como promotor presenta el de la ARN polimerasa T7. Posee
también una regién de clonaje multiple (MCS) en la region del péptido a del enzima B-
galactosidasa (/acd). Ello posibilita una facil seleccion de los pldsmidos recombinantes en
cepas que permiten la complementacién a (aquellas portadores de la deleccién lacZ AM15,
como DH5a y XL1-Blue). Aquellos clones que portan un pldsmido con inserto forman
colonias de color blanco, en contraposicién al color azul de los clones sin inserto, en medio

sélido LB suplementado con ampicilina, con 25ug/ml del sustrato cromogénico X-Gal y con
25 25pg/ml del inductor IPTG.

pBlueScript KS(+). Se trata de un vector de clonacién derivado de PUC19 vy
comercializado por Stratagene. Posee un tamano de 2,9 kb, e incluye un fragmento del gen
lacZ que permite complementar la mutacién existente en este gen en cepas como DH5 a'y
XL1-Blue. Posee un MCS para 21 enzimas que facilita la clonacién de insertos, manifestada
por la interrupcién de la actividad B-galactosidasa. Permite seleccionar transformantes en
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los que replica el pldsmido sin inserto por la aparicién de colonias de color azul al incubar
en presencia de IPTG y Xgal y colonias en las que se ha inserfado un fragmento dentro del
MCS ya que provoca la pérdida de la actividad B-galactosidasa y por tanto del color azul.
La designacién KS indica que el MCS esté orientado de forma que la transcripciéon del gen
lacZ se efectta desde el corte Kpnl al Sad. La presencia del gen amp®, que confiere
resistencia al antibiético ampicilina permite seleccionar aquellas cepas bacterianas que
hayan incorporado el vector. Contiene ademds el origen de replicacién del fago 1. Las
versiones (+) 6 (-) del vector indican la orientacién del origen de replicacién: en la versiéon
(4) se recupera la cadena de ADN monocatenaria que codifica para el gen /acZ.

pBC KS(+). Este vector de clonacién, también comercializado por Stratagene, posee
caracteristicas muy similares a las de pBlueScrip, si bien presenta un tamafo de 3,4 kb y
confiere resistencia al cloranfenicol.

PET22b(+). La descripcién detallada de este vector se encuentra en el apartado 11115
pJQ200-SK. El plasmido pJQ200 (4,8 kb) es un vector suicida muy versétil que

permite la seleccion de genes por recombinacién en bacterias Gram-negativas (Quandt y
Hynes, 1993). Posee el origen de replicacién P15A del pldsmido pACYC184, cuya funcién
estd restringida a enterobacterias, asi como el origen de transferencia RP4 que permite su
movilizacién en bacterias Gram-negativas. Presenta un marcador de resistencia a
gentamicina y el gen sacB de Bacillus subtillis que actia como marcador positivo para la
pérdida del vector. El gen sacB codifica una levanosacarasa que cataliza la hidrélisis de la
sacarosa asi como la sintesis de levanos que, en bacterias Gram-negativas, se acumulan en
el periplasma y producen la muerte celular cuando la concentracién de sacarosa es mayor
o igual al 5% (p/v).
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111.2.4. Plasmidos construidos

Por ¢ltimo en la Tabla 14 se muestran los plédsmidos construidos durante el desarrollo
del presente trabajo.

Tabla 14. Plasmidos construidos en este trabajo

Cepa
Plasmido hospedadora de Caracteristicas relevantes
E. coli
Derivado de pCR2.1 con un fragmento de 503 pb del gen cp1
. reEil obtenido por PCR
Derivado de pBC KS- Ccm® con un fragmento de 2,6 kb del gen cp1
R bl y cp2 obtenido por PCR inversa (Sall)
Derivado de pBC KS-Cm"® con un fragmento de 3,8 kb del gen cp1
EFE Dl obtenido por PCR inversa (Dral)
CP4 DH5 Derivado de pBC KS-Cm® con un fragmento de 2,3 kb de los
P o genes cp2y lipP obtenido por PCR inversa (Sacl)
Prot1 DH5 Derivado de pBC KS-Cm" con un fragmento de 2,2 kb conteniendo
P o el gen cp1 obtenido por PCR con los puntos de corte EcoRl y Xhol
Derivado de pET22b(+)-Amp® con un fragmento de 2,2 kb
PR DhEeElt conteniendo el gen ¢p1 clonado en EcoRIl y Xhol
Prot2 DH5 Derivado de pBC KS-Cm" con un fragmento de 1,8 kb conteniendo
P L el gen cp2 obtenido por PCR con los puntos de corte Hindlll y Xhol
Derivado de pET22b(+)-Amp" con un fragmento de 1,8 kb
PEFEZ e conteniendo el gen ¢p2 clonado en Hindlll y Xhol
pPD1 DH5a Derivado de PCR2.1 con un fragmento de 912 pb del gen wmpD
Derivado de pBC KS-Cm" con un fragmento de 1,7 kb obtenido
pPD2 DH5a por PCR inversa (Acsl) corriente arriba del fragmento de 912 pb
del clon pPD1
Derivado de pBC KS-Cm® con un fragmento de 1,7 kb obtenido
pPD3 DH5a por PCR inversa (Hinfl) corriente arriba del fragmento de 912 pb
del clon pPD1
Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 2,2 kb obtenido
pPD4 DH5a por PCR inversa (EcoRV) corriente abajo del fragmento de 912 pb
del clon pPD1
Derivado de pBC KS-Cm" con un fragmento de 2,2 kb conteniendo
ERE Dl el gen wmpD
PDO DH5 Derivado de pBC KS-Cm” con un fragmento de 4,2 kb conteniendo
P o el gen wmpD truncado en el sitio Hpal por el casetteQSm
pPDOQ DH50. Derivado de pJQSK200 con el fragmento de 4,2 kb de pPDQ en

los puntos de corte Pstl/Xhol
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ll.3. MUESTREO, TRATAMIENTO Y CONSERVACION DE MUESTRAS

111.3.1. Toma de muestras

Los muestreos se realizaron a partir de
estanques de distintas salinas localizados en
Huelva, Cédiz y Almeria, tomdndose un total
de 45 muestras en tres muestreos diferentes
realizados en Octubre de 1999 (15
muestras), Noviembre de 2000 (18
muestras) y Julio de 2001 (12 muestras).

Figura 22. Toma de muestras en Isla Cristina

Los lugares de muestreo (Figuras 22 y
23) han sido: Isla Bacuta (Huelva), Rio Tinto
(Huelva), Isla Cristina (Huelva), Cabo de
Gata (Almeria), San Vicente (Cdadiz) y San
Fernando (Cadiz).

La salinidad de las muestras de agua se
determiné con un salindémetro (Extech).

Se recogieron muestras tanto de agua

Figura 23. Toma de muestras en Isla Bacuta

como de sedimento en frascos estériles y se
conservaron en nevera hasta el momento de su inoculacién, el cual se efectud, siempre que
fue posible, el mismo dia del muestreo.

111.3.2. Tratamiento de las muestras

Las muestras (Figura 24) se inocularon por triplicado en medio sélido, extendiéndose
con una espdtula. Las muestras de agua se sembraron directamente (100 pl/placa) y se
hicieron diluciones en solucién salina estéril sembrando 100 ul de la dilucién 107, Las
muestras de sedimento se inocularon diluyendo 1 g de muestra en 10 ml solucién salina
estéril, agitando vigorosamente durante 5 minutos y posteriormente, se sembraron mediante
diluciones seriadas al décimo sembrando 100 ul de las

diluciones 102y 10°°.

Los medios utilizados se describen detalladamente en el
apartado 111.4.3. Se seleccionaron: agar almidén, agar caseina,

agar ADN, agar pululano, agar xilano y agar Tween 80. Todos
Figura 24. Muestras de estos medios contenian sales al 10% para asegurarmnos el

agua y sedimento crecimiento de bacterias haléfilas moderadas. Una vez
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sembrados, los medios de aislamiento se incubaron durante 3-7 dias a 37°C. Transcurrido
este tiempo se procedié a su lectura como se describe en el apartado 111.4.3.

Las colonias obtenidas se volvieron a sembrar en los mismos medios en que fueron
aisladas, para asegurarnos que se trataba de cultivos puros y confirmar, asimismo, su
actividad hidrolitica.

l1.3.3. Conservacion de las cepas

La conservacién y mantenimiento de las cepas aisladas se realizé en tubos de agar
inclinado, empleando para conservarlas el medio SW10 (Ventosa y col., 1982). Asimismo,
todas aquellas cepas que se seleccionaron para un estudio mds detallado se conservaron a
-20°C y -80°C (en medio SW10 conteniendo glicerol al 20%).

El crecimiento de las bacterias en medio liquido se determiné calculando la turbidez del
cultivo, valorandose la absorbancia a 600 nm en un espectrofotémetro (Lambda 25, Perkin
Elmer).

lll.4. MEDIOS DE CULTIVO

A continuacién se detalla la composicion de los diversos medios de cultivo utilizados. El
pH de todos ellos se ajusté a 7,2-7,4 con NaOH 1M vy la esterilizacién se realizé en
autoclave a una temperatura de 121°C durante 20 minutos. Para la preparaciéon de los
medios de cultivo sélidos se utilizé Bacto-Agar (Difco), a una concentracién del 1,5% para
medios de cultivo sin sales y un 2% para medios destinados al cultivo de bacterias haléfilas.

lll.4.1. Medios de cultivo para microorganismos haléfilos

Medio SW: Todas las bacterias haléfilas moderadas se han cultivado en un medio
constituido por una solucién de sales al 10% complementado con un 0,5% de extracto de
levadura (Difco). A este medio le denominamos SW10. La solucién de sales mantiene las
proporciones relativas al agua del mar, con una ligera disminucién en las concentraciones
de CaCl, y NaHCO; para evitar la precipitacién de las mismas (las cuales se afaden al
final y por separado).

La composicién que se detalla es para una solucién al 30% (p/v) de sales:

NaCl......oooviiiiciece 234,09
MgCly 6H20 ... 39,09
MgSOs 7H20 ... 61,09
KCleioieeeeee e 6,09

NaBr ..o, 0,79
NaHCOs...coooeeeeeeecc, 02g

CaC|2 2H20 .......................... 1 ,0 g

Agua destilada..................... csp 1000 ml
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Cuando fue necesario se prepararon medios con diferentes concentraciones salinas
finales (25%, 20%, 17,5%, 15%, 7,5%, 5%, 3%, 2%, 1% y 0,5%) a partir de una solucién
stock més concentrada (30%) (Subow, 1931), adicionados igualmente con un 0,5% de
extracto de levadura. Los medios resultantes se denominaron SW25, SW20, SW17,5,
SW15, SW7,5, SW5, SW3, SW2, SW1 y SW0,5 (Nieto y col., 1989).

Agar marino: Este medio se prepard bien sélido (Agar marino) o liquido (Caldo
marino) para el crecimiento de las bacterias  Psevdoalteromonas  ruthenica,
Pseudoalteromonas haloplanktis subsp. haloplanktisy Pseudoalteromonas luteoviolacea.

La composicién del medio se detalla a continuacién:

Peptona (Difco)......cccceeviieeeeiiireenns 59
Extracto de levadura (Difco) ........... 19
Citrato férrico .......coeeeeeeeviiiiiieeeees 0,19
NaCl.....ooiiiiiiiee e 19,459
MCla BH20......eiiiiieeieeeeee 8,8g
Na2SO4 eeeeeiiiieeie e 3,24 g
CaClz 2H20......ccceiiieieeeee 2,38¢
KCliiieee e 0,55¢g
NaHCOs....ooeeieeieiee 0,16 g
= ] PP 80 mg
SrCly 6H20......coiiiiiiiieceee, 57 mg
H3803 ............................................. 22 mg
NazSiO3z 5H2O ..o 4 mg
NaF ..., 2,4 mg
NHANO3 .o 1,6 mg
NazHPO4 12H20 ............................. 20 mg
AGAr ... 15¢g
Agua destilada ............coocciiienee. csp 1000 ml

El pH se ajusté a 7,6.

ll.4.2. Medios de cultivo para microorganismos no haléfilos

Medio LB: Las cepas de £ coli se cultivaron en el medio de Luria-Bertani (LB). Este
medio se utilizé como medio habitual de crecimiento adicionado de los correspondientes
compuestos antimicrobianos (Miller, 1972).

Bacto triptona (Difco)..........ccceeenneee. 1049
Extracto de levadura (Difco) ........... 5¢

NaCl (Panreac)........cccccceeeeveeunneenn.. 1049

Agua destilada.........ccccooiiiiieeeennn. csp 1000 ml

Medio JLB: Este medio se utilizdé para cultivar las células una vez transformadas.

Bacto triptona (Difco)..........ccceeenneee. 12g
Extracto de levadura (Difco) ........... 249
Glicerol (Panreac)..........cccccceeeeennns 4 ml
Agua destilada.........ccccoooiiiieeeeenn. csp 1000 ml

Antes de su uso se complementa con un 1% de una solucién de sales conteniendo un
2,31% de PO,H,Ky 12,54% de PO,HK,, previamente esterilizada por separado.
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1l.4.3. Medios de cultivo para determinar las actividades enzimaticas

Para la deteccién de las distintas actividades enzimdticas en medio sélido de las cepas
procedentes del muestreo, las placas se inocularon con las correspondientes diluciones de
las muestras de manera que permitiesen el crecimiento de colonias aisladas. Todas las
placas se incubaron a 37°C durante 2-7 dias. Transcurrido este tiempo se procedié a su
lectura afadiendo el reactivo correspondiente cuando fue necesario.

11.4.3.1. Amilasas: Agar almidon

Se utilizé el medio SW10 adicionado de agar almidén (Scharlau) ajustdndose el pH a
7,2-7,4.

Las placas se incubaron a 37°C durante 7 dias. La lectura se realizé afadiendo 10 ml
de una solucién de lugol (Microdur) sobre las placas. Esta solucién reacciona con el
almidén del medio origindndose un
precipitado de un color violeta oscuro
(Figura 25). Asi, la prueba se
consideré positiva cuando aparecié
un halo claro  alrededor  del
crecimiento  bacteriano  (Cowan 'y
Steel, 1982).

Figura 25. Colonias mostrando actividad amilasa

111.4.3.2. DNAsas: Agar DNA

En este caso se utilizd el medio agar DNAsa
(Scharlau), adicionado de un 10% de sales.
Las placas sembradas se incubaron a 37°C
durante 7 dias. Para la lectura se colocaron

las placas sobre un fondo oscuro y se afadié
una solucidn de HCI 1N. En estas Figura 26. Cultivo mostrando actividad DNAsa
condiciones el ADN sin hidrolizar precipita,

oscureciendo ligeramente el medio (Figura 26). El resultado se consideré positivo cuando se
observé un halo més claro alrededor del crecimiento bacteriano indicativo de la hidrélisis
de ADN (Jeffries y col., 1957).
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111.4.3.3. Lipasas: Tween 80

Para el estudio de la actividad lipolitica se utilizé el método descrito por Sierra en 1957.
El medio se prepard anadiendo al medio SW10 Tween 80 a una concentracién del 1%, el
cual habia sido esterilizado por separado. Las placas se incubaron a 37°C durante 3 dias.

Figura 27. Actividad lipolitica
111.4.3.4. Pululanasas: AZCL-pululano

Para la deteccién de esta actividad enzimdtica se
utilizé el sustrato  cromogénico  AZCl-pululano
(Megazyme). Se trata de un sustrato insoluble en agua
que se adicioné a una concentracién del 0,1% al medio
SW10. La lectura es directa, si el microorganismo posee
la enzima pululanasa, hidroliza la molécula de AZCL-
pululano que se solubiliza y produce un color azul a su
alrededor (Figura 28).

111.4.3.5. Proteasas: Agar caseina

La lectura es directa, si la cepa posee actividad
lipolitica aparece alrededor de las colonias un
precipitado como consecuencia de la reaccién entre el
CaCl, y los 4cidos grasos liberados por la hidrélisis del
Tween 80 (Figura 27).

Figura 28. Cepas con actividad pululanasa

En este caso se utilizé el medio de agar
caseina modificado de Hastings (1903) que

Figura 29. Cepas con actividad proteolitica

contiene leche desnatada y medio SW10 en las
mismas proporciones. Para ello, preparamos por
un lado la leche desnatada y por otro el medio
SW10 doblemente concentrado al que se
adiciond ademds de 0,5% de extracto de
levadura, un 1% de proteosa peptona (Difco) y
posteriormente se esteriliz6. Para evitar su
caramelizacién, la leche desnatada se esterilizé a
112°C, 30 minutos. Tras previo enfriamiento a
55-60°C, se mezclaron homogéneamente ambas

soluciones distribuyéndose en placas de Petri. Las placas se incuban a 37°C durante 3 dias.
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Esta prueba es de lectura directa, observdndose un halo transparente alrededor de la

colonia que presenta actividad proteasa y que por tanto hidroliza la caseina del medio
(Figura 29).

También se han preparado estas placas sustituyendo la leche desnatada por Skim Milk
(Difco) a una concentracién del 10%.

111.4.3.6. Xilanasas: AZCL-xilano

Para el estudio de las xilanasas, se usé el sustrato AZCL-Xilano (Megazyme). La
preparacién del medio se realizé de la misma manera que esta descrito para la deteccién
de pululanasas en el apartado 111.4.3.4.

lI.5. COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS

Cuando fue necesario, se incluyeron en los medios de cultivo correspondientes los
compuestos antimicrobianos que se indican en la Tabla 15, todos ellos proporcionados por
Sigma. En ella se muestran los disolventes y la concentracién de las soluciones de
almacenamiento, asi como la concentracién habitual de uso de los mismos para £. coli.

Aquellas soluciones preparadas en agua destilada se esterilizaron por filtracién, a
través de filiros de membrana de 0,22 um de didmetro (Millipore). Todas las soluciones se
conservaron a —20°C.

Tabla 15. Compuestos antimicrobianos utilizados

Concentracion Concentracion

Antimicrobiano Disolvente almacenamiento final para E. coli
(mg/ml) (ng/ml)
- Agua destilada estéril

Ampicilina (Amp) 100 150

y NaOH 5N
Cloranfenicol (Cm) Etanol 96% (p/v) 50 30
Estreptomicina (Sm) Agua destilada estéril 100 20
Gentamicina (Gm) Agua destilada estéril 200 20
Kanamicina (Km) Agua destilada estéril 100 50
. L Agua destilada estéril
Acido nalidixico (Nx) 50 20

NaOH hasta pH 11
Rifampicina (Rf) Metanol 25 25

o . -

Tetraciclina (Tc) 50% agua destilada estéril, 100 15

50% etanol 86% (p/v)

87



Material y Métodos

.. ACTIVIDAD PROTEASA EN LAS DISTINTAS FRACCIONES
CELULARES

11l.6.1. Preparacion de las fracciones celulares
111.6.1.1. Sobrenadante

El sobrenadante del cultivo de Pseuvdoalteromonas ruthenica CP76 se obtuvo a partir
de 100 ml del mismo, en el medio SW7,5 y tras un periodo de 24 horas a 37°C en
agitacién; dicho periodo se calculé para obtener la mdxima produccién de la enzima
proteolitica. El cultivo bacteriano se centrifugo dos veces, a 10.000 g durante 10 minutos,
utilizando una centrifuga Evolution RC  (Sorvall) y recogiéndose posteriormente el
sobrenadante libre de células. Cuando no se procedié inmediatamente al ensayo de
actividad, las muestras de sobrenadante se conservaron a —20°C, previa adiciéon de CaCl,
a una concentracién 1 mM, para asegurar la estabilidad de la enzima.

111.6.1.2. Fraccion periplasmica

Con objeto de obtener la fraccién peripldsmica, el precipitado de células obtenido tras
la centrifugacién anterior se sometié a un choque osmético siguiendo el método descrito
por Harold y Heppel (1965). Para ello, el precipitado se resuspendié en 20 ml de una
solucién al 20% de sacarosa y 0,03 M TrisHCl a pH 8,0, incubéndose posteriormente a
temperatura ambiente durante 20 minutos en un agitador orbital (New Brunswick) con una
agitacién lenta (aprox. 180 g). A continuacién, se centrifugo la solucién a 7000 g durante
10 minutos a 4°C, y el nuevo precipitado se resuspendié rdpida y vigorosamente en 20 ml
de agua destilada estéril previamente enfriada en hielo. Esta suspensién se dejé 10 minutos
en hielo con agitacién, y se centrifugo (10.000 g, 10 minutos, 4°C), recogiéndose el
sobrenadante que contenia los componentes peripldsmicos de las células.

Al igual que en el caso de las muestras de sobrenadante, las fracciones peripldsmicas
se conservaron a —20°C, adicionadas de CaCl, (1 mM).

111.6.1.3. Extracto celular

Los extractos celulares se obtuvieron mediante un tratamiento de las células con
ultrasonidos, utilizando un sonicador Vibra-cell (Danbury). Para ello, las células obtenidas
tras la recoleccién de la fraccién peripldsmica, se lavaron con 10 ml de la solucién tampén
Z, se centrifugaron (10.000 g, 10 minutos, 4°C) y se resuspendieron en 10 ml del mismo
tampén Z, repartiéndose en alicuotas de 300 pl y procediéndose finalmente a su rotura
mediante sonicacién.

»Tampén Z: Na,HPO, 7H,0,16,1 g; NaH,PO, H;0, 5,5 g; KCl, 0,75 g; MgSO, 7H20, 0,246 g; agua
destilada csp 1000 ml
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11.6.2. Ensayo de la actividad proteolitica

Para la deteccién de la actividad enzimdtica se han utilizado dos métodos:

Hide Powder Azure: El sustrato Hide Powder Azure (Sigma) (Riderknecht y col.,1968)
es un sustrato proteico, insoluble en agua unido covalentemente al colorante Remazol
Brilliant Blue R. Se utiliza para la deteccién de la actividad proteolitica. Cuando el sustrato
es hidrolizado por una proteasa, se libera el colorante y tifie de color azul el medio.

Ensayo

1. Se ponen en contacto 100 ul de sobrenadante de la cepa a la cual se quiere determinar la
actividad proteolitica con 900 ul de Tampén TrisHCI 50 mM, pH 7,8 y se le afiaden 8 mg del
substrato Hide Powder Azure. Como control sustituimos los 100 ul de sobrenadante por
agua destilada.

2. Lamezcla de reaccion se incuba a 37°C durante 30 minutos.

3. Lareaccion se detiene con hielo.

4. Se centrifuga durante 10 minutos a 13.000 g, se mide la absorbancia a 595 nm y se
compara con el control.

5. Pararealizar la curva patron se utilizan diluciones de tripsina al 2,5%, se realiza el ensayo y
se extrapolan en la curva patron los valores de nuestras muestras.

Método de Kunitz: Otro método que se utilizd6 para la deteccién de la actividad
proteolitica es el método descrito por Kunitz (1947) con algunas modificaciones.

Ensayo

1. Se ponen en contacto 100 ul de sobrenadante de la cepa a la cual se quiere determinar la
actividad proteolitica (6 5 pl (0,01 U) de la enzima pura mas 95 ul de agua) con 400 pl de
un tampon que contiene un 0,5% de caseina (Hammarsten, Merck) en TrisHCI 50 mM pH
8,5. Como control sustituimos los 100 ul de muestra por agua destilada.

La mezcla de reaccidn se incuba a 37°C durante 30 minutos.

3. Se afhaden 500 pl de acido tricloroacético al 10% para detener la reaccion y se mantiene a
temperatura ambiente durante al menos 10 minutos.

4. Posteriormente se centrifuga durante 10 minutos a 13.000 g, se mide la absorbancia a 280
nm y se compara con el control.
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111.6.3. Determinacion del contenido en proteinas totales

Para la determinacién de la concentracion total de proteinas se utilizé el método descrito
por Bradford (1976) utilizando el sistema de Bio-Rad, basado en el cambio del méximo de
absorcién de una solucién écida de azul brillante de Coomasie G-250 de 465 nm a 595
nm al unirse inespecificamente a las proteinas.

Ensayo

1. En primer lugar se construye una curva patrén con BSA, para ello, se prepara una solucion
de BSA (100 pg/ml) en agua destilada.

2. A partir de esta soluciéon se preparan distintas diluciones (1-100 pg) también en agua
destilada.

3. Las muestras en estudio se diluyen asimismo a razén de 1-100 ul de muestra en agua
destilada.

4. Seguidamente se mezclan las distintas diluciones de BSA y muestras con 800 pl de agua
destilada y 200 pul de Bio-Rad Protein Assay (BioRad).

5. Lareaccién se mezcla con ayuda de un agitador y se deja reposar a temperatura ambiente
durante 10-60 minutos.

6. Transcurrido este tiempo medimos la absorbancia a 595 nm tanto de las muestras de
ensayo como de las muestras de la curva patron.

7. Construimos la curva patrén y extrapolamos en la misma los valores de las muestras en
estudio.

lI1.7. PURIFICACION DE PROTEINAS

Previa a la purificaciéon y caracterizacién bioquimica de la haloproteasa CP1, se
determinaron las condiciones éptimas de crecimiento de la cepa Pseuvdoalteromonas
ruthenica CP76 para la produccién de la enzima, asi como las condiciones del ensayo para
determinar la actividad enzimdtica. Para la determinacién de las condiciones 6ptimas de
crecimiento se empleé el sobrenadante de los cultivos celulares.

ll.7.1. Determinacion de las condiciones oéptimas de cultivo para la
produccion de la haloproteasa CP1

1.7.1.1. Determinacién de la concentracion de sales éptima y del tiempo de
incubacion

En primer lugar se determiné la concentracién de sales éptima del medio de cultivo para
la méxima producciéon de la enzima y el tiempo de incubacién necesario. Para ello
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se cultivé en distintos medios: SW2, SW5, SW7,5,
SW10, SW12,5, SW15, SW17,5 y SW20. Se usaron matraces de 250 ml conteniendo cada
uno 100 ml de medio de cultivo. Se partié de un cultivo de 16 h de Pseudoalteromonas
ruthenica CP76, se inocularon los distintos matraces con 50 ul de cultivo y se incubaron a
37°C. Se tomaron alicuotas de 2 ml cada hora y se midié la DOy, para determinar el
crecimiento. A partir de dichas alicuotas se centrifugé 1 ml a 8000 g en una centrifuga
Eppendorf, y el sobrenadante libre de células se guardé a 4°C para realizar posteriormente
el correspondiente ensayo enzimdtico utilizando el método del Hide
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Powder Azure (Sigma) descrito en el apartado 111.6.2. El pH del medio de cultivo se ajustéd
siempre a 7,2-7,4.

111.7.1.2. Determinacion de la temperatura 6ptima

La temperatura 6ptima de produccién de la enzima se determiné varidndose, en este
caso, la temperatura de incubacién del cultivo. Psevdoalteromonas ruthenica CP76 se
cultivé en medio SW7,5 (determinado como éptimo para la produccién de la proteasa) y se
incubé a 28°C y 37°C tomdndose alicuotas (2 ml) cada tres horas hasta alcanzar la fase
estacionaria de crecimiento. Igualmente se centrifugé 1 ml de dichas alicuotas y el
sobrenadante se conservé a 4°C hasta que se le realizé el ensayo enzimdtico segin el
método del Hide Powder Azure (Sigma).

111.7.1.3. Determinacion de la composicion del medio de cultivo

Una vez determinada la concentracién de sales éptima, la temperatura y el tiempo de
incubacién para la méxima produccién de proteasa, se procedié a estudiar la influencia de
lo composiciéon del medio de cultivo tanto en el crecimiento de Pseudoalteromonas
ruthenica CP76 como en la produccién de la haloproteasa CP1 por dicho microorganismo.

Se prepararon distintos medios de cultivo, usando SW7,5, como base y anadiendo en
cada caso el nutriente correspondiente. Se utilizaron los siguientes nutrientes: lactosa,
sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa (todos a concentracién 50 mM), NH,Cl 50 mM,
glicerol (1% [p/v]), manitol (1% [p/v]), y casaminodcidos (1% [p/v]). También se usé peptona
(1% [p/V]) y caldo nutritivo (1% [p/v]). En este caso, también se utilizaron matraces de 250
ml con 100 ml de medio cada uno. Estos medios se inocularon con 50 pl de un cultivo de
Pseudoalteromonas ruthenica cepa CP76 de 16 horas. Se tomaron alicuotas de los mismos
cada 3 horas y se midié la DOy, para determinar el crecimiento. Posteriormente se realizé
el ensayo enzimdtico utilizando el método Hide Powder Azure (Sigma).

ll.7.2. Determinacion de las condiciones optimas del ensayo para
determinar la actividad proteasa

Una vez determinada las condiciones 6ptimas para la méxima produccién de la
haloproteasa CP1 se procedié a determinar las condiciones 6ptimas del ensayo para
determinar la actividad enzimética. Se utilizaron alicuotas del sobrenadante de la cepa
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 incubada en las condiciones éptimas (medio SW 7,5,
37°C durante 20-24 horas). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

[1.7.2.1. Determinacién del pH éptimo

Se procedié en primer lugar a determinar la actividad proteolitica mediante el método
del Hide Powder Azure (Sigma), variando el pH de la solucién tampén (3, 4, 5, 6, 7,8, 9y
10) utilizada durante la incubacién de la mezcla de reaccién. Una vez determinado el valor
6ptimo de pH, este se mantuvo fijo y se variaron el resto de los pardmetros ensayados.
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111.7.2.2. Determinacion de la temperatura 6ptima

La temperatura éptima de actividad se determiné variéndose, en este caso, la
temperatura de incubacién de la mezcla de reaccion (25, 28, 37, 55, 65, 75, 85, 95°C).
Cuando se ensayaron temperaturas altas se disminuyé el tiempo de reaccién, a fin de evitar
una posible degradacién del enzima a las temperaturas elevadas. Se realizdé el ensayo
enzimdtico segun el método del Hide Powder Azure (Sigma).

111.7.2.3. Determinacion de la concentracion de NaCl éptima

Por ¢ltimo se procedié a determinar la concentracién de NaCl éptima para la méxima
actividad enzimdtica. Para ello se afiadié al tampén de reaccién distintas concentraciones
de NaCl (0%, 3%, 5%, 7,5%, 10%, 15%, 20%, 25% y 30% CINa). El ensayo enzimdtico al

igual que en los casos anteriores se realizé segin el método del Hide Podwer Azure (Sigma).

111.7.3. Dializado de las muestras

Una vez determinadas las condiciones de cultivo para la maxima produccion de la
haloproteasa CP1, Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se cultivd en dichas
condiciones. Sefalaremos que, para obtener una 6ptima produccidon enzimatica se
requieren cultivos en fase exponencial tardia de crecimiento (cultivos de al menos 20
horas), cultivados en medios con un 7,5% de sales, adicionados de sacarosa 50 mM y
a un pH y temperatura de 7,4 y 37 °C respectivamente).

Inoculamos 2 litros de medio SW7,5 con Pseuvdoalteromonas ruthenica CP76 e
incubamos a 37°C durante 24 horas en agitacién. El cultivo se centrifugo y el sobrenadante
libre de células se conservé a 4°C. Se procedié a su dializado para eliminar los restos de
sales que podrian interferir en la purificacién de la enzima. Para ello utilizamos bolsas de
didlisis Servapor de 21 mm de didmetro.

Procedimiento

Se preparan 6 litros de TrisHCI 20 mM, pH 8,5.

2. Se cortan las bolsas de didlisis Servapor de un tamafio adecuado para introducirlas en
probetas de 2 litros de capacidad.

3. A continuacion se procede al lavado de las bolsas con TrisHCI 20 mM pH 8,5 y se cierran
con una pinza en la parte inferior.

4. Las bolsas se llenan con el sobrenadante y se cierran por la parte superior con otra pinza.

5. Las bolsas se introducen en las probetas conteniendo tampén TrisHCI 20 mM pH 8,5 y se
mantienen 16 horas en agitacion lenta a 4°C. El tampon se cambia dos veces durante este
periodo.

6. El sobrenadante ya dializado se recupera y se conserva a 4°C.

Por ultimo, para comprobar que no se ha perdido la actividad, se realiza el ensayo
enziméatico al sobrenadante antes y después del dializado.
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lll.7.4. Columna de intercambio i6onico Sepharose Fast Flow

Figura 30. Columna de intercambio i6nico Sepharose Fast Flow

Para la purificacion de la haloproteasa CP1 se utilizé en primer lugar una columna de
infercambio i6nico, concretamente Q-Sepharose Fast Flow (2,5 x 20 cm, Amersham
Pharmacia Biotech) (Figura 30). En primer lugar, para equilibrar la columna, se afadieron
100 ml del tampén TrisHCI 20 mM, pH 8,5, a una velocidad de 8-10 ml/min. Una vez
equilibrada, se afadié el dializado obtenido en el apartado anterior a una velocidad de 10-
15 ml/min. Seguidamente se procedié a eluir la
columna, usando el tampén TrisHCl 20 mM, NaCl
1M, recogiendo las fracciones en tubos colectores de
5 ml de capacidad, a razén de 2,5 ml en cada uno
de ellos. La unién de los iones Cl" a la columna va
liberando la proteasa unida a ella que se recoge en
los tubos colectores. Seguidamente se realizé el
ensayo enzimdtico descrito  por Kunitz (1947)
(apartado 111.6.2) a cada una de las fracciones

eluidas, seleccionando aquellas que presentaban

actividad. Figura 31. Sistema de filtracion Amicon

Posteriormente  las  fracciones  activas  se
concentraron a un menor volumen usando el sistema de filtracién Amicon (Millipore) (Figura

31).
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1l.7.5. Columna de filtracion en gel Superdex S$-200

Una vez concentradas las fracciones activas, en un segundo y Ultimo paso de
purificaciéon se utilizé una columna de filtracién en gel Superdex S-200 (1,5 x 96 cm,
Amersham Pharmacia Biotech) (Figura 32), que separa las proteinas en funcién de su peso
molecular. La columna se equilibré con tampén TrisHCI 20 mM, NaCl 0,5 M y se le
adicion6 el concentrado de las muestras obtenidas en la elucién de la columna Q-
Sepharose Fast Flow. Para eluir esta columna se utilizdé el mismo tampdn usado para el
equilibrado de la misma y se recogieron las fracciones en tubos colectores. Se realizé el
ensayo enzimdtico de Kunitz (1947) a las distintas fracciones y se seleccionaron aquellas
que presentaban actividad. Las fracciones activas se concentraron a un menor volumen
usando el sistema de filtracién Amicon (Millipore).

Figura 32. Columna Superdex S-200 de filtracion en gel

ll.8. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

111.8.1. Gel SDS-poliacrilamida

La electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizé
siguiendo el método descrito en Laemmli (1970). Este método se basa en la utilizacién de
dos geles, un gel separador en la parte inferior y un gel concentrador en la parte superior.
Los dos geles presentan distintas caracteristicas de porosidad, pH y fuerza iénica. Esta
discontinuidad permite la reduccién del volumen de las muestras, por lo que favorece la
resolucion de las bandas proteicas, segin su peso molecular, en el gel separador.
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Electroforesis

1. Se utilizé el sistema Mini Protean Il (BioRad) para geles de 7 x 8 cm. La cubeta se monto
siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 33).

2. Para un gel de poliacrilamida al 10% desnaturalizante se utilizaron las siguientes

soluciones:
Componente Gel concentrador Gel separador

Agua destilada 2,7 ml 4 ml
TrisHCI 1,5 M, pH 8,8 - 2,5ml
TrisHCI 1,5 M, pH 6,8 0,5 ml -
Acrilamida 30% 0,670 ml 3,3 ml
SDS 10% 0,04 ml 0,05 ml
APS 10% 0,04 ml 0,1 ml
TEMED 0,004 ml 0,004 mi
Volumen final 4 ml 10 ml

3. En primer lugar se prepara el gel separador. Es importante tener en cuenta que los
catalizadores de la  polimerizacion
(persulfato aménico y TEMED) deben
afadirse en ultimo lugar. Los distintos
componentes se mezclan y la solucién se
aplica en los cristales previamente
montados, hasta alcanzar la altura
deseada. Se cubren inmediatamente con
isopropanol para evitar el contacto con el
aire y se deja polimerizar durante 30
minutos.

4. Una vez polimerizado el gel separador, se
elimina el isopropanol con un papel de Figura 33. Sistema de electroforesis
filtro, y se lava con agua destilada. de proteinas
Posteriormente se afiade la mezcla del gel
concentrador, se coloca el peine adecuado y se deja polimerizar durante 15 minutos.

5. Las muestras se preparan diluyéndolas al 50% en tampén de carga 2x sometiéndolas a un
tratamiento de desnaturalizacion hirviéndolas durante 5 minutos.

6. Una vez ensamblada la cubeta, se afiade el tampdn de electroforesis y se cargan las
muestras en los pocillos con ayuda de una jeringuilla Hamilton. Como marcador de pesos
moleculares se utilizé el kit de calibracion de pesos moleculares para electroforesis “SDS
Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis” (Amersham Pharmacia
Biotech).

7. Los electrodos se conectan a una fuente continua y se mantiene a 100-150 V hasta que el
colorante del tampdn de carga comience a salirse del gel.

8. Una vez finalizada la electroforesis el gel se prepara para transferir (apartado 111.8.7) o bien
se tifie con una solucién de azul Coomasie (apartado 111.8.4).

»Tampon de carga desnaturalizante 2x: TrisHCI 0,5 M pH 6,8, 2,5 ml; glicerol, 2 ml; SDS 10%
(p/v), 4 ml; azul de bromofenol 0,1%, 0,5 ml; B-mercaptoetanol, 0,5 ml; agua destilada, csp 10 ml.

»Tampon de electroforesis 10x: Tris base, 29 g; glicina, 144 g; SDS 0,1% (p/v).
»Persulfato aménico (APS): 10% p/v en agua destilada.

»SDS:10% p/v en agua destilada.
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111.8.2. Zimograma

Para detectar la actividad proteolitica de la haloproteasa CP1 una vez purificada se
realizé un gel de actividad (zimograma) tal y como describen Heussen y Dowdle (1980). Se
utilizaron geles verticales con la siguiente composicién:

Componente Gel concentrador Gel separador

Agua destilada 2,7 ml 2ml
Gelatina 0,5% - 2 ml

1,5 M TrisHCI pH 8,8 - 2,5 ml

1,5 M TrisHCI pH 6,8 0,5 ml -
Acrilamida 30% 0,67 ml 3,3 ml

SDS 10% 0,04 ml 0,1 ml

APS 10% 0,04 ml 0,1 ml
TEMED 0,004 mi 0,004 mipl
Volumen final 4 ml 10ml

La preparacién del gel es igual a la descrita para los geles SDS acrilamida en el
apartado anterior excepto la preparacién de las muestras y el procesamiento del gel una
vez terminada la electroforesis.

Para preparar la muestra se mezclan al 50% con tampén de carga (no se hierven) y se
cargan en el gel que se introduce en la cubeta de electroforesis con tampén de
electroforesis. Posteriormente se somete a una diferencia de potencial de 120 V durante al
menos 3 horas. Una vez terminada la electroforesis el gel se sumerge durante 30 minutos
en una solucién al 0,25% (v/v) de Tritén X-100, para eliminar los restos de SDS y se incuba
en las condiciones éptimas para la maxima actividad proteasa. Seguidamente el gel se fife
con una solucién al 0,6% (p/v) de negro amido (apartado 111.8.5).

111.8.3. Geles nativos

Los geles nativos no desnaturalizantes se utilizaron cuando se requeria mantener la
proteina en su conformacién activa. Se usaron geles preparados comercialmente PreCast
Gel, 4-20% Glicine Gel 10nm x 10 wel (Novex), siguiendo las instrucciones del fabricante.
La composicién de los tampones utilizados se detalla a continuacién.

»Tampon de carga no desnaturalizante: TrisHCI 0,5 M, pH 8,8, 4 ml; azul de bromofenol 0,1%,
0,5 ml; glicerol, 2 ml; agua destilada, csp 10 ml.

»Tampon de electroforesis 10x: Tris base, 29 g; glicina, 144 g, agua destilada, csp 1.000 ml.

Una vez terminada la electroforesis, los geles se tineron con azul de Coomassie
(apartado 111.8.4) o bien, cuando se quiso poner de manifiesto la actividad enzimética, se
incubaron durante 1 hora en gelatina al 0,5% o azocaseina al 1,5%; seguidamente se
mantuvieron durante 30 minutos en el tampén TrisHCI 50 mM pH 8,5 del ensayo

enzimdtico de Kunitz (1947), procediéndose a continuacién a su tincién con negro amido
(apartado 111.8.5).
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111.8.4. Tinciéon con azul brillante de Coomassie

Una vez finalizada la electroforesis los geles de acrilamida se tifieron con una Solucién
de Coomassie R-250 (Sigma) durante 1 hora y se destifieron durante al menos 6 horas en
una Solucién de destenido.

»Solucion de Coomasie: Azul de Coomassie 0,1% (p/v); metanol 40% (p/v); acido acético glacial
10% (v/v).
»Solucion de destenido: Metanol 20% (v/v); acido acético glacial 7% (v/v).

111.8.5. Tincién con negro amido

Una vez terminada la electroforesis, los geles de actividad (zimograma) o los geles
nativos cuando se queria determinar su actividad, se tiferon con una solucién de negro
amido durante una hora y se introdujeron posteriormente en una solucién de destefido
durante 2 horas.

»Solucion de negro amido: Negro amido 0,6% (p/v) en agua: etanol 96%: acido acético glacial
(60:30:10).
»Solucion de desteinido: Agua: etanol 96%: acido acético glacial (60:30:10).

111.8.6. Secado de los geles y conservacion

Para el secado de los geles se procedié a sumerger los mismos en primer lugar en agua
destilada durante 5 minutos y a continuacién en 35 ml de una Solucién de secado.
Seguidamente se cortaron dos papeles de celofén de tamario ligeramente superior al gel y
se sumergieron también en dicha Solucién de secado. Finalmente el gel se ensamblé en el
desecador Dryease Mini-Gel Drying System (Novex) y se dejé a temperatura ambiente
durante 12 horas.

»Solucion de secado: Etanol 96%, 50 ml; glicerina, 5,0 ml; agua destilada, csp 250 ml.

111.8.7. Western blot

Las proteinas resueltas en geles de SDS-PAGE se transfirieron a un soporte sélido,
concretamente a una membrana Inmobilén P de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de
Millipore. La transferencia se realizé en tanque utilizando el sistema de BioRad. Se siguié el
protocolo descrito por Matsudaira (1987).

Transferencia

1. Una vez separadas las proteinas en un gel de acrilamida, se retira el gel de los cristales y
se mantiene durante 15 minutos en Tampon de transferencia, para eliminar los restos de
SDS.

2. Se corta un trozo de filtro de PVDF del tamafio del gel y se humedece en metanol al 100%
durante 15 segundos, posteriormente se lava con agua milliQ durante 2 minutos, teniendo
cuidado de dejar ninguna zona seca. Finalmente, se mantiene en tampoén de transferencia
al menos durante 5 minutos.
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3. El “sandwich” se monta de la siguiente manera: sobre 2 papeles Whatman 3MM se coloca
el filtro de PVDF e inmediatamente encima el gel. Sobre el gel se colocan 2 trozos de papel
Whatman 3MM. Por encima y debajo de este bloque se coloca un trozo de espuma y todo
ello se coloca en la cubeta. Durante el montaje no deben quedar burbujas de aire ya que
pueden interferir en la transferencia; para ello, se humedecen los papeles Whatman y las
espumas con Tampdn de transferencia. Al final el “sandwich” debe tener este aspecto:

Catodo (-)

Espuma

Papel Whatman 3MM (2 hojas)
Gel

Filtro PVDF

Papel Whatman 3MM (2 hojas)
Espuma

Anodo (+)
4. Se monta la cubeta Novablot 2117-250 (LKB) y se conecta a una fuente de corriente y se
mantiene a un amperaje de 0,8 mA/cm2 durante 1 hora.

5.  Una vez finalizada la transferencia se desmonta el equipo y se recupera el filtro para
realizar los tratamientos posteriores.

»Tampon de transferencia: Tris base 25 mM; glicina 192 mM; metanol 10% (v/v).

111.8.8. Secuenciacién de proteinas

La secuenciacién de las proteinas purificadas se realizé en un secuenciador
Applied Biosystems 473A, mediante el empleo de ciclos sucesivos de la degradacién
de Edman (Edman y Begg, 1967).

111.9. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA HALOPROTEASA CP1

Se ha realizado la caracterizacién bioquimica a partir del sobrenadante del cultivo
bacteriano de Pseudoalteromonas ruthenica CP76 (respecto a temperatura, pH 'y
concentracién de NaCl) y también la caracterizaciéon bioquimica de la haloproteasa CP1
una vez purificada.

Para la caracterizaciéon bioquimica del sobrenadante se ha utilizado el ensayo
enzimdtico Hide Powed Azure y en el caso de la caracterizaciéon de la haloproteasa
CP1 pura se ha realizado el ensayo enzimdtico segin el método de Kunitz (1947)
desccgi’ro en el apartado 11.6.2., variando en cada caso el pardmetro que se desea
estudiar.

111.9.1. Determinacion del pH 6ptimo de actividad

Para determinar el pH éptimo de actividad se realizé el ensayo enzimdtico variando el
pH de las soluciones tampén utilizadas durante la incubacién de la mezcla de reaccién. Asi
se utilizé el tampdn universal ajustado a distintos valores de pH (5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5,
9,9,5y10).

»Tampon universal: H;PO,, 2,69 ml; CH;COOH, 2,28 ml; H;B0;, 2,47 g; agua destilada, csp 1.000 ml.
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111.9.2. Determinacion de la temperatura éptima de actividad

Para calcular la temperatura éptima de actividad de la enzima, se utilizé el mismo
método de valoracién de la actividad proteolitica, varidndose en este caso la temperatura
de incubacién de la mezcla de reaccién. Se ensayaron las siguientes temperaturas: 25, 37,
45, 55, 65, 75, 85 y 95°C. Cuando se ensayaron temperaturas altas se disminuyé el
tiempo de incubacién, a fin de evitar una posible degradacién del enzima a las
temperaturas elevadas.

111.9.3. Determinacion de la concentracion de NaCl 6ptima de actividad

Para determinar la concentracién salina 6ptima de actividad de la enzima, se utilizaron
distintas concentraciones de NaCl en la mezcla de reaccién del ensayo enzimdtico antes de
la incubacién de la misma. Asi, se adicioné NaCl hasta obtener unas concentraciones
finales en la mezcla de reaccién de O, 1, 2, 3, 4 y 5 M. Paralelamente se realizé el ensayo
sin afadir NaCl.

11.9.4. Estudio de la estabilidad de la haloproteasa CP1 en distintas
concentraciones de NaCl

Para analizar la estabilidad del enzima a distintas concentraciones de NaCl (0,5 a 4 M
NaCl) se determiné la actividad proteolitica después de una preincubacién del enzima en
tampén TrisHCl 50 mM, pH 8,5 a 4°C durante 24 horas, adicionado de las cantidades
correspondientes de NaCl. El ensayo enzimdtico se realizé en las condiciones 6ptimas
descritas previamente.

111.9.5. Estudios de termoestabilidad

Para analizar la termoestabilidad del enzima las muestras se incubaron durante 60, 120,
180 y 240 minutos en tampdn TrisHClI 50 mM, pH 8,5 con una concentracién T M de
NaCl a las temperaturas de 50 y 55°C, y posteriormente se realizé el ensayo enzimdtico en
las condiciones éptimas.

111.9.6. Determinacion de los sustratos sobre los que actua la proteasa

Para determinar los diferentes sustratos sobre los que la haloproteasa CP1 es capaz de
actuar se procedié a realizar el ensayo enzimdtico utilizando en cada caso el sustrato
correspondiente.

Los sustratos ensayados fueron: caseina, gelatina, azocaseina, seroalbUmina,
ovoalbumina y queratina. Dichos sustratos se disolvieron a una concentracién del 0,5% en
tampén TrisHClI 50 mM pH 8,5, realizdndose el ensayo enzimdtico en las condiciones
Sptimas.

99



Material y Métodos

111.9.7. Influencia de metales pesados en la actividad enzimatica

Para estudiar la influencia de los metales pesados en la actividad proteolitica se realizé
el ensayo enzimdtico, afadiendo distintos metales al tampdn de reaccion (TrisHClI 50 mM
pH 8,5). Las soluciones de metales utilizados (a una concentracién de 5y 10 mM) fueron
los siguientes: NiCl,, CuCl,, MgCl,, ZnCl,, CaCl,, MnCl,, BaCl,, CoCl, y S,ClI.

111.9.8. Efecto de distintos inhibidores sobre la haloproteasa CP1

Para clasificar a la haloproteasa CP1 dentro de algunos de los grupos de proteasas
descritos, se procedié a realizar el ensayo enzimdtico de actividad afadiendo al tampédn de
reaccion TrisHCI 50 mM, pH 8,5, distintos inhibidores de proteasas conocidos (Tabla 16). A
la actividad proteasa obtenida cuando se realizé el ensayo enzimdtico sin afadir ningn
inhibidor se le asigné el valor méximo de 100%.

Tabla 16. Inhibidores de proteasas

Inhibidor Proteasas inhibidas
Antipaina dihidrocloruro (1 mM) Papainas y tripsinas
Bestatina (0,5 M) Aminopeptidasas
Quimostatina (0,5 mM) a-B-y Quimotripsinas
E-64 (0,5 mM)? Cisteina proteasas
Leupeptina (0,5 mM) Cisteina proteasas
Peptatina (0,1 mM) Aspartato proteasas
Fosforamidon (1 mM) Metaloendopeptidasas
EDTA-Na; (1,5 mM, 5 mM, 10 mM) Metaloproteasas
Pefabloc (5 mM, 10 mM) Serina proteasas

Parametil sulfonil fluoruro (PMSF)
(1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM)

Aprotinina (0,01 mM, 0,05 mM) Serina proteasas

Serina proteasas

E-64: L-trans-epoxisuccinil-leucil-amido(4-guanidino)butano

111.9.9. Estudios cinéticos
111.9.9.1. Determinacion de la Km y Vmax

Para determinar los pardmetros cinéticos de la haloproteasa CP1 se procedié a realizar
el ensayo enzimdtico disolviendo concentraciones crecientes de caseina (0,05%, 0,1%,
0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,75% y 1%) en el tampén TrisHClI 50 mM pH 8,5, con el fin de

saturar la actividad proteolitica de la enzima.

Los pardmetros cinéticos se deducen introduciendo los datos de actividad en la ecuacién
de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 1934).
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111.9.10. Determinacion del peso molecular

Para determinar el peso molecular de la haloproteasa CP1 se realizé una electroforesis
en gel de SDS-PAGE como se describe en el apartado 111.8.1., utilizando 5 ul (0,01 U) de la
haloproteasa CP1. Como marcador de pesos moleculares se utilizé “Low Molecular Weight
Calibration Kit for SDS Electrophoresis” (Amersham Pharmacia Biotech). En la Tabla 17 se
muestran los pesos moleculares de cada banda. Para determinar el peso molecular se
midié la distancia entre el frente del gel y cada una de las bandas, tanto del marcador de
pesos moleculares como de la proteasa purificada y por extrapolacion se determiné el peso

molecular exacto de la haloproteasa CP1.

Tabla 17. Marcadores de pesos moleculares de proteinas

Proteina Peso molecular
(kDa)

Fosforilasa B 97
Albumina 66
Ovoalblimina

Anhidrasa carbénica 30
Tripsina 20
a-Lactoalbumina 14

En otros casos se utilizd como marcador de pesos moleculares BennchMarkTM Protein
Ladder (Invitrogene) cuyo patrén de bandas se muestra en la Figura 34.

Figura 34 . Marcador de pesos moleculares
de proteinas BennchMarkTM Protein Ladder

lI.10. OBTENCION DE MUTANTES
RESISTENTES A LA RIFAMPICINA

Para  facilitar  determinados  aspectos
experimentales se procedié a la obtencion de
mutantes resistentes a la rifampicina de A
ruthenica CP76.

Se prepararon placas de SW7,5 con
concentraciones  crecientes de  rifampicina
(desde 4 pug/ml a 30 pug/ml) y se sembraron con
100 pl de un cultivo de 12 horas de P. ruthenica
CP76. Las placas se incubaron a 37°C. Las
colonias que crecieron en alguna de las placas
se consideraron mutantes espontdneos a la
rifampicina.
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l1.11. METODOS DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL GENETICO

lll.11.1. Conjugacion

La transferencia de plédsmidos movilizables, aunque no autotransmisibles, desde cepas de
E. coli a la bacteria haléfila P ruthenica CP76, se llevé a cabo segin el modelo de
conjugaciéon triparental, utilizando el pldsmido pRK600 (que contiene la regiéon fra del
pldsmido RK2) como pldsmido movilizador en frans, también denominado pldsmido
cooperador o “helper” (Kressler y col., 1992). La transferencia de los pldsmidos
autotrasmisibles RK2 (IncP) y pCUT (IncN), y la de aquellos no autotransmisibles pero
movilizables desde las cepas adecuadas de £. colia P. ruthenica CP76, se realizbé segin el
modelo de cruce biparental.

Protocolo

1. A partir de cultivos incubados durante una noche a 37°C en medios adecuados para su
crecimiento adicionados de los correspondientes antibiéticos, se procede a la inoculaciéon
de nuevos cultivos (tubos de 5 ml de medio con 100 pl de cultivo) del donador y receptor,
asi como del cooperador cuando se trataba de conjugaciones triparentales.

2. Estos cultivos se incuban a 37°C hasta alcanzar una DOgq igual a 0.4.

3. Los cultivos se mezclan en las proporciones adecuadas, generalmente la proporciéon
optima resulté ser 1:1:1.

4. La mezcla resultante se centrifuga, se lava dos veces con el medio SW2 para eliminar los
restos de antibiéticos y se resuspende en 150 pl del mismo medio.

5. Dicha mezcla se deposita sobre un filtro Millipore estéril de 0,45 um de diametro de poro,
previamente colocado sobre una placa de Petri con medio SW2. Dichas placas se incuban
a 37°C durante 10-12 horas (Figura 35)

6. Tras el periodo de incubacion, la mezcla de conjugacién obtenida se resuspende en 1 ml
de una solucién estéril de glicerol al 20 %,
para su siembra y posterior conservacion
a—-20°C.

7. Una vez realizadas las diluciones
oportunas, se sembraron 100 pl en los
medios selectivos apropiados adicionados
del antibidtico correspondiente (para
contra seleccionar el donador) y del
antibiotico correspondiente para
seleccionar los transconjugantes
portadores del plasmido.

8. Como control de las posibles mutaciones
espontaneas, tanto donadores como
receptores y cooperadores se siembran
paralelamente en los mismos medios
selectivos.

Figura 35. Placa de Petri con medio

SW?2 vy filtros de conjugacién
9. La eficiencia de la conjugacién, expresada

como frecuencia de transferencia, se determina calculando el nimero de transconjugantes
obtenidos respecto al numero final de células receptoras presentes. Todos los ensayos se
realizan por triplicado.
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111.11.2. Transformacion

Para la obtencién de células de £ coli competentes y su posterior transformaciéon se
siguié el método de CaCl, descrito por Sambrook y Russell (2001). Este método estd
basado en los estudios de Mandel y Higa (1970), quienes observaron que el tratamiento de
E. coli con soluciones frias de CaCl, seguido de un breve calentamiento inducia un estado
transitorio en el que las células eran capaces de incorporar ADN exégeno. A partir de aqui
se han desarrollado diversas modificaciones del procedimiento original con el propésito de
aumentar la eficiencia en el proceso de transformacién, inicialmente de 10°-10°
transformantes/ug de ADN. En aquellos casos en los que se requirié una mayor eficiencia,
se empled el método de transformacién por electroporaciéon (Sambrook y Russel, 2001)
basdndose en los estudios de Dower y colaboradores (1988). Este proceso se basa en la
permeabilizacién transitoria de la membrana celular mediante un pulso eléctrico,
permitiendo en este momento la incorporacién del ADN. Su elevada eficiencia de
transformacién, en torno a 10°-10'° transformantes/pg de ADN, depende de una serie de
parémetros, entre los que cabe destacar la potencia del campo eléctrico (kV/em), la
longitud del pulso eléctrico (1) y la concentraciéon de ADN (ug), caracteristicos de cada tipo
celular.

1.11.2.1. Preparacion de células competentes

Hay varios aspectos fundamentales para garantizar el éxito en la preparacién de células
competentes: uno de ellos es la pureza de los reactivos y del agua destilada empleada tanto
para la preparacién del medio de cultivo como para la limpieza del material de vidrio y de
pléstico (agua de calidad MilliQ de Millipore) y el otro es el mantenimiento en todo
momento de las células en hielo (mejor si se trabaja dentro de la cdmara de 4°C). También
se ha descrito que es importante que la cepa usada para la preparacién de las células haya
sido extraida directamente del congelador de —80°C la noche previa a la inoculacién del
cultivo de partida.

Protocolo

1. A partir de un vial congelado de la cepa de E coli deseada se siembran placas de medio LB
y se incuban durante 12 horas a 37°C con el fin de obtener colonias aisladas.

2. Con una de estas colonias se inocula un tubo con 5 ml de medio LB liquido con el
correspondiente antibiético y se incuba durante toda la noche a 37°C.

3. Seinoculan matraces de 1.000 ml que contienen 100 ml de medio LB con 200 nl del cultivo
y se incuban a 37°C con agitacion hasta alcanzar una DOg, comprendida entre 0,4 y 0,6 e
inmediatamente se introducen en hielo durante 30 minutos.

4. Transcurrido este tiempo, las células se separan mediante centrifugacion a 8.000 g durante
10 minutos (Centrifuga Sorvall Evolution RC) a 4°C. Para mantener condiciones de asepsia
se esterilizan previamente los tubos de centrifuga y para no romper la cadena de frio se
mantienen en hielo antes de su uso.

5. El medio de cultivo se decanta y el sedimento se resuspende cuidadosamente por
agitacion sobre hielo en 100 ml de una solucién CaCl, 0,1 M previamente enfriada en hielo.

6. Se vuelven a repetir los pasos de centrifugacion y el sedimento se resuspende en la
solucién 0,1 M de CaCl, reduciendo el volumen primero a 50 ml y después a 20 ml.
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7. Por ultimo, el sedimento se resuspende en 1ml de una solucién que contiene 0,1 M de
CaCl, y 40% de glicerol.

8. Finalmente las células se distribuyen en alicuotas de 100 pl en microtubos Eppendorf
enfriados en hielo y se congelan en un bafio de hielo seco-etanol. Se almacenan a —80°C
hasta su uso.

1.11.2.2. Transformacion de células competentes por choque térmico

Este procedimiento de transformacién es el mas habitual y fue descrito por Hanahan

(1983).

Protocolo

1. Se extrae un vial de células competentes congeladas a —80°C y se colocan en hielo para
su descongelacion lenta.

2. Una vez descongeladas las células se les afiade el ADN a transformar y se mantienen 30
minutos en hielo.

3. A continuacion se procede al
“choque térmico” de 1 minuto a
42°C, seguido de 2 minutos en
hielo.

4. Tras el choque térmico se afade
1 ml de medio JLB y la mezcla
se incuba a 37°C con agitacién
durante una hora.

5. Transcurrido este tiempo se
siembran alicuotas de 20, 50,
100 y 300 ul , en placas de LB

adicionadas con el Figura 36. Placa con colonias procedentes de
correspondiente antibiético. En

caso de ligaciones con
plasmidos como pBluescript o pBC, los cuales manifiestan la presencia de insertos en sus
sitios de clonacion por supresion de la a-complementacion con el gen lacZ, se afiaden 40
ul del inductor IPTG a una concentracién de 20 pg/ml y 20 pl del sustrato cromogénico X-
Gal a una concentracién de 40 ug/ml.

6. Las placas se mantienen abiertas unos minutos en la cabina de flujo laminar y
posteriormente se incuban durante 12-16 horas a 37°C (Figura 36).

una transformacion en E. coli

11.11.2.3. Preparacion de células electrocompetentes

La preparacion de células electrocompetentes se llevé a cabo de manera similar a la
descrita en el apartado anterior en cuanto a normas de limpieza y frio. En este caso es
especialmente importante eliminar las sales del proceso con el fin de reducir la
conductividad de la suspensién celular.

Protocolo

1. A partir de un vial congelado de la cepa de E. coli deseada se siembran placas de medio
LB y se incuban 12 horas a 37°C a fin de obtener colonias aisladas.

2. Con una de estas colonias se inocula un tubo con 5 ml medio de LB liquido con el
correspondiente antibiético y se incuba durante toda la noche a 37°C.

3. Seinoculan matraces de 1.000 ml que contienen 100 ml de medio LB con 200 nl del cultivo
y se incuban a 37°C con agitacion hasta alcanzar una DOg comprendida entre 0,4 y 0,6.

4. Inmediatamente se introducen en hielo durante 30 minutos.
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5.  El cultivo se transfiere a tubos de centrifuga previamente enfriados y las células se separan
mediante centrifugacion a 8.000 g durante 10 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall Evolution
RC).

6. El medio de cultivo se decanta y el sedimento se resuspende en 200 ml de agua fria estéril.
Se repite el proceso de centrifugacion en las mismas condiciones, asi como el lavado con
agua, esta vez con la mitad de volumen.

8. Nuevamente sedimentadas, las células se resuspenden en 20 ml de glicerol al 10% y se
transfirieren a un tubo de centrifuga SS34 para ser sometidas a una ultima centrifugacion.

9. Las células precipitadas se resuspenden en 1 ml de glicerol al 10% y se distribuyen en

alicuotas de 40 pl en microtubos Eppendorf mantenidos en un bafio de hielo seco-etanol y
se congelan a —80 °C hasta su uso.

111.11.2.4. Electrotransformacion de E. coli

Protocolo

1. Previamente a la electroporacion las cubetas de electrotransformacion y el soporte de
nailon del electroporador se enfrian en hielo.

2. El electroporador (Gene Pulser, BioRad) se ajusta a las condiciones estandar para
electrotransformacion de E. coli en cubetas de 0,1 cm: 25 mF, 260 W y 1,25 kV.

3. Una vez descongeladas las células en hielo se afiade el ADN susceptible de ser
transformado y se mantiene 30 minutos en hielo.

4. La mezcla se transfire a la cubeta de electroporacién y esta se coloca en la camara de
electroporacion mediante el soporte de nailon.

5. Tras someterla a un pulso eléctrico se afiade rapidamente 1 ml de medio JLB vy las células
se resuspenden con suavidad.

6. El conjunto se transfiere a un tubo de plastico estéril y se incuba durante 1 hora a 37°C y
225g.

7. Transcurrido este tiempo se siembra en placas de medio LB como se describe en el
procedimiento de transformacion de células competentes por choque térmico.

l1.12. EXTRACCION, PURIFICACION Y MANIPULACION DEL ADN

11.12.1. Extraccion de ADN plasmidico

Para la purificaciéon de plasmidos a gran escala (cultivos de mds de 50 ml) se empleé el
sistema Plasmid Midi Kit (Quiagen).

Cuando se requirié obtener plasmidos muy puros se uso el kit comercial Wizard Plus SV
Minipep (Promega).

Para el andlisis rutinario de plédsmidos se usd, segun el caso, el método de Minipreps o
de Lisis alcalina que se describe a continuacién.
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11.12.1.1. Minipreps

Para la extraccién del ADN plasmidico se utilizé el método descrito por Holmes y
Quigley (1981), que permite extraer el ADN plasmidico de un gran nimero de colonias en
poco tiempo.

Protocolo

1. Se toma una colonia con un palillo estéril y se siembra en la placa de referencia,
inoculando con el mismo palillo un tubo Eppendorf que contiene 1,2 ml de medio LB con el
antibidtico correspondiente. Este proceso se repite con todas las colonias que se quieren
analizar y se incuban a 37°C en agitacion durante 10-15 horas.

2. Una vez crecido, el cultivo se centrifuga a temperatura ambiente a 7000 g durante 5
minutos, se desecha el sobrenadante y se afiaden al tubo 200 pl de una mezcla compuesta
por 10 ml de solucién de lisis y 750 pl de lisozima (10 mg/ml).

3. Resuspendemos las células en la solucién de lisis con la ayuda de un agitador (Mylab)
durante 30 segundos.

4.  El conjunto de tubos se hierve durante 40 segundos y se centrifuga 5 minutos a 12.000 g a
temperatura ambiente.

Eliminamos el sedimento mucoso con un palillo estéril.
A cada tubo se afaden 20 ul de acetato sédico 3 M y se precipita el ADN con 250 pl de
isopropanol.

7. La mezcla se incuba a —20 °C durante 15 minutos y se centrifuga 20 minutos a 12.000 g y
4°C.

8. El precipitado se lava con 1 ml de etanol al 70% a temperatura ambiente, se seca al vacio y
se resuspende finalmente en 30 pl de tampén TE.

»Solucién de lisis: Sacarosa 1 M (6 34,2%), 23,39 ml; Tritén X-100, 0,5 ml; EDTA pH 8,0, 0,5 M,
10,0 ml; trisHCI 1M, pH 8,0, 1 ml; agua destilada, csp 100 ml. Esta solucién puede guardarse a
4°C hasta su uso.

»TE: TrisHCI 10 mM, pH 9; EDTA 1 mM pH 8.

11.12.1.2. Lisis alcalina

Se ha utilizado un método ligeramente modificado de Sambrook y Russell (2001).

Protocolo

1. A partir de una colonia de E. coli portadora del plasmido deseado se siembran 30 ml de
medio LB al que previamente se ha afiadido el antibiético al que el plasmido confiere
resistencia. Se incuba durante 15-20 horas a 37°C y 250 g.

2. El cultivo se centrifuga durante 5 minutos a 10.000 g en un rotor SS34 a 4°C (Sorvall
Evolution RC) y el precipitado se resuspende en 5 ml de Solucioén |.

La mezcla se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Se afiaden 10 ml de la Solucién Il recién preparada.
Se mezclan los contenidos invirtiendo el tubo varias veces y se incuba 10 minutos en hielo.

o ok~ w

Se afiaden 7,5 ml de la Solucién Il fria (mantenida previamente en hielo durante 15
minutos).

7. Se mezclan los contenidos invirtiendo el tubo mas bruscamente que en el paso anterior y
se incuba 10 minutos en hielo.

8. Centrifugamos la mezcla durante 30 minutos a 14.000 g y 4°C.
9. Seguidamente se recoge el sobrenadante (18 ml) y se transfiere a un tubo Corex de 30 ml.

10. Se afiaden 0,6 volimenes de isopropanol, se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y
se centrifuga durante otros15 minutos a 8.000 g y a temperatura ambiente.
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11. El precipitado obtenido se lava con 10 ml de etanol al 70% y se centrifuga a 8.000 g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se seca al vacio y se resuspende en 2 ml de
TE.

12. EI ADN plasmidico resuspendido en tampdn TE se trata con ARNasa (concentracion final
40 pg/ml) durante 30 minutos a 37°C.

13. Seguidamente se extrae en tubos Eppendorf con fenol neutro, fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) y cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se precipita con dos volimenes
de etanol a —20 °C y 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M.

14. Se mantiene durante 30 minutos a 4°C y seguidamente se centrifuga durante 15 minutos a
4°C a 14.000 g.

15. El precipitado obtenido se lava con 2 ml de etanol al 70%, se seca al vacio y se
resuspende en 700 pl de tampdn TE.

»So
Agua destilada, csp 100 ml. La solucién | (sin lisozima) puede mantenerse almacenada a 4°C. En
e o

»Solucio SDS 20%, 4,0 ml; agua destilada, 74,40 ml.

»Solucion llI: Acetato potasico 5M, 60 ml; acido acético glacial, 11,5 ml; agua destilada 28,5 ml.

Cuando se requeria una extraccién répida utilizando el método de lisis alcalina se usé
el siguiente protocolo:

Protocolo

1. Inoculamos 5 ml de medio LB adicionado del antibidtico correspondiente con el
microorganismo y se incuba durante toda la noche a 37°C en agitacion.

2. Una vez crecido el cultivo para precipitar las células se centrifuga a 10.000 g durante 5
minutos.

3. Tiramos el sobrenadante y resuspendemos el sedimento en 100 ul de medio LB con ayuda
de un agitador (Mylab) y lo transferimos a un tubo Eppendorf de 1,5 ml.

4. Se anaden 300 pl de Solucién TENS y se mezcla con ayuda del agitador.
Afadimos 150 ul de acetato sodico 3M y se vuelve a utilizar el agitador.

6. Centrifugamos 10 minutos a 13.000 g. Se observa un sedimento blanco y recogemos el
sobrenadante limpio que lo transferimos a un tubo Eppendorf nuevo.

7. Afadimos 900 pl de etanol absoluto, volvemos a mezclar con ayuda del agitador,
centrifugamos 3 minutos y tiramos el sobrenadante.

8. Adicionamos 1 ml de etanol al 70%, centrifugamos 3 minutos y tiramos el sobrenadante.
9. Secamos el sedimento y resuspendemos en 50 ul de tampoén TE o agua destilada.

»So 6 0 ul.

11.12.2. Extraccion de ADN genémico

Cuando se requeria un ADN muy puro se usé el kit comercial “Aqua pure Genomic DNA
isolation kit” (Biorad). Para la extraccién de ADN para fines analiticos se usé el método del
CTAB y para las hibridaciones ADN-ADN se usé6 el Método de Marmur (1961).
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l11.12.2.1. Método del CTAB

La extraccién y purificacién de ADN gendmico se realizé siguiendo el método descrito
por Ausubel y colaboradores (1989) para la preparacién de ADN gendémico. Este método
se basa en el uso del detergente CTAB (bromuro de cetil trimetilamonio), que en
condiciones de elevada salinidad reacciona con los dcidos nucleicos formando complejos
estables y solubles. Posteriormente, el CTAB se elimina con facilidad aprovechando su
solubilidad en disolventes orgdnicos.

Protocolo

Se parte de 50 ml de un cultivo incubado a 37°C hasta alcanzar la fase estacionaria.

2. Este volumen se centrifuga durante 15 minutos a 10.000 g resuspendiéndose el precipitado
en 4,75 ml de tampdn TE y se adiciona 250 pl de soluciéon SDS al 10%, 25 pl de proteinasa
K (20 mg/ml) y 30 pul de ARNasa (10 mg/ml).

3. Dicha mezcla se mantiene a 37°C durante 1 hora hasta que el lisado adquiere una
consistencia semitransparente.

4. Posteriormente, se afiaden 0,9 ml de NaCl 5 M y se mezcla por inversion.

5. A continuacion, se afaden 0,75 ml de CTAB/NaCl y se mezcla, manteniendo dicha mezcla
a 65°C durante 20 minutos.

6. Transcurrido ese tiempo, se trata dos veces con igual volumen de una solucién de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y una vez mas, con un volumen de solucién
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

7. Por ultimo, se precipita el ADN con 0,6 volimenes de isopropanol durante al menos 20
minutos a =70 °C.

8. El precipitado se lava con etanol al 70%, se deseca al vacio y se resuspende en 1 ml de
tampoén TE o agua destilada estéril.

»Tampé Cl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0.

»SD 0

»Pr n

»AR C.
»CT N

11.12.2.2. Método de Marmur

Para extraer el ADN gendémico en grandes
cantidades se utilizbé el método descrito por Marmur

(1961) (Figura 37).

El volumen inicial de cultivo de partida se estimé
empiricamente debido a que la cantidad de ADN

extraido varia en funcién de la cepa (generalmente
se parte de 1 litro de cultivo).

B N

=
o —

Figura 37. Extraccién de ADN gendmico
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Protocolo

1. Se parte del volumen estimado de cultivo hasta alcanzar la fase estacionaria.
2. Este volumen se centrifuga durante 10 minutos a 10.000 g para precipitar las células.

3. Se resuspenden las células en 50 ml de SW10, se vuelven a centrifugar y se resuspenden
en 100 ml EDTA salino.

4. Las células se lisan de la siguiente manera:
a) Se afiaden 10 mg de lisozima.
b) Seincuba 30 minutos a 37°C.
c) Se afaden 10 ml de SDS al 25% en agua destilada.
d) Seincuba en bafo maria a 60°C durante 10 minutos.
e) Se afaden 20 ml de NaClO, 5M .

5. Se procede a la desproteinizacion:

a) Se afade el mismo volumen de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1) y se introduce en una pera de vidrio.

b) Se agita con fuerza, con cuidado de que no salte el tapén, para mezclar las
fases.

c) Se deja reposar a temperatura ambiente al menos 30 minutos para que se
separen las fases.

d) Se centrifuga a 10.000 g durante 15 minutos.
e) El sobrenadante se extrae y se coloca en un recipiente limpio.

La desproteinizacion se repite tantas veces como sea necesario hasta obtener un sobrenadante
claro.

6. A continuacion se realiza la precipitacion del ADN:

a) El sobrenadante obtenido en la serie de desproteinizaciones se coloca en un
vaso de precipitado de plastico.

b) Se afiade el doble de volumen de alcohol 96° frio, dejandolo deslizar por las
paredes.

c) Las fibras de ADN se extraen enrollandolas en una varilla de vidrio fina.
d) EI ADN de la varilla se lava introduciéndola en un tubo con alcohol 96°.
e) EIADN se disuelve en un tubo que contenga 10 ml de 0,1 SSC.

7.  Tratamiento con ARNasa:
a) Se afade 0,25 ml de una Solucién de ARNasa.
b) Se calienta en bafio maria a 37°C durante 30 minutos.

Se vuelven a realizar los pasos correspondientes a los apartados 6y 7.
8. EI ADN final disuelto en 0,1 SSC se conserva a —80 °C.

»EDTA salino: EDTA, 33,62 g; NaCl, 8,7 g; KOH, 6 g; agua destilada, csp 1.000 ml. El pH de la
solucién se ajusto a 8,0.

»NaClO, 5M : NaClO,, 702,3 g; agua destilada, csp 1.000 ml.
»20XSSC: NaCl, 175,3 g; C¢HsNazO7, 88,2 g; agua destilada, csp 1.000 ml.

1.12.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Esta técnica se utilizé para la separacién de fragmentos de ADN en base a su tamafio,
con el fin bien de analizar patrones de restriccién obtenidos con diferentes enzimas o con el
objetivo de purificar algin fragmento concreto o simplemente para la comprobacién de la
extraccién de pladsmidos o ADN total.
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La migracién de las moléculas a través
de la matriz del gel es inversamente
proporcional al logaritmo de su peso
molecular, de manera que es posible
separar dichas moléculas en funcién de su
tamafio molecular. La conformacién en la
que se encuentra la molécula es ofro de los
factores que determina su nivel de

migraciéon: las moléculas de ADN que se
. o encuentran en forma circular
Figura 38. Transiluminador y geles de agarosa

covalentemente cerrada ofrecen menos

resistencia a la migracién que aquellas que se encuentran en forma lineal.

La electroforesis del ADN se llevd a cabo en geles horizontales de agarosa (Seakem,
FMC), cuya concentracién varié entre un 0,6 y un 2%, sumergidos en tampén TAE 1X y
preparados en el mismo tampdn. La concentracién de agarosa utilizada en cada caso
dependié del tamafno de los fragmentos a separar, utilizandose concentraciones elevadas
para fragmentos de ADN de tamafo pequefio y concentraciones mds bajas para
fragmentos de ADN de tamafio mds grande.

La visualizacién del ADN se realiz6 mediante tincién con bromuro de etfidio, que se
intercala en la doble cadena de ADN y permite su visualizacién tras exponerse el gel a luz
ultravioleta a 360 nm como describe el manual de Sambrook y Russell (2001) (Figura 38).

Los pesos moleculares de los fragmentos de ADN se calcularon mediante la curva peso
molecular-movilidad, obtenida segun las distancias de migracién de los fragmentos Hindlll
del ADN del estandar Acl857 Sam7 (Roche). En otfros casos, se utilizé el ADN Ladder de 1
kb (Invitrogen) (Figura 39).

nm
L 104
im
it
1T
—506,517
EEEE Figura 39. Marcadores de pesos moleculares.
A il B A. 1 kb DNA ladder; B. MHindlll
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Preparacion del gel

1. La cantidad de agarosa necesaria se afiade al tampon de electroforesis TAE 1x y la mezcla
se calienta en el microondas hasta su total disolucién.

2. Una vez enfriado a una temperatura en torno a 50°C, se vuelca sobre el molde de la cubeta
de electroforesis ensamblada (BioRad) y se colocan los peines que constituyen los pocillos
sobre los que se cargara la muestra. El gel solidifica a temperatura ambiente durante 15-30
minutos.

3.  Una vez solidificado el gel se retiran los peines y se coloca en la cubeta de electroforesis
con el mismo tampén TAE 1x teniendo la precaucion de recubrir totalmente la superficie
(Figura 40).

4. Las muestras de ADN se preparan afiadiendo 1/10 de su volumen final de Tampén de
carga 10x.

5. Las muestras de ADN se cargan en los
pocillos formados en el gel y se aplica
una diferencia de potencial de entre 1y
5 v/icm.

6. En general la electroforesis se
considera finalizada cuando el colorante
xilén-cianol del Tampén de carga se
encuentra a una distancia del final del
gel similar a la recorrida por el azul de
bromofenol de los pocillos.

7. La tincion del ADN se realiza con una Soluciéon de bromuro de etidio (EtBr) a una
concentracion final de 0,5 pg/ml, sumergiendo el gel durante 10 minutos en dicha solucién
(también se puede afadir el EtBr a la misma concentracion en la preparacion del gel).

8. Los geles se fotografian sobre un transiluminador de luz ultravioleta con una longitud de
onda de 360 nm con camara digital Kodak CD290 asociada al programa Kodak 1D 3.5,
imprimiéndose la fotografia en una impresora térmica Sony Digital UP-D895.

Figura 40. Sistema de electroforesis

»Tampoén TAE 50x: Acido acético glacial, 57,1 ml; EDTA 50 mM pH 8, 100 ml; tris base, 242 g;
agua destilada, csp 1.000 ml.

»Tampoén de carga: Azul de bromofenol 0,25% (p/v); sacarosa 40% (p/v); xilén-cianol 0,25% (p/v).
Este tampon se conserva a 4°C.

»Solucion de bromuro de etidio: Bromuro de etidio 10 mg/ml en agua y conservacion a 4°C. Para
un litro de agua se requieren 50l de esta solucion.

111.12.4. Determinacion de la concentracion del ADN

Las preparaciones de ADN se cuantificaron por comparacién visual de la intensidad
luminosa de las bandas de ADN tras la separacién electroforética (tefidas con bromuro de
etidio y bajo la luz UV de un transiluminador) con el patrén de concentracién conocida.

Cuando se requirié determinar con mayor precisién la concentracién de las muestras
del ADN, se realiz6 mediante especirofotometria a una longitud de onda de 260 nm
(1 unidad de Ay, corresponde a una concentracién de ADN de 50 ug/ml), utilizando un
espectrofotémetro Lambda 20 UV/Vis (Perkin Elmer). En ambos casos se siguié la
metodologia descrita por Sambrook y Russell (2001).

Para determinar la pureza del ADN se calculé la relacion de absorbancias del ADN a
260 nm y 280 nm, que debe estar comprendida entre 1,8 y 2,1 y la correspondiente a 260
y 230 nm, que debe ser al menos de 2,2 para considerarse satisfactoria (Marmur, 1961).
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11.12.5. Manipulacion enzimatica del ADN
ll1.12.5.1. Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

La digestion de ADN se llevé a cabo en las concentraciones 6ptimas para cada enzima
de restriccién, siguiendo las indicaciones de temperatura y tampén recomendadas por los
fabricantes (Amersham Biosciences, New England Biolabs, Roche MIB Fermentas).

El volumen de la reaccién y la cantidad de ADN digerido varié en funcién de las
necesidades de cada ensayo. Asi, la preparacién de vectores para subclonacién se realizé
con 1-5 ug de ADN en un volumen de reaccién de 50 a 100 pl. Las digestiones para
recuperar fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se llevaron a cabo con 5-20 ug
en 100-200 pl de reaccién.

El tampdn de digestién, suministrado generalmente con la endonucleasa de restriccién
por las casas comerciales, a una concentraciéon 10x proporciona la concentracién de sales
y el pH adecuado para el funcionamiento 6ptimo de la enzima. Este tampén se usa a una
concentracién final de Tx.

La enzima de restriccion se anadié en un volumen nunca superior a 1/10 del volumen
total de la mezcla de reaccién, para evitar la inhibiciéon de su actividad enzimdtica debido a
lo alta concentraciéon de glicerol presente en las soluciones de almacenamiento de las
enzimas utilizadas. Se completé con agua destilada estéril hasta el volumen final de
reaccion calculado previamente.

La temperatura de incubacién varié dependiendo de las endonucleasas de restriccion
utilizadas, la mayoria de las cuales son activas a 37°C. El tiempo de incubacién depende
de la cantidad de ADN digerido asi como de la estabilidad de la enzima, pero como norma
general, las digestiones de pldsmidos se incubaron durante 3 horas y las de ADN genémico
durante toda la noche

Las reacciones se llevaron a cabo segin el siguiente esquema general:

ADN 1a20pug

Tampon de digestion (10X) 1x del volumen final
Enzima de restriccion 1 U/ug

Agua Completar el volumen final

Las digestiones con mdés de una enzima de restricciéon se realizaron simulténeamente
cuando las enzimas requerfan el mismo tampén, o bien se utilizé el tampdn universal KGB a
la concentracién recomendada (McClelland y col., 1988) o el tampén OPA+ (One-Phor-
All Buffer PLUS) suministrado por Amersham Biosciences a las concentraciones indicadas
por el fabricante. Cuando no fue posible, se llevéd a cabo la digestiéon con una enzima, que
se elimin6 segun se detalla en el apartado 111.12.6, y se precipité el ADN, resuspendiéndolo
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en el tampén adecuado para la segunda enzima y llevando a cabo la digestién con esta
Oltima.

111.12.5.2. Desfosforilacion de los extremos 5’

La desfosforilacion se llevd a cabo con los vectores preparados para subclonacién con
la finalidad de evitar su recircularizacién en las reacciones de ligacién. La fosfatasa alcalina
de intestino de ternera (CIAP) utilizada para este proceso elimina los grupos fosfato de los
extremos 5’ del ADN, impidiendo asf la formacién de un enlace entre ellos.

La reaccién de desfosforilacién se realizé a partir de una preparacién de vector digerido
con una enzima de restriccion, extraida y precipitada para eliminar las sales del tampén de
digestion que pudieran interferir en la reaccién (apartado 111.12.6). El ADN se disolvié en 45
ul de agua estéril y se anadieron 5 pl del tampén de desfosforilacién 10x suministrado por
el proveedor de la enzima (Roche). La mezcla se calenté durante 5 minutos a 65°C para
asegurar una buena disolucién del ADN vy se dej6 enfriar a temperatura ambiente durante 3
minutos. Seguidamente se afiadié 1 unidad de CIAP y se incubé a 37°C durante 30
minutos. Se repitié el proceso de calentamiento y se afadié ofra unidad de fosfatasa
alcalina, incubdndose de nuevo otros 30 minutos a 37°C. Una vez concluida la
desfosforilacién el ADN se extrajo tal y como se describe en el apartado 111.12.6.

l11.12.5.3. Ligacion de los fragmentos de restriccion

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo utilizando unas relaciones molares
vector: inserto variables dependiendo de la naturaleza de los fragmentos a unir. Asi, en
ligaciones en las que los extremos del vector y del fragmento de ADN eran cohesivos se
mantuvo una relacién molar, vector: inserto de 1:2. Si estos extremos eran romos se utilizd
la relacién 1: 5, mientras que cuando el vector poseia extremos incompatibles entre si, pero
compatibles con los extremos del inserto (ligacién direccional) la reaccién se mantuvo 1:1.
La reaccién de ligaciéon se prepard afadiendo en primer lugar las cantidades de vector e
insertfo adecuadas en cada caso. Se calenté a 42°C durante 10 minutos para permitir que
las moléculas se relajasen en su estructura y posteriormente se afadié el resto de los
componentes: tampén de reaccién 10x (concentracién final 1x), Tul (5U) de la enzima T4
DNA ligasa (Promega) y agua destilada estéril segin el volumen final (de 10 a 20 ul) de
reaccién. La mezcla de reaccién se incubd a distintas temperaturas dependiendo de si los
fragmentos a ligar eran romos o cohesivos. Asi, se incubé a 22°C durante 3 horas 6 a 4°C
durante toda la noche si los extremos eran cohesivos y a 16°C toda la noche cuando
queriamos ligar extremos romos (en este caso afadiamos el doble de T4 DNA ligasa). A
continuacién, la mezcla se incubd 15 minutos a 65°C para inactivar la ligasa, utilizdndose
esta mezcla de reacciéon directamente en la transformacion.
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Las reacciones de ligacién se llevaron a cabo segin el siguiente esquema general:

ADN inserto/vector 1:2, cohesivos; 1:5, romos; 1:1, direccional
Ligasa 5 U (cohesivo y direccional) 10 U (romos)
Tampon ligasa 10x 1x del volumen final

Agua Completar el volumen final

111.12.6. Purificacion de ADN

Es recomendable eliminar las enzimas de restriccion y tampones tras su actuacién, para
lo cual se siguid el procedimiento de extraccién descrito en el manual de Sambroock vy

Russell (2001).

Protocolo

1. En primer lugar el volumen de la muestra de ADN (gendémico o plasmidico) se ajusta a 200
pl con tampon TE.

2. Se afade 1 volumen de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se agita
con ayuda de un agitador y se centrifuga a 12.000 g durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

3. Con cuidado se recoge la fase acuosa (superior) y se trasvasa a un tubo Eppendorf limpio.

4. Se afade 1 volumen de cloroformo y repetimos la agitacion y centrifugacién recogiendo la
fase acuosa.

5. Para precipitar el ADN se afiaden tres volumenes de etanol absoluto y 0,1 volumenes de
acetato potasico 3 M.

6. La solucion de ADN se mantiene 20 minutos a —20°C y seguidamente centrifugamos a
12.000 g y a 4°C durante 20 minutos.

7. El sedimento se lava con etanol al 70% y finalmente se deseca al vacio y se resuspende en
el volumen adecuando de agua destilada estéril.

Cuando fue precisa una mayor purificacién se utilizé el kit Wizard Clean up (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

11.12.7. Aislamiento y purificacion de fragmentos de ADN desde geles de
agarosa

Una vez separados los fragmentos de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa,
los bandas elegidas se cortaron con una cuchilla y el ADN se recuperé utilizando los kits
Gene Clean (BIO 101) o Qiaex (Qiagen) de acuerdo con las recomendaciones de los
fabricantes.

11.12.8. Reaccidon de amplificacion de ADN mediante PCR

Esta técnica proporciona un método muy simple para la amplificaciéon de é&cidos
nucleicos (Saiki y col., 1985; 1988; Mullis y Faloona, 1987). Se basa en el proceso natural
de la replicacién del ADN y, como en él, el nimero de moléculas de ADN formadas
aumenta exponencialmente. Partiendo de una molécula de “ADN diana” podemos
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amplificar una secuencia especifica contenida en ella mediante la utilizacién de cebadores
disefiados al efecto. Los cebadores utilizados son un par de oligonucledtidos sintéticos
capaces de unirse a secuencias de ADN que limitan con la regién que se pretende
amplificar. Cada uno de ellos es réplica de una de las dos cadenas del ADN vy se disefian
de manera que queden enfrentados por sus extremos 3’ tras la unién a la molécula de
“ADN diana”. La distancia entre ellos en el conjunto ADN-cebadores determinard la
longitud de la secuencia de ADN amplificada.

Para la amplificacién de fragmentos de ADN se empleé este método de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), siguiendo las indicaciones de Sambrook y Russell (2001) y
utilizando un termociclador modelo 9700 (Perkin Elmer).

Las reacciones se llevaron a cabo en volimenes finales de 50 pl utilizando tubos
Eppendorf de 0,2 ml previamente esterilizados para eliminar posibles nucleasas presentes
en los mismos; asimismo todo el material se manipulé con guantes de latex y en
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. En general, aunque las
condiciones se han variado segun el caso, la reaccién de amplificacién contenia: ADN
molde, 1 pg a 1 ug; tampén Tag ADN polimerasa 1X; MgCl,,1,5 mM; dNTPs 0,2 mM de
cada uno; cebadores 1 uM; agua destilada estéril csp 50 pl y 1-5 U de enzima 7ag ADN
polimerasa (Promega) 6 Pfu ADN polimerasa (Stratagene). La enzima 7ag ADN polimerasa
es una enzima modificada de 7hermus aquaticus (Saiki y col., 1989) y se utilizé6 en las
reacciones convencionales de PCR. Cuando se requirié una amplificacién absolutamente
fiable y exacta se utilizé la ADN polimerasa clonada de APyrococcus furiosus, Pfu ADN
polimerasa (Hogrefe y col., 2002).

Los cebadores se disefaron segin la secuencia que se queria amplificar (Tabla 18). En
los casos en los que se pretendia introducir un punto de corte para una determinada enzima
de restriccion, se modificaron las bases necesarias en el cebador para formar la secuencia
de reconocimiento de la enzima.

Los pardmetros de la reacciéon de PCR se optimizaron en cuanto a la temperatura de
hibridacién de los cebadores y el tiempo de elongaciéon, dependiendo de los valores de las
Temperaturas medias de desnaturalizaciéon (Tm) de los cebadores (ajustdndose 5°C por
debajo del cebador con Tm mds baja) y del tamafo de los fragmentos a amplificar. En
general, las reacciones de amplificacién se iniciaron con una desnaturalizacién durante 2
minutos a 94°C 6 98°C, tras la cual se aplicaron 30 ciclos constituidos por las tres etapas
correspondientes: desnaturalizacién, hibridacién de los cebadores y extensién, cuya
duracién y temperatura se modificé segun el caso. Los distintas condiciones en las que se
llevaron a cabo las reacciones de PCR en el presente trabajo se detallan en la Tabla 19.
Finalmente, se afiadié un ciclo de extensién a 72°C durante 10 minutos con el fin de
permitir la elongacién de los productos de la reacciéon. De cada reaccién se sometié a
electroforesis en geles de agarosa una alicuota para comprobar que la amplificaciéon se

115



Material y Métodos

produjo correctamente. Posteriormente, el ADN amplificado se purificé mediante el kit
Wizard PCR (Promega).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo segin el siguiente esquema general, con
diversas modificaciones segin los casos:

Tampoén 10x 5,0 pl
dNTPs (10 mM) 4,0 ul
Cebador 1 (20 pmol/ul) 0,5 ul
Cebador 2 (20 pmol/pul) 0,5 ul
Taq ADN polimerasa 1,25U
MgCl, (25 mM) 2,5l
ADN (20 ng/ul) 2,0 pl
Agua estéril 35,25 pl
Volumen total 50 wl

Tabla 18. Cebadores utilizados para la amplificacion del ADN mediante PCR

Cebador Secuencia (5’--) 3’) Utilizacion

Amplificacion de parte del gen cp1.
GCWGATGCWACNGGTCCWGGY Obtenido a partir de la secuencia N-
terminal de CP1 (Sonda CPA)

Aminoproll GGYCCWGGYGGYAAYCAAAAR Obtenido a partir de la secuencia N-
16F27 ACRETTTEATCMT S TR Amplificacién del gen ARNFM6S de CP76
16R1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC Amplificacién del gen ARNr16S de CP76
ProL AAYGGYGCNTAYTCRCCNYTKAA ’églg')iﬁcad"’” ele patits Slell gl @ol (et
ProR CCNGNATRTCHGARAANGCTTC érF',‘K')‘ﬁcaC“"” el [prelife el oLt i (el
Amplificacion del gen c¢p?1 completo.
CP1E CGGGAGAATTCAATGAATAAACC Genera sitio EcoRlI (GAATTC) en el
extremo 5’
Amplificacion del gen c¢p?7 completo.
CP1X GAGAATCTCGAGGTCTGCTTG Genera sitio Xhol (CTCGAG) en el
extremo 3’
CPB1 GGTTGAGTCTGGCCTTAGCGC Sonda CPB
CPB2 CCGCTAGTAAGAGGCTGC Sonda CPB
Amplificacion del gen c¢p2 completo.
CP2H CAAGCTTATGAAATATTCTTAC Genera sitio Hindlll (AAGCTT) en el
extremo 5’
Amplificacion del gen c¢p2 completo.
CP2X TTTACTCGAGATTGGCGGTG Genera sitio Xhol (CTCGAG) en el
extremo 3’
WmpDL GTCGCTGATGAGCGTACCAAT Amplificacion de parte del gen wmpD
WmpDR TGATACTTCTTGCTCAAT Amplificacion de parte del gen wmpD
PDT1 TGGTTAAGGTATTACAGGGG Sonda PDT
PDT2 GTTAAACTGCAACATGCCTC Sonda PDT
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Cebador Secuencia (5’--) 3’) Utilizacion
PDD1 GAATCAATGGCTTAGCTATGG Sonda PDD
PDD2 GCGGTGTTACTTTAAGCTTC Sonda PDD
PDF CGCATCTATTACCGTGAACC Amplificacion de gen wmpD completo
PDR CTACCAATAGCACTTGAAAG Amplificacién de gen wmpD completo

Y (CT); N (ACGT); R (AG); K (GT); W (AT)
En color rojo se indican los nucleétidos que corresponden a la secuencia de reconocimiento de las endonucleasas de

restriccion

En la Tabla 19 se muestan los distintos programas utilizados en las diversas PCR
realizadas en este trabajo.

Tabla 19. Condiciones de las reacciones ciclicas de PCR

Reaccion aturalizacion H acion Extensién
ARNr 16S 45 seg, 94°C 1, 48°C 1°30”, 72°C
Amp_Ilflcamon a partir del extremo N- 2 min, 92°C 1'30”, 45°C
terminal de CP1
Amplificaciéon de cp7 introduciendo 2 min, 92°C 13 2'30”, 72°C
Amplificacién de la sonda CPB 2 min, 92°C 13 2'30”, 72°C
Amp!n_‘lcamon de cp2 introduciendo 2 min, 92°C 13 230", 72°C
los sitios de cort
Amplificacién de la zona conservada 2 min, 92°C 13 2. 72°C
Amplificaciéon de 2 min, 92°C 1,3 2',72°C
Amplificacion de 2 min, 92°C 1,3 2’,72°C
Amplificacion del gen  wmpD 2 min, 92°C 13 2307, 72°C

Gracias a la propiedad de la 7ag ADN polimerasa de afadir una desoxiadenosina al
final de la sintesis, los productos de PCR obtenidos se subclonaron en el vector PCR 2.1
linealizado (Invitrogen), que presenta una desoxitimidina desapareada en su extremo 3’,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Si la amplificacién se lleva a cabo utilizando la
polimerasa P DNA, se ligaron a extremos romos en el vector pBlueScript previamente
digerido con £coRV (genera extremos romos).

11.12.9. Reaccion de amplificacion de ADN mediante PCR inversa

La amplificacién por PCR convencional tiene una limitacién ya que requiere el uso de
dos cebadores que flanqueen y definan la regién que serd amplificada. Por ello no es
posible la amplificacién de regiones de secuencia desconocida. Sin embargo, la estrategia
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denominada PCR inversa permite soslayar esta limitacién y amplificar secuencias
desconocidas de ADN que estén préoximas a otra conocida.

Esta técnica se realizé en varias etapas:

En primer lugar, se diseié una sonda de unas 200-300 pb correspondiente a una regién
préxima al extremo de la secuencia conocida y posteriormente se marcd con digoxigenina,
segun la metodologia descrita en el apartado 111.13.1.

Se realizaron digestiones del ADN gendmico con enzimas de restriccidn que no
presentaban regiones dianas en la regién que constituia la sonda, pero si en una zona
cercana dentro de la secuencia conocida. Los fragmentos generados se separaron mediante
electroforesis y se transfirieron a una membrana de nailon mediante Southern blot segin se
describe en el apartado 111.13.2.

Seguidamente se procedié a la hibridacién con la sonda marcada y al revelado de la
membrana. Se seleccionaron aquellas enzimas que generaron fragmentos de un tamafo
adecuado para su posterior amplificacién y clonaje (1-4 kb).

Una vez seleccionada la enzima de restriccién, la mezcla de fragmentos se dializé en
agua destilada durante 10 minutos con filtros de nitrocelulosa de tamafo de poro 0,025
um y 13 mm de didmetro (Millipore). Seguidamente se realizaron diversas diluciones de la
mezcla de fragmentos de restriccion (1:10; 1:20; 1:40; 1:50; 1:100) y se llevaron a cabo
reacciones de ligacién utilizando 4 pl de cada una de las diluciones, segin las condiciones
descritas en el apartado 111.12.5.3. De esta forma, se realizé el ligado intramolecular de los
fragmentos de restriccién para formar moléculas circulares.

Antes de realizar la reaccién de PCR, el ADN circular se dializé de nuevo durante 10
minutos en agua destilada estéril en filtros de nitrocelulosa (Millipore).

A continuacién, se llevé a cabo una reaccion de PCR utilizando como ADN molde la
mezcla de fragmentos religados. Los cebadores utilizados (Tabla 18) se disefiaron en
sentido divergente, es decir, a partir de la regién de secuencia conocida pero orientados
hacia el exterior de la misma (Figura 41). La longitud de cada cebador fue de 28 pb y con
un alto contenido en G+C para que la Tm fuera elevada (superior a 72°C).

Los componentes de la reacciéon de PCR fueron los siguientes:

ADN molde 1-10 ng
Cebadores 30 pmoles
Tampoén ADN polimerasa 5 pl
dNTPs 0,2 mM de cada uno
ADN polimerasa Pfu Turbo 1-2,5U
Agua destilada csp 50 ul
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Los pardmetros de los ciclos de la reaccion de PCR se optimizaron en cuanto a
temperatura de hibridacién de los cebadores y tiempo de elongacién dependiendo del
tamafo de los fragmentos. En general, tras un primer calentamiento a 98°C durante 2
minutos, se aplicaron 30 ciclos constituidos por tres etapas: desnaturalizacién a 98°C, 30
segundos; hibridacién de los cebadores a 72°C, 30 segundos; y extensiéon a 72°C, 3
minutos y 30 segundos y un ciclo final de extension a 72°C durante 10 minutos. El
resultado de la PCR se visualizé en electroforesis en geles de agarosa al 0,7% (p/v).

De la mezcla de fragmentos circulares, la ADN polimerasa amplificé especificamente un
fragmento lineal con origen y final en dicha zona e incluyendo las secuencias que la
flanqueaban, en el ADN original. En la unién entre estas Gltimas, aparecié el lugar de
restriccion para la enzima previamente utilizada en la digestiéon del ADN (Figura 41).

Por Gltimo se procedié a clonar el fragmento amplificado. Cuando se produjo una
reaccién inespecifica en la que aparecia una mezcla de fragmentos de diferentes tamafos,
se extrajo del gel el fragmento de tamafo esperado segin se describe en el apartado
I1.12.7. Los fragmentos amplificados con APfuTurbo se clonaron en el vector pBC KS(+)
digerido con £coRV que genera extremos romos.

Una vez clonado, el fragmento se secuencié utilizando tanto cebadores universales de
clonacién y cebadores disefiados a partir de la secuencia (MWG).

En la Tabla 20 se muestran los cebadores utilizados en la técnica de PCR inversa en este
trabajo.

Tabla 20. Cebadores utilizados para realizar la amplificacion de ADN mediante PCR inversa

Cebador Secuencia (5’ --)3") Bases Tm(°C) Fragmento amplificado
CP1invi  CTGCACACGAAGTCAGCCACGGCTTTAC 28 69,5 -
CP1inv2  GATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAACC 28 s | TEITEIES LI eSS 19y
CP1invd  GCAGGTAAAGCTGTACGCTGTTGAGCCG 28 69,5 -
CP1invd  GCGTTTTCCATGGTACAAGTGCTGCCAG 28 FRE | EETEES g’ g'g‘ﬁb&S Y
CP2invi  TGGCATCGCGGTGTAAAGCAGCTGTTC 28 69,5  Fragmento Sacl de 2,3 kb
CP2inv2 CCGATTTCTGTCGCGTCTTCTCAATGGC 28 68,0 Fragmento Sacl de 2,3 kb
GspDinvi  GCTTCGTGCGCTTC TGTCATC 29 e | s Al B oLy
Hinfl de 1,7 kb
GspDinv2  TGAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGC sy | TEEIETESAESIGE LDy
Hinfl de 1,7 kb
GspDinv3 GGGGTCGCCAAAATATTCGAATTCGTGTC 29 Fragmento EcoRV de 2,2 kb
GspDinv4 CGTCGACCGGCAGTAACAATGAAAACC 28 68,0 Fragmento EcoRV de 2,2 kb
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Figura 41. Esquema de la estrategia de PCR inversa

l11.13. HIBRIDACION DE ADN

Las hibridaciones de ADN se realizaron segin la metodologia descrita por Sambrook y

Russell (200T).

11.13.1. Marcaje de las sondas con digoxigenina

Para el marcaje de las sondas se siguié el método descrito por Feinberg y Volgelstein
(1983), utilizandose desoxiuridin-trifosfato marcado con digoxigenina (DIG-dUTP) en lugar
de desoxinucledtidos radiactivos. Para ello, se marcé 0,5-1 pg de ADN utilizando el kit DIG
DNA Labelling (Roche), durante 16-20 horas, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Antes de iniciar la reaccién de marcaje, el ADN se desnaturalizé durante 10
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minutos en agua hirviendo, seguido de 30 segundos en hielo. Para un volumen final de 20
ul se utilizaron las siguientes cantidades:

ADN 0,5-1 ug
Mezcla de hexanucleétidos (10 X) 1l
dNTP marcados (10 X) 2l
Agua destilada csp 20 pl
Enzima Klenow 1l

Una vez finalizado el tiempo de marcaje, se paré dicha reaccién con una solucién 0,2 M
de EDTA, pH 8,0. La eliminacién de los nucledtidos no incorporados se llevé a cabo
mediante la precipitacién de la sonda de ADN con LiCl 4 M y etanol de 96°C, previamente
enfriado, durante al menos 30 minutos a —80°C, y posterior centrifugacién y disolucién de
la misma en agua destilada. El ADN marcado se conservéd a —20°C hasta su utilizacion.

111.13.2. Transferencia del ADN a las membranas

Los soportes més comUnmente empleados en la transferencia de los écidos nucleicos
son las membranas de nitrocelulosa o de nailon (las de éste Gltimo tipo son mds utilizadas
en la actualidad, debido fundamentalmente a su mayor resistencia). La transferencia a un
soporte sélido de fragmentos de ADN obtenidos por digestién con endonucleasas de
restriccion y sometidos a migracién electroforética en un gel de agarosa se denomina
“Southern blotting” o “transferencia de Southern” (Southern, 1975).

Esta técnica se utilizé para localizar el tamafo de los fragmentos homélogos a una
sonda en digestiones de ADN gendémico o de pldsmidos. La cantidad de ADN necesaria

para la detecciéon de los fragmentos es diferente segin se trate de ADN genémico (10 pg) o
de ADN amplificado y plasmidico (100 a 500 ng).

Procedimiento

1. Una vez separadas las muestras de ADN mediante electroforesis en geles de agarosa (si
estamos trabajando con ADN total se recomienda dejar la electroforesis toda la noche a
velocidad muy lenta para conseguir asi una mejor separacion de las bandas de ADN) se
fotografia teniendo en cuenta la escala fotografica.

2. Se procede en primer lugar a la depurinizacién acida mediante la incubacion del gel 5
minutos en 100 ml de HCI 0,25 N o bien hasta que el colorante xilén-cianol vire a amarillo.

3. Tras un breve enjuagado con agua destilada se procede a la desnaturalizacion del ADN en
Solucién desnaturalizante (incubacién del gel en 100 ml de dicha solucién durante 30
minutos), seguidamente se enjuaga con agua.

4.  Se realizan dos incubaciones de 15 minutos en 100 ml de Solucién renaturalizante.
Enjuagamos con agua.

6. Se procede a realizar un puente salino: utilizamos para ello una bandeja de plastico que
contiene 1 | de tampdn SSC 20X, atravesado sobre ella colocamos un soporte de plastico y
lo recubrimos con papel de filtro doble empapado también en SSC 20X, de manera que
contacte con la solucién para que el papel siempre esté empapado. Se alisa para eliminar
las posibles burbujas con una pipeta a modo de rodillo.

7. El gel se coloca encima, con mucho cuidado ya que ahora es muy fragil.
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8. La membrana de nailon (HybondTMN+ de 0,45 um de diametro de poro, Amersham
Pharmacia) se recorta con el tamafio exacto del gel y se coloca sobre él.

9. Seguidamente se colocan 3 papeles Whatman 3MM empapados en tampén SSC 20X
sobre la membrana de nailon y sobre éste medio paquete de servilletas para que absorban
el tampon.

10. Colocamos encima una tapa de cristal plana y encima 1 kg de peso y se deja entre 2 y 16
horas.

11. Transcurrido este tiempo recuperamos la membrana y marcamos los pocillos del gel con un
lapiz.

12. Una vez transferido el ADN, la membrana se lava con una solucion de SSC 2X y la fijacion
del ADN a la membrana se lleva a cabo con luz ultravioleta.

»Solucién desnaturalizante: NaCl, 87,66 g; NaOH, 20 g; Agua destilada, csp 1000 ml.

»Solucién renaturalizante: NaCl, 88,2 g; Trizma Base, 0,55 g; EDTA, 0,37 g, Agua destilada, csp
1000 ml.

»SSC 20 X: NaCl, 175,3 g; Citrato trisodico, 88,2 g, Agua destilada, csp 1000 ml.

111.13.3. Prehibridacion

Las membranas se prehibridaron durante al menos 1 hora a 37°C en un horno de
hibridacién (Stuart Scientific) con agitacién. Esta prehibridacién se realizé6 en Tampén de
hibridacién. El agente de bloqueo utilizado fue obtenido de la casa comercial Roche. Para
la desionizacién de la formamida se usé la resina comercial Molecular Biology Grade AG
501-XB (Bio Rad): se desionizaron 100 ml de formamida con 5 g de resina, en agitacién en
camara fria durante toda la noche. Se procedié a su filtracién para eliminar los restos de
resina y se conservd a 4°C.

»Tampon de hibridacion: Formamida desionizada, 25 ml; SSC20 X, 12,5 ml; Agente de bloqueo 10
X, 10 ml; N-Lauril sarcosina al 5%, 1 ml; SDS 10%, 0,1 ml; Agua destilada, csp 50 ml.

l11.13.4. Hibridacion

La hibridacién se llevéd a cabo durante un periodo de tiempo variable entre 2 y 24 horas,
en las mismas condiciones que la prehibridaciéon, pero afadiendo a 10 ml de la solucién
anterior la sonda marcada con digoxigenina, previamente desnaturalizada por incubacién a
100°C durante 10 minutos.

111.13.5. Lavado de las membranas

Tras la hibridacién, las membranas se lavaron a 37°C dos veces durante 5 minutos con
una solucién de lavado que contenia SDS 0,1% y SSC 2X y otras 2 veces a 68°C durante
15 minutos con una solucién conteniendo SDS 0,1% y SSC 0,5X.

111.13.6. Deteccion

La deteccién se realizé a temperatura ambiente, siguiendo las instrucciones del
fabricante (Roche).

122



Material y Métodos

Protocolo de deteccion

Las membranas se lavan brevemente en Solucién de lavado.

2. A continuacién, las membranas se preincuban durante 30 minutos en una Solucion de
bloqueo.

3. Se incuban durante 30 minutos en Solucién de bloqueo con anti-DIG-AP (anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina) (Roche).

4. Seguidamente, se lava dos veces con Solucién de lavado.
Se equilibran las membranas durante 2-5 minutos con el Tampén de deteccion.

6. Una vez equilibradas, se afiade el sustrato para la fosfatasa alcalina (*CSPD, Roche) a una
concentracion de 25 mM diluido en Tampoén de deteccion 1:100.

7. Se secan las membranas y se elimina el exceso de liquido con papel Whatman.

8. Por ultimo se expone sobre una pelicula Kodak-O-Mat a 37°C durante al menos 1 hora,
procediéndose a continuacion al revelado utilizando revelador y fijador Kodak al 1X (Sigma)

»Solucién de lavado: Acido maleico, 11,6 g; NaCl, 8,76 g; Tween-20, 3 ml; Agua destilada, csp 1000 ml.
Ajustar la solucién a pH 7,5.

»Solucién de bloqueo: Acido maleico, 11,6 g; NaCl, 8,76 g, agente de bloqueo al 10%, 100 ml; Agua
destilada, csp 1000 ml. pH 7,5.

»Solucion de bloqueo con anti-DIG-AP: Diluir el anti-Dig-AP 75 mU/ml (1:10000) en solucion de bloqueo.

»Tampoén de deteccion: TrisHCI 1 M, pH 9,5, 5 ml; NaCl 5 M, 1 ml; Agua destilada, csp 50 ml. Es muy
importante ajustar la solucién a pH 9, 0 pH 6ptimo de actuaciéon para la fosfatasa alcalina.
3CSPD: 3-(4 meto xispiro{1,2-dioxetano-3,2"-(5'cloro)triciclo[3.31.1%*"Jdecano}-4-il) fenil fosfato disddico

111.13.7. Reutilizacion de los filtros

Para reutilizar los filtros se procedié a lavar las membranas brevemente con agua
destilada, seguidamente se lavaron 2 veces mds durante 15 minutos a 37°C en una
solucién NaOH 0,2M y SDS 0,1% para separar la sonda. Seguidamente se lavé con SSC
2X y se secaron al aire. Las membranas se conservan en un papel de filtro a temperatura
ambiente.

l1.14. SECUENCIACION Y ANALISIS DE LA SECUENCIA DE ADN

111.14.1. Secuenciacion de ADN

La secuenciacién de los distintos fragmentos de ADN analizados en el presente trabajo
han sido realizadas por la empresa MWG-Biotech (Ebersber, Alemania) mediante un
secuenciador automdtico (LiCor).

Los oligonucledtidos empleados como iniciadores en la secuenciacién fueron
cebadores universales comerciales y otros internos de disefio, sintetizados por MWG-
Biotech, que permitieron ir avanzando en la lectura de la secuencia (Tabla 21).
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Tabla 21. Cebadores utilizados en la secuenciacion del ADN

Cebador Secuencia (5’ --)3’) Cebador Secuencia (5’ --)3’)
M13 reverse CAGGAAACAGCTATGAC CP3.5 GCAATCATAGCTACTGAGTGTC
M13 foward CP3.6 CGGACAAGAGTTAAGTGATG
T3 CP4.1 CTCAAAGCTCTTCGGATCC
T7 CP4.2 CGTTTACTCTCATGTTCG
T7 terminator CTAGTTATTGCTCAGCGGT PET1.1 GC CGTACAGC
CP2.1 PET1.2 GCTGTCCAATAAAGCTGG
CP2.2 PET1.3 GTAACATCAAGCCTAAGCG
CP2.3 PET1.4 CTCACATCCAAATAGCCG
CP2.4 PET2.1 GGTGTCGATGCAGCAGAT
CP3.1 GCCTTTGTGCATTTGCTG PET2.2 GCGACCGTAATAGTAGTCG

TGCACCATGAGTACAAACG PD2.1 CGCACAATATCAACACG

CP3.3 GCTCATTCTCGATGGCAGG PD3.1 GGATCAGTGGACCCAACTC
CP3.4 GTCAAAACGGCGATAAAACG

111.14.2. Analisis de la secuencia del ADN

El tratamiento y andlisis de las secuencias de nucleétidos y aminodcidos, alineamientos,
asi como el disefio de cebadores, se llevd a cabo utilizando el programa DNAstar (DNAstar
Inc., Madison, Wisconsin, EEUU) y programas especificos del servidor de Internet Baylor
College of Medicine como el programas CLUSTAL W, versién 1.8. y BOXSHADE 3.21 del
European Molecular Biomedical NetWork (Jeanmougin y col., 1998).

Las secuencias se compararon con las disponibles en las bases de datos (EMBL,
GenBank y DDBJ) con la ayuda de los programas BLAST (Basic Local Alignment Search
Tooll) (Altschul y col., 1997) en el servidor del NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

El uso de codones mds frecuentes se determiné mediante la aplicacién Codon Usage
Database disefiada a partir de la base de datos GenBank (Nakamura y col., 2000).

Para la predicciéon de regiones promotoras, se utilizé el programa BDGP Neural Network
Promoter Prediction Input (Waibel y col., 1989; Reese y Eeckman, 1995). El programa
MFOLD se empleé para la prediccion de estructuras secundarias en ARN, y asi determinar
los posibles terminadores transcripcionales (Zuker y col., 1999).

El andlisis de los productos proteicos provenientes de los genes secuenciados se realizé
mediante programas especificos a partir del servidor Expasy (Expert Protein Analysis System).
Asi, para la predicciéon de péptidos senal, se utilizdé la nueva version del programa Signal P,
la versién 3.0 (Nielsen y col., 1997; Bendtsen y col., 2004). Para la localizacién celular de
la proteina se utilizé el programa pSORTb (Gardy y col., 2005), este programa realiza la
busqueda de los motivos caracteristicos que deben poseer las proteinas para estar
localizadas en una regidn celular concreta y en base a estos andlisis le asigna su
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localizacién celular. Las predicciones para la estructura secundaria de las proteinas a partir
de la secuencia de aminodcidos se realizé utilizando el programa SOSUI system
(versién1.0/1.0, Mar, 1996) basado en las propiedades fisicoquimicas de las secuencias de
aminodcidos, tales como la hidrofobicidad y la carga (Mitaku y col., 1999; 2002; Hirokawa
y col., 1998; Mitaku y Hirokawa, 1999). Para la prediccion de hélices transmembrana de
proteinas se empleé el programa TOPPRED (Claros y Heijne, 1994).

La base de datos CDD (Conserved Domain Database) en el servidor del NCIB se utilizé
para la busqueda de los dominios conservados en las proteinas (Marchler-Bauber y Bryant,
2004).

Para el modelado de las proteinas CP1 y CP2 se utilizé el programa Cn3D suministrado
en el servidor del NCIB, en el que se predice la estructura terciaria de proteinas baséndose
en sus dominios conservados. También se utilizaron los programas Swiss-Model y Swiss-
PdbViewer (Guex y Peitsch, 1997) del servidor Expasy.

En la Tabla 22 se muestran las direcciones de las péginas Web utilizadas para el andlisis
de las secuencias.

Tabla 22. Programas utilizados en el analisis de secuencias con sus correspondientes direcciones Web

Programa Direccion Utilidad
http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl Localizacion de
BDGP N.N. Promoter Prediction s A-ordied = s s
promotores
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast . .. .
BLAST Alineacién de secuencias

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-

CLUTAL W . .
secuencias proteicas
Cn3Db http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml  Estructuras 3D de
proteinas
Codon frecuency http://www.kazusa.or.jp/codon/
codones
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold- o
MEOLD simple.html Prediccién de estructuras
SMpEt secundarias de ARN
) Localizaciéon celular de
Psort http://www.psort.org/psortb/index.html i
proteinas
Prediccién de péptidos
Signal P http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ sefial e
. ) ) ) ) Determinacion de regiones
Sosui http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html
transmembrana
Swiss-Model http://swissmodel.expasy.org/ Estructura 3D de proteinas
Prediccién de regiones
TOpPPRED
transmembrana
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I11.15. EXPRESION DE PROTEINAS

11.15.1. Generalidades
Vectores de la serie pET

Los vectores de expresion del tipo pET poseen un promotor inducible por IPTG. Los
genes clonados en este tipo de vectores se encuentran bajo el control de la maquinaria
transcripcional del bacteriéfago T7 y, opcionalmente, bajo el control de sefales de
traduccién. La expresién de la proteina de interés se produce gracias a la presencia de la
T7 ARN polimerasa en las células hospedadoras. La T7 ARN polimerasa es tan activa y
selectiva que el producto deseado puede llegar a niveles de expresién superiores al 50% del
total de las proteinas expresadas en la célula hospedadora (pET System Manual, Novagen
2002). Ademds, el sistema de expresién de los vectores pET afade una cola de 6 histidinas
en el extremo amino o carboxi terminal de la proteina, lo que permite la purificacién de las
proteinas expresadas mediante una resina de niquel (HiTrap Chelating HP, Amersham), por
la que tienen afinidad las histidinas de la proteina.

Una vez formada la molécula de ADN recombinante, es decir, que el fragmento de ADN
exégeno ha sido ligado en el vector (debe de estar en fase de lectura correcta), debe
introducirse en la célula hospedadora. Con frecuencia, £. coli es la célula hospedadora. La
cepa de £ coli BL21(DE3) de Novagen posee una copia de la T7 ARN polimerasa en su
cromosoma. Estos hospedadores son liségenos del bacteridfago DE3, un derivado del fago
lambda que posee la regién de inmunidad del fago 21 y contiene un fragmento de ADN
que posee el gen /ac/, el promotor lacUV5 y el gen de la T7 ARN polimerasa. Una vez
formado un lisdgeno DE3, el Unico promotor para la transcripcién directa del gen de la T7
ARN polimerasa es el promotor lacUV5, inducible por IPTG. La adicién de IPTG al cultivo
en crecimiento induce la T7 ARN polimerasa, la cual transcribe el ADN diana en el
plédsmido (pET System Manual, Novagen 2002) (Figura 42).

Expresion heterdloga

La expresion heteréloga de genes es una técnica cuyo obijetivo principal es la obtencién
de elevadas cantidades de proteina exégena al organismo hospedador en el minimo tiempo
posible. Por ello, se utiliza como organismo hospedador principalmente £. coli. Este
organismo es muy versétil a la hora de aceptar pldsmidos exdgenos, lo que permite
utilizarlo como modelo en diversas técnicas de biologia molecular.

La sobreexpresién de proteinas en £. coli es una herramienta de gran utilidad para la
purificacién, localizacién y andlisis funcional de las proteinas. La técnica de expresion se
basa en la insercién de un promotor fuerte y una secuencia de unién al ribosoma muy
eficaz delante del ORF del gen a estudiar (Claros y col., 2001). Estas proteinas pueden
expresarse en modo nativo o como proteinas de fusién.
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Figura 42. Esquema de actuacion de los vectores pET

Las proteinas que se obtienen en la fraccidn citoplasmética de la bacteria pueden
aparecer en dos formas posibles: insoluble, lo que se conoce como “cuerpos de inclusién”,
o en forma soluble. Las proteinas que aparecen solubles en el citoplasma pueden estar en
forma activa o inactiva. Si las proteinas presentan actividad, Unicamente se requiere un
proceso de purificacién de la proteina recombinante que dependerd de dicha proteina en
cuestién. Si estas proteinas no presentan actividad se requiere un paso previo de
reactivacién, y luego la posterior purificacién de la proteina.

A menudo, las proteinas expresadas a elevados niveles tienden a asociarse entre si
mediante interacciones hidrofébicas para hacerse mds solubles. Estas asociaciones acaban
siendo finalmente insolubles debido a su gran tamafo, ya que la proteina es muy
abundante y forman los denominados “cuerpos de inclusiéon” (Claros y col., 2001).

Las proteinas que se obtienen en forma de cuerpos de inclusién se encuentran como un
aglomerado de estructuras primarias y material contaminante, como vesiculas de
membrana que se adhieren a los cuerpos de inclusién tras la lisis celular, por lo que no
presentan actividad (Georgiou y Valax, 1999). En este caso se requiere un paso previo de
solubilizacion de estos cuerpos de inclusién, a continuacién un plegamiento de la proteina
para que adquiera su estructura tridimensional, y por Gltimo la purificacién de la proteina
de interés de los restos que la acompanaban en los cuerpos de inclusién.

La obtencién de proteinas expresadas en forma de cuerpos de inclusién presenta varias
ventajas. En primer lugar, se obtienen altos niveles de proteina recombinante; ademds, se
evita el paso de la proteina a través de las membranas celulares y la proteina obtenida de
esta forma se encuentra protegida del ataque de proteasas del hospedador presentes en el
citoplasma y el espacio peripldsmico; incluso, si la proteina, a tan altos niveles de
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expresion, resultara téxica para el organismo hospedador, la produccién de cuerpos de
inclusién seria el método mds eficaz para obtener la proteina recombinante (de Bernardez,
2001). Sin embargo, tiene una gran desventaja, debido a que durante el proceso de
renaturalizacién in vitro de la proteina se pueden formar estructuras intermedias inactivas de
forma irreversible, o agregaciones, lo que interrumpiria el proceso de plegamiento
impidiendo la formacién de la proteina nativa. Este proceso improductivo puede llegar a
predominar sobre el correcto plegamiento bajo las condiciones convencionales de dicho
plegamiento cuando se trata de proteinas complejas (Rudolph y Lilie, 1996); por ello, este
proceso debe ser cuidoadosamente desarrollado.

111.15.2. Clonacién en un vector de expresion

Para la clonacién de los genes cp/ y cpZ se eligié el vector de expresion pET22b(+).
En este vector, de 5.493 pb, estd presente el promotor inducible del fago T7, un operador
lac, una secuencia de unién al ribosoma o Shine Dalgarno una secuencia que codifica el
péptido lider de la proteina peripldsmica pelB de £ coli, el codén de inicio seguido de un
conector que permite, sin romper el marco de lectura, insertar la secuencia del gen que se
pretende expresar, y la secuencia que codifica las 6 histidinas (Figura 43). Ademds contiene
un cassette que le confiere resistencia a la ampicilina. Para la clonacién de estos genes se
disefiaron unos cebadores especificos que amplificaban la regién correspondiente a ambos
genes por separado y ademds, se les introdujo las secuencias de restriccion para dos
enzimas. Concretamente para las enzimas £coRl (para el extremo N-terminal) y Xhol (para el
extremo C-terminal) en el caso de c¢p/ y para las enzimas Hindlll (para el extremo N-
terminal) y Xhol (para el extremo C-terminal) en el caso de ¢p2 Los cebadores se
denominaron CPTE, CP1X, CP2H y CP2X respectivamente y su secuencia se muestra en la
Tabla 19. Una vez obtenidas las moléculas recombinantes se introdujeron mediante
transformacién en las células competentes BL21(DE3) (Novagen).
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Figura 43. Region de clonacion/expresion del vector pET22b(+)

111.15.3. Proceso de induccion

El proceso de crecimiento e induccién se llevd a cabo segin el protocolo descrito en
“pET System Manual” (2000) (Novagen) modificado en algunos pasos.

Procedimiento

1. Se prepara un preinoculo a partir de una colonia de la cepa BL21 conteniendo el
plasmido pPEprot1 en medio LB ampicilina. Se incuba toda la noche a 37°C en
agitacion.

2. Seinoculan con 2 ml de inéculo 4 matraces de 1 | conteniendo cada uno de ellos 200
ml de medio LB ampicilina, y se incuban a 37°C en agitacion (200 g).

3. Alinicio de la fase exponencial (DOgq 0,6-0,8) se afiade IPTG a concentraciones de
0,2 mM, 0,5 mMy 1 mM y se incuba otras 12-16 horas a 30°C (una vez estandarizado
la concentracién éptima de IPTG se usa siempre ésta concentracion).

4. Las células se recogen por centrifugaciéon a 6.000 g durante 10 minutos y se
conservan a —80°C si no se van a utilizar en el momento.

111.15.4. Aislamiento de fracciones

Antes de realizar la induccién de la enzima a gran escala se procedié a analizar
las distintas fracciones para ver dénde se encuentra la proteina expresada. Las
fracciones analizadas fueron: fraccién celular total, fraccién del medio extracelular,
fraccion peripldsmica, fraccién citoplasmdtica soluble y fracciéon citoplasmatica
insoluble o cuerpos de inclusién. El protocolo empleado para cada aislamiento fue
diferente segun el tipo de fraccidn segin se describe en el “pET System Manual”
(2000) (Novagen).

Protocolo

La induccién se realiza como se describe en el apartado anterior pero modificando los
volumenes de cultivo. Se utiliza 1 matraz de 250 ml con 50 ml de medio (LB ampicilina) al
cual, una vez alcanzada la DOggo adecuada, se le afiade 0,5 mM de IPTG. Se utiliza un
control de la induccion que no contiene IPTG.

Fraccion celular total

1.  Antes de centrifugar los cultivos inducidos y sin inducir se toma 1 ml de cada uno de ellos y
se centrifugan 1 minuto a 10.000 g.

. Setira el sobrenadante y se seca el pellet.
3. Seresuspende el pellet en 100 ul de PBS 1x.
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6.

Fraccion
1.

Se afiade 100 pl de Tampon de carga

Las células se someten a 2 pulsos de sonicacion de 15 segundos de duracion a 90-100 W
de potencia.

Se incuba la muestra 3 minutos a 85°C. Se puede cargar directamente la muestra en el gel
o congelar a —20°C.

del medio extracelular
Una vez centrifugados los cultivos se toma 1 ml del sobrenadante de los mismos.

Concentracion:

2.

© N o ok ®

Fraccion
1.

o0k wbd

7.
Fraccion

1.

2.

o0 rw

Fraccion
1.
2.
3.

Se afiade 100 pul de acido tricloroacético y se agita con ayuda de un agitador durante 15
segundos.

Se deja reposar 15 minutos en hielo.

Se centrifuga 10 minutos a 14.000 g.

Se tira el sobrenadante y se lava el pellet 2 veces con 100 pl de acetona.

Se centrifuga 5 minutos a 13.000 g, se tira el sobrenadante y secamos el pellet

Se afiaden 100 pl de PBS 1x y 100 pl de Tampén de carga y se resuspende.

Se incuba 3 minutos a 85°C. Se puede cargar directamente la muestra en el gel o congelar
a—20°C.

periplasmica

Se resuspende el pellet (de los 50 ml) del paso anterior en 30 ml de Tampoén A.

Se afiade 60 pl de EDTA 0,5 M pH 8.

Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g y se tira el sobrenadante.

Se resuspende el pellet en 30 ml de MgSO4 5 mM frio.

Se deja en hielo 10 minutos y se agita frecuentemente.

Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g.

Se toma 1 ml de sobrenadante y se concentra como en el apartado anterior.
citoplasmatica soluble

Se resuspende el pellet del apartado anterior en 4 ml de TrisHCI 20 mM pH 7,5 frio.

Se somete la muestra a 2 pulsos de sonicacién de 15 segundos de duracién a 90-100 W de
potencia.

Se afiaden 10 mg de lisozima y se incuba a 30°C durante 15 minutos.

Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g para separar las fracciones insolubles de las solubles.
Se toman 100 pl de sobrenadante y se afiaden 100 pl de Tampén de carga.

Se incuba 3 minutos a 85°C. Se puede cargar directamente la muestra en el gel o congelar
a—20°C.

citoplasmatica insoluble

Se lava el pellet del apartado anterior 2 veces con 750 ul de Tris HCI 20 mM pH7,5.

Se centrifuga 5 minutos a 10.000 g.

Se tira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1,5 ml de SDS 1%. Se agita
vigorosamente.

Se toman 100 pl de esta solucién y se afiaden 100 ul de Tampén de carga.

Se incuba 3 minutos a 85°C. Se puede cargar directamente la muestra en el gel o congelar
a—-20°C.

»Tampén A: TrisHCI 30 mM pH 8; Sacarosa 20%.

»Tampon

rcaptoetanol 10%; DTT 300 mM; Glicerol

40%; Azul de bromofenol 0,02%.
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11.15.5. Solubilizacion de los cuerpos de inclusiéon

Una vez analizadas las distintas fracciones se determiné que la haloproteasa CP1
recombinante se encontraba en la fraccién citoplasmética insoluble en forma de cuerpos de
inclusién, por lo que se puso a punto un procedimiento para su solubilizacién.

1.

La cepa E. coli BL21 conteniendo el plasmido pPEProt1 se crece en las condiciones
descritas en el apartado 11.15.3. induciendo el cultivo con 0,5 mM de IPTG y las células se
recogen por centrifugacion a 10.000 g durante 10 minutos.

Se pesa el pellet y se resuspende en Tampdn de lisis (se afiaden 5 ml por cada gramo de
pellet).

Las células se someten a 3 pulsos de sonicacion de 15 segundos de duracién a 90-100 W
de potencia.

Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g.
Se guarda una alicuota del sobrenadante para cargar en el gel (fraccion soluble).

Se resuspende el pellet en el mismo volumen anterior esta vez en Tampdn de
solubilizacion.

Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g.

El sobrenadante en el que tenemos solubilizados los cuerpos de inclusion se guarda para
su purificacion a través de la columna HiTrap Chelating HP (Amersham).

»Tam

»Tam

0%; N-lauril sarcosina 0,2%.

| 50 mM; CINa 0,5 M; Disolucion en PBS 1X pH 8.

1.15.6. Purificacion de proteinas expresadas en E. coli mediante una
columna de afinidad

Como se ha comentado anteriormente la utilizacion del sistema de expresion de los
vectores pET permite la purificacién de las proteinas expresadas mediante una resina de
niquel (HiTrap Chelating HP, Amersham), metal afin a histidinas de la proteina. Se siguieron
las indicaciones del fabricante con algunas modificaciones.

1.

Una vez que tenemos solubilizados los cuerpos de inclusion (apartado anterior)
procedemos a su purificacion a través de la columna.

Se utiliza la columna HiTrap Chelating HP (Amersam) (Figura 44). Para facilitar los pasos,
se recomienda realizar todos los pasos del proceso en tubos Falcon, y pasar a un soporte
adecuado (columna) después de incubar.

Se abre la columna, se
saca la resina y se lava
con 10 volumenes de

il 5
agua destilada. “insd
Se centrifuga 1 minuto a

2000 g y se tira el g

sobrenadante.

Se carga la resina con
niquel, para ello se
afiaden 10 volumenes de
SO4Ni (5 mg/ml) y se
resuspende.

Se centrifuga 1 minuto a 2.000 g y se tira el sobrenadante.
Se afiaden 10 volumenes de agua destilada.

Se centrifuga de nuevo 1 minuto a 2.000 g y se tira el sobrenadante.

Columnas de purificacion HiTrap
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9.
10.

Se vuelven a afiadir 5 volumenes de S0;Ni (5 mg/ml).
Se centrifuga 1 minuto a 2.000 g y se tira el sobrenadante.

La resina ya esta cargada, procedemos a su equilibrado.

1.

12.

13.

14.

15.

Se afiaden 10 volumenes de Tampodn de equilibrado.
Se centrifuga 1 minuto a 2.000 g y se tira el sobrenadante.

Se incuba con la muestra (del apartado anterior) durante 2 horas a temperatura ambiente
en agitacion. En estas condiciones la proteina, que contiene la cola de 6 histidinas queda
retenida en la resina.

Transcurrido este tiempo, se pasa la mezcla al soporte adecuado (columna) y se elimina
todo lo que no se ha unido a la resina.

Se lava con 30 ml de Tampon de equilibrado.

Elucion de la proteina

16.

17.
18.

Se afiaden sucesivamente Tampdn de eluciéon (5 ml de cada concentracién) conteniendo
en cada caso concentraciones crecientes de imidazol de 100 a 500 mM, recogiendo
fracciones de 1 ml en tubos Eppendorf.

Las distintas fracciones se analizan en gel de acrilamida.

Las fracciones en las que la proteina se encuentra en concentraciones mas elevadas se
dializan frente a tampén TrisHCI 20 mM pH 8 para eliminar los restos de imidazol.

Regeneracion de la columna

1.
2.
3.

Se afiaden 20 volumenes de Tampdn de regeneracion
Se lava con 20 volumenes de agua destilada
Se afiaden 20 volimenes de agua destilada y 20% de etanol. Conservar a 4°C.

»Tampon de equilibrado: Urea 8 M; Imidazol 100 mM; CINa 0,5 M; disolucién en PBS 1x pH 8.

»Tampon de elucion: Urea 8 M; CINa 0,5 M; Imidazol a concentraciones 100, 200, 300, 400, 500
mM; disolucion en pBS 1x pH 8.

»Tampon de regeneracion: CINa 0,5 M; EDTA 0,05 M pH 4.

l1.16. CARACTERIZACION FENOTIPICA Y GENOTIPICA

11.16.1. Caracterizacion fenotipica

11.16.1.1. Caracteristicas morfologicas

Morfologia y motilidad

Para realizar esta prueba se afade a un cultivo del microorganismo a ensayar una
pequena cantidad de solucién salina estéril al 10%. Al cabo de unos minutos, las bacterias
méviles se desplazan a la solucién salina y se observan al microscopio de contraste de fases
mediante el método de la gota pendiente. A la vez que se observa la motilidad, también se

determina la morfologia bacteriana y las agrupaciones tipicas de cada cepa.

Se ha utilizado un microscopio Olympus BX41 provisto de una cdmara digital DP70

(Olympus).

Tincion de Gram

Para realizar esta tincién diferencial se emplearon cultivos recientes de las cepas y se

siguié la técnica de Gram convencional y mediante la modificacién de Dussault (1955).
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11.16.1.2. Caracteristicas fisiologicas
Crecimiento a distintas concentraciones salinas

El crecimiento de cada cepa se determindé en una serie de medios de cultivo
adicionados de diferentes concentraciones de sales. El medio de cultivo contiene extracto de
levadura al 1% y glucosa al 0,1% al cual se le afiadié la solucién de sales correspondiente
mediante dilucién de una solucién de sales al 30% (Subow, 1931). El pH se ajusté entre 7,2
y 7,4, y se adicioné agar al 2% para obtener medios sélidos. Las concentraciones de sales

ensayadas fueron: 0; 0,9; 3; 5; 7,5; 10; 12; 15y 20%.

Los medios asi preparados se inocularon a partir
de un cultivo liquido en fase logaritmica de
crecimiento, mediante la siembra en estrias y
posteriormente se incubaron a 37°C. Las placas se
observaron a distintos intervalos de tiempo: 1, 2, 3,
5y 7 dias. Se consideré positivo siempre que el
crecimiento fue notorio.

Crecimiento en anaerobiosis

P

El crecimiento en anaerobiosis se determiné
Figura 45. Campana de anaerobiosis mediante la siembra en placa con estrias, utilizando
el medio SW10 y se incubaron durante 7 dias a
37°C dentro de una campana de anaerobiosis (Figura 45). Para la generacién de la
atméstera anaerobia se utilizé AnaeroGen (Oxoid) y un indicador de anaerobiosis (Oxoid).

11.16.1.3. Pruebas bioquimicas
Prueba de la oxidasa

La prueba detecta la presencia o ausencia de la enzima citocromo ¢ oxidasa, cuyo
inmediato precursor en la cadena respiratoria, el citocromo ¢, tiene la propiedad de
cambiar el color del reactivo tetrametil-p-fenilendiamina en solucién acuosa al 1%. Se
siguié el método de Kovacs (1956). En esta prueba el reactivo ya viene preparado en unas
tiras comerciales y sélo hay que afadir el microorganismo problema, con la ayuda de un
palillo de dientes, sobre la tira que contiene el reactivo de la oxidasa. La reaccién positiva
viene indicada por la aparicién de un color azul-violeta intenso antes de 10 segundos.

Prueba de la catalasa

Se pretende determinar si el microorganismo posee la enzima catalasa, la cual estd
presente en la mayoria de las bacterias que crecen en condiciones aerobias. La prueba se
realizé afadiendo unas gotas de agua oxigenada al 3% (v/v) sobre un cultivo joven. Si
aparece un burbujeo inmediato serd consecuencia de la actuacién de la catalasa sobre el
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agua oxigenada hasta descomponerla en agua y oxigeno y el resultado de la prueba es
positivo.

Prueba de la fosfatasa

Se utilizé el siguiente medio:

Extracto de levadura (Difco) ........... 0,59
Difosfato de fenolftaleina (Sigma)...0,001 g
Solucion de sales al 10%................ csp 100 ml
Agar (Pronadisa)...........cccccveveeeenn. 29

En primer lugar se mezclé el extracto de levadura con la solucién de sales y el agar y se
esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Posteriormente se dejé enfriar y
cuando alcanzé la temperatura de 60°C se le anadié el difosfato de fenolftaleina
esterilizado por filtracién. Tras la inoculacién, las placas se incubaron a 37°C durante 5
dias.

Para su lectura se invirtieron las placas y sobre las tapas se depositaron unos mililitros de
amonfiaco. Si sobre la zona de crecimiento aparece un color rosa brillante la prueba se
considera positiva y es indicativa de que el microorganismo posee la enzima fosfatasa que
hidroliza el difosfato de fenolftaleina liberando fenolftaleina, que al reaccionar con los
vapores de amoniaco adquiere un color rosa caracteristico (Koneman y col., 1983).

Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Se determiné la produccién de dcidos a partir de los siguientes carbohidratos: D-
arabinosa, D-fructosa, D-galactosa, glicerol, D-glucosa, lactosa, maltosa, D-manitol,
sacarosa, D-trealosa y D-xilosa.

Como medio para la realizacién de la prueba se empleé el siguiente:

Extracto de levadura (Difco) ........... 0,59
ROjO fenol .........coovveviiiiieiiieee 0,001 g
Sales al 10%...ccvveeevieiiiiiieeeieene csp 100ml

El rojo fenol de disolvié previomente en 0,5 ml de alcohol para facilitar su
homogenizacién. El pH se ajusté a 7,6. Los carbohidratos se esterilizaron por filtracién y se
anadieron al medio base a una concentracién final del 1%.

Para obtener el inéculo se empled el medio SW10. La incubacién se realizé durante 14
dias efectudndose lecturas diarias. La produccién de dcidos se manifiesta mediante el viraje
del indicador a color amarillo (Cowan y Steel, 1982).
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Produccion de indol

Como medio base se empled:

Triptona (Oxoid)....... 19
Sales al 10%............ csp 100ml

El pH se ajusté a 7,6 y se esterilizd en autoclave a 121°C
durante 5 minutos. Este medio se inoculé a partir de un cultivo
liquido reciente y se incubé a 37°C durante 7 dias; para la
lectura se anadié 0,5 ml del reactivo de Kovacs (1928), se
agité y al cabo de un minuto se observé el color: la prueba se
consideré positiva al observar la aparicién de un anillo de

color rojo en la parte superior del medio (Figura 46). e —
Figura 46. Prueba del indol
Reactivo de Kovacs (1928) para indol:

p-Fenilen diaminobenzaldehido....... 59
Alcohol amilico........cccocveeiviiirinnnen. 72 ml

El aldehido se disolvié en el alcohol por calentamiento suave en bafo maria (50-55°C),
se enfrié y se anadié el dcido clorhidrico. Este reactivo debe protegerse de la luz y
almacenarse a 4°C. El color del reactivo debe ser amarillo o marrén claro.

Prueba del rojo de metilo

El medio de cultivo utilizado fue:

Glucosa ......cccceeeeenn. 0,59
Sales al 10%............ csp 100 ml
Se ajusté el pH a 7,6, se esterilizd6 en autoclave a
121°C durante 15 minutos, se inoculé a partir de un
cultivo liquido reciente y se incubd a 37°C durante 7 dias.

Para su lectura se afiadieron unas gotas de una  Figura 47. Prueba del rojo de metilo
Solucién de rojo de metilo, se agité y se observé el posible
cambio de color: rojo indica que la prueba es positiva y amarillo negativa (Cowan y Steel,
1982) (Figura 47).

Solucion de rojo de metilo

Rojo de metilo........cccceevvveeiiiiinenns 0,04 g
Etanol ......ccoooviiii e 40 ml
Agua destilada............ccceeviiiiinnn. csp 100 ml

El indicador se disuelve primero en el alcohol y después se enrasa con agua destilada.
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Prueba de Voges-Proskauer

El medio de cultivo y las condiciones utilizadas son las mismas que en la prueba del rojo
de metilo. Para su lectura se afadieron 0,6 ml de solucién de a-naftol en etanol y 0,2 ml
de solucién acuosa de KOH al 40%. Los tubos se examinaron a los 15 minutos y después
de una hora. La reaccién positiva viene indicada por la presencia de un color rojo intenso

(Barrit, 1936).

La solucién de a-naftol no debe tener color rojo oscuro. Si es necesario se debe
redestilar (Fulton y col.,1960).

Reduccion de nitratos y nitritos

Siguiendo la metodologia descrita por Skerman (1967) se utilizé un medio con nitrato
potdsico al 0,2%, cuya composicién es la siguiente:

KNO3 ..ot 02g
Extracto de levadura (Difco) ........... 0,54
Sales 10% ..veveevreeeiiiiiereee e csp 100 ml

Para detectar la formacién de gases se emplea una campana Durham. El medio se
inocula y después de 7 dias de incubacién a 37°C se observa si hay gases en la campana
Durham, indicativo de que los nitratos se han reducido a nitritos y estos a su vez a gas. A los
tubos en los que no se forma gas se les afade 1 ml de Reactivo Ay 1 ml de Reactivo B de
nitritos. La aparicién de color rojo indica la presencia de nitritos y por tanto se considera
positiva la reduccién de nitratos.

Si al cabo de 5 minutos la reaccién continua siendo negativa se afiade limaduras de zinc
(aproximadamente 5 mg/ml). La aparicién de color rojo transcurridos unos segundos indica
la presencia de nitratos en el medio y por tanto la ausencia de este color indica la
reduccién de los nitritos. Las soluciones de Reactivo A y B se disuelven sometiéndolas a un
calentamiento suave:

Reactivo A: Solucién al 0,8% de acido sulfanilico en acido acético 5 N.
Reactivo B: Solucion al 0,5% de o-naftilamina en acido acético 5 N.

Citrato de Simmons

Se siguid la técnica de Koser (1923). En un medio base (SW10) con la solucién de sales
al 10% se afadié citrato sédico al 0,2 % y azul de bromotimol al 0,008%. El pH se ajusté a
7,6 y se esterilizé a 121°C durante 5 minutos. Los tubos de agar inclinado se inocularon a
partir de un cultivo joven y se incubaron a 37°C durante 7 dias al cabo de los cuales se
procedié a la lectura. La prueba se considera como positiva si se produce un viraje del
medio a color azul intenso, siendo negativa si el mismo permanece verde.
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Prueba de la fenilalanina desaminasa

Medio utilizado:

DL-Fenilalanina.........ccccccoeeevvivnnnnnnn. 0,29
Extracto de levadura (Difco) ........... 0,3g
Sales al 10%....cceeeevieeiiiiiieeiieenne csp 100 ml
Agar (Pronadisa) ..........ccccceeeeeeeinnns 29

El pH se ajusté a 7,6 y se esterilizé en autoclave. Tras verter el medio en tubos estériles
se dejé solidificar el agar en pico de flauta. Los tubos se inocularon y se incubaron a 37°C
durante 7 dias.

Para la lectura se anadieron 4 6 5 gotas de FeCl; en soluciéon acuosa al 10%. La
inmediata aparicién de un color verde intenso indica la presencia de écido fenilpirdvico y la
prueba se considera positiva (Cowan y Steel, 1982).

Prueba de la arginina desaminasa

El medio utilizado fue:

Extracto de levadura (Difco) ........... 0,149

ROjO fenol ......cceeevviiiiieeeeieeee 0,001 g
Agar (Pronadisa)........c.ccoeceuvieenennnn. 0,39
Arginina ... 19

Sales al 10%.......cvvvveeeiiniieieiieeene csp 100 ml

El pH del medio se ajusté hasta conseguir una coloracién amarillo-anaranjada.

La arginina se esterilizé por filtracion anadiéndola al medio estéril a 55°C-60°C. La
siembra se realizé en picadura y los tubos se cubrieron con una capa de aceite de parafina
estéril de 1 cm de grosor.

La incubacién se realizé a 37°C durante 7 dias y transcurrido este tiempo la presencia
de un color rojo en los tubos indica una reaccién positiva debida a la liberacién de aminas
por descarboxilacion (Koneman y col., 1983).

Prueba de la ureasa

Se utiliz6 el medio agar urea descrito por Christensen (1946), cuya composicién es la

siguiente:

Medio base:
Peptona.........ccooeeeeii 0,19
(€] [5TeTo 1=1= I 0,19
Solucién de rojo fenol al 0,2% ........ 0,6 mi
Sales al 10% ...ooovvvvvveeeeeeeeeeein. 86,6 ml
Agar (Pronadisa).........ccccuvveeennnenn. 249

Solucién de urea:
Ura...ccoiiiieieieee e 29
Sales al 10%.....cccevveeeeiieiiiiiieeeees 13,4 ml
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Al medio base se le ajusté el pH a 6,8 y se esterilizé a 121°C durante 20 minutos. Tras
ser esterilizado se dejé enfriar en bafio maria hasta una temperatura de 50-55°C. La
solucién de urea se esterilizd por filtraciéon y se afadié asépticamente al medio base. Se
distribuyé en tubos estériles y se dejé solidificar en pico de flauta. Los tubos se inocularon a
partir de un cultivo joven y se incubaron a 37°C durante 7 dias. Se examinaron diariamente

y la prueba se dio como positiva al observar la aparicién de color rojo.

111.16.1.4. Pruebas nutricionales

Se determiné la capacidad de cada cepa para utilizar un total de 95 sustratos

diferentes como Unica fuente de carbono y energia (Tablas 23 y 24).

Tabla 23. Sustratos utilizados en las pruebas nutricionales para la caracterizacién de microorganismos

Gram-positivos

a-ciclodextrina

B-metil-galactésido

Metil piruvato®

B-ciclodextrina’

3-metil-glucosa®

Metil succinato®

Dextrina® a-metil-D-glucésido? Propionato’
Glucogeno® B-metil-D-glucésido® Piruvato’

Inulina® a-metil-D-manésido® Succinamato®
Manano® Palatinosa® Succinato?
Tween-40° D-psicosa® N-acetil-L-glutamato®
Tween-80° D-rafinosa’ Alaninamida’
N-acetil glucosamina® L-ramnosa® D-alanina”
N-acetil manosamina® D-ribosa® L-alanina”
Amigdalina® Salicina® L-alanil-glicina”
L-arabinosa® Sedoheptulosano® L-asparragina”
D-arabitol® D-sorbitol® L-glutamato®
Arbutinina® Estaquiosa’ Glicil-L-glutamato®
Celobiosa Sacarosa’ L-piroglutamato’

D-fructosa®

D-tagatosa®

L-serina”

L-fucosa’ D-trehalosa’ Putrescina” i
D-galactosa’ Turanosa’ 2,3-butanodiol
D-galacturonato® Xillitol® Glicerol®

Gentiobiosa’ D-xilosa® Adenosina’

D-gluconato Acetato? 2-deoxiadenosina’
a-D-glucosa® a-hidroxibutirato” Inosina’

m-Inositol® B-hidroxibutirato® Timidina'

a-D-lactosa® y-hidroxibutirato® Uridina’

Lactulosa® p-hidroxifenilacetato’ Adenosina-5'-monofosfato?
Maltosa® a-ketoglutarato® Timidina-5’-monofosfato?
Maltotriosa® a-ketovalerato® Uridina-5'-monofosfato?
D-manitol® Lactamida’ Fructosa-6-fosfato?
D-manosa’ D-metilesterlactato’ Glucosa-1-fosfato?
D-melezitosa® L-lactato? D,L-a-glicerolfosfato?
D-melibiosa® D-malonato’

a-metil-D-galactosido® L-malonato®

“Carbohidratos, “ésteres, °
‘compuestos aromaticos y “aminas
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Tabla 24. Sustratos utilizados en las pruebas nutricionales para la caracterizacién de microorganismos
Gram-negativos

a-ciclodextrina® D-melibiosa® | y-hidroxibutirato® i

Dextrina B-metil-D-glucésido p-hidroxifenilacetato

Glucogeno® D-psicosa® Itaconato”

Tween-40° D-rafinosa’ a-ketobutirato®

Tween-80° L-ramnosa® a- ketoglutarato®

D-sorbitol® a-ketovalerato® Sacarosa’

D,L-lactato’ adonitol® D-trehalosa®

Malonato’ L-arabinosa’ Turanosa’

Propionato’ D-arabitol® Xilitol®

Quinato” Celobiosa® Metil piruvato®

D-sacarato’ i-eritritol® Mono-metil-succinato®

Sebazato® D-fructosa® Acetato”

Succinato® L-fucosa® cis-aconitato?

Bromosuccinato’ D-galactosa® Citrato?

Glucuronamida’ Gentiobiosa® Formianato®

Alaninamida’ a-D-glucosa Lactona-D-galactonato’

D-alanina” m-inositol D-galacturonato’

L-alanin a-D-lactosa’ D

L-alanil-glicina” Maltosa® D a

L-asparragina'1 D-manitol D-glucuronat

L-aspartato D-manos a- hidroxibutirato®

L-glutamato” rtato” B t ato”

L-histidina Hidroxi-L-prolina” Glicil-L-glutamato”

L-ornitina L-fenilalanina” L-leucina

L-piroglutamato D-serina” L-prolina”

D,L-carnitina” y-aminobutirato” L-treonina”

Inosina’ ! U

Fenil etilamina® Putrescin * Timidina
72,3-butanodiole Glicerol 2-amino etanol® |

Glucosa-6-fosfato? D f fato?
N-acetil-galactosamina® Lacturosa® N-acetil-D-glucosamina®
L-serina Succinamato®

;’Carbohidratos, besteres, cEoll’meros;, “acidos carboxilicos, ®alcoholes, ‘amidas, 9compuestos fosforilados, haminoéacidos,
compuestos aromaticos y "aminas

Para la realizacion de estas pruebas nutricionales se utilizé el sistema de identificacion
Biolog (Biolog, Inc., USA), siguiendo las indicaciones del fabricante (Figura 48). Este sistema
determina la capacidad de los microorganismos para utilizar (oxidar) un panel
preseleccionado de 95 fuentes de carbono diferentes. El sistema proporciona como
resultado un perfil caracteristico de pocillos de color pUrpura que constituyen la “huella
dactilar metabélica” de los microorganismos inoculados (Bochner, 1989a; 198%b). Todos
los nutrientes ensayados se encuentran desecados en el fondo de los pocillos, dedicando
uno de ellos para el inéculo sin substrato, como control negativo. De la misma manera,
cada pocillo lleva adicionada una sal de tetrazolio, que actia como aceptor de electrones.
En el caso de que la bacteria utilice el substrato, esta sal toma una coloracién purpura.
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Las cepas se sembraron en placas con medio SW10 y tras un periodo de incubacién de
24 a 48 horas, se procedié a resuspender las
bacterias en 20 ml de una solucién de sales

1‘“? al 3 %. Para ello se utilizaron bastoncillos de

,-4 @ algodén estériles, evitdndo arrastrar nutrientes
ﬁ' J del medio de cultivo. La densidad éptica de
—— las  suspensiones se determind en un

e H‘E" =] espectrofotémetro  a 590 nm  (Biolog),
= - previamente calibrado con una solucién

patrén y que debe estar comprendida entre
Figura 48. Sistema de identificacion Biolog 0,35 y 0,45, correspondiente a una solucién
esténdar, que equivale a una concentracién entre 4x10° y éx108 microorganismos/ml. La
inoculaciéon de las placas Biolog especificas para bacterias Gram-positivas (placas Biolog
GP) y para bacterias Gram-negativas (placas Biolog GN) se realizé mediante el uso de una
pipeta multicanal de 8 canales (Biolog) y adicionando a cada pocillo 150 pl de la
suspension bacteriana preparada anteriormente. Tras la inoculacién de las placas, éstas se

incubaron a 37°C durante 24 horas.

Posteriormente, se procedié a la lectura automdtica de las placas. Para ello se utilizé un

lector de placas (Biolog) basado en la medida de la absorbancia de cada pocillo a 590
nm.

111.16.1.5. Sensibilidad frente a los antibioticos

Se llevé a cabo un estudio de sensibilidad frente a los antibidticos siguiendo la técnica
de discos.

Se emplearon discos comerciales (Difco) de 6 mm de didmetro conteniendo los
siguientes antibidticos a las concentraciones que se detallan en la Tabla 25.

Tabla 25. Antimicrobianos utilizados

Acido nalidixico 30 pg/ml
Cloranfericol 30 pug/ml
Eritromicina 15 pg/ml
Estreptomicina 10 pg/ml
Neomicina 30 ug/ml
Novomicina 30 ug/ml
Penicilina G 10U
5 pg/ml

Tetraciclina 30 ug/ml

Las placas de medio SW10 se sembraron con una torunda estéril empapada en un
cultivo liquido reciente y a continuacién se colocaron 4 6 5 discos por placa y se incubaron
a 37°C. Tras 7 dias de incubacién se midié el halo de inhibicién de cada antibidtico y se
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determiné la sensibilidad o resistencia a los mismos de acuerdo a los datos facilitados por
la casa comercial.

111.16.2. Caracterizaciéon genotipica
l11.16.2.1. Determinacién del porcentaje guanina mas citosina (G+C) del ADN
111.16.2.1.1. Extraccion de ADN

Para extraer el ADN se siguié el método de Marmur (1961), descrito en el apartado
1.12.2.2.

11.16.2.1.2. Determinacion de la temperatura media de desnaturalizacion (T,,)

Para esta determinacién se utilizé un espectrofotémetro Lambda 20 (Perkin-Elmer) UV-
Vis, a una longitud de onda de 260 nm. Para ello la muestra se calenté desde 50 hasta
110°C a wuna velocidad constante de 1°C/minuto, mediante un programador de
temperatura  modelo PTP-1 (Perkin-Elmer). La variacién de la DO, en funcién de la
temperatura se recogié en un registrador modelo 561 (Perkin-Elmer), a una velocidad
constante de 1 cm/minuto.

La T,, se determiné siguiendo el método grdfico descrito por Ferragut y Leclerc (1976). A
partir del valor obtenido, se calculé el porcentaje de G+C mediante la férmula descrita por
Owen y Hill (1979), para un ADN disuelto en una solucién salina citratada al 1:10 en agua

destilada (SSC 0,1X):

%G+C=(%G+C)mr +2,08 X (Trmp—Tmr)

siendo (%G+C),,, el % de G+C del ADN de una cepa de referencia, T, su temperatura de
desnaturalizacién, y T, la temperatura de desnaturalizacion del ADN desconocido.

Como cepa de referencia se utilizé Escherichia coli NCTC 9001, cuyo ADN tiene un %
G+Cigual a 50,9 y un valor de T,, en SSC 0,1X de 74,6°C (Owen y Pitcher, 1985).

l11.16.2.2. Hibridacion ADN-ADN
111.16.2.2.1. Marcaje del ADN

Para marcar el ADN se utilizd el kit comercial Prime-a-Gene Labeling System
(Promega). Mediante este procedimiento se obtuvo una actividad especifica media de 8,4 x
10° cpm/ug de ADN. Antes de la hibridacién el ADN marcado se desnaturalizé
calentdndolo a 100°C durante 5 minutos e inmediatamente después, se mantuvo en hielo.
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La mezcla de reaccién fue la siguiente:

Agua libre de nucleasa 20 pl
Tampon de marcaje 5X 10 pl
Mezcla dNTPs 2 ul
ADN desnaturalizado 10 pl
BSA libre de nucleasa 2 ul
*H-dCTP 5l
Enzima Klenow 1l
Volumen total 50ul

111.16.2.2.2. Procedimiento de hibridacion ADN-ADN

Se siguié el método de competicién en
filtro de membrana, descrito por Johnson

(1981) (Figura 49).

BECKMAN

las  soluciones con los  ADNs
competidores se sonicaron a 50W (Braun),
mediante dos intervalos de 15 segundos.

Los filtros de membrana (tipo HAHY,
Millipore) con el ADN de referencia (25
ug/cm?) se colocaron en viales de 5 ml

con tapén de rosca, junto con el ADN  Figura 49. Preparativos de la hibridacion
marcado y desnaturalizado y el ADN

competidor desnaturalizado y sonicado. La proporcién entre las concentraciones de ADN
competidor y de ADN marcado fue al menos 150:1. El volumen final se ajusté a 140 ul. La
concentracién final, en la mezcla de reaccién fue de SSC 2X y 30% de solucién de
formamida.

La temperatura de hibridacién utilizada
estaba comprendida entre 45 y 60°C. Este
rango de temperatura es aceptable puesto
que no rebasa el limite superior permitido
e para la validez del método de filtro de
- membrana (De Ley y Tijgat, 1970). Durante
lo incubacién los viales se agitaron
ligeramente en bafo maria  (Grant
Instrument). Cada experimento se realizé

por triplicado. Después de la hibridacién
los filtros se lavaron con SSC 2X a la

Figura 50. Contador de centelleo

temperatura éptima de renaturalizacién. La
radiactividad asociada al filtro se determiné en un contador de centelleo liquido (Beckman
Instruments) (Figura 50) y el porcentaje de hibridacion ADN-ADN se calculé utilizando el
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método de Johnson (1981). Por cada experimento se realizaron tres reacciones
independientes y se calcularon los valores medios.

111.16.2.3. Secuenciacion del ARNr 16S
111.16.2.3.1. Obtencion del ADN

Para la obtencion del ADN se siguié el método de CTAB descrito en el apartado
11.12.2.1.

111.16.2.3.2. Amplificacion del gen ARNr 16S

Para la amplificacién del gen ARNr 16S se siguié el método de la PCR como se describe
en el apartado 111.12.8.

La enzima empleada fue la ADN polimerasa modificada de 7hermus aguaticus (Lawyer y
col.,1989), 7ag ADN polimerasa (Promega).

Los cebadores utilizados fueron el 16F27 y 16R1488. El cebador 16F27 se une a las
posiciones 8 a 27 segun la numeracién del gen ARNr 16S de £. coli. El cebador 16R1488
se une a los nucledtidos completarios de las posiciones 1511 a 1488. Las condiciones de la
PCR estan descritas en el apartado 11.12.8.

.16.2.3.3. Analisis filogenético de las secuencias

Las secuencias obtenidas se alinearon con

secuencias conocidas de ARNr 16S, usando

L como referencia regiones que se encuentran

_."L{_ Hl i conservadas en el gen, asi como la estructura

secundaria caracteristica del mismo (Woese y

Figura 51. Logotipo del programa ARB col., 1983, Gutell y col., 1985). Para ello se

utilizé el programa ARB bajo el sistema operativo

Linux (Ludwig y Strunk, 1996) (Figura 51). ARB es un conjunto de programas desarrollados

en la Universidad Técnica de Munich bajo la direccion de W. Ludwig y que aventaja a otros

programas en que atna en torno a un programa principal (ARB_NT) un importante nGmero

de aplicaciones con las cuales se pueden realizar andlisis filogenéticos muy elaborados.

ARB utiliza tres algoritmos de construccién de drboles: Neighbour Joining (Saitou y Nei,

1987), Maximum Parsimony (Kluge y Farris, 1969) y Maximun Likelihood (Felsenstein,

1981); cada uno de ellos representa un modelo evolutivo diferente. El algoritmo de

Neighbour Joining utiliza el método de correcciéon de valores “similarity” para obtener la

matriz de semejanza y el método de Jukes-Cantor o Felsenstein (Jukes y Cantor, 1969) para
obtener el drbol filogenético.
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111.16.3. Caracterizaciéon quimiotaxonémica

Para la caracterizacién quimiotaxonémica de la cepa CP76 se determiné el contenido

en dcidos grasos de la misma y de las tres cepas mds relacionadas filogenéticamente,
concretamente P. ruthenica LMG 19699", P. Juteoviolacea NCIMB 1893 y P. haloplanktis
subsp. haloplanktis IAM 12915,

Para ello se inocularon las tres cepas en el mismo medio (agar marino) y se cultivaron
a 28°C ya que estd descrito que la composicion de los dcidos grasos de la membrana varia
en funcién de las condiciones de cultivo y para poder realizar estudios comparativos de los
resultados es fundamental que todas las cepas estén cultivadas en las mismas condiciones.

La determinaciéon de los écidos grasos se llevd a cabo por la Bacterial Culture Collection
of Microorganisms (BCCM), Laboratorio de Microbiologia de Gante (Bélgica).
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IV. RESULTADOS



Resultados

IV.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS CEPAS DE COLECCION

Con el propésito de determinar la produccién de enzimas hidroliticas extracelulares
producidas por bacterias haléfilas moderadas, se selecciond un grupo representativo de las
mismas pertenecientes a la coleccién de cultivos que posee nuestro Departamento. Entre las
posibles enzimas, se analizé la presencia en estos microorganismos de proteasas, amilasas,
DNAsas, lipasas, pululanasas y xilanasas. Debemos indicar que los métodos de deteccién
enzimdtica que se han utilizado en el presente estudio consistieron en el uso de medios
sélidos en placas de Petri; concretamente, se utilizaron placas de agar caseina, agar
almidén, agar DNA, Tween 80, agar pululano y agar xilano, respectivamente, adicionadas
de un 10% de sales, tal y como se indica en el apartado 111.4.3 de Material y Métodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 26.

Tabla 26. Produccién de enzimas extracelulares en bacterias haléfilas moderadas de coleccion

Cepa bacteriana Amilasa DNAsa

Gram-negativas

Chromohalobacter canadensis ATCC 43984" - + + +
Chromohalobacter israelensis ATCC 43985" - - - ar
Chromohalobacter marismortui ATCC 17056" - - - -
Chromohalobacter salexigens DSM 3043" - - - -
Halomonas halodurans ATCC 29686" - - - -
Halomonas halophila CCM 3662" = = - -
Halomonas magadiensis NCIMB 13595" - - - -
Halomonas meridiana DSM 5425" + - - -
Halomonas pantelleriensis DSM 9661" - - = -
Halomonas salina ATCC 49509" = - = -
Halomonas subglaciescola UQM 2926" - - - -
Halomonas variabilis DSM 3051" - - - =
Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 13595" - + + =
Salinivibrio costicola subsp. vallismortui DSM 8285" - + + +
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Cepa bacteriana Amilasa DNAsa

Gram-positivas

Bacillus halophilus ATCC 49085" - + - +
Marinococcus albus CCM 33177 - + - -
Marinococcus halophilus DSM 20408" - arF - -
Nesterenkonia halobia ATCC 21727" + - - -
Salinicoccus roseus DSM 53517 - - - -
Virgibacillus marismortui DSM 12325" - aF + aF
Virgibacillus salexigens ATCC 700290" - + - -

Como se muestra en la Tabla 26, las actividades hidroliticas ensayadas estaban
ausentes en la mayoria de las cepas estudiadas; ademds, hay que sefalar que en aquellas
cepas en las que se observé actividad, la misma no era muy intensa. Por otra parte, tanto la
actividad pululanasa como la xilanasa estaban ausentes en todas las cepas de coleccion
ensayadas.

IvV.2. SCREENING DE BACTERIAS HALOFILAS
MODERADASPRODUCTORAS DE HIDROLASAS EXTRACELULARES

En base a los resultados obtenidos, y con el fin de estudiar actividades hidroliticas
extracelulares producidas por bacterias haléfilas moderadas, se procedié a realizar un
amplio screening, para lo cual se hicieron muestreos a partir de diversos ambientes
hipersalinos. Asi, se recogieron muestras de diferentes salinas del Sur de Espafa
concretamente en Cabo de Gata (Almeria), San Fernando y San Vicente (Cédiz) e Isla
Bacuta, Rio Tinto e Isla Cristina (Huelva). Se tomaron un total de 45 muestras en fres
muestreos diferentes realizados en Octubre de 1999 (16 muestras), Noviembre de 2000
(18 muestras) y Julio de 2001 (12 muestras).

El rango de salinidades de las muestras se detalla en la Tabla 27.

Tabla 27. Salinidad de las muestras de agua

Rango de
Lugar de muestreo salinidades (%)

Isla Bacuta 8,2-19,2
Rio Tinto 3,3
Isla Cristina 9,7-18,4
Cabo de Gata 5,1
San Vicente 3,8-13,9
San Fernando 3,5-15,9
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Se aislaron un total de 9.848 bacterias haldfilas moderadas, de las cuales 892
producian hidrolasas extracelulares, lo que representa un 9% del total. En la Tabla 28 se
muestran las distintas actividades hidroliticas de las cepas aisladas en el muestreo. Es
importante destacar que no se aislaron cepas productoras de xilanasas.

Tabla 28. Produccion de enzimas extracelulares en bacterias haléfilas moderadas procedentes de
distintos muestreos

AMILASA DNAsa LIPASA PROTEASA PULULANASA TOTAL

Lugar de

LERNEE Agua Sed. Agua Sed. Agua Sed. Agua Sed. Agua Sed.
Isla Bacuta 15 25 - - 5 7 11 5 37 25 n
Rio Tinto 5 10 - - 5 16 - 2 - -
Isla Cristina 35 17 - - 13 12 4 2 21 14 n
Cabo de Gata 3 2 - - 6 4 2 - - -
San Vicente 59 28 33 5 55 43 37 1 - - m
San Fernando 31 39 32 48 13 28 90 47 - - n
Total 148 121 65 53 97 110 144 57 58 39 892

En la Tabla 29 se muestran los porcentajes de cepas que presentan actividad hidrolitica
con respecto al total de las cepas aisladas y a las cepas productoras.

Tabla 29. Porcentajes de actividades hidroliticas

% Respectoa | o Respecto al

total de cepas

las cepas
productoras

Amilasas 30,1 2,7
DNAsas 13,2 1,2
Lipasas 23,2 21
Proteasas 22,5 2,0
Pululanasas 10,9 1,0
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IV.2.1. Caracterizacion taxonémica de las cepas productoras de
hidrolasas

De todas las cepas aisladas en el muestreo que producian alguna hidrolasa extracelular,
elegimos 125, en base al mayor halo de hidrélisis que se observaba en la correspondiente
placa; concretamente se eligieron 25 cepas que mostraban cada una de las actividades
hidroliticas ensayadas. A estas 125 cepas se les realizé un estudio mds detallado para
determinar su posicién taxonémica. Las pruebas efectuadas fueron: Tincién de Gram,
crecimiento en anaerobiosis, catalasa, oxidasa, rango salino de crecimiento y pruebas
nutricionales mediante el sistema de identificacién Biolog.

Los resultados obtenidos nos permitieron identificar dichas cepas segin se detalla en la
Tabla 30. Hay que destacar que en esta tabla se muestra el resultado de 122 cepas ya que
a lo largo de este estudio inicial tres de ellas presentaron problemas de contaminacién y
fueron eliminadas del estudio.

Tabla 30. Identificacion taxondmica de 122 aislados capaces de producir diferentes enzimas
extracelulares

Género m LIPASA PROTEASA | PULULANASA | TOTAL
11 9 3 16 16 55

Salinivibrio

Halomonas 4 3 10 2 6 25
Bacillus-

Virgibacillus 4 8 > > 4 29
Salinicoccus 0 0 1 1 0 2
Marinococcus 0 0 1 0 0 1
No identificado 2 1 1 2 2 8
Total 24 21 23 26 28 122

Oftro estudio que se realizé a estas 122 cepas consistié en comprobar si eran capaces
de producir mds de una de estas enzimas extracelulares. El resultado fue que 4 cepas
poseian las 5 actividades (2 pertenecen al género Salinivibrio, 1 al género Halomonas y la
ofra pertenece al grupo Bacillus-Virgibacillus), 38 poseian 4 actividades, 36 presentaban 3
actividades y 20 posefan 2 actividades. En total 98, de las 125 cepaos estudiadas poseian
mds de una actividad hidrolitica, lo que equivale al 78,4%.
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IV.2.2. Selecciéon de una cepa haléfila moderada con actividad proteolitica

Llegados a este punto, con el fin de profundizar en el estudio de proteasas
extracelulares se eligieron aquellas cepas que producian un halo de hidrélisis mayor en las
placas de agar caseina. Seleccionamos 45 cepas que fueron inoculadas de nuevo en agar
caseina y aquellas que mostraron su actividad hidrolitica mds rdpidamente fueron de nuevo
seleccionadas para realizarles un ensayo cuantitativo de la actividad proteolitica mediante el
método Hide Powder Azure. En base a los resultados obtenidos seleccionamos 17 cepas,
cuya actividad proteolitica se muestra en la Tabla 31.

Tabla 31. Cuantificacion de la actividad proteolitica de las 17 cepas seleccionadas

Cepa CP32 CP48 CP52 CP55 CP56 CP63 CP70 CP76

Actividad

proteolitica (%)

3,9 5,2 18,0 50,4 29,2 39,6 25,6 1,8 92,4

CP81 CP82 CP83 CP84 CP85 CP86 CP96

Actividad
4,6 1,2 21 11,3 12,9 21,5 6,9 1,3

proteolitica (%)

La actividad proteolitica representa el porcentaje de actividad determinado con relacién al valor de actividad
obtenido en el ensayo de actividad utilizando tripsina como sustrato y al que se le dio el valor de 100%

En base a los resultados obtenidos, se seleccioné para un estudio mas profundo, a nivel
bioguimico y molecular, la proteasa producida por la cepa CP76. Esta cepa procedia del
muestreo realizado en Isla Cristina (Huelva), de una muestra de agua cuya salinidad era del
9,7%. Ademds, esta cepa presenta las actividades extracelulares amilasa, lipasa y DNAsa.

IV.3. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO DE LA CEPA
CP76 PARA LA MAXIMA PRODUCCION DE LA PROTEASA

Inicialmente, se procedié a la determinacién del rango salino de crecimiento de la
cepa CP76 a distintas concentraciones de sal (0, 0,5, 1, 2, 3, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5,
20 y 25%). Para ello, se utiliz6 el medio de sales SW liquido, con la concentracién salina
final adecuada en cada caso, se midié la DOyyg y se determiné la curva de crecimiento de
la cepa CP76 para cada una de las salinidades (Figura 52). Los resultados obtenidos
indican que la cepa CP76 es capaz de crecer en un rango de concentraciones salinas que
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comprende desde O hasta un 17,5% de sales totales. Por ofro lado, se estimé un rango
salino 6ptimo de crecimiento para esta cepa comprendido entre 7,5 y 10% de sales, en
medio complejo SW, a 37°C. También se observa crecimiento, aunque retrasado en el
tiempo, en medio sin sal, en SWO0,5 y SW1 al igual que en medios con salinidades mayores,
SW15 y SW17,5. Por otra parte, también se estudié el crecimiento a 28°C, obteniendo
unos resultados muy similares.

35
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—@—SW20
== S\W25
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DOGOO
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Figura 52. Crecimiento de la cepa CP76 a diferentes concentraciones salinas. A la derecha se muestran
las distintas salinidades de los medios de cultivo utilizados desde 0% de sales (SWO0) al 30% de sales
(SW30)

Con objeto de establecer las condiciones 6ptimas de cultivo de la cepa CP76 para la
méxima produccién enzimdtica, se analizé la influencia de diversos factores tales como: i)
las condiciones de oxigenacién, ii) la temperatura de cultivo, iii) el tiempo de incubacién del
cultivo bacteriano (5, 10, 20, 30, 40 y 60 horas), la concentracién de sales del medio y por
UOltimo, iv) la presencia o ausencia de diversos sustratos en el medio. La actividad proteasa
se determiné en el sobrenadante de los cultivos celulares incubados en las distintas
condiciones, segun el método de Hide Powder Azure (Sigma).

i) Condiciones de oxigenacién

Hay que destacar que sélo se observé actividad enzimética en el sobrenadante del
cultivo bacteriano cuando éste se incubd en condiciones de elevada oxigenacién. Por este
motivo, siempre se utilizaron matraces, con una capacidad 5 veces mayor que el volumen
de cultivo a incubar (50 ml de cultivo en matraces de 250 ml) y se incubaron en un agitador
orbital (200 g).
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ii) Temperatura

Con respecto a la temperatura no se observaron diferencias significativas en la
actividad cuando el microorganismo se incubd a 28 6 a 37°C por lo que elegimos como
temperatura de incubacién 37°C.

iii) Tiempo de incubacién y concentracién de sales del medio de cultivo

Utilizando las condiciones de oxigenacién y temperatura establecidas, se procedié al
estudio de la influencia del tiempo de incubacién del cultivo bacteriano y de la salinidad del
medio en la actividad del enzima. De los resultados obtenidos, que se muestran en la Figura
53, se aprecia que la concentracién de sales totales del medio fue un factor critico para la
actividad proteasa en el sobrenadante de los cultivos. Asi, la méxima actividad se obtuvo en
el medio que posee un 7,5% de sales. Ademds, se comprobé que para obtener una 6ptima
actividad eran necesarios cultivos de al menos 12 horas de crecimiento, esto es, cultivos
que se encontraban al final de la fase exponencial de crecimiento, detectdéndose la méxima
actividad enzimdtica en el sobrenadante al cabo de 12 horas, actividad que se mantiene
estable hasta 30 horas. No se observé actividad proteolitica en medio sin sales (Figura 53).
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Figura 53. Influencia del tiempo de incubacion y de la composicion de sales del medio de cultivo en la
actividad proteolitica del sobrenadante de la cepa CP76. La actividad proteasa relativa representa el
porcentaje de actividad observado con relaciéon al mayor valor de actividad obtenido en el ensayo. A la
derecha de la figura se muestra la concentracion de sal de cada uno de los medios utilizados desde 0%
de sal (SWO0) a 15% de sales (SW15)

v) Influencia de la composicién del medio

Por ¢ltimo, a fin de determinar la posible influencia de los distintos componentes del
medio de cultivo en la produccién y secrecién de la proteasa, se ensayd y comparé la
actividad enzimdtica en el sobrenadante de cultivos de la cepa CP76 crecidos en distintos
medios. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 32.
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Tabla 32. Influencia del medio de cultivo en la actividad de la proteasa extracelular de la cepa CP76

Produccion de

Nutriente Crecimiento celular Actividad proteasa
(DOs00) ( )

Medio SW7,5 1,2 6,3

Lactosa 1,2 5,8 4,7
Sacarosa 1,2 6,9 6,0
Glicerol 1,2 6,7 5,6
Maltosa 1,3 0,5 0,5
Manitol 1,4 5,0 3,6
Fructosa 1,2 6,7 5,6
Glucosa 1,4 6,6 4,7
NH,CI 1,4 5,7 4,2
Casaminoacidos 1,6 6,5 4,2
Casaminoacidos + NH,CI 1,6 4,0 2,4
Caldo nutritivo 1,6 5,2 3,2
Peptona 1,7 6,8 4,0

Para todos los estudios nutricionales se utilizé el medio de cultivo SW7,5 y el nutriente correspondiente (50 mM de
cada carbohidrato y NH4Cl y 1% (p/v) de glicerol, manitol y casaminoacidos). Las muestras fueron obtenidas en la fase
estacionaria de crecimiento (24 horas). La actividad proteasa relativa fue determinada asignando el valor de 100% de
actividad al ensayo enzimatico realizado usando el medio SW7,5. Una unidad de proteasa se define como la cantidad
de enzima que produce el equivalente a 1 ymol de tirosina por minuto bajo las condiciones de ensayo definidas

Como se observa en la Tabla 32, al afadir al medio de cultivo sacarosa, glicerol
fructosa o glucosa aumenta la actividad proteasa, aunque no varia mucho con respecto al
medio SW7,5. Asimismo, cuando se afaden al medio casaminodcidos, peptona o caldo
nutritivo, el crecimiento de la cepa CP76 se ve potenciado, aunque la produccién de la
proteasa se ve disminuida. La maltosa tiene un efecto negativo en la produccién enzimdtica.

Sefalaremos que, para obtener una éptima produccién enzimdtica se requieren cultivos
en fase exponencial tardia de crecimiento (cultivos de al menos 12 horas), cultivados en
medios con un 7,5% de sales (SW7,5), suplementados con sacarosa (50 mM) y a una
temperatura de 37°C.

IV.4. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL SOBRENADANTE DE LA
CEPA CP76

Una vez determinadas las condiciones experimentales idéneas para el crecimiento de la
cepa CP76 que produce la mdxima actividad enzimdtica, se procedié al estudio del
sobrenadante. Asf, se determinaron los valores 6ptimos de temperatura, pH y condiciones
de salinidad (expresada en % de NaCl) para su actividad (Figura 54).
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Figura 54. Efecto de la temperatura (A), pH (B) y concentracién de sales (C) en la actividad proteolitica
del sobrenadante de la cepa CP76

Los cultivos se incubaron en el medio SW7,5 adicionado de sacarosa (50 mM) a 37°C, durante 12 horas y en
condiciones de elevada oxigenacion. La medida de actividad proteasa se realiz6 en muestras de sobrenadante y
utilizando el método del Hide Powder Azure (Sigma). La actividad proteasa relativa representa el porcentaje de
actividad observado con relacién al mayor valor de actividad obtenido en el ensayo

Como se muestra en la Figura 54.A se trata de una enzima capaz de actuar en un
amplio rango de temperatura, presentando su 6ptimo de actividad a 65°C. Se observa que
a temperaturas mds elevadas (95°C) todavia conserva un 60% de actividad, al igual que a
temperaturas mds bajas. Por otro lado, en relacion con el pH (Figura 54.B) el valor éptimo
para la actividad enzimdtica fue de pH 9, pero al igual que sucedia con la temperatura esta
enzima es capaz de actuar en un amplio rango de valores de pH, desde 3 hasta 10.
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En cuanto a la actividad a las distintas salinidades, se observé que el valor méximo
para la actividad proteasa, al igual que para el crecimiento 6ptimo de la cepa CP76, fue a
una concentracién de sales de 7,5% (Figura 54C). Asimismo, es importante destacar que se
detecté una actividad muy elevada (en torno al 95%) a concentraciones de sales del 5% vy
10% asi como actividad en ausencia de sal. Por ¢ltimo, a valores altos de salinidad (30%)
se detectd una actividad proteasa relativa en torno al 40%.

IV.5. ACTIVIDAD PROTEASA EN LAS DISTINTAS FRACCIONES
CELULARES

Se procedié a determinar la actividad proteasa en las distintas fracciones celulares de
un cultivo de la cepa CP76 en medio SW7,5 adicionado de sacarosa 50 mM, incubado 24
horas a 37°C en agitacién. Los resultados obtenidos indicaron presencia de actividad
solamente en la fraccién correspondiente al sobrenadante de la muestra, confirméndose asi

que se trata de una enzima extracelular.

IV.6. PURIFICACION DE LA PROTEASA EXTRACELULAR PRODUCIDA
POR LA CEPA CP76

Una vez determinadas las condiciones de cultivo para la méxima produccién de la
proteasa (cultivos en fase exponencial tardia de crecimiento, medio SW7,5 adicionado de
sacarosa (50 mM), incubados a 37°C en agitacién), la cepa CP76 se cultivé en dichas
condiciones. Partimos de dos litros de cultivo que fue centrifugado y el sobrenadante libre
de células se dializé para eliminar los restos de sales que podrian interferir en la purificacién
del enzima. Las proteinas totales se determinaron mediante el Método de Bradford.

Para la purificacién de la proteasa se utilizé en primer lugar la columna de intercambio
ibnico Q-Sepharose Fast Flow. Las fracciones activas se concentraron a un menor volumen
y como segundo y Ultimo paso de purificacién se utilizé la columna de filtracién en gel
Superdex S-200. El manejo y equilibrado de las columnas estd descrito en la seccién de
Material y Métodos.

A la proteina purificada la denominamos haloproteasa CP1.

Los resultados de la purificacién se muestran en la Tabla 33.
Tabla 33. Purificacion de la haloproteasa CP1

Proteinas  Actividad Actividad

Purificaciéon totales total especifica B

i L . 3

(mg) (Unidades)® (Unidadesimg) Purificacion (%)
Sobrenadante 30,5 69,2 2,3 1 100
Q-Sepharose 0,162 7,9 48,6 21,4 11,3
Superdex-200 0,015 2,0 133 64,8 2,9

@Una unidad de proteasa se define como la cantidad de enzima que produce el equivalente a 1 ymol de tirosina por
minuto bajo las condiciones de ensayo definidas
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Como se observa en la Figura 55, la haloproteasa CP1 presenta un peso molecular de 38
kDa. La confirmacion de que la proteina purificada posee actividad proteasa se demuestra a
través del correspondiente zimograma, en el que se observa la zona de hidrdlisis en la region
correspondiente a este peso molecular (Figura 56).
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Figura 55. Electroforesis SDS-PAGE de los pasos seguidos en la purificacion de la haloproteasa CP1
1. Marcador de pesos moleculares; 2. Preparacion dializada de extracto crudo del sobrenadante; 3.
Preparacioén de la proteasa después del paso a través de la columna de purificacion de Q-Sepharose;
4. Preparacion de la proteasa después del paso a través de la columna de purificacion de Superdex S-
200
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Figura 56. Gel de actividad (zimograma) de la haloproteasa CP1. 1. Marcador de pesos moleculares;
2. Preparacion de la proteasa después del paso a través de la columna de purificacién de Superdex S-
200
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kDa Para determinar la posible estructura

cuaternaria de la haloproteasa CP1  se
realizé un gel en condiciones nativas (Figura

660 —> 57) vy la presencia de una sola banda nos
y p

440 —» | . g ,

220 —p 3 indicé que se trata de un mondémero.

140 —» e Los estudios cinéticos realizados a la

haloproteasa CP1 nos permitieron calcular las
constantes cinéticas mediante la aplicacién de
lo ecuacién de Michaelis-Menten. Los valores
obtenidos fueron una Km de 7,1 [JM y una
Vmax de 961 U/mg. Estos resultados nos

indican que la haloproteasa CP1 es muy
activa.

Figura 57. Gel nativo de la haloproteasa CP1.
1. Marcador de pesos moleculares; 2.
Haloproteasa CP1

IV.7. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA HALOPROTEASA CP1

Una vez purificada el enzima procedimos a su caracterizaciéon bioquimica. Para ello
usamos en ensayo de Kunitz (1947), utilizando siempre 5 pl (0,01 U) de proteina pura y
variando en cada caso el pardmetro estudiado.

IV.7.1. Determinacion de la temperatura éptima de actividad

Para calcular la temperatura 6ptima de actividad de la enzima variamos la
temperatura de incubacién de la mezcla de reaccion. Se ensayaron las siguientes
temperaturas: 25, 37, 45, 55, 65, 75, 85 y 95°C. La haloproteasa CP1 es activa en una
rango de temperatura comprendido entre 25 y 75°C. La temperatura 6ptima de actuacién
es de 55°C (Figura 58.A). El enzima es capaz de retener un 78% y un 30% de actividad a
65°C y 70°C, respectivamente.

IV.7.2. Determinacion del pH 6ptimo de actividad

Para determinar el pH éptimo de actividad se realizé el mismo método de valoracién
de la actividad proteasa, varidndose en este caso el pH de las soluciones tampén utilizadas
durante la incubacién de la mezcla de reaccién. La haloproteasa CP1 presenta actividad en
un amplio rango de valores de pH (entre pH 5,5 y 10), siendo a pH 8,5 el valor donde ésta
actividad es maxima (Figura 58.B). Es interesante destacar que el enzima retenia més de un
50% de su actividad a pH 9 y un 30% a pH 10.
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IV.7.3. Determinacion de la concentracion de NaCl éptima de actividad

Para determinar la concentracién salina éptima de actividad de la enzima, se utilizaron
distintas concentraciones de NaCl en la mezcla de reaccién, antes de la incubacién de la
misma. Asi, se adicioné NaCl hasta obtener unas concentraciones finales en la mezcla de
reacciéon de O a 4 M. Paralelamente se realizé el ensayo sin afadir NaCl.

La haloproteasa CP1 presenta actividad a todas las concentraciones de NaCl ensayadas,
presentando un éptimo entre 0 y 1 M (Figura 58C). La enzima presenta més de un 30% de
actividad a concentraciones elevadas de NaCl (3 y 4 M).
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Figura 58. Efecto de la temperatura (A), pH (B) y concentracion de NaCl (C) en el tampdén de reaccion
del ensayo enzimatico. La actividad relativa representa el porcentaje de actividad observado con
relacion al mayor valor de actividad en el ensayo
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IV.7.4. Estabilidad de la haloproteasa CP1 en diferentes concentraciones
de NaCl

Se han realizado estudios de estabilidad del enzima cuando se incuba a 4°C durante
24 horas en presencia de NaCl a varias concentraciones. Como se deduce de la Figura 59
la haloproteasa CP1 presenta su méxima actividad entre 0 y 2 M de NaCl, conservando
hasta un 60% de actividad a 4 M de NaCl, por lo que se trata de una enzima que presenta

una alta estabilidad en presencia de sal.
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Figura 59. Estabilidad de la haloproteasa CP1 a diferentes concentraciones de NaCl. La actividad
proteasa relativa representa el porcentaje de actividad observado con relacion al mayor valor de actividad
obtenido en el ensayo. Las condiciones del ensayo se detallan en el apartado 111.9.4. de Material y
Métodos

IV.7.5. Determinacion de la termoestabilidad de CP1

Con respecto a la termoestabilidad, la haloproteasa CP1 conserva un 60% de
actividad después de 60 minutos a 50°C. Hay que decir que a su temperatura éptima de
actividad, 55°C, la haloproteasa no resulté muy termoestable perdiéndose completamente

la actividad a las 3 horas de incubacién (Figura 60).
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Figura 60. Estabilidad de la haloproteasa CP1 cuando se incuba a 50 y 55°C. La actividad proteasa
relativa representa el porcentaje de actividad observado con relacion al mayor valor de actividad obtenido

en el ensayo
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IV.7.6. Influencia de inhibidores enzimaticos en la actividad de la
haloproteasa CP1

Para clasificar la haloproteasa CP1 dentro de algunos de los tipos de proteasas
conocidos se realizé el ensayo enzimdtico usando distintos inhibidores especificos que se
describen en Material y Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 34. La
actividad del enzima fue inhibida hasta un 40% por el quelante de metales EDTA;
igualmente la actividad se vio disminuida por PMSF, Pefabloc y aprotinina, inhibidores
especificos de serina proteasas.

Tabla 34. Efecto de distintos inhibidores en la actividad de la haloproteasa CP1

Inhibidor Concentracion (mM) Actividad residual (%)?
Control - 100
Antipaina 1
Bestatina 0,5 100
Quimostatina 0,5 100
E-64 0,5
EDTA-Na 10 59
Leupeptina 0,5 100
Pepstatina 0,1 100
Fosforamidén 1 112
Pefabloc 81
66

PMSF 10

20 13
Aprotinina 87

®La actividad residual se determino asignando el valor de 100% de actividad al ensayo enzimatico
realizado sin ningun inhibidor

IV.7.7. Influencia de metales en la actividad de la haloproteasa CP1

Para estudiar la influencia de los metales en la actividad proteasa se realizé el ensayo
enzimdtico aradiendo al tampén de reaccién distintos metales a las concentraciones de 5y
10 mM (Tabla 35). Ninguno de los metales ensayados provocé un aumento en la actividad.
lones como el niquel, cobre, zinc o manganeso provocaron una dréstica pérdida de
actividad de la haloproteasa CP1.
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Tabla 35. Efecto de distintos metales en la actividad de la haloproteasa CP1

lones Concentracion Actividad residual
(mM) (%)?
Control - 100
NiCl, 5 0
10 0
5 0
CuCIz 10 0
5 80
MgCl. 10 74
5 10
ZnCl, T .
5 67
CaCl, T
5 15
MnCl, T n
5 46
BaCl, 10 42
5 31
CoCl, 10 24
5 95
S:Cl 10 73

®La actividad residual se determin6 asignando el valor de 100% de actividad al ensayo
enzimatico realizado sin ningin metal

IV.7.8. Capacidad de la haloproteasa CP1 de actuar sobre diferentes sustratos

Para determinar los sustratos sobre los que la haloproteasa CP1 podia actuar se
procedié a realizar el ensayo enzimdtico variando en este caso el sustrato del ensayo. Se
utilizé  caseina, gelatina, azocaseina, seroalbdmina, ovoalbimina y queratina. La
haloproteasa CP1 mostré su mdxima actividad cuando se usé caseina como sustrato. Por
ofro lado, se observé un 83% de actividad con azocaseina y en torno al 20% con gelatina y
albumina. No se detecté ninguna actividad frente a queratina.

IV.7.9. Influencia de diferentes compuestos en la actividad de la
haloproteasa CP1

Siguiendo la caracterizacién bioquimica de la haloproteasa CP1, se estudié la
actividad de la misma en medios de reaccién adicionados de distintos compuestos, tales
como urea, SDS, sulfato aménico, guanidina HCI, 2-mercaptoetanol y ditiotreitol (Tabla
36). La actividad proteolitica de la haloproteasa CP1 fue inhibida por distintas
concentraciones de SDS, sulfato aménico y guanidina HCI, al igual que cuando se afade
ditiotreitol y 2-mercaptoetanol. La adicién de 0,8 M de urea produce un leve aumento en la
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actividad de la enzima, aunque la adicién de urea a una concentracién superior (1,6 M)
produce una inhibicién de la misma (Tabla 36).

Tabla 36. Efecto de distintos sustratos en la actividad de la haloproteasa de CP1

Actividad residual

Reactivo Concentracion (%)
Control - 100
.. 0,2M 79
Sulfato aménico
0,4M 56
0,1% 28
Sbs 0,5% 13
Urea 0,8% 114
1,6% 18
0,4 M 82
Guanidina HCI 0,8 M 51
1,6 M 27
2-Mercaptoetanol 1 mM 98
10 mM 60
Ditiotreitol 1 mi 34
10 mM 0

“La actividad residual se determiné asignando el valor de 100% de actividad al ensayo
enzimatico realizado sin ningun compuesto

IV.7.10. Determinacion de la secuencia del extremo N-terminal de la
haloproteasa CP1

La identificacién del extremo N-terminal de proteinas y péptidos es esencial para la
caracterizacién estructural y funcional de los dominios proteicos. Para la obtencién de la
secuencia N-terminal de la haloproteasa CP1 se procedié a la realizacién de un Western
Blotting con la enzima purificada. La secuencia N-terminal de proteinas y péptidos se
determiné usando repetidas veces los ciclos de degradacién de Edman. La secuenciacién se
realizé en el Laboratorio del Dr. M. Rossi (Instituto de Bioquimica de las Proteinas, Ndapoles,
ltalia).

La secuencia N terminal de la haloproteasa CP1 es la siguiente:

Secuencia N-terminal de la haloproteasa CP1
A-D-A-T-G-P-G-G-N-Q-K-T-G-Q-Y-N-Y
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IV.8. CARACTERIZACION TAXONOMICA DE LA CEPA CP76
IV.8.1. Filogenia

Con el fin de determinar la posicién filogenética de la cepa CP76, se procedié a la
amplificacién del gen que codifica el ARNr 16S mediante PCR, usando los cebadores
16F27 y 16R1488 (Figura 61).

1636 kb
1018 kb

Figura 61. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando la amplificacion del gen ARNr 16S
mediante PCR. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Fragmento amplificado correspondiente al gen
ARNr 16S de la cepa CP76

La regién amplificada, de aproximadamente 1500 pb, se secuencié y se alined usando
como referencias secuencias de estructuras primarias y secundarias conservadas
universalmente, utilizando el programa ARB (Ludwig y Strunk, 1996). Después de realizar el
correspondiente andlisis comparativo del gen que codifica el ARNr 16S de la cepa CP76
con las ofras secuencias de ARNr 16S disponibles en las bases de datos se observd que
existe una alta semejanza entre la cepa CP76 y especies del género Psevdoalteromonas. La
topologia del d&rbol filogenético fue muy semejante independientemente del algoritmo
utilizado (Neighbour-Joining, Maximum-likelihood y Maximum-parsimony). La Figura 62
corresponde al d&rbol filogenético que se obtuvo utilizando el algoritmo de Neighbour-
Joining en el que se muestra la relacién filogenética de la cepa CP76 con otras especies del
género Pseudoalteromonas.

162



Resultados

En la Tabla 37 se muestra la matriz de semejanza de la cepa CP76 vy las especies del

Pseudoalteromonas mdas relacionadas filogenéticamente calculada mediante la

7

género

de Jukes-Cantor (Jukes y Cantor, 1969). La mayor semejanza (99,6%) se obtuvo

7

ecuacion

con la especie Pseudoalteromonas ruthenica, una bacteria marina aislada de un molusco

en Rusia (lvanova y col., 2002b).
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IV.8.2. Caracterizacién fenotipica

La cepa CP76 presenta colonias pequefas de 0,5-1 mm de didmetro, de borde liso,
cremosas y con pigmentacién anaranjada (Figura 63). Se trata de un bacilo Gram-negativo,
aerobio estricto, mévil y que presenta un tamaro de 0,3-0,5 x 1,0-4,0 ym (Figura 64).

Figura 63. Colonias de la cepa CP76 en medio SW7,5

Figura 64. A. Preparacion en fresco de la cepa CP76; B. Tincién de Gram de la cepa CP76

Como ya se menciond anteriormente en el apartado V.3, esta cepa es capaz de crecer
en un amplio rango salino que comprende desde O hasta 17,5% de sales (Figura 52), con
un crecimiento éptimo entre 7,5-10% de sales. En la Tabla 38 se muestran las principales
caracteristicas de crecimiento de la cepa CP76 y de Pseuvdoalteromonas ruthenica.

Tabla 38. Caracteristicas de crecimiento de la cepa CP76 y P. ruthenica

Pseudoalteromonas ruthenica

Caracteristica CP76 LMG 196997
Requerimiento de NaCl 0-17,5% (6ptimo 7,5-10%) 1-9% (6ptimo 1-3%)
Temperatura 15-40°C (6ptimo 28-37°C) 10-35°C (6ptimo 25-30°C)
pH 6-9 (6ptimo 7,5) 6-10 (6ptimo 7,5-8)
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En la Tabla 39 se muestran las caracteristicas bioquimicas de la cepa CP76 comparadas
con las de P. ruthenica.

Tabla 39. Caracteristicas bioquimicas de la cepa CP76 y P. ruthenica

Pseudoalteromonas ruthenica
Pruebas CP76 LMG 19699"
Catalasa + +
Oxidasa + +
Hidrdlisis de:
Almidon + +
Caseina + +
Gelatina + +
DNA + +
Tween 80 + +
Agar - -
Quitina - -
Produccién de indol - -
Reduccion de nitratos y nitritos - -
Rojo de metilo + ND
Voges-Proskauer - ND
Citrato de Simmons - ND
Fosfatasa ND
Ureasa - -
Produccion de H,S - -
Lisina descarboxilasa - ND
Ornitina descarboxilasa - ND
Fenil alanina desaminasa - ND
Produccién de acidos a partir
de:
Glucosa - +
Lactosa - -
Maltosa + -
Glicerol - -

ND, no determinado

Con respecto a la resistencia o sensibilidad a diferentes compuestos antimicrobianos, la
cepa CP76 resultd ser resistente a todos los agentes ensayados utilizando el método de
discos. Estos fueron: &cido nalidixico (30 ug/ml), cloranfenicol (30 pg/ml), eritromicina (15
ug/ml), estreptomicina (10 pg/ml), neomicina (30 pg/ml), novomicina (30 ug/ml),
penicilina G (10 U), rifampicina (5 pg/ml) y tetraciclina (30 ug/ml).

Los resultados referentes a las caracteristicas nutricionales se muestran en la Tabla 40.

166



Resultados

Tabla 40. Caracteristicas nutricionales de la cepa CP76 determinadas mediante el sistema Biolog. Se
muestran sombreados aquellos sustratos que son utilizados por la cepa CP76

a-ciclodextrina® D-melibiosa® y-hidroxibutirato®
Dextrina® B-metil-D-glucésido® p-hidroxifenilacetato’
Glucogeno® D-psicosa® Itaconato”

Tween-40° D-rafinosa’ a-ketobutirato
Tween-80° L-ramnosa o- ketoglutaratod
D-sorbitol® a-ketovalerato® Sacarosa’
D,L-lactato’ adonitol® D-trehalosa®
Malonato’ L-arabinosa’ Turanosa®
Propionato’ D-arabitol” Xilitol®

Quinato” Celobiosa® Metil piruvato®
D-sacarato’ i-eritritol® Mono-metil-succinato®
Sebazato® D-fructosa’ Acetato”

Succinato’ L-fucosa® Cis-aconitato’
Bromosuccinato’ D-galactosa® Citrato®
Glucuronamidaf Gentiobiosa® Formianato®
Alaninamida’ a-D-glucosa® Lactona-D-galactonato’
D-alanina” m-inositol® D-galacturonato’
L-alanina” a-D-lactosa® D-gluconato’
L-alanil-glicina” Maltosa® D-glucosaminato®
L-asparragina” D-manitol® D-glucuronato®
L-aspartato” D-manosa’ a- hidroxibutirato®
L-glutamato” Glicil-L-aspartato” B-hidroxibutirato®
L-histidina” Hidroxi-L-prolina” Glicil-L-glutamato”
L-ornitina” L-fenilalanina” L-leucina”
L-piroglutamato” D-serina” L-prolina”
D,L-carnitina y-aminobutirato” L-treonina”

Inosina’ Uridina’ | Urocanato’ |
Fenil etilamina® Putrescina” Timidina
2,3-butanodiol® Glicerol® 2-amino etanol®
Glucosa-1-fosfato’ Glucosa-6-fosfato? D,L,-a-glicerolfosfato?
N-acetil-galactosamina Lacturosa® N-acetil-D-glucosamina®
L-serina" Succinamato®

aCarbohidratos, "ésteres, °polimeros; décidos carboxilicos, ®alcoholes, ‘amidas, 9compuestos fosforilados, "aminoacidos,
‘compuestos aromaticos y aminas

La cepa CP76 se encuentra depositada en la Coleccién Espafola de Cultivos Tipo y su
numero de depdsito es CECT 5782.
IV.8.3. Caracterizacion genotipica

IV.8.3.1. Determinacion del porcentaje guanina mas citosina (G+C) del ADN

La temperatura media de fusién (Tm) del ADN de la cepa CP76 es de 74,02°C. A
partir del valor de Tm obtenido, se calculé el porcentaje de G+C mediante la férmula de
Owen y Hill (1979), siendo el valor calculado de 49,7 moles%.
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Debido al alto porcentaje de semejanza obtenido entre el gen que codifica el ARNr
16S de la cepa CP76 y el gen que codifica el ARNr 16S de Pseuvdoalteromonas ruthenica
(99% de semejanza) se decidié realizar ensayos de hibridaciéon ADN-ADN que nos
permitieran determinar si nuestro aislamiento se podia asignar a la especie P. ruthenica, o
constituia una especie nueva dentro del género Pseudoalteromonas. Para ello, se eligieron
las cepas P. ruthenica 'y P. lufeoviolacea por ser las mds cercanas filogenéticamente a la
cepa CP76 y P. haloplanktis subsp. haloplanktis por ser la cepa tipo del género.

Los resultados de estas hibridaciones ADN-ADN entre la cepa CP76 y las cepas tipo de
Pseudoalteromonas  ruthenica, Pseudoalteromonas haloplanktis subsp. haloplanktis 'y
Pseudoalteromonas luteoviolacea se muestran en la Tabla 41.

Tabla 41. Contenido en G+C del ADN y porcentajes de hibridacion ADN-ADN entre la cepa CP76 y
algunas especies del género Pseudoalteromonas relacionadas filogenéticamente

Hibridacién con *H-

) Contenido G+C Hibridacién con °H- .
Organismo ADN de P. ruthenica
(moles%) ADN de CP76 (%) =
LMG 19699 (%)
49,7 100 77
P. ruthenica LMG 19699" 48,4-48,9° 100 100
P. haloplanktis subsp.
P P 43,3 0 4
haloplanktis 1AM 12915
P. luteoviolacea NCIMB 1893’ 42,0° 0 0

? lvanova y col. (2002a)
® lvanova y col. (2002b)

IV.8.4. Caracterizacion quimiotaxonémica

En la Tabla 42 se muestra el contenido en dcidos grasos de la cepa CP76 y de las
especies de Pseudoalteromonas relacionadas.

El 4cido graso mayoritario en el caso de la cepa CP76 es C,4 al igual que en P.
ruthenica y P. haloplanktis subsp haloplanktis, mientras que en P. luteoviolacea el écido
graso mayoritario es C,7.,w8c¢.
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Tabla 42. Contenido en &cidos grasos (expresados en porcentaje) de la cepa CP76 y algunas especies
del género Pseudoalteromonas relacionadas

P. haloplanktis

Acido graso Cepa CP76 I:Mrgt:w;gé? subsp. ) P. IuteoviolacTea
haloplanktis NCIMB 1893
IAM 12915"
Ci20 3,2 3,8 2,3 <1
Ciso 1,0 3,8 <1 <1
Ciso 5,0 11,2 1,0 1,5
Ciso 3,5 9,3 6,7 4,5
Cieo 21,8 16,0 18,6 7,2
Ciz0 4,3 3,8 6,7 3,3
Ciso 1,6 <1 1,4 <1
Cispiso <1 1,2 <1 <1
Cie0iSO 1,3 <1 <1 <1
Cisq1wbe <1 1,1 <1 1,1
Ci5.1w8c 1,7 2,4 3,2 3,3
Ci6:1 wW9cC 21 1,8 <1 <1
Ci71wbc <1 <1 <1 1,3
Ci71w8c 7,7 5,0 12,1 15,9
CigawT7c 6,4 2,5 1,2 9,0
Cis.1w9cC 1,2 <1 <1 <1
C10:03-OH <1 <1 <1 1,9
C11:03-OH <1 1,2 1,0 5,5
C12:03-OH 5,8 71 4,7 7,0
C 12, iso 3-OH 1,3 1,1 <1 1,0

En base a los resultados obtenidos de la caracterizacion fenotipica, quimiotaxonémica
y genofipica, asi como a la estrecha relacion filogenética de la cepa CP76 vy
Pseudoalteromonas ruthenica, concluimos que dicha cepa pertenece a ésta especie, por lo

que a partir de este momento nos referimos a la cepa CP76 como Pseuvdoalteromonas
ruthenica CP76.
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IV.9. CLONACION DEL GEN DE SINTESIS DE LA HALOPROTESA CP1

IV.9.1. Obtencion de mutantes de P. ruthenica CP76 con fenotipo proteasa
negativo

IV.9.1.1. Mutagénesis con el transposéon Tn1732

Para la clonacién del gen que codifica la sintesis de la haloproteasa CP1 se intenté la
obtencién de mutantes con fenotipo proteasa negativo. Se procedié a obtener, en primer
lugar, diversos mutantes resistentes a la rifampicina de la cepa P. ruthenica CP76 (P.
ruthenica Rif¥) tal y como se describe en el apartado correspondiente de Material y Métodos.
Seguidamente se utilizd la técnica de mutagénesis al azar mediante el uso del transposén
Tn /7732, perteneciente a la familia de los transposones Tn3, cuya efectividad ha sido
demostrada en las especies haléfilas moderadas H. elongata y H. meridiana (Kunte y
Galinski, 1995; Cdanovas y col., 1997a, Coronado y col., 2000b). Para ello, se realizaron
conjugaciones biparentales entre £. co/f SM10, como cepa donadora del plédsmido suicida
pSUP102-Gm:: 7732 y la cepa P. ruthenica CP76 Rf® como receptora. De estas
conjugaciones se obtuvieron un total de 6.775 transconjugantes. A pesar de intentar el
experimento en repetidas ocasiones, variando las proporciones de donador:receptor en las
conjugaciones, no se consiguidé ningun mutante con fenotipo proteasa negativo.

IV.9.2. Construccion de un banco de genes de P. ruthenica CP76

También se ha trabajodo en la construccién de una genoteca de P. ruthenica CP76.
Como césmidos de clonacién se usaron 3 diferentes. En primer lugar se utiliz6 el vector
pVK102 (Knauf y Nester, 1982), un plédsmido de amplio rango de hospedador resistente a
la kanamicina y a la tetraciclina. Otro césmido usado es el pHC79, derivado del vector
pBR322 de un tamario de 6 kb y resistente a la ampicilina (Hohn y Collins, 1980). Por
Oltimo, también se ha utilizado el césmido SuperCos1, un vector de un tamafo de 7,9 kb y
resistente a la ampicilina (Stratagene). Con respecto al ADN total, se procedié a digerirlo
con diferentes enzimas de restriccion (Hindlll, Sal, PsA, Sau3Al). Para la seleccion de los
fragmentos de tamafo adecuado (30-40 kb) se utilizaron diferentes procedimientos como la
electroeluciéon directa del gel, asi como mediante gradiente de sacarosa o su digestion
optimizando el tiempo y la cantidad de enzima. Como sistema de empaquetamiento se han
utilizado dos diferentes: Packagene® Lambda DNA Packaging System (Promega) y
Gigapack® Il Gold Packaging extract (Strategene). A pesar de todos los esfuerzos
realizados, si bien lograbamos obtener algunos clones, en ninguno de los casos estos eran
representativos del genoma de Pseuvdoalteromonas ruthenica CP76.
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IV.9.3. Clonacién de la haloproteasa CP1 mediante PCR inversa

1V.9.3.1. Obtencion de una sonda de la haloproteasa CP1

En primer lugar se realiz6 un andlisis (BLAST) con la secuencia de aminodcidos
derivada del extremo N-terminal de la haloproteasa CP1, usando el servidor y las bases de
datos del NCIB. Una vez seleccionadas las proteinas (Tabla 43) que mostraban una mayor
similitud, se procedié a realizar un alineamiento mediante el programa MegAling (DNAstar),
con las secuencias de proteinas que mostraban mayor similitud con el extremo N-terminal
de la haloproteasa CP1. En el disefio de los cebadores se tuvo en cuenta el uso de codones
mds frecuente en especies del mismo género. De esta manera, se disefiaron los cebadores
Aminoprol y Aminoproll. Por otro lado, en base a las regiones mdés conservadas del
alineamiento se disefaron los cebadores ProL y ProR (Figura 65).

Tabla 43. Proteasas de diferentes bacterias Gram-negativas utilizadas para el alineamiento con el
extremo N-terminal de la haloproteasa CP1

Longitud N° de

Especie bacteriana Proteina Referencia
(aa) acceso

Aeromonas punctata 595 BAA95457  Kawakamiy col. (2000)
Aeromonas hydrophila Elastasa AhpB 588 AAF07184  Cascon y col. (2000)
Aeromonas punctata Proteasa ProAC 590 BAA82875  Nirasawa y col. (1999)
Listonella anguillarum Metaloproteasa EmpA 611 P43147 Milton y col. (1992)
Vibrio proteolyticus Proteasa NprV 609 Q00971 David y col. (1992)
Vibrio cholerae Proteasa Hap 609 P24153 Hase y Finkelstein (1991)
Vibrio vulnificus Metaloproteasa 606 AAC45343  Jeong y col. (2000)
Pseudomonas aeruginosa Elastasa LasB 491 P14756 Bever y col. (1988)

Utilizando combinaciones de estos cuatro cebadores, se realizaron diversas reacciones
de PCR utilizando como molde el ADN genémico de P. ruthenica CP76 para la
amplificacién de un fragmento que correspondiese al gen que codifica la haloproteasa
CP1. Con los cebadores Aminoproll y ProR esperdbamos un fragmento de
aproximadamente 500 pb y con los cebadores ProlL y ProR un fragmento de
aproximadamente 325 pb, que se observan en la Figura 66.

El fragmento amplificado de 503 pb, CPA, fue clonado en el vector pCR 2.1-TOPO y al
pladsmido resultante se le denominé pCP1. Para confirmar que habiamos amplificado el
extremo N-terminal de la haloproteasa CP1, se secuencié el inserto y se realizé6 una
comparacién (BLAST) con las secuencias de proteinas depositadas en las bases de datos.

La secuencia de aminodcidos correspondiente a dicho fragmento CPA presenté
homologia con diversas metaloproteasas depositadas en las bases de datos. La mayor
similitud (85%) la mostré con la Metaloproteasa | producida por Alteromonas sp O-7
(Miyamoto y col., 2002).
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QTWEGLNHADA-GTGPGGNQKTGKYEYGSD-FPPLVIDKVGTTCSMTNSA Consenso
T

2|50
176 Aeromonas punctata Prot
176 Aeromonas hydrophila AhpB
177 Aeromonas punctata ProAC
192 Listonella anguillarum EmpA
189 Vibrio proteolyticus NprV
188 Vibrio cholerae Hap
189 Vibrio vulnificus EmpV
190 Pseudomonas aeruginosa LasB
1 ---=-=-=--- Extremo N-teminal CP1

Aminopro iyl
VKTVDMNHATSGGTT--FSYSCPDNTNYNDVKAINGAYSPLNDAHYTFGZ KV Consenso
T T T T
260 270 280 290

T

300

Aeromonas punctata Prot
Aeromonas hydrophila AhpB
Aeromonas punctata ProAC
Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap

Vibrio vulnificus EmpV
Pseudomonas aeruginosa LasB

13 Extremo N-teminal CP1
ProL
VFDMYKDWMNTAPLTFKLTMRVHYSRNYENAFWDGSAMTFGDGATTTFYPL Consenso

T

310 3‘20 3‘30 3I40 3!50
264 Aeromonas punctata Prot
264 Aeromonas hydrophila RhpB
265 Aeromonas punctata ProAC
289 Listonella anguillarum EmpA
286 Vibrio proteolyticus NprV
286 Vibrio cholerae Hap
286 Vibrio vulnificus EmpV
280 Pseudomonas aeruginosa LasB
13 Extremo N-teminal CP1

VDINVSAHEVSHGFTEQNSGLVYSGMSGGINEAFSDIAGEAAETFYMEKGS SV Consenso

T T T

360 3‘70 380 390 4:)0
314 Aeromonas punctata Prot
314 Aeromonas hydrophila RhpB
315 Aeromonas punctata ProAC
339 Listonella anguillarum EmpA
336 Vibrio proteolyticus NprV
336 Vibrio cholerae Hap
336 Vibrio vulnificus EmpV
330 Pseudomonas aeruginosa LasB
13

I Extremo N-teminal CP1
ProR
Figura 65. Alineamiento de la secuencia N-terminal de la haloproteasa CP1 y las proteinas de mayor

similitud depositadas en las bases de datos, utilizando el programa MegAling (DNAstar). Los aminoacidos
idénticos aparecen sombreados en rosa. Las flechas indican las zonas utilizadas para el disefio de los
correspondientes cebadores. La referencia de las proteinas utilizadas en el alineamiento se muestra en la
Tabla 43

A B

Figura 66. A. Fragmento de ADN amplificado
utilizando los cebadores Aminoproll y ProR. 1,
Marcador de pesos moleculares 1 kb ladder; 2
y 3. Fragmento amplificado de 503 pb (CPA).
B. Fragmento de ADN amplificado utilizando
los cebadores ProL y ProR. 1, Marcador de
pesos moleculares 1 kb ladder; 2 y 3.
Fragmento amplificado de 327 pb. En ambos
casos se utilizdé como molde ADNt de
Pseudoalteromonas ruthenica CP76

1018 pb —p

506 pb —

298 pb

172



Resultados

1V.9.3.2. PCR inversa para la obtencion del gen cp1

Para obtener el gen completo de la haloproteasa CP1 se utilizé la técnica de PCR
inversa, a partir del fragmento ya conocido de la misma incluido en el clon pCP1. Para ello
se utilizé dicho fragmento de 503 pb como sonda marcada con digoxigenina (Sonda CPA).
El ADN total de P. ruthenica CP76 se digirié con diferentes restrictasas que se conocia que
no cortaban a la sonda CPA. Después de realizar la correspondiente transferencia mediante
Southern blot, el ADN total de la cepa digerido con cada una de las enzimas seleccionadas
(BamH|, Bgl, Clal, Dral, EcoRl, EcoRV, Hindll, Konl, MIU, Pst, Sad, Sal, Smal y Xbdl) se
hibridé con la sonda CPA, para elegir un fragmento de restriccién de tamafio apropiado,
para ser posteriormente amplificado por PCR inversa. Tras el revelado de la membrana que
se muestra en la Figura 68, se eligieron los fragmentos originados con Dral, de
aproximadamente 3,8 kb (carril G) y Sal, de aproximadamente 2,6 kb (carril N).

Para amplificar estos fragmento por PCR inversa se disefiaron unos cebadores
especificos a partir de la secuencia de CPA, en sentido divergente, que se denominaron
CP1linvl, CPlinv2, CP1inv3 y CPlinv4 (Figura 67). Se procedié a realizar la PCR inversa
digiriendo el ADN total de P. ruthenica CP76 con las enzimas elegidas (Dral y Saf) tal y
como se describe en el apartado correspondiente de Material y Métodos. Los cebadores
que dieron resultado en ambos casos fueron CP1inv2 y CPlinv4. Los fragmentos obtenidos,
de 2.603 pb a partir del ADN total digerido con Sal y de 3.838 pb, a partir del ADN total
digerido con Dral, se muestran en la Figura 68.2.

Enzimas de restriccion Enzimas de restriccion
(Sall, Dral, etc...) Sonda CPA (Sall, Dral, etc...)

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAAT CAATGTG 900

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA 960

GAGTTGTgGCATGTCGAAATGGACG

CP1inv3
GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTAT TCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT 1020

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG 1080
TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTAT GAARATGCGT TTTGGGATGGCCAAGCG 1140
CCTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA 1200

CP1inv1
CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAARAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA 1260

Figura 67. Disefio de los cebadores para la PCR inversa a partir del fragmento CPA
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Enzimas de restriccion Enzimas de restriccion
(Sall, Dral, etc...) (Sall, Dral, etc...)

Sonda CPA
(503 pb)
l Southern blot (seleccion de los fragmentos)
1
. ABCDEFGHIJKLMNNOP
-
E - ® ® o o L = -
5090 pb = o
4072 pb — ®
3054 pb — @ E
2036 pb —
1636 pb —
1018 pb —
506pb— o
2
Fragmento Fragmento
Dral (3,8kb) 1 2 Sall (2,6 kb)
/ r /
“Sall L.
" Dral
PCRl
............ .S_a."_._;._._.
< 2.603 pb >
,_._._._._._._._._._._D.;.'.a.l ________ -
< 3.838 pb >

Figura 68. Estrategia de PCR inversa utilizada para amplificar zonas de secuencia desconocida corriente
arriba y corriente abajo del fragmento CPA. 1. Digestiones del ADN gendmico de P. ruthenica CP76 con
diferentes enzimas de restriccion y revelado de la membrana tras la hibridacion con la sonda CPA. A,
Marcador de pesos moleculares; B, Fragmento de 503 pb (Sonda CPA); C, ADN genémico de
Pseudoalteromonas ruthenica CP76; Las digestiones se realizaron con: D, BamH]I; E, Bglll; F, Clal; G,
Dral; H, EcoRl; |, EcoRV; J, HindIll; K, Kpnl; L, Miul; M, Pstl; N, Sacl; N, Sall; O, Smal y P, Xbal. 2.
Amplificacion mediante PCR inversa utilizando los cebadores CP1inv2 y CP1inv4. 2A, Fragmento Dral: 1,
Marcador de pesos moleculares 1kb ladder; 2, Fragmento de 3,8 kb; 2B, Fragmento Sall: 1, Marcador de
pesos moleculares 1 kb ladder; 2, Fragmento de 2,6 kb
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Para secuenciar ambos fragmentos se clonaron en el vector pBC KS(+) cortado con
EcoRV (genera extremos romos), ya que los fragmentos se han originado con Pfu que al
amplificar genera también extremos romos, obteniéndose los pldsmidos pCP2 (6 kb) y pCP3
(7,2 kb), respectivamente (Figura 69). Posteriormente, se procedié a su secuenciacién
utilizando para ello tanto los cebadores universales T3 y T7 como cebadores disefiados a

partir de la secuencia obtenida (Figura 70).

N
Sa Sall Dralsall
L [ ]
> <> |l
1.999 pb 604 pb 2.949 pb 889 pb

Figura 69. Esquemas de los plasmidos pCP2 y pCP3. Las zonas de secuencia desconocida de pCP2 y
pCP3 (que incluye a pCP2) se muestran en azul y naranja respectivamente

cp1 cp2

< 4.084 pb >
Dral Sall CPA Sall Dral

285 ph 604 pb 247 ph 1.999 pb 949 pb

503 pb
T7 T3
CP3 3_> CP2.2 m m
CP3.4 CP3.6
CP3.5

Figura 70. Estrategia de secuenciacion de los fragmentos adyacentes a la sonda CPA contenidos en los
plasmidos pCP2 y pCP3.[ ] Regién clonada mediante PCR inversa del clon pCP2.[[] Regi6n clonada
mediante PCR inversa del clon pCP3. En la parte superior se representa la correspondencia de estas

regiones con las proteinas CP1y CP2
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Hasta el momento conocemos la secuencia de un fragmento de 4.084 pb. El andlisis de
la misma determiné la presencia del gen que codifica la haloproteasa CP1, denominado
cpl. Ademds, corriente abajo de cp/ existe otro ORF incompleto, que muestra alta
homologia con proteasas microbianas. Para obtener el fragmento completo que contiene
este segundo gen se utilizé la misma técnica de PCR inversa.

IV.9.4. Clonacion, secuenciacion y analisis de la regiéon corriente abajo de cp1

En primer lugar diseAiamos unos cebadores (Pro2L y Pro2R en las posiciones 3646-3663
y 4029-4011 del fragmento de 4.084 pb) a partir de la regién terminal de la secuencia
conocida para obtener mediante PCR un fragmento que podamos utilizar como sonda para
realizar la segunda PCR inversa. La sonda se denominé sonda CPB. A su vez disefiamos
también cebadores en sentido divergente para realizar la PCR inversa a partir de este

fragmento (CP2inv1 y CP2inv2) (Figura 71).

4.084 pb -

A

B cttgcgaaaagcgctggctctgecgecgecaccaccgagtgataacgagectcactaatggt 3643
Pro2L

gtggttgagtctggeccttagecgectggegetaag 3703
cccagcgatgccactgatcttaactttaatacctatggecggcageggtgatgectgattta 3763
tacgtgcaatttggcacgccaccgacactcagtagctatgattgcaaaagcaccacagca 3823
tcaagcaccgaaagctgtagctttagcgecgccacaaacagggacttactacgtgatggtt 3883
gaggcctggaatgccatttccggtgtcaatctggtecggtgagtatcaaacaggttcaace 3943
ggtccaactcccattaatcgtagcgaaggg: aa 4003
cgctttgagcagectcttactageggctattcgcaattacaggtgagtatatcecggeggt 4063

384 pb cgtgagagaatgategee

Pro2R

/ agcggcgatgccgatctgtatttaaa 4089

Figura 71. A. Disefio de los cebadores para la obtencién de la sonda CPB. B. Gel de electroforesis al
1% en el que se muestra la banda amplificada de 384 pb correspondiente a la sonda CPB. Se
muestran también los cebadores CP2inv1 y CP2inv2 utilizados en la PCR inversa de la region
corriente abajo de cp1

El ADN total de P. ruthenica CP76 se digirié con diferentes restrictasas. Después de
realizar la correspondiente transferencia mediante Southern blot, el ADN total de la cepa
digerido con cada una de las enzimas seleccionadas (Acd, Apdl, Aval, Bgl, Clal, EcoRl,
EcoRV, Konl, Nhel, Sad, Sal, Xbal y Xhol) se hibrido con la sonda CPB para elegir un
fragmento de restriccién de tamafo apropiado para ser posteriormente amplificado por
PCR inversa. Tras el revelado de la membrana que se muestra en la Figura 72, se eligié el
fragmento originado con Sad, de aproximadamente 2,3 kb (carril L).
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Bgll Enzimas de restricciéon

Clal SaliAcsl o, Aval (BgH, Clal, etc...)
— O T A N -
B Sonda IR RER 1
- sl CPE | ERERY i
In T xbat NBBIEDRY L T
Avain ' xpal ECORI prat
Xholl EcoRV

-

1 l Southern blot (seleccion de los fragmentos)

ABCDEFGHIJKLMNN ABCDEFGHIJKLMNN

2036 pb — -

1636 pb — -

1018 pb —

506 pb — -

Fragmento
Sacl (2,3 kb)

Figura 72. Estrategia de PCR inversa utilizada para amplificar zonas de secuencia desconocida corriente
abajo del gen cp1. 1. Digestiones del ADN genémico de P. ruthenica CP76 con diferentes enzimas de
restriccion y revelado de la membrana tras la hibridacion con la sonda CPB. A, Marcador de pesos
moleculares 1 kb ladder; B, Fragmento de 384 pb (Sonda CPB); Las digestiones se realizaron con: C,
Accl; D, Apal; E, Aval; F, Bgll; G, Clal; H, EcoRlI; |, EcoRV; J, Kpnl; K, Nhel; L, Sacl; M, Sall; N, Xbal y N
Xhol. 2. Amplificacion mediante PCR inversa utilizando los cebadores CP2inv1 y CP2inv2 del fragmento
Sacl 2, Marcador de pesos moleculares 1 kb ladder; 2, Fragmento de 2,3 kb

El fragmento Sad de 2,3 kb se cloné en el vector pBC KS(+) cortado con FcoRV,
obteniéndose el plasmido pCP4 (5,7 kb) (Figura 73). Para secuenciar el inserto se utilizaron
tanto los cebadores universales T3 y T7 como cebadores disefiados a partir de la secuencia
obtenida (Figura 74).
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I Sa cII
2.318pb
\0{\ voct Q\oc'

1o ond.

Cry

Figura 73. Esquema del plasmido pCP4. Las zonas de secuencia desconocida del inserto de 2,3 kb
se muestran en verde claro

B 6.223 pb .
Dral/Sall Sall  Sacl Dral Sacl
- cp2 el

Sac)
= 2.589 pb >
P S
- T7
n"  —
CP41 —»
CP4.2

Figura 74. Estrategia de secuenciacién de los fragmentos adyacentes a la sonda CPB contenidos en el
plasmido pCP4. En la parte superior se representa la correspondencia de estas regiones con los genes

cp1, cp2y lipP
IV.9.5. Analisis molecular de la region secuenciada

La secuencia completa comprende una regiéon de 6.223 pb (Figura 75) con un
contenido en G+C de 49 moles%, porcentaje similar al establecido para
Pseudoalteromonas  ruthenica CP76 (49,7 moles%). Mediante el programa EditSeq
(DNAstar), se localizaron 3 posibles regiones codificantes orientadas en el mismo sentido,
una de las cuales estd incompleta. El ORF1 denominado ¢p/, consta de 2.202 pb y se
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extiende desde la posicién 148 a la 2349 del fragmento analizado. Encontramos una
posible secuencia de unién al ribosoma representada por *GGGAG® que precede al
triplete de inicio de la traduccién (ATG) de cpo/ (Figura 75). Por otro lado, localizamos la
presencia de un posible promotor, cuyas secuencias —10 (*TATTAG®) y -35 *TTGGAG?)
son similares a las secuencias consenso para el factor [J’° de £. coli. La secuencia de 733
aminodcidos deducida de este ORF1, denominado CP1, se compard con las bases de
datos de proteinas mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1997) presentando
homologia con metaloproteasas de diversas bacterias Gram-negativas.

El ORF2 denominado ¢pZ2, consta de 1.845 pb y se extiende desde la posicién 2409 a
la 4252 del fragmento analizado (Figura 75). Se localiza un posible sitio de unién al
ribosoma “AAGGA® corriente arriba del inicio de traduccién. La secuencia de 614
aminodcidos deducida de este ORF2, denominada CP2, se comparé con las bases de
datos de proteinas, presentando también homologia con metaloproteasas de bacterias
Gram-negativas.

Entre co/ y cp2 existe una regién intergénica de 59 pb donde se localiza una pequena
secuencia palindrémica que podria formar una secuencia terminadora de la transcripcion.
De la misma manera inmediatamente después del codén de terminaciéon (TTA) de cpZ2 se
encuentra ofra regién palindrémica que podria formar secuencias terminadoras.

Las caracteristicas de CP1 y CP2 se muestran en la Tabla 44.

Tabla 44. Caracteristicas bioquimicas de CP1y CP2

I R

N° aminoacidos 733 614
Aa basicos (%)* 6,1 5,0
Aa acidos (%)° 9,5 9,6
29,7 32,1
Aa polares (%)° 36,15
Peso molecular (kDa) 78,8 65,8
Punto isoeléctrico 4,77 4,62
CargaapH7 -22,97 -25,80

aAminoacidos basicos: Ky R

®Aminoacidos basicos: Dy E

°Aminoacidos hidrofobicos: A, I, L, F, Wy V
dAminoacidos polares: N, C, Q, S, T,y Y

El ORF3 denominado LjpP, aunque estd incompleto (solamente se han determinado 296
aminodcidos), comienza en la posicién 5.336 y presenta homologia con proteinas de la
familia de las o/f hidrolasas. La mayor similitud se encontré con las esterasas de
Dechloromonas aromatica (63% ), Rubrivivax gelatinosus (59%) y Microbulbifer degradans
(56%).
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tttaaattaatattttttacttttattttacattagtacccattttgactagattagaat
cgctcgctttggagaagtttgcaggatcaaacgagtattagcggtgctcagcaccaccca
ttcgggaaaactaatcgggagcaaacaATGAATAAACCTCAAGGATTTATGCTATCAACC

M N K P O G F M L S T

TTATCAATAGCCGTGTCACTGGCAGCAATTTTGCCCGCAACGAGTATTGCGGCGCAAARAA
rLr s 1T A Vv s L A A I L P A T S I ZX*ZX Q K

ACCTACCTAAGTGAACAAAATCAAATTAAAGATATTAT GATGGCAAAGTCGACTGCCGTT
T ¥y L.s E ¢ N @ I K D I M M A K S T A V

TCAGCCTCCCCTGCTGCAACGGTACTCGGCCTTGATACTCAGGATGGTATCAGTGTTGTA
s A S P A A TV L G L DT QD G I S V V

AAGCAGTACAACAGTCAAAACGGCGATAAAACGTTTCGCTATCAGCAAATGCACAAAGGC
K ¢ Yy NS Q0 NG D K T F R Y Q Q M H K G

ATTCCTGTTATCGGCGATCATGCCATTCTAACT TACAACAAAGATGATCAGCTTATTCGT
r p Vv I G D HATI L T Y N K DD QO L I R

GCCCATGGCGCCGTGGTCAATAACATCGCTGCCGACGT CCCCTCGGTAAACGCCAAGGTA
A H G A V VN NTIAADV P S V N A K V

AGTAAGAAGCAAGTAGGCAAACTAGTGCGCGCCATGCATCGTAAAATGCATCAAGGCAAA
s K K ¢ v G K L. v.R. A M H R K M H Q G K

GCAGCGCCTGCCATCGAGAATGAGCAATCTCGCTTAGT CATTTGGTTAGACGATGCGAAT
A A P A I ENE Q S R L Vv I W L D D A N

AAAGCGCACCTTGCTTATGAGGT GACCTACAACAGTTATGGTGATACCCCGTCGCGTCCC
K A H L A Y E V T Y N S Y G D T P S R P

TACATGATTATCGACGCCAAAAGCGGTAATGTATTGCATCAAT TCGACAATTTACAGCAT
y M I I D A K S G N V L H Q F D N L Q H

GCTGATGCCACCGGCCCAGGCGGCAACCAGAAAACCGGACAATACAAT TACGGAACCGAC
A D AT G P G G N QO K T G Q Y N Y|G T D

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG
Yy G vy L. DVv S 9 s GG s Tie T M E N A N V

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA
R T I N L NNGT SsS G S T A Y S F T/ e P

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT
E N T Y Q Q V. 5 G A Y S P L N DA H Y F

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG
G NV V F NMY ND WV G T A P L S F Q

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTAT GAAAATGCGT TTTGGGATGGCCAAGCG
L R M R V H Y G N N Y E N A F W D G Q A

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAACCTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA
M T F G D G A T T F Y P L VvV 5 L D V S A

CACGAAGT CAGCCACGGCTTTAC CGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTAT TCTGGTAAATCA
| E VvV S H|6 F T E Q N S G L V Y S G K S

180

60
120

180
11

240
31

300
51
360
71

420
91

480
111

540
131

600
151
660
171

720
191

780
211
840
231
900
251
960
271

1020
291

1080
311

1140
331

1200
351

1260
371
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GGCGGCTTAAATGAAGCGTTCTC CGATATGGCCGGTGAAGCTGCGGAAGCTTACATGCTG
G 6 L N EAUF S DM A G EAAE A Y M L

GGTAGTAATGATTGGCTCGTCGGTGAGCAAATCTTCAAAGGTAATGGT GCGTTACGATAC
G S N D W L V G E 9 I F K GG N G AL R Y

ATGGCTAATCCTCCACAAGACGGCCGCTCCATTGGTAATCAAT CTGATTACTACTCAGGC
M A N P P QO DGR S I G N Q S D Y Y S G

ATGGATGTGCATTACAGCTCAGGGGTGTACAACAAGGCATTCTATTTGTTGGCAACCACC
M DV HY S s GV Y N KAV F Y L L A T T

AGCGGCTGGGATACACAAAAGGCCTTTAAGACCATGGCACGTGCTAACCAGCTTTATTGG
s G w D T @ K A F K T M A R A N Q L Y W

ACAGCGAGCACTAACTGGGACTTAGCAGGTAACGGTGTGATGGACGCCGCGTGCGATCTT
T A §s T N W D L A G N G V M D A Ale D L

GGT TATGAGCCAAATGATGTTAAAGCAGCCCTCGCGGCCGTAGGGGTAACATCAAGCCTA
G Yy E P N DV K A A L A A V G V T S S L

AGCGCGGGTAGTGACTGTGGTTCAACTACGCCAATACCCGACGAAGAAATCACCAACGGC
s A G S bDie G s T T pPp I P D E E I T N G

GTGCCACGCACAGGTATTTCCGGTGCGGCGAAAGAACAAATGTTCTTCGTTATGAATGTG
v p R T G I S G A A K E QM VF F V M N V

CCCGCAGGTGCAACGAACCTTACCTTTAACACCTCAGGTGGTT CAGGTGATGCTGATTTA
P A G A T NTILTVFNTS G G S G D A D L

TACGTGAAATACGGTTCACGTCCAACGCTTAACGATTACGATT GTAACAGCACGTCATCA
Yy v X Y G S R P TULND Y D CN S T S S

ACCAGTACTGAGTCATGTGCAAT TAGCCCCGTT CAAGGCGGCGAGTACTATGTCATGGTC
T S T E S €C A I S PV Q G G E Y Y V MV

GAAGCGTGGAACCAGATCAGTAATGTGACCTTAGAAGGTAACTATGACGATGGTAGCACG
E A W NOQ I S NV T LEGNY D D G S T

GGGCCAACGCCGATTGATCGCACCGAGAGCAACATCAGTGTTAACCAAGGCGGCTGGGCT
G p T P I DR T E S N I S V N Q G G W A

CGTTTTAGCCAAGACATTGGCAGTGGCTACAGTAACCT CACGGTAACCATTAGCGGTGGT
R F S Q b I 6 S G ¥ S N L T VT I S G G

AGCGGCGATGCCGATCTGTATGTCAACTTTGGT TCGCAATCAACCACCAGCGACTGGGAT
S G DA DULYVNUPF G S Q S T T S D W D

TGTCGTCCATATCGCAAT GGCAACTCAGAAACCTGTACCTTTAGCAAT CCGCAAGCAGGT
C R P Y R NGNS ETTCTUF S NP Q A G

ACATGGCATATGGATTTACGTGGCTACCGCGCAGCAAGTGGTGTCACCCTAACCATCCAA
T W H M DL RG Y R AA S GV T ULTTI Q

GCAGACTAAatcattctccctgagtaggggcca gc?:;c tggcccectttttegtttaagga
A D

cccatcttATGAAATATTCTTACCTCGCCATCGGTGCGGCGCT TGCTTGCGCTACGAACA
M K ¥y s ¥y L. A I G A A L A C A T N

GCGCCTTAGCGGCACCGGAAAAGGCATGGATCACGGTCGAGGCCCATGCCATGGCGCACT
S A L ZX*Z\ P E K A W I T V E A H A M A H

181

1320
391
1380
411
1440
431
1500
451
1560
471
1620
491
1680
511
1740
531

1800
551

1860
571
1920
591
1980
611
2040
631

2100
651

2160
671
2220
691
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711
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731
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733
2460
17

2520
37



Resultados

ATCAAAAACAGCAAAAAACACAGTGGCAAAGCGCTGCAACGCAATCAATCGCTGGCACAG
Yy 0 K ¢ 0 K T 9 w 0 s A A T @ S I A G T

CAGTTGATGTTATCGCTATAGAT CCTAAGCATATACAT CGGCTAAGCGACTTTATGCACC
A v D Vv I A I D P K HTI HIRUL S D F M H

ATGAGTACAAACGCTGTGGCGGCTTTAT TTATCATGAATCTGAGCAAGCGGCGAAAGCCT
H E Y K R C GGG G F I ¥ H E S E Q A A K A

ACTTGCAACAGGCTCAAGTCAATAACACGCAAACAGTTGCCACTGTTAATTACAGCATCG
Yy L. Q9 0 A Q V N N T @ T V A T V N Y S I

ATAACCCCGCAGCAGCCCAGGCGCTGCTGGCTGAGCTGAGCACCACTCGTCTAGATAACA
b N P A A A Q A L L A E L S T T R L D N

CCGTAAGTACCCTAGCAGCATTTCATAACCGTTATTAT TCACAACAAAGCGGTGTCGATG
T vs T L A A F H N R Y Y S Q @ S G V D

CAGCAGATTGGTTACGCACCCACTGGCAACAAATCACCAGTAGTCGCAGTGACATCACCG
A A DW L R T HW Q Q I T S S R S D I T

TGCAAAGTTACAACCATAGCTGGGCTCAAGATT CGGTGGTGGT GACAATCGCCGGACAAG
v ¢ S ¥Y N H S W A © D s v v v T I A G Q

AGTTAAGTGATGAAGTGGTGATCATTGGCGGTCACTTAGACTCGATTAACCAATCATCAC
E L s D E V VI I G G|H L D|S I N Q S S

CCAGCCAAGGTCGTGCACCGGGAGCTGATGATAATGCCAGCGGCATTGCAGTATTAACAG
P S 0 G R A P G A D DN A S G I A V L T

AAACGCTGCGAGCGGTCGTCGACAGTGACTTTAAGCCTAAACGCACCATCAAAATTATGG
E T L R A V V D S D F K P K R T I K I M

GCTTTGCGGCTGAGGAAGTGGGACTCAGAGGCT CCGGCGCTATAGCTAGCGATTACAAAA
G F A A E E/V 6 L R G S G A I A S D Y K

GCCAAGGCATCAATGTGGTGGGCATGGCGCAGT TTGATATGACCGGTAATAACGGCTCAG
s ¢ G I N VV M A Q F|/DM T G N N G S

CTGAAGATATTGTATTGATGACCGACTATACCAATAGCGGCCAGAATCAATTTATGGCAA
A E D I VvV 1L M T D Y T N S G Q N Q F M A

ACCTTGCCAGCACTTATCTCAGTGACCTGGTTATTGGCTATGATCAATGTGGT TACGGAT
N L A S T Y L S D L Vv I G Y D Q C G Y G

GCTCGGATCATGCCTCTTGGCATAACCAAGGCTTTGCCGCCTCAATGCCGTTTGAATCAA
c s b H A S W HNQOQOGF A A S M P F E S

AAATGAGTGATATCAACTACCGAATTCACACCAGTAGTGATGACCAGTTTGATGCCAGTC
K M s b I NY R I H T s S D D Q F D A S

ATGCCATCAATTTTGCACGCTTGGCCAGTGTTTATCTCGCTGAGCTTGCGAAAAGCGCTG
H A I N F A R L A S V Y L A E L A K S A

GCTCTGCGCCGCCACCACCGAGTGATAACGAGCTCACTAATGGTGTGGTTGAGTCTGGCC
G S A Pp P P P S DNE L TN G V V E S G

TTAGCGCTGGCGCTAAGGAACAGCTGCTTTACACCATGGATGTACCCAGCGATGCCACTG
L S A G A K E Q L L Y T™ MDD V P S D AT
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357
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397
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417
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Resultados

ATCTTAACTTTAATACCTATGGCGGCAGCGGTGATGCTGATTTATACGTGCAATTTGGCA
D L N F NT Y G G S G D ADUL Y V Q F G

CGCCACCGACACTCAGTAGCTATGATTGCAAAAGCACCACAGCATCAAGCACCGAAAGCT
T p P TL S S ¥ D CK S T T A S S T E S

GTAGCTTTAGCGCGCCACAAACAGGGACTTACTACGTGATGGT TGAGGCCTGGAATGCCA
c S F S A P Q T G T Y ¥ VMV E A W N A

TTTCCGGTGTCAATCTGGTCGGT GAGTATCAAACAGGT TCAACCGGTCCAACTCCCATTA
I s G VvV N L V G E Y Q T G S T G P T P I

ATCGTAGCGAAGGGCCGATTTCTGTCGCGTCTTCTCAATGGCAACGCTTTGAGCAGCCTC
N R S E G P I s V A S S Q W Q R F E QO P

TTACTAGCGGCTATTCGCAATTACAGGT GAGTATATCC GGCGGTAGCGGCGAT GCCGATC
L T S 6 Y S QL Q VS I S GG S G DATD

TGTATTTAAACCT TGGCTCACCGTCGAGTCAGT CGCAATGGCAATGCC GTCCATACAAAA
L YL NL G S P S S Q S Q WOQT CURUP YK

ATGGTAACAATGAAACCTGTACCATTAGCAACCCGCAAAGTGGAACTTGGTACATTGATT
N G NN ETCTTI S NP Q S G T W Y I D

TGTACGGCTATAATAGCGCCACGGGTGTAAATTTATCGATCACCGCCAATTAGtaataaa
L Y G Y NS A T GV NLL S I T A N

4><—

aaaggggcccgatggccecttttttcacgaaagttgaattaatccaattctgecgecgcage
ttcttcaacaccgcecctttaccttcectcaacattctctggececccatgegtaatagectgette
tgagcgggtggtaaattctcccattcggaataagcatacttataggtgactgaatctegt
aataaggggacctgagtagtcatttcgggagtctctaaaagcaagtcaatcgactgcecttt
aagcgcgcctcaaaactactgttaggatcgccaacttcaccataggcctgttcaatcage
ggttcatattgttcatacagtgccaccaactgatcggtattcatcgaggtcaaaatacca
acatacgggtcatagcgctcaaagctcttcggatccatcgtcagcacatcgecctettece
acggtgaaaggctgctcgagtttttccactggtgagtggtttgtggccacacgcceccteg
gcgagattattgacaaacaccactgtgcggcggatcaagtcatcatttaccagcaaatta
gcgctagattgagccagcgattgttgcaagectggcgectgaccatctcatecgetategtece
aaggctggcaactcgggttgcggectcgggectgttcgtcttcacgagactgtggacgctgt
tgctgctcatcggggttgctcacgtctgtggttgtcggecgecggettggggtttactttea
ggctcgggctctgcaacaggctgaggtttgtcttccactggcaactgcgcaggectcaggg
gtggcctcaagtggtaagggctgttgagattgtttgctgacgataaaaattaccaccaca
gccagcaccactaacaccaccaatgctaggatgatgttgttacggctgggtccgegttta
ctctcatgttcggtaggttgttcactcataaaggctccgttatgaaaaagtcaaaatcge
caatcttcaaaaagtaatctgccctaattgctgcgagtatactcgeccgttgagcatatct

ttttattttagaatcttttacattaacactatgtgtccatttaagtgcaaatacaATGCG
M R
AAAGCAAACTAATTGCGGTCGCGCTGGAACAGCGTTGCTACTGAGCGGCGGCGGCGCCCG

K 0 T N C G RAGTATLTLTL S G G G A R
AGCCGCTTATCAAGTAGGTGTCCTCAGCGCTAACACAAAGCCTTCCAAGAACGGCGCCAC
ayr Yy 0 VGV L S ANTZE KT PS KNG AT
TGCCATTTACGTATTCACAGGCACCTCTGCCGGAGCAATTAACTCTGTGGCGCTTGGGTG
A I YUV F T|GTSAG|A I NSV AL G C
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Resultados

TTGGGCTTCGTGTTGCTCATTTGGCGAGCCGCAAGCTTACCAAGTCTGGGGACAGTTTCA 5580
w A s C C S F G E P Q A Y Q VW G Q F H 82

CACCAGCGATGTCAATCGCAGTGATTTTGCGCATGTATTTGGCCACCTTATAAAAAATAT 5640
T s b VvV NR S D F A HV F G H L I K N I 102

TTTATCGAGCTTTCGCTCTGGGCACGCCAACCATGCCCCAGCGAGCTTATTCAACAATGC 5700
L S s F R S G H A N H AP A S L F N N A 122

CCCTCTGCGGCAGTTATTAGCCGAAGTGCTGCCTATGGAGCGTATCGACCGTAACATTCA 5760
P L R @ L. LA E V L P M E R I DR N I H 142

CCGTGGTGTGCTCGATGCGTTAGCAGTCACTGCGTCTAACTACAGTACCGGTGACTCCGT 5820
R G v .L DAL AV T A S N Y S T G D S V 162

TACCTTCTATCAAAGCAATGAGGCCAAACCCTGGCGGCGGGCCAAACGTCAGGGTGTCAA 5880
T P ¥ 0 S N E A K P W R R A K R Q G V K 182

AGCTCGCATCCATTTAGAACACCTGATGGCCTCCAGTGCTATTCCCGTGGTCTTTCCCAG 5940
A R I H L EH L M A S S A I P V V F P S 202

CGTAAAGATTCGACACCAATACTATGGTGATGGTTCCATTCACCAGATGTCTCCCCTGTC 6000
v K I R H ¢ ¥ ¥ 6 D G SsS I H Q M S P L S 222

CAGCGCCATTCACCTTGGTGCCGAGCGTATCTTTGTTATCGGTGTTGAACAGCCCAAAGA 6060
S A I H L G A E R I F V I G V E Q P K E 242

GGAACATCGTAAATATGCGCCGCACTATCCGGGCATTTCGCATATCGCGGGGCATCTGTT 6120
E H R K Y AP HY P G I S H I A G H L L 262

GGACAGTGTGTTTGCTGACACACTGCATGGTGATTTAGAGCGTCTTGAGCGCATTAACCG 6180
b s v *F A DT L H G D L E R L E R I N R 282

TACGGTGGGGTTGTTGAGCGCGAAAGATAAACATCGTGAGCTC 6223
T v & L L. .S A K D K H R E L 296

Figura 75. Secuencia de 6.223 pb amplificada mediante PCR inversa, incluida en los plasmidos pCP1,
pCP2, pCP3 y pCP4. Cada uno de los ORFs encontrados se encuentra sefialado con colores diferentes:
ORF1 (cp7) en rojo; ORF2 (cp2) en azul y el ORF3 (LipP) en morado. Los codones de iniciacion y
terminacion se encuentran sefialados en negrita. Los posibles sitios de union al ribosoma o secuencias
Shine-Dalgarno (RBS) aparecen sombreados en morado. Las posibles regiones —10 y —35 se encuentran
encuadradas en azul. Las regiones donde se encuentran las secuencias palindrémicas que podrian
constituir los terminadores transcripcionales se encuentran sefialadas con flechas. Asimismo, se muestra
la secuencia de aminoacidos de las proteinas codificadas. Los aminoacidos que forman parte de los
dominios PCC se encuentran sefalados en negrita. Las cisteinas que podrian participar en la formacion
de puentes disulfuro en CP1 se encuentran sombradas en verde. En CP1 se encuentra recuadrado en
rojo el extremo N-terminal de la proteina y recuadrados en azul los dominios caracteristicos de la familia
M4 de las metaloproteasas. En la proteina CP2 se encuentran recuadrados en verde los dominios
caracteristicos de la familia de las aminopeptidasas. Por Ultimo, en la esterasa LiP se encuentra
recuadrado en marrén el dominio caracteristico de la familia de las a/f hidrolasas
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml

Resultados

Los porcentajes de similitud de CP1 con sus proteinas homdlogas disponibles en las
bases de datos (BLAST) se recogen en la Tabla 45. Asimismo, se realizé un alineamiento
moltiple utilizando el programa MegAling (DNAstar) (Figura 76). Se muestra en este

alineamiento los dominios conservados de las metaloproteasas de la familia M4 como son
los motivos **?HEVSH®** y 3”2 GGLNEAPSD*?.

Tabla 45. Similitud entre la haloproteasa CP1 y proteasas de diferentes microorganismos

) Longitud % de identidad . N°
Especie bacteriana Proteina o , Solapamiento
(aa) (% similitud) c acceso
(aa)

Metaloproteasa Empl 69 (80) 724 BAB85124

Alteromonas sp. O-7 727 66 (78) 724 JC7818
Bacteria antartica cepa 643  Metaloproteasa ProM 729 63 (76) 726 AAF78076
Proteasa ProAC 590 54 (68) 529 BAA82875
Aeromonas veronii Proteasa Aps 523 52 (69) 523 BAD22597
Aeromonas punctata Proteasa Pro 595 53 (68) 505 BAA95457
Vibrio vulnificus Proteasa Vvp 609 50 (66) 557 BAC22940
Vibrio vulnificus YJO16 Metaloproteasa Met 636 50 (66) 557 NP937521
Vibrio fluvialis Metaloproteasa VfpA 610 51 (65) 555 BAB86344
Aeromonas hydrophila Elastasa AhpB 588 51 (65) 531 AAF07184
Vibrio parahaemolyticus Metaloproteasa Met 701 45 (60) 658 NP800265
Vibrio vulnificus Metaloproteasa Met 606 51 (66) 555 AAC45343
Listonella anguillarum Metaloproteasa Emp 611 44 (62) 599 AAL03940
Vibrio harveyi Proteasa VhpA 780 43 (56) 647 AAT68711
Chromobacterium violaceum Metaloproteasa LasB 489 51 (66) 476 AAQ57737
Pseudomonas aeruginosa Elastasa LasB 498 53 (68) 438 AAGO07111
Legionella longbeachae Metaloproteasa MspA 529 40 (55) 521 CAA58144
Legionella pneumophila Metaloproteasa Met 543 38 (53) 530 AAU26564
Alteromonas sp. O7 Metaloproteasa Il 609 57 (68) 242 BAB79616

@Extension en aminoéacidos de la proteina

bPorcentaje de residuos idénticos encontrados en la regién de solapamiento

°En el computo global del nimero de aminoacidos comprendidos en la region de solapamiento, se
incluyen los “huecos” que introduce el programa BLAST para optimizar el alineamiento
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Resultados

MNEKS----K---- - TLATAARALAVT-A----AA-K-YLNEQASINA--QGKA--VL-=--- -

2.0 3.0 40 50 6,0
1 vEBcwcsaPua------------- A-VEV-Q--A-GLAGL!GAPS Aeromonas punctata ProAC
I e e i e it i T N NN N R Aeromonas veronii Aps
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1 1 L raLvolrsav nEdk 0 N NSTINSGSS MV S P Bacteria antdrtica ProM
1 VESSATMA--======------ ABIRIDLEK - - OANSASAF Chromobacterium violaceum LasB
1 Is saflkMvovDDPSL EQAL.E.RSIVPT ———————— Listonella anquillarum Emp
1 L 0 TuAv-lehTG oaLlr vBs sEMs AN P Pseudoalteromonas sp. Empl
D T i e e T e e il Pseudomonas aeruginosa Zmet
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1 - - MLS s1lvs arrparts Mol sElv~ olx D 1 Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1
————— VVKSIKLPNGKVTVRYOQOMYQGLPVIGDAVVATK
u u v Consenso
100
40 Aeromonas punctata ProAC
1 Aeromonas veronii Aps
52 Alteromonas sp. MetlI
53 Bacteria antartica ProM
16 Chromobacterium violaceum LasB
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53 Pseudoalteromonas sp. EmpI
1 Pseudomonas aeruginosa Zmet
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57 Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1
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Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps

L Alteromonas sp. MetI

Q Bacteria antartica ProM

L Chromobacterium violaceum LasB

F Listonella anquillarum Emp

Q Pseudoalteromonas sp. EmpI

F Pseudomonas aeruginosa Zmet

i M Vibrio vulnificus Vvp
M Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CPl
GTDFGPLIVDQ—GSTCTMT!:IANVKTINLN?GTSGS——TAYSFTCPE-——‘—NTYKEINGAY ¢
T nsen

202 Aeromonas punctata ProAC
135 Aeromonas veronii Aps
221 Alteromonas sp. MetI
224 Bacteria antartica ProM
211 Chromobacterium violaceum LasB
219 Listonella anquillarum Emp
224 Pseudoalteromonas sp. EmpI
141 Pseudomonas aeruginosa Zmet
216

Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CPl
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SPLNDAHYFGNVVFNMYNDWVGTAPLTFQLKMRVHYSSNYENAFWDGSAMTFGDGANTEY
T T T T T

T Consenso
253 Aeromonas punctata ProAC
186 Aeromonas veronii Aps
275 Alteromonas sp. MetI
278 Bacteria antartica ProM
233 Chromobacterium violaceum LasB
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Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet

Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CPl
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Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CPl
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Pseudomonas aeruginosa Zmet
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Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CPl
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187 Bacteria antartica ProM
Chromobacterium violaceum LasB

7
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419 Pseudoalteromonas sp. EmpIl
Pseudomonas aeruginosa Zmet

576 o P

699 Vibrio vulnificus Vvp

Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CPl

Figura 76. Alineamiento de la haloproteasa CP1 con proteinas homoélogas depositadas en las bases de
datos utilizando el programa MegAling (DNAstar). Los fragmentos idénticos aparecen sombreados en
rojo. Los dominios tipicos de las metaloproteasas de la familia M4 se encuentran sombreados en amarillo.
Las proteinas utilizadas en los diferentes alineamientos fueron: Aeromonas punctata ProAC (Nirasawa y
col., 1999); Aeromonas veronii Aps (Song y col., 2004); Alteromonas sp. 0-7 Metl (Miyamoto y col., 2002);
bacteria antartica cepa 643 ProM (no publicado); Chromobacterium violaceum LasB (Brazilian National
Genome Project Consortium, 2003); Listonella anguillarum Emp (no publicado); Pseudoalteromonas sp.
A28 Empl (Lee y col., 2002); Pseudomonas aeruginosa LasB (Cahan y col., 2001); Vibrio vulnificus Vvp
(Watanabe y col., 2004)
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Resultados

En la Tabla 46 y la Figura 77 se encuentran los porcentajes de similitud de CP2 con sus
proteinas homdlogas y el alineamiento de las mismas mediante el programa MegAling
(DNAstar). Este alineamiento muestra distintos motivos que se encuentran conservados en la
familia de las metaloproteasas M28 como el motivo HXH en las posiciones ??HLD?'", dos

residuos de aspdrtico ?2D, #°D, dos residuos de glutémico consecutivos 2?EE*® y un
residuo de histidina *¢/H.

Tabla 46. Similitud entre la proteasa CP2 y proteasas de diferentes microorganismos

Longitud % de identidad ~ Region de
Especie bacteriana Proteina a solapamiento N° acceso
(aa) (% similitud)® (aa)°

Alteromonas sp. 0-7 Metll 609 58 (75) 587 JC7819
Vibrio cholerae Amp 501 40 (58) 481 AAF96711
Vibrio proteolyticus Amp 432 41 (69) 427 AAA21940
Chromobacterium violaceum Amp 415 43 (62) 364 AAQS57736
Vibrio harveyi VhpB 504 35 (51) 499 AAT68712
Aeromonas punctata ApcAC 393 42 (59) 368 BAA31158
Burkholderia cepacia Amp 417 40 (58) 379 ZP00213828
Pseudoalteromonas sp. A28 Empl 731 62 (80) 209 BAB85124
Alteromonas sp. 0-7 Mprl 727 65 (78) 207 BAB79615
Burkholderia pseudomallei Amp 408 39 (58) 372 YP110584
Bacteria antartica ProM 729 61 (77) 208 AAF78076
Agaricus bispurus Ape 384 39 (55) 310 CAC85297

“Extension en aminoacidos de la proteina

bPorcentaje de residuos idénticos encontrados en la region de solapamiento

°En el cémputo global del nimero de aminoéacidos comprendidos en la regién de solapamiento, se incluyen los
“huecos” que introduce el programa BLAST para optimizar el alineamiento
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Resultados
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Figura 77. Alineamiento de la proteasa CP2 con proteinas homodlogas depositadas en las bases de datos
utilizando el programa MegAling (DNAstar). Los fragmentos idénticos aparecen sombreados en azul. Los
dominios caracteristicos de las metaloproteasas de la familia M28 se encuentran sombreados en azul
claro. Las proteasas utilizadas en los diferentes aislamientos fueron: Aeromonas punctata ApAc (lzawa y
Hayashi, 1996); Alteromonas sp. 0-7 Metll (Miyamoto y col.,2002); Burkholderia cepacia Amp (no
publicado); Chromobacterium violaceum Amp (Brazilian National Genome Project Consortium, 2003);
Pseudoalteromonas sp. A28 Empl (Lee y col., 2002); Vibrio cholerae Amp (Heidelberg y col., 2000); Vibrio

proteolyticus Amp (Van Heeke y col., 1992)
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La biUsqueda de dominios conservados en la haloproteasa CP1 utilizando la base de
datos CDD (Conserved Domain Database) (Marchler-Bauer y Bryant, 2004) en el servidor
del NCBI revela que la haloproteasa CP1 estd compuesta por un péptido sefial, una
secuencia pro-N-terminal, la proteina madura y dos dominios PCC que constituyen la
regién pro-C-terminal (Figura 78). Estos dominios se encuentran conservados en el extremo
C-terminal de ofras proteasas bacterianas extracelulares. Su funcién no estd clara, aunque
podrian estar implicados en el proceso de secrecién. Estos dominios pueden sufrir un
procesamiento durante la maduracién de la proteina.

1_ ing 200 00 4nin s0u 1] Ton FEE
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Figura 78. Dominios conservados de la haloproteasa CP1

De la misma manera, se ha realizado la bisqueda de dominios conservados en la
proteasa CP2 en la base de datos CDD (Marchler-Bauer y Bryant, 2004). El andlisis de la
secuencia mostré la presencia de un péptido seial, la proteina madura y dos dominios
PCC, que constituyen el dominio pro-C-terminal (Figura 79).
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Figura 79. Dominios conservados de la proteasa CP2

En la Tabla 47 se muestran los porcentajes de similitud de los dominios pro-N- y C-
terminales conservados en la haloproteasa CP1 y la proteasa CP2 con otros dominios
homologos pro-N y C- terminales de proteasas relacionados.
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Tabla 47. Similitud entre los dominios conservados de CP1 y CP2 y dominios homdlogos de proteasas de
diferentes microorganismos

Pro-N-terminal Pro-C-terminal Pro-C-terminal

de CP2
60% 83% 80%
(BAB85124)
Alteromonas sp. 0-7 Metl 58% 80% 79%
Alteromonas sp. 0-7 Metll 74% 79%
(JC7819)
Bacteria antartica ProM 58% 75%
(AAF78076)
Vibrio vulnificus Met 54% 58% 72%
(AAC45343)
51% 56% 56%
(JT0903)
Alteromonas sp. 0-7 Aprll - 61% 62%
(AAC60459)

Ademds, se ha analizado la presencia de péptidos sefal en las tres proteinas, la
haloproteasa CP1, la proteasa CP2 y la esterasa LipP, mediante el programa informético
Signal P (Bendtsen y col., 2004) utilizando el método de Hidden Markov Models (HMM). Las
tres proteinas, poseen péptido sefial. La posicion de corte mds probable de la peptidasa
sefial en la haloproteasa CP1 es entre los aminodcidos 28 y 29; en la proteasa CP2 entre
los aminodcidos 21 y 22 y en la esterasa LipP entre los aminodcidos 23 y 24 (Figura 80).

También se muestran los resultados obtenidos mediante el programa SOSUI (Hirokawa y
col., 1998; Mitaku e Hirokawa, 1999; Mitaku y col., 1999; 2002), que analiza la
hidrofobicidad de las proteinas y detecta las posibles regiones o hélices trasmembranas.
Tanto CP1 como CP2 parecen ser proteinas solubles con un promedio de hidrofobicidad de
-0,406957 y -0,325775 respectivamente. No se detectan regiones transmembrana a
excepciéon de la zona correspondiente a los péptidos sefial de ambas proteinas (Figura 81).
Ademads la prediccién del programa informdtico PSORTb (Gardy y col., 2005) confirma que
se trata de proteinas extracelulares.
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Figura 80. Prediccion del péptido sefial de la haloproteasa CP1 (A), proteasa CP2 (B) y esterasa LipP (C)
usando el programa Signal P.
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Figura 81. Perfiles de hidrofobicidad de la haloproteasa CP1 (A) y de la proteasa CP2 (B), calculados
mediante el programa de prediccion de regiones transmembrana SOSUI. A la derecha se muestra con
mas detalle la region transmembrana enmarcada en verde

En la Figura 82 se muestra una comparacién de la secuencia de aminodcidos de ambas
proteasas CP1 y CP2. Mientras que no se observa una gran similitud en el extremo N-
terminal, ésta aumenta notablemente en el extremo C-terminal.
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Figura 82. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de la haloproteasa CP1 y la proteasa CP2
utilizando el programa MegAling (DNAstar)
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En la Tabla 48 se muestra una comparacién de las proteinas CP1 y CP2 con proteasas

de diversos microorganismos. En la Figura 83 se representa la posicién filigenética de las

proteinas CP1 y CP2 de P. ruthenica CP76 con respecto a las proteasas de otras bacterias y

haloarqueas relacionadas. Se realizé un alineamiento previo utilizando la aplicacién

MegAling (DNAstar), mediante el programa Clustal W que sirvié como base para la

construccién del rbol filogenético.

Tabla 48. Comparacion de las principales caracteristicas de las proteasas CP1 y CP2 y diversas
proteasas depositadas en las bases de datos de diferentes microorganismos

Especie N°

bacteriana aa

© N o a b~ WD

11
12
13
14
15
16
17
18
19

N
o

©COENoOORAWN=

Aa Aa
basicos  acidos hjidrofobicos

%) (%) (%)°
733 6,1 9,5 29,7
614 5,0 9,6 32,1
590 7.1 8,3 35,5
727 6,9 9,5 30,5
609 5,1 9,2 30,7
729 5,9 9,3 31,7
591 3,9 5,1 33,8
417 8,2 8,9 36,0
489 9,4 8,6 35,2
478 6,1 11,5 30,8
588 44 9.9 S50
519 6,2 12,1 30,2
529 8,7 11,2 30,0
611 7.2 8,7 2
380 10,3 13,4 32,9
247 57 16,6 30,4
700 5,6 9,3 31,3
424 8,7 10,4 32,5
432 5,1 9.9 30.1
609 7,2 9,0 32,5

Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1 (este trabajo)
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2 (este trabajo)

Aeromonas punctata ProAC (BAA82875)
Alteromonas sp. Metl (JC7818)

Alteromonas sp. Metll (JC7819)

Bacteria antartica ProM (AAF78076)
Brucella melitensis Esp (NP_541126)
Burkholderia cepacia (ZP_00213828)
Chromobacterium violaceum LasB (AAQ57737)
Erwinia chrysanthemi Met (A36137)
Haloarcula marismortui Met (AAV47876)
Haloferax mediterranei Hal (BAA10958)
Legionella longbeacae MspA (CAA58144)
Listonella anguillarum Emp (AAL03940)
Methanosarcina acetivorans Prt (AAM05912)
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Aa
polares

(%)

36,2
37,6
30,7
36,7
39,2
36,5
36,7
30,4
31,1
35,1
22,8
34,1
31,4
35,2
26,8
27,5
37
29,5
37,5
33,5

Peso Carga
molecular apH
isoeléctrico
(kDa) 7
78,813 -22,98
65,871 4,6 -25,80
62,562 6,1
78,365 51 -17,17
65,681 4,8 -22,79
77,680 4,7 -23,48
57,793 5,2 -6,077
44,500 6,8 -0,98
52,975 8,4 5,12
51,147 4,3 -24,73
61,260 4,3 -31,03
53,489 4,3 -29,84
58,711 59 -10,40
66,725 59 -7,43
42,122 51 -10,98
26,064 4,0 -26,29
74,488 4,6 -24,61
46,185 6,1 -5,36
46,574 4,6 -19,55
66,000 6,0 -8,61

Natrialba magadii Nep (AAV66536)
Pseudoalteromonas sp. Empl (BAB85124)
Pseudomonas aeruginosa Zmet (ZP_00137118)
Vibrio proteolyticus Amp (CAA78039)

Vibrio vulnificus V\vp (BAC22940)

#Aminoacidos basicos: Ky R

®Aminodacidos basicos: Dy E

°Aminoécidos hidrofébicos: A, I, L, F, Wy V
4Aminoacidos polares: N, C, Q, S, T,y Y
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LasB (Chromobacterium violaceum)
Zmet (Pseudomonas aeruginosa)
MspA (Legionella longbeachae)
Prt (Methanosarcina acetivorans)
Emp (Listonella anguillarum)
Vvp (Vibrio vulnificus)
ProAC (Aeromonas punctata)
CP1 (Pseudoalteromonas ruthenica)
Metl (Alteromonas sp.)
ProM (Bacteria antartica)
Empl(Pseudoalteromonas sp.)
Amp (Burkholderia cepacia)
Amp (Vibrio proteolyticus)
1 Metll (Alteromonas sp.)
CP2 (Pseudoalteromonas ruthenica)

— Esp (Brucella melitensis)

Met (Erwinia chrysanthemi)
. —__ Met (Haloarcula marismortui)

Hal (Natrialba asiatica)
Nep (Natrialba magadii)
Hal (Haloferax mediterranei)
T T T

571.7 T
500 400 300 200 100 0

Figura 83. Arbol filogenético que muestra la posicion de las proteasas CP1y CP2 de Pseudoalteromonas
ruthenica CP76 con ofras proteasas depositadas en las bases de datos

1V.9.5.1. Anadlisis predictivo de la estructura tridimensional de CP1 y CP2

Cuando una secuencia de estructura desconocida tiene un homélogo claro de estructura
conocida se puede modelar baséndose en esta estructura, siempre que la similitud sea alta
y el alineamiento de ambas proteinas sea correcto, ya que las proteinas que poseen
secuencias de aminodcidos similares muestran una tendencia a adoptar estructuras
tridimensionales parecidas (Lecks y col., 1996).

Se realizé el alineamiento de las secuencias entre las proteasas CP1 y CP2 y las enzimas
cuyas estructuras cristalinas estén resueltas. Para ello, se introdujo la secuencia de ambas
proteinas por separado en el servidor Expaxy Molecular Biology, en la base de datos Swiss-
Model Repository.

El programa informético Swiss-Model realiza un modelo teérico para la secuencia
mediante algoritmos de homologia. Permite la construccién del modelo de forma
totalmente automdtica y el programa asociado Swiss-Pdb-viewer permite el refinamiento
manual del modelado.

También se ha utilizado el programa Cn3 del servidor NCIB, que permite la
identificacién de los dominios conservados de las proteinas. Este programa utiliza el
programa BLAST y la base de datos CCD para predecir la estructura terciaria de la
proteina.
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En las Figuras 84 y 85 se presentan los modelos teéricos obtenidos mediante los
programas Cn3 (haloproteasa CP1) y Swiss-Model (proteasa CP2).

Figura 84. Prediccion de la estructura tridimensional de la haloproteasa CP1. Los aminoacidos acidos se
muestran en color rojo y los basicos en color azul

Figura 85. Prediccion de la estructura tridimensional de la proteasa CP2. Los aminoacidos acidos se
muestran de color rojo y los basicos en color azul
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IvV.10. EXPRESI()N DE LOS GENES cp? Y cp2. PURIFICACION DE LAS
PROTEINAS RECOMBINANTES

Una vez identificados los genes co/ y ¢p2, procedimos a su expresién en £. coli con
dos objetivos, en primer lugar, comparar la actividad en diferentes condiciones de la
proteina recombinante CP1 con la proteina nativa y estudiar sus caracteristicas. En segundo
lugar, su expresién en £. coli nos permitird obtener la proteina a mayor escala, y utilizarla
en la obtencién de anticuerpos especificos anti-CP1 y anti-CP2 para realizar posteriores
estudios sobre la secrecién de dichas proteinas.

IV.10.1. Clonacién en el vector pET22b(+)

Para la expresién de los genes col y o2 en E. coli se eligié el vector de expresion
pET22b(+), que permite, sin romper el marco de lectura, insertar la secuencia del gen que
se pretende expresar e incorporar seis unidades de histidina en el extremo C-terminal.
Ademads, estd presente la secuencia que codifica el péptido lider de la proteina peripldsmica
pelB, por lo que la proteina sintetizada es conducida al espacio peripldsmico. De esta
manera se realiza un acoplamiento traduccional entre el marco de lectura del gen y la
secuencia de ADN que codifica las 6 histidinas. La secuencia de ADN que codifica las
proteinas CP1 y CP2 se obtuvo mediante PCR. Para ello, se disefaron dos pares de
cebadores CP1E/CP1X y CP2H/CP2X para la amplificacién de los genes cp/ y cp2,
respectivamente (Figura 86). Los cebadores se disefaron incluyendo las secuencias de
restriccion £coRl (extremo N-terminal) y Xhol (extremo C-terminal) para co/ y las secuencias
Hindlll (extremo N-terminal) y Xhol (extremo C-terminal) para ¢p2, con el fin de dirigir el
inserto en el proceso de clonacién. Los cebadores CP1X y CP2X, que amplifican en los
extremos C-terminales de ambas proteinas, fueron disefiados de forma que eliminaban el
codén de terminacién. Las enzimas de restriccion elegidas no cortaban en ningdn punto de
la secuencia de los respectivos genes.

Ambos productos de PCR (Figura 87) se insertaron en el vector pBC KS(+) digerido con
EcoRV y se obtuvieron los pldsmidos pProt1 y pProt2, respectivamente. Las construcciones se
trataron con las enzimas de restriccion EcoRl/Xhol (pProtl) y Hindll/Xhol (pProt2), para
extraer los genes, subclonarlos en el vector pET22b(+) digerido con las mismas enzimas y
obtener de esta manera los pldsmidos pEProt1 y pEProt2 (Figuras 88 y 89). Ambos genes
recombinantes se secuenciaron para comprobar que la amplificacién era correcta y que las
secuencias estaban en fase de lectura correcta; para ello, se utilizaron tanto los cebadores
universales como cebadores disefados a partir de la secuencia.
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Figura 86. Cebadores utilizados para la amplificacién de los genes cp7 y cp2. Los codones de inicio y
terminacion de ambos genes se representan sombreados en amarillo. A. Disefio del los cebadores CP1E
y CP1X, utilizados para amplificar el gen cp1. En rojo se representa la secuencia de corte para las
enzimas EcoRI| (GAATTC) y Xhol (CTCGAG); B. Disefio del los cebadores CP2H y CP2X utilizados para
amplificar el gen cp2. En rojo se representa la secuencia de corte para las enzimas Hindlll (AAGCTT) y

Xhol (CTCGAG)
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A B
2036 pb —p 2036 pb —»
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Figura 87. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las reacciones de amplificacion de los genes
cp1y cp2 que codifican CP1 y CP2, respectivamente, utilizando ADN total de P. ruthenica CP76
como molde. A. 1, Marcador de pesos moleculares 1 kb ladder; 2, Reacciéon de amplificacion de cp?
(2.202 pb); B. 1, Marcador de pesos moleculares 1 kb ladder; 2, Reaccion de amplificaciéon de cp2
(1.845 pb)

IV.10.2. Expresion y purificacion de las proteasas recombinantes CP1 y
CP2

Los plésmidos pEProt1 y pEProt2 se transformaron en £ co/i BL21(DE3) para llevar a
cabo la expresién de estos genes segin se explica en el apartado 111.15.3.

Se procedié a la expresién de ambas proteinas en £. cofi, si bien no se ha obtenido un
resultado positivo en el caso de la proteina recombinante CP2, por lo que a partir de ahora
todos los resultados se refieren Unicamente a la proteina CP1.

En primer lugar, se procedié a analizar las distintas fracciones del cultivo, para ver
dénde se encontraba la proteina expresada. Las fracciones que se analizaron fueron:
fraccion celular total, fraccion del medio extracelular, fraccion periplédsmica, fracciéon
citoplasmdtica soluble y fraccién citoplasmatica insoluble o cuerpos de inclusién.

Las muestras analizadas mediante electroforesis en gel SDS-PAGE mostraron que se
obtenia expresiéon de la proteina en la fraccién celular total (que incluye todas las
fracciones) y en la fraccién citoplasmdtica insoluble, por lo que se deduce que la proteina
recombinante CP1 forma cuerpos de inclusiéon (Figura 90).
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CP1E
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Figura 88. Estrategia seguida para la clonacion del gen cp? en el vector de expresion pET22b(+),
incluyendo una fusién de seis unidades de histidina en su extremo C-terminal. De esta manera se

obtuvo el plasmido pEProt1 de un tamafio de 7,7 kb
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CP2H
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Figura 89. Estrategia seguida para la clonacion del gen cp2 en el vector de expresion pET22b(+),
incluyendo una fusion de seis unidades de histidina en su extremo C-terminal. De esta manera se

obtuvo el plasmido pEProt2 de un tamafio de 7,3 kb
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Figura 90. Analisis en gel SDS-PAGE de las fracciones inducidas con 0,5 mM de IPTG de la proteina
recombinante CP1 mediante electroforesis tras la tincion con azul de Coomassie. 1. Marcador de
pesos moleculares; 2. Fraccion celular total sin inducir; 3. Fraccion celular total; 4. Fraccion de medio
extracelular; 5. Fraccion periplasmica; 6. Fraccion citoplasmatica soluble; 7. Fraccion citoplasmatica
insoluble

IV.10.2.1. Solubilizacion de los cuerpos de inclusion

Una vez comprobado que la sobreexpresién de la proteina CP1 recombinante se
producia en la fraccién citoplasmdtica insoluble, se procedié al tratamiento de los cuerpos
de inclusién y posterior plegamiento de la proteina para su renaturalizacién. En un primer
término se traté de solubilizar la proteina en el interior de la célula durante el proceso de
crecimiento e induccién; para ello, el microorganismo se cultivé a 37°C y una vez aiadido
el inductor IPTG se mantuvo a 25°C, ya que de esta forma es posible, en determinados
casos, dirigir la expresién proteica a la fraccién soluble. En este caso no fue asi, ya que la
proteina se continuaba encontrando en la fraccién insoluble.

La solubilizacién de los cuerpos de inclusién se llevéd a cabo utilizando urea 8 M como
agente solubilizante. Como se observa en la Figura 91 la expresién de la proteina es mayor
a las concentraciones de IPTG 0,5y 1 mM, por lo que a partir de este momento decidimos
utilizar 0,5 mM de IPTG para inducir los cultivos.

Una vez solubilizados los cuerpos de inclusién, medimos la actividad de la proteina
expresada, siguiendo el Método de Kunitz y no detectamos actividad. Procedimos, por
tanto, a renaturalizar la proteina y recuperar su actividad. Para ello, realizamos numerosos
ensayos variando en cada uno de ellos el tampén donde adicionamos la proteina, con el fin
de determinar las condiciones 6ptimas de plegamiento de la misma. La proteina CP1
solubilizada en el tampén de urea fue adicionada, a concentraciones crecientes de 10, 20 y
40 pg/ml, en diferentes tampones de renaturalizacién TrisHCl 20 mM en los que variamos
la concentracién de NaCl (1-3 M), DTT (0-50 mM) y MgCl, (0-20 mM) con el fin de

encontrar las condiciones éptimas que favorecieran el plegamiento de la proteina. Ademdés
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se ensayaron diferentes temperaturas 4°C, 25°C y 37°C ya que se ha descrito que la
temperatura es un factor importante en el proceso de plegamiento de proteinas.

Seguidamente se procedié a su concentracién con ayuda de un filtro Pellicon XL Biomax
30 (Millipore) asociado a una bomba de vacio. Se realizé el ensayo de actividad al filirado
que se obtenia después del tratamiento en las distintas condiciones mencionadas, no
defectdndose actividad en ninguna de las condiciones ensayadas.

Tampon de lisis Tampon de solubilizacion

90 kDa —p.
80 kDa

50 kDa —p-

Figura 91. Expresion de la proteasa CP1 recombinante mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
tefiidos con azul de Coomassie. Las muestras de la izquierda estan resuspendidas en tampodn de lisis
(la proteina no es soluble en este tampén) y las muestras de la derecha estan resuspendidas en

IV.10.2.2. Purificacion mediante columnas de afinidad de la proteasa CP1
recombinante

La presencia de la cola de histidinas en el extremo C-terminal de la proteina nos permitié
purificarla por cromatografia de afinidad, utilizando una resina de niquel (HiTrap Chelating
HP, Amersham), metal afin a las histidinas de la proteina. Para ello se partio de extractos de
E. coli BL21(DE3) que contenian la proteina CP1 sobreexpresada. Dichos extractos se
trataron, tal y como se describe en el apartado de Material y Métodos, para solubilizar los
cuerpos de inclusién y este solubilizado se mantuvo en contacto con la resina. Tras eluir la
columna con 100 mM de imidazol, obtuvimos la proteina CP1 purificada (Figura 92).
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80 kDa
50 kDa —

Figura 92. Gel de SDS-PAGE correspondiente a la purificaciéon de la haloproteasa CP1 recombinante
mediante cromatografia de afinidad. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Proteinas totales de E. coli
BL21(D3) silvestre; 3. Muestra inducida y solubilizada antes de ponerla en contacto con la columna; 4.
Fraccién no unida a la columna; 5. Elucién con 100 mM de Imidazol: 6. Elucién con 200 mM de
Imidazol; 7. Elucion con 300 mM de Imidazol

Este método nos permite obtener cantidades suficientes de la haloproteasa CP1 para
poder realizar posteriores estudios entre los que destacamos la inmunizacién de conejos
para la obtencién de anticuerpos especificos de la misma y poder realizar un estudio
detallado de su secrecion.

IV.11. ESTUDIOS DE SECRECION

Las proteasas CP1 y CP2 mostraron homologia con metaloproteasas aisladas de
distintas especies del género Vibrio, como V. vuinificus, V. fluvialis o V. cholerae, ademés de
con proteasas aisladas de especies de los géneros Aeromonas 'y Pseudoalteromonas. En
estos géneros bacterianos la mayoria de los sistemas de secrecion de proteinas se han
descrito como pertenecientes al Sistema General de Secrecién (GSP) de tipo Il. La alta
similitud que presentan dichas proteasas CP1 y CP2 con las enzimas de los géneros antes
mencionados nos indujo a pensar que el sistema de secrecién mds probable que utilizase
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 fuese dicho sistema GSP de tipo Il, que por otra parte,
es el mds extendido y utilizado por bacterias Gram-negativas. El aparato de secrecion de
tipo Il estd compuesto por 12-16 genes diferentes (dependiendo de las especies) que
forman un complejo multiproteico localizado en el espacio peripldsmico y es esencial para
la translocaciéon a través de la membrana externa. La mayoria de estos genes estdn muy
conservados entre las distintas especies y se transcriben en un sélo operén, aunque existen
algunas excepciones (Sandkvist 2001a; 2001b; Thanassi, 2002). Asi, en el caso de
Pseudomonas aeruginosa 'y Pseudomonas alcaligenes los genes que codifican las proteinas
C y D estén localizados en un operén diferente (de Groot y col., 2001). La supresion de
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algunos de estos genes produce como resultado una inhibicion de la secrecién
acumuldndose la proteina en el interior de la célula (Filloux, 2004).

Debido a que algunos genes que forman parte de la maquinaria de secrecién de tipo |
como los genes que codifican las proteinas C, D y E (este sistema estd ampliamente descrito
en el apartado 1.4.2.1 de Introduccién) se encuentran muy conservados entre las distintas
especies bacterianas, nos propusimos amplificar dichos genes utilizando la técnica de PCR.

IV.11.1. Deteccion y amplificacion mediante PCR del gen que codifica la
proteina D en P. ruthenica CP76

Una de las proteinas més importantes y que se encuentran muy conservadas en este tipo
de secrecién es la proteina D. Esta proteina pertenece a una gran familia de proteinas

homologas llamadas secretinas y es la encargada de formar el poro en la membrana
externa (Bitter y col., 1998; Bitter, 2003).

Con el fin de seleccionar unas regiones conservadas en las proteinas D que nos
permitieran el disefio de cebadores para amplificar por PCR esa regién nucleotidica, se
procedié a realizar un alineamiento de las secuencias de aminodcidos de diversas proteinas
D de microorganismos Gram-negativos disponibles en las bases de datos (Tabla 49). Para
ello, se utilizé el programa MegAling (DNAstar) (Figura 93). De esta manera, a partir de las
regiones mds conservadas se disefiaron los cebadores WmpDL y WmpDR.

Tabla 49. Seleccion de proteinas D de diversos microorganismos Gram-negativos

Longitud N° de acceso

Especie bacteriana Proteina (aa) secuencia Referencia
Pseudoalteromonas tunicata WmpD 689 AAL76242 Egan y col. (2002)
Vibrio cholerae EpsD 674 P45779 Heidelberg y col. (2000)
Aeromonas salmonicida ExeD 678 CAA56668 Karlyshev y Maclntyre (1995)
Aeromonas hydrophila ExeD 678 P31780 Jiang y Howard (1992)
Escherichia coli GspD 616 AAL60184 Tauschek y col. (2002)
Klebsiella pneumophila PulD 660 AAA25126 D’Enfert y col. (1989)
Erwinia chrysanthemi OutD 712 B47021 Linderberg y Collmer (1992)
Peptobacterium carotovorum OutD 650 P31701 Reeves y col. (1993)
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DITKLSYASAAREVVRLVTNLNEKDGSKQ-SALPGLLAPKVVADERTNSYVVYV Consenso
T T T T T
210 220 230 240 250
1 1 1 1 1
192 EVVE N N M I E A TTDRA - NT - EF K F I L I Vibrio cholerae EpsD
193 DI T KLRYASAGEMVRLVTNLNEKDGNTOGGNTSLLLATPEKVIVADERTNJISVVV Aeromonas salmonicida ExeD
193 DIITKLKYASAGEMVRLVTNLNEKDGNSQGGNTSLLLAPEKVIVADERTNJSVVV Aeromonas hydrophila ExeD
141 EVIPLDNASASEIARVLESLTEKNSG-E-NQ-PATLEKSOQIJVADERTN|SV IV Escherichia coli GspD
195 VT VPLSWASAADVVEKLVTELNEKDTSK--SALPGSMVANVJVADERTNJAV LV Klebsiella pneumophila PulD
186 TTIPLSYASSTEVVKMVNELNEKMDEZXK--SALPGMLTANVIVADERTNISARAG Peptobacterium carotovorum OutD
200)DI VKLRYATSADVVSVVDNIYKPASGK-SDIPAFLIPKVIVUADERTNISV IV Pseudoalteromonas tunicata WmpD
WmpDL
SGEPKARARIIQMIKQLDRELASQGNTEKVFYLKYAKAEDLVEVLEKGVS S S Consenso
T T T T T
2|60 I70 2§|30 2|90 3:]0
240 SGDPRKVIRERLKRLIKOLDVEMAAKGNNRVVYLEKYAKAEDLVEUVLEKGVSEN Vibrio cholerae EpsD
243 SGEPKARARIIOQOMVROLDRDLQSOGNTRVEYLEXKYGKAKDMVEVLEKGVS TS Aeromonas salmonicida ExeD
23 SGEPKARARIIOQOMVROQLDRDLOQSOQGNTRVEYLEKYGKAEKDMVEVWVLEKSGVSS S Aeromonas hydrophila ExeD
188 SGDPATRDKMRRLIIRRLDSEMERSGNSOQVEFYLEKYSKAEDILVDVLEKQOQVWVSGT Escherichia coli GspD
243SGEPNSRQRIIAMIKOLDROQQATOGNTZ XV IYLEKYAKASDLVEVLTGISST Klebsiella pneumophila PulD
234 FGEPNSRQRVIDMVEKOQOLDROQQAVOGNTZXKVIYLKYAKAADLVYVEVLTG®GVGDS Peptobacterium carotovorum OutD
299 SGEAQARERAITLIKRLDDELETOGNTZXKVEYINYAKAEDLVEKWVLOQGVSKT Pseudoalteromonas tunicata WmpD
IQADKKGGGTTTALGGNA-- - - - - ISIAAHETTNALVVTAQPDIMASTLEQ Consenso
T T T T T
3}0 320 3?0 3?0 3?0
290 LOAEKGTGQPTTSKRNEV - - - - - - M-IAAHADTNSLVLTAPQDTIMNAMTLE Vibrio cholerae EpsD
293 TEADKKGGGT-TAGGGNA I GGKLAISADETTNALYVITAQOPDVMAETLEQ Aeromonas salmonicida ExeD
293 T EADKKGGGTATTAGGGA I GGKLAISADETTNAZLYVITAQEPDVMAELE Q Aeromonas hydrophila ExeD
233 LTAAKEEAEGTVGSGRETI- - - - - - VSIAASKHSNALIVTAPOQDIMOQSL QS Escherichia coli GspD
293 MQ SEKQAAKPVAALDEKN------ - IIIXKAHGQTNALIVTAAPDYMNDLER Klebsiella pneumophila PulD
28  IQTDQQOQNA--LPALRKD-=------- ISIKAHEOQTNSLIVNAAPDIMRDTLEQ Peptobacterium carotovorum OutD
299 TAEEQKQGAKTSSRGRND=-- - - - - ISIEAHPNSNSLVITAQEPDIMRSLEG Pseudoalteromonas tunicata WmpD
VIAQLDIRRAQVLVEAIIVEVADGDGLNLGVQWANKNAGGT-QFTN-TGL Consenso
T T T T T
3|60 370 3?0 3|90 4?0
333 VIGOQLDIRRAQVLIEALIVEMAEGDGIINLGVOWGSLES|GSVIOYGN-TGA Vibrio cholerae EpsD
342 WVAKLDIRRAQVLVEAIIVEIADGDGLNLGVOWANTNGGGT-0QFTD-TNTL Aeromonas salmonicida ExeD
343 VVAKLDIRRAQVLVEAIIVEIADGDGLNLGVQWANTNGGGT-QFTN-AGP Aeromonas hydrophila ExeD
282 WIEQLDIRRAQVHVEALIVEVAEGSNINFIGVOWASKDEAG-LMOTFANG]TOQI Escherichia coli GspD
336 WVIAQLDIRRPOVLVEAIIAEVQDADGLNLGIOWANKNAGMT-QOFTN - S|GL Klebsiella pneumophila PulD
325 VIAQLDIRRPOQVLVEAIIAEVQDADGMNLGVOWANZXKNAGVT-0QFTN-TGL Peptobacterium carotovorum QutD
343 WIAKLDVRRAQVLVEAIIVEVFEGDGVINLGFOWINEKOQ-6G6MLOQENNG]TTV Pseudoalteromonas tunicata WmpD
PIGSVGAAAEQAKDDGT-T- - - == - === === - - - - - - - - - TGLASLLSGF Consenso
T T T T T
4ZII.0 4|20 4|3O 4|40 4|50
382 s[I GNVMIGLEEAKDTTQ KAVYDTNNNFLRNETTTTEKGDYTKLASALSS I Vibrio cholerae EpsD
390 PIGSVAIAAKDYNENGT -T - -----=----=-- - - — T GLADILAEKI|GF Aeromonas salmonicida ExeD
391 GIGSVAIAAKDYEKDNGT -T----=-=-=-== === - - - - - -TGLAKTLAEN F Aeromonas hydrophila ExeD
331 PIGTLEAAISOQAKPQKGSTVISENGATTINPDT---NGDLSTULAQLLSGF Escherichia coli GspD
384 P I STAIAGANOYNEKDGTVS -=-=-========== = = - - = - -SSLASALS S FE Klebsiella pneumophila PulD
3713 PITTMMAGADOQFRRDGTLG - - - === === = = = - - - - - - — --TAATTALG G F Peptobacterium carotovorum OutD
392 PVGSLGVAGELARDEKTIKKTVLGTNEGSANQYEETXKEGDLTALASLLGG GV Pseudoalteromonas tunicata WmpD
NGIAAGFYQGNWAALVTALSTDTEKSDILSTPSIVTMDNEKEASFNVGQEVP Consenso
T T T T T
4|60 70 4%|30 4?0 5?0
432 QG AAVSIAMGDWTALINAVSNDSSSNILSSPSITVMDNGEASTETIVGEISEVP Vibrio cholerae EpsD
418 NGMAAGF YHGNWAALVTALSTSTKSDILSTPSIVTMDNEKEARASTENUVGOQEVP Aecromonas salmonicida ExeD
419 NG MAAGFYQOGNWAMLVTALSTNTEKSDILSTPSIVTMDNEKEASTFNVGOQEVP Aeromonas hydrophila ExeD
378 S TAVGEGVVKGDWMALVOQOQAVKNDSSSNVLSTPSITTLDNOQEATFEFMVGODVP Escherichia coli GspD
413  NGIAAGFYOQOGNWAMLLTALSSSTKNDILATPSIVTLDNMEARATENVGOQEVP Klebsiella pneumophila PulD
402 NGIAAGFYOQGNWGMILMTALS SNSKNDILATPSIVTLDNMEATENVGOQEVP Peptobacterium carotovorum OutD
442 NGLALGFARGDWGAILQAVSTDTNSNILATPSVTTMDNEEASMIVGOEVP Pseudoalteromonas tunicata WmpD
VLTGSQTGTSGDNPFNTVERKTVGIKLKVTPQINEGDSVLLTIEGQEVS SV Consenso
T T T T T
5}0 5%0 5?0 5?1(] 5.?0
482 VI TGS TAGSNNDNPFQTVDRKEVGEGIKLKVVPOQOQINEGNSVOQLN| N V Vibrio cholerae EpsD
468 WM Q S|I6 S Qs ST TSDODQVENTIERKTVGETKLTWVTPOINESGDSVIL L N S V Aeromonas salmonicida ExeD
469 N QT G TONSTSGEDTTESTIERKTVGETKLVVTPOINEGDSVILILT S V Aeromonas hydrophila ExeD
428 WL TGS TVESNNSNPFNTVERKKVGEIMLEKVTPOTINEGNANWOQMYV K V Escherichia coli GspD
463 VLTGSQT-TSGDNIFNTVERKTVGIKLKVEKPQINEGDSVLLE S V Klebsiella pneumophila PulD
452 W L'A/G § O T TSGDNVFQTVERKTVGIKLEKVEKPQINEGDSVLLE S UV Peptobacterium carotovorum OutD
492 IITGESQOTGENNNTNPEQTVEROQOQEWVGEGIKLKVTPOTINDEGSAWVOQLT S V Pseudoalteromonas tunicata WmpD

Figura 93. Alineamiento multiple de
depositadas en las bases de datos.

WmpDR

secuencias de proteinas D de diversas bacterias Gram-negativas
Los aminoacidos idénticos aparecen sombreados en verde. Las

flechas indican las regiones conservadas utilizadas para el disefio de los correspondientes cebadores
WmpDL (en azul) y WmpDR (en rojo). La referencia de las proteinas utilizadas en el alineamiento se
encuentra en la Tabla 49
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Utilizando los cebadores WmpDL y WmpDR se amplific6 mediante PCR un fragmento de
912 pb, que se clond en el vector pCR 2.1-TOPO vy al plédsmido resultante se le denominé
pPD1. Para confirmar que el fragmento amplificado era el correcto, éste se secuencié y se
realizé una comparacién (BLAST) con las secuencias de proteinas depositadas en las bases
de datos. La secuencia proteica correspondiente a estas 912 pb presenté una alta similitud
con diversas proteinas D depositadas en las bases de datos. La mayor similitud (76%) la
presentd con la proteina WmpD de Psevdoalteromonas tunicata (Egan y col., 2002).

Este mismo procedimiento se realizdé con las proteinas C y E, no obteniéndose resultados
positivos en estos casos.

IV.11.2. PCR inversa para la obtenciéon del gen completo que codifica la
proteina D

Para obtener el gen completo que codifica la proteina D se utilizé la técnica de PCR
inversa, que nos ha permitido amplificar zonas adyacentes a la ya conocida (912 pb). Para
ello, se amplificaron dos regiones distintas por PCR del fragmento de 912 pb, con el fin de
utilizarlas como sondas y se marcaron con digoxigenina tal y como se describe en el
apartado l11.13 de Material y Métodos. Para amplificar las sondas se disefiaron cebadores
de las zonas terminales de la secuencia conocida. Se disefiaron dos parejas de cebadores,
PDT1 y PDT2, que amplificaban un fragmento de 308 pb, constituyendo la sonda “corriente
arriba”, denominada PDT y la pareja de cebadores PDD1 y PDD2, que amplificaron un
fragmento de 249 pb, constituyendo la sonda “corriente abajo”, denominada PDD.

El ADN total de P. ruthenica CP76 se digirié con diferentes enzimas de restriccién que se
conocia que no cortaban a las respectivas sondas PDT y PDD. Después de realizar las
correspondientes transferencias por Southern blot, el ADN total de la cepa digerido con
cada una de las enzimas seleccionadas, Acsl, Avall, BamH|, Clal, Dral, EcoRl, Haelll,
Hindlll, Hinfll, PsA, Sad, Sal, Xbal y Xhol para la zona corriente arriba de la sonda PDT y
Avall, Avil, BarmH|, Bgll, Dral, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Hpadl, PsA, Sad, Sal, Xba y Xhol para
la zona corriente abajo de la sonda PDD, se hibridé con sus sondas respectivas para elegir
un fragmento de restricciéon de tamafo apropiado, para ser posteriormente amplificado por
PCR inversa. Tras el revelado de las membranas que se muestran en las Figuras 95y 96 se
eligieron los fragmentos Acsl y Hind, de aproximadamente 1,7 kb, correspondientes a la
sonda PDT (corriente arriba) y el fragmento FcoRV, de aproximadamente 2,2 kb,
correspondiente a la sonda PDD (corriente abajo).
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Fragmento
(912 pb)

1398- AATACCAAAGTATTTTACCTTAATTACGCTAAATC

AGGTGAGCTCGTIAACCTATTACRCCGEGTTAGTA  1888- TCGCTAGTTTACTAGGTGGAATCAATGGCTTAGCT

AGTCTTTAAAAGAAGAGCAGCAAGGCAATGGTAAT ATGGGTATCGTTAAGAATGACTGGGGCGCGATAGT
GCTGCGCGCACCACACGTCGCGGCAGTGATGACAT —>

CTACTGTA CCAAGCCGTTTCTAATGACACGAATTCGAATATTT
< CTGTGCTTAAGCTTATAAA
CAGCATTGAAGCGCACGAAGCGTCAAACTCATTGG PDinva
TCGTAACTT TGCTT
TCGTARCTTCGCGTECTTCGE TGGCGACCCCTTCGATTACTACGATGGATAATGAA
PDinv1 ACCGCTGGGG

TGATTACCGCCCAACCCGACATGATGCGCTCACTT
GAAAAAGTGATTGAACGACTAGATATTCGCCGTGC
GCAAGTCTTGGTAGAAGCCATTATTGTTGAGGTTT

GAAGCGTCGATGATTGTCGGCCAAGAAGTACCCAT
TATTACCGGCTCGTCGACCGGCAGTAACAATGAAA

CTGAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGCAATGG PDinva
PDinv2 ACCCATTCCAGACTGTTGATCGTCAGGAAGTGGGT
ATCTCCGAGCAAGGAGGCATGTTGCAGTTTAACAA —
CTCCGTACAACGTCAAATTG

PDT2 GTGAAGCTTAAAGTAACACCGCAAATAAACGATGG
CTTCG&EJTTCATTGTGGCG
CGGCACCACCGTGCCCGTTGGCTCACTGGCAGTGG

PDD2
CAGCAGAGCARGCCCGTGATAAAA - 1807 CTCGGCAGTGCAGCTAACCATTGAGCAAGAA - 2055

Los fragmentos correspondientes a la sonda PDT se amplificaron con los cebadores
PDinvl y PDinv2 y el fragmento correspondiente a la sonda PDD se amplificé con los
cebadores PDinv3 y PDin4. Los fragmentos asi obtenidos se muestran en la Figuras 95y 96.
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PDinv2 iCORI/A(‘Sl
a

Enzimas de restriccion

PDinv1 Hinfl Haell

l Southern blot (seleccion de los fragmentos)

e e — -

5090 pb
4072 pb _

3054 pb

2036 pb —
1636 pb —

1018 pb —
506 pb —

Religado
2 l g

Fragmento
Ascl (1,7 kb)

i PDinv2
PDinvz Ac|s| > H'T'
T - T -+
PDinv1 PDinv1
1.770 pb 1.782 pb

Figura 95. Técnica de PCR inversa utilizada para la amplificacion de la zona de secuencia
desconocida corriente arriba del fragmento incluido en el clon pPD1. 1. Digestiones del ADN gendémico de
P. ruthenica CP76 con diferentes enzimas de restriccion y revelado de la membrana tras la hibridacion
con la sonda PDT. A, Marcador de pesos moleculares; B, Fragmento de 308 pb de la sonda PDT. Las
digestiones se realizaron con: C, Ascl; D, Aval; E, BamH]I; F, Clal; G, Dral; H, EcoRI; |, Haelll; J, Hindlll;
K, Hinfl; L, Pstl; M, Sacl; N, Sall; N, Xbal y O, Xhol. 2. Amplificacién mediante PCR inversa utilizando los
cebadores PDinv1 y PDinv2. A, Fragmento Acsl. 1, Marcador de pesos moleculares; 2. Amplificacion del
fragmento de 1,7 kb; B, Fragmento Hinfl. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Amplificacion del
fragmento de 1,7 kb
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Enzimas de restriccion
Dral Hpal Avall PD""V4

r ................................. - Sos
PDD

i i _;__

<+
PDinv3

< 912 pb >

Avil

lSouthern blot (seleccion de los fragmentos)

1
ABCDEFEHTIKEMNNG ABCDEFGHI JKLMNRNO
5090 pb  —
3054 pb -
2036 pb -
1636 pb -
1018 pb -
506 pb -
2
1 2
PCR
EcoRV
PDinv4
> Ecc?RV
PDinv3
< 2.242 pb >

Figura 96.Técnica de PCR inversa utilizada para amplificar zonas de secuencia desconocida corriente
abajo del fragmento incluido en el clon pPD1. 1. Digestiones del ADN gendémico de P. ruthenica CP76 con
diferentes enzimas de restriccion y revelado de la membrana tras la hibridacion con la sonda PDD. A,
Marcador 1 kb DNA ladder; B, Fragmento de 249 pb de la sonda PDD. Las digestiones se realizaron con:
C, Avall; D, Avil; E, BamHI; F, Bgll; G, Dral; H, EcoRl; |, EcoRV; J, Hindlll; K, Hpal; L, Pstl; M, Sacl; N,
Sall; N, Xbal y O, Xholl. 2. Amplificacion mediante PCR inversa del fragmento EcoRV utilizando los
cebadores PDinv3 y PDinv4. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Amplificacion del fragmento de 2,2 kb
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Para secuenciar los fragmentos Acsl (1,7 kb), Hinfl (1,7 kb) y £EcoRV (2,2 kb), se clonaron
en el vector pBC KS(+) cortado con F£coRV (genera extremos romos), obteniéndose los
pldsmidos pPD2 (5,1 kb), pPD3 (5,1 kb) y pPD4 (5,6 kb), respectivamente (Figura 97).
Posteriormente, se procedié a su secuenciaciéon utilizando para ello tanto los cebadores
universales T3 y T7 como cebadores disefados a partir de la secuencia obtenida (Figura

98).

Acsl Hinfi EcoRV
0 | I 0 Bl i | I
> -—a—>
956 pb 814 pb 1.550 pb 232 pb 1.295 pb 947 pb

1o ond

Figura 97. Esquema de los plasmidos pPD2, pPD3 y pPD4, portadores de los fragmentos de ADN

genomico de 1,7 kb (pPD2), 1,7 kb (pPD3) y 2,2 kb (pPD4). La zona de secuencia desconocida de pPD2
se muestra en morado, la de pPD3 en rosa y la de pPD4 en verde

Hinfi

Acsl EcoRV Hinfl Acsl EcoRV
wmpC wmp
2.979 pb
Hinfl Acsl EcoRV Hinf Acsl EcoRV
| | |
Sonda Sonda
PDT PDD
< E—
T3 T7
<« o —>
PD3.1 PD2.1 4_1_3 T7

Figura 98. Estrategia de secuenciacién de los fragmentos adyacentes a la sondas PDT y PDD,

contenidos en las plasmidos pPD2, pPD3 y pPD4. En la parte superior del esquema se representa la
correspondencia de estas regiones con los genes wmpC, wmpD y wmpE
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IV.11.3. Analisis molecular de la region secuenciada

La secuencia completa comprende una regién de 2.979 pb con un contenido en G+C
de 48 moles% (Figura 99). El andlisis de la secuencia mediante el programa EditSeq
(DNAstar) mostré la presencia de 3 posibles regiones codificantes orientadas en el mismo
sentido, dos de las cuales estdn incompletas. EIl ORF2, denominado wmpD estd completo,
consta de 2.067 pb y se extiende entre las posiciones 586 a 2652 del fragmento analizado.
La secuencia de aminodcidos deducida de este ORF, denominada WmpD, se comparé con
los bases de datos de proteinas mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1997),
presentando homologia con proteinas D implicadas en el sistema de secrecion de tipo Il de
diversos microorganismos. Las caracteristicas de la proteina WmpD se muestran en la Tabla
50. EI ORF1, denominado wmpC, y el ORF3, denominado wmpF, aunque estdn
incompletos, muestran homologia con proteinas C y proteinas E respectivamente,
implicadas también en el sistema de secreciéon de tipo Il. La mayor similitud la presentan
frente a la proteina WmpC de Psevdoalteomonas tunicata (62%) y la proteina WmpE de
Idiomarina loihiensis (49%).

Tabla 50. Caracteristicas bioquimicas de la proteina WmpD

N° aminoacidos 688
Aminoacidos basicos (Ky R) (%) 10,4
Aminoacidos acidos (D y E) (%) 13,3
Aminoacidos hidrofébicos (A, I, L, F, W, V) (%) 35,7
Aminoacidos polares (N, C, Q, S, T, Y) (%) 25,3
Peso molecular (kDa) 74,85
Punto isoeléctrico 49
CargaapH7 -18,82
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GAATCCCAAGGGCGCCAAGAGCCTACGGTTTGAAGGTTTTTCAAAGGAACCGCGCGCTAA
R I P R A P R A Y G L K V F Q R N R A L
ACGGGCAAAAGTACTTCCTGACGGAGTTATTTGGAAGTCGGGGCGCGTTTGAAACACTGT
N G Q K Y F L T E L F G S R G A F E T L
TGCTTGACGGCTTGAGCTCCACTAAAACCGTATCTATGCCTGTGCCAGCAAGTCGGCCAC
r» L. b L S S T K T VvV s M p V P A S R P
AAGCTGATAATGCTCCCAAAGCGAGTGCCGGTAAGCCGAAAACCATCAATGCCACAGCCA
Q A D N A P KA S A G K P K T I N A T A
GTGCCGAGGCCAAGCAAGCTCTACAGCAAACACGCAAACAAATTCTTGCCGACCCAGGAA
S A E A K 0 A L ©Q Q@ T R K o I L A D P G
AGTTATCGGAGTATCTACGTATCACTCCGGCACGTAACCAAGGTCGTCTACAAGGGTATA
K L S E ¥ L R I T P A R N Q G R L Q G Y
AATTAAGCCCTGGAAAAGATCCGGCCCTATTTAAACAAATGGGCCTTGAAAATAATGACA
K L. S P G K D P A L F K Q M G L E N N D
TCGCCATTGCTATAAATGGTTATCAGCTAACCGATATGAAACAAGCCATGGCAGCATTGC
I A I A I N G Y Q L T D M K Q A M A A L
AAGAGCTGCGCAATAGCACCGACGCATCTATTACCGTGAACCGCAACGGGCAACTGTTCG
Q E L R N S T D A S I T V N R N G Q L F
ATGTGCAATTTAGCCTGCAATAATcacacgtttggagtaagaacaATGGGCGCGAAATTT
D Vv Q F S L Q . M G A K F
CGCACAAAAATAATAAAAGGGCTTGCCAAGTATGGCGCGCTACTTTTCGCCGCTGGGGTA
R T K I I K G L A K Y G A L L F A A G V
AGTTTAAATCTATACGCAGTCGAATATGCGGCAAACTTTAAGGGCACAGATATCAACGAG
s L N L Y AV E Y A A N F K G T D I N E
TTTATCAATATCGTTGGTAAAAACCTTAACAAGACGGTGATCATTGACCCCAATGTACGT
F I N I V G K N L N K T V I I D P N V R
GGCAAAATTAATGTGCGTAGCTACGAGCTCATGGATGAACAGCTGTACTATCAATTCTTC
G K I NV R S Y E L M D E Q L Y Y Q F F
CTCAACGTTCTCGAAGTACACGGCTATGCTGCTGTCGAAATGCCAAGTGGTATCATTAAA
L NV L E V H G Y A AV E M P S G I I K
GTAGAGAAAAGCTCAGACGCGAAAAAGTCTAATGTGCCAGTCATCGGTGAAGATGACGGC
vV E K $S s D A K K S NV P V I G E D D G
ATGGGCGGTGATATGCTGGTAACTCGGGTTGTGCGAGTGAAAAATGTAACCGTCCAAGAG
M 66 G DML V T R V V R V K NV T V Q E
TTGGGTCCACTGATCCGTCAGTTTAGTGACCAAAAAGATGGCGGCCATGTTACCAACTTT
L G P L I R Q F s D O K D G G H V T N F
AACCCCTCTAACGTCATGATGCTGACCGGTCATGCCGAGTCGGTAAACCGCCTAGTGGAA
N P S NV M ML T G HAE S V N R L V E
ATTATTCGCTTGGTTGACCAAGCCGGTGATAAACGTGTTGATATTGTGCGTCTGAAACAC
I I R L v D Q A G D K R V D I V R L K H
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GCCACGGCCTCTGATGTGGTGTCTGTTGTTGATAATATTTTTAAAGACAATGGCAAAGGC
A T A S DV V s v Vv DN I F K DN G K G

AGCGTCCCCGACTTTTTGATCCCTCGGGTCGTTGCAGATGAGCGTACCAACAGTGTGATT
s v p D F L I P RV V A DEURTN S V I

GTCAGTGGTGAAGGGCAGGCTCGCACGCGCGCCATTGAATTAGTCAAGCGCTTAGATAAC
v S 6 E G g A R T RA I E L V K R L DN

GAGCTAGAGACAACCGGGAATACCAAAGTATTTTACCTTAATTACGCTAAATCAGATGAG
E L E T T G N T K V F Y L N Y A K S D E

CTGGTTAAGGTATTACAGGGGGTTAGTAAGTCTTTAAAAGAAGAGCAGCAAGGCAATGGT
L v K v.. 0 G VvV s K s L K E E O O G N G

AATGCTGCGCGCACCACACGTCGCGGCAGTGATGACATCAGCATTGAAGCGCACGAAGCG
N A A R T TR R G S D D I S I E A H E A

TCAAACTCATTGGTGATTACCGCCCAACCCGACATGATGCGCTCACTTGAAAAAGTGATT
s N s L v I T A Q P DM MR S L E K V I

GAACGACTAGATATTCGCCGTGCGCAAGTCTTGGTAGAAGCCATTATTGTTGAGGTTTCT
E R L DI R R A Q V L VEA I I V E V S

GAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGCAATGGATCTCCGAGCAAGGAGGCATGTTGCAG
E 6 D GGV N F GGL QW I S E Q G G M L Q

TTTAACAACGGCACCACCGTGCCCGTTGGCTCACTGGCAGTGGCAGCAGAGCAAGCCCGT
F N N G T T V P V G S L A V A A E Q A R

GATAAAACCATTACTGACAATGTTGTTGGCTCAGAAAGTGGTGTGGTAACACCGATTAGC
p x T I T DNV V G S E S G VvV v T P I S

CGTACCGAAGAAGGCGACCTTGGTCCTCTCGCTAGTTTACTAGGTGGAATCAATGGCTTA
R T E E G DL GG P L A S L L G G I N G L

GCTATGGGTATCGTTAAGAATGACTGGGGCGCGATAGTCCAAGCCGTTTCTAATGACACG
A M G I V K N D W GG A I V Q A V S N D T

AATTCGAATATTTTGGCGACCCCTTCGATTACTACGATGGATAATGAAGAAGCGTCGATG
N S NI L A TP S I T T M D N E E A S M

ATTGTCGGCCAAGAAGTACCCATTATTACCGGCTCGTCGACCGGCAGTAACAATGAAAAC
I v 6  E Vv P I I T GG S S T G S N N E N

CCATTCCAGACTGTTGATCGTCAGGAAGTGGGTGTGAAGCTTAAAGTAACACCGCAAATA
p F 0 T v Db R Q E V 6 v K L K v T P Q I

AACGATGGCTCGGCAGTGCAGCTAACCATTGAACAAGAAGTATCGAATGTCGCGGGTTCA
N D G S A V ¢Q L T I E Q@ E Vv S N V A G S

ACGGCGGTGGATATTTCCATTAACAAACGTGCCATTACCACCACAGTGCTAGCCGACGAT
T A v D I S I N K R A I T T T VvV L A D D

GGAGGTATGGTTGTGCTCGGCGGTCTTATCGATGAAGATGTCCAAGAAAGTGTCTCTAAA
G G M VvVv L G 6 L I DEDV Q E S V S5 K

GTACCGTTACTTGGTGATATTCCTGTGCTCGGCCACTTATTTAAATCCACCAGTACGTCA
v p L L. G DI P V L G H L F K S T S T S
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AAGCGTAAACGCAATCTTATCGTCTTTATTCGCCCCACAATTTTACGCGATATTGAGAGC 2460
K R K R N L I V F I R P T I L R D I E S
ATGAACCGTTTGAGCCACAGTAAATATAAATTTATCCGTGGTGAGCAGCTCAAACAAAGC 2520
M N R L S H S K ¥ K F I R G E o L K Q S
GATGACGGTATCGACTTGATGCCAACCGAGCAAGTGCCATTACTCCCTGAGTGGAATGAC 2580
b b 6 I p L. M P T E Q V P L L P E W N D
GCGCTTGTATTGCCACCTACCTATGAAGAGTATCTGAAAGAGCAAAATAAGGCTGAGCGA 2640
AL VvV L P P T Y E E Y L K E Q N K A E R
GACATGAACTGAgcaaatcgccgcccaaagcagegeccgaggtgeccgtecactgacgaage 2700
D M N
gCctgATGGAGGTATCTGAAACCGTTGCCACAGCGCCACTGCGACTGCCATTTGCCTTTGC 2760
M £E VvV S E T v A T A P L R L P F A F A
GCGCCGCTTTCAAGTGCTATTGGTAGAGCATGATGAGACGTTTACTGCTTTTACCATAGC 2820
R R F ¢ vL. L VvV E H D E T F T A F T I A
CATGATTAGAGCCTCAGGTTATGTTGGAAGTGCGTCGCTTCGCAGGCCGAGGGTTTTTAG 2880
M I R A S G Y V G S A S L R R P R V F S
CGTAGAACGGTTGCCGGAAAGACAAATTCAAACTCGTCCTTGGAGGGCGGCCTTTCAACG 2940
vV E R L P E R 9 I 0 T R P W R A A F O R
CGATAGTTCGGAAACCCAGCAGCTTAATTGGAAGATATC 2979
b S s E T ¢ 9 L N W K I S

Figura 99. Secuencia de 2.979 pb amplificada mediante PCR inversa, incluida en los plasmidos pPD1,
pPD2, pPD3 y pPD4. Cada uno de los ORFs encontrados se encuentra sefialado con colores diferentes:
ORF1 (wmpC) en naranja; ORF2 (wmpD) en verde y ORF3 (wmpE) en azul. Los codones de iniciacion y
terminacion se encuentran sefialados en negrita. Los posibles sitios de union al ribosoma o secuencias
Shine-Dalgarno (RBS) aparecen sombreados en morado. Asimismo, se muestra la secuencia de
aminoacidos de las proteinas codificadas. Las secuencias utilizadas para el disefio de los cebadores PDF
y PDR aparecen sefalados en negrita

Los porcentajes de similitud (BLAST) de WmpD con sus proteinas homélogas disponibles
en las bases de datos se recogen en la Tabla 51. Asimismo, se realizé un alineamiento
mltiple utilizando el programa MegAling (DNAstar) (Figura 100).

217



Resultados

Tabla 51. Similitud entre la proteina wmpD y las proteinas homologas de diferentes microorganismos

Especie bacteriana Proteina (aa)® idgnt.it.:lad ) solapamiento secu::csi:
(% similitud) (aa)

seudoalteromonas tunicata WmpD 689 75 (86) 681 AAL76242
PulD 708 59 (76) 696 YP156407
Shewanella oneidensis GspD 704 59 (76) 682 NP_715808
Vibrio parahaemolyticus ProtD 675 51 (72) 669 NP_796512
dum EpsD 670 51 (73) 665 YP131554
Vibrio vulnificus EpsD 672 50 (72) 668 NP933007
Vibrio ri ProtD 673 51 (71) 673 YP205857

Vibrio cholerae EpsD 674 50 (71) 668 P45779
Aeromon almonicida ExeD 678 47 (66) 687 CAA56668
Escherichia coli GspD 616 49 (71) 620 AAL10693
Klebsiella pneumoniae PulD 660 44 (62) 675 AAA25126
Erwinia carotovora OutD 650 45 (65) 532 YP051199

“Numero de aminoacidos de la proteina

®Porcentaje de residuos idénticos encontrados en la region de solapamiento

°En el cémputo global del nimero de aminoacidos comprendidos en la regién de solapamiento, se incluyen los
“huecos” que introduce el programa BLAST para optimizar el alineamiento

MKHWF————'IK GL——LL—T——AATLLCS‘GVAAEEY A‘FKGTDIOEF¥NIVGRNLNK?Consenso
60
1 Pseudoalteromonas tunicata WmpD
1 Idiomarina loihiensis PulD
1 Shewanella oneidensis GspD
1 Vibrio parahaemolyticus EpsD
1 Photobacterium profundum EpsD
1 Vibrio vulnificus EpsD
1 Aeromonas salmonicida ExeD
1 Escherichia coli GspD
1 KMz xkElzrxy-cavrrMacvsonoy lvill- NNy I - DN < BN rscudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD
IIVDPSVRGKINVRSYDLLI:IEEOYYOFFLI:IVLEVYGYAVVEMDNGVLKVI[KSKDAKTSA¥Consenso
59 Pseudoalteromonas tunicata WmpD
55 Idiomarina loihiensis PulD
55 Shewanella oneidensis GspD
51 Vibrio parahaemolyticus EpsD
50 Photobacterium profundum EpsD
51 Vibrio vulnificus EpsD
52 Aeromonas salmonicida ExeD
2 Escherichia coli GspD
58 Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

P V—DDDD—\'ILGDEMVTRV\'/AVRNVSVREI:APLLROLNDI:IAGGGNVVNYE‘)PSNVIMITGB Consenso

Y Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD
Escherichia coli GspD

H Ppseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

AAVVNRLVE?IRRVDOAGD(')EVDVVELRNZ}SAAEMVRIVPALNKTTNGKlT—PAFLI—PIl( Consenso
240

Pseudoalteromonas tunicata WmpD

8 Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD

S Q Escherichia coli GspD

R Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

R |
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VVADERTNSVIVSGDPKARARLIRLIROLDVELATSGNTRVFYLKYAKAEDLVDVLEKGYVS Consenso
300

RN < FARY - ~ FEW W < PN 0P pscudoalteromonas tunicata WmpD
B S GNTRVFEYLKYAK BV Idiomarina loihiensis PulD
TMal N < 1 = RA = EE S SRR - Shewanella oneidensis GspD
3 v
1
v

[EN N E I [ Vibrio parahaemolyticus EpsD

0 GNPIR V N N PN NSNS 51 obacterium profundum EpsD
DERTNS R L E v G NRIR V Y KAEDLVDYV v Vibrio vulnificus EpsD

DERTNSV 10 v v IS I\' ARoMvA Aeromonas salmonicida ExeD
DERTNSV S Escherichia coli GspD

L > Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

DSLOAFEKEEGQOGTAGGGORR- - - - — D-VSIAAHEGTNSLVITAQPDIMRSILESVIAQILDTI Consenso

V Pseudoalteromonas tunicata WmpD
Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD
Escherichia coli GspD
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

Consenso

RAQVLYV 3 Q K < Pseudoalteromonas tunicata WmpD
r2o vV 0 v Idiomarina loihiensis PulbD
RAQVLYV ) Shewanella oneidensis GspD
i T E Vibrio parahaemolyticus EpsD
R RAQV LpS C 2N S Photobacterium profundum EpsD
RAQV LM ] ) ] K Vibrio vulnificus EpsD
RAQVLV Aeromonas salmonicida ExeD
raovAv Escherichia coli GspD
R RAQV LV C & I pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

- - Consenso

Pseudoalteromonas tunicata WmpD
Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD
Escherichia coli GspD
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

Bl << <[

GAH.— PDT

EsElvreIsrE:zH

ILSTPSITTI"/IDNEE FI GOFE P I1TG ?AG NNDNPFQT ERKEVGII‘(LK TPOINE?’COHSSHSO
490 540

Pseudoalteromonas tunicata WmpD
Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD
Escherichia coli GspD
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

DAVOLTIEQEVSSVL----GATG-VDVRFAKRQOQLTTTVILADDGOMVVLGGLIDEDVOQESYV Consenso
T 7 T T T T
550

Pseudoalteromonas tunicata WmpD
Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD
Escherichia coli GspD
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

SKVPLLGDIPILGHLFKSTSTSKEKRNLMVFIRPTIIRDGMTADGISQRKYNYIRAEQLY Consenso

Pseudoalteromonas tunicata WmpD
Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD
Escherichia coli GspD
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD
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R R R R R ] Consenso

——————————— Pseudoalteromonas tunicata WmpD

GE Q Idiomarina loihiensis PulD

D E N Shewanella oneidensis GspD

————————————————————————— Vibrio parahaemolyticus EpsD

------------------------- Photobacterium profundum EpsD

- - - Vibrio vulnificus EpsD

G A Q Aeromonas salmonicida ExeD

————————————————————————— Escherichia coli GspD
————————————— Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

Consenso

Pseudoalteromonas tunicata WmpD
Idiomarina loihiensis PulD
Shewanella oneidensis GspD

Vibrio parahaemolyticus EpsD
Photobacterium profundum EpsD

Vibrio vulnificus EpsD

Aeromonas salmonicida ExeD

612 - - ac rREIR Escherichia coli GspD

688 - - - - - - N Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD

Figura 100. Alineamiento de proteinas D depositadas en las bases de datos que muestran mayor similitud
con WmpD. Los fragmentos idénticos aparecen sombreados en verde oscuro. Los residuos de las zonas
conservadas (A, B, C y D) en las proteinas D se encuentran sombrados en color verde claro. Las
proteinas de los diferentes microorganismos utilizadas en los alineamientos fueron: Pseudoalteromonas
tunicata WmpD (Egan vy col., 2002); Idiomarina loihiensis PulD (Hou y col., 2004); Shewanella oneidensis
MR-1 GspD (Daraselia y col., 2003); Vibrio parahaemolyticus ProtD (Makino y col., 2003); Photobacterium
profundum SS9 EpsD (Vezzi y col.,, 2005); Vibrio vulnificus EpsD (Chen y col., 2003); Aeromonas
salmonicida ExeD (Karlyshev y Maclntyre, 1995) y Escherichia coli GspD (Tauschek y col., 2002)

Segun el programa Signal P (Bendtsen y col., 2004), la proteina WmpD posee un
péptido senal cuyo sitio de corte mds probable por la peptidasa es entre los aminoécidos
31y 32 (Figura 101).

T T T T T T T T
Cleavage prob, ——
1.8 =
h-region prob, ———
a.2 =
ae b Proteina WmpD
»
L
2
o 8.4 B
a.2 =
a.8
MGAKFRTKIIKGLAKYGALLFAAGYSLHLYAYEYAARFKGTDINEFINTI
1 1 1 1 1 1 1 1 1
5] S 1@ 15 2@ 25 el 25 48 45 1)

Fosition

Figura 101. Prediccion del péptido sefial de la proteina WmpD usando el programa Signal P
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La proteina WmpD es una proteina de la membrana externa, como lo determina el
programa PSORTb (Gardy y col., 2005), programa de prediccién de la localizacién celular
de proteinas. Ademds la proteina WmpD presenta dos dominio transmembrana por los que
se ancla a la membrana externa. Mediante el programa de prediccién de topologia
TopPred (Claros y Heijne, 1994) observamos estas regiones transmembrana (Figura 102).

Periplasma
Ll = 11 LL = 237
iR =5 KR = 22
K| -~ - C
1 a
=

Ll = 398
¥R = 45

L

KR: Numero de unidades de lisina y arginina

Figura 102. Prediccion de la topologia de la proteina WmpD de Pseudoalteromonas ruthenica CP76
mediante el programa TopPred

En la Tabla 52 se muestra una comparacién entre la proteina WmpD vy las proteinas
homdlogas de diversos microorganismos depositadas en las bases de datos. Se muestra el
numero de aminodcidos y algunas caracteristicas bioquimicas. Todos estos pardmetros han
sido calculados mediante la aplicacién EditSeq del programa DNAstar.

Tabla 52. Comparacion de las principales caracteristicas bioquimicas de WmpD y proteinas homélogas
depositadas en las bases de datos

Proteina N bé:izos écﬁos hidro?:bicos poﬁ?‘es moFl’Ztszzlar . Pu'nto- el
aa (%) (%)° (%)° (%) (kDa) isoeléctrico apH?7
10,9 12,8 37,9 23,8 73,315 51 -12,21
6 670 9,5 11,8 38,2 26,4 72,167 4,9 -14,54
7 678 10,3 10,9 36,3 28,0 72,767 5,8 -3,5
8 616 9,9 11,5 35,7 26,9 66,318 5,2 -9,34
9 660 9,3 10,1 40,6 28,3 70,657 54 -4,71
10 650 9,2 10,6 36,0 30,0 70,314 5,2 -8,36
11 753 11,5 14,07 35,8 23,6 83,647 53 -17,02
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° Aa Aa Aa Aa Peso
, N L. . . b Punto Carga
Proteina aa basicos acidos hidrofébicos polares molecular isoeléctrico apH 7
(%)° (%)° (%)° (%) (kDa) P

12 625 13,1 11,7 38,9 23,7 69,163 9,1 -9,627
13 763 7,7 9,1 31,4 33,3 81,095 5,0 -10,75
14 640 11,4 11,3 37,3 28,9 71,114 7,9 1,94
15 822 8,8 12,1 35,0 31,0 88,324 4,8 -25,91
16 751 8,0 8,2 33,6 26,4 77,388 6,5 -1,23
17 757 7,8 7,5 37,4 28,9 78,354 8,5 2,77

. Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD (Este trabajo) aAminoacidos basicos: K v R

. Pseudoalteromonas tunicata WmpD (AAL76242) bAminoacidos bés'cos: D y E

. Idiomarina loihiensis PulD (YP_156407) . Ami'n ° : oo dr' obi y A LLE Wyy

. Shewanella oneidensis GspD (NP_715808) ‘ Amingggi dgz Ola‘; e"S, ,C\IOSC- QS Tvy y

. Vibrio parahaemolyticus EpsD (NP_796512) P SN s, Y

. Photobacterium profundum EpsD (YP_131554)
. Aeromonas salmonicida ExeD (CAA56668)

. Escherichia coli GspD (AAL60184)

. Klebsiella pneumoniae PulD (AAA25126)

10. Erwinia carotovora subsp. atroseptica Out D (YP_051199)
11. Chlamydophila abortus GspD (CAH64356)

12. Aquifex aeolicus GspD (NP_213884)

13. Pseudomonas syringae GspD (NP_793090)
14. Yersinia pestis ProtD (NP_404440)

15. Rhodopirellula baltica OutD (NP_870964)

16. Methylococcus capsulatus GspD (AAU92566)
17. Burkholderia pseudomallei GspD (YP_106632)

OCoONOOA~WN =

En la Figura 103 se muestra la posicion filogenética de la proteina WmpD de P.
ruthenica CP76 con respecto a otras proteinas D depositadas en las bases de datos.

OutD (Erwinia carotovora)
OutD (Erwinia chrysantemi)
PulD (Klebsiella pneumoniae)
ProtD (Yersinia pestis)
ExeD (Aeromonas salmonicida)
ExeD (Aeromonas hydrophila)
WmpD (Pseudoalteromonas tunicata)
WmpD (Pseudoalteromonas ruthenica
PulD (Idiomarina loihiensis)
GspD (Shewanella oneidensis)
GspD (Escherichia coli)
EpsD (Vibrio parahaemolyticus)
EpsD (Vibrio vulnificus)
EpsD (Vibrio cholerae)
EpsD (Vibrio fischeri)
EpsD (Photobacterium profundum)

GspD (Synechocystis sp.)
GspD (Burkholderia pseudomallei)
GspD (Aquifex aeolicus)
ProtD (Chlamydophila abortus)
GspD (Pseudomonas syringae)
GspD (Methylococcus capsulatus)
OutD (Rhodopirellula baltica)

450 400 350 300 250 200 150 100 50 0

477.8

Figura 103. Arbol filogenético construido seleccionando determinadas proteinas D depositadas en las
bases de datos. Incluimos la proteina WmpD de Pseudoalteromonas ruthenica CP76
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IV.11.4. Construccién de mutantes wmpD:: QSm®

Con el fin de caracterizar la funcién biolégica de esta proteina WmpD, se procedié a
interrumpir el gen wmpD mediante un proceso de mutacién por doble recombinacién.

En primer lugar, se procedié a amplificar la regién que corresponde al gen wmpD, para
lo cual se disefiaron unos cebadores especificos, denominados PDF y PDR, concretamente
en las posiciones 503 y 522 (PDF) y 2786 y 2867 (PDR) (Figura 99). El fragmento
amplificado de 2284 pb, que incluye el gen wmpD de 2067 pb, se cloné en el vector pBC
KS(+) en el punto £coRV y a la construccién resultante se le denominé pPD.

El plasmido pPD se digirié con la enzima Hpal que cortaba en la posicién intermedia del
gen, concretamente en la posicién 1155 del inserto y genera extremos romos. En este punto
de restriccién se introdujo el cassette QSm® (2 kb) (Prentki y Krisch, 1984), que confiere
resistencia a la estreptomicina y espectinomicina, dando lugar al plésmido pPDQ.

Para poder recombinar esta mutacién en el cromosoma de P. ruthenica CP76, se utilizé
el vector suicida pJQ200-SK (Gm®?, Quandt y Hynes, 1993), incapaz de replicar en esta
bacteria y que contiene el gen sacB, que confiere letalidad en presencia de sacarosa. El
inserfo de 4 kb se aislé por digestién con PsA y Xhol, correspondiente al MCS del pBC
KS(+), y se ligé con el vector pJQ200-SK previamente digerido con las mismas enzimas. La
mezcla de ligacién se utilizé para transformar £. co/f DH5a, selecciondndose uno de los
clones. De esta forma se obtuvo el pldsmido de interrupcién denominado pPDQQ (Figura

104).

La recombinacién se llevé a cabo en un solo paso, mediante conjugacién triparental del
plémido pPDQQ con la cepa P. ruthenica CP76 R, utilizando pRK600 como “helper” y
seleccionando los posibles dobles recombinantes en el medio SW2 RfSm adicionado de
sacarosa al 10%. A continuacién, se comprobé que habian perdido la resistencia a la
gentamicina al sembrar en medio SW2 Gm, lo que confirmaba la ausencia del vector y
sugeria que se habia producido la integracién por doble recombinacion.

Estos transconjugantes se sembraron en placas de SW7,5 caseina para detectar si
poseian o no actividad proteasa, observdndose que en la mayoria de las colonias no habia
halo de hidrélisis. En la Figura 105 se muestra uno de los mutantes wmpD:: 2 con fenotipo
proteasa negativo.
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Figura 104. Estrategia seguida para la construccion de los plasmidos pDP, pDPQ y pDPQQ
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Figura 105. Placa de SW7,5 caseina. A la izquierda se muestra P. ruthenica CP76 y a la derecha uno
de los mutantes wmpD::QSm con fenotipo proteasa negativo

IV.11.4.1. Analisis molecular de los transconjugantes por PCR

Con el fin de comprobar la insercién correcta del cassette QSm en el gen wmpD y por
tanto la interrupcién del mismo, se llevé a cabo un andlisis del ADN de los transconjugantes
mediante la técnica de PCR, utilizando los cebadores PDF y PDR homélogos a la regién
secuenciada (Figura 106). La amplificacién con dichos cebadores daria lugar a un producto
de 2284 pb correspondiente al gen wmpD o a otro de 4284 si hubiese tenido lugar la
sustitucién de éste por el gen truncado (que corresponde a la suma del tamafo de wmpD'y
QSm). En la Figura 106 se muestra el fragmento del cromosoma de la cepa silvetre y el
esperado de la cepa interrumpida.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo tal y como se describe en el apartado
correspondiente de Material y Métodos, si bien, en este caso en vez de utilizar el ADN total
extraido de cada posible mutante, se procedié a realizar la PCR directamente de la colonia
a analizar.

El andlisis mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% de los productos de
amplificacién obtenidos con éstos cebadores mostré en todos los transconjugantes, menos
en el 2 y el 9 (Figura 107) la amplificacién del fragmento de 4,2 kb, indicativo de la
interrupcion del gen wmpD mediante el proceso de recombinacién homéloga. Como
control se utilizé el ADN total de P. ruthenica CP76.
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Figura 106. A. Representacion esquemética de la mutagénesis por doble recombinacién del plasmido
pDPQQ y el ADN gendémico de P. ruthenica CP76; B. Productos de PCR obtenidos con los cebadores
PDF y PDR a partir del ADN gendémico de P. ruthenica CP76 y del mutante P. ruthenica CP77

1723 45 6 7 8 91011 121314

4072pb —»
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Figura 107. Electroforesis en gel de agarosa al 1% correspondiente a la comprobacion de la insercion
del cassette QSm" en los mutantes wmpD::QSmR. Se realiz6 una amplificacién mediante PCR
utilizando los cebadores PDF y PDR. 1. Marcador de pesos moleculares; 2-12. Productos de PCR de
los posibles mutantes wmpD::.QSmR; Los carriles 13 y 14 corresponden a productos de PCR obtenidos
al amplificar el ADN gendmico de P. ruthenica CP76. En los carriles 4 y 9 no se observa amplificacion,
por lo que estas colonias se descartaron
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IV.11.4.2. Anadlisis funcional del mutante P. ruthenica CP77 (wmpD:: QSm)

En el apartado anterior se describe un primer andlisis funcional de los mutantes en
placas de SW7,5 caseina, observandose la pérdida de actividad proteasa extracelular en los
mutantes wmpD::(25Sm (Figura 105). Una vez comprobada la insercién del cassette QSm en
el ADN genémico de P. ruthenica CP76, procedimos a un andlisis funcional mads
exhaustivo. Para ello se eligié uno de los mutantes al que denominamos P. ruthenica CP77
y se midi6 la actividad proteasa en las tres fracciones celulares (medio extracelular,
periplasma y citoplasma), utilizando para ello el Método de Kunitz (Kunitz, 1947).
Realizamos dicho ensayo tanto en la cepa silvestre P. ruthenica CP76 como en el mutante.
Para ello, ambas cepas se cultivaron en medio SW7,5 durante 24 horas a 37°C en
agitacién y procedimos a realizar el ensayo de las tres fracciones tal y como se describe en
el apartado lll.6 de Material y Métodos. Los resultados se muestran en la Tabla 53 y en la
Figura 108. Observamos que P. ruthenica CP76 presenta una elevada actividad proteasa
en el sobrenadante (=96%), una baja actividad remanente (=6%) en el periplasma, debido
a que la proteina no ha sido exportada al exterior en su totalidad y no se detecta actividad
en el citoplasma. En cambio, el mutante 2. ruthenica CP77 no presenté apenas actividad
proteasa en el sobrenadante y si se detect¢ actividad, tanto en el periplasma (=34%) como
en el citoplasma (=42%), lo que indica que al estar interrumpido el canal de secrecién la
proteina no puede ser exportada al exterior.

Tabla 53. Actividad proteasa relativa en las distintas fracciones celulares de P. ruthenica CP76 y de
mutante P. ruthenica CP77

Actividad proteasa relativa (%)®

Cepa Extracelular Periplasmica Citoplasmica
P. ruthenica CP76 96 + 3,5 6+22 5+11
P. ruthenica CP77 6+27 34+53 42+7,5

(mutante wmpD:: QSm)

°El valor de 100% de actividad se le otorgé al mayor valor obtenido en el ensayo. Los datos corresponden a la media
de los valores obtenidos. Los ensayos se realizaron por triplicado y se representa la desviacion estandar de los mismos

227



Resultados

Figura 108. Actividad proteasa relativa de P. ruthenica CP76 y del mutante P. ruthenica CP77. Las barras
verticales corresponden a la desviacién estandar de tres valores correspondientes a los ensayos
realizados por triplicado

Como ya se indicé en el apartado IV.8.2., P. ruthenica CP76 posee otras actividades
hidroliticas extracelulares ademds de la proteolitica. En el medio extracelular se detecta
actividad amilasa, lipasa y DNAsa. Como habiamos interrumpido la maquinaria de
secrecién de tipo Il, cabria esperar también que dicho mutante, P. ruthenica CP77 no
secretase al medio extracelular alguna de estas enzimas. Para ello sembramos la cepa
mutante en placas de SW7,5 conteniendo los diferentes sustratos de estas enzimas
(almidén, DNA y Tween 80). La lectura de estos ensayos determiné actividad enzimética en
los tres casos.
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En los ambientes hipersalinos, que presentan una elevada concentracién de sal, pueden
coexistir una gran diversidad de seres vivos. Asi, aunque se han descrito organismos
superiores como crustdceos, larvas de mosca o algunos eucariotas flagelados fotosintéticos,
los procariotas constituyen la microbiota predominante (Rodriguez-Valera, 1993; Ventosa y
col., 1998¢). Las bacterias haléfilas moderadas y los microorganismos haléfilos extremos
son los dos grupos predominantes en estos ambientes. Las primeras son mds abundantes a
concentraciones salinas intermedias (1,5-3 M de NaCl), mientras que los haléfilos extremos
predominan en ambientes con salinidades superiores a 3 M de NaCl (Rodriguez-Valera,
1985; Kushner y Kamekura, 1988).

En los Gltimos afos, las bacterias haléfilas moderadas han adquirido un gran interés
desde un punto de vista biotecnolégico (Ventosa y Nieto, 1995; Ventosa y col., 1998c;
Mellado y Ventosa, 2003). Asi, pueden producir polisacdridos, como el maurano (Arias y
col., 2003), o exoenzimas tales como amilasas, nucleasas, lipasas o proteasas de enorme
interés industrial (Kamekura, 1986; Ventosa y col., 2005). Por otro lado, acumulan una
gran variedad de compuestos orgdnicos como solutos compatibles, que actualmente se
estdn utilizando como estabilizadores de enzimas o células completas, asi como en la
industria cosmética (Galinski y Tindall, 1992; Ventosa y col., 1998c; Vargas y col., 2003).
Aunque las bacterias haléfilas moderadas tienen un gran potencial biotecnoldgico, son muy
pocos los estudios relativos a su capacidad de producir enzimas extracelulares y a sus
posibles aplicaciones. Como fuente potencial para la produccién de enzimas de inferés
industrial, las bacterias haléfilas moderadas pueden ofrecer la ventaja de producir enzimas
activas en un amplio rango de concentraciones salinas. Las enzimas extracelulares descritas
hasta el momento de bacterias haléfilas moderadas y haloarqueas estén ampliamente
descritas en la Introduccién.

Con respecto a las proteasas, hasta la fecha sélo existen estudios bioquimicos de
produccién de estas enzimas por bacterias haléfilas moderadas, no habiéndose realizado
en ningun caso su caracterizacién a nivel molecular (Kamekura y Onishi, 1974b; Van Qua
y col., 1981; Hiraga y col., 2005). Por este motivo, el objetivo fundamental de la presente
Tesis ha sido la realizacién de un estudio tanto a nivel bioquimico como molecular de una
proteasa extracelular producida por una bacteria haléfila moderada.

Como hemos indicado con anterioridad, el interés de estas enzimas extracelulares radica
no sélo en su importancia biotecnolégica, al constituir una nueva alternativa en procesos
biocataliticos, sino también en estudios encaminados a la elucidacién de los mecanismos
moleculares de secrecién, regulacién génica o relacién estructura funcién de proteinas en
este grupo de bacterias haléfilas.
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l. Actividad enzimatica extracelular de bacterias haléfilas moderadas

Los estudios encaminados a la deteccién de enzimas a partir de cepas haldfilas
moderadas son muy escasos, quedando limitados casi exclusivamente a aquellos que se
requieren para la clasificacién taxonémica de las mismas (Kamekura, 1986; Ventosa y col.,
2005). En nuestro Departamento, se realizé un estudio previo de estas caracteristicas en el
que se determiné la capacidad para producir enzimas extracelulares amilasa, proteasa vy
DNAsa por parte de distintas especies de los géneros Halomonas, Chromohalobacter y
Salinivibrio. Dichas cepas presentaron una ligera actividad DNAsa, ninguna de ellas
presenté actividad proteasa sobre el sustrato caseina y solamente Halomonas israelensis
ATCC 43985 y Halomonas meridiana DSM 5425 presentaron actividad amilasa
(Coronado, 1998). Por todo ello, en este trabajo se estimé interesante realizar un estudio en
profundidad de enzimas extracelulares de posible interés biotecnolégico producidas por
distintas especies haléfilas moderadas procedentes de colecciones de cultivo.

Con este propésito se selecciond un grupo representativo de las mismas,
concretamente 21 cepas Gram-positivas y Gram-negativas, pertenecientes a la coleccién de
cultivos que posee nuestro Departamento. Entre las actividades enzimdticas, se analizé la
presencia en estos microorganismos de proteasas, amilasas, DNAsas, lipasas, pululanasas y
xilanasas.

Las actividades hidroliticas ensayadas estaban ausentes en la mayoria de las cepas de
coleccién estudiadas (Tabla 26); ademds, hay que sefalar que en aquellas cepas en las que
se observé actividad, ésta no era muy intensa.

En comparacién con las bacterias haléfilas moderadas Gram-negativas las Gram-
positivas presentaron mds actividades hidroliticas, especialmente con respecto a la actividad
DNAsa. De todas las especies ensayadas, sélo tres, Chromohalobacter canadensis ATCC
439847, Salinivibrio costicola DSM 8285" 'y Virgibacillus marismortui DSM 123257
mostraban tres actividades: DNAsa, lipasa y proteasa. La actividad pululanasa y xilanasa
estaba ausente en todas las cepas ensayadas.

En general, los resultados obtenidos estédn de acuerdo con los correspondientes a los de
los trabajos de descripcion de las distintas especies, si bien algunos ensayos, como la
prueba de la pululanasa o la xilanasa, no se realizan rutinariamente en estudios
taxonémicos. Por ofro lado, se observan algunas diferencias con los resultados descritos
anteriormente; asi difieren respecto a la capacidad para hidrolizar la caseina en las
bacterias C. israelensis ATCC 43985', C. canadensis ATCC 43984" y C. salexigens DSM
30437, asi como en la actividad lipasa en V. marismortui DSM 123257y en la actividad
DNAsa en C. canadensis ATCC 43984,

La produccién y actividad de estas enzimas por parte de las cepas de coleccién
ensayadas no fue lo suficientemente importante desde el punto de vista cuantitativo como
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para seleccionar alguna de ellos para estudios posteriores, por lo que, decidimos realizar
un screening a partir de diversos ambientes salinos para aislar bacterias haléfilas
moderadas capaces de secretar enzimas extracelulares con mayor actividad.

En dicho screening, realizado en distintos ambientes salinos del Sur de Espafa, se
aislaron un total de 9.848 bacterias haldfilas moderadas, de las cuales 892 producian
hidrolasas extracelulares, lo que representa un 9% del total de las cepas aisladas. De estas
cepas productoras de hidrolasas, la actividad enzimdtica mayoritaria fue la amilasa
(=30%), seguida de la actividad lipasa (=23%) y proteasa (=22%) y en menor medida la
actividad pululanasa (=11%). La actividad xilanasa estuvo ausente en todas las cepas
ensayadas (Tablas 28 y 29).

De todas las cepas aisladas en el muestreo que producian alguna hidrolasa
extracelular, elegimos 125 en base al mayor halo de hidrélisis en la correspondiente placa;
concretamente, se eligieron 25 cepas que mostraban cada una de las actividades
hidroliticas ensayadas. A estas 125 cepas se les realizé un estudio mds detallado para
determinar su posicién taxonémica (Tabla 30).

La mayoria de los aislados medioambientales obtenidos capaces de producir enzimas
hidroliticas son Gram-negativos y pertenecen a los géneros Salinivibrio o Halomonas, dos
de los géneros mas ampliamente distribuidos en los ambientes hipersalinos (Ventosa, 1988;
Ventosa y col., 1998c). Estos datos concuerdan con los descritos por Yeon y colaboradores
(2005), que describen un screening para estudiar la diversidad de bacterias cultivables en
salinas de Korea; de las 64 especies aisladas, 45 de ellas (70,3%) pertenecian a las [J-
proteobacterias, siendo la especie Salinivibrio costicola la més abundante. Respecto a los
Gram-positivos, los géneros mds representados fueron Bacillus y Salibaciflus. El género
Bacillus se caracteriza porque muchas de sus especies secretan una gran cantidad de
enzimas y constituye uno de los géneros mds importantes a nivel industrial (McConnell y
col., 1986; Schallmey y col., 2004). Las pululanasas fueron producidas por representantes
de los géneros Salinivibrio, Halomonasy Bacillus-Salibacillus. En la literatura hasta la fecha
no hay descrita ninguna especie de los géneros Salinivibrio, Halomonas o Salibacillus
productoras de pululanasas extracelulares, quizds porque no se han estudiado. Sin
embargo, existen numerosos estudios en los que se han descrito pululanasas producidas por
distintas especies del género Bacillus (Kashiwabara y col., 1999; Stefanova y col., 1999;
Hatada y col., 2001; Roy y Gupta, 2002). También se han descrito arqueas productoras de
pululanasas, pero ninguna de ellas pertenece al grupo de las haloarqueas (Rudiger y col.,

1995; Duffner y col., 2000).

Entre las enzimas que muestran actividad lipolitica, tenemos que hacer una
diferenciacién entre lipasas que actian sobre dcidos grasos en emulsién de cadena larga y
las esterasas que hidrolizan, fundamentalmente, &cidos grasos de cadena corta en solucién
acuosa (Jaeger y col., 1994). En el screening utilizamos como sustrato Tween 80, el cual no
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nos permite diferenciar si se trata de lipasas o de esterasas y por tanto, aunque hablemos
de actividad lipasa no discriminamos entre ambas actividades. Habria que realizar un
ensayo enzimdtico especifico para esterasas o lipasas (Winker y Stuckmann, 1979) o
inocular dichas cepas en un medio con aceite de oliva, medio selectivo de lipasas (Kouker y
Joeger, 1987).

Por otro lado, hay que destacar que no hemos detectado ninguna cepa productora de
xilanasas. Posiblemente la actividad exista pero no sea lo suficientemente elevada como
para producir halos apreciables en las placas de agar xilano utilizadas. La actividad
xilanasa estd extendida en la naturaleza y se han descrito distintas especies capaces de
producir dicha enzima, como especies del género Bacillus, Clostridium o Pseudomonas (Lee
y col., 1985; Khasin y col., 1993; Liu y col., 1999; Lama y col., 2004). También se han
descrito algunas arqueas capaces de producir xilanasas (Gibbs y col., 1995; Andrade y
col., 2001; Cannio y col., 2004), aunque sélo se ha descrito una haloarquea, la especie
Halorhabdus utahensis, capaz de producir una xilanasa (Waino y Ingvorsen, 2003). Por otro
lado, puede que este polimero no sea muy frecuente en los hdbitats a partir de los que
hemos aislado estas bacterias y por tanto, las mismas no posean la capacidad para
hidrolizarlo. Estudios realizados por Lama y colaboradores (2004) han demostrado el efecto
que ejerce la composicién del medio de cultivo en la produccién de una xilanasa por
Bacillus thermantarcticus. Dicha enzima se produce en grandes cantidades cuando al medio
se le afade xilano como sustrato, mientras que la actividad es casi nula cuando se utilizan
sustratos como almidén, glucosa o maltosa.

Es interesante destacar la produccién moltiple de enzimas detectada en algunas cepas.
Sélo 5 cepas presentan las cinco actividades ensayadas, en cambio 38 de ellas poseen 4
actividades. Estas cepas pertenecen a los géneros Salinivibrio y Halomonas y pueden ser
muy interesantes desde el punto de vista biotecnolégico.

Asi, el screening realizado en los ambientes hipersalinos del sur de Espafa revela que
las actividades hidroliticas extracelulares de las cepas aisladas son mucho més intensas que
los de las cepas de coleccién ensayadas, quizds debido a que las cepas de coleccién son
cultivadas sistemédticamente en medios complejos que cubren las necesidades energéticas
de las bacterias y no necesitan desarrollar ningn mecanismo adicional para conseguir
nutrientes, al contrario de lo que ocurre en las cepas aisladas de ambientes naturales, en
los que a menudo los sustratos que hay disueltos en ellos son grandes polimeros que las
bacterias deben degradar en pequefias unidades para conseguir su energia y es por ello,
que necesitan producir estas enzimas extracelulares. Posiblemente, estas bacterias en
principio no tendrian la capacidad de producir estas enzimas, propiedad que han podido
adquirir mediante transferencia genética horizontal de otfras especies que si posefan esta
capacidad (Arber, 1999). La transferencia horizontal ha sido descrita en bacterias haléfilas
moderadas del género Halomonas, concretamente en H. variabilis. Esta cepa y otras
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relacionadas fueron aisladas de ambientes como la Antdrtida, aguas hidrotermales o
profundidades del mar. De ellas, 10 se seleccionaron para un estudio filogenético en base
a la secuenciacién del ARNr 16S, los genes de sintesis de ectoina ecfBy ectCy el gen gyrB
que codifica la ADN girasa. La relacién filogenética de H. variabilis y los microorganismos
relacionados fue muy similar en cuanto al ARNr 16S, ectBy gyrB. No fue asi con respecto al
gen ecfC por lo que se determind que este gen podria haber sido adquirido mediante
transferencia horizontal (Okamoto y col., 2004).

ll. Caracterizacion de la haloproteasa CP1

Llegados a este punto, decidimos centrar nuestro estudio en una de las actividodes
extracelulares, la actividad proteasa. En nuestro laboratorio ya se habia estudiado con
anterioridad una amilasa extracelular producida por una bacteria haléfila moderada,
Halomonas meridiana (Coronado, 1998) y se estd realizando una Tesis Doctoral sobre la
caracterizacién de una lipasa producida por ofra bacteria haléfila moderada, Marinobacter
lipolyticus, por lo que la eleccién de las proteasas se encuentra dentro de nuestra linea de
trabajo sobre enzimas extracelulares producidas por bacterias haléfilas moderadas.

La selecciéon de la cepa productora de la proteasa extracelular a estudiar en profundidad
se hizo, en principio, en base a las cepas que producian un mayor halo de hidrélisis en
placas de agar caseina. Estd descrito que no existe necesariamente una correlacién entre el
tamafio del halo de hidrélisis y la actividad proteolitica (Coolbear y col., 1991), por lo que
es necesario realizar un ensayo enzimdtico para cuantificar dicha actividad. En principio
utilizamos el ensayo del Hide Powder Azure (Riderknecht y col.,1968), pero a raiz de los
trabajos realizados en la Universidad de Hamburgo utilizamos el Método de Kunitz
(Kunitz,1947). Ambos métodos son equiparables, si bien el primero es mds laborioso de
realizar. En base a los resultados obtenidos en los ensayos enzimdticos seleccionamos la
cepa CP76 como la mejor candidata para realizar estudios relativos a la produccién vy
secrecién de una enzima proteasa al medio extracelular (Tabla 31). Las actividades
extracelulares amilasa, lipasa y DNAsa también estdn presentes en la cepa CP76, por lo
que se trata de una cepa que posee un gran potencial biotecnoldgico.

Il.1. Caracterizaciéon taxonémica de la cepa CP76

Con el fin de determinar la posicién filogenética de la cepa CP76, se procedié a la
amplificacién y secuenciacién del gen que codifica el ARNr 16S de la misma. Después de
realizar el correspondiente andlisis comparativo de la secuencia del ARNr 16S de la cepa
CP76 con las ofras secuencias disponibles en las bases de datos, se observé que existe una
alta semejanza entre la cepa CP76 y especies del género Psevdoalteromonas.

Las especies del género Pseudoalteromonas pertenecian anteriormente al género
Alteromonas y en el afo 1995 fueron reclasificadas por Gauthier y colaboradores, en este
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nuevo género. De esta manera, el género Alteromonas incluia una Unica especie en base a
lo comparacién de secuencias del ARNr 16S, Alferomonas macleodii; actualmente este
género consta de 8 especies. La descripcién fenotipica del género Pseudoalteromonas es
muy similar a la descrita en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Baumann y col.,
1984b) para el género Alteromonas. Las especies del género Pseuvdoalteromonas
pertenecen al grupo de las [J-proteobacterias (Stackebrandt y col., 1988) y estdn descritas
como bacterias marinas o haléfilas moderadas.

Las especies del género Pseudoalteromonas poseen un gran potencial biotecnolégico ya
que son productoras de numerosos compuestos de interés industrial. Asi, se han descrito
especies que sintetizan restrictasas (Dedkov y col., 1990), nucleosido-kinasas (Terent’ev y
col., 1998), fosfolipasas y lipofosfolipasas (Cadman y Eichberg, 1983), amilasas (Gavrilovic
y col., 1982; Aghajari y col., 1998), quitinasas (lvanova y Mikhailov, 1992; Ivanova y col.,
1992b), agarasas (Yaphe, 1957; Akagawa-Matsushita y col., 1992), [J y [-galactosidasas
(Bakunina y col., 1996; Hoyoux y col., 2001), carragenasas (Akagawa-Matsushita y col.,
1992), fukoidanasas (Bakunina y col., 2000), laminaranasas (Sova y col., 1994), fosfatasas
alcalinas  (Fedosov y col., 1991; Ivanova y col.,, 1991) y ofros compuestos.
Pseudoalteromonas peptidolytica produce una proteasa extracelular, aunque ésta no ha
sido caracterizada hasta la fecha (Venkateswaran y Dohmoto, 2000).

Todas las especies del género Pseudoalteromonas son bacilos Gram-negativos, rectos o
ligeramente curvados de un tamafo de 0,2-1,5 x 1,8-3,0 uym, generalmente producen
pigmentos, no forman endosporas y la mayoria de las especies son méviles mediante un
flagelo polar. Son aerobios estrictos, quimioorganotrofos con metabolismo respiratorio. La
prueba de la oxidasa es positiva, la prueba de la catalasa suele ser débil y variable. Todas
los especies crecen a 20°C y sélo una especie, P. denitrificans, es capaz de realizar
desnitrificaciéon. Ninguna de las especies posee el sistema de la arginina dihidrolasa
constitutivamente. Estas especies no acumulan poly-B-hidroxibutirato. Todas requieren agua
de mar como base para su crecimiento. El contenido en G+C oscila entre 37 y 50 moles%.
La especie tipo del género es P. haloplanktis (Baumann y col., 1972).

Las primeras especies que se incluyeron en este género fueron P. atlantica (Akagawa-
Matsushita y col., 1992), P. aurantia (Gauthier y Breittmayer, 1979), P. carrageenovora
(Akagawa-Matsushita y col., 1992), P. citrea (Gauthier, 1977), P. denitrificans (Enger y col.,
1987), P. espejiana (Chan y col., 1978), P. luteoviolacea (Gauthier, 1982), P. nigrifaciens
(Baumann y col., 1984q), P. piscicida (Bein, 1954), P. rubra (Gauthier, 1976) y P. undina
(Chan y col., 1978). Actualmente el género consta de 32 especies, la Ultima descrita es 2.
spongiae (Lau y col., 2005).

La Figura 62 y la Tabla 37 corresponden al &rbol filogenético y a la matriz de semejanza
en la que se comparan, en base a la secuencia del ARNr 16S, la cepa CP76 y las especies
del género Pseudoalteromonas mas relacionadas. La mayor semejanza (99,6%) se obtuvo
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con la especie Pseudoalteromonas ruthenica, una bacteria marina aislada de un molusco
(lvanova y col., 2002b). Con el resto de las especies del género, la cepa CP76 presentaba
un porcentaje de semejanza inferior al 96%.

La cepa CP76 presenta colonias pequefas de 0,5-1,0 mm de didmetro, de borde liso,
consistencia cremosa y anaranjadas. Es un bacilo Gram-negativo, aerobio estricto, mévil y
que presenta un tamano de 0,3-0,5 x 1,0-4,0 um, caracteristicas que coinciden con las
descritas para P. ruthenica, aunque las colonias de la cepa CP76 son mds anaranjadas que
los de la cepa tipo de P. ruthenica (Figuras 63 y 64).

Aunque la cepa CP76 y P. ruthenica poseen una elevada semejanza, algunas pruebas
fenotipicas difieren entre ellas, como el rango salino de crecimiento; la cepa CP76 crece en
medios tanto desprovistos de sal como con un 17,5% de sales, con un crecimiento éptimo
entre 7,5-10%; P. ruthenica solamente crece entre 1-9% de sal, con un 6ptimo alrededor
del 1-3%. Con respecto a la temperatura de crecimiento, la cepa CP76 es capaz de crecer
en un rango de temperaturas comprendido entre 15-40°C, con un éptimo entre 28-37°C y
de acuerdo a la descripcién original, P. ruthenica crece en un rango de temperaturas entre
10 y 35°C, con un éptimo entre 25 y 30°C (Tabla 38). Con respecto a las caracteristicas
bioquimicas, la cepa CP76 es capaz de producir dcidos a partir de la maltosa y P. ruthenica
sélo produce dcidos a partir de la glucosa (Tabla 39). En relacién a las pruebas
nutricionales, P. ruthenica es capaz de asimilar la D-glucosa, la celobiosa y la sacarosa y la
cepa CP76 es negativa con respecto a la utilizacién de estos tres sustratos (Tabla 40).

En cuanto a la caracterizacién quimiotaxonémica, se ha determinado la composicién de
4cidos grasos con el fin de comparar el perfil de la cepa CP76 y las especies
filogenéticamente relacionadas, P. ruthenica LMG 19699, P. Juteoviolacea NCIMB 1893"
y P haloplanktis subsp. haloplanktis NCIMB 1893'. En general, los resultados se
corresponden con los descritos para el género, aunque se observan algunas diferencias
entre las cepas estudiadas (lvanova y col., 2000). Por regla general, los 4cidos grasos
mayoritarios fueron los mismos en las cuatro cepas, con la excepcién del acido graso Ci.0,
que fue mds abundante en la cepa CP76 y en P. ruthenica y menos en P. haloplanktisy P.
luteoviolacea y el acido graso C,;./Bc, que fue mayoritario en P. haloplanktis y P.
luteoviolacea. Comparando los resultados de la cepa CP76 y P. ruthenica, observamos que
el 4cido graso mayoritario en ambas cepas fue el Cio. También hemos comparado los
resultados de la composicién de los dcidos grasos de nuestro estudio con los descritos en
las caracterizaciéon de estas especies encontrdndose algunas discrepancias; esto puede ser
debido a que la composicién de los dcidos grasos varia en funcién de las condiciones de
cultivo, tales como el medio de cultivo, la temperatura, o el pH del medio y para poder
comparar los resultados deben realizarse todas las determinaciones en las mismas
condiciones; por eso nos referimos solamente a nuestros datos. P. ruthenica presentd un
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mayor contenido en C,40y Cis.0 que la cepa CP76 y por ofra parte, esta cepa presentd un
mayor contenido en C,;., w8c y C,g,w7 c que P. ruthenica (Tabla 42).

Por ¢ltimo, la caracterizacién genotipica demostré inequivocamente que la cepa CP76
presenta una estrecha relacién con P. ruthenica. El contenido en G+C de la cepa CP76 es
49,7 moles%, mientras que el de P. ruthenica oscila entre 48,4-48,9 moles% (lvanova y
col., 2002b). Al realizar estudios de hibridacién ADN-ADN, demostramos que la cepa
CP76 presenté una homologia del 100% con la cepa tipo de P. ruthenica (Tabla 41).

Estos resultados determinaron que la cepa CP76 pertenece a la especie
Pseudoalteromonas ruthenica. De acuerdo a la clasificaciéon de Kushner y Kamekura
(1988), esta cepa se clasifica como una bacteria haléfila moderada.

I.2. Optimizacion de las condiciones de cultivo de P. ruthenica CP76 para la
maxima produccion enzimatica

Se procedié a determinar las condiciones 6ptimas de crecimiento de P. ruthenica CP76
para detectar la méxima actividad enzimdtica. Entre todos los parémetros ensayados, la
concentracién salina del medio de cultivo ha resultado ser uno de los factores mas
importantes. P. ruthenica CP76 crece en un rango salino amplio, tanto en medios
desprovistos de sal como al 17,5% de sales totales con un éptimo entre 7,5-10% (Figura
52). Asi, la actividad proteasa detectada cuando se cultivé P. ruthenica CP76 en un medio
al 7,5-10% de sales totales (SW7,5-SW10) es un 20% superior a la observada en un medio
con una concentracién salina del 3% (SW3) y un 40% superior a la de un medio con una
concentracién salina del 15% (SW15), a pesar de que en ambos medios se observa un
buen crecimiento de la cepa (Figura 53). Este resultado estd de acuerdo con los estudios
realizados por Kamekura y Onishi (1974b) sobre la producciéon de una proteasa
extracelular por la cepa haléfila moderada Bacillus sp. no. 21-1. En esta cepa se observa
una correlacién entre la concentracién de NaCl éptima para el crecimiento de la cepa y la
méxima produccién de la enzima (1-2 M de NaCl), determindndose que a 3 y 4 M de NaCl
la cepa crece lentamente y la produccién de enzima disminuye, siendo nula a 4 M de NaCl.
Es importante destacar que no se trata de un hecho exclusivo de las proteasas ya que
también se observa en el caso de ofras enzimas producidas por este grupo de bacterias
haléfilas; asf la actividad amilasa detectada cuando se cultiva Halomonas meridiana en un
medio con 5% de sales (concentracion salina éptima para su crecimiento) es cinco veces
superior a la observada en un medio con una concentracién salina del 2% (Coronado y
col., 2000aq). La produccién de nucleasa por la bacteria haléfila moderada Bacillus
halophilus también estd influenciada por la composicién de sales del medio de cultivo. Esta
cepa crece 6ptimamente en medios con 2 M de NaCl y la méxima produccién de enzima se
produce en medios con 1-2 M de NaCl (Onishi y col., 1983). Estos resultados pueden ser
facilmente justificables al tratarse de enzimas sintetizadas por especies haléfilas moderadas
que presentan un éptimo de crecimiento a salinidades del orden del 3-15%; asi, no es de
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extrafar que sea bajo estas condiciones dptimas de crecimiento para la bacteria cuando se
observan los mayores niveles de produccién enzimdtica.

En segundo lugar, se ha determinado que para obtener una éptima produccién de
proteasa se requieren cultivos de P ruthenica CP76 en fase exponencial tardia o
estacionaria de crecimiento. Este resultado parece lé6gico si se considera que los niveles
mdéximos de produccién de enzimas y ofros compuestos extracelulares se obtienen en las
fases tardias de crecimiento exponencial, al no ser esenciales para los procesos de divisién y
desarrollo celular. Son numerosos los casos en los que los microorganismos producen sus
enzimas extracelulares en fases exponenciales tardias de crecimiento. Como ejemplo
citamos diversas proteasas producidas por especies de los géneros bacterianos
Flavobacterivum (Morita y col., 1998), Yersinia (Secades y Guijarro, 1999), Alcaligenes
(Thangam y Rajkumar, 2000), Serratia (Romero y col., 2001), Alteromonas (Miyamoto vy
col., 2002), o Bacillus (Gupta y col., 2002; Denizci y col., 2004), asi como por las
haloarqueas Halobacterivm (Ruy y col., 1994), Natrialba (Giménez y col., 2000) o
Natronococcus (Studdert y col., 2001).

La produccién de la proteasa fue 6ptima en medio SW7,5 suplementado con sacarosa,
fructosa o glicerol. Asimismo, la actividad proteasa se vio inhibida cuando al medio se le
adicioné maltosa (Tabla 32). La represién catabdlica por carbohidratos en la sintesis de
enzimas extracelulares es un hecho bastante habitual en los procesos de sintesis enzimdtica.
Se ha descrito represién catabdlica por carbohidratos en la produccién de enzimas en
diversos microorganismos; algunos ejemplos lo constituyen la serina proteasa producida por
V. alginolyticus, cuya produccién se inhibe por la presencia de glucosa en el medio de
cultivo (Long y col., 1981) o las proteasas producidas por V. parahaemolyticus (Tanaka y
luchi, 1971) o Pseudomonas malfophila, esta Gltima produce la enzima cuando no se
encuentra malato, succinato o a-ketoglutarato en el medio de cultivo (Boethling, 1975).
Esto sugiere que en ausencia de azlcares las proteasas juegan un papel importante en el
suministro de péptidos o aminodcidos como fuente de energia, ademds de constituir una
fuente de nitrégeno. Sin embargo en presencia de azicares, fuente de carbono y energia
facilmente asimilable por las bacterias, la produccién de proteasas no es tan necesaria. Este
tipo de regulaciéon también se ha descrito para proteasas producidas por Psevdomonas
aeruginosa (Whooley y col., 1983) o Vibrio sp. SA1 (Wiersma y col., 1978), si bien, el
aumento de la actividad proteolitica por la presencia de determinados carbohidratos no es
un comportamiento habitual (Secades y Guijarro, 1999; Coronado y col., 2000a). Sin
embargo, es importante destacar que el estudio del efecto de los hidratos de carbono en la
produccién de una enzima extracelular no refleja la situacién real /n vivo en la cual
aminoécidos, lipidos, péptidos y otras proteinas constituyen la fuente de carbono y energia
mds probable (Secades y Guijarro, 1999).
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La presencia de casaminodcidos en el medio de cultivo tiene una influencia positiva en
el crecimiento del microorganismo, pero actia negativamente en la produccién de la
proteasa, aunque esta inhibicién es menos acentuada que la producida por la maltosa. Un
comportamiento similar, aunque mds marcado, se ha descrito en otras enzimas proteoliticas
producidas por microorganismos patégenos de peces (Secades y Guijarro, 1999) o por
Bacillus subtilis (May vy Elliott, 1968). Este comportamiento puede deberse al hecho de que
al tener disponible productos aminoacidicos en el medio de cultivo, la bacteria no tiene la
necesidad de producir proteasas para generarlos a partir de péptidos mayores y son estos
péptidos intactos los que inducen la produccién de la proteasa.

La adicién de sales aménicas al medio de cultivo también inhibe la actividad
enzimdtica. En ofras proteasas de diferentes microorganismos, como Aeromonas hydrophila
(O'Reilly y Day, 1983), Aeromonas salmonicida (Liv y Hsieh, 1969) o Yersinia ruckeri
(Secades y Guijarro, 1999) se ha descrito una represién por amonio.

Por todo lo expuesto anteriormente, sefalaremos que, para obtener una &ptima
produccién enzimdtica de la proteasa objeto de nuestro estudio se requieren cultivos de P.
ruthenica CP76 en fase exponencial tardia de crecimiento (cultivos de, al menos, 12 horas),
cultivados en condiciones de elevada oxigenacién, a una temperatura de 37°C, en medios
con un 7,5 % de sales totales (SW7,5), en presencia de sacarosa y en ausencia de maltosa.

11.3. Purificacién y caracterizacion bioquimica de la haloproteasa CP1

Con el objeto de determinar los valores éptimos de temperatura, pH y condiciones de
salinidad del enzima se procedié al estudio del sobrenadante del cultivo bacteriano. El
sobrenadante presenta actividad proteolitica en un amplio rango de temperaturas,
presentando su 6ptimo de actividad a 65°C. De la misma manera presenta actividad en un
amplio rango de valores de pH (3-10) siendo el valor de pH éptimo 9. En cuanto a la
actividad a distintas salinidades, se observé que el valor méximo para la actividad proteasa,
al igual que para el crecimiento éptimo de P. ruthenica CP76, se producia a una
concentracién de 7,5% de sales totales.

Al realizar la caracterizacién proteolitica del sobrenadante no conociamos si la
actividad detectada correspondia a una sola enzima o a mds de una. Una vez secuenciado
el gen que codifica la haloproteasa CP1 y comprobar que corriente abajo del mismo se
encuentra la secuencia de ofra proteasa, ¢pZ, pensamos que estos resultados podrian
corresponder a mas de una actividad proteolitica.

Durante la purificaciéon de la haloproteasa CP1 producida por P. ruthenica CP76 el
sobrenadante libre de células se dializé para eliminar los restos de sales que podrian
interferir en la purificacién del enzima. Diversos estudios previos han descrito la dificultad en
la purificacién de enzimas haldfilas al interferir las sales en los procesos de purificacién
(Norberg y Hofsten, 1969; Izotova y col., 1983). La primera columna que utilizamos para la
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purificacién fue de intercambio iénico Q-Sepharose Fast Flow. Debemos indicar que en este
primer paso de purificacién, al realizar el ensayo enzimético a la primera fraccién que se
obtiene de la columna antes de comenzar la elucién, se detectd actividad proteolitica, que
inicialmente justificamos como proteasa que no se habria unido a la misma, sin embargo;
posteriormente, una vez comprobado que P. ruthenica CP76 produce, al menos, dos
proteasas, esta actividad podria corresponder a la proteasa CP2. Como segundo y Gltimo
paso de purificaciéon de la haloproteasa CP1 se utilizé la columna de filtracién en gel

Superdex S-200 (Tabla 33).

El rendimiento obtenido en la purificacién (2,9%) es bajo si lo comparamos con el
rendimiento obtenido en la purificacién de otras proteasas haléfilas (Izotova y col., 1983;
Yu y col.,1991; Stepanov y col., 1992), aunque la proteasa recientemente purificada a
partir de la bacteria haléfila moderada Filobacillus sp. RF2-5 ha sido purificada con un
rendimiento igualmente bajo (5%) (Hidaga y col., 2005).

Los datos obtenidos mediante electroforesis en gel SDS-PAGE, el correspondiente
zimograma y el gel nativo nos indicaron que se trataba de una proteina monomérica con un
peso molecular de 38 kDa (Figuras 55, 56 y 57). Este peso molecular es similar al
determinado para ofras proteasas haléfilas (Izotova y col., 1983; Kamekura y col., 1992;
Stepanov y col., 1992; Giménez y col., 2000). Dicho peso molecular es, asimismo, similar
al de la proteasa extracelular de la bacteria marina Psevdoalteromonas sp. A28 (Lee y col.,
2002). Se trata de una enzima que presenta una actividad éptima a una temperatura de
55°C (10°C menos que la temperatura éptima del sobrenadante del cultivo bacteriano de
la cepa P. ruthenica CP76), por lo que se trata de una proteasa moderadamente
termoactiva. Esta temperatura es similar a la descrita para la proteasa producida por
Filobacillus sp. RF2-5 (Hiraga y col., 2005); también es muy parecida a la temperatura
optima de las proteasas producidas por Nafronobacterium sp. (Yu, 1991), Natronococcus
occultus (Studdert y col., 2001) y Natrialba magadii (Giménez y col., 2000). El enzima es
capaz de retener un 78% y un 30% de actividad a 65°C y 70°C, respectivamente. Con
respecto a la termoestabilidad, la haloproteasa CP1 conserva un 60% de actividad después
de 60 minutos a 50°C. Hay que decir que a su temperatura éptima de actividad, 55°C, la
haloproteasa no resulté muy termoestable, perdiéndose completamente la actividad a las 3
horas de incubacién (Figura 58.A).

En cuanto al pH éptimo de actividad, este fue de 8,5, aunque la haloproteasa CP1
presenta actividad en un amplio rango de valores de pH (entre pH 5,5 y 10), destacando
que el enzima retenia mdas de un 50% de su actividad a pH 9 y un 30% a pH 10 (Figura
58.B). Esta enzima puede ser considerada interesante en procesos industriales que se lleven
a cabo en condiciones de alcalinidad, condiciones que pueden ser debidas, por ejemplo, a
lo dureza del agua empleada en estos procesos. Otra aplicacién muy interesante de las
proteasas alcalinas es en el procesado del cuero y en el tratamiento de los residuos
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generados por el revelado de peliculas fotogréficas (Kumar y Takagi, 1999; Gupta y col.,

2002).

Finalmente, el comportamiento de la haloproteasa CP1 a diferentes concentraciones
salinas resulta muy interesante, al tratarse de un enzima que presenta actividad a
salinidades muy elevadas, del orden de 4 M de NaCl, mostrando un éptimo entre Oy T M
de NaCl (Figura 58.C). La capacidad de esta enzima de ser activa en tan amplio rango de
salinidad la hace muy interesante desde el punto de vista de su futura aplicacién industrial.
También se han realizado estudios de estabilidad de dicho enzima cuando se incuba
durante 24 horas, a 4°C en presencia de distintas concentraciones de NaCl. La
haloproteasa CP1 presenta su mdxima actividad entre 0 y 2 M de NaCl, conservando hasta
un 60% de actividad a 4 M de NaCl, asi, se trata de una enzima que presenta una alta
estabilidad tanto en ausencia como en presencia de NaCl (Figura 59). Se trata de una
enzima muy versdtil; debemos tener en cuenta que las proteasas producidas por
microorganismos haléfilos extremos son activas a altas concentraciones de NaCl pero su
actividad decae drdsticamente a concentraciones mds bajas (Adam y Kelly, 1995). Asi, las
proteasas producidas por Halobacterivm salinarum (lzotova y col., 1983; Ryu y col., 1994),
Natronobacterivm sp. (Yu, 1991) o Natrialba asiatica (Kamekura y Seno, 1990; Kamekura
y col., 1992) pierden su actividad irreversiblemente en ausencia de NaCl. No son muchas
las enzimas capaces de actuar éptimamente tanto en ausencia como en presencia de
determinadas concentraciones de NaCl, lo que le aporta una gran ventaja respecto a las
enzimas producidas por haloarqueas. Otro ejemplo de una enzima que es activa en
presencia y ausencia de NaCl, es la amilasa producida por H. meridiana (Coronado y col.,
2000a), que conserva hasta un 80% de su actividad en ausencia de NaCl.

Estos resultados de comportamiento de la haloproteasa CP1 con respecto a la
salinidad no han podido ser comparados, sin embargo, con proteasas producidas por
especies bacterianas no haldfilas, al tratarse de un pardmetro que, generalmente, no suele
determinarse de manera rutinaria. Las proteasas que suelen ser activas sin NaCl no son
capaces de soportar elevadas concentraciones de NaCl, como es el caso de la proteasa
producida por Vibrio sp. cepa 60, la cual presenta su actividad éptima sin sal y
excepcionalmente es capaz de mantener actividad hasta concentraciones de 0,5 M de NaCl
(Kim, 2004). Estas proteasas activas a elevadas concentraciones salinas podrian ser Gtiles
para el tratamiento de aguas salinas que contienen residuos proteicos, en mecanismos de

control de la polucién y como aditivos de detergentes activos en aguas de elevada dureza
(Kumar y Tanaki, 1999; Gupta y col., 2002).

También se ha estudiado el efecto de distintos agentes desnaturalizantes y reductores
sobre la haloproteasa CP1 (Tabla 36). La actividad proteasa se vio inhibida por SDS, urea y
guanidina HCl, lo que indica que los puentes de hidrégeno son importantes para mantener
la conformacién activa del enzima, aunque se observé un ligero aumento de la actividad
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con 0,8 M de ureaq, si bien la misma disminuia al aumentar la concentracién hasta 1,6 M.
En proteasas producidas por microorganismos hiperterméfilos se ha observado un
comportamiento similar (Cowan y col., 1987; Chavez Croocker y col., 1999). La inhibicién
producida por ditiotreitol y 2-mercaptoetanol sugiere que los puentes disulfuro también son
necesarios para mantener la actividad enzimdtica. En la proteasa producida por la
haloarquea Natrialba magadii se ha descrito un aumento de la actividad al adicionar
agentes tiol reductores; este mismo comportamiento se ha descrito también en algunas
metalo y serina proteasas denominadas tiol-dependientes (Wolz, 1999; Giménez y col.,

2000).

Son numerosos los procesos industriales en los que la concentracién salina varfa a lo
largo del tiempo; asf, en el procesado del cuero se generan aguas residuales alcalinas y
con elevadas concentraciones de sales; de la misma manera, en el alpechin (residuo
resultante en el proceso de obtencién de aceite de oliva) también existe una concentracién
salina variable. Ademds, es bien conocido el uso de proteasas en los detergentes. La
posibilidad de utilizar proteasas que son activas a diferentes concentraciones salinas haria
més efectivo el uso de aguas salinas, incluso de agua de mar (Rao y col., 1998). En
resumen, podemos indicar que la haloproteasa CP1 presenta unas caracteristicas muy
interesantes, ya que es capaz de actuar en un amplio rango de valores de pH vy
temperatura, aunque su principal caracteristica es que es capaz de actuar tanto en ausencia
como en presencia de sal. Por ello, el proceso de produccién de la enzima se ha patentado
(Sanchez-Porro y col., 2003d) y en principio, serfa una buena candidata para su uso
industrial, si bien se podria manipular a nivel molecular para mejorar sus propiedades.

1.4. Clonacioén de los genes cp1y cp2

Una vez que tenfamos la haloproteasa CP1 purificada y caracterizada bioquimicamente
realizamos su estudio molecular. Para ello, en primer lugar trabajamos en la construccién
de una genoteca representativa de P. ruthenica CP76, con el fin de obtener el gen que
codifica dicha proteasa. Asi, con el objetivo de obtener un fragmento de dicho gen que nos
sirviera como sonda para rastrear la genoteca, realizamos un andlisis (BLAST) con la
secuencia de aminodcidos derivada del extremo N-terminal de la haloproteasa CP1 y
seleccionamos las proteinas que mostraban una mayor similitud (Tabla 43), realizamos el
correspondiente alineamiento y a partir de las regiones més conservadas y teniendo en
cuenta la secuencia de aminodcidos del extremo N-terminal de CP1 se disefiaron unos
cebadores degenerados (Figura 65) que nos sirvieron para amplificar una regién de 503
pb, que correspondia a una regién conservada de la secuencia del gen que codifica la
proteasa CP1. Ante la imposibilidad de obtener dicha genoteca decidimos abordar la
obtencién del gen mediante la técnica de PCR inversa. Para ello utilizamos como base la
regién amplificada de la proteasa CP1 que habioamos obtenido anteriormente.
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Asf, mediante la técnica de PCR inversa se ha obtenido un fragmento de 6.223 pb del
ADN genémico de P. ruthenica CP76 (Figura 75). Este fragmento presenta 3 marcos
abiertos de lectura. El primer ORF codifica una proteina de 733 aminodcidos que
corresponde a la haloproteasa CP1, el segundo ORF codifica una proteina de 614
aminoécidos y corresponde a una segunda proteasa CP2 y un tercer ORF incompleto que
codifica la parte N-terminal (296 aminodcidos) de una esterasa, a la que hemos
denominado LipP.

La haloproteasa CP1 estd4 compuesta por 733 aminodcidos. La secuencia presenta una
elevada similitud con proteasas descritas en otras bacterias Gram-negativas como
Pseudoalteromonas (80%), Alteromonas (78%), Aeromonas (68%), Vibrio (66%), Listonella
(62%) o Pseudomonas (68%) (Bever y Iglewski, 1988; Cheng y col., 1996; Nirasawa y col.,
1999; Jeong y col., 2000; Kawakami y col., 2000; Lee y col., 2002; Miyamoto y col.,
2002; Song y col., 2004; Watanabe y col. 2004) (Tabla 45). En este sentido, debemos
indicar que al realizar la comparacién de la secuencia con las disponibles en la base de
datos CDD (Conserved Domain Database) (Marchler-Bauer y Bryant, 2004), se comprobé
la presencia de cuatro dominios conservados (Figura 78). La haloproteasa CP1 se sintetiza
como una pre-proproteina con un péptido sefial, seguida de una regién pro-N-terminal, la
secuencia de la proteina madura y ofra regién pro-C-terminal. Esta misma estructura de
dominios conservados la presentan ofras proteasas, entre ellas, las que muestran mayor
similitud con la haloproteasa CP1 son la metaloproteasa Empl, producida por
Pseudoalteromonas sp. cepa A28 y la metaloproteasa Mprl, producida por Alteromonas sp.
O-7 (Lee y col., 2002; Miyamoto y col., 2002). Otras proteinas que muestran esta misma
estructura de cuatro dominios conservados son las dos serina proteasas producida por
Alteromonas sp. O-7 (Tsujibo y col., 1993; 1996) o la aminoproteasa producida por Vibrio
proteolyticus (Van Heeke y col., 1992).

La haloproteasa CP1 posee un péptido sefial de 28 aminodcidos, de acuerdo con la
prediccién del programa Signal P (Bendtsen y col., 2004) (Figura 80.A). Se trata de un
péptido senal tipico, que presenta una regién n rica en residuos cargados positivamente,
una regién h hidrofébica y una regién ¢ hidrofilica que contiene el motivo en el que corta la
peptidasa, concretamente en la Ala?® (von Heijne, 1983; Watson, 1984). El tamafio de este
péptido sefal es parecido a los descritos para ofras proteasas, presentando un perfil de
hidrofobicidad muy parecido al de OmpA (Braun y Cole, 1984). El péptido sefnal es
reconocido eficientemente por el sistema de transporte de la proteina, ya que apenas
encontramos actividad proteasa en el periplasma a las 24 horas de incubaciéon de P.
ruthenica CP76 en las condiciones éptimas para la méxima produccién proteolitica.

A continuacién del péptido sefial, se encuentra una regién de 183 aminodcidos, que
corresponde al dominio pro-N-terminal, presentando una similitud de un 60%, 58% y 54%
con los dominios pro-N-terminales de las proteasas producidas por Psevdoalteromonas sp.
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A28, Alteromonas sp. O-7 y Vibrio vulnificus, respectivamente (Tabla 47). Este dominio
también estd4 presente en numerosas proteinas extracelulares, como es el caso de las
proteasas producidas por Pseudomonas aeruginosa LasB, Aeromonas caviae apAC,
Legionella pneumofila PEP1 o Bacillus amyloliquefaciens Apr y Npr (Schad y col., 1987;
Nirasawa y col., 1999a; Black y col., 1990; Vasantha y col., 1984).

Muchas proteinas extracelulares se sintetizan como proteinas inactivas o zimégenos
(Wadersman, 1989; Braun y tomasen, 1998). Estas proteinas inmaduras presentan a
menudo en su extremo N y/o C-terminal secuencias peptidicas denominadas propéptidos.
Estos propéptidos pueden ejercer la funcién de ayudar al correcto plegamiento del enzima,
actuando como una chaperona intramolecular (Inouye, 1991; Shide y Inouye, 1993; Mclver
y col., 1995). Al contrario de las chaperonas moleculares que requieren energia para ser
activas y son capaces de actuar sobre multiples sustratos, estas regiones propeptidicas no
requieren energia para su actuacién y son altamente especificas (Inouye, 1991; Shice y
Inouye, 1993). También se ha descrito que estos propéptidos previenen que la proteasa
presente actividad en el interior de la célula y provoque dafios a proteinas celulares
(Nakahama y col., 1986). Ademds, diversos autores han establecido que en algunas
proteinas extracelulares los prodominios juegan el papel de proteger el sitio activo de la
enzima y posteriormente son eliminados de la proteina mediante un procesamiento
postraduccional, bien por un mecanismo de autoprocesamiento o bien mediante la accién
de otras peptidasas (Khan y James, 1998 Bzymek y col., 2004; Baker y col., 1992).
Eiemplos clésicos de proteasas que sufren activacién por pérdida de prodominios son las
enzimas del tracto digestivo que se sintetizan como zimdgenos (Neurath, 1985). Otras
proteasas, incluidas algunas metaloenzimas como las subtilisinas, las termolisinas o las
carboxipeptidasa A y Nrp de Bacillus brevis, sufren dicho procesamiento (Taylor y col.,
1995; Markaryan y col., 1996; Baker y col., 1992; Winther y col., 1994).

La elastasa LasB o pseudolisina producida por Pseudomonas aeruginosa es sintetizada
inicialmente como una pre-proproteina. Mclver y colaboradores (2004) han descrito la
funcién del dominio pro-N-terminal en esta enzima realizando experimentos de mutagénesis
dirigida en los que se realizé la sustitucién de aminoécidos conservados del prodominio.
Han determinado que la elastasa requiere este propéptido N-terminal para su correcto
plegamiento, lo que determina su funcionalidad, ya que cuando la enzima no se plegaba
correctamente era atacada por otras proteasas intracelulares y degradada; estos dominios
son, asimismo, requeridos para la secrecién de la enzima ya que la sustitucién de
determinados residuos determina que la elastasa no sea reconocida por la maquinaria de
secrecién y se acumule en el interior celular (Mclver y col., 1995; Braun y col., 1998). De la
misma manera se ha demostrado que la proteasa termolisina producida por Bacillus
thermoproteolyticus posee un dominio pro-N-terminal que es requerido para su correcto
plegamiento (O’Donohue y Beaumont, 1996; Marie-Clarie y col., 1998).

243



Discusidn

A continuacién de este dominio pro-N-terminal se encuentra la secuencia que codifica la
proteina madura.  El extremo  N-terminal de la  haloproteasa  CPI1
(ADATGPGGNQKTGQYNY), determinado experimentalmente a partir de la proteina
purificada, es idéntico al determinado a partir de la secuencia de aminodcidos. La
haloproteasa CP1 presenta una elevada similitud con metaloproteasas de la familia de las
termolisinas (peptidasas M4). Todas las peptidasas pertenecientes a esta familia M4 unen
un dtomo de Zn*".

Las metaloproteasas dependientes de zinc estdn ampliomente distribuidas tanto en
eucariotas como en procariotas y se clasifican en cuatro grupos. Al grupo que posee el
motivo HEXXH se le conoce como superfamilia “zincins”. En este grupo el i6n de zinc se
encuentra tetracoordinado. Las dos histidinas del motivo HEXXH actdéan como ligandos del
zinc y el glutémico como centro activo. Esta familia “zincins” estd dividida en, al menos, 10
subfamilias en base a la localizacién del tercer ligando del zinc. Las metaloproteasas
bacterianas pertenecientes a este grupo las podemos incluir en tres subfamilias: termolisinas
(o familia M4), serralisinas y neurotoxinas. Las enzimas “tipo” de cada familia son las
producidas por Bacillus thermoproteolyticus, Serratia marcescens'y Clostridium botulinum o
C. fefani, respectivamente (Miyoshi y Shinoda, 2000). La familia de las peptidasas M4, o
termolisinas, comprende una serie de metaloproteasas ampliamente estudiadas, gracias a
la caracterizaciéon de la estructura tridimensional de proteinas de este grupo como la
termolisina producida por B. thermoprofeolyticus o la proteina LasB secretada por
Pseudomonas aeruginosa (Mathews y col., 1972; Thayer y col., 1991). Los cuatro residuos
que acttan como ligandos de la molécula de zinc y los que acttan como centro activo han
sido claramente identificados en las secuencias de aminodcidos de las proteinas que
pertenecen a esta familia (Titani y col., 1972; Matthews, 1988). Otros miembros de esta
familia son las metaloproteasas producidas por Legionella pneumophila, V. cholerae y
Listeria monocytogenes (Moffat y col., 1994; Nagamune y col., 1996).

La haloproteasa CP1 presenta el dominio tipico HEXXH, entre las posiciones His®*? e

His*¢. En la familia de las termolisinas existe otro dominio conservado, GXXNEXXSD, que
también esté presente en la haloproteasa CP1, concretamente entre las posiciones Gly*? y
Asp®® (Figura 76). El residuo Glu*® de este motivo se suele situar a unos 14-33
aminoécidos a la derecha del motivo tipico. Esta molécula de glutdmico actda como tercer
ligando del zinc (Jongeneel y col., 1989). Como hemos indicado anteriormente el i6n de
zinc estd tetracoordinado, la cuarta molécula es agua, que a su vez forma un puente de

hidrégeno con el glutdmico del motivo HEXXH, aumentanto su nucleofilia (Supuran y col.,

2002).

Por ¢ltimo, en la secuencia de la haloproteasa CP1 encontramos dos regiones en el
extremo C-terminal de la proteina que se denominan pro-peptidasa C-terminal (PPC) o
regiones pro-C-terminal. Estas regiones comprenden unos 90 aminoécidos y se encuentran
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normalmente en el extremo C-terminal de proteasas bacterianas secretadas. Se han
encontrado estos dominios en, al menos, cuatro familias de peptidasas y asi, se han descrito
en algunos miembros de las familias de las metalopeptidasas M4, M9 y M28 y también en
la familia de las serina peptidasas S8 (Rawlings y col., 2002). Parece ser que no estdn
presentes en la proteina madura ya que se pierden después de la secrecién, aunque antes
de la activacién de la misma, bien por autoprocesamiento o bien por la accién de una
endopeptidasa. Estos dominios PCC sélo se han encontrado en bacterias y arqueas, no en
eucariotas (Yeats y col., 2003). La haloproteasa CP1 presenta dos de estos dominios, el
primero se extiende desde el aminodcido 543 al 625 y el segundo desde el aminoécido
647 al 733. Estas repeticiones en el extremo C-terminal también estdn descritas en ofras
proteasas, como las serina proteasas Aprl y Aprll (que presentan un dominio PPC) o las
metaloproteasas Mprl, Mprll (presentan dos dominios PPC) y Mprlll (presenta cuatro
dominios PPC) producidas por Alteromonas sp. cepa 0-7 (Tsujibo y col., 1993; 1996;
Miyamoto y col.,, 2002a; 2002b), o la metaloproteasa Empl producida por
Pseudoalteromonas sp. cepa A28 (Lee y col., 2002). También estdn presentes en las
proteasas extracelulares de Aeromonas proteolytica (Bzymek y col., 2004) y Aeromonas
caviae, en las cuales se ha descrito la implicaciéon de estos dominios en el procesamiento
de las mismas (Kawakami y col., 2000). Este extremo C-terminal se ha encontrado también
en las proteasas producidas por ofras bacterias, tanto Gram-negativas como Gram-
positivas, como Helicobacter (Smith y col., 1994), Schewanella (Kulakova y col., 1999),
Pseudomonas aeruginosa (Wetmore y col., 1992) o diversas especies del género Bacillus.
También se ha postulado que el dominio pro-C-terminal podria estar implicado en procesos
de secrecién (David y col., 1992), aunque en la actualidad no estd clara su funcién.

El peso molecular de la haloproteasa CP1, calculado mediante electroforesis SDS-PAGE,
fue de 38 kDa. El peso molecular estimado a partir de la secuencia de aminodcidos de la
misma, eliminando los aminodcidos correspondientes al péptido sefal y a la regién
correspondiente al dominio pro N-terminal es de 55,7 kDa. Dicho tamafo es notablemente
mayor al calculado experimentalmente. Estos resultados sugieren que los dominios PPC no
estén presentes en la proteina madura. Si se eliminan estos dominios PPC, el peso
molecular estimado de la proteasa madura es de 35,3 kDa. Este valor si concuerda con el
calculado experimentalmente, ya que la pequena diferencia de tamafio, 2,7 kDa, se puede
atribuir a un error experimental.

En cuanto a los puentes disulfuro, la haloproteasa CP1 se ve afectada cuando se trata
con agentes reductores, como ditiotreitol y 2-mercaptoetanol (Tabla 36), lo que sugiere que
la formacién de dichos puentes es importante para que la proteina adopte su conformacién
activa. En proteinas andlogas a CP1, como la proteasa Vvp de Vibrio vulnificus o la
proteasa LasB de Psevdomonas aeruginosa, se ha descrito la presencia de cisteinas
conservadas que forman puentes disulfuro; estas cisteinas también estdn presentes en la
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haloproteasa CP1 en las posiciones 244, 270, 489 y 517 (Nirasawa y col., 1999; Braun y
col., 2001).

Asi, el andlisis molecular de la haloproteasa CP1 nos revela una alta similitud con
metaloproteasas de la familia M4. En la secuencia de aminodcidos encontramos los
motivos conservados de estas enzimas; ademds, estos resultados se corroboran con los
estudios bioguimicos, ya que los quelantes de metales, como EDTA, tienen el efecto de
disminuir la actividad de la enzima.

Por otro lado, la haloproteasa CP1 presenta una clara inactivacién por concentraciones
crecientes de PMFS (Tabla 34), un inhibidor especifico de serina proteasas, aunque el
motivo tipico de las mismas no se encuentra en la haloproteasa CP1 al alinearla con otras
serina proteasas depositadas en las bases de datos. Estd descrito el caso de una serina
metaloproteasa producida por Burkholderia psevdomallei (Lee y Liu, 2000), en la que estd
presente el motivo tipico de las serina proteasas pero no el de las metaloproteasas y es
inhibida tanto por EDTA como por PMSF.

El mecanismo exacto mediante el cual la haloproteasa CP1 se sintetiza y se secreta al
exterior no estd claro, si bien basdndonos en estudios previos proponemos que el
procesamiento de la haloproteasa CP1 podria seguir el proceso indicado en la Figura 109.
La haloproteasa CP1, como la mayoria de las metaloproteasas de la familia M4, es
sintetizada en el citoplasma como una pre-proproteina que va a sufrir un proceso de
maduracién antes de ser activa (Tsujibo y col., 1993). En primer lugar, la proteina inmadura
es dirigida al periplasma, para lo cual el péptido sefal es hidrolizado a su paso a través de
la membrana interna, mediado por el sistema Sec de secrecién, ya que el péptido sefial de
la haloproteasa CP1 comparte las caracteristicas de los péptidos sefales de las proteinas
reconocidas por el sistema Sec. No se ha encontrado el motivo caracteristico de los
péptidos senal (dos residuos de arginina consecutivos) de las proteinas reconocidas por el
sistema Tat. Una vez en el periplasma existen varias hipétesis, pero la mds probable es que
el dominio pro-N-terminal sea hidrolizado por un proceso autocatalitico y permanezca
unido covalentemente a la proteina, actuando como chaperona intramolecular y evitando
que la proteina sea activa en este compartimento pudiendo hidrolizar componentes
celulares (Tang y col., 2002). Posteriormente, en el espacio peripldsmico se forman puentes
disulfuro que son necesarios para que la proteina adquiera su conformacién, proceso
mediado por chaperonas. Seguidamente, este propéptido unido covalentemente es
reconocido por alguna proteina de la maquinaria de secrecién de tipo Il y se produce la
translocacién a través de la membrana externa (Braun y col., 1998; 2001). Parece que
inmediatamente ocurre la disociaciéon de este dominio pro-N-terminal que es hidrolizado,
desencadenando a su vez la hidrélisis del dominio pro-C-terminal y de esta forma la
proteina adquiere una conformacién funcional. No se conoce cémo se produce la hidrélisis
de estos prodominios, ya que hay autores que postulan que se trata de un proceso
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autocatalitico, mientras que otros piensan que podria ser otra proteasa la encargada de
hidrolizar estos dominios o bien serfia alguna de las proteinas del sistema de secreciéon de
tipo Il la responsable de reconocer e hidrolizar este propéptido (Marie-Claire y col., 1998;
Kessler y col., 1998; Nirasawa y col., 1999; Bzymek y col., 2004; Mclver y col., 1991;

2004).
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Figura 109. Modelo del posible procesamiento de la haloproteasa CP1

La proteasa CP2 consta de 614 aminoécidos. La secuencia presenta una elevada
similitud con proteasas descritas en otras bacterias Gram-negativas, como la proteasa Metll
de Alteromonas (75%) o la proteasa Amp de Vibrio cholerae (58%) (Miyamoto y col., 2002;
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Heidelberg y col., 2000); concretamente, se tratan de aminopeptidasas de la familia M28
(Tabla 46).

La familia de metalopeptidasas M28 contiene aminopeptidasas y carboxipeptidasas que
se caracterizan por coordinar dos moléculas de Zn?* en su sitio activo. Cada i6n de zinc
estd tetracoordinado con tres aminodcidos y una molécula de agua. Los ligandos del zinc
siguen este orden en la secuencia de la proteina: His (zinc Il), Asp (zinc | y Il), Glu (zinc 1),
Asp/Glu (zinc Il) y por Gltimo His (zinc 1) (Chevrier y col., 1996). El cuarto ligando para
ambas moléculas de zinc es una molécula de agua. Algunos miembros de esta familia son
la aminopeptidasa SGAP producida por Streptomyces griseus, la aminopeptidasa AAP
producida por Vibrio proteolyticus y la aminopeptidasa BSAP producida por Bacillus subtilis
(Guenet y col., 1992). La familia M28 también incluye proteinas humanas como el antigeno
especifico de membrana prostdtico (PSMA) y la glutamato carboxipeptidasa Il (GCP-I)
(Mahadevan y Saldanha, 1999; Holz y col., 2003). Una de las aminopeptidasas mas
caracterizadas desde el punto de vista bioquimico y molecular es la aminopeptidasa SGAP
producida por Streptomyces griseus (Maras y col., 1996). Se trata de una proteina de 30
kDa, monomérica, que presenta activacién por calcio y que ha sido cristalizada (Spungin y
col., 1989; Ben-Meir y col., 1993; Almog y col., 1993; Greenblatt y col., 1997). Ademés,
la aminoproteasa APP producida por V. proteolyticus también ha sido cristalizada (Chevrier
y col., 1994) y el andlisis comparativo de ambas estructuras ha permitido la determinacién
de los sitios activos de las proteasas pertenecientes a esta familia M28 (Chevrier y col.,
1996). La proteasa CP2 presenta estos mismos residuos conservados, por lo que es muy
probable que su mecanismo de accién sea similar al descrito para estas proteinas. Se han
determinado como motivos conservados, el dominio HXD entre las posiciones His?® y
Asp?!"!, donde la His?® actda como ligando de una de las moléculas de zinc; una molécula
de Asp?® que es la compartida entre las dos moléculas de zinc, dos moléculas de glutdmico
consecutivas en la posicién Glu?*?Glu?®, donde una de ellas actta como ligando de una
de las moléculas de zinc y como Gltimos ligandos, una molécula de Asp?® y otra de His**’
(Gilboa y col., 2000; 2001) (Figura 77). Estos motivos se han descrito también en otras
aminopeptidasas como en la aminopeptidasa LAP producida por Vibrio cholerae (Toma y
Honma, 1996), o la aminopeptidasa PaAP de Pseudomonas aeruginosa (Cahan y col.,
2001).

La proteasa CP2 presenta un péptido sefial de 22 aminodcidos (Figura 80.B). Al igual
que el péptido sefal de la haloproteasa CP1 se trata de un péptido sefial tipico (von Heijne,

1983; Watson, 1984).

Ademds, la proteasa CP2 no presenta homologia significativa con ningdn dominio pro-
N-terminal. La comparacién de las secuencias de aminodcidos de CP1 y CP2 no muestra
una elevada similitud entre sus extremos N-terminales, estando mds conservados sus
extremos C-terminales (Figura 82).
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Al igual que la haloproteasa CP1, la proteasa CP2 presenta dos repeticiones PPC en su
extremo C-terminal. Concretamente, estas regiones se extienden desde el aminodcido 424
al 506 y del 540 al 614. No disponemos de datos experimentales que nos indique si estos
dominios se encuentran presentes en la proteina madura, pero si se comporta como la
haloproteasa CP1 suponemos que se perderén en el proceso de maduracién, al igual que
ocurre con la aminopeptidasa AAP producida por Vibrio proteolyticus (van Heeke y col.,
1992), la producida por Vibrio cholerae (Toma y Honma, 1996), o la producida por
Aeromonas caviae (Zhang y col., 2001). En las aminopeptidasas producidas por A. caviaey
V. cholerae este dominio pro-C-terminal tiene la funcién de ayudar al correcto plegamiento
de la proteina madura ejerciendo un efecto inhibidor de la actividad proteolitica antes de
alcanzar el exterior celular evitando de esta forma que la proteina hidrolice a los propios
componentes bacterianos (Nirasawa y col., 199%a; Zhang y col., 2000; 2001).

Debemos indicar que la presencia de la proteasa CP2 podria explicar la imposibilidad
de obtener mutantes de P. ruthenica CP76 con fenotipo proteasa negativo utilizando la
técnica de mutagénesis al azar mediante el uso del transposén Tn7/32. La efectividad de
este transposén ha sido demostrada en otras especies haldfilas moderadas, como H.
elongata'y H. meridiana (Kunte y Galinski, 1995; Cénovas y col., 1997b, Coronado y col.,
2000a). Se analizaron un total de 6775 transconjugantes. Este transposén sélo se inserta
una vez en el cromosoma y aunque tuviésemos interrumpida una de las proteasas, siempre
observariamos el fenotipo de la ofra. Es muy comin que las bacterias excreten al medio
extracelular mds de una proteasa; algunos ejemplos lo constituyen Psevdomonas
aeruginosa, especies de los géneros Bacillus, Pseudoalteromas o Vibrio (Cahan y col.,
2001; Singh y col., 2001; Lee y col., 2000; 2002; Kothary y col., 1985). Una de las
funciones de las proteasas extracelulares de bacterias es la de hidrolizar sustratos del
exterior que rdpidamente le aporten pequefios péptidos y aminodcidos libres que
suministran a la bacteria las fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para su desarrollo
(Maeda y Yamamoto, 1996) y muchas de ellas también estdn implicadas en los
mecanismos de patogénesis (Pohlner y col., 1987; Bever y Iglewski, 1988; Song y col.,
2004).

Algunos autores han postulado que las proteinas que se sintetizan de forma inmadura y
necesitan un proceso de maduracién para ser funcionalmente activas, necesitan de otra
peptidasa encargada de hidrolizar los dominios C y/o N terminales (Bzymek y col., 2004;
Staroscik y col., 2005); sin embargo, otros estudios indican que dicho proceso ocurre de
manera autocatalitica (Inouye, 1991; Braun y col., 2001). Quizés la funcién de esta
proteasa CP2 sea la de hidrolizar los dominios pro-N y/o C terminales de la haloproteasa
CP1 (Nirasawa y col., 1999; Bzymek y col., 2004; Staroscik y col., 2005), aunque seria
necesario realizar mds estudios para determinar esta funcién.
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La conformacién de las proteinas de microorganismos haléfilos se ve afectada por las
altas concentraciones salinas que deben soportar (Madern y col., 2000). Asi, como hemos
indicado en la Infroduccién, el mecanismo de adaptaciéon de las bacterias haléfilas
moderadas a los ambientes salinos difiere del mecanismo que adoptan los
microorganismos haléfilos extremos; los microorganismos haléfilos moderados acumulan
solutos compatibles en su inferior y no es necesario que mantengan altas concentraciones
i6nicas intracelulares (Oren, 2002; Galinski, 1995; Ventosa y col., 1998c). En general,
como hemos descrito anteriormente, las proteinas de bacterias haléfilas moderadas no
presentan un marcado cardcter écido, si bien se ha descrito un pequefio aumento en el
nimero de residuos dcidos de las mismas (Gandbhir y col., 1995; Coronado y col.,
2000b). Por otra parte, ofras caracteristicas que presentan las proteinas de haloarqueas,
como son la disminucién del contenido de aminodcidos hidrofébicos, no se observa en
proteinas de bacterias haléfilas moderadas (Gandbhir y col., 1995). Estas caracteristicas
tampoco se observan en las proteinas peripldsmicas de Chromohalobacter salexigens,
aunque las mismas presentan un cardcter dcido semejante a las proteinas de haloarqueas

(Oren y col., 2005).

Tanto la haloproteasa CP1 como la proteasa CP2 no presentan una mayor proporcién
de aminodcidos écidos (Tabla 48 y Figuras 84 y 85), caracteristica que se ha descrito como
el principal mecanismo de adaptacién a la sal que presentan las proteinas de haloarqueas
(Mevarech y col., 2000). Debemos tener en cuenta que las enzimas de haloarqueas se
desnaturalizan a bajas concentraciones de sal; sin embargo, CP1 conserva una alta
actividad en ausencia de NaCl. Otra de las caracteristicas que determinan el cardcter
haléfilo de las proteinas de haloarqueas es la disminucién de aminodcidos hidrofébicos que
presentan (Madern y col., 2000). En el caso de la haloproteasa CP1 se observa una ligera
disminucién de aminodcidos hidrofébicos, caracteristica que no se detfecta en la proteasa

CP2.

La adaptaciéon de las proteinas de bacterias haléfilas moderadas a la sal todavia no se
ha estudiado en detalle. Si bien las proteinas periplédsmicas de C. salexigens parecen
compartir algunas de las caracteristicas generales que presentan las proteinas de
haloarqueas, como la presencia de residuos écidos (Oren y col., 2005), las proteinas
extracelulares de las bacterias haléfilas moderadas estudiadas hasta el momento no
muestran estas caracteristicas de manera tan marcada (Coronado y col., 2000b). En
cualquier caso se necesitan mds estudios moleculares para poder dilucidar la gran
versatilidad que presentan estas proteinas capaces de permanecer activas y estables tanto a
bajas concentraciones salinas como a concentraciones elevadas. Asi, la haloproteasa CP1
presenta actividad a O M de NaCl y conserva hasta un 40% de actividad a 4 M (Figura
58.C).
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A medida que se han caracterizado un mayor nimero de proteinas sometidas a estrés
osmético, se observa que la adaptacién de las mismas a la sal no sigue un patrén general,
sino que son los comportamientos individuales los que determinan su funcionalidad a
distintas concentraciones salinas. Pareceria légico pensar que las dos estrategias generales
que utilizan el grupo de los microorganismos haléfilos extremos y moderados para soportar
lo presién osmética condicionaria las estrategias que las proteinas de estos
microorganismos utilizan para ser activas y estables a altas concentraciones salinas. Sin
embargo, las caracteristicas de las proteinas de la bacteria haléfila extrema Salinibacter
ruber parece contradecir esta hipdtesis, puesto que las proteinas de esta bacteria no
comparten un patrén homogéneo; asi, enzimas como una isocitrato deshidrogenasa, una
4cido graso sintetasa y una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Oren y Mana, 2002; 2003;
Oren y col., 2003) se comportan como tipicas proteinas haléfilas, perdiendo su
funcionalidad a bajos concentraciones salinas, mientras que las enzimas malato
deshidrogenasa y hexokinasa (Oren y Mana, 2002; 2003) presentan la caracteristica de ser
activas y estables a bajas concentraciones salinas, siendo inhibidas a altas concentraciones.

Estamos ante una proteasa, CP1, que no comparte el perfil general de composicién de
aminodcidos que presentan las proteinas haléfilas, pero que, sin embargo, es estable y
activa en altas concentraciones de sal, por lo que sin duda, deben existir ofros mecanismos
que expliquen su cardcter haléfilo. Estudios encaminados a determinar los procesamientos
postraducionales que sufren estas proteinas nos ayudardn a dilucidar los mecanismos
moleculares que determinan la estabilidad de estas proteinas a distintas concentraciones de
sal.

El tercer ORF que se ha obtenido mediante PCR inversa codifica una proteina,
denominada LipP, que aunque estd incompleta, presenta homologia con la familia de las
o/f hidrolasas. La mayor similitud la presenta con las esterasas de Dechloromonas
aromatica (63%), Rubrivivax gelatinosus (59%) y Microbulbifer degradans (56%). La familia
de las a/f hidrolasas se caracterizan por presentar un centro activo constituido por una
triada catalitica formada por residuos de Ser, His y Asp/Glu. El residuo de serina
normalmente aparece formando parte de un peptapéptido muy conservado, GXSXG
(Sinchaikul y col., 2001). Este motivo se localiza en LipP entre las posiciones 49 y 53
(GTSAG).

Se trata ademds de una esterasa extracelular, ya que presenta un péptido senal de 23
aminoécidos. Al igual que el péptido sefial de la haloproteasa CP1 y de la proteasa CP2, se
trata de un péptido sefal tipico que presenta las tres regiones caracteristicas anteriormente
descritas (von Heijne, 1983; Watson, 1984). Este gen se podria corresponder con la
actividad lipolitica extracelular detectada en P. ruthenica CP76, pero necesitariamos realizar
mds estudios para corroborar esta hipotesis.
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Debido al bajo rendimiento obtenido en la purificaciéon de la haloproteasa CP1,
decidimos clonar el gen cp/ en el vector pET22b(+). La proteina CP1 recombinante se
produce en forma de cuerpos de inclusiéon que se solubilizaron con urea y la proteina
solubilizada se purific6 mediante cromatografia de afinidad (HiTrap Chelating HP,
Amersham). Aunque se realizaron numerosos ensayos con el fin de determinar las
condiciones éptimas de plegamiento de la proteina recombinante no se consiguié la
renaturalizacién de la misma. Esta proteina recombinante la utilizaremos para la obtencién

de anticuerpos especificos anti-CP1 que nos permitirdn realizar futuros estudios de secrecién
(Figura 92).

lll. Caracterizacion del sistema de secrecion que utiliza P. ruthenica CP76 para
excretar las proteasas CP1y CP2

Las proteasas CP1 y CP2 mostraron homologia con metaloproteasas de bacterias que se
secretan al exterior utilizando el sistema GSP de tipo Il (Sandkvist, 2001). Esto nos indujo a
pensar que el sistema de secrecion mds probable que utilizase Psevdoalteromonas ruthenica
CP76 fuese también dicho sistema GSP de tipo Il. Ademdés la presencia en ambas proteinas
de un péptido senal tipico que es reconocido por el sistema Sec afianzé nuestra hipétesis de
partida.

Este sistema estd compuesto por un complejo multiproteico de 12-16 proteinas diferentes
(dependiendo de la especie) localizado en el espacio peripldsmico. La proteina D es un
oligébmero de unas 12-15 subunidades que juega un papel muy importante en este tipo de
secrecion siendo la encargada de formar el poro en la membrana externa (Kazmierczak y
col., 1994; Hardie y col., 1996a; Lindeberg y col., 1996; Linderoth y col., 1997; Bitter y
col., 1998; Bitter, 2003). Debido a que esta proteina se encuentra muy conservada entre
los distintas especies bacterianas Gram-negativas, amplificamos mediante PCR un
fragmento de 912 pb del gen que codifica esta proteina en P. ruthenica CP76. Este
fragmento lo utilizamos como punto de partida para amplificar mediante PCR inversa la
secuencia completa de dicho gen. De esta forma amplificamos un fragmento de 2979 pb
del ADN gendémico de P. ruthenica CP76 (Figura 99). El andlisis de la secuencia de este
fragmento identificé tres posibles regiones codificantes orientadas en el mismo sentido, dos
de las cuales estdn incompletas. El ORF2 denominado wmpD estd completo, consta de
2067 pb y la secuencia de aminodcidos deducida del mismo, denominada WmpD,
presenta homologia con proteinas D implicadas en el sistema de secrecién de tipo Il de
diversos microorganismos. El ORF1 y el ORF3 denominados wmpC y wmpE
respectivamente, aunque estdn incompletos, muestran homologia con proteinas C y
proteinas E, implicadas también en el sistema de secrecién de tipo Il de otros grupos
bacterianos.

El ORF2 codifica una proteina (WmpD) de 74,8 kDa. Esta proteina presenta un péptido
sefial de 32 aminodcidos (Figura 101). Se trata de un péptido sefial tipico con las regiones
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n, h y ¢, caracteristicas (von Heijne, 1983; Watson, 1984). Ademds, el programa Psortb
predice que se trata de una proteina asociada a la membrana externa (Figura 102). Dentro
del sistema de secrecién de tipo Il solamente las proteinas D y S estdn asociadas a esta
membrana (Genin y Boucher, 1994; Stathopoulos y col., 2000).

Las proteinas D pertenecen a una gran familia de proteinas homélogas llamadas
secretinas, aunque a diferencia de la secretinas propiamente dichas, que son inespecificas
para el sustrato que pasa a través de ellas, la proteina D reconoce, por algin mecanismo
especifico todavia sin elucidar, la proteina que va a transportar. El dominio C-terminal en
estas proteinas D estd conservado y a través de él se inserta en la membrana externa,
mientras que el dominio N-terminal es mds variable y estd expuesto al periplasma donde
interacciona con otros componentes del aparato de secrecién (Genin y Boucher, 1994).
Parece que es la interacciéon entre el dominio N-terminal con otros componentes del
aparato de secrecién lo que induce el cambio de conformacién en el extremo C-terminal y
esto conlleva a la apertura del poro. La regién conservada del extremo C-terminal abarca
unos 200-300 residuos, de los cuales cerca de 60 son glicinas y prolinas que se ha
demostrado que son residuos muy importantes para la funcionalidad de la proteina (Russel,
1994). Se han descrito cuatro regiones (A, B, C y D) muy conservadas en este extremo C-
terminal de las proteinas D (Genin y Boucher, 1994; Schmidt y col., 1997); dichas regiones
los localizamos en la proteina WmpD (Figura 100). En la regién A los aminodcidos
conservados son Asn®’, lle?*, Leu®®, Asp™?, lle*!, Gly*® y Trp*; en la regién B los
aminodcidos son Gly>'¢, Leu®'?, Val*®' y Pro°??; en la regién C los aminodcidos conservados
son Thr*®? GIy>%¢>72 7 273, por Gltimo el dominio D presenta conservados los aminodcidos

Pro®® Leu®™, lle*??, Pro°”, Gly*?° Leu®® y Phe®””.

Una diferencia fundamental entre las secretinas y las proteinas D lo constituye el
mecanismo de insercién a la membrana externa; asi, las secretinas presentan en el extremo
C-terminal una serie de residuos hidrofébicos, fundamentalmente unidades de tirosina y una
fenilalanina en la Gltima posicién, que son los encargados de la insercién de la misma en la
membrana. Estos residuos estdn ausentes en las proteinas D descritas y tampoco se
localizan en la proteina WmpD, ya que al igual que otras proteinas D, parece que su
asociacién a la membrana externa esta mediada por la proteina S (Struyve y col., 1991;
Pugsley y col., 1997).

La mayoria de los genes implicados en el sistema de secrecién de tipo Il estdn muy
conservados en las distintas especies bacterianas y se transcriben en un sélo operdn. Existen
algunas excepciones como es el caso de Psevdomonas aeruginosa y Pseudomonas
alcaligenes donde los genes que codifican las proteinas C y D estdn localizados en
operones diferentes (Groot y col., 2001; Sandkvist 2001a; 2001b; Thanassi, 2002) (Figura
14).

253



Discusidn

En el andlisis de la secuencia de 2.979 pb de P. ruthenica CP76 no se encontré ninguna
region palindrémica que pudiese actuar como terminadora de la transcripcion. Ademds,
corriente arriba de la proteina WmpD nos encontramos una secuencia de aminodécidos que
presenta homologia con proteinas C y corriente abajo de WmpD estd presente otro ORF,
que aunque incompleto, presenta homologia con proteinas E, por lo que parece que como
en muchas otras bacterias Gram-negativas (Pugsley y col., 1997; Filloux, 2004), los genes
implicados en el sistema de secrecion de tipo Il en P. ruthenica CP76 se transcriben en un
operdn.

Con el fin de caracterizar la funcién biolégica de la proteina WmpD, se procedié a
interrumpir el gen wmpD, mediante un proceso de mutacién por doble recombinacién
utilizando el cassette QSm (Prentki y Krisch, 1984). Un primer andlisis funcional de los
mutantes wmpD::Q en placas de SW7,5 caseina determiné la pérdida de actividad proteasa
extracelular en los mismos (Figura 105). También realizamos un andlisis de la actividad
proteasa en las tres fracciones celulares (medio extracelular, periplasma y citoplasma)
observando que el mutante P. ruthenica CP77 no presentaba apenas actividad en el
sobrenadante, mientras que se detectaba un aumento de actividad tanto en el periplasma
(=34%) como en el citoplasma (=42%), lo que indica que al estar interrumpido el canal de
secrecién la proteina no puede ser exportada al exterior (Figura 108).

En un futuro inmediato se amplificardn por PCR inversa las regiones adyacentes al
fragmento de 2.979 pb con el fin de caracterizar los restantes genes que codifican las
proteinas implicadas en el sistema de secrecion de tipo Il en P. ruthenica CP76. Para poder
determinar la funcién precisa de cada una de estas proteinas nos proponemos realizar
mutaciones no polares en cada uno de los genes que codifican las mismas y analizar como
afectan estas mutaciones a la secrecién de las proteasas CP1 y CP2 en P. ruthenica CP76.

Al ser el mecanismo de secrecién de tipo Il el més comin en bacterias Gram-negativas,
cabria esperar que al interrumpir los genes involucrados en este tipo de secreciéon tampoco
se detectara actividad extracelular de las otras enzimas extracelulares, lipasa, DNAsa y
amilasa, producidas por P. ruthenica CP76. Sin embargo, el mutante P. ruthenica CP77
presenta actividad extracelular lipasa, DNAsa y amilasa, por lo que estas enzimas deben ser
secretadas por un mecanismo distinto al sistema de tfipo Il. Ejemplos de enzimas secretadas
por mecanismos distintos al de tipo Il lo encontramos en la lipasa LipA producida por
Serratia marcescens, que se secreta por el mecanismo de secrecién de tipo | (Akatsuka y
col., 1994), o diversas proteinas secretadas por especies de los géneros Yersinia, Shigella o
Salmonella, que se secretan por el sistema de secrecion de tipo Il (Ghosh, 2004).
Agrobacterium tumefaciens secreta proteinas al exterior mediante el mecanismo de
secrecién de tipo IV (Christie, 2004); por Gltimo, Bordefella pertussis o Helicobacter pyloryi
utilizan el mecanismo de secrecién de tipo V para secretar sus proteinas (Henderson y col.,
2004). Un ejemplo de una bacteria que utiliza distintos sistemas para secretar sus proteinas
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es Pseudomonas aeruginosa, una bacteria Gram-negativa patégena oportunista que se
caracteriza por producir numerosas toxinas, enzimas y adhesinas (Tomasen y col., 1992;
Durand y col., 2003). Asi, las proteasas alcalinas AprA y AprX son secretadas mediante el
sistema de secrecién de tipo | (Guzzo y col., 1991a; 1991b; Doung y col., 2001). Esta
bacteria posee, al menos, dos sistemas de secrecién de tipo Il distintos, el sistema Xcp
requerido para secretar la exotoxina A, diversas lipasas, la fosfolipasa C, fosfatasas
alcalinas o la elastasa LasB (Filloux y col., 1998) y el sistema Hxc que es requerido para la
secrecién de moléculas de bajo peso molecular, como la fosfatasa alcalina LapA (Ball y
col., 2002). Ademds P. aeruginosa secreta al medio la exotoxina S utilizando el sistema de
secrecién de tipo Il (Yahr y col., 1997; Wu y col., 2004a). Por lo tanto aunque el sistema
de secrecién de tipo Il sea el mds comin para secretar enzimas al exterior, tampoco es
infrecuente que las bacterias empleen otro sistema para ello, por lo que facilmente las
enzimas DNAsa, lipasa o amilasa producidas por P. ruthenica CP76 pueden ser secretada
por algin mecanismo distinto al de tipo Il

En resumen, la bacteria objeto de este estudio, Pseudoalteromonas ruthenica CP76, es
capaz de crecer en un amplio rango de concentraciones salinas y produce varias enzimas
extracelulares, entre las que destacamos la haloproteasa CP1. Se trata de la primera
proteasa extracelular producida por una bacteria haléfila moderada que ha sido
caracterizada tanto a nivel bioquimico como molecular. Las propiedades de esta enzima la
hacen muy interesante desde el punto de vista biotecnolégico. Ademds, en este trabajo se
establecen los bases para un posterior estudio mas detallado del mecanismo de secrecién
de dicha enzima al exterior de la célula y las posibles mejoras de la cepa para obtener una
produccién éptima de dicha enzima.
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La mayoria de las bacterias haléfilas moderadas ensayadas provenientes de
colecciones de cultivo no muestran actividad hidrolitica extracelular amilasa,
proteasa, lipasa, DNAsa, pululanasa o xilanasa. En cambio, dichas actividades
hidroliticas en cepas haléfilas moderadas aisladas de sus hdbitat naturales, salinas
del sur de Espafia son més variados. De los cinco actividades hidroliticas
estudiadas, la més abundante fue la amilasa (2,7%), seguida de la lipasa (2,1%),
proteasa (2,0%) DNAsa (1,2%) y pululanasa (1%). La actividad xilanasa estaba
ausente en todas las cepas ensayadas.

De todas las cepas con actividad proteolitica aisladas, se seleccioné la cepa CP76
para un estudio mds detallado. En base a sus caracteristicas fenotipicas,
quimiotaxonémicas y genotipicas, asi como a su posicién filogenética, la cepa
CP76 se asignd al género Pseuvdoalteromonas, como Pseudoalteromonas ruthenica
CP76.

Pseudoalteromonas  ruthenica CP76 produce, al menos, dos proteasas
extracelulares. La produccién méxima tiene lugar en cultivos en fase exponencial
tardia o estacionaria de crecimiento, en medios con un 7,5% de sales, en ausencia
de maltosa y presencia de sacarosa, con elevada oxigenacién y a 37°C de
temperatura.

A partir del sobrenadante del cultivo de Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se ha
purificado una proteina con actividad proteolitica, denominada haloproteasa CP1.
Se trata de una metaloproteasa que presenta actividad éptima a 55°C, pH 8,5 y
muestra una elevada tolerancia a las condiciones salinas, presentando actividad
hasta, incluso, 4 M de NaCl y con un 6ptimo entre 0-2 M de NaCl.

La utilizacién de la técnica de PCR inversa ha permitido la clonacién del gen que
codifica la sintesis de la haloproteasa CP1 de Pseudoalteromonas ruthenica CP76,
denominado cp/. Dicho gen codifica una proteina de 733 aminoécidos que
muestra homologia con metaloproteasas de la familia M4. Dicha proteina presenta
cuatro dominios conservados: un péptido sefal, una regién pro-N-terminal, la
proteina madura y una regiéon pro-C-terminal. Tanto el péptido sefal como los
dominios pro-N- y C-terminal son procesados durante la maduracién de la proteina
y no estdn presentes en la proteasa funcional.

El andlisis corriente abajo del gen ¢o/ ha permitido la localizacién y clonacién de
un segundo gen denominado ¢pZ, que codifica una proteina de 614 aminodcidos
que muestra homologia con metaloproteasas de la familia M28. Asimismo,
corriente abajo de ¢pZ se encuentra ofro gen, /jpP, cuya proteina muestra
homologia con proteinas de la familia de las a/f hidrolasas.
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7. Mediante la técnica de PCR inversa se ha amplificado un fragmento de 2.979 pb
cuya secuencia muestra la presencia de tres marcos abiertos de lectura, dos de los
cuales se encuentran incompletos. Las proteinas deducidas de estos marcos abiertos
de lectura muestran homologia con proteinas implicadas en el sistema de secrecién
de tipo Il. El gen wmpD codifica una proteina de 688 aminodcidos que muestra
homologia con proteinas D, encargadas de la formacién del poro en la membrana
externa durante el proceso de secrecién de tipo Il. Los genes wmpC 'y wmpf
codifican dos proteinas que muestran homologia con las proteinas C y E de este
sistema de secrecion.

8. La inactivacién del gen wmpD de P. ruthenica CP76 mediante mutagénesis
insercional interrumpe la secrecién de las proteasas CP1 y CP2, mientras que no se
ve afectada la secrecién de otras enzimas extracelulares producidas por esta
bacteria (amilasa, lipasa y DNAsa). Asi, Pseudoalteromonas ruthenica CP76 utiliza
el sistema de secrecion de tipo Il para exportar al medio las proteasas, mientras que
utiliza un mecanismo distinto para secretar las otras enzimas extracelulares.
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Summary

Moderately halophilic bacteria are microorganisms which grow optimally in media
containing 3-15% NaCl (Ventosa et al., 1998c). They constitute a complex physiological
group of microorganisms adapted to thrive in saline environments. Apart from their
ecological importance, moderately halophilic bacteria display a very interesting potential for
use in biotechnology. Thus, they accumulate high cytoplasmic concentrations of compatible
solutes that may be used as osmoprotectants and stabilizers of enzymes and cells (Galinski,
1993). Besides, some of them are used for the degradation of polluting industrial residues or
toxic chemicals, and for enhanced oil recovery processes (Ventosa and Nieto, 1995;
Ventosa et al., 1998c). Moreover, moderately halophilic bacteria produce extracellular salt-
tolerant enzymes which have quite diverse potential usages in different areas such as food
industry, feed additive, biomedical sciences and chemical industries (Onishi et al., 1991;
Ventosa et al., 1998¢, Mellado and Ventosa, 2003).

The possibility of using enzymes from halophilic bacteria in industrial processes has the
advantage of optimal activities at high salt concentrations (Ventosa et al., 1998¢). The
interest in these extracellular enzymes resides in both, their biotechnological potential for
novel applications and the need for a better understanding of their intrinsic salt resistance
properties and the stabilization mechanisms that enable halophiles to survive to the extreme
environments in which they are normal inhabitants.

In order to isolate moderately halophilic microorganisms able to produce different
hydrolases (amylases, DNAses, lipases, proteases, pullulanases and xylanases) we performed
a screening, sampling different hypersaline environments in South Spain. A total of 892
strains showing different hydrolytic activities were isolated: amylase (269 strains), lipase (207
strains), protease (201 strains), DNAse (118 strains) and pullulanase (97 strains). Strains
showing xylanase activity were not detected. Thus, in contrast, to strains belonging to
previously described species, that showed very litlle hydrolytic activities, environmental
isolates produced a great variety of hydrolases. These bacteria were able to grow optimally
in media with 5-15% salts and in most cases up to 20-25% salts. These strains were
identified as members of the genera: Salinivibrio (55 strains), Halomonas (25 strains),
Bacillus-Virgibacillus (29 strains), Salinicoccus (2 strains) and Marinococcus (1 strain), as
well as eight non-identified isolates.

Among these enzymes, proteases, which catalyze the hydrolysis of proteins have many
commercial applications, particularly in the food and detergent industries (Rao et al., 1998).
While several proteases from mesophilic microorganisms have been purified and
characterized, and the corresponding genes have been cloned (Rao et al., 1998), proteases
from halophilic microorganisms have not been extensively studied. A few proteases from
extreme halophiles, members of the archaeal phylogenetic branch, have been characterized
(Norberg and Hofsten 1969; Kamekura and Seno, 1990; Van Qua et al., 1981; Stepanov
et al. 1992; Kamekura et al., 1992; Ryu et al., 1994; Giménez et al., 2000), but no
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proteases from moderately halophilic bacteria have been purified and studied in depth so far
(Ventosa et al., 1998c). Recently, Hiraga and coworker (2005) have purified and
characterized an extracellular protease from Filobacillus sp. RF2-5, a moderately halophilic
bacterium isolated from fish sauce in Thailand.

From the 201 proteolytic moderate halophiles isolated in the screening, strain CP76 was
selected as the best producer of an extracellular protease, designated CP1, and was used for
further studies. Apart from protease, extracellular amylase, lipase and DNase activities were
detected in this strain.

The phenotypic, genotypic and phylogenetic analysis (based on sequence analysis of the
16S rRNA gene) performed, lead us to identify this strain as a member of the species
Pseudoalteromonas ruthenica.

The maximal production of the protease CP1 by P. ruthenica CP76 was detected at the
end of the exponential growth phase at 37°C, in media containing 7.5% salt and
supplemented with sucrose (50 mM). Protease CP1 was purified using ion exchange and gel
filtration chromatography. The purified enzyme, designated haloprotease CP1  was
biochemically characterized, showing optimal activity at 55°C, pH 8.5 and high tolerance to
a wide range of NaCl concentrations (0 to 4 M NaCl). The purified protease has a
molecular mass of 38 kDa and the activity was strongly inhibited by EDTA, PMSF and
Pefabloc. No significant inhibition was detected with E-64, bestatin, chymostatin or
leupeptin.

N-terminal sequence determination of the haloprotease CP1 allowed the design of
degenerate oligonucleotide primers for the amplification of the gene by inverse PCR and its
nucleotide sequence was analyzed. The gene (2,202 pb), designated ¢p/, encodes a 733-
residue protein with a molecular mass of 78.8 kDa. Database searches revealed the product
encoded by co/ to have extensive sequence similarity to metalloproteases of the M4 family.
The best alignment (69% identity) was obtained with the metalloprotease Empl from
Pseudoalteromonas sp. A28 (Lee et al., 2002), followed by the metalloprotease from
Alteromonas sp. 0-7 (78% identity)(Miyamoto et al., 2002). The sequence analysis of the
region downstream from gene cp/ revealed the presence of another ORF, designated ¢p2,
which encodes a protein of 614 amino acids showing homology with metalloproteases of
the aminopeptidase M28 family. Furthermore, other partial ORF (/jpB) was located
downstream from cp2, showing homology to proteins assigned to the o/B hydrolase family.

Two putative signal peptides of 28 and 21 amino acids have been identified in the
haloprotease CP1 and protease CP2, respectively. Both extracellular proteases are
synthesized as pre-proenzymes that are further processed to produce the mature protein by
removal of their pro-regions. Haloprotease CP1 presents a 183-residue N-terminal
prosequence, the 331-residue mature protein and a 191-residue C-terminal prosequence.
The molecular mass of the native enzyme determined by SDS-PAGE was 38 kDa. These
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results suggest that both, the C-terminal and N-terminal prosequences are cleaved by a
post-translational process. Protease CP2 presents a 402-residue mature protein and a 191-
residue C-terminal prosequence.

In this study we have investigated the protein secretion in moderately halophilic bacteria
by using the haloprotease CP1 from P. ruthenica CP76 as a model enzyme. In Gram-
negative bacteria, secreted proteins must cross the two membranes (inner and outer) that
constitute the cell envelope. Considering the preproenzyme structure, the export of
haloprotease precursor through the inner membrane may likely occur via the Sec pathway
(Mori e lto, 2001), coupled to the cleavage of the leader peptide.

The type Il secretion pathway is the most widespread of the many terminal branch
pathways of the general secretory pathway (Pugsley, 1993), and it is responsible for the
translocation of toxins and hydrolytic enzymes across the outer membrane in a wide
spectrum of Gram-negative bacteria. Following translocation of the protein to the periplasm
by the signal-peptide-dependent Sec or Tat system, the folded substrate protein is
transported across the outer membrane by the type Il secretion apparatus, consisting of a
multiprotein complex of at least 12 gene products (designated in most systems by letters A-O
and S), some of which are not present in all type Il secretons and others of which appear to
be dispensable for secretion function (Pugsley et al., 1993; Pugsley et al., 1997; Sandkvist,
2001). Protein D constitutes the putative pore of the type Il secretion apparatus, which forms
a large oligomer of 12-14 subunits in the outer membrane (Genin and Boucher, 1994). The
high conservation found among the homologous protein D of different bacteria allowed us
to design degenerate oligonucleotide primers for the amplification of the gene by inverse
PCR. We amplified a 2,979-bp DNA fragment. Sequencing of this fragment revealed the
presence of one complete and two partial consecutive ORFs in the same orientation. The
first ORF, showed homology to the type Il secretion component protein C, and therefore it
was designated wmpC. The second ORF, designated wmpD, encodes a 688-aminoacid
protein with a molecular mass of 74.8 kDa highly similar to the proteins D of several type |l
secretion pathways and the third ORF, designated wmp£, encodes a polypeptide with the
highest identity scores for the type Il secretion component PulE.

To assess the implications of the type Il secretion pathway in the secretion of the
extracellular enzymes of P. ruthenica CP76, the wmpD gene was disrupted by a double-
recombination event in the chromosome of the wild-type strain. The wmpD::@Sm mutant,
designated P. ruthenica CP77, did not show extracellular protease activity, but the
intracellular and periplasmic activity increased due to the accumulation of the protease in
these cellular compartments. However, extracellular amylase, lipase and DNase activities are
detected in P. ruthenica CP77. This finding indicates that the type Il secretion components
are responsible for the transfer across the outer membrane of the proteases CP1 and CP2,
but a different mechanism could be responsible for the secretion of the other extracellular
enzymes in P. ruthenica CP76.
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