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  Introducción 

II..11..  AAMMBBIIEENNTTEESS  EEXXTTRREEMMOOSS::  AAMMBBIIEENNTTEESS  HHIIPPEERRSSAALLIINNOOSS  

 El concepto de “ambiente extremo” ha sido tradicionalmente difícil de definir debido a 
la complejidad y subjetividad del término. Estos ambientes se caracterizan por presentar 
valores extremos de determinados parámetros, tales como temperatura, pH, presión 
hidrostática, irradiación solar, concentración de nutrientes o metales tóxicos, potencial 
redox, actividad del agua o salinidad, condiciones en principio, poco favorables o letales 
para la mayoría de los seres vivos. A pesar de ello, en dichos ambientes extremos se pueden 
encontrar organismos que toleran e, incluso, requieren para crecer estas condiciones, son 
los organismos denominados extremófilos. 

 En 1979, Brock definió los ambientes extremos desde un punto de vista taxonómico 
como “ambientes en los que existe una escasa diversidad de especies y en los que están 
ausentes algunos grupos taxonómicos”. En los últimos años los microorganismos 
extremófilos están siendo ampliamente estudiados, poniéndose de manifiesto que la 
diversidad taxonómica existente en dichos ambientes extremos no es tan reducida como se 
pensó en un principio (Oren, 1993; 2002a; Horikoshi y Grant, 1998; Ventosa y col., 
1998c; Jones y col., 1998; Litchfield y col., 1999; Litchfield y Gillevet, 2002; Benlloch y 
col., 2002; González-Toril y col., 2003; Cifuentes y col., 2003; Pedersen y col., 2004). 

AAmmbbiieenntteess  hhiippeerrssaalliinnooss  

Los ambientes hipersalinos son aquellos que presentan una elevada concentración de sal 
y constituyen un ejemplo característico de ambiente extremo. Estos ambientes además de un 
alto contenido en iones (factor que le confiere la característica de ser un ambiente inhóspito 
para la mayoría de los microorganismos), suelen poseer otras peculiaridades ambientales 
tales como elevadas o muy bajas temperaturas, elevados valores de pH o bajas 
concentraciones de oxígeno (Javor, 1989; Rodríguez-Valera, 1993). 

Los suelos salinos son aquellos que contienen una concentración superior al 0,2% de 
sales solubles (Javor, 1989). Están extendidos por todo el mundo, especialmente, aunque 
no de manera exclusiva, por zonas áridas o semiáridas. Estudios realizados en suelos 
hipersalinos han puesto de manifiesto la existencia de una compleja microbiota adaptada a 
estos ambientes (Quesada y col., 1982; Rodríguez-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 
acuáticos. Estos ambientes hipersalinos se caracterizan por tener una concentración 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 y, 
por tanto, una composición salina inicial similar a la del agua de mar. La evaporación del 
agua permite la concentración de las sales, manteniendo proporciones relativas muy 
parecidas a las que se presentan en el mar (Brock, 1979; Williams, 1981). Este proceso de 
evaporación se produce, por ejemplo, en las salinas construidas por el hombre para 
obtener sal común (Figura 1). 

Las salinas presentan además de una 
elevada concentración de sales, otras 
características como estar sometidas a una 
fuerte irradiación solar, a oscilaciones de 
temperatura entre el día y la noche y poseer un 
bajo contenido en oxígeno, pues su solubilidad 
en estos medios tan concentrados es mínima 
(Rodríguez-Valera y Ruiz-Berraquero, 1983). 
Una excepción dentro de este tipo de aguas 
talasosalinas la constituye el Gran Lago 
Salado, en Utah (Estados Unidos) ya que no 

siendo su origen marino, presenta una composición química semejante a la del agua de 
mar (Post, 1977; Rodríguez-Valera, 1993). 

Figura 1. Salina de Huelva 

Las aguas atalasosalinas corresponden a los lagos salados naturales, formados por 
disolución de depósitos minerales de origen continental, cuyas proporciones se alejan, a 
veces, de las que se encuentran en un medio marino típico, predominando generalmente en 
su composición cationes divalentes como el Ca2+ y el Mg2+ (Brock, 1979; Rodríguez-Valera 
y Ruiz-Berraquero, 1983, Rodríguez-Varela, 1993). Así, la composición iónica de estas 
aguas puede diferir ampliamente en función de las características geológicas, topográficas 
o climatológicas a las que estén sometidas (Grant y Ross, 1986). Ejemplos de estos 
ambientes hipersalinos son el Mar Muerto, algunos lagos hipersalinos de la Antártida, 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 composición 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 Mg2+ y Ca2+ es muy baja, siendo los iones carbonato y 
bicarbonato los que más contribuyen al total de los aniones presentes en dichas aguas, 
además 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 último 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), así como algunos lagos 
hipersalinos de la Antártida (Franzmann y col., 1987) (Figura 2). 

B

DC

A

FE

B

DC

A

FE

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 

HHiissttoorriiaa  

La sal forma parte de la historia de la Humanidad, es el condimento más 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 publicó 
en China sobre el año 2700 a.c. 
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La ubicación de depósitos de sal tuvo especial relevancia en los emplazamientos de 
asentamientos humanos, pues la sal era ya usada desde antaño con fines culinarios, bien 
como condimento, bien para la conservación de alimentos (salazón). Por este motivo se 
crearon rutas específicas para el mercado de la sal y se han producido numerosas guerras 
por controlar los depósitos y los mercados de sal.  

Hubo tratados en la Antigua Grecia que incluían 
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 conservación. Hasta el siglo XIX se 
cobraba un impuesto específico para la sal.  

Aunque el interés por los microorganismos halófilos 
ha aumentado en las últimas décadas, la especie 
humana ha hecho uso de ellos desde hace miles de 
años. Estos microorganismos halófilos han intervenido 
tradicionalmente en los procesos de producción de sal. 
Así, los cristales de sal común (Figura 3) que se forman 

en las salinas en la fase de saturación suelen contener una gran cantidad de 
microorganismos halófilos viables cuya presencia provocaba la aparición de un color rojo 
brillante en las aguas de las salinas, lo que indicaba a los productores de sal de antaño el 
momento de trasladarlas a otras balsas para su cristalización final (Baas-Becking, 1931). 
Recientemente se ha determinado que las responsables de la coloración rojiza son 
principalmente haloarqueas, bacterias pertenecientes al género Salinibacter y el alga 
Dunaliella salina (Oren y Rodríguez-Valera, 2001). Asimismo, la aparición de una 
coloración rojiza y un olor putrefacto en los alimentos conservados en salazón se debe a la 
descomposición de estos alimentos por haloarchaeas y bacterias halófilas moderadas 
proteolíticamente activas (Flannery, 1956). 

Figura 3. Cristal de sal 

II..22..  MMIICCRROOOORRGGAANNIISSMMOOSS  HHAALLÓÓFFIILLOOSS  

 El término halófilo proviene del griego hals (sal) y phil (amigo, amor) por lo que 
etimológicamente halófilo significa “amigo, amante de la sal”. En los hábitats hipersalinos 
coexisten una gran diversidad de seres vivos; se han descrito organismos superiores como el 
crustáceo Artemia 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) (Rodríguez-Valera y col., 1985; Rodríguez-Valera, 1988; 
Ventosa y col., 1998c; Grant y col., 1998; Oren, 2002b). La diversidad presente en estos 
ambientes hipersalinos varía en función de una serie de parámetros entre los que destacan 

   4



  Introducción 

la salinidad, la composición iónica, la solubilidad del oxígeno, el pH o la temperatura 
(Rodríguez-Varela, 1988; Javor, 1898, Oren, 1993). 

 Los microorganismos halófilos son organismos que están 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 “halófilo” y “halotolerante”, así como las diferentes respuestas a la sal, han 
tenido muy diversas interpretaciones según el criterio utilizado. Por este motivo, Kushner y 
Kamekura (1988) clasificaron a los microorganismos en distintas categorías atendiendo a la 
concentración de sal que requieren para su crecimiento óptimo en: 

¾ 

¾ 

¾ 

¾ 

No halófilos: crecen óptimamente 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 concentración salina de 2,5 M, 
se denominan microorganismos halotolerantes extremos. 

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

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

Halófilos extremos: presentan un crecimiento óptimo en medios que contienen 
de 2,5 a 5,2 M (saturación) 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 halófilos 
moderados y los halófilos extremos. Las bacterias halófilas moderadas son más abundantes 
a concentraciones salinas intermedias (1,5-3 M de NaCl), mientras que los 
microorganismos halófilos extremos, representados fundamentalmente por las arqueas 
aerobias halófilas 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 
categorías de microorganismos (Rodríguez-Valera y col., 1985; Rodríguez-Valera, 1988; 
Benlloch y col., 2002). 

Los primeros trabajos sobre microorganismos halófilos se centraron en su fisiología, 
ecología y bioquímica, especialmente los realizados sobre los halófilos 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 
despertó un mayor interés por el estudio de dichos microorganismos halófilos (Woese y Fox, 
1977; Woese, 1987). Por otra parte, la introducción de nuevas técnicas aplicadas al 
campo de la taxonomía, como el uso de sondas específicas y técnicas de PCR ha aportado 
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datos muy interesantes sobre la diversidad microbiana en los ambientes hipersalinos 
(Rodríguez-Valera y col., 1999; Antón y col., 1999; Benlloch y col., 2001; 2002; 
Casamayor y col., 2002). 

La inmensa mayoría de los microorganismos halófilos 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 (Antón y 
col., 2002).  

Estudios recientes demuestran la presencia de hongos en aguas hipersalinas, 
concretamente están presentes diferentes especies de los géneros Aspergillus, Penicillium, 
Wallemia, Scopulariopsis y Alternaria. También se ha descrito la presencia de levaduras 
halófilas, concretamente especies del género Cladosporium, y las especies Hortaea 
werneckii, Phaeotheca triangularis, Trimmatostroma salinum y Aureobasidium pullulans 
(Gunde-Cimerman y col., 2000). 

El grupo de los microorganismos halófilos moderados está constituido por un elevado 
número de especies pertenecientes a géneros muy diversos; en su mayoría, son 
microorganismos quimiotrofos, a excepción de alguna arquea metanógena y algunas 
bacterias fotótrofas (Pedrós-Alió y col., 2002; Ventosa, 1988; 1993; 1994; Ventosa y col., 
1998c; Oren, 2002a; 2002b). En la actualidad, el estudio de sus mecanismos de 
adaptación para vivir y proliferar en ambientes que poseen amplios rangos salinos así como 
su importancia biotecnológica son, sin duda, los aspectos que los han hecho aun más 
interesantes. 

Una de las estrategias en la osmoadaptación de los microorganismos halófilos y 
halotolerantes a estos hábitats extremos es la acumulación de una elevada concentración 
de solutos en el citoplasma que compensa el estrés osmótico al que se ven sometidos 
(Larsen, 1986; Tindall, 1988; Gilmour, 1990; Galinski y Trüper, 1994; Galinski, 1995). En 
el caso de las haloarqueas y algunas bacterias halófilas anaerobias, el equilibrio osmótico 
se consigue al mantener una concentración iónica citoplasmática tan elevada como la del 
medio externo (Oren y col., 1984a; Zhilina y Zavarzin, 1990; Oren, 1991). Generalmente, 
se acumulan sales inorgánicas constituidas por iones K+, Na+ y Cl- que originan un 
citoplasma hipersalino. Esta estrategia implica una serie de cambios fisiológicos en la 
célula, como el que las proteínas producidas por éstas posean en su superficie una mayor 
cantidad de aminoácidos ácidos 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 composición lipídica aumentando su 
proporción de aniones lipídicos tales como fosfatidilglicerol y/o glicolípidos, y una  
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disminución de fosfatidiletanolamina, lo que se traduce en un aumento de fosfolípidos 
cargados negativamente (Russell y Kogut, 1985; Russell, 1989; Sutton y col., 1991). 

El mecanismo de adaptación a ambientes salinos que utilizan las bacterias halófilas 
moderadas es la acumulación en su citoplasma de determinados compuestos orgánicos 
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). Así, pueden ser aminoácidos (glicina y 
prolina), azúcares (sacarosa, trehalosa), polioles (glicerol, arabinol), betaínas (glicina 
betaína) y ectoínas (ectoína e hidroxiectoína), que bien se sintetizan “de novo”, o bien, si 
están presentes en el medio externo, son transportados y acumulados en el citoplasma 
(Galinski y Trüper, 1994; Cánovas y col., 1996). Entre ellos destacan la glicina y la prolina, 
que son solutos muy solubles, generalmente en condiciones de baja salinidad (Trüper y 
Galinski, 1986), el glicerol, ampliamente distribuido entre los microorganismos eucariotas 
(Borowitzka, 1981) o las ectoínas (Galinski, 1993) y las betaínas, acumuladas 
principalmente cuando aumenta la concentración salina externa (Galinski y Tindall, 1992), 
a pesar de que estas últimas no pueden sintetizarse “de novo” por la mayoría de las 
bacterias (Csonka y Epstein, 1995). 

En el ámbito industrial, los microorganismos halófilos poseen un enorme potencial 
biotecnológico, presentando, incluso, una serie de ventajas adicionales con vistas a su 
manipulación genética, como, por ejemplo, la de ser fáciles de cultivar y mantener en el 
laboratorio y bajo unas condiciones asépticas que se ven reducidas al máximo (Ventosa y 
Nieto, 1995). Algunas de las aplicaciones más interesantes son la utilización de 
halobacterias en la producción de bacteriorrodopsina, bioplásticos y enzimas, en la 
degradación de productos tóxicos, o en la detección de determinados tipos de cáncer 
(Rodríguez-Valera, 1992, Galinski y Tindall, 1992; Ventosa y col., 1998c; Mellado y 
Ventosa, 2003). También, el alga Dunaliella se emplea en la producción comercial de �-
caroteno (Avron y Ben-Amotz, 1992; Ventosa y Nieto, 1995). Las bacterias halófilas 
moderadas también poseen numerosas aplicaciones industriales, como la producción de 
solutos compatibles y de enzimas, la biodegradación de residuos, o la mejora de los 
procesos de extracción de petróleo (Ventosa y Nieto, 1995; Ventosa y col., 1998c; 
Margesin y Schinner, 2001). Este grupo de microorganismos, así como su gran potencial 
biotecnológico serán objeto de un estudio detallado a lo largo de esta Tesis. 
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II..22..11..  BBaacctteerriiaass  hhaallóóffiillaass  mmooddeerraaddaass  

II..22..11..11..  CCaarraacctteerrííssttiiccaass  ggeenneerraalleess  

TTaaxxoonnoommííaa 

 Las bacterias halófilas moderadas se definen como aquellos microorganismos que 
crecen óptimamente en medios que contienen de 0,5 a 2,5 M (aprox. 3-15%) de NaCl 
(Kushner y Kamekura, 1988; Ventosa y col., 1998c). Sin embargo, algunos son capaces de 
crecer en un rango de salinidades aún más amplio que abarca hasta una concentración 4 
M (aprox. 25%) de NaCl (Quesada y col., 1982; Ventosa y col., 1984; Rodríguez-Valera y 
col., 1985; Rodríguez-Valera, 1988). 

 Hasta 1980 sólo existían seis especies halófilas moderadas aceptadas y publicadas de 
forma válida en la Lista de Bacterias Aprobadas (Skerman y col., 1980). En las dos últimas 
décadas se han llevado a cabo estudios en ambientes hipersalinos de diferentes áreas 
geográficas que han permitido el aislamiento y caracterización taxonómica de un elevado 
número de bacterias halófilas moderadas, existiendo actualmente más de 70 especies 
descritas. 

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

FFiissiioollooggííaa  

La característica común de las bacterias halófilas 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 función de determinadas condiciones de cultivo, como la 
temperatura (Post, 1977) o la concentración de nutrientes presentes en el medio (Forsyth y 
Kushner, 1970). Así, se ha descrito que la concentración de sal necesaria para el 
crecimiento óptimo de muchas bacterias halófilas 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 óptimo de crecimiento de estos 
microorganismos (Kushner, 1993; Cánovas y col., 1996). Este hecho parece estar 
relacionado no sólo con la concentración 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 halófilas se basan 
en la concentración de NaCl, considerada la sal principal de los hábitats 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 
halófilas moderadas (Kushner, 1993). Sin embargo no ocurre lo mismo con los iones Cl-; 
así, Halomonas elongata es capaz de crecer en un medio que contiene NaBr y NaNO3 
(Vreeland y Martín, 1980) y Halomonas halophila en un medio con NaBr, Na2SO4 y 
Na2S2O3 (Quesada y col., 1987). También existen ambientes en los que la concentración 
salina viene determinada por iones como Mg2+, 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 halófilas moderadas, 
estos varían ampliamente entre las distintas especies. Algunas especies son capaces de 
crecer en medios mínimos que sólo contienen glucosa, NH4Cl y la apropiada concentración 
de NaCl y otras sales (Kushner y Kamekura, 1988). Aunque está descrito que, en general, 
uno de los medios más idóneos para el cultivo rutinario de la mayoría de las bacterias 
halófilas 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 energía. Éste podría constituir un sistema de aprovechamiento de dichos 
solutos tras un choque hiperosmótico. Cánovas y colaboradores (1996) demostraron que 
Chromohalobacter salexigens puede utilizar prolina, colina y betaína como fuentes de 
carbono a la concentración salina óptima de crecimiento, si bien el crecimiento fue más 
lento al observado con glucosa. Mediante experimentos con betaína marcada con 14C, se 
ha comprobado que ésta sólo se incorpora a los componentes celulares cuando no existe 
glucosa en el medio (Cánovas, 1998). 

Por otro lado, Nieto y colaboradores (1989) estudiaron la respuesta de un gran número 
de bacterias halófilas moderadas a 10 metales pesados altamente contaminantes. Los 
niveles de tolerancia varían considerablemente entre los diferentes grupos taxonómicos e 
incluso entre cepas de un mismo grupo (Nieto y col., 1989). Aunque la mayoría 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; así, algunas muestran 
una alta tolerancia al cobalto, níquel y cadmio. A este respecto, es interesante destacar la 
influencia de la salinidad y la concentración de extracto de levadura presentes en el medio 
de cultivo en la tolerancia a determinados metales pesados. Así, la toxicidad de metales 
como el cadmio, cobalto y cobre disminuye con el aumento de la salinidad y, en el caso del 
níquel y zinc, a medida que la concentración de extracto de levadura del medio de cultivo 
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es más elevada. Como resultado de estos estudios se ha propuesto un rango de 
concentraciones para definir la metalorresistencia en bacterias halófilas moderadas, el cual 
permite diferenciar entre cepas halófilas moderadas sensibles y tolerantes (Nieto, 1991). En 
1998, Ríos y colaboradores, aislaron a partir de ambientes hipersalinos contaminados un 
gran número de bacterias tolerantes a metales pesados; concretamente aislaron cepas 
tolerantes a mercurio, cadmio, cromo y/o zinc, perteneciendo la mayoría de ellas al género 
Halomonas. 

Son escasos los datos que se tienen sobre la respuesta de los microorganismos halófilos 
moderados a los distintos compuestos antimicrobianos. En un principio, estos estudios se 
realizaron en un número 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 halófilas moderadas crecen a su óptima 
concentración salina, presentan gran resistencia a concentraciones muy elevadas de la 
mayoría de los compuestos antimicrobianos. Coronado (1998) realizó estudios de la 
susceptibilidad bacteriana a compuestos antimicrobianos a diferentes concentraciones 
salinas determinando sus concentraciones mínimas inhibitorias. Se demostró que el efecto 
inhibitorio de muchos compuestos antimicrobianos sobre el crecimiento de las bacterias 
halófilas moderadas está relacionado con la concentración salina presente en el medio de 
cultivo. 

EEccoollooggííaa  

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

Son muchas las bacterias halófilas moderadas aisladas de aguas talasosalinas; así, a 
partir de distintas salinas españolas se han aislado gran cantidad de microorganismos, 
representantes de un gran número de grupos taxonómicos, tales como Salinivibrio, que 
constituye el género que se aisla de manera más abundante a partir de hábitats con 
concentraciones salinas intermedias, Halomonas, Flavobacterium, Chromohalobacter, 
Bacillus, Halobacillus y algunos cocos Gram-positivos (Rodríguez-Valera y col., 1985; 
Márquez y col., 1990; Ventosa y col., 1998b). 

Con respecto a los ambientes acuáticos 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 composición química, los  
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microorganismos halófilos moderados se encuentran en baja proporción; aún así, se han 
aislado especies de los géneros Chromohalobacter, Halomonas, Sporohalobacter, 
Halobacteroides, Orenia, Ectothiorhodospira y Bacillus (Volcani, 1940; Oren 1983a; 1988; 
Oren y col., 1984a, 1987, 1989; Arahal, 1997; Ventosa y col., 1999). También se han 
descrito partículas víricas que podrían corresponder a bacteriófagos que controlarían 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 halófilas moderadas, aunque en un número considerablemente reducido. Más 
recientemente, en un estudio llevado a cabo en el Océano Pacífico (Kaye y Baross, 2000) 
se ha determinado que el género Halomonas constituye la especie bacteriana más 
abundante en las aguas oceánicas profundas objeto del estudio. 

En determinados hábitats anaerobios se ha demostrado la existencia de bacterias 
halófilas moderadas anaerobias pertenecientes al género Halanaerobium, 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 otra parte, estudios ecológicos realizados en suelos hipersalinos (Quesada y col., 
1982; 1983) han demostrado que la mayoría de los microorganismos presentes en los 
mismos son bacterias halófilas con una marcada tendencia eurihalina, siendo capaces de 
crecer entre un 0,9-20% de sales totales, y con un óptimo de crecimiento alrededor del 
10%. Desde un punto de vista taxonómico, destacan representantes pertenecientes a los 
géneros Bacillus, Halomonas, Pseudomonas y en menor medida, Nesterenkonia (Quesada y 
col., 1983; Ventosa y col., 1998b). También se ha estudiado la presencia de 
microorganismos halófilos en la superficie de las hojas de Atriplex halimus, una planta que 
secreta sal y habita en suelos salinos de Israel (Simon y col., 1994). 

GGeennééttiiccaa  

 Hasta hace una década, la mayoría de los estudios realizados en bacterias halófilas 
moderadas se centraron en su fisiología, ecología y taxonomía. El interés despertado por su 
manipulación con fines biotecnológicos y el estudio en profundidad de sus mecanismos de 
osmoadaptación ha determinado que en los últimos años se hayan realizado diversos 
estudios genéticos sobre estos microorganismos. 

 Diversos trabajos se han ocupado del estudio de la organización genómica de estos 
microorganismos. El primero de ellos fue realizado por Mellado y colaboradores (1997), en 
el cual se determinó el tamaño del genoma de Salinivibrio costicola mediante electroforesis 
en campo pulsado, usando para ello dos enzimas de restricción diferentes: 2.505 kb (SfiI) ó 
2.259 kb (MboI). Posteriormente, se ha aplicado esta misma técnica para analizar el 
genoma de 11 cepas pertenecientes a los géneros Halomonas y Chromohalobacter, 
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obteniéndose unos tamaños de ADN genómico 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). Más recientemente se ha determinado el tamaño genómico de Halomonas 
eurihalina, 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 
halófila moderada Chromohalobacter salexigens DSM 3043T. Dicho genoma ha sido 
determinado por el Joint Genome Institute of the US Department of Energy y su secuencia 
está publicada y accesible en la dirección http://genome.jpi-psf.org/microbial/index.html. 

 Hasta el momento, la conjugación ha sido el único mecanismo de transferencia 
genética que se ha podido demostrar para las bacterias halófilas moderadas. Coronado 
(1998) determinó las condiciones óptimas de conjugación entre Escherichia coli y la 
bacteria halófila moderada Halomonas elongata. No se ha podido establecer la existencia 
de transformación natural, y tampoco han sido efectivos los métodos de electroporación y 
de tratamiento con CaCl2 (Vargas y col., 1997). Igualmente, tampoco se han descrito 
métodos de transducción, si bien se han aislado algunos bacteriófagos específicos de 
bacterias halófilas moderadas (Calvo y col., 1998; García de la Paz y col., 1989; Uchida y 
Kanbe, 1993; Libinzon y col., 1995).  

 El aislamiento y caracterización de plásmidos de bacterias halófilas moderadas ha 
hecho posible la construcción de vectores de clonación para este grupo bacteriano. Vargas 
y colaboradores (1995) construyeron el plásmido pHS15 a partir del plásmido críptico pHE1 
de H. elongata y Mellado y colaboradores (1995b) construyeron los vectores pEE3 y pEE5 a 
partir del replicón del plásmido críptico pCM1 de C. marismortui . Todos ellos son capaces 
de replicar tanto en E. coli como en distintas bacterias halófilas moderadas, poseen unos 
puntos de reconocimiento únicos para diversas restrictasas, un marcador de resistencia a 
agentes antimicrobianos y las funciones de movilización del plásmido RK2 (Mellado y col., 
1995b; Vargas y col., 1995; 1997). Asimismo, Tegos y colaboradores (1997) 
caracterizaron uno de los promotores presentes en el plásmido pHE1 de Halomonas 
elongata. Dicho promotor puede ser de gran utilidad para la construcción de vectores de 
expresión para bacterias halófilas moderadas. 

 Respecto a genes informadores, el gen inaZ de Pseudomonas syringae, inductor del 
proceso de congelación, fue el primer gen informador utilizado en bacterias halófilas 
moderadas Gram-negativas (Arvanitis y col., 1995). Así, inaZ se ha expresado en H. 
elongata y H. eurihalina bajo el control de dos promotores heterólogos, demostrándose que 
pueden expresarse en bacterias halófilas moderadas, genes provenientes de otros grupos 
bacterianos. También se ha demostrado la utilidad de la proteína de fluorescencia GFP 
(“green fluorescence protein”) de Aequorea victoria (Chalfie y col., 1994) como gen 
informador en bacterias halófilas moderadas y se ha utilizado con éxito en H. elongata 
(Douka y col., 2001). 
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 Con relación a la obtención de mutantes de bacterias halófilas 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 radiación 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 útil en bacterias halófilas 
moderadas, aislándose diversos mutantes de Halomonas elongata y Halomonas meridiana 
auxótrofos o sensibles a la sal (Cánovas y col., 1997b); de la misma manera se han 
obtenido mutantes de Halomonas eurihalina incapaces de sintetizar exopolisacáridos 
(Llamas y col., 1999). Por último, la mutagénesis biológica mediante transposones está 
siendo ampliamente utilizada en este grupo bacteriano. La inserción del transposón 
Tn1732, derivado de la familia Tn3, ha permitido el aislamiento de mutantes de 
Halomonas elongata y Chromohalobacter salexigens afectados en la síntesis de ectoína 
(Göller y col., 1998; Cánovas y col., 1997a), mutantes de Halomonas elongata afectados 
en el transporte de ectoína e hidroxiectoína (Grammamm y col., 2002), y mutantes de 
Halomonas meridiana afectados en la actividad amilasa extracelular (Coronado y col., 
2000b). 

II..22..11..22..  AApplliiccaacciioonneess  iinndduussttrriiaalleess  ddee  llaass  bbaacctteerriiaass  hhaallóóffiillaass  mmooddeerraaddaass  

 Desde que se inició su estudio, los microorganismos halófilos moderados han sido 
considerados como un grupo de organismos con un enorme potencial biotecnológico, al 
igual que otros microorganismos extremófilos. Las bacterias halófilas moderadas no sólo 
producen compuestos de interés biotecnológico como enzimas, solutos compatibles o 
biopolímeros, sino que, además, poseen unas propiedades fisiológicas que facilitan su 
explotación comercial. A este respecto, señalaremos que al ser microorganismos que crecen 
a elevadas concentraciones salinas se reduce el riesgo de contaminación en el laboratorio 
(Vreeland, 1992). A su vez, son fáciles de cultivar y con requerimientos nutricionales 
sencillos siendo, en general, capaces de utilizar una gran cantidad de compuestos como 
fuente de carbono y energía (Ventosa y Nieto, 1995: Ventosa y col., 1998c). 

 A continuación describiremos algunas de las aplicaciones más interesantes de las 
bacterias halófilas moderadas: 

EEnnzziimmaass  

 La mayoría de las enzimas halófilas extra e intracelulares que se han aislado y 
caracterizado provienen de bacterias halófilas 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 aplicación para las enzimas producidas por estos microorganismos 
extremófilos. Algunas de estas enzimas poseen un gran interés comercial y unas 
características específicas que serán analizadas en mayor profundidad en el apartado I.3.6. 
de este trabajo. 

PPoollíímmeerrooss  

Los polisacáridos son polímeros de gran interés industrial debido a sus propiedades 
viscosizantes, estabilizantes, emulsificantes y formadoras de geles. Así, se encuentran 
ampliamente extendidos formando parte de las envolturas de crustáceos marinos, plantas, 
algas y microorganismos (Páez, 2004). Numerosas bacterias producen componentes 
extracelulares llamados exopolisacáridos (EPS), estos polímeros extracelulares se encuentran 
ampliamente extendidos en procariotas ya que les proporcionan una serie de ventajas como 
la adhesión microbiana a superficies o aumentar la captación de nutrientes. El 
descubrimiento de bacterias halófilas moderadas productoras de EPS está adquiriendo gran 
interés en los últimos años. Los EPS poseen múltiples aplicaciones industriales, así son 
utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética y petrolífera, entre otras 
(Sutherland, 1998). 

Los primeros estudios de EPS en bacterias halófilas 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 heteropolisacárido con carácter ácido cuya 
producción y composición química varía en función de los nutrientes presentes en el medio 
de cultivo (Béjar y col., 1996; Martínez-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 ácido y su poder emulgente, le confiere unas 
cualidades óptimas para diversos usos industriales (Calvo y col., 1995; 2002). Además, se 
ha comprobado su capacidad de estimular la proliferación de linfocitos T humanos 
extraídos de sangre periférica cuando se utiliza como estímulo antigénico el anticuerpo 
monoclonal AntiCD3 (Pérez-Fernández y col., 2000). Un estudio realizado por Béjar y 
colaboradores (1998) permitió la caracterización 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 ácido (pH 
3) presenta un comportamiento similar al polímero V2-7, produciéndose un incremento de 
la viscosidad, lo que ocasiona la formación de un gel (Quesada y col., 1993; Béjar y col., 
1998). Otra propiedad de este polímero es su poder emulgente sobre hidrocarburos y otras 
sustancias lipídicas (Calvo y col., 1998). También ha sido descrita la producción del EPS H-
28 por la bacteria Halomonas eurihalina H-28. Este EPS es capaz de emulsificar crudo de 
petróleo más eficientemente que otros surfactantes estudiados (Tween 20, Tween 80 o  

   14



  Introducción 

Tritón X-100) lo que lo hace potencialmente útil para su uso en la industria petrolífera 
(Martínez-Checa y col., 2002).  

El maurano es otro EPS descrito por 
Arias y colaboradores (2003), producido 
por Halomonas maura cepa S-30 
(Bouchotroch y col., 2001). Se caracteriza 
por su poder viscosizante y sus propiedades 
emulgentes (Bouchotroch y col., 2000) 
(Figura 4). Así, sus soluciones acuosas son 
altamente viscosas y muestran un 
comportamiento pseudoplástico, 
viscoelástico y tixotrópico. La viscosidad se 
mantiene estable en un amplio rango de 
valores de pH (3-11), tras procesos de 

congelación y descongelación y en presencia de sacarosa, sales y surfactantes. Además, 
este EPS presenta una alta capacidad de captación de plomo y otros cationes, lo que 
permitiría su uso potencial en procesos de biorremediación (Arias y col., 2003). 

Figura 4. Colonias de Halomonas maura, una 
bacteria halófila moderada productora del EPS 

SSoolluuttooss  ccoommppaattiibblleess  

Figura 5. Soluto compatible (ectoína) 

 Como ya se ha comentado anteriormente la principal estrategia utilizada por las 
bacterias halófilas moderadas para soportar el estrés osmótico existente en los ambientes 
naturales que habitan es la acumulación 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, ácidos nucleicos, 
membranas, e incluso, células enteras, frente a la 
congelación, la desecación, la desnaturalización por 
calor y la alta salinidad (Galinski 1993; 1995; Louis y 
col., 1994).  

Se han descrito sus posibles aplicaciones en 
tecnología de enzimas (biosensores, PCR, etc.,) 
(Figura 5), y en la industria farmacéutica y cosmética, 
en este campo ya existe una patente (Motitschke y 
col., 2001) para el uso de estos compuestos en 
cremas para la piel (Galinski y Tindall, 1992; Galinski 
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 lábiles mostrando un marcado efecto 
protector frente al calor y procesos de congelación y descongelación (Galinski, 1993; Louis 
y col., 1994). Estudios realizados por Knapp y colaboradores (1999) demostraron que la β- 
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hidroxiectoína es capaz de estabilizar la ribonucleasa A aumentando su temperatura de 
fusión cuando actúa a una concentración 3 M de NaCl.  

Hasta el momento, estos compuestos sólo pueden obtenerse biológicamente. El primer 
método de obtención de ectoína y hidroxiectoína fue descrito por Frings y colaboradores 
(1995) a partir de cultivos de Marinococcus sp. También se ha estudiado la producción de 
ectoína e hidroxiectoína por la bacteria halófila moderada Halomonas halodenitrificans 
(Thomas y Galinski, 1996). Además, se ha patentado un proceso industrial para la 
obtención de ectoína 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 osmóticos (de 10% a 2% de NaCl). Con un primer choque 
osmótico se induce la acumulación citoplasmática de los solutos compatibles (ectoína) y a 
continuación, al disminuir la concentración de NaCl del medio, la bacteria expulsa su 
contenido citoplasmático liberando al medio ectoína, 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 osmótico (Sauer y Galinski, 1998). 

El avance en ingeniería genética experimentado en las últimas décadas ha permitido la 
clonación de los genes responsables de la síntesis de ectoína de Chromohalobacter 
salexigens y Marinococcus halophilus (Cánovas y col., 1997a; Louis y Galinski, 1997). Ono 
y colaboradores (1999) purificaron y caracterizaron las enzimas implicadas en la síntesis de 
ectoína en Halomonas elongata. También se han caracterizado los genes involucrados en 
la transformación de colina en betaína en Chromohalobacter salexigens (Cánovas y col., 
2000). Asimismo, se ha aislado un mutante de C. salexigens sensible a la sal, designado 
CHR63, el cual puede ser potencialmente utilizado en procesos industriales de producción 
de solutos compatibles, principalmente N-�-acetildiaminobutirato e hidroxiectoína (Nieto y 
col., 2000).  

Solutos compatibles tales como glicina-betaína e hidroxiectoína han sido utilizados con 
éxito en el proceso de producción de proteínas recombinantes, concretamente en la 
producción de inmunotoxinas (Barth y col., 2000). En los últimos años, se está trabajando 
en la obtención de plantas transgénicas capaces de tolerar altas concentraciones de sal, 
gracias a la transferencia de genes responsables de la síntesis de solutos compatibles. Esta 
estrategia permitirá que estas plantas presenten una mayor tolerancia al estrés osmótico y 
puedan crecer y desarrollarse en suelos áridos o semiáridos (Nakayama y col., 2000; Nieto 
y Vargas, 2002). 

BBiiooddeeggrraaddaacciióónn  ddee  rreessiidduuooss  

Numerosos procesos industriales, tales como la producción de pesticidas, productos 
farmacéuticos y herbicidas, procesos de extracción de petróleo 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 halófilas moderadas juegan un importante papel (Oren y col., 
1992; 1993). 

En los últimos años se han caracterizado diversas bacterias halófilas moderadas capaces 
de degradar compuestos aromáticos (Ventosa y col., 1998c). Los primeros estudios de 
bacterias halófilas capaces de degradar compuestos aromáticos nitro-sustituidos datan de 
1991 cuando Oren y 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 
halófilas capaces de degradar compuestos hidrocarbonados son los realizados por 
McMeekin y colaboradores (1993) y más 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 petróleo (Gauthier y col., 1992; Huu y col., 1999; Hedlund y 
col., 2001) (Figura 6). Recientemente, ha sido descrita otra especie halófila moderada, 
Halomonas organivorans, capaz de degradar un gran número de compuestos aromáticos 
(García y col., 2004). 

Una bacteria halófila 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 (Oregón), caracterizado por poseer aguas altamente 
alcalinas y saladas (Maltseva y col., 1996). Los genes responsables de la degradación del 
2,4-D han sido clonados y transferidos a diferentes cepas de bacterias halófilas moderadas, 
confiriéndoles a éstas también la capacidad de hidrolizar el herbicida (Kleinsteuber y col., 
2001).  

Se han descrito distintas especies halófilas moderadas capaces de degradar el fenol, un 
compuesto que se genera como residuo en distintas industrias. Así, Woolard e Irvine (1992) 
describieron la utilización de una biopelícula de bacterias halófilas 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 única fuente de carbono y energía. Más recientemente se ha descrito 
una bacteria halófila moderada, Halomonas venusta, capaz de crecer en medios con 3-8% 
de sales y utilizar también el fenol como fuente de carbono y energía, por lo que podría 
utilizarse en tratamientos in situ de aguas salinas contaminadas por este sustrato (Muñoz y 
col., 2001). Alva y Peyton (2003) han estudiado el efecto del pH y la salinidad en la 
degradación de fenol en la bacteria Halomonas campisalis determinando que el fenol es 
usado como fuente de carbono y energía a valores de pH comprendidos entre 8-11 y una 
concentración de NaCl de 0 a 15% de NaCl. Mascow y Kleinsteuber (2004) han descrito 
que la bacteria haloalcalófila Halomonas sp. EF11 es capaz de crecer en medios que 
contienen fenol y mantener su equilibrio osmótico ajustando los niveles de solutos  
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compatibles. Además, García y colaboradores (2005a) han descrito la presencia de una 
bacteria Gram-positiva halófila moderada en salinas del sur de España capaz de degradar 
fenol. Esta bacteria se ha clasificado como Thalassobacillus devorans gen. nov., sp. nov. 

Recientemente se ha realizado un screening en 
distintas salinas del sur de España con el fin de 
aislar y caracterizar bacterias halófilas moderadas 
capaces de degradar en condiciones salinas, 
compuestos aromáticos que son contaminantes 
habituales de los residuos industriales. Este 
estudio ha permitido seleccionar una serie de 
cepas potencialmente útiles desde el punto de 
vista biotecnológico, no solo para la 
biorremediación de zonas costeras contaminadas 

con estos compuestos, sino también para el tratamiento de los efluentes salinos generados 
por distintas actividades industriales. La caracterización fenotípica y genotípica de los 
aislamientos determinó Halomonas como el género más predominante (García y col., 
2005b).  

Figura 6. Aguas contaminadas con petróleo 

Con respecto a compuestos organofosforados, se ha purificado y caracterizado una 
enzima con actividad ácido organofosfórico anhidrasa de una bacteria halófila moderada 
del género Alteromonas. Actualmente se encuentra patentado el uso de una enzima 
recombinante derivada de ésta con propiedades catalítica 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 están 
contaminados con metales pesados que constituyen un grave problema para el ecosistema. 
Bacterias halófilas moderadas resistentes a metales pesados podrían emplearse en procesos 
de destoxificación, o como bioindicadores de ambientes salinos contaminados (Trevors y 
col., 1985). Como se detalló anteriormente, diversos estudios han permitido el aislamiento 
de bacterias halófilas moderadas capaces de tolerar diferentes metales pesados como el 
cobre, níquel, cadmio y cobre (Nieto y col., 1989; Ríos y col., 1998). 

AAlliimmeennttooss  ffeerrmmeennttaaddooss  

Las bacterias halófilas moderadas también juegan un importante papel en el campo de 
la alimentación. En el proceso de elaboración 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 halófila Tetragenococcus halophilus interviene 
en el proceso de fermentación (Röling y Verseveld, 1996; Uchida y Kanbe, 1993). Otra 
especie del mismo género, Tetragenococcus muriatiacus, se emplea en la fabricación de 
una salsa fermentada de calamar (Satomi y col., 1997). Por otro lado, se utilizan bacterias  
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halófilas moderadas en la preparación de la salsa de pescado Thai, condimento alimenticio 
ampliamente utilizado en el sureste asiático (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 último, 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). 

OOttrrooss  uussooss  ppootteenncciiaalleess  

Además de las aplicaciones descritas, existe un amplio rango de posibles aplicaciones 
donde las bacterias halófilas moderadas pueden jugar un importante papel. Así, pueden ser 
utilizadas en la recuperación de fosfatos de ambientes hipersalinos, como una alternativa 
más barata y ecológica que la utilización de compuestos químicos (Ramos-Cormenzana, 
1991), en procesamientos de residuos procedentes del procesamiento del aceite de oliva y 
aceitunas (salmueras), o el curtido de pieles.  

Asimismo, se está trabajando en la búsqueda de bacterias halófilas productoras de 
diferentes compuestos de interés industrial como compuestos antimicrobianos y 
antitumorales, biosurfactantes o carotenoides (Yakimov y col., 1996). 

II..33..  EENNZZIIMMAASS  BBAACCTTEERRIIAANNAASS  EEXXTTRRAACCEELLUULLAARREESS  

 Las enzimas son proteínas especializadas que catalizan reacciones biológicas. 
Constituyen una de las biomoléculas mejor estudiadas debido a su extraordinario poder 
catalítico y a su especificidad de acción. Las enzimas microbianas han acaparado la 
atención de los microbiólogos desde hace mucho tiempo; no obstante, su interés ha 
aumentado considerablemente, y de manera especial en los últimos años, con el desarrollo 
de la Biología Molecular. 

 La historia de la producción 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 almidón presente en las prendas textiles; en 1969, alrededor del 80% de los 
detergentes utilizados en las lavanderías contenían 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 Biología Molecular, junto con las mejoras 
en las condiciones de producción (empleo de enzimas inmovilizadas, sistemas de 

 19



Introducción 

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

 Cuando se estudian las actividades enzimáticas de las bacterias halófilas y en especial, 
su relación con la salinidad, es obligado diferenciar tres categorías enzimáticas: i) enzimas 
intracelulares o citoplasmáticas, que no están expuestas a las concentraciones salinas del 
medio externo, pero sí a la baja concentración de iones y a la presencia de solutos 
orgánicos característicos del medio intracelular; ii) enzimas asociadas a la membrana, 
incluidas las proteínas de transporte, expuestas a ambos medios, extra e intracelular; y iii) 
enzimas extracelulares propiamente dichas, expuestas a las concentraciones salinas 
externas. 

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

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

II..33..11..  EEnnzziimmaass  eexxttrraacceelluullaarreess  pprroodduucciiddaass  ppoorr  bbaacctteerriiaass  hhaallóóffiillaass  
mmooddeerraaddaass  

 En general, la actividad de las enzimas extracelulares producidas por bacterias halófilas 
moderadas depende de la concentración salina presente en el medio, requiriéndose en 
muchos casos, altas concentraciones salinas para su óptima actividad (Ventosa y col., 
1998c). 

 Los primeros estudios sobre enzimas extracelulares producidas por bacterias halófilas 
moderadas fueron llevados a cabo por Onishi y Kamekura en Japón a principios de los 
años 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 halófila moderada, data de 1972 en el que Onishi describió la 
producción de una amilasa por Nesterenkonia halobia (anteriormente denominado 
Micrococcus halobius). Más tarde, la enzima fue purificada y parcialmente caracterizada, 
presentando una actividad óptima a pH 6-7 en 0,25 M de NaCl ó 0,75 M de KCl a 50-
55ºC. La enzima sufría una pérdida drástica de actividad en agua destilada (Onishi y 
Sodona, 1979). Dos años 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 óptimamente en medios con 1-3 M NaCl, la máxima producción 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 producción de la nucleasa se inhibe completamente con la 
adición de 40 mM MgSO4 al medio complejo conteniendo 2 M de NaCl; además, esta 
inhibición de la producción enzimática va acompañada de la floculación de las células 
(Kamekura y Onishi, 1976;1978b). Para su producción, 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 aplicación en el ámbito industrial en la fabricación de aditivos 
alimenticios tales como los ácidos 5’-guanílico y 5’-inosílico (Kamekura y col., 1982). Estos 
mismos autores, Kamekura y Onishi (1983), estudiaron la influencia de distintos aniones y 
cationes en la producción de la nucleasa H de este microorganismo, demostrando que se 
detectaba actividad cuando el medio contenía NaCl, KCl, RbCl, CsCl y Na2SO4, pero no 
era detectable cuando el medio contenía LiCl, NaBr, NaI ó NaNO3. Basándose en los 
datos obtenidos anteriormente, se diseñó un biorreactor con células floculadas de 
Micrococcus varians subsp. halophilus sobre las cuales estaba adsorbida la nucleasa H 
para la producción industrial de 5’-nucleótidos 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 máxima actividad a 2 M NaCl ó 2,5 M de KCl y 0,1 mM 
Co2+ ó 0,1 mM Mn2+. Asimismo, Kobayashi y colaboradores (1986), describieron una 
amilasa producida por Micrococcus varians subsp. halophilus que presentaba una actividad 
máxima cuando se cultivaba en un medio con una concentración 2 M de NaCl. Sin 
embargo, cuando crece a salinidades más bajas, la enzima secretada es inactiva, si bien 
puede ser reactivada si se dializa frente a una solución 2,5 M de NaCl. Esta enzima se 
estabiliza con CaCl2 y está constituida por dos subunidades óptimamente activas a 0,75-1 
M de NaCl o KCl y pH 6-7 a 55ºC (en ausencia de CaCl2) ó 65ºC (en presencia de CaCl2) 
(Kobayashi y col., 1986).  

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

Un comportamiento similar respecto a la dependencia de la concentración de sal del 
medio lo encontramos en la amilasa producida por una bacteria halófila moderada 
perteneciente al género Acinetobacter. La máxima producción de la amilasa tiene lugar 
cuando el microorganismo se cultiva en medios con 1-2 M de NaCl, producción que  
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disminuye cuando la salinidad es más baja o superior a 4 M de NaCl. Esta enzima tiene su 
óptimo de actividad a 0,2-0,6 M de NaCl o KCl, pH 7 y 50-55ºC y es también estabilizada 
por CaCl2 (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 máxima 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 óptimo de actividad se produce en medios con 1,4-
3,2 M de NaCl ó 2,3-3,2 M de KCl, siendo estimulada su síntesis por la presencia de iones 
Mg2+ y Ca2+. La actividad se pierde por diálisis frente a agua, si bien los iones Ca2+ y la 
diálisis frente a una solución 3,5 M de NaCl restauran casi totalmente la actividad. El pH 
óptimo es 8,5 y su temperatura óptima 50 ó 60ºC, 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 óptimamente en 
medios con 15% de sales fue descrita como una nueva especie del género Bacillus, Bacillus 
halophilus (Ventosa y col., 1989a). 

En 1994 se describió la existencia de otra amilasa producida por Micrococcus sp. 4 que 
muestra su máximo de actividad en medios con una concentración 1 M de NaCl, pH 7,5 y 
50ºC (Khire 1994). 

 Nuestro grupo de investigación ha realizado la clonación y caracterización del gen que 
codifica una enzima extracelular producida por una bacteria halófila moderada, 
concretamente el gen amyH, que codifica una α-amilasa producida por Halomonas 
meridiana DSM 5425. Se trata de una α-amilasa, que produce maltosa y maltotriosa como 
principales productos de su acción hidrolítica sobre el almidón. Dicha amilasa presenta una 
actividad óptima a 37ºC 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 óptimo al 10% de sales. La producción máxima tiene 
lugar en cultivos en fase exponencial tardía o estacionaria de crecimiento, en medios con 
un 5% de sales, en ausencia de glucosa y en presencia de almidón y elevada oxigenación 
(Coronado y col., 2000a; 2000b). Este gen, amyH, se expresó con éxito en Halomonas 
elongata y Escherichia coli. Es importante destacar que este fue el primer trabajo en el que 
se describe la clonación de un gen de una enzima extracelular producida por una bacteria 
halófila moderada y además su expresión en una bacteria no halófila. Otro resultado 
interesante de este estudio es la expresión heteróloga de una �–amilasa, AmyA, producida 
por Bacillus licheniformis, en dos bacterias halófilas 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 �-amilasa 
producida por la arquea hipertermófila Pyrococcus woesei y lo expresaron activamente en la 
bacteria halófila moderada Halomonas elongata. 

 El gen amyA que codifica una α-amilasa producida por la bacteria anaerobia 
Halothermothrix orenii ha sido clonado, caracterizado y expresado en E. coli. Este gen 
presenta un tamaño de 1.545 pb, lo que equivale a una proteína madura de 490 
aminoácidos. La enzima recombinante presenta una actividad óptima a 65ºC y 5% de sales 
por lo que se trata de una proteína termófila capaz de actuar en presencia de sales (Mijts y 
Patel 2002). Sin embargo, hay que destacar, que no se observó una proporción más 
elevada de aminoácidos ácidos en esta proteína, característica de otras enzimas halófilas. 
Esta enzima recombinante ha sido la primera enzima de estas características que ha sido 
cristalizada (Li y col., 2002). Posteriormente, también ha sido cristalizada otra α-amilasa,
amyB con actividad óptima 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 región de Karaj (Irán) productora de una amilasa extracelular en medios 
que contenían almidón y un 15% de Na2SO4 ó 10% de NaCl. La máxima actividad 
enzimática se conseguía cuando el medio de cultivo contenía 5% de NaCl a pH 7,5-8,5 y 
50ºC (Amoozegar y col., 2003a; 2003b). Todavía no se conocen estudios sobre su 
purificación. 

 Nuestro grupo de investigación ha descrito la bacteria Marinobacter lipolyticus (Martín 
y col., 2003) capaz de secretar al medio una lipasa extracelular y actualmente se está 
trabajando en su purificación y la clonación del gen responsable de su síntesis (Martín y 
col., 2004). 

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

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

 En la Tabla 1 se muestra una selección de enzimas extracelulares producidas por 
bacterias halófilas moderadas y la concentración óptima de NaCl para su actividad. 
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Tabla 1. Enzimas extracelulares producidas por bacterias halófilas moderadas 

EEnnzziimmaa  MMiiccrroooorrggaanniissmmoo  CCoonncceennttrraacciióónn  
óóppttiimmaa  ddee  NNaaCCll  ((%%))  RReeffeerreenncciiaa  

Amilasa Nesterenkonia halobia 3-11 Onishi (1972); Onishi y 
Sodona (1979) 

Nucleasa H 
Micrococcus varians subsp. 

halophilus 16 Kamekura y Onishi  
(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) 

5’-nucleotidasa Micrococcus varians subsp. 
halophilus 12 Onishi y col. (1984) 

Amilasa Micrococcus varians subsp. 
halophilus 4,5-6 Kobayahi y col. (1986) 

Amilasa Micrococcus sp. 6 Khire (1994) 

Amilasa H Halomonas meridiana 10 Coronado y col. (2000a, 
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) 

II..33..22..  EEnnzziimmaass  eexxttrraacceelluullaarreess  pprroodduucciiddaass  ppoorr  hhaallooaarrqquueeaass  

Se han descrito muchas enzimas extracelulares producidas por arqueas no halófilas, sin 
embargo, debido a que muchos de los métodos comúnmente utilizados en la purificación 
de proteínas 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 mayoría 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 purificación de proteasas 
producidas por haloarqueas. 
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    Los primeros estudios de enzimas extracelulares producidos por arqueas halófilas 
extremas, al igual que los de bacterias halófilas moderadas, datan de principios de los años 
70, en el que se mencionó la presencia de microorganismos halófilos extremos capaces de 
secretar al medio lipasas, proteasas y amilasas, aunque no se realizó ninguna 
caracterización de las mismas (Norberg y Hofsten, 1969; Good y Hartman, 1970; 
González 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 Halobacterium salinarum 
(halobium). Esta enzima fue purificada, presentaba un peso molecular de 41 kDa y perdía 
drástica 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 describió una amiloglucosidasa extracelular, la cual hidroliza el almidón 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 determinó que es un dímero 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 máxima actividad a 75-
80ºC, 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 clonación del gen hly, que codifica esta halolisina 
172 P1 y su expresión en otra arquea, Haloferax volcanii (Kamekura y col., 1992). 

 

 Las arqueas de los géneros Natronococcus y Natronobacterium son haloalcalófilas, por 
lo que requieren elevadas concentraciones de sal y valores alcalinos de pH para su 
crecimiento. Yu (1991) purificó una proteasa producida por Natronobacterium sp. A2, la 
cual presenta su máxima actividad a pH 9, 50ºC y en presencia de 1 M de NaCl. Otra 
enzima producida por una haloarquea es una α-amilasa secretada por Natronococcus sp. 
Ah-36 (recientemente denominada Natronococcus amylolyticus). Esta enzima mostraba un 
máximo de actividad a 55ºC en presencia de 2,5 M de NaCl y perdía su actividad a 
concentraciones inferiores a 1 M de NaCl. Es notable la alta presencia de aminoácidos 
ácidos, como glutámico o aspártico, 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 proteína ha sido clonado y presenta un tamaño de 1.512 pb. Al igual que el gen hly 
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). 
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 En 1992, Stepanov y colaboradores describieron que Haloferax mediterranei  
(anteriormente denominada Halobacterium mediterranei) produce una serina proteasa 
extracelular cuya actividad aumenta linealmente con la concentración 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 otra 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 Halobacterium salinarum (halobium). Esta enzima presenta una alta dependencia de 
sal, perdiendo drásticamente su actividad en ausencia de NaCl (Ryu y col., 1994). 

Los estudios de expresión 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 solución de este 
problema ha sido la purificación de una �-galactosidasa de Haloferax lucentense 
(anteriormente denominada “Haloferax alicantei”) y la clonación del gen responsable de su 
síntesis (Holmes y col., 1997). Esta enzima es óptimamente activa a 4 M de NaCl. El gen, 
bgaH, que codifica esta enzima ha sido clonado y expresado en Halobacterium salinarum 
(Holmes y col., 2000; Patenge y col., 2000; Gregor y Pfeifer 2001). 

 En 1997, se detectó que Natronococcus occultus, microorganismo haloalcalófilo capaz 
de vivir en ambientes con 3-4 M de NaCl y valores de pH de 10-11, producía una proteasa 
extracelular (Studdert y col., 1997), pero no fue hasta 2001 cuando fue purificada y 
caracterizada. Esta proteína, denominada EP, presenta su máxima actividad a 1 M de NaCl 
o KCl. 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 días 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 concentración óptima a 1,5 M de NaCl o KCl. No existe 
información referente al gen responsable de su síntesis. 

 Además de la serina proteasa anteriormente descrita (Stepanov y col., 1992), Haloferax 
mediterranei produce una α-amilasa cuando el medio es enriquecido con almidón. Esta 
enzima que ha sido purificada y caracterizada presenta su máxima 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 β-xilanasa y una β-xilosidasa producidas por 
Halorhabdus utahensis. Ambas enzimas son activas en un rango de salinidad muy amplio,  
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desde 0,05 hasta 27% de NaCl presentando un máximo de actividad entre 5-15% de NaCl 
para la actividad xilanolítica y un 5% para la enzima β-xilosidasa (Waino y Ingvorsen 2003). 

 Por último, Haloarcula sp. cepa S-1, produce una α-amilasa de 70 kDa cuya actividad 
óptima tiene lugar a 50ºC, 25% de NaCl y pH 7. Esta enzima presenta la característica de 
ser activa y estable en varios disolventes orgánicos como benceno, tolueno y cloroformo 
(Fukushima y col., 2005). 

En la Tabla 2 se muestra una selección de enzimas extracelulares producidas por 
haloarqueas y la concentración de NaCl óptima requerida para su actividad. 

Tabla 2. Enzimas extracelulares producidas por haloarqueas 

EEnnzziimmaa  MMiiccrroooorrggaanniissmmoo  CCoonncceennttrraacciióónn  
óóppttiimmaa  ddee  NNaaCCll  ((%%))  RReeffeerreenncciiaa  

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) 

β-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) 

α -amilasa Haloferax mediterranei 18 Pérez-Pomares y col. (2003) 

β-xilanasa Halorhabdus utahensis 5-15 Waino y Ingvorsen (2003) 

β-xilosidasa Halorhabdus utahensis 5 Waino y Ingvorsen (2003) 

α-amilasa Haloarcula sp. 25 Fukushima y col. (2005) 

ND, no determinado 
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II..33..33..  AAddaappttaacciióónn  ddee  llaass  eennzziimmaass  aa  llooss  aammbbiieenntteess  ssaalliinnooss  

 Las altas concentraciones de sal afectan a la conformación de las proteínas, es por ello 
que las enzimas halófilas presentan unos mecanismos específicos para ser estables a estas 
concentraciones salinas. Estos mecanismos de adaptación implican tanto mecanismos de 
interacción con el solvente como cambios en la estructura tridimensional de las proteínas 
(Madern y col., 2000). El mantenimiento de la estructura de las proteínas se debe a un 
cúmulo de interacciones débiles en el interior de la cadena polipeptídica y de las 
interacciones de la proteína con el disolvente (Cordone y col., 1999). 

 Hay que diferenciar los mecanismos de adaptación a la sal que presentan las enzimas 
de los microorganismos halófilos extremos y los que presentan las bacterias halófilas 
moderadas. Las enzimas de microorganismos halófilos 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 halófilas moderadas, ya que en el interior 
de estas bacterias la concentración de sal no es elevada, sin embargo la concentración 
salina aumenta en el medio extracelular, por lo que la enzima se tiene que adaptar a este 
cambio de salinidad. 

Los microorganismos halófilos extremos acumulan iones Na+ y K+ en su citoplasma para 
mantener el equilibrio osmótico con el exterior; las proteínas se protegen de esta alta 
concentración de iones intracelulares exponiendo cargas negativas en su superficie. En 
general, las proteínas 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 proteínas han desarrollado mecanismos específicos que 
consisten fundamentalmente en la modificación de la composición de aminoácidos (Madern 
y col., 2000; Joo y Kim, 2005). Así, los estudios cristalográficos de la estructura de varias 
proteínas halófilas han mostrado una serie de características estructurales comunes que se 
pueden considerar como estrategias adaptativas a altas concentraciones salinas (Frolow y 
col., 1996; Yamada y col., 2002). Estas proteínas se caracterizan por presentar un aumento 
de residuos ácidos 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 disminución de los residuos 
hidrofóbicos y alifáticos (Madern y col., 1995). El carácter hidrofóbico de la superficie 
proteica se reduce mediante una disminución de los residuos de lisina expuestos en la 
superficie (Britton y col., 1998). Estas proteínas no son sólo funcionales a altas 
concentraciones salinas, sino que generalmente requieren estas altas concentraciones para 
mantener su estabilidad. Por todo esto, la mayoría de las proteínas de las haloarqueas se 
desnaturalizan cuando se resuspenden en soluciones con un contenido menor de 1-2 M de 
NaCl, hecho por otra parte lógico, ya que estas enzimas nunca están sometidas a 
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concentraciones tan bajas de sal, porque las arqueas no suelen vivir en condiciones de baja 
salinidad. Estas proteínas presentan una elevada proporción de glutámico ya que este 
aminoácido posee una alta capacidad de ser hidratado. Además, a diferencia de las 
proteínas no halófilas, estas proteínas presentan sitios de unión a aniones en su superficie. 
La elevada carga negativa de la superficie de estas proteínas sirve para mantener una capa 
de hidratación en la forma de cationes K+ y Na+ hidratados. Por otro lado, es evidente que 
no sólo es importante la densidad de carga, sino que la hidratación y, por tanto, la 
solubilidad, alivia la interacción de estas cargas en el espacio tridimensional. 

Una de las características más interesantes de las proteínas es el hecho de haber 
conservado en su secuencia de aminoácidos una considerable memoria sobre su historia 
evolutiva. Así, se han diseñado modelos evolutivos que intentan explicar la evolución sufrida 
por estas proteínas 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 osmótico se ha descrito fundamentalmente en 
haloarqueas y en un grupo especializado de bacterias halófilas anaerobias del orden 
Halanaerobiales (Lanyi, 1974; Oren 1986; Oren y col., 2002). El análisis proteico del 
genoma de Halobacterium NRC-1, recientemente secuenciado, un representante por 
excelencia de las arqueas halófilas extremas, confirma las características anteriormente 
mencionadas (Ng y col., 2000). Además, estas características se han encontrado en otras 
proteínas caracterizadas de haloarqueas (Fukuchi y col., 2003). Ejemplos de estas proteínas 
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 halófila que se purificó) 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 (Antón y col., 2002) es una bacteria halófila extrema y al igual que 
ocurre en las haloarqueas, acumula iones K+ y Cl- en su citoplasma para mantener el 
equilibrio osmótico con el exterior. Las enzimas purificadas de esta bacteria presentan 
diferentes comportamientos respecto a la sal. Así, se han descrito enzimas como una 
isocitrato deshidrogenasa (Oren y Mana, 2002), una ácido graso sintetasa (Oren y col., 
2003) y una glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Oren y Mana, 2003) que se comportan 
como enzimas halófilas, siendo altamente dependientes de sal para su actividad. Otras 
enzimas de S. ruber pueden ejercer su función 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 último, 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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características de ser estables y activas en ausencia de sal, perdiendo actividad a altas 
concentraciones salinas. Por lo tanto, las proteínas de S. ruber presentan comportamientos 
individuales distintos ante la presencia de sal. No debemos, sin embargo, excluir que las 
propiedades no halófilas 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 
evolución a partir de otro microorganismo (Madern y Zaccai, 2004). 

Como estrategia para mantener el equilibrio osmótico, las bacterias halófilas moderadas 
acumulan solutos compatibles, por lo que no es necesario que mantengan altas 
concentraciones iónicas en su interior. En las proteínas aisladas de estas bacterias la 
proporción de aminoácidos ácidos no es tan elevada como en haloarqueas, aunque 
algunos autores han observado un ligero aumento de aminoácidos ácidos en las proteínas 
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.jpi-psf.org/microbial/index.html) de la bacteria Chromohalobacter 
salexigens, han realizado un análisis comparativo de varias proteínas de distintos 
compartimentos celulares en base a su punto isoeléctrico (pI), que proporciona una 
indicación de la naturaleza acídica de las mismas. Estos autores han comparado estas 
proteínas con sus correspondientes ortólogas tanto de bacterias no halófilas, concretamente 
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Vibro cholerae, como con proteínas de la 
haloarquea Halobacterium sp. NRC-1, utilizando para ellos sus genomas disponibles en las 
bases de datos (Tabla 3). 

Así, se ha comparado los valores de pI tanto de proteínas citoplasmáticas, como de 
proteínas del metabolismo central, proteínas ribosómicas y proteínas asociadas a la 
membrana interna del sistema de transporte ABC, observándose un ligero carácter más 
ácido en las proteínas de C. salexigens que en las proteínas no halófilas de E. coli y P. 
aeruginosa. Las proteínas de Halobacterium sp. NRC-1 presentan claramente, un carácter 
marcadamente ácido. También han comparado proteínas embebidas en la membrana 
interna, concretamente permeasas del sistema de transporte ABC con sus correspondientes 
ortólogos; en este caso no se observan diferencias entre C. salexigens y las proteínas no 
halófilas. Esto puede ser debido a que estas proteínas están protegida por la membrana 
citoplasmática y están más influenciadas por las propiedades de ésta que por al ambiente 
citoplasmático o periplásmico. Igualmente las proteínas de Halobacterium sp. NRC-1 
presentan un marcado carácter ácido. Sin embargo, al hacer esta misma comparación con 
proteínas periplásmicas del sistema de transporte ABC, se observa un claro aumento del 
carácter ácido en las proteínas de C. salexigens con respecto a sus ortólogos no halófilos. 
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 proteínas de V. 

   30

http://genome.jpi-psf.org/microbial/index.html


  Introducción 

cholerae presentaban una acidez intermedia entre las proteínas no halófilas y las proteínas 
de Halobacterium sp. NRC-1. 
Tabla 3. Valores de pI de proteínas de diversos microorganismos (Oren y col., 2005) 

GGeenn  CC..  ssaalleexxiiggeennss  EE..  ccoollii  PP..  aaeerruuggiinnoossaa  VV..  cchhoolleerraaee  HHaalloobbaacctteerriiuumm  sspp..  

Proteínas del 
metabolismo centrala 

5,10 ± 0,34 
(12) 

5,66 ± 0.49 
(12) 

5,80 ± 0.55 
(12) 

5,54 ± 0,44 
(12) 

4,22±0,14 
(6) 

Proteínas estructurales 
de ribosomasa 

10,10 ± 2,15 
(53) 

10,41 ± 1,67 
(53) 

10,37 ± 1,81 
(53) 

10,28 ± 1,88 
(53) 

5,81 ± 2,56 
(55) 

ATPasas asociadas al 
sistema de transporte 

ABCa 
6,67 ± 1,47 

(50) 
6,93 ± 1,63 

(73) 
7,06 ± 1,62 

(62) 
6,90 ± 

1.41(54) 
4,42 ± 1,10 

(26) 

Permeasas de 
membrana asociadas al 
sistema de transporte 

ABCb 

9,19 ± 1,56 
(68) 

9,18 ± 1,44 
(77) 

9,24 ± 1,49 
(60) 

8,65 ± 1,75 
(53) 

6,68 ± 2,46 
(27) 

Proteínas 
periplásmicas 

asociadas al sistema de 
transporte ABCc 

4,54 ± 1,13 
(55) 

6,81 ± 1,56 
(59) 

7,28 ± 1,33 
(44) 

5,68 ± 1,03 
(39) 

4,11 ± 0,14 
(6) 

aProteínas del citoplasma 
bProteínas asociadas a la membrana interna 
cProteínas periplásmicas 
Los datos de la tabla presentan la desviación estándar y entre paréntesis se indica el número de proteínas utilizadas 
para calcular cada valor 
Los microorganismos utilizados en esta comparación son: Chromohalobacter salexigens, Escherichia coli K-12, 
Pseudomonas aeruginosa PA01, Vibrio cholerae 01 El Tor N16961, Halobacterium sp. NRC-1 

II..33..44..  PPrrootteeaassaass  mmiiccrroobbiiaannaass  

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

II..33..44..11..  DDeeffiinniicciióónn  

 Las proteasas son enzimas degradativas que catalizan la hidrólisis total de proteínas. 
También son llamadas peptidasas, indicando así que son enzimas que hidrolizan enlaces 
peptídicos. Constituyen uno de los grupos funcionales más extensos de proteínas, con más 
de 560 miembros descritos (Barret y col., 1998; Supuran y col., 2002). Estas enzimas 
proteolíticas 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 orgánicas, son necesarias para el crecimiento y diferenciación 
celular, están involucradas en procesos como el recambio de proteínas, la maduración de 
enzimas y hormonas, la coagulación de la sangre y la lisis de coágulos de fibrina, entre 
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otros muchos. También poseen un importante papel en la secreción de compuestos a través 
de las membranas celulares. Muchas de ellas son sintetizadas como zimógenos y en 
contacto con el sustrato al que van a hidrolizar se activan, gracias a la intervención de otras 
proteasas (Rao y col., 1998). 

Las proteasas han sido utilizadas industrialmente desde hace décadas y constituyen las 
proteínas más 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, fabricación de cueros, industria 
farmacéutica, tratamiento de aguas residuales, etc. (Rao y col., 1998; Gupta y col., 2002). 

 Las proteasas microbianas pueden proceder de tres orígenes distintos: (i) proteasas 
bacterianas, son muy diversas y abundantes. Aunque son muchas las bacterias capaces de 
producir proteasas, las más conocidas y estudiadas son las producidas por diferentes 
especies del género Bacillus. Además, distintas especies de este género producen proteasas 
alcalófilas con variadas aplicaciones industriales, principalmente como aditivos de 
detergentes; (ii) proteasas producidas por levaduras y hongos. Generalmente son capaces 
de actuar en un amplio rango de valores de pH (4 a 11) y además actúan sobre una gran 
diversidad de sustratos, aunque son menos termorresistentes que las proteasas bacterianas. 
Son especialmente interesantes para la industria alimentaria, concretamente para la 
elaboración de quesos, y (iii) las proteasas de origen vírico han adquirido mucha 
importancia en los últimos años debido a que están 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; Sánchez-Porro y col., 2003; Jankiewicz y Bielawski, 2003; 
Watanabe, 2004; Pontempa y Pike, 2005). Algunas de las últimas proteasas que se han 
purificado, caracterizado y clonado han sido una dipeptidil peptidasa producida por 
Streptococcus suis (Jobin y col., 2005) y una metaloproteasa producida por Actinobacillus 
pleuropneumoniae (García-González y col., 2004). 

II..33..44..22..  CCllaassiiffiiccaacciióónn  

 Debido a que las proteasas muestran una gran diversidad de mecanismos de acción y 
estructuras es difícil establecer una clasificación 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), 
las proteasas pertenecen al grupo 3 (hidrolasas) y dentro de éste al subgrupo 4 (peptidasas) 
(Tabla 4). Según este criterio, las proteasas se clasifican en exopeptidasas cuando hidrolizan 
un enlace peptídico no sustituido próximo al extremo amino o carboxi terminal del sustrato, 
denominándose aminopeptidasas o carboxipeptidasas, respectivamente. A su vez las 
carboxipeptidasas se clasifican según la naturaleza de su centro activo en: serina 
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(EC.3.4.16.-), metal (EC.3.4.17.-) y cisteína (EC.3.4.18.-) carboxipeptidasas. Existe un 
pequeño 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 peptídicas en las regiones internas alejadas de los extremos carboxi y amino 
terminal. Se dividen en 4 grupos según la naturaleza de su centro activo: serina 
endopeptidasas (EC.3.4.21.), cisteína 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 acción 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) 

PPeeppttiiddaassaa  NNúúmmeerroo  EE..CC..  MMooddoo  ddee  aacccciióónn  AAcccciióónn 

EXOPEPTIDASAS     

AAMMIINNOOPPEEPPTTIIDDAASSAASS 3.4.11 

 

 

Hidrolizan el extremo 
amino terminal 
insustituido liberando un 
solo aminoácido, un 
dipéptido o un tripéptido 

Dipeptidil peptidasas 3.4.14 
 Hidrolizan el extremo amino 

terminal insustituido liberando 
dipéptidos  

Tripeptidil peptidasas 3.4.14 
 Hidrolizan el extremo amino 

terminal insustituido liberando 
tripéptidos  
 

CCAARRBBOOXXIIPPEEPPTTIIDDAASSAASS 3.4.16-.4.18 
 Hidrolizan el extremo carboxi 

terminal insustituido 
 

Carboxipeptidasas (serina) 3.4.16   

Carboxipeptidasas (metal) 3.4.17   

Carboxipeptidasas (cisteína) 3.4.18   

Peptidil dipeptidasas 3.4.15 
 Hidrolizan el extremo carboxi 

terminal insustituido liberando 
un dipéptido  

Dipeptidasas 3.4.13 
 Sólo actúan hidrolizando 

péptidos de dos residuos 
(dipéptidos) 

OOMMEEGGAA  PPEEPPTTIIDDAASSAASS  

3.4.19 

 

3.4.19 

 

Hidrolizan extremos carboxi o 
amino terminales sustituidos 

EXOPEPTIDASAS
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PPeeppttiiddaassaa  NNúúmmeerroo  EE..CC..  MMooddoo  ddee  aacccciióónn  AAcccciióónn 

ENDOPEPTIDASAS  3.4.21-.4.34   

Serina endopeptidasa 3.4.21   

Cisteína endopeptidasa 3.4.22   

Aspártico endopeptidasa 3.4.23   

Metalo endopeptidasa 3.4.24   

Endopeptidasa de 
mecanismos catalíticos 
desconocidos 

3.4.99   

ENDOPEPTIDASAS

Los círculos en blanco representan residuos de aminoácidos en la cadena peptídica. Los círculos negros el aminoácido 
terminal, y la estrella representa un extremo sustituido. Las flechas indican el sitio de acción de la enzima. 

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

SSeerriinnaa  pprrootteeaassaass  

 Las serina proteasas se caracterizan por la presencia de residuos de serina en su sitio 
activo. El mecanismo catalítico de estas enzimas requiere además del residuo de serina 
otros residuos como histidina, aspártico o lisina para su actuación (Supuran y col., 2002). 
Otra característica de las serina proteasas es la presencia de una región 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 óptimo 
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10. Son producidas por una gran cantidad de microorganismos pero sin duda, las más 
importantes son las producidas por especies del género Bacillus (Mane y col., 2001; Huang 
y col., 2003). Las subtilisinas son secretadas por un gran número de microorganismos, 
aunque al igual que las serina proteasas alcalinas, las más importantes son las producidas 
por especies del género Bacillus. Las subtilisinas se caracterizan por poseer una 
conformación de su sitio activo similar a la tripsina y quimotripsina. Dentro de este grupo las 
más 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 (60ºC). La subtilisina Carlsberg es muy utilizada en detergentes (Rao 
y col., 1998). 

Otra clasificación de las serina proteasas bastante útil es la que se basa en la naturaleza 
del substrato al que hidrolizan. Así, destacamos las análogas a tripsina que se caracterizan 
por hidrolizar inmediatamente detrás de residuos cargados positivamente, análogas a 
quimotripsina, que se caracterizan por cortar la cadena peptídica después de una larga 
cadena hidrofóbica y las análogas a elastasa que cortan después de cortas cadenas 
hidrofóbicas. 

AAssppaarrttaattoo  pprrootteeaassaass  

La actividad de estas proteasas depende de la presencia de un grupo carboxílico, un 
ácido aspártico, en su sitio activo. Son también conocidas como proteasas ácidas 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 diazocetónicos como diazocetil-DL-
norleucina metil ester (DAN) y 1,2-epoxi-3-(p-nitrofenoxi) propano (EPNP) (Rao y col., 
1998). 

CCiisstteeíínnaa  pprrootteeaassaass  

Estas proteasas se caracterizan por poseer en su sitio activo los aminoácidos cisteína 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 cisteína proteasas son activas solamente en presencia de agentes 
reductores como HCN. En base en la especificidad de la cadena peptídica que hidrolizan se 
clasifican en 4 grupos: (i) análogas de papaína, que son las más conocidas; (ii) análogas 
de tripsina con preferencia por hidrolizar residuos de arginina; (iii) cisteína proteasas que  
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hidrolizan específicamente ácido glutámico; y (iv) otras cisteína proteasas (Rao y col., 
1998). 

MMeettaalloopprrootteeaassaass  

¾ 

Las metaloproteasas se caracterizan porque necesitan un ión divalente para su actividad. 
El Zn2+ es el metal más frecuente aunque también se ha descrito la presencia de Co2+ o 
Mn2+ (Barrett y col., 1998). Se pueden dividir en dos grandes grupos dependiendo de si 
necesitan uno ó más metales para catalizar la reacción, si bien, la mayoría de las 
metaloproteasas sólo requieren un metal (Supuran y col., 2002).  

Un motivo muy común en las metaloproteasas lo conforman His-Glu-Xaa-Xaa-His 
(HEXXH) que ha sido caracterizado mediante difracción de rayos X; los dos residuos de 
histidina son los que actuan como primer y segundo ligando del metal, generalmente el 
Zn2+ (Supuran y col., 2002). 

Son inhibidas por quelantes de metales como el etilendiaminotetracético (EDTA), por el 
ácido etilen bis (oxietilenonitrilo) tetraacético (EGTA), fosforamidón [N-(a-
rhamnopiranosiloxihidroxifosfanil)Leu-Trp], Zincov [2-(N-hidroxicarboxiamido)-4-
metilpentanoil-L-Ala-Gly-NH2], 1,10-fenantrolina, tetraetilen pentamina, y también son 
inactivadas mediante diálisis (Supuran y col., 2002). 

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

Neutras 

Las termolisinas constituyen las proteasas más importantes de este grupo. Muestran 
especificidad por aminoácidos hidrofóbicos. Bacillus stearothermophilus y Bacillus 
thermoproteolyticus 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 Pseudomonas aeruginosa y las metaloproteasas 
producidas por Legionella pneumophila, Vibrio cholerae y Vibrio vulnificus (Kon y col., 
1999; Woessner, 1998). El análisis tridimensional de la estructura de la termolisina 
producida por B. thermoproteolyticus muestra la existencia en su sitio activo formado por 
tres aminoácidos y una molécula de agua ligada al Zn2+. Presentan el motivo característico 
de las metaloproteasas, HEXXH en el que la molécula de glutámico (E) actúa como tercer 
ligando del metal (Matthews, 1988). 

Entre los inhibidores de esta familia se encuentran quelantes de metales como el 
fosforamidón, Zincov, EDTA, EGTA, 1,10-fenantrolina y tetraetilen pentamina (Kessler y 
Ohman, 1998). 
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¾ 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 actúan 
como tercer y cuarto ligando del Zn2+, 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 está inhibida por EDTA, 1,10-fenantrolina y 
tetrametilenpentamina pero no es inhibida por fosforamidon o Zincov (Baumann, 1998; 
Morihara, 1998). 

Por último, también se ha descrito una clasificación de proteasas de acuerdo a su 
relación 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 catálisis: S, C, A, M, o U para serina, cisteína, aspartato, metaloproteasas o 
desconocido (unknown), respectivamente. Recientemente se ha creado la base de datos 
MEROPS, la cual incluye información 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, 
basándose en el sitio de acción sobre el sustrato. Además, según la naturaleza de su centro 
activo se clasifican como serina, aspartato, cisteína o metaloproteasas, y también se 
incluyen en diferentes familias y clanes dependiendo de la relación evolutiva de sus 
secuencias. Basándonos en el pH requerido para su actividad óptima se clasifican en 
proteasas ácidas, neutras o alcalinas. Hay que resaltar que estas clasificaciones no son 
excluyentes entre si, pudiéndose clasificar una misma proteasa según varias de ellas. 

II..33..55..  PPrrootteeaassaass  pprroodduucciiddaass  ppoorr  mmiiccrroooorrggaanniissmmooss  eexxttrreemmóóffiillooss  

 Los microorganismos extremófilos están acaparando la atención de los investigadores 
en los últimos tiempos debido a su potencial biotecnológico. Son capaces de producir un 
gran número de enzimas extracelulares que presentan la característica de poseer valores 
óptimos de actividad en las condiciones extremas en las que se desarrollan; pudiéndose 
utilizar en múltiples aplicaciones en las que otras enzimas no son activas. Hay que destacar 
que también existen enzimas que aunque no son producidas por microorganismos 
extremófilos presentan la característica de ser activas en condiciones extremas. Las 
proteasas son uno de los grupos más importantes de enzimas producidos por estos 
microorganismos extremófilos.  

Dentro de los microorganismos extremófilos distinguimos varios grupos: además de los 
halófilos ya descritos, detacamos los microorganismos termófilos e hipertermófilos   (son 
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capaces de vivir a altas temperaturas), acidófilos (se desarrollan en ambientes con valores 
de pH ácidos), alcalófilos (sobreviven en condiciones alcalinas), psicrófilos (están adaptados 
a vivir a bajas temperaturas) y barófilos (soportan altas presiones atmosféricas). Otros 
grupos más reducidos lo constituyen los microorganismos resistentes a altas 
concentraciones de metales, los resistentes a altos niveles de radiación o los microaerófilos, 
que toleran una pequeña cantidad de oxígeno (Demirjian y col., 2001; Van den Burg, 
2003).  

 En las siguientes tablas se resumen 
las características de las proteasas 
producidas por microorganismos 
extremófilos descritas hasta el momento. 
También se incluyen las proteasas 
producidas por microorganismos que 
aunque no son extremófilos, presentan 
actividad óptima en condiciones 
extremas (Figura 7). 

 Los microorganismos termófilos 
requieren elevadas temperaturas para su 

crecimiento. Diferenciamos microorganismos termófilos, que crecen óptimamente a 70-
80ºC e hipertermófilos, que crecen óptimamente a 85-100ºC. Las proteasas producidas 
por estos microorganismos además 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). 

Figura 7. Lodos contaminados de Aznalcóllar (Sevilla)

 En la Tabla 5 se muestran algunas de las proteasas extracelulares más interesantes que 
presentan una actividad óptima a elevadas temperaturas. 
Tabla 5. Selección de proteasas microbianas extracelulares con actividad óptima a elevada temperatura 

PPrrootteeaassaa  OOrrggaanniissmmoo  TTeemmppeerraattuurraa  
óóppttiimmaa  ((ººCC))  

PPeessoo  
mmoolleeccuullaarr  

((kkDDaa))  
RReeffeerreenncciiaa  

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) 

Proteasa acida Sulfolobus acidocaldarius 90 32 
Fusek y col. (1990); Lin y 
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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PPrrootteeaassaa  OOrrggaanniissmmoo  TTeemmppeerraattuurraa  
óóppttiimmaa  ((ººCC))  

PPeessoo  
mmoolleeccuullaarr  

((kkDDaa))  
RReeffeerreenncciiaa  

Serina proteasa Bacillus sp. 75 41 Maciver y col. (1994) 
Tiol proteasa Thermococcus kodakaraensis 110 44-45 Morikawa y col. (1994) 
Serina proteasa Thermococcus stetteri 85 68 Klingeberg y col. (1995) 
Serina proteasa Thermus sp. 70 ND Munro y col. (1995) 
Aspartato proteasa Bacillus sp. 60 ND Prescott y col. (1995) 
Serina proteasa Bacillus sp. 70 28 Kim y col. (1996) 
Serina proteasa Thermoactinomyces sp. 85 31 Lee y col. (1996) 
Serina proteasa Pyrococcus furiosus 95 150 Voorhorst y col. (1996) 

Serina proteasa 
Fervidobacterium 
pennivorans 

80 130 
Friedrich y Antranikian 
(1996) 

Serina proteasa Thermoactinomyces candidus 70 30 Ignatova y col. (1999) 

Metalocarboxipeptidasa Pyrococcus furiosus 90 58-59 
Cheng y col. (1999); Arndt 
y col. (2002) 

Metaloproteasa Bacillus stearothermophilus 70 27 Sun y col. (1999) 
Metaloproteasa S 
Metaloproteasa N 
Metaloproteasa B 

Bacillus stearothermophilus 
70 
85 
90 

36 
53 
71 

Sookkheo y col. (2000) 

Serina proteasa Thermococcus kodakaraensis 80 43 Kannan y col. (2001) 
Carboxipeptidasa Pyrococcus horikoshii 95 43 Ishikawa y col. (2001) 

Serina proteasa 
Thermoanaerobacter 
keratinophilus 

85 135 
Riessen y Antranikian 
(2001) 

Serina proteasa Natronococcus occultus 60 130 Studdert y col. (2001) 

Serina proteasa 
Thermoanaerobacter 
yonseiensis 

92,5 32 
Jang y col. (2002a; 
2002b) 

Serina proteasa Fervidobacterium slandicum 70 97 Nam y col. (2002) 
Serina protease Alicyclobacillus sendaiensis 60 57 Tsuruoka y col. (2003) 
Serina proteasa Bacillus sp. 85 42 Wu y col. (2004) 
ND, no determinado 

 Los microorganismos alcalófilos 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 aplicación de estas proteasas alcalinas es en la industria de los 
detergentes y en el procesado del cuero (Ito 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 están producidas por microorganismos alcalófilos, 
aunque la mayor fuente de proteasas alcalinas la proporcionan diversas especies del 
género Bacillus (Kumar y Takagi, 1999). 
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Tabla 6. Selección de proteasas microbianas extracelulares alcalinas 

PPrrootteeaassaa  OOrrggaanniissmmoo  ppHH  óóppttiimmoo  
PPeessoo  

mmoolleeccuullaarr  
((kkDDaa))  

RReeffeerreenncciiaa  

Serina proteasa Bacillus sp. 11,5 30 Horikoshi (1971) 
Proteasa Bacillus sp. 9-12 ND Aunstrup y col. (1972) 
Proteasa Bacillus sp. 9-12 ND Aunstrup y col. (1972) 

Serina proteasa Bacillus sp. 11 25 
Tsai y col. (1983; 1984; 
1986; 1988) 

Serina proteasa Bacillus sp. 11 25 
Tsai y col. (1983; 1984; 
1986; 1988) 

Proteasa HS 
Proteasa AS 

Bacillus sp. 8-12 
8-12 

36 
27,5 

Durham y col. (1987) 

Proteasa Bacillus sp. 10-12 ND 
Takami y col. (1989; 
1990; 1992a; 1992b) 

Serina proteasa I 
Serina proteasa II 

Nocardiopsis dassonvillei 
10-12 
10,5 

21 
36 

Tsujibo y col. (1990) 

Serina proteasa Thermoactinomyces sp. 11,5-13 25 
Tsuchiya y col. (1991); 
(1992) 

Proteasa Bacillus sp. 12-13 28-30 Fujiwara y col. (1993) 
Serina proteasa Streptomyces sp. 11,5 19 Yum y col. (1994) 
Serina proteasa Bacillus stearothermophilus 9 20-33 Rahman y col. (1994) 

Proteasa Bacillus sp. 12,3 28 
Kobayashi y col. (1995; 
1996) 

Serina proteasa Streptomyces pactum 7-10 30 Bockle y col. (1995) 
Proteasa Bacillus licheniformis 8,5-11,5 31,4 Cheng y col. (1995) 
Proteasa Thermoactinomyces sp. 11 31 Lee y col. (1996) 
Serina proteasa Brevibacterium linens 8,5 126 Rattray y col. (1997) 
Proteasa Pimelobacter sp. 9 23 Oyama y col. (1997) 

Metaloproteasa Streptomyces diastaticus sp. 8 11 
Chaphalkar y Dey 
(1998) 

Proteasa Bacillus sp. 9,2 ND 
Sumandeep y col. 
(1999) 

Proteasa Oligotropha carboxydovorans 9 23 Kang y col. (1999) 
Proteasa Pseudomonas aeruginosa 8,5 38 Ogino y col. (1999) 
Proteasa Streptomyces cyaneus 9 120 Petinate y col. (1999) 

Proteasa Bacillus sp. 9 42 
Hutadilok-Towatana y 
col. (1999) 

Proteasa Bacillus brevis 10,5 ND Banerjee y col. (1999) 
Serina proteasa 
Serina proteasa 

Arthrobacter nicotianae 
9 

9,5 
53-55 
70-72 

Smacchi y col. (1999) 

Proteasa 
Proteasa 

Bacillus sp. 
11 
12 

28 
29 

Kumar y col. (1999) 

Proteasa Pseudomonas aeruginosa 8 32 Bayoudh y col. (2000) 
Proteasa Serratia marcescens 9,5 66,5 Romero y col. (2001) 
Serina proteasa A Bacillus sphaericus 10,5 28,7 Singh y col. (2001) 
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PPrrootteeaassaa  OOrrggaanniissmmoo  ppHH  óóppttiimmoo  
PPeessoo  

mmoolleeccuullaarr  
((kkDDaa))  

RReeffeerreenncciiaa  

Serina proteasa B 10,5 68 
Serina proteasa Bacillus subtilis 8 20 Mane y Bapat (2001) 

Proteasa Bacillus sp. 11,5 ND 
Muderrizade y col. 
(2001) 

Proteasa Bacillus sp. 11 29 
Johnvesly y Naik 
(2001); Johnvesly y col. 
(2002) 

Proteasa Bacillus pumilus 11,5 28 Kumar (2002) 

Proteasa Bacillus mojavensis 10,5 30 
Gupta y col. (1999); 
Beg y col. (2002) 

Proteasa Alcaligenes faecalis 9 67 
Thangam y Rajkumar 
(2002) 

Serina proteasa Bacillus sp. 11 45 Saeki y col. (2002) 
Metaloproteasa  Alteromonas sp. 10 56 Miyamoto y col. (2002) 
Serina proteasa Alcaligenes faecalis 9 67 Thangam y col. (2002) 
Metaloproteasa Bacillus thuringiensis 10-11 ND Tyagi y col. (2002) 
Serina proteasa Bacillus alcalophilus 12 ND Kanekar y col. (2002) 
Serina proteasa Arthrobacter ramosus 12 ND Kanekar y col. (2002) 
Serina proteasa Xanthomonas maltophila 9 36 De Toni y col. (2002) 
Serina proteasa Bacillus pumilus  10 32 Huang y col. (2003) 
Proteasa Pseudomonas sp. 10 25 Zeng y col. (2003) 
Proteasa Bacillus licheniformis 11 ND Tang y col. (2004) 

ND, no determinado 
En cuanto a las proteasas producidas por microorganismos halófilos moderados, ya han 

sido revisadas en mayor detalle en el apartado I.3.1. de este trabajo. En la Tabla 7 se 
muestra un resumen de las proteasas producidas por microorganismos halófilos moderados 
y extremos. 
Tabla 7. Selección de proteasas extracelulares producidas por microorganismos halófilos 

PPrrootteeaassaa  OOrrggaanniissmmoo  
CCoonncceennttrraacciióónn  
óóppttiimmaa  ddee  NNaaCCll  

((%%))  

PPeessoo  
mmoolleeccuullaarr  

((kkDDaa))  
RReeffeerreenncciiaa  

Proteasa Bacillus sp. 3 ND Kamekura y Onishi (1974b) 
Proteasa Pseudomonas sp. 18 12 Van Qua y col. (1981) 
Serina proteasa Halobacterium salinarum ND ND Izotova y col. (1983) 
Proteasa Haloferax mediterranei ND 41 Stepanov y col. (1992) 
Serina proteasa Halobacterium salinarum 23 ND Ryu y col. (1994) 
Serina proteasa Halobacterium mediterranei  10-25 41 Stepanov y col. (1992) 

Serina proteasa Natrialba asiatica 10-15 41,9 
Kamekura y Seno (1990); 
Kamekura y col. (1992) 

Serina proteasa Natronococcus occultus 6 130 Studdert y col. (2001) 
Serina proteasa Natrialba magadii 6-9 45 Giménez y col. (2000) 
ND, no determinado 
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Además de los microorganismos termófilos, alcalófilos y halófilos, otros microorganismos 
extremófilos pueden ser usados como fuente de enzimas proteolíticas. Con respecto a los 
microorganismos acidófilos se han descrito arqueas y bacterias productoras de enzimas 
amilolíticas capaces de actuar a valores de pH ácidos pero no hay muchos datos de 
microorganismos productores de proteasas capaces de actuar a estos valores de pH (Serour 

y Antranikian, 2002; Bertoldo y Antranikian, 
2002). 

Los microorganismos psicrófilos están 
adaptados a vivir a temperaturas entre 0 y 
5ºC. Sus hábitats naturales son la Antártida, 
las profundidades marinas, altas montañas o 
los glaciares (Figura 8). Normalmente las 
enzimas producidas por estos 
microorganismos son activas entre 0ºC y 20-
30ºC, y se desnaturalizan a temperaturas 
superiores a éstas. Existen estudios acerca de 

enzimas producidas por microorganismos psicrófilos, como amilasas, pero la información 
sobre las proteasas de psicrófilos es muy escasa. Un ejemplo de una proteasa psicrófila es 
la producida por  una cepa de Pseudomonas aeruginosa aislada de la Antártida, que ha 
sido purificada y cristalizada (Villeret y col., 1997). También se ha descrito la purificación y 
posterior clonación 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 más reciente, Denner y colaboradores (2001) describieron la producción de una 
metaloproteasa por la especie Psychrobacter proteolyticus  aislada también de la Antártida. 
La última proteasa extracelular descrita hasta la fecha es la producida por la bacteria 
psicrófila Pseudoalteromonas sp. DY-A. Esta proteasa sólo se secreta a temperaturas 
inferiores a 20ºC (Zeng y col., 2003).  

Figura 8. Hábitat de microorganismos psicrófilos

 Los microorganismos barófilos o piezófilos son aquellos que están adaptados a vivir en 
ambientes con elevada presión atmosférica, como por ejemplo en las profundidades 
marinas, donde también la temperatura es baja (1-3ºC) (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 �-maltotetrahidrolasa producida 
por Pseudomonas sp. MS300 (Kobayashi y col., 1998). Sin embargo, no se ha descrito 
ninguna proteasa producida por un microorganismo barófilo.  

II..33..66..  AApplliiccaacciioonneess  iinndduussttrriiaalleess  ddee  llaass  pprrootteeaassaass  mmiiccrroobbiiaannaass  
El uso de enzimas microbianas a nivel industrial constituye uno de los logros 

biotecnológicos más importantes de los últimos tiempos. En la actualidad son más de 500 
los procesos industriales que utilizan enzimas. Estos procesos abarcan casi todos los  
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campos, desde industria alimenticia, textil, papelera etc... (Cherry y Fidantsef, 2003). La 
venta mundial de enzimas microbianas generó en el año 2000 un total de 
aproximadamente 1.500 millones de dólares (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 fabricación de productos lácteos, vinos, zumos, cerveza y en la industria 
pastelera; finalmente, el tercer grupo, que representa el 10% del total de ventas, está 
constituido por enzimas que se utilizan en la fabricación de alimentos para animales (Figura 
9). La utilización de estas enzimas aporta además, la ventaja de contribuir al mantenimiento 
del medio ambiente. Ejemplo de ello lo encontramos en la sustitución en los detergente de 
los fosfatos por enzimas microbianas como amilasas o celulasas; en la fabricación de pan, 
productos emulsificantes químicos son sustituidos por lipasas o en la industria textil el 
hidróxido sódico es sustituido por amilasas y peptidasas (Cherry y Fidantsef, 2003). 

Figura 9. Representación del mercado de
enzimas en el año 2000 en distintos
sectores industriales. El sector de
industrias técnicas (65%) incluye a la
industria de detergentes, textil, cuero y
papel; en la alimentación humana (25%)
se incluye la fabricación de productos
lácteos, cerveza, zumos y pastelería; la
alimentación animal representa un 10%
del total de la venta de enzimas (Kirk y
col., 2002 

Industrias 
técnicas

Alimentación 
humana

Alimentación 
animal

Industrias 
técnicas

Alimentación 
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Las proteasas constituyen uno de los grupos enzimáticos más 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 biorremediación de suelos y como alternativa a la utilización de productos químicos 
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 más extendido de las proteasas es en la fabricación de detergentes. El primer 
detergente con componentes enzimáticos, “Burnus”, data de 1913; consistía en una mezcla  
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de carbonato cálcico con extracto pancreático. BIO-40 fue el primer detergente que 
contenía enzimas bacterianas y fue introducido en el mercado en 1956. Las subtilisinas son 
las proteasas más utilizadas en la industria de los detergentes; su misión es degradar 
manchas proteícas de diversos orígenes. Así, son capaces de eliminar manchas de sangre, 
huevo, leche, hierba y diversas salsas (Maurer, 2004). En los últimos 15 años se han 
realizado grandes esfuerzos para obtener proteasas más activas y específicas 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 aminoácidos 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 aplicación 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 la Tabla 8 se muestran distintas proteasas usadas en la actualidad como 
componentes de detergentes. 

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

EEnnzziimmaa  MMiiccrroooorrggaanniissmmoo  ppHH  óóppttiimmoo  TTeemmppeerraattuurraa  
óóppttiimmaa  ((ººCC))  IInndduussttrriiaa  

Neutrasa Bacillus amyloliquefaciens 6-7 50 Novozymesa 

Maxatasa Bacillus licheniformis 8,5-9 60 Gist-Brocadesb 

Purafect Bacillus lentus 10 55 Genencor Intl. 

Esperasa Bacillus halodurans 8,5-11 60 Novozymes 

Properasa Bacillus claussi 9-11 50 Genencor Intl. 

aAntes Novo Nordisk 
bActualmente forma parte de Genencor International 

La mayoría 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 químicos, muchos de los cuales originan residuos muy 
contaminantes para el medio ambiente. Actualmente se están empezando a usar proteasas 
de diferentes microorganismos como alternativa a estos compuestos con la ventaja de su 
inocuidad y facilidad de eliminación de residuos. Las proteasas hidrolizan selectivamente los 
constituyentes no colagenosos de la piel y eliminan las proteínas no fibrilares como 
albúminas y globulinas (Rao y col., 1998). 
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Otro uso muy interesante de las proteasas es en el reciclado de productos derivados de 
películas fotográficas 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 
películas lo cual causaba una gran contaminación medioambiental. Además la base de 
estas películas, que está fabricada de poliéster, era eliminada en el proceso. Debido a que 
esta plata está unida a capas de gelatina es posible recuperarla mediante un tratamiento 
enzimático. La hidrólisis de la gelatina por parte de proteasas no sólo permite recuperar la 
plata sino también el poliéster con lo que constituye un proceso más rentable y menos 
perjudicial para el medio ambiente. Son varias las proteasas que se están utilizando con 
este propósito (Kumar y Tanaki, 1999; Gupta y col., 2002). 

El uso de proteasas en la industria de la alimentación data de la antigüedad y así, han 
sido utilizadas rutinariamente en la elaboración de quesos, hidrolizados de soja y en la 
elaboración del pan (Perea y col., 1993; Rao y col., 1998). Las proteasas más usadas 
pertenecen a la familia de las aspartato proteasas. Actualmente se producen proteínas 
recombinantes mejor adaptadas a las necesidades concretas en la elaboración de quesos 
(Rao y col., 1998). Por otro lado, las proteasas son ampliamente utilizadas en la fabricación 
del pan ya que hidrolizan el gluten del trigo consiguiendo masas más esponjosas y 
amasables (Rao y col., 1998). Las proteasas también son utilizadas en la fabricación 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 actuación de 
diversas proteasas, son ampliamente utilizados para la elaboración de alimentos para 
bebés, productos dietéticos y en la alimentación hospitalaria (Ward, 1985; Rao y col., 
1998; Neklyudov y col., 2000). Así, existen hidrolizados proteicos comerciales de caseína 
(Miprodan; MD Foods, Alemania), de suero (Lacprodan; MD Foods) o de soja (Proud; Novo 
Nordisk, Dinamarca) (Gupta y Lorenz, 2002). 

Además, las proteasas juegan un papel muy importante en la síntesis enzimática de 
péptidos que presenta amplias ventajas respecto a la síntesis química. Así, son utilizadas con 
éxito en la síntesis de dipéptidos (Barros y col., 1999) y tripéptidos (So y col., 2000). El 
aspartamo es un dipéptido compuesto por ácido L-aspártico y metil éster de L-fenilalanina, 
el cual es ampliamente utilizado como edulcorante no calórico. La configuración L de los 
dos aminoácidos 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 
producción química es muy elevado; por lo tanto, se ha recurrido a su producción 
enzimática utilizando para ello proteasas inmovilizadas. Toya Soda (Japón) y DSM 
(Holanda) son las principales industrias productoras de aspartamo mediante un proceso 
enzimático. 
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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 vía oral para la 
corrección de ciertos síndromes de deficiencias enzimáticas. Colagenasas y subtilisinasas 
son usadas junto con antibióticos de amplio espectro en heridas y quemaduras. Del mismo 
modo, una asparraginasa de origen bacteriano se utiliza para eliminar la asparragina del 
torrente sanguíneo en algunas formas de la leucemia linfocítica (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 formulación que contiene enzimas proteolíticas procedentes de Bacillus subtillis, B. 
amyloliquefaciens y Streptomyces sp. se ha comercializado y patentado por la empresa 
Genex (Jacobson y col., 1985). 

Otro uso de proteasas que está siendo 
actualmente desarrollado, es su aplicación en la 
industria de obtención de seda. La sericina es un 
componente proteico que constituye alrededor del 
25% del peso total de la seda salvaje, cubriendo la 
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 eliminación de esta 
proteína, existiendo una patente al respecto 
(Kanehisa, 2000). 

Por otra parte es interesante señalar que más del 
90% de las enzimas que se utilizan industrialmente 
son enzimas recombinantes. La expresión de estas 

enzimas recombinantes se lleva a cabo en hongos o bacterias que a su vez han sido 
modificados genéticamente para optimizar la producción de la misma, llegando incluso a 
niveles de producción de 40 g/l (Cherry y Fidantsef, 2003). 

Figura 10. Industria farmaceútica 

Se ha descrito que con las técnicas de screening habitualmente utilizadas para la 
búsqueda de nuevas enzimas, sólo se han obtenido el 1% del total de enzimas con 
potencial biotecnológico. Así, actualmente, en la búsqueda de enzimas con nuevas 
actividades enzimáticas, está adquiriendo especial importancia la clonación 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 expresión; 
posteriormente se caracterizan cada uno de los clones generados en busca de la actividad 
hidrolítica 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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II..44..  SSEECCRREECCIIÓÓNN  DDEE  EENNZZIIMMAASS  EEXXTTRRAACCEELLUULLAARREESS  

Las bacterias halófilas moderadas no sólo constituyen una fuente potencial muy 
importante de enzimas extracelulares, sino que además son excelentes modelos biológicos 
para la elucidación de las bases moleculares de los mecanismos de procesamiento, 
transporte y secreción de enzimas halófilas. Hasta el momento no se han realizado estudios 
sobre la secreción de enzimas extracelulares en estas bacterias, si bien este es un proceso 
bastante bien estudiado en otros grupos bacterianos.  

Se han descrito cinco tipos distintos de sistemas de secreción (Figura 11): el tipo I está 
mediado por un complejo enzimático compuesto por tres proteínas. Las proteínas que 
utilizan este sistema de secreción conservan la región C-terminal unida a su secuencia (Binet 
y col., 1997); el tipo III se encuentra fundamentalmente en bacterias patógenas, como 
Yersinia o Shigella (Lee, 1997); también se ha descrito un sistema particular para la 
secreción de la toxina pertusis en Bordetella 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 más frecuente para la secreción de proteínas en 
bacteria Gram-negativas es el denominado sistema de secreción de tipo II. 

  

Figura 11. Esquema general de los mecanismos de secreción de proteínas en bacterias Gram-
negativas. ME, membrana externa; PG, péptidoglicano; PP, periplasma; MI, membrana interna 
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II..44..11..  SSiisstteemmaa  ddee  sseeccrreecciióónn  ddee  ttiippoo  II  

El sistema de secreción de tipo I o 
TOSS (Type One Secretion System) en 
bacterias Gram-negativas permite la 
secreción de proteínas de varios tamaños 
y funciones desde el citoplasma hasta el 
medio extracelular en un solo paso, sin 
intermediarios citoplasmáticos estables. 
La función de las proteínas secretadas por 
este mecanismo varía desde hidrolasas 
(proteasas, fosfatasas, glucanasas, 
nucleasas, lipasas) a toxinas (Delepelaire, 
2004). 

TolC

Membrana 
externa

Periplasma

TolC

Membrana 
externa

Periplasma

Una característica que presentan la 
mayoría de las proteínas secretadas por 
este mecanismo es la presencia de 
regiones ricas en glicina (GGXGXDXXX) 
que unen específicamente iones Ca2+. 

Figura 12. Estructura de la proteína TolC 
(Henderson y col., 2004) 

Además de estas repeticiones de glicina, la mayoría de las proteínas presentan unas 
pequeñas repeticiones con alta homología a moléculas de adhesión y suelen poseer muy 
pocos o ningún residuo de cisteína. La señal de secreción se localiza en la proteína 
secretada en el extremo C-terminal y no es eliminada en el proceso. 

La maquinaria de secreción de tipo I consta de tres proteínas que son indispensables 
para la secreción. La primera es una proteína localizada en la membrana citoplasmática 
que presenta un sitio de unión a ATP denominada ABC (ATP-binding cassette); es la 
encargada de reconocer el sustrato gracias a una señal de secreción (no necesitan péptido 
señal) localizada en el extremo C-terminal de la proteína secretada. Esta proteína es la 
responsable de la especificidad y también de proporcionar la energía necesaria para el 
proceso mediante la hidrólisis de ATP. Otra proteína es la denominada proteína de fusión 
de membrana, MFP (membrane fusion protein) o adaptador, que contiene un pequeño 
dominio citoplasmático localizado en su extremo N-terminal y un gran dominio 
periplásmico; esta proteína parece ser la responsable de establecer el contacto entre la 
membrana externa y la membrana citoplasmática. Y por último, la proteína OMP (outer 
membrane protein), se trata de un trímero que forma un gran canal a través de la 
membrana externa y del periplasma y que permite el paso de la proteína al exterior 
(Higgins, 1992; Delepelaire, 2004). 
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Estas proteínas están representadas en E. coli por las proteínas TolC (OMP), HlyD (MFP) 
y HlyB (ABC). La proteína TolC ha sido resuelta cristalográficamente (Figura 12). Se trata de 
un trímero en el que una parte está acoplada a la membrana externa (estructuras terciarias 
de tipo β) y el resto de la proteína (α hélices) se extienden hacia el periplasma formando un 
canal (140 Å) (Koronakis y col., 2000). 

La secreción se produce por la interacción de la señal localizada en el extremo C-
terminal con la proteína ABC que desencadena el ensamblaje secuencial de la maquinaria 
de secreción mediante sucesivas interacciones entre ABC, MFP y OMP. La proteína ABC 
asegura que sólo sean reconocidos sustratos específicos (Jarchau y col., 1994). 

La primera proteína estudiada que presentó este tipo de secreción fue una α-hemolisina 
(HlyA) producida por una cepa patógena de E. coli (Goebel y Hedgpeth, 1982). También 
presentan este mecanismo de secreción una leucotoxina producida por Pasteurella 
haemolytica (Narayanan y col., 2002) y una adenilato ciclasa secretada por Bordetella 
pertussis (Ladant y Ullmann, 1999). Respecto a proteasas, se ha descrito que la 
metaloproteasa producida por Erwinia chrysanthemi utiliza el mecanismo de secreción de 
tipo I para ser exportada al exterior (Guzzo y col., 1991; Delepelaire y Wandersman, 1990; 
Delepelaire, 1994). 

II..44..22..  SSiisstteemmaa  GGeenneerraall  ddee  SSeeccrreecciióónn  ((GGSSPP))::  SSiisstteemmaa  ddee  sseeccrreecciióónn  ddee  ttiippoo  IIII  

Para alcanzar el exterior, las proteínas secretadas por las bacterias Gram-negativas 
tienen que atravesar dos membranas hidrofóbicas, la membrana interna o citoplasmática y 
la membrana externa. El sistema general de secreción o GSP (General Secretion Pathway) 
es un mecanismo de translocación mediante el cual las proteínas atraviesan sucesivamente, 
en dos pasos consecutivos, ambas membranas (Sandkvist, 2001a; Filloux y col., 1998; 
Filloux, 2004). Para atravesar la membrana interna la proteína utiliza generalmente el 
sistema Sec, aunque recientemente también se ha descrito la utilización del sistema Tat 
(twin-arginine translocation) (Voulhoux y col., 2001). Para la translocación a través de la 
membrana externa la proteína requiere otra maquinaria. Se han descrito varios mecanismos 
de terminación del sistema GSP de los cuales el principal es el MTB (Main Terminal Branch) 
o mecanismo de secreción de tipo II. Además del sistema de secreción de tipo II existen 
otros mecanismos alternativos de terminación del GSP. Destacamos el mecanismo de la 
chaperona PapC, el mecanismo de secreción tipo ShlA y el mecanismo de agregación 
fimbrilar (Stathopoulos y col., 2000). 

MMeeccaanniissmmoo  ddee  llaa  cchhaappeerroonnaa  PPaappCC  

Este mecanismo es el que presentan algunas cepas de E. coli uropatógenas para 
exportar al exterior y ensamblar el pili que utilizan en la colonización de su hospedador 
(Kuehn y col., 1992; Roberts y col., 1994). Este pili está compuesto de varias estructuras 
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finas y flexibles conectadas a una base rígida 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 interactúan con la proteína chaperona 
PapD, también requieren la presencia de la proteína DsbA para formar los apropiados 
puentes disulfuros (Jacob-Dubuisson y col., 1994). La chaperona PapD es requerida para 
prevenir la prematura unión de las subunidades del pili en el periplasma y que se formen 
agregados. El complejo periplásmico subunidad-PapD es dirigido hacia la membrana 
externa, concretamente hacia la proteína PapC. La interacción de ambas desencadena que 
las subunidades del pili se liberen, se internen dentro del poro formado por la misma 
proteína PapD y se produzca su ensamblaje (Thanassi y col., 1998). 

SSeeccrreecciióónn  ttiippoo  SShhllAA  

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 señal. La translocación a 
través de la membrana externa y la activación de ShlA requiere la presencia de otra 
proteína denominada ShlB. Esta proteína ShlB también contiene un péptido señal. Se ha 
propuesto que esta proteína ShlB es la que forma un poro en la membrana externa 
doblándose en forma de barril � a través del cual la proteína ShlA sale al exterior 
(Konninger y col., 1999). Además de esta proteína ShlA, otras proteínas implicadas en la 
virulencia de bacterias se secretan por un mecanismo análogo, como las adhesinas HMW1 
y HMW2 de Haemophilus influenzae, la hemolisina HpmA de Proteus mirabilis y la 
hemoaglutinina FHA de Bordetella pertussis (St Geme y Grass, 1998; Jacob-Dubuisson y 
col., 1997). 

MMeeccaanniissmmoo  ddee  nnuucclleeaacciióónn//pprreecciippiittaacciióónn  

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 orgánulos se distinguen de otros tipos de pili tanto por su morfología 
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 formación de biofilms. 
En E. coli se requieren dos operones para la biogénesis del “curli”. El operón cgsDEFG y el 
operón csgBA. En Salmonella se han descrito también dos operones similares a los de E. 
coli (Romling y col., 1998; Collinson y col., 1996). Dos de los componentes del “curli” las 
proteínas CsgA y CsgB presentan una alta similitud entre ellas y ambas contienen un 
péptido señal que es reconocido por el sistema Sec. La proteína CsgC es una lipoproteína y 
también contiene un péptido señal que se pierde al atravesar la membrana interna. La 
proteína CsgG se localiza en el periplasma unida a la membrana externa y es necesaria 
para transportar las proteínas CsgA y CsgB. No se sabe con exactitud si esta proteína CsgG 
actúa 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 función de las proteínas CsgE y CsgF 
parece ser la de actuar como chaperonas. La proteína CsgB es requerida bien para la 
polimerización de la proteínas CsgA en el exterior o bien puede servir como base para que 
se forme el “curli” (Bian y Normark, 1997). 

II..44..22..11..  SSiisstteemmaa  ddee  sseeccrreecciióónn  ddee  ttiippoo  IIII  
El mecanismo de secreción de tipo II está ampliamente distribuido en proteobacterias, en 

las cuales es el principal responsable de la secreción de toxinas y enzimas hidrolíticas 
generalmente implicadas en patogénesis de plantas y animales. 

El aparato de secreción de tipo II está compuesto por 12-16 genes diferentes 
(dependiendo de las especies) que forman un complejo multiproteico localizado en el 
espacio periplásmico y que es esencial para la translocación a través de la membrana 
externa. Este sistema de secreción tiene muchos aspectos en común con la secreción de tipo 
IV, entre ellos la implicación de una estructura parecida al pili que se forma en la secreción 
de tipo IV.  

Como ya se ha mencionado, el GSP es un mecanismo de secreción que tiene lugar en 
dos pasos consecutivos, diferenciados tanto genética como bioquímicamente. Las proteínas 
que se secretan por este mecanismo son sintetizadas en el citoplasma como preproteínas 
que poseen un péptido señal en su extremo N-terminal. Esto permite la translocación a 
través de la membrana citoplasmática gracias al complejo Sec. En este primer paso se 
pierde el péptido señal y la proteína todavía en forma de pre-proteína pasa al espacio 
periplásmico. En este compartimiento la proteína puede sufrir sucesivas modificaciones 
como la formación de puentes disulfuro o el ensamblaje de subunidades (participan las 
proteínas chaperonas DsbA y DsbD) antes de ser translocada a través de la membrana 
externa mediada por el sistema de secreción de tipo II. Es importante resaltar que el 
intermediario periplásmico puede existir sólo un corto período de tiempo, o incluso no 
existir, ya que ambos pasos están estrechamente interconectados (Filloux, 2004). Para la 
translocación a través de la membrana externa la proteína requiere la maquinaria de 
secreción de tipo II (Figura 13) (Sandkvist, 2001a). 

Por otro lado, se ha descrito recientemente que la maquinaria de secreción de tipo II 
también puede reconocer sustratos que han atravesado la membrana citoplasmática por 
otro mecanismo distinto al Sec, mediado por el sistema Tat (Voulhoux y col., 2001). Este 
sistema transloca proteínas a través de la membrana citoplasmática y reconoce proteínas 
que poseen un péptido señal característico (Palmer y Berks, 2003). 
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Figura 13. Esquema del sistema de secreción de tipo II. La función concreta de cada una de las
proteínas se detalla en el texto (Sandkvist, 2001)
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D’Enfert y colaboradores (1987) fueron los primeros en describir el sistema de secreción 
de tipo II en Klebsiella oxytoca y la identificación de este mismo sistema en Pseudomonas 
aeruginosa, demostró 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 patógenas como Legionella pneumophila o 
Yersinia enterocolitica (Hales y Shuman, 1999; Iwobi y col., 2003). 

Respecto a la nomenclatura, los genes homólogos 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 añadido un subíndice 
alusivo a la nomenclatura primitiva: PC-ZM y AO (Tabla 9). 
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Tabla 9. Distribución y localización celular de las proteínas que forman parte del sistema de secreción de 
tipo II (Sandkvist, 2001) 

EEssppeecciieeaa  PPrrootteeíínnaass  iinnvvoolluuccrraaddaass  eenn  llaa  sseeccrreecciióónn  ddee  ttiippoo  IIII  yy  ssuu  llooccaalliizzaacciióónn  cceelluullaarr  

Vibrio cholere eps  Ab Bb C D E F G H I J K L M N VcpDO
C 

Aeromonas 
hydrophila exe 

 Ab Bb C D E F G H I J K L M N TapDO
C 

Escherichia coli gsp  A B C D E F G H I J K L M  O 

Klebsiella oxytoca 
pul 

S  B C D E F G H I J K L M N O 

Erwinia 
chrysanthemi out 

S  B C D E F G H I J K L M  O 

Erwinia carotovora 
out 

S  B C D E F G H I J K L M N O 

Pseudomonas 
aeruginosa xcp 

   PC QD RE SF TG UH VI WJ XK YL ZM N AO/PilDC

Xanthomonas 
campestris xps 

    Dd E F G H I J K L M N PilDO
C 

Localizacióne ME MC MC MC/ME ME Cf MC MC/MEg MC/ME MC/ME MC/ME MC/ME MC MC MC MC 

aEspecies bacterianas y nombres de los genes que participan en la secreción de tipo II 
bLos genes de secreción A y B de V. cholerae y A. hydrophila están adyacentes en el cromosoma, pero separados del 
resto de los genes. 

cEstos genes no están unidos a los genes de secreción de tipo II y también se requieren para la formación del pili en la 
secreción de tipo IV 

dEl gen XpsD está localizado corriente abajo del gen XpsN en X. campestris 
eMembrana citoplasmática (MC); membrana externa (ME); citoplasma (C) 
fLa proteína E está asociada a la membrana citoplasmática pero está localizada en el citoplasma 
gLas proteínas G, H, I, J y K están asociadas a ambas membranas  

La proteína D es una de las proteínas más importante en este tipo de secreción, se trata 
de un oligómero 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 proteínas homólogas llamadas secretinas. Esta familia también incluye 
componentes que son requeridos en la secreción de tipo IV en el proceso de formación del 
pili y en la secreción de tipo III (Genin y Boucher, 1994). A diferencia de las secretinas 
propiamente dichas, las cuales son muy inespecíficas respecto a su sustrato, la proteína D 
sólo reconoce a su sustrato específico y no permite el paso a través de la membrana externa 
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de otras proteínas periplásmicas o citoplasmáticas. Esta diferencia entre las proteínas D y las 
secretinas se extiende a su estructura primaria, ya que las proteínas D no poseen un residuo 
de Phe conservado en el extremo C-terminal, muy característico de las proteínas 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 proteínas D muestra que estas se deben de unir a la membrana siguiendo 
otro mecanismo distinto. Así, parece ser que para insertarse en la membrana las proteínas 
D requieren otro componente del sistema de secreción de tipo II, la proteína S. Esta proteína 
S es la única junto a la proteína D que está asociada a la membrana externa (Hardie y col., 
1996a). El dominio C-terminal está conservado en la mayoría de las secretinas (a excepción 
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 está expuesto al periplasma donde interacciona con 
otros componentes del aparato de secreción. Las subunidades que conforman la proteína D 
son muy estables, requiriéndose detergentes, calor y en algunos casos hasta la adición de 
fenol para su disociación (Hardie y col., 1996a; Linderoth y col., 1996; Shevchik y col., 
1997; Koebnik y col., 2000). Análisis de microscopía electrónica de proteínas D 
purificadas, concretamente las proteínas PulD (K. oxytoca) y XcpQD (P. aeruginosa) muestran 
una estructura anular de 76 y 95 Å de diámetro, respectivamente y también revelan una 
densa carga de electrones en su interior. Este tamaño de poro es lo suficientemente grande 
para exportar proteínas 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 tamaño de 60 Å cuando está en su conformación 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 específicamente controlada. Una 
posibilidad es que el extremo N-terminal de la proteína D se doble hacia el poro formado 
en la membrana externa por el extremo C-terminal (Nouwen y col., 2000) y/o la interacción 
con otras proteínas sea la que controle la apertura del canal. Otro mecanismo conocido de 
apertura de canales es el que realizan los sideróforos, la vitamina B12 y los receptores de 
colicina. Estos mecanismos involucran unos cambios de conformación en el receptor y la 
energía es proporcionada por la fuerza protomotriz.  

Diversos estudios parecen indicar que la energía requerida para la translocación a través 
de la membrana externa en el sistema de secreción de tipo II es proporcionada por la fuerza 
protomotriz (Possot y col., 1997; Letellier y col., 1997), aunque también se ha descrito un 
sistema en el que está involucrada una proteína de la membrana citoplasmática, 
denominada TonB. Esta proteína TonB tiene un gran dominio periplásmico y cuando está 
activado interacciona con su receptor en la membrana externa. A su vez, algunas evidencias 
indican que las proteínas de la membrana citoplasmática pueden ejercer una función 
similar a TonB; las proteínas C, N o B son las principales candidatas (Filloux, 2004). 
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Parece que es la interacción entre el dominio N-terminal de la proteína D con otros 
componentes del aparato de secreción lo que induce el cambio de conformación en el 
extremo C-terminal y esto conlleva a la apertura del poro. Mediante comparaciones de 
secuencias se ha demostrado que la región C-terminal de las proteínas D está muy 
conservada, si bien no ocurre lo mismo con la región N-terminal (Genin y Boucher, 1994), 
en la cual se localiza también el péptido señal. La región 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 proteína (Russel, 1994). Se han 
descrito cuatro regiones muy conservadas, la más importante presenta el motivo 
(V/I)PXL(S/G)XIPXXGXLF (Genin y Boucher, 1994). El extremo C-terminal de las secretinas es 
resistente a la hidrólisis por proteasas (Brok y col., 1999; Nouwen y col., 2000).  

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

La proteína B, aunque sólo ha sido identificada en alguno de los sistemas de secreción 
de tipo II descritos, es otro de los componentes del sistema que interacciona con la proteína 
D. Algunos estudios demuestran que OutB y OutD (Erwinia carotovora) se estabilizan 
mutuamente y un defecto en la secreción observada en mutantes defectivos en OutB puede 
ser complementada con una superproducción de OutD (Condemine y Shevchik, 2000). 
Otro estudio describe que ExeB (Aeromona hydrophila) parece ser un regulador de la 
secreción suministrando energía para que se produzca la apertura del poro en A. 
hydrophila (Howard y col., 1996). Además la proteína A de A. hydrophila, denominada 
ExeA, que es una proteína asociada a la membrana interna, forma un complejo estable con 
ExeB, presentando un motivo de unión a ATP (Schoenhofen y col., 1998). Asimismo, la 
proteína B presenta una estructura similar a la proteína TonB. Las mutaciones en los genes 
que codifican estas proteínas afectan a la secreción en A. hydrophila. Se ha sugerido que es 
éste complejo el que transmite energía procedente de la hidrólisis de ATP; si esto fuera así, 
tendría un papel crucial en este tipo de secreción, pero hay sistemas en los que no están 
presentes estas proteínas y por lo tanto la función de proporcionar energía para la 
translocación sería llevada a cabo por otras proteínas. En A. hydrophila para la secreción 
de proteínas al periplasma se requiere ATP y también la energía proporcionada por la 
fuerza protomotriz (Letellier y col., 1997), mientras que K. oxytoca sólo requiere la energía  
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de la fuerza protomotriz (Possot y col., 1997), lo cual explicaría el papel de las proteínas A y 
B en A. hydrophila. 

Otra proteína que parece interaccionar con la proteína D, a través de su extremo C-
terminal, es la proteína N, aunque tampoco se ha descrito en todos los sistemas de 
secreción de tipo II. La interacción entre estas proteínas se ha demostrado mediante 
estudios de inmunoprecipitación realizados en Xanthomonas campestris donde se ha 
precipitado la proteína XpsD con anti-XpsN y viceversa, la proteína XpsN se ha precipitado 
con anticuerpos anti-XpsD (Lee y col., 2000). 

La proteína C también parece interaccionar con la proteína D aunque la función 
concreta no es conocida. Su topología es similar a la proteína TonB, así, se ha postulado 
que pueda estar implicada en procesos de generación de energía (Bleves y col., 1996). La 
proteína C parece interaccionar a su vez con las proteínas L y M que son proteínas 
integrales de la membrana citoplasmática. Esta hipótesis está basada en estudios realizados 
por Possot y colaboradores (2000) que observaron un descenso en la detección de PulL 
cuando se inactivaba PulC en Klebsiella oxytoca. Las proteínas 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 proteína N participa en la formación del complejo entre las proteínas L y M (Lee y col., 
2001; Tsai y col., 2002). La proteína L está unida a su vez a la proteína E. Dicha proteína E 
interacciona con la membrana citoplasmática y es altamente dependiente de la proteína L 
(Sandkvist y col., 1995; Ball y col., 1999; Py y col., 1999; Possot y col., 2000). 
Normalmente esta proteína permanece en el citoplasma asociada a la membrana 
citoplasmática y en ausencia de la proteína L es sensible a la proteolisis. Se ha descrito que 
la proteína E se trata de una quinasa que regula el proceso de secreción y controla el poro 
mediado por las proteínas L y M (Sandkvist y col., 1995). Alternativamente se ha postulado 
que la proteína E tendría una función ATPasa encargada de proporcionar energía para que 
se abra el poro de secreción o bien para que se ensamble toda la maquinaria. Una última 
hipótesis es que la proteína E proporciona la energía necesaria para el ensamblaje de la 
maquinaria de secreción después de ser metilada por la proteína O (Kagami y col., 1998); 
en resumen, no está clara la función de esta proteína en el proceso de secreción de tipo II. 

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

Las proteínas G, H, I, J y K poseen un extremo N-terminal muy parecido al de las 
subunidades que conforman el pili del sistema de secreción de tipo IV; por ello se les 
conoce como pseudopilinas; estas proteínas son producidas como precursores que sufren 
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modificaciones en su extremo N-terminal, para posteriormente ser metiladas por la proteína 
O (Nunn y Lory, 1993; Pugsley y Dupuy; 1992). 

Una de las grandes incógnitas que quedan por resolver en el sistema de secreción de 
tipo II es el mecanismo específico de reconocimiento del sustrato que se va a exportar al 
exterior. En la actualidad se están realizando estudios encaminados a dilucidar los 
mecanismos que determinan la apertura específica de la proteína D sólo cuando reconoce 
determinados sustratos y que no permite que otras proteínas periplásmicas o citoplasmáticas 
salgan al exterior (Pugsley y col., 1997). Parece ser que la proteína S, puede actuar también 
en este reconocimiento específico del sustrato (Hardie y col., 1996a). 

La mayoría de los genes que codifican estas proteínas están muy conservados entre las 
distintas especies bacterianas y se transcriben en un sólo operón, aunque existen algunas 
excepciones (Sandkvist 2001a; 2001b; Thanassi, 2002). En el caso de Pseudomonas 
aeruginosa y Pseudomonas alcaligenes los genes que codifican las proteínas C y D están 
localizados en un operón diferente (de Groot y col., 2001). Las mutaciones en alguno de 
estos genes producen como resultado una inhibición de la secreción, acumulándose la 
proteína en el periplasma (Filloux, 2004) (Figura 14). 
  

  
Figura 14. Organización de los genes involucrados en el sistema de secreción de tipo II en diversas 
especies bacterianas Gram-negativas (Pugsley y col., 1997)
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II..44..22..11..11..  MMaaqquuiinnaarriiaa  SSeecc  

Figura 15. Maquinaria Sec. ME, membrana externa; MI, membrana interna; PS, peptidasa señal. La
función concreta de cada proteína se explica detalladamente en el texto 

ME

Todas las proteínas que se secretan mediante el sistema Sec son sintetizadas en el 
citoplasma como pre-proteínas con un péptido señal en su extremo N-terminal. Este péptido 
señal tiene una longitud de unos 24 aminoácidos y comprende tres regiones bien definidas: 
una región N-terminal cargada positivamente (región n), otra región hidrofóbica constituida 
por una hélice � (región h) y un dominio C-terminal que reconoce la peptidasa señal 
(Cristóbal y col., 1999). 

Este péptido señal 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 está formado por la proteína SecA con actividad ATPasa, la 
proteína SecB, una chaperona citoplasmática y un complejo proteico integral de la 
membrana citoplasmática formado por al menos varias subunidades proteicas distintas 
(SecD, SecE, SecF, SecG y SecY). Las proteínas Y, E y G forman un complejo denominado 
Sec YEG esencial para el proceso de translocación (Economou, 1999; Kerr y Matthews, 
2000). SecD y SecF son subunidades de la translocasa no esenciales que podrían actuar 
como proteínas auxiliares (Eichler, 2003). SecB reconoce la proteína y la mantiene en una 
conformación no plegada; y la dirige al complejo SecYEG (Driessen, 2001). La proteína 
SecA se une al complejo SecYEG para formar la translocasa funcional y a su vez una 
peptidasa señal reconoce e hidroliza el péptido señal y transfiere el resto de la proteína 
hacia el periplasma. Una vez en el periplasma con la ayuda de varias chaperonas, entre 
ellas destacamos la proteína DsbA (una disulfito isomerasa) la proteína adquiere su 
conformación madura (Thanassi, 2002) (Figura 15). 
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II..44..22..11..22..  MMaaqquuiinnaarriiaa  TTaatt  

El sistema Tat (twin arginine translocation) de transporte de proteínas está localizado en 
la membrana citoplasmática. Mientras que el sistema Sec sólo es capaz de transportar 
proteínas en una conformación no plegada, este sistema Tat es capaz de translocar a través 
de la membrana interna proteínas ya plegadas de diferentes tamaños (Sargel y col., 1998; 
Berks y col., 2000a; Palmer y Berks, 2003).  

En la mayoría de los casos las proteínas que utilizan el sistema Tat son proteínas que 
necesitan cofactores, aunque también se han descrito casos de proteínas que no los 
necesitan y son transportadas por este mecanismo (Brüser y col., 1998). Suelen ser 
proteínas que están implicadas en cadenas de transporte de electrones de tipo respiratorio y 
fotosintético (Voulhoux y col., 2001); otras proteínas están involucradas en la adaptación de 
las bacterias a determinados hábitats inhóspitos (Wu y col., 2000). También se ha descrito 
en E. coli como el sistema responsable de exportar la proteína informadora GFP (green 
flourescent protein) que no es exportada por el sistema Sec, debido a que la proteína 
adquiere su conformación madura de manera muy rápida (Santini y col., 2001). 

El péptido señal de estas proteínas, al igual que el del sistema Sec, también está 
compuesto por las tres regiones características, aunque con algunas diferencias. La más 
notable es que posee una región muy conservada que presenta el motivo (S/T)RRXFLK en el 
límite 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 
proteínas que utilizan esta maquinaria de secreción (Berks, 1996). Estas dos unidades de 
arginina consecutivas son esenciales para que las proteínas sean secretadas por el sistema 
Tat. Rose y colaboradores (2002) han construido un mutante incapaz de secretar la �-
amilasa extracelular de Natronococcus sp. cepa Ah36 (Kobayashi y col., 1994) por 
sustitución de los dos residuos de arginina (RR) por dos residuos de lisina (KK). La región c 
del sistema Tat es muy rica en aminoácidos básicos (Cristóbal, 1999). Este péptido señal es 
notablemente mayor (alrededor de 14 aminoácidos) que el péptido señal que reconoce la 
maquinaria Sec (Cristóbal, 1999), asimismo la región h es menos hidrofóbica debido a que 
posee más residuos de glicinas y treoninas y menos residuos de leucinas. 

Estudios en E. coli han identificado los genes involucrados en el sistema Tat (Bogsch y 
col., 1998; Weiner y col., 1998). Los genes tatA, tatB y tatC forman un operón (Tat ABCD), 
mientras que el gen tatE se transcribe independientemente (Weiner y col., 1998). 
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El proceso detallado de actuación de este mecanismo es todavía incierto (Figura 16). 
Parece ser que inicialmente el péptido señal es reconocido por el sistema Tat mediante el 

proteína, atraviesa la membrana mediada por la proteína A que es capaz de formar un 
poro de un diámetro de hasta 70 Å (Sargent y col., 2002). La energía 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 secreción de tipo II sólo 

complejo TatBC (Berks y col., 2000a; 2000b; Cline y Mori, 2001). Una vez unida la 

rec

Figura 16. Modelo de la organización estructural del sistema Tat. La función de cada proteína se
explica en el texto (Berks y col., 2000b) 

Proteína 
precursora Citoplasma

Proteína 
precursora Citoplasma

PeriplasmaPeriplasma

onocía y translocaba sustratos a través de la membrana externa que habían llegado 
hasta el periplasma vía maquinaria Sec. En la actualidad se sabe que el sistema de 
secreción de tipo II es capaz también de reconocer y translocar proteínas 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 específicamente 
sistema GSP al sistema que implica la utilización 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 proteínas, la exoproteína 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 
secreción de tipo II. 
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Figura 17. Convergencia en el sistema de secreción de tipo II de proteínas secretadas por los
sistemas Sec y Tat. La exoproteína A (ETA) y la fosfolipasa C (Plc’s) son transportadas a través de la
membrana interna mediante los sistemas Sec y Tat, respectivamente. Una vez en el citoplasma,
ambas proteínas son reconocidas por la maquinaria Xcp de Pseudomonas aeruginosa (Voulhoux y
col., 2001). ME, membrana externa; MI, membrana interna; P, periplasma; PS, péptido señal; RR, dos
unidades de arginina 
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I.4.3. Sistema de secreción de tipo III 

 El sistema de secreción de tipo III, también denominado sistema TTSS (Type Three 
Secretion System) lo utilizan fundamentalmente bacterias Gram-negativas patógenas de 
animales como Yersinia spp., Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli 
enteropatógena y enterohemorrágica, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, 
Bordetella spp., Chlamydia spp. y patógenos de plantas entre los que destacamos 
Pseudomonas syringae, Pseudomonas solanacearum, Erwinia amylovora, Xanthomonas 
campestris y Ralstonia solanacearum (Ghosh, 2004; Espinosa y Alfaro, 2004). En alguna de 
ellas como Salmonella enterica serovar typhimurium, Yersinia pestis y Y. enterocolitica se 
han descrito más de uno de estos sistemas TTSS (Shea y col., 1996; Haller y col., 2000; 
Foultier y col., 2003). 

Mediante el sistema TTSS se exportan proteínas que carecen de péptido señal y que 
requieren chaperonas específicas para su secreción (Gophna y col., 2003). Este sistema de 
secreción TTSS conduce proteínas desde la bacteria donadora al interior del citosol de las 
células del organismo receptor. Esta translocación es originada por un mecanismo que se 
activa cuando la bacteria entra en contacto con la célula receptora y parece ser que 
depende de señales externas que provienen, generalmente, de estás células (Tampakaki y 
col., 2004; Rosqvist y col., 1994).  
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El sistema está compuesto por más de 20 proteínas diferentes que incluyen proteínas 
citoplasmáticas solubles y proteínas 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 proteínas 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 relación evolutiva de este tipo de secreción y el flagelo bacteriano 
(Gophna y col., 2003) (Figura 18). 
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Figura 18. Representación del flagelo bacteriano (A) y del sistema de secreción de tipo III en Yersinia
pestis (B), Escherichia coli (C) y Pseudomonas syringae (D) (Tampakaki y col., 2004) 

La nomenclatura de las proteínas que forman parte del sistema de secreción TTSS es 
bastante compleja, ya que en función de cada género se utiliza una nomenclatura distinta; 
así, uno de los más 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 secreción TTSS está compuesto por dos complejos muy bien definidos, una 
estructura llamada “aguja” o en patógenos de plantas, pili. Estas “agujas” o pili son 
estructuras rígidas y huecas y que son las encargadas de penetrar en el hospedador. En 
Yersinia, Salmonella o Shigella esta estructura es una pequeña proteína de 9 kDa, 
denominada YscF, Prgl ó MxiH, respectivamente. El diámetro exterior de estas estructuras 
oscila entre 60-130 Å, mientras que el interior es sólo de 20 Å (Blocker y col., 2001; 
Hoiczyk y Blobel, 2001). Gracias a ella se produce la unión a la membrana de la célula 
receptora y la translocación de la proteína desde la célula donadora. En cepas patógenas 
de E. coli aparece además un filamento en la parte distal de la “aguja” formado por la 
proteína EspA. El segundo complejo está compuesto por una base cilíndrica 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 más grande en la membrana interna, y 
el más pequeño en la externa. Son varias las proteínas que forman parte de estos anillos 
(Tabla 10). Destacan también las proteínas integrales de membrana que forman parte de la 
membrana citoplasmática y asociadas a ellas se encuentran también ATPasas que son 
esenciales para el funcionamiento de esta maquinaria de secreción. 
 

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

EEssttrruuccttuurraa  PPrrootteeíínnaass  ddeell  ssiisstteemmaa  TTTTSSSS  PPrrootteeíínnaass  ffllaaggeellaarreess  

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

Determinantes del 

crecimiento de la 

aguja 

Yersinia YscP, Shigella Spa32, Salmonella InvJ FliK 

Filamento E. coli EspA  

Pili P. syringae HrpA  

Yersinia YscV, Salmonella InvA, E. coli EscV, P. syringae HrcV FlhA 

Yersinia YscU, Salmonella SpaS, E. coli EscU, P.syringae HrcU FlhB 

Yersinia YscR, Salmonella SpaP, E. coli EscR, P. syringae HrcR FliP 

Yersinia YscS, Salmonella SpaQ, E. coli EscS, P. syringae HrcS FliQ 

Proteínas  

integrales 

de la 

membrana 

citoplasmática 

Yersinia YscT, Salmonella SpaR, E. coli EscT, P. syringae HrcT FliR 

ATPasa Yersinia YscN, Salmonella SpaC, E. coli EscN, P. syringae HrcN Flil 
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EEssttrruuccttuurraa  PPrrootteeíínnaass  ddeell  ssiisstteemmaa  TTTTSSSS  PPrrootteeíínnaass  ffllaaggeellaarreess  

Yersinia YscQ, Shigella Spa33, P. syringae HrcQ FliN, FliM Proteínas 

asociadas a 

ATPasa Yersinia YscL, Shigella MxiK FliH 

Salmonella PgrH, Shigella MxiG  Anillos de la 

membrana interna 
Salmonella PrgK, Shigella MxiJ, Yersinia YscJ, P. syringae HrcJ FliF 

Anillo de la 

membrana externa 
Yersinia YscC, Salmonella InvG, P. syringae HrcC, E. coli EscC  

II..44..44..  SSiisstteemmaa  ddee  sseeccrreecciióónn  ddee  ttiippoo  IIVV  

Figura 19. Sistema TFSS de A. tumefaciens (Christie, 
2004

 El sistema de secreción de tipo IV denominado TFSS (Type Four Secretion System) es 
utilizado por las bacterias para conducir ADN o proteínas hacia el exterior (Christie, 2001; 
2004). Este sistema parece estar relacionado con la maquinaria de conjugación bacteriana 
(Cascales y Christie, 2003). En general con este tipo de secreción se introduce ADN o 
proteínas 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 
activación de la maquinaria se produce en respuesta a señales procedentes del exterior. Las 

moléculas secretadas por este 
mecanismo tienen múltiples funciones; 
una de las mejores caracterizadas son 
las toxinas producidas por Bordetella 
pertussis que pertenecen a la familia A-
B5 (Farizo y col., 2000). 

 Otro ejemplo muy estudiado de 
este tipo de secreción es el de 
Agrobacterium tumefaciens VirB/D4. 
También utilizan este tipo de secreción 
Legionella pneumophila (Zink y col., 
2002), Brucella suis (Boschiroli y col., 
2002), Bartonella henselae (Schulein y 
Dehio, 2002) y Helicobacter pilori 
(Backert y col., 2002). 

 El sistema TFSS de A. tumefaciens 
está codificado por los operones virB y 
virD (Christie, 1997). El operón virB  ) 
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está formado por 11 genes denominados virB1-virB11 y codifican las llamadas proteínas 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 
la que entra en contacto con la célula receptora) (Lai y col., 2000). El operón virD está 
formado por cinco genes (virD1-virD5) (Figura 19). Las proteínas virD1 y virD2 están 
implicadas en el procesamiento del ADN en el citoplasma bacteriano y se les conoce como 
proteínas Dtr (DNA transfer and replication) (Pansegrau y Lanka, 1996). VirD3 y virD5 
codifican proteínas que no son esenciales para el proceso de secreción y virD4 codifica una 
proteína de acoplamiento (CP), que actúa junto a las proteínas Mpf para conducir los 
sustratos a través de las membranas celulares (Christie, 1997; Zhu y col., 2000; Hamilton y 
col., 2000). Las proteínas VirB4 y VirB11 (proteínas de membrana interna) y VirD4 (proteína 
citoplasmática) poseen actividad ATPasa. 

 Como hemos indicado anteriormente mediante este sistema se secretan tanto ADN 
como proteínas; el ADN es procesado por las proteínas Dtr (VirD1, VirD2 y VirC1), 
formando un complejo intermediario. Este complejo es reconocido por la proteína CP 
(VirD4) a través de su extremo C-terminal cargado positivamente y lo dirige hacia el 
complejo formado por las proteínas Mpf (VirB), que lo dirige al exterior. La translocación de 
proteínas tiene lugar de forma parecida en tres pasos consecutivos; primero tiene lugar el 
procesamiento de las proteínas en el citoplasma de la célula. Este proceso puede ser 
dependiente o no de chaperonas que ayudan a mantener la proteína sin agregarse; 
posteriormente, la proteína CP (VirD4) se une al sustrato gracias a las cargas positivas de su 
extremo carboxi terminal y tiene lugar la translocación a través del canal formado por las 
proteínas Mpf (VirB). Sin embargo, la translocación de las toxinas producidas por B. 
pertussis 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 proteína CP y 
del canal formado por las proteínas Mpf (Burns, 1999; 2003). 

II..44..55..  SSiisstteemmaa  ddee  sseeccrreecciióónn  ddee  ttiippoo  VV  

Las proteínas que utilizan este tipo de secreción de tipo V son translocadas a través de la 
membrana externa gracias a un poro transmembrana que forma la misma proteína. Poseen 
estructuras primarias parecidas y contienen la información necesaria para su translocación. 
Dentro de este mecanismo se incluyen tres grupos: (i) sistema de autotransporte o Tipo Va; 
(ii) tipo Vb y (iii) tipo Vc (Henderson y col., 2004; Desvaux y col., 2004) (Figura 20). 

El paso a través de la membrana citoplasmática tiene lugar mediante el sistema Sec. Este 
sistema utiliza la proteína SecB como chaperona, que reconoce al péptido señal de la 
proteína que va a translocar. Se ha descrito la posibilidad de que las proteínas que utilizan 
el sistema de secreción 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 proteínas que se secretan mediante el sistema de secreción de tipo V 
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presentan un péptido señal más largo (de hasta 50 aminoácidos) que los típicos que son 
reconocidos por la maquinaria Sec (Henderson y col., 1998; 2004). Estos péptidos señal 
atípicos presentan una extensión N-terminal adicional a las tres regiones típicas del péptido 
señal (regiones n, h y c). Estudios de genomas completos de bacterias han determinado al 
menos 80 proteínas que presentan esta extensión. Parece interesante resaltar que todas 
estas proteínas presentan un tamaño superior a 100 kDa. Esta región adicional presenta 
dos zonas claramente diferenciadas, una región denominada n2 muy conservada y rica en 
aminoácidos aromáticos y otra región h2 rica en residuos de glutámico. Se ha propuesto 
que esta región adicional puede servir, como señal para el sistema SRP. Parece que es la 
región hidrofóbica la que es reconocida por este sistema. Análisis de la estructura 
cristalográfica de la proteína SRP muestra una zona que podría unirse a este dominio 
hidrofóbico (Batey y col., 2000). Se ha descrito que la serina proteasa Hbp de E. coli se 
secreta mediante el mecanismo Vb de secreción y para atravesar la membrana interna utiliza 
el sistema SRP. Este sistema consta de un receptor específico, la proteína FtsY, que tiene 
gran afinidad por residuos hidrofóbicos. Este constituye el primer ejemplo de la utilización 
del sistema SRP para excretar proteínas extracelulares ya que hasta la fecha sólo se había 
descrito este sistema para las proteínas 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 delección de esta región 
adicional del péptido señal en la proteína EspP de E. coli O157:H7, que esta proteína 
atraviesa la membrana interna mediante el sistema Sec (aunque más lentamente) pero que 
no es capaz de plegarse correctamente en el periplasma y atravesar la membrana externa, 
acumulándose en el periplasma. 

Jose y colaboradores (1995) han descrito la presencia de cuatro dominios característicos 
denominados péptido señal, dominio α, región de unión y dominio β en la estructura 
primaria de una proteína que se secreta por el sistema de tipo V. 

Sistema de autotransporte o tipo Va 

El péptido señal se encuentra en el extremo N-terminal y permite dirigir la proteína hacia 
la membrana interna para su posterior transporte al periplasma (Henderson y col., 1998). El 
siguiente dominio se conoce como dominio α y es el que confiere la función de la proteína. 
El último dominio está localizado en el extremo C-terminal y es conocido como dominio 
autotransportador o dominio β, ya que adopta una estructura terciaria en forma de barriles 
β formando un poro que facilita el paso de la proteína a través de la membrana externa al 
exterior (Maurer y col., 1999). Este dominio está muy conservado en todas las proteínas que 
se secretan por este mecanismo. 
 El paso a través de la membrana interna ocurre gracias a la participación del sistema 
Sec. El péptido señal es reconocido por el sistema Sec y favorece el tránsito hacia el espacio 
periplásmico. Es la proteína Sec B la que actúa como chaperona en este proceso (Brandon 
y col., 2003). Una vez atravesada la membrana interna la proteína existe en el periplasma 
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como un intermediario. No está claro si es aquí donde el dominio α se pliega y adquiere su 
estructura terciaria o es una vez que ha alcanzado la superficie de la bacteria cuando 
adquiere su conformación funcional (Oliver y col., 2003). Algunos estudios revelan que el 
plegamiento de la proteína tiene lugar en el periplasma antes o al menos simultáneamente 
al paso de la misma a través de la membrana externa (Veiga y col., 1999), pero parece a 
su vez poco probable que una proteína de gran tamaño pueda salir al exterior por un poro 
de 2 nm ya plegada. Otro punto de controversia es cómo estas proteínas pueden 
permanecer desplegadas o parcialmente plegadas y resistir a la hidrólisis de las proteasas 
del periplasma; tampoco está claro cómo influyen las proteínas formadoras de puentes 
disulfuros (DsbA) en este tipo de secreción (Brandon y Goldberg, 2001) ni de dónde 
obtienen la energía para ser autotransportadas ya que en el periplasma no ocurren 
reacciones de hidrólisis de ATP o ADP. 
 Todas las proteínas que se han descrito que utilizan este mecanismo de secreción están 
implicadas en virulencia. Se han caracterizado hidrolasas (proteasas, lipasas y esterasas), 
adhesinas, toxinas e inmunotoxinas (Coutte y col., 2001). Este tipo de transporte está 
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). 

 67

Figura 20. Esquema del sistema de secreción de tipo V. A la izquierda se representa el sistema de 
secreción tipo Va, en el centro el tipo Vb y a la derecha el tipo Vc (Henderson y col., 2004) 
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Sistema tipo Vb 

Las proteínas que utilizan la secreción de tipo Vb (también denominada Two-Partner 
Secretion pathway, TPS) al igual que las que utilizan el tipo Va poseen un péptido señal que 
dirige la translocación de la proteína a través de la membrana citoplasmática (Henderson y 
col., 2000). Llegado al periplasma (gracias al sistema Sec) el dominio α se inserta en el 
poro formado por el dominio β en la membrana externa y una vez en la superficie de la 
bacteria la proteína es modificada proteolíticamente hasta alcanzar su conformación activa 
(Jacob-Dubuisson y col., 2001), pero a diferencia del tipo Va en el cual la proteína es 
sintetizada como una única cadena polipeptídica, el dominio α también llamado 
exoproteína y el dominio β (dominio transportador) son traducidos como dos proteínas 
diferentes, que han sido denominadas familias TpsA y TpsB, respectivamente (Jacob-
Dubuisson y col., 2001). 

 La topología del poro formado por el dominio β también es diferente a la del 
autotransporte y además la proteína TpsB parece estar involucrada en la maduración del 
dominio α. Se ha sugerido que la proteína permanece sin plegarse en el periplasma y el 
plegamiento se produce cuando es exportada al exterior con la ayuda del dominio 
transportador (Guedin y col., 1998). Los genes que codifican ambas proteínas forman, 
generalmente, parte de un operón (Jacob-Dubuisson y col., 2001). Una región conservada 
de la proteína TpsA, denominada dominio TSP, es la que interactúa específicamente con la 
proteína TspB para iniciar la translocación a través de la membrana externa (Grass y St 
Geme, 2000). Al igual que el tipo Va este tipo de secreción secreta proteínas de gran 
tamaño, generalmente mayores de 100 kDa (Jacob-Dubuisson y col., 2001). 

Sistema de tipo Vc 

Recientemente, los miembros de la familia Oca (Oligomeric coiled-coil adhesins) han 
sido descritos como integrantes del sistema de secreción de tipo Vc. El ejemplo característico 
de este tipo de secreción lo constituye la adhesina YadA producida por Yersinia pestis 
(Nummelin y col., 2004). YadA posee seis dominios diferentes con un péptido señal en la 
región N-terminal. La región C-terminal es la encargada de formar el poro por el que se 
secretará la proteína al exterior (Hoiczyk y col., 2000). La proteína atraviesa la membrana 
interna mediada por el complejo Sec; a continuación se produce una trimerización seguida 
de la formación del poro y de la translocación del trímero hacia el exterior. También se ha 
demostrado que la adhesina Hia producida por Haemophilus influenzae es una proteína 
trimérica secretada asimismo por este sistema (St Geme y Cutter, 2000). 

En la Figura 21 se muestra un esquema que resume los tipos de secreción I, II, III y IV. 
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Figura 21. Esquema representando los sistema de secreción de tipo I, II, III y IV. El tipo I de secreción 
está ejemplificado por la hemolisina A de E. coli; el tipo III de secreción está representado por la proteína 
Yop de Yersinia pestis; el tipo II está ejemplificado por la secreción de la pululanasa de Klebsiella oxytoca 
y el tipo IV está ejemplificado por el sistema VirB de Agrobacterium tumefaciens. También están 
representadas las chaperonas SycE y SecB (Henderson y col., 2004)  

I.5. SECRECIÓN EN MICROORGANISMOS HALÓFILOS 
Aunque algunas de las proteínas secretadas por las haloarqueas utilizan la maquinaria 

Sec, el mecanismo más utilizado por estos microorganismos para secretar proteínas 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 proteínas el exterior puede responder a una 
adaptación evolutiva. Para mantener el equilibrio osmótico con el exterior las haloarqueas 
acumulan en su interior altas concentraciones de iones K+ (Madern y col., 2000); así, sus 
proteínas para prevenir agregaciones y ser estables en estas condiciones 
intracitoplasmáticas de elevada salinidad (Madern y col., 2000), sufren un plegamiento y 
adquieren rápidamente una conformación estructural determinada, principalmente 
exponiendo los residuos de aminoácidos ácidos hacia el exterior. Una vez plegadas, estas 
proteínas tienen que ser exportadas al exterior. El sistemas Sec (ampliamente utilizado por 
otras arqueas) sólo puede transportar proteínas que no han adquirido ninguna 
conformación estructural (Driessen y col., 1998). Sin embargo el sistema Tat de secreción es  
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capaz de translocar a través de la membrana interna proteínas ya plegadas de diferentes 
tamaños (Palmer y Berks, 2003). 

Rose y colaboradores (2002) comprobaron que el sistema Tat es el más extendido en 
la secreción de proteínas en haloarqueas. Mediante herramientas informáticas muy precisas 
identificaron en el genoma de Halobacterium sp. NRC-1 (Ng y col., 2000) 64 proteínas que 
son potencialmente secretadas por este sistema Tat. Se aplicó el mismo análisis informático 
al genoma de tres arqueas no halófilas Archaeoglobus fulgidus, Sulfolobus solfataricus y 
Aeropyrum pernix, encontrando sólo 8 proteínas en A. fulgidus y 10 en S. solfataricus y A. 
pernix susceptibles de ser secretadas por este mecanismo. 

Hasta la fecha no hay descrito ningún trabajo acerca de los mecanismos de secreción 
que utilizan las bacterias halófilas moderadas para secretar sus proteínas extracelulares al 
medio. 
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 Durante las dos últimas décadas, nuestro equipo de investigación se ha centrado en el 
estudio de los microorganismos halófilos, tanto extremos como moderados. Las bacterias 
halófilas moderadas, que crecen óptimamente en medios que contienen un 3-15% de sal, 
han sido objeto de un gran número de estudios taxonómicos, fisiológicos y ecológicos 
(Kushner y Kamekura, 1988; Rodríguez-Valera, 1991; Vreeland y Hochstein, 1993; Ventosa 
y col., 1998c). Así, en nuestro laboratorio se han descrito un total de 20 especies y 5 
géneros que incluyen bacterias halófilas moderadas (García y col., 1987; Ventosa y col., 
1989a; 1989b; 1990; 1992; Márquez 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; Martín y col., 2003; Kaye y col., 
2004; García y col., 2004; 2005). Por otra parte, se han realizado importantes 
aportaciones en cuanto a sus relaciones taxonómicas y filogenéticas (Ventosa y col., 1982; 
1992, 1993; Márquez y col., 1987; 1992; Mellado y col., 1995a; Mota y col., 1997; 
Arahal y col., 2000; 2001a; 2002). 

 Del mismo modo, nuestro grupo realizó los primeros estudios genéticos en bacterias 
halófilas moderadas, que nos han permitido obtener las herramientas necesarias para la 
manipulación genética de dichos microorganismos. Además, al ser capaces de crecer en un 
rango de concentraciones salinas muy amplio, son consideradas unos excelentes modelos 
biológicos para la elucidación de las bases moleculares de los procesos de 
osmorregulación en procariotas. La mayoría de las bacterias halófilas moderadas acumulan 
una variedad de compuestos orgánicos como solutos compatibles que presentan un gran 
número de aplicaciones en tecnología enzimática 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 osmoadaptación que presenta la bacteria halófila moderada 
Chromohalobacter salexigens (Cánovas y col., 1996; 1997a; 1997b; 1998; Calderón y 
col., 2004).  

 Por otro lado, en los últimos años las bacterias halófilas moderadas han adquirido una 
gran importancia desde un punto de vista biotecnológico (Ventosa y Nieto, 1995; Ventosa y 
col., 1998c; Mellado y Ventosa, 2003; Mellado y col., 2003). Así, 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 halófilas moderadas. Los primeros estudios al respecto 
fueron los realizados por Onishi (1972), que caracterizó una amilasa extracelular producida 
por una bacteria halófila moderada perteneciente al género Nesterenkonia. Estudios 
posteriores pusieron de manifiesto la producción de otras enzimas por dichos 
microorganismos, muchas de ellas de gran interés biotecnológico, 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 investigación viene realizando estudios sobre 
la producción de enzimas extracelulares por bacterias halófilas moderadas. Inicialmente se 
seleccionó una α-amilasa extracelular producida por la bacteria Halomonas meridiana 
DSM 5425. Dicha enzima se caracterizó a nivel bioquímico, determinándose las 
condiciones óptimas de actividad, así como sus principales productos de reacción. 
Asimismo, se clonó el gen responsable de su síntesis. La principal característica de la α-
amilasa estudiada es su óptima 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 investigación ha estudiado en colaboración con el Dr. Drainas (Univ. 
Ioannina, Grecia) la bacteria halófila moderada Chromohalobacter salexigens como 
hospedador para la expresión heteróloga del gen que codifica una α-amilasa de la arquea 
hipertermófila Pyrococcus woesei (Frillingos y col., 2000).  

En la presente Tesis Doctoral se ha iniciado el estudio de enzimas extracelulares con 
actividad proteolítica producidas por bacterias halófilas 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 
caracterización bioquímica y en el caso de la proteasa producida por Filobacillus sp. RF2-5 
se describe su purificación. 

Las proteasas constituyen uno de los grupos de enzimas más 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 halófilas moderadas en estos procesos industriales 
aporta la ventaja de disponer de actividades enzimáticas óptimas a valores extremos de 
salinidad, así 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 
halófilas moderadas con capacidad para producir proteasas y seleccionar aquellas que 
presenten una óptima actividad en condiciones extremas de salinidad. Por otro lado, 
pretendemos realizar un estudio bioquímico y de caracterización molecular de los genes 
implicados en la producción de dichas enzimas, para disponer de esta manera de 
información acerca de los mecanismos moleculares que poseen los microorganismos 
productores de este particular grupo de enzimas con actividades óptimas en condiciones 
extremas.  

 Asimismo, consideramos que el conocimiento de los mecanismos de secreción 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 ningún estudio. Es 
por ello, que en la presente Tesis Doctoral se ha abordado el estudio de los mecanismos de 
secreción de proteasas extracelulares producidas por bacterias halófilas moderadas. 

 Los objetivos concretos del presente trabajo han sido los siguientes: 

1. En primer lugar, el estudio de las actividades hidrolíticas extracelulares presentes en 
cepas halófilas moderadas disponibles en colecciones de cultivo. 

2. En segundo lugar, teniendo en cuenta la escasa actividad hidrolítica mostrada por 
las cepas de colección, la realización de un muestreo en diversas salinas del sur de 
España con el fin de aislar bacterias halófilas moderadas capaces de producir 
diversas enzimas extracelulares. 

3. A partir de estos estudios previos, se procederá a la selección de un cepa halófila 
moderada que posea actividad proteolítica para estudios posteriores. Paralelamente 
se realizará un estudio taxonómico y filogenético de la cepa seleccionada para 
clasificarla dentro del grupo taxonómico correspondiente. Seguidamente, se 
determinarán las condiciones de cultivo óptimas para la máxima producción de 
dicha actividad proteolítica en la cepa seleccionada. 

4. Una vez estandarizadas estas condiciones para la máxima producción de la 
proteasa, se procederá a la purificación de la misma y a su caracterización 
bioquímica con el fin de determinar las características de dicha proteasa. Así se 
estudiarán parámetros como temperatura, pH y concentración óptima de NaCl para 
su actuación. También se determinarán otros valores como el peso molecular, 
influencia de distintos reactivos en su actividad, parámetros cinéticos, etc. 

5. 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 halófilas moderadas que haya sido estudiada a dicho nivel. Se 
procederá a la clonación del gen responsable de la síntesis de la proteasa así como 
a su caracterización.  

6. Por último, para completar el trabajo, se iniciarán estudios de secreción de la 
enzima. Partiendo de la hipótesis de que el sistema de secreción más extendido en 
bacterias Gram-negativas es el denominado sistema de secreción de tipo II, se 
intentará demostrar si éste es también el sistema de secreción que utiliza la cepa 
seleccionada para excretar la proteasa al exterior y en caso afirmativo se procederá 
a la clonación de los genes implicados en la secreción. 
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IIIIII..11..  MMAATTEERRIIAALL  QQUUÍÍMMIICCOO  YY  BBIIOOQQUUÍÍMMIICCOO  

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

 http://www5.amershambiosciences.com/ 

 http://www.bio-rad.com 

 http://www.emdbiosciences.com/ 

 http://www.insulab.es/ 

 http://www.vgdusa.com/ 

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

 http://www.fermentas.com/ 

 http://www.sigmaaldrich.com/ 

 http://www.invitrogen.com/ 

 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.qiagen.com/ 

 http://www.roche.com/ 

 http://www.serva.de/ 

 http://www.scharlau.com/ 
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 http://eu.spectrapor.com/ 

  http://www.sigmaaldrich.com/ 

 http://www.stratagene.com/ 

 http://www.whatman.com/ 

IIIIII..22..  MMAATTEERRIIAALL  BBIIOOLLÓÓGGIICCOO  

IIIIII..22..11..  CCeeppaass  aaiissllaaddaass  

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

 En la Tabla 11 se muestra la procedencia de las cepas halófilas con capacidad 
hidrolítica. 

 Tabla 11. Procedencia de las muestras con actividades hidrolíticas 

LLuuggaarr  ddee  mmuueessttrreeoo  TToottaall  cceeppaass  

Isla Bacuta (Huelva) 130 

Río Tinto (Huelva) 38 

Isla Cristina (Huelva) 118 

Cabo de Gata (Almería) 17 

San Vicente (Cádiz) 261 

San Fernando (Cádiz) 328 

Total 892 
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IIIIII..22..22..  CCeeppaass  ddee  ccoolleecccciióónn  

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

Tabla 12. Cepas bacterianas utilizadas 

Cepa bacteriana Características 
relevantes Fuente o referencia 

Pseudoalteromonas ruthenica CP76 Productora haloproteasa CP1 
y proteasa CP2 Aislada en este trabajo 

Pseudoalteromonas ruthenica LMG 19699T CCEEPPAA  SSIILLVVEESSTTRREE  Ivanova y col. (2002b) 

Pseudoalteromonas haloplanktis subsp. haloplanktis 
CECT 4188T Cepa silvestre 

ZoBell y Upham (1944); 
Gauthier y col. (1995) Ivanova y 
col. (2001) 

Pseudoalteromonas luteoviolacea CECT 945T Cepa silvestre Gauthier (1976b; 1982), 
Gauthier y col. (1995) 

Pseudoalteromonas ruthenica CP76 Rf R 
Mutante espontáneo RfR de 
Pseudoalteromonas ruthenica 
CP76 

Este trabajo 

Pseudoalteromonas ruthenica CP77 RfR SmR 

Mutante (wmpD::Ω) con 
fenotipo proteasa negativo de 
Pseudoalteromonas ruthenica 
CP76 por inserción del 
cassette Ω  

Este trabajo 

Escherichia coli DH5α F-, lacZ∆M15, recA1, hsdR17, 
supE44, ∆(lacZYA arg F) Hanahan (1983; 1985) 

Escherichia coli BL21(DE3) HsdS, gal (λcIts857 ind1 Sam7 
nin5 lacUV5-T7 gene 1) Rosenberg y col. (1987) 

Escherichia coli TOP 10 

F-, mcrA∆(mrr-hsdRMS-
mcrBC), φ80lacZ∆M15, ∆X74, 
recA1, deoR, araD139, ∆(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL 
(StrR), endA1, nupG. 

Invitrogen 

Escherichia coli XLI-Blue 

recA1, endA1, gyrA96, thi-1, 
hsdR17, supE44, relA1, lac, 
[F´, proAB, lacIqZ∆M15, 
T10(Tetr) 

Stratagene 

Escherichia coli SM10 Thi thr leu tonA lac Y supE 
recA Muc

+ KmR, Tra+ Simon y col. (1983) 

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

Chromohalobacter canadensis ATCC 43984T Cepa silvestre Huval y col. (1995); Arahal y 
col. (2001a) 
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Chromohalobacter israelensis ATCC 43985T Cepa silvestre Huval y col. (1995); Arahal y 
col. (2001a) 

Chromohalobacter marismortui ATCC 17056T Cepa silvestre Ventosa y col. (1989b) 

Chromohalobacter salexigens DSM 3043T Cepa silvestre Arahal y col. (2001b) 

Halomonas halodurans ATCC 29686T Cepa silvestre Hebert y Vreeland (1987) 

Halomonas halophila CCM 3662T Cepa silvestre Quesada y col. (1984); Dobson 
y Franzmann (1996) 

Halomonas magadiensis NCIMB 13595T Cepa silvestre Duckworth y col. (2000) 

Halomonas meridiana DSM 5425T Cepa silvestre James y col. (1990) 

Halomonas pantelleriensis  DSM 9661T Cepa silvestre Romano y col. (1996)  

Halomonas salina ATCC 49509T Cepa silvestre Valderrama y col. (1991); 
Dobson y Franzmann (1996) 

Halomonas subglaciescola UQM 2926T Cepa silvestre Franzmann y col. (1987) 

Halomonas variabilis DSM 3051T Cepa silvestre Fendrich (1988); Dobson y 
Franzmann (1996)  

Marinococcus albus CCM 3317T Cepa silvestre Hao y col. (1984) 

Marinococcus halophilus DSM 20408T Cepa silvestre Novitsky y Kushner (1976); Hao 
y col. (1984) 

Nesterenkonia halobia ATCC 21727T Cepa silvestre 
Onishi y Kamekura (1972); 
Stackebrandt  y col. (1995); 
Mota y col. (1997) 

Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 701T Cepa silvestre García y col. (1987); Mellado y 
col. (1996); Huang y col. (2000) 

Salinivibrio costicola subsp. vallismortui DSM 8285T Cepa silvestre García y col. (1987); Mellado y 
col. (1996); Huang y col. (2000) 

Salinicoccus roseus DSM 5351T Cepa silvestre Ventosa y col. (1990; 1993) 

Virgibacillus marismortui DSM 12325T Cepa silvestre Arahal y col. (1999; 2000); 
Heyrman y col. (2003) 

Virgibacillus salexigens ATCC 700290T Cepa silvestre 
Garabito y col. (1997); Waino y 
col. (1999); Heyrman y col. 
(2003) 
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IIIIII..22..33..  PPlláássmmiiddooss  uuttiilliizzaaddooss  

En la Tabla 13 se presentan los plásmidos utilizados en la presente Tesis Doctoral. 

Tabla 13. Plásmidos utilizados 

Plásmidos 
Cepa 

hospedadora 
de E. coli 

Características relevanes Fuente o referencia 

pCR2.1-TOPO DH5α AmpR, KanR, plac-lacZ’ Promotores T7 y Sp6 Invitrogen 

pBlueScript KS(+) DH5α Vector de 2.958 pb derivado de pUC19, lacZ, 
AmpR Stratagene 

pBC KS(+) DH5α Vector de 3,4 kb derivado de pUC19, lacZ, CmR Stratagene 

pET22b(+) 
DH5α/BL2 

(DE3) 

Ampr, lacI, promotor θ10 de T7. Vector para 
expresión de genes dirigida por la ARN polimerasa 
del fago T7. Se obtiene una proteína de fusión con 
6 histidinas en C-terminal. 

Novagen 

pJQ200-SK DH5α GmR; sacB; vector suicida Quandt y Hynes (1993) 

pHP45 HB101 Derivado del pBR322 con el casette Ω ApR, SmR Prentki y Krish (1984) 

pKR600 HB101 Cmr; ori Col E1; Tra+; “helper” o coorperador Ditta y col. (1980) 

pSUP102-
Gm::Tn1732 S17-1 GmR, KmR, vector para mutagénesis con 

transposones Ubben y Schmitt (1986) 

A continuación 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 
inserción incrementan enormemente la eficacia de la ligación de productos de PCR, debido 
a la adición 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 replicación 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 región de clonaje múltiple (MCS) en la región del péptido α del enzima β- 
galactosidasa (lacZ). Ello posibilita una fácil selección de los plásmidos recombinantes en 
cepas que permiten la complementación α (aquellas portadores de la delección lacZ ∆M15, 
como DH5α y XL1-Blue). Aquellos clones que portan un plásmido con inserto forman 
colonias de color blanco, en contraposición al color azul de los clones sin inserto, en medio 
sólido LB suplementado con ampicilina, con 25µg/ml del sustrato cromogénico X-Gal y con 
25 25µg/ml del inductor IPTG. 

pBlueScript KS(+). Se trata de un vector de clonación derivado de PUC19 y 
comercializado por Stratagene. Posee un tamaño de 2,9 kb, e incluye un fragmento del gen 
lacZ que permite complementar la mutación existente en este gen en cepas como DH5 α y 
XL1-Blue. Posee un MCS para 21 enzimas que facilita la clonación de insertos, manifestada 
por la interrupción de la actividad β-galactosidasa. Permite seleccionar transformantes en  
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los que replica el plásmido sin inserto por la aparición de colonias de color azul al incubar 
en presencia de IPTG y Xgal y colonias en las que se ha insertado un fragmento dentro del 
MCS ya que provoca la pérdida de la actividad β-galactosidasa y por tanto del color azul. 
La designación KS indica que el MCS está orientado de forma que la transcripción del gen 
lacZ se efectúa desde el corte KpnI al SacI. La presencia del gen ampR, que confiere 
resistencia al antibiótico ampicilina permite seleccionar aquellas cepas bacterianas que 
hayan incorporado el vector. Contiene además el origen de replicación del fago f1. Las 
versiones (+) ó (-) del vector indican la orientación del origen de replicación: en la versión 
(+) se recupera la cadena de ADN monocatenaria que codifica para el gen lacZ. 

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

pET22b(+). La descripción detallada de este vector se encuentra en el apartado III.15 

pJQ200-SK. El plásmido pJQ200 (4,8 kb) es un vector suicida muy versátil que 
permite la selección de genes por recombinación en bacterias Gram-negativas (Quandt y 
Hynes, 1993). Posee el origen de replicación P15A del plásmido pACYC184, cuya función 
está restringida a enterobacterias, así como el origen de transferencia RP4 que permite su 
movilización en bacterias Gram-negativas. Presenta un marcador de resistencia a 
gentamicina y el gen sacB de Bacillus subtillis que actúa como marcador positivo para la 
pérdida del vector. El gen sacB codifica una levanosacarasa que cataliza la hidrólisis de la 
sacarosa así como la síntesis de levanos que, en bacterias Gram-negativas, se acumulan en 
el periplasma y producen la muerte celular cuando la concentración de sacarosa es mayor 
o igual al 5% (p/v). 
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IIIIII..22..44..  PPlláássmmiiddooss  ccoonnssttrruuiiddooss  

 Por último en la Tabla 14 se muestran los plásmidos construidos durante el desarrollo 
del presente trabajo. 

Tabla 14. Plásmidos construidos en este trabajo 

PPlláássmmiiddoo  
CCeeppaa  

hhoossppeeddaaddoorraa  ddee  
EE..  ccoollii  

CCaarraacctteerrííssttiiccaass  rreelleevvaanntteess  

pCP1 TOP10 Derivado de pCR2.1 con un fragmento de 503 pb del gen cp1 
obtenido por PCR 

pCP2 DH5α Derivado de pBC KS- CmR con un fragmento de 2,6 kb del gen cp1 
y cp2 obtenido por PCR inversa (SalI)  

pCP3 DH5α Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 3,8 kb del gen cp1 
obtenido por PCR inversa (DraI) 

pCP4 DH5α Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 2,3 kb de los 
genes cp2 y lipP obtenido por PCR inversa (SacI)  

pProt1 DH5α Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 2,2 kb conteniendo 
el gen cp1 obtenido por PCR con los puntos de corte EcoRI y XhoI 

pEProt1 DH5α/BL21 Derivado de pET22b(+)-AmpR con un fragmento de 2,2 kb 
conteniendo el gen cp1 clonado en EcoRI y XhoI 

pProt2 DH5α Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 1,8 kb conteniendo 
el gen cp2 obtenido por PCR con los puntos de corte HindIII y XhoI

pEProt2 DH5α/BL21 Derivado de pET22b(+)-AmpR con un fragmento de 1,8 kb 
conteniendo el gen cp2 clonado en HindIII y XhoI 

pPD1 DH5α Derivado de PCR2.1 con un fragmento de 912 pb del gen wmpD 

pPD2 DH5α 
Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 1,7 kb obtenido 
por PCR inversa (AcsI) corriente arriba del fragmento de 912 pb 
del clon pPD1 

pPD3 DH5α 
Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 1,7 kb obtenido 
por PCR inversa (HinfI) corriente arriba del fragmento de 912 pb 
del clon pPD1 

pPD4 DH5α 
Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 2,2 kb obtenido 
por PCR inversa (EcoRV) corriente abajo del fragmento de 912 pb 
del clon pPD1 

pPD DH5α Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 2,2 kb conteniendo 
el gen wmpD  

pPDΩ DH5α Derivado de pBC KS-CmR con un fragmento de 4,2 kb conteniendo 
el gen wmpD truncado en el sitio HpaI por el casetteΩSm 

pPDΩQ DH5α Derivado de pJQSK200 con el fragmento de 4,2 kb de pPDΩ en 
los puntos de corte PstI/XhoI 
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IIIIII..33..  MMUUEESSTTRREEOO,,  TTRRAATTAAMMIIEENNTTOO  YY  CCOONNSSEERRVVAACCIIÓÓNN  DDEE  MMUUEESSTTRRAASS  

IIIIII..33..11..  TToommaa  ddee  mmuueessttrraass  

 Los muestreos se realizaron a partir de 
estanques de distintas salinas localizados en 
Huelva, Cádiz y Almería, tomándose 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). 

 Los lugares de muestreo (Figuras 22 y 
23) han sido: Isla Bacuta (Huelva), Río Tinto 
(Huelva), Isla Cristina (Huelva), Cabo de 
Gata (Almería), San Vicente (Cádiz) y San 
Fernando (Cádiz). 

La salinidad de las muestras de agua se 
determinó con un salinómetro (Extech). 

Se recogieron muestras tanto de agua 
como de sedimento en frascos estériles y se 
conservaron en nevera hasta el momento de su inoculación, el cual se efectuó, siempre que 
fue posible, el mismo día del muestreo. 

IIIIII..33..22..  TTrraattaammiieennttoo  ddee  llaass  mmuueessttrraass  

 Las muestras (Figura 24) se inocularon por triplicado en medio sólido, extendiéndose 
con una espátula. Las muestras de agua se sembraron directamente (100 µl/placa) y se 
hicieron diluciones en solución salina estéril sembrando 100 µl de la dilución 10-1. Las 
muestras de sedimento se inocularon diluyendo 1 g de muestra en 10 ml solución salina 
estéril, agitando vigorosamente durante 5 minutos y posteriormente, se sembraron mediante 

diluciones seriadas al décimo sembrando 100 µl de las 
diluciones 10-2 y 10-3. 

 Los medios utilizados se describen detalladamente en el 
apartado III.4.3. Se seleccionaron: agar almidón, agar caseína, 
agar ADN, agar pululano, agar xilano y agar Tween 80. Todos 
estos medios contenían sales al 10% para asegurarnos el 
crecimiento de bacterias halófilas moderadas. Una vez 

Figura 22. Toma de muestras en Isla Cristina 

Figura 24. Muestras de 
agua y sedimento 

Figura 23. Toma de muestras en Isla Bacuta 
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sembrados, los medios de aislamiento se incubaron durante 3-7 días a 37ºC. Transcurrido 
este tiempo se procedió a su lectura como se describe en el apartado III.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 hidrolítica. 

IIIIII..33..33..  CCoonnsseerrvvaacciióónn  ddee  llaass  cceeppaass    

La conservación y mantenimiento de las cepas aisladas se realizó 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 más detallado se conservaron a 
–20ºC y –80ºC (en medio SW10 conteniendo glicerol al 20%). 

El crecimiento de las bacterias en medio líquido se determinó calculando la turbidez del 
cultivo, valorándose la absorbancia a 600 nm en un espectrofotómetro (Lambda 25, Perkin 
Elmer). 

IIIIII..44..  MMEEDDIIOOSS  DDEE  CCUULLTTIIVVOO  

A continuación se detalla la composición de los diversos medios de cultivo utilizados. El 
pH de todos ellos se ajustó a 7,2-7,4 con NaOH 1M y la esterilización se realizó en 
autoclave a una temperatura de 121ºC durante 20 minutos. Para la preparación de los 
medios de cultivo sólidos se utilizó Bacto-Agar (Difco), a una concentración del 1,5% para 
medios de cultivo sin sales y un 2% para medios destinados al cultivo de bacterias halófilas. 

IIIIII..44..11..  MMeeddiiooss  ddee  ccuullttiivvoo  ppaarraa  mmiiccrroooorrggaanniissmmooss  hhaallóóffiillooss  

Medio SW: Todas las bacterias halófilas moderadas se han cultivado en un medio 
constituido por una solución de sales al 10% complementado con un 0,5% de extracto de 
levadura (Difco). A este medio le denominamos SW10. La solución de sales mantiene las 
proporciones relativas al agua del mar, con una ligera disminución en las concentraciones 
de CaCl2 y NaHCO3 para evitar la precipitación de las mismas (las cuales se añaden al 
final y por separado).  

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

NaCl.....................................234,0 g 
MgCl2 6H2O .........................39,0 g 
MgSO4 7H2O .......................61,0 g 
KCl.......................................6,0 g 
NaBr ....................................0,7 g 
NaHCO3...............................0,2 g 
CaCl2 2H2O..........................1,0 g 
Agua destilada .....................csp 1000 ml 
 

 83



Material y Métodos 

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 solución 
stock más 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 preparó bien sólido (Agar marino) o líquido (Caldo 
marino) para el crecimiento de las bacterias Pseudoalteromonas ruthenica, 
Pseudoalteromonas haloplanktis subsp. haloplanktis y Pseudoalteromonas luteoviolacea.  

La composición del medio se detalla a continuación: 

 Peptona (Difco)...............................5 g 
 Extracto de levadura (Difco) ...........1 g 
 Citrato férrico ..................................0,1 g 
 NaCl................................................19,45 g 
 MgCl2 6H2O.....................................8,8 g 
 Na2SO4 ..........................................3,24 g 
 CaCl2 2H2O.....................................2,38 g 
 KCl..................................................0,55 g 
 NaHCO3..........................................0,16 g 
 KBr..................................................80 mg 
 SrCl2 6H2O......................................57 mg 
 H3BO3 .............................................22 mg 
 Na2SiO3 5H2O.................................4 mg 
 NaF.................................................2,4 mg 
 NH4NO3 ..........................................1,6 mg 
 Na2HPO4 12H2O.............................20 mg 
 Agar ................................................15 g 
 Agua destilada ...............................csp 1000 ml 

El pH se ajustó a 7,6. 

IIIIII..44..22..  MMeeddiiooss  ddee  ccuullttiivvoo  ppaarraa  mmiiccrroooorrggaanniissmmooss  nnoo  hhaallóóffiillooss  

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

 Bacto triptona (Difco) ......................10 g 
 Extracto de levadura (Difco) ...........5 g 
 NaCl (Panreac) ...............................10 g 
 Agua destilada................................csp 1000 ml 

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

 Bacto triptona (Difco) ......................12 g 
 Extracto de levadura (Difco) ...........24 g 
 Glicerol (Panreac)...........................4 ml 
 Agua destilada................................csp 1000 ml 

Antes de su uso se complementa con un 1% de una solución de sales conteniendo un 
2,31% de PO4H2K y 12,54% de PO4HK2, previamente esterilizada por separado. 
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IIIIII..44..33..  MMeeddiiooss  ddee  ccuullttiivvoo  ppaarraa  ddeetteerrmmiinnaarr  llaass  aaccttiivviiddaaddeess  eennzziimmááttiiccaass  

 Para la detección de las distintas actividades enzimáticas en medio sólido 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 37ºC durante 2-7 días. Transcurrido este tiempo se procedió a su 
lectura añadiendo el reactivo correspondiente cuando fue necesario. 

IIIIII..44..33..11..  AAmmiillaassaass::  AAggaarr  aallmmiiddóónn  

 Se utilizó el medio SW10 adicionado de agar almidón (Scharlau) ajustándose el pH a 
7,2-7,4. 

Las placas se incubaron a 37ºC durante 7 días. La lectura se realizó añadiendo 10 ml 
de una solución de lugol (Microdur) sobre las placas. Esta solución reacciona con el 

almidón del medio originándose un 
precipitado de un color violeta oscuro 
(Figura 25). Así, la prueba se 
consideró positiva cuando apareció 
un halo claro alrededor del 
crecimiento bacteriano (Cowan y 
Steel, 1982). 

Figura 25. Colonias mostrando actividad amilasa 

IIIIII..44..33..22..  DDNNAAssaass::  AAggaarr  DDNNAA  

 1957). 

En este caso se utilizó el medio agar DNAsa 
(Scharlau), adicionado de un 10% de sales. 
Las placas sembradas se incubaron a 37ºC 
durante 7 días. Para la lectura se colocaron 
las placas sobre un fondo oscuro y se añadió 
una solución de HCl 1N. En estas 
condiciones el ADN sin hidrolizar precipita, 
oscureciendo ligeramente el medio (Figura 26). El resultado se consideró positivo cuando se 
observó un halo más claro alrededor del crecimiento bacteriano indicativo de la hidrólisis 
de ADN (Jeffries y col.,

Figura 26. Cultivo mostrando actividad DNAsa 
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III.4.3.3. Lipasas: Tween 80 

Para el estudio de la actividad lipolítica se utilizó el método descrito por Sierra en 1957. 
El medio se preparó añadiendo al medio SW10 Tween 80 a una concentración del 1%, el 
cual había sido esterilizado por separado. Las placas se incubaron a 37ºC durante 3 días.  

La lectura es directa, si la cepa posee actividad 
lipolítica aparece alrededor de las colonias un 
precipitado como consecuencia de la reacción entre el 
CaCl2 y los ácidos grasos liberados por la hidrólisis del 
Tween 80 (Figura 27). 

Figura 27. Actividad lipolítica 

  

  

  

IIIIII..44..33..44..  PPuulluullaannaassaass::  AAZZCCLL--ppuulluullaannoo  

Figura 28. Cepas con actividad pululanasa 

Para la detección de esta actividad enzimática se 
utilizó el sustrato cromogénico AZCL-pululano 
(Megazyme). Se trata de un sustrato insoluble en agua 
que se adicionó a una concentración 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). 

IIIIII..44..33..55..  PPrrootteeaassaass::  AAggaarr  ccaasseeíínnaa  

 En este caso se utilizó el medio de agar 
caseína modificado de Hastings (1903) que 
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 
adicionó además de 0,5% de extracto de 
levadura, un 1% de proteosa peptona (Difco) y 
posteriormente se esterilizó. Para evitar su 
caramelización, la leche desnatada se esterilizó a 
112ºC, 30 minutos. Tras previo enfriamiento a 
55-60ºC, se mezclaron homogéneamente ambas 

soluciones distribuyéndose en placas de Petri. Las placas se incuban a 37ºC durante 3 días. 

Figura 29. Cepas con actividad proteolítica
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Esta prueba es de lectura directa, observándose un halo transparente alrededor de la 
colonia que presenta actividad proteasa y que por tanto hidroliza la caseína del medio 
(Figura 29). 

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

IIIIII..44..33..66..  XXiillaannaassaass::  AAZZCCLL--xxiillaannoo  

 Para el estudio de las xilanasas, se usó el sustrato AZCL-Xilano (Megazyme). La 
preparación del medio se realizó de la misma manera que esta descrito para la detección 
de pululanasas en el apartado III.4.3.4. 

III.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 concentración de las soluciones de 
almacenamiento, así como la concentración habitual de uso de los mismos para E. coli. 

 Aquellas soluciones preparadas en agua destilada se esterilizaron por filtración, a 
través de filtros de membrana de 0,22 µm de diámetro (Millipore). Todas las soluciones se 
conservaron a –20ºC. 

Tabla 15. Compuestos antimicrobianos utilizados 

AAnnttiimmiiccrroobbiiaannoo  DDiissoollvveennttee  
CCoonncceennttrraacciióónn  

aallmmaacceennaammiieennttoo  
((mmgg//mmll))  

CCoonncceennttrraacciióónn  
ffiinnaall  ppaarraa  EE..  ccoollii  

((µµgg//mmll))  

Ampicilina (Amp) 
Agua destilada estéril 
y NaOH 5N 

100 150 

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 

Ácido nalidíxico (Nx) 
Agua destilada estéril 
NaOH hasta pH 11 

50 20 

Rifampicina (Rf) Metanol 25 25 

Tetraciclina (Tc) 50% agua destilada estéril, 
50% etanol 86% (p/v) 100 15 
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IIIIII..66..  AACCTTIIVVIIDDAADD  PPRROOTTEEAASSAA  EENN  LLAASS  DDIISSTTIINNTTAASS  FFRRAACCCCIIOONNEESS  
CCEELLUULLAARREESS  

IIIIII..66..11..  PPrreeppaarraacciióónn  ddee  llaass  ffrraacccciioonneess  cceelluullaarreess  

IIIIII..66..11..11..  SSoobbrreennaaddaannttee  

 El sobrenadante del cultivo de Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se obtuvo a partir 
de 100 ml del mismo, en el medio SW7,5 y tras un periodo de 24 horas a 37ºC en 
agitación; dicho periodo se calculó para obtener la máxima producción de la enzima 
proteolítica. El cultivo bacteriano se centrífugo dos veces, a 10.000 g durante 10 minutos, 
utilizando una centrífuga Evolution RC (Sorvall) y recogiéndose posteriormente el 
sobrenadante libre de células. Cuando no se procedió inmediatamente al ensayo de 
actividad, las muestras de sobrenadante se conservaron a –20ºC, previa adición de CaCl2 
a una concentración 1 mM, para asegurar la estabilidad de la enzima. 

IIIIII..66..11..22..  FFrraacccciióónn  ppeerriipplláássmmiiccaa  

 Con objeto de obtener la fracción periplásmica, el precipitado de células obtenido tras 
la centrifugación anterior se sometió a un choque osmótico siguiendo el método descrito 
por Harold y Heppel (1965). Para ello, el precipitado se resuspendió en 20 ml de una 
solución al 20% de sacarosa y 0,03 M TrisHCl a pH 8,0, incubándose posteriormente a 
temperatura ambiente durante 20 minutos en un agitador orbital (New Brunswick) con una 
agitación lenta (aprox. 180 g). A continuación, se centrífugo la solución a 7000 g durante 
10 minutos a 4ºC, y el nuevo precipitado se resuspendió rápida y vigorosamente en 20 ml 
de agua destilada estéril previamente enfriada en hielo. Esta suspensión se dejó 10 minutos 
en hielo con agitación, y se centrífugo (10.000 g, 10 minutos, 4ºC), recogiéndose el 
sobrenadante que contenía los componentes periplásmicos de las células. 

 Al igual que en el caso de las muestras de sobrenadante, las fracciones periplásmicas 
se conservaron a –20ºC, adicionadas de CaCl2  (1 mM). 

IIIIII..66..11..33..  EExxttrraaccttoo  cceelluullaarr  

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 recolección de la fracción periplásmica, se lavaron con 10 ml de la solución tampón 
Z, se centrifugaron (10.000 g, 10 minutos, 4ºC) y se resuspendieron en 10 ml del mismo 
tampón Z, repartiéndose en alícuotas de 300 µl y procediéndose finalmente a su rotura 
mediante sonicación. 

Tampón Z: Na2HPO4 7H2O,16,1 g; NaH2PO4 H2O, 5,5 g; KCl, 0,75 g; MgSO4 7H2O, 0,246 g; agua 
destilada csp 1000 ml 
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IIIIII..66..22..  EEnnssaayyoo  ddee  llaa  aaccttiivviiddaadd  pprrootteeoollííttiiccaa  

Para la detección de la actividad enzimática se han utilizado dos métodos: 

  

HHiiddee  PPoowwddeerr  AAzzuurree:: 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 detección de la actividad proteolítica. Cuando el sustrato 
es hidrolizado por una proteasa, se libera el colorante y tiñe de color azul el medio. 

Ensayo 

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

2. La mezcla de reacción se incuba a 37ºC durante 30 minutos. 
3. La reacción 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. Para realizar la curva patrón se utilizan diluciones de tripsina al 2,5%, se realiza el ensayo y 
se extrapolan en la curva patrón los valores de nuestras muestras. 

  

MMééttooddoo  ddee  KKuunniittzz:: Otro método que se utilizó para la detección de la actividad 
proteolítica es el método descrito por Kunitz (1947) con algunas modificaciones. 

Ensayo 

1. Se ponen en contacto 100 µl de sobrenadante de la cepa a la cual se quiere determinar la 
actividad proteolítica (ó 5 µl (0,01 U) de la enzima pura más 95 µl de agua) con 400 µl de 
un tampón que contiene un 0,5% de caseína (Hammarsten, Merck) en TrisHCl 50 mM pH 
8,5. Como control sustituimos los 100 µl de muestra por agua destilada. 

2. La mezcla de reacción se incuba a 37ºC durante 30 minutos.  
3. Se añaden 500 µl de ácido tricloroacético al 10% para detener la reacción 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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IIIIII..66..33..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddeell  ccoonntteenniiddoo  eenn  pprrootteeíínnaass  ttoottaalleess  

Para la determinación de la concentración total de proteínas se utilizó el método descrito 
por Bradford (1976) utilizando el sistema de Bio-Rad, basado en el cambio del máximo de 
absorción de una solución ácida de azul brillante de Coomasie G-250 de 465 nm a 595 
nm al unirse inespecíficamente a las proteínas. 

Ensayo 

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

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

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

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

5. La reacción 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 patrón. 

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

IIIIII..77..  PPUURRIIFFIICCAACCIIÓÓNN  DDEE  PPRROOTTEEÍÍNNAASS  

 Previa a la purificación y caracterización bioquímica de la haloproteasa CP1, se 
determinaron las condiciones óptimas de crecimiento de la cepa Pseudoalteromonas 
ruthenica CP76 para la producción de la enzima, así como las condiciones del ensayo para 
determinar la actividad enzimática. Para la determinación de las condiciones óptimas de 
crecimiento se empleó el sobrenadante de los cultivos celulares.  

IIIIII..77..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaass  ccoonnddiicciioonneess  óóppttiimmaass  ddee  ccuullttiivvoo  ppaarraa  llaa  
pprroodduucccciióónn  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11    

IIIIII..77..11..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  ccoonncceennttrraacciióónn  ddee  ssaalleess  óóppttiimmaa  yy  ddeell  ttiieemmppoo  ddee  
iinnccuubbaacciióónn  

En primer lugar se determinó la concentración de sales óptima del medio de cultivo para 
la máxima producción de la enzima y el tiempo de incubación necesario. Para ello 
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se cultivó 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 partió de un cultivo de 16 h de Pseudoalteromonas 
ruthenica CP76, se inocularon los distintos matraces con 50 µl de cultivo y se incubaron a 
37ºC. Se tomaron alícuotas de 2 ml cada hora y se midió la DO600 para determinar el 
crecimiento. A partir de dichas alícuotas se centrifugó 1 ml a 8000 g en una centrífuga 
Eppendorf, y el sobrenadante libre de células se guardó a 4ºC para realizar posteriormente 
el correspondiente ensayo enzimático utilizando el método del Hide  
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Powder Azure (Sigma) descrito en el apartado III.6.2. El pH del medio de cultivo se ajustó 
siempre a 7,2-7,4. 

IIIIII..77..11..22..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  tteemmppeerraattuurraa  óóppttiimmaa    

La temperatura óptima de producción de la enzima se determinó variándose, en este 
caso, la temperatura de incubación del cultivo. Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se 
cultivó en medio SW7,5 (determinado como óptimo para la producción de la proteasa) y se 
incubó a 28ºC y 37ºC tomándose alícuotas (2 ml) cada tres horas hasta alcanzar la fase 
estacionaria de crecimiento. Igualmente se centrifugó 1 ml de dichas alícuotas y el 
sobrenadante se conservó a 4ºC hasta que se le realizó el ensayo enzimático según el 
método del Hide Powder Azure (Sigma). 

IIIIII..77..11..33..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  ccoommppoossiicciióónn  ddeell  mmeeddiioo  ddee  ccuullttiivvoo  

Una vez determinada la concentración de sales óptima, la temperatura y el tiempo de 
incubación para la máxima producción de proteasa, se procedió a estudiar la influencia de 
la composición del medio de cultivo tanto en el crecimiento de Pseudoalteromonas 
ruthenica CP76 como en la producción de la haloproteasa CP1 por dicho microorganismo.  

Se prepararon distintos medios de cultivo, usando SW7,5, como base y añadiendo en 
cada caso el nutriente correspondiente. Se utilizaron los siguientes nutrientes: lactosa, 
sacarosa, maltosa, fructosa, glucosa (todos a concentración 50 mM), NH4Cl 50 mM, 
glicerol (1% [p/v]), manitol (1% [p/v]), y casaminoácidos (1% [p/v]). También se usó 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 µl de un cultivo de 
Pseudoalteromonas ruthenica cepa CP76 de 16 horas. Se tomaron alícuotas de los mismos 
cada 3 horas y se midió la DO600 para determinar el crecimiento. Posteriormente se realizó 
el ensayo enzimático utilizando el método Hide Powder Azure (Sigma). 

IIIIII..77..22..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaass  ccoonnddiicciioonneess  óóppttiimmaass  ddeell  eennssaayyoo  ppaarraa  
ddeetteerrmmiinnaarr  llaa  aaccttiivviiddaadd  pprrootteeaassaa  

  Una vez determinada las condiciones óptimas para la máxima producción de la 
haloproteasa CP1 se procedió a determinar las condiciones óptimas del ensayo para 
determinar la actividad enzimática. Se utilizaron alícuotas del sobrenadante de la cepa 
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 incubada en las condiciones óptimas (medio SW 7,5, 
37ºC durante 20-24 horas). Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 

IIIIII..77..22..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddeell  ppHH  óóppttiimmoo  

Se procedió en primer lugar a determinar la actividad proteolítica mediante el método 
del Hide Powder Azure (Sigma), variando el pH de la solución tampón (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 
10) utilizada durante la incubación de la mezcla de reacción. Una vez determinado el valor 
óptimo de pH, este se mantuvo fijo y se variaron el resto de los parámetros ensayados. 
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IIIIII..77..22..22..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  tteemmppeerraattuurraa  óóppttiimmaa    

La temperatura óptima de actividad se determinó variándose, en este caso, la 
temperatura de incubación de la mezcla de reacción (25, 28, 37, 55, 65, 75, 85, 95ºC). 
Cuando se ensayaron temperaturas altas se disminuyó el tiempo de reacción, a fin de evitar 
una posible degradación del enzima a las temperaturas elevadas. Se realizó el ensayo 
enzimático según el método del Hide Powder Azure (Sigma). 

IIIIII..77..22..33..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  ccoonncceennttrraacciióónn  ddee  NNaaCCll  óóppttiimmaa  

Por último se procedió a determinar la concentración de NaCl óptima para la máxima 
actividad enzimática. Para ello se añadió al tampón de reacción distintas concentraciones 
de NaCl (0%, 3%, 5%, 7,5%, 10%, 15%, 20%, 25% y 30% ClNa). El ensayo enzimático al 
igual que en los casos anteriores se realizó según el método del Hide Podwer Azure (Sigma). 

IIIIII..77..33..  DDiiaalliizzaaddoo  ddee  llaass  mmuueessttrraass  

Una vez determinadas las condiciones de cultivo para la máxima producción de la 
haloproteasa CP1, Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se cultivó en dichas 
condiciones. Señalaremos que, para obtener una óptima producción enzimática se 
requieren cultivos en fase exponencial tardía 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 ºC respectivamente). 

Inoculamos 2 litros de medio SW7,5 con Pseudoalteromonas ruthenica CP76 e 
incubamos a 37ºC durante 24 horas en agitación. El cultivo se centrífugo y el sobrenadante 
libre de células se conservó a 4ºC. Se procedió a su dializado para eliminar los restos de 
sales que podrían interferir en la purificación de la enzima. Para ello utilizamos bolsas de 
diálisis Servapor de 21 mm de diámetro. 

Procedimiento 

1. Se preparan 6 litros de TrisHCl 20 mM, pH 8,5. 
2. Se cortan las bolsas de diálisis Servapor de un tamaño adecuado para introducirlas en 

probetas de 2 litros de capacidad.  
3. A continuación se procede al lavado de las bolsas con TrisHCl 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 tampón TrisHCl 20 mM pH 8,5 y se 

mantienen 16 horas en agitación lenta a 4ºC. El tampón se cambia dos veces durante este 
período. 

6. El sobrenadante ya dializado se recupera y se conserva a 4ºC. 
7. Por último, para comprobar que no se ha perdido la actividad, se realiza el ensayo 

enzimático al sobrenadante antes y después del dializado. 
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IIIIII..77..44..  CCoolluummnnaa  ddee  iinntteerrccaammbbiioo  iióónniiccoo  SSeepphhaarroossee  FFaasstt  FFllooww  

ast Flow Figura 30. Columna de intercambio iónico Sepharose F

Para la purificación de la haloproteasa CP1 se utilizó en primer lugar una columna de 
intercambio iónico, concretamente Q-Sepharose Fast Flow (2,5 x 20 cm, Amersham 
Pharmacia Biotech) (Figura 30). En primer lugar, para equilibrar la columna, se añadieron 
100 ml del tampón TrisHCl 20 mM, pH 8,5, a una velocidad de 8-10 ml/min. Una vez 
equilibrada, se añadió el dializado obtenido en el apartado anterior a una velocidad de 10-
15 ml/min. Seguidamente se procedió a eluir la 
columna, usando el tampón TrisHCl 20 mM, NaCl 
1M, recogiendo las fracciones en tubos colectores de 
5 ml de capacidad, a razón de 2,5 ml en cada uno 
de ellos. La unión de los iones Cl- a la columna va 
liberando la proteasa unida a ella que se recoge en 
los tubos colectores. Seguidamente se realizó el 
ensayo enzimático descrito por Kunitz (1947) 
(apartado III.6.2) a cada una de las fracciones 
eluidas, seleccionando aquellas que presentaban 
actividad. Figura 31. Sistema de filtración Amicón 

Posteriormente las fracciones activas se 
concentraron a un menor volumen usando el sistema de filtración Amicon (Millipore) (Figura 
31). 

 

 93



Material y Métodos 

IIIIII..77..55..  CCoolluummnnaa  ddee  ffiillttrraacciióónn  eenn  ggeell  SSuuppeerrddeexx  SS--220000  

Una vez concentradas las fracciones activas, en un segundo y último paso de 
purificación se utilizó una columna de filtración en gel Superdex S-200 (1,5 x 96 cm, 
Amersham Pharmacia Biotech) (Figura 32), que separa las proteínas en función de su peso 
molecular. La columna se equilibró con tampón TrisHCl 20 mM, NaCl 0,5 M y se le 
adicionó el concentrado de las muestras obtenidas en la elución de la columna Q-
Sepharose Fast Flow. Para eluir esta columna se utilizó el mismo tampón usado para el 
equilibrado de la misma y se recogieron las fracciones en tubos colectores. Se realizó el 
ensayo enzimático 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 filtración Amicon (Millipore). 

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

IIIIII..88..  EELLEECCTTRROOFFOORREESSIISS  DDEE  PPRROOTTEEÍÍNNAASS  EENN  GGEELLEESS  DDEE  PPOOLLIIAACCRRIILLAAMMIIDDAA    

IIIIII..88..11..  GGeell  SSDDSS--ppoolliiaaccrriillaammiiddaa  

La electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realizó 
siguiendo el método descrito en Laemmli (1970). Este método se basa en la utilización de 
dos geles, un gel separador en la parte inferior y un gel concentrador en la parte superior. 
Los dos geles presentan distintas características de porosidad, pH y fuerza iónica. Esta 
discontinuidad permite la reducción del volumen de las muestras, por lo que favorece la 
resolución de las bandas proteicas, según su peso molecular, en el gel separador. 
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  Material y Métodos 

Electroforesis 

1. Se utilizó el sistema Mini Protean II (BioRad) para geles de 7 x 8 cm. La cubeta se montó 
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 
TrisHCl 1,5 M, pH 8,8 - 2,5 ml 
TrisHCl 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 ml 
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 polimerización 
(persulfato amónico y TEMED) deben 
añadirse en último lugar. Los distintos 
componentes se mezclan y la solución 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 
filtro, y se lava con agua destilada. 
Posteriormente se añade 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 tampón de carga 2x sometiéndolas a un 
tratamiento de desnaturalización hirviéndolas durante 5 minutos. 

6. Una vez ensamblada la cubeta, se añade el tampón de electroforesis y se cargan las 
muestras en los pocillos con ayuda de una jeringuilla Hamilton. Como marcador de pesos 
moleculares se utilizó el kit de calibración 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 tampón de carga comience a salirse del gel. 

8. Una vez finalizada la electroforesis el gel se prepara para transferir (apartado III.8.7) o bien 
se tiñe con una solución de azul Coomasie (apartado III.8.4). 

Figura 33. Sistema de electroforesis  
de proteínas 

 

Tampón de carga desnaturalizante 2x: TrisHCl 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; β-mercaptoetanol, 0,5 ml; agua destilada, csp 10 ml. 

Tampón de electroforesis 10x: Tris base, 29 g; glicina, 144 g; SDS 0,1% (p/v). 

Persulfato amónico (APS): 10% p/v en agua destilada. 

SDS:10% p/v en agua destilada. 
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IIIIII..88..22..  ZZiimmooggrraammaa  

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

Componente Gel concentrador Gel separador 

Agua destilada 2,7 ml 2 ml 
Gelatina 0,5% - 2 ml 
1,5 M TrisHCl pH 8,8 - 2,5 ml 
1,5 M TrisHCl 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 ml 0,004 mlµl 
Volumen final 4 ml 10ml 

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

Para preparar la muestra se mezclan al 50% con tampón de carga (no se hierven) y se 
cargan en el gel que se introduce en la cubeta de electroforesis con tampón 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 solución al 0,25% (v/v) de Tritón X-100, para eliminar los restos de SDS y se incuba 
en las condiciones óptimas para la máxima actividad proteasa. Seguidamente el gel se tiñe 
con una solución al 0,6% (p/v) de negro amido (apartado III.8.5). 

IIIIII..88..33..  GGeelleess  nnaattiivvooss  

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

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

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

Una vez terminada la electroforesis, los geles se tiñeron con azul de Coomassie 
(apartado III.8.4) o bien, cuando se quiso poner de manifiesto la actividad enzimática, se 
incubaron durante 1 hora en gelatina al 0,5% o azocaseina al 1,5%; seguidamente se 
mantuvieron durante 30 minutos en el tampón TrisHCl 50 mM pH 8,5 del ensayo 
enzimático de Kunitz (1947), procediéndose a continuación a su tinción con negro amido 
(apartado III.8.5). 
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IIIIII..88..44..  TTiinncciióónn  ccoonn  aazzuull  bbrriillllaannttee  ddee  CCoooommaassssiiee  

Una vez finalizada la electroforesis los geles de acrilamida se tiñeron con una Solución 
de Coomassie R-250 (Sigma) durante 1 hora y se destiñeron durante al menos 6 horas en 
una Solución de desteñido. 

Solución de Coomasie: Azul de Coomassie 0,1% (p/v); metanol 40% (p/v); ácido acético glacial  
10% (v/v). 

Solución de desteñido: Metanol 20% (v/v); ácido acético glacial 7% (v/v). 

IIIIII..88..55..  TTiinncciióónn  ccoonn  nneeggrroo  aammiiddoo  

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

Solución de negro amido: Negro amido 0,6% (p/v) en agua: etanol 96%: ácido acético glacial 
(60:30:10). 

Solución de desteñido: Agua: etanol 96%: ácido acético glacial (60:30:10). 

IIIIII..88..66..  SSeeccaaddoo  ddee  llooss  ggeelleess  yy  ccoonnsseerrvvaacciióónn  

Para el secado de los geles se procedió a sumerger los mismos en primer lugar en agua 
destilada durante 5 minutos y a continuación en 35 ml de una Solución de secado. 
Seguidamente se cortaron dos papeles de celofán de tamaño ligeramente superior al gel y 
se sumergieron también en dicha Solución de secado. Finalmente el gel se ensambló en el 
desecador Dryease Mini-Gel Drying System (Novex) y se dejó a temperatura ambiente 
durante 12 horas. 

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

IIIIII..88..77..  WWeesstteerrnn  bblloott  

Las proteínas resueltas en geles de SDS-PAGE se transfirieron a un soporte sólido, 
concretamente a una membrana Inmobilón P de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 
Millipore. La transferencia se realizó en tanque utilizando el sistema de BioRad. Se siguió el 
protocolo descrito por Matsudaira (1987). 

Transferencia 

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

2. Se corta un trozo de filtro de PVDF del tamaño 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 tampón de transferencia 
al menos durante 5 minutos. 
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3. El “sándwich” 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 

Se monta la cubeta Novablot 2117-250 (LKB) y se conecta a una fuente de corriente 

espumas con Tampón de transferencia. Al final el “sandwich” debe tener este aspecto: 

4. y se 

5. uipo y se recupera el filtro para 
mantiene a un amperaje de 0,8 mA/cm2 durante 1 hora.  
Una vez finalizada la transferencia se desmonta el eq
realizar los tratamientos posteriores. 

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

IIIIII..88..88..  SSeeccuueenncciiaacciióónn  ddee  pprrootteeíínnaass  
purificadas se realizó en un secuenciador 

Ap

IIIIII..99..  CCAARRAACCTTEERRIIZZAACCIIÓÓNN  BBIIOOQQUUÍÍMMIICCAA  DDEE  LLAA  HHAALLOOPPRROOTTEEAASSAA  CCPP11    
ultivo 

erización bioquímica del sobrenadante se ha utilizado el ensayo 

IIIIII..99..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddeell  ppHH  óóppttiimmoo  ddee  aaccttiivviiddaadd  
ensayo enzimático variando el 

pH

Cátodo (-)

Ánodo (+)

Espuma

Gel

Papel Whatman 3MM (2 hojas)
Espuma

Papel Whatman 3MM (2 hojas)
Filtro PVDF

Cátodo (-)

Ánodo (+)

Espuma

Gel

Papel Whatman 3MM (2 hojas)
Espuma

Papel Whatman 3MM (2 hojas)
Filtro PVDF

La secuenciación de las proteínas 
plied Biosystems 473A, mediante el empleo de ciclos sucesivos de la degradación 

de Edman (Edman y Begg, 1967). 

 Se ha realizado la caracterización bioquímica a partir del sobrenadante del c
bacteriano de Pseudoalteromonas ruthenica CP76 (respecto a temperatura, pH y 
concentración de NaCl) y también la caracterización bioquímica de la haloproteasa CP1 
una vez purificada. 

 Para la caract
enzimático Hide Powed Azure y en el caso de la caracterización de la haloproteasa 
CP1 pura se ha realizado el ensayo enzimático según el método de Kunitz (1947) 
descrito en el apartado III.6.2., variando en cada caso el parámetro que se desea 
estudiar.  

Para determinar el pH óptimo de actividad se realizó el 
 de las soluciones tampón utilizadas durante la incubación de la mezcla de reacción. Así 

se utilizó el tampón universal ajustado a distintos valores de pH (5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 
9,9,5 y10).  
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Tampón universal: H3PO4 , 2,69 ml; CH3COOH, 2,28 ml; H3B03, 2,47 g; agua destilada, csp 1.000 ml. 
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IIIIII..99..22..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  tteemmppeerraattuurraa  óóppttiimmaa  ddee  aaccttiivviiddaadd  

utilizó el mismo 
mé

IIIIII..99..33..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  ccoonncceennttrraacciióónn  ddee  NNaaCCll  óóppttiimmaa  ddee  aaccttiivviiddaadd  

ron 
dis

IIIIII..99..44..  EEssttuuddiioo  ddee  llaa  eessttaabbiilliiddaadd  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  eenn  ddiissttiinnttaass  

Para calcular la temperatura óptima de actividad de la enzima, se 
todo de valoración de la actividad proteolítica, variándose en este caso la temperatura 

de incubación de la mezcla de reacción. Se ensayaron las siguientes temperaturas: 25, 37, 
45, 55, 65, 75, 85 y 95ºC. Cuando se ensayaron temperaturas altas se disminuyó el 
tiempo de incubación, a fin de evitar una posible degradación del enzima a las 
temperaturas elevadas. 

Para determinar la concentración salina óptima de actividad de la enzima, se utiliza
tintas concentraciones de NaCl en la mezcla de reacción del ensayo enzimático antes de 

la incubación de la misma. Así, se adicionó NaCl hasta obtener unas concentraciones 
finales en la mezcla de reacción de 0, 1, 2, 3, 4 y 5 M. Paralelamente se realizó el ensayo 
sin añadir NaCl. 

ccoonncceennttrraacciioonneess  ddee  NNaaCCll  

el enzima a distintas concentraciones de NaCl (0,5 a 4 M 
Na

IIIIII..99..55..  EEssttuuddiiooss  ddee  tteerrmmooeessttaabbiilliiddaadd  

a las muestras se incubaron durante 60, 120, 
18

IIIIII..99..66..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llooss  ssuussttrraattooss  ssoobbrree  llooss  qquuee  aaccttúúaa  llaa  pprrootteeaassaa  

z de 
ac

ensayados fueron: caseína, gelatina, azocaseína, seroalbúmina, 
ovo

Para analizar la estabilidad d
Cl) se determinó la actividad proteolítica después de una preincubación del enzima en 

tampón TrisHCl 50 mM, pH 8,5 a 4ºC durante 24 horas, adicionado de las cantidades 
correspondientes de NaCl. El ensayo enzimático se realizó en las condiciones óptimas 
descritas previamente. 

Para analizar la termoestabilidad del enzim
0 y 240 minutos en tampón TrisHCl 50 mM, pH 8,5 con una concentración 1 M de 

NaCl a las temperaturas de 50 y 55ºC, y posteriormente se realizó el ensayo enzimático en 
las condiciones óptimas. 

Para determinar los diferentes sustratos sobre los que la haloproteasa CP1 es capa
tuar se procedió a realizar el ensayo enzimático utilizando en cada caso el sustrato 

correspondiente. 

Los sustratos 
albúmina y queratina. Dichos sustratos se disolvieron a una concentración del 0,5% en 

tampón TrisHCl 50 mM pH 8,5, realizándose el ensayo enzimático en las condiciones 
óptimas. 
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IIIIII..99..77..  IInnfflluueenncciiaa  ddee  mmeettaalleess  ppeessaaddooss  eenn  llaa  aaccttiivviiddaadd  eennzziimmááttiiccaa  

Para estudiar la influencia de los metales pesados en la actividad proteolítica se realizó 
el ensayo enzimático, añadiendo distintos metales al tampón de reacción (TrisHCl 50 mM 
pH 8,5). Las soluciones de metales utilizados (a una concentración de 5 y 10 mM) fueron 
los siguientes: NiCl2, CuCl2, MgCl2, ZnCl2, CaCl2, MnCl2, BaCl2, CoCl2 y S2Cl. 

IIIIII..99..88..  EEffeeccttoo  ddee  ddiissttiinnttooss  iinnhhiibbiiddoorreess  ssoobbrree  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

Para clasificar a la haloproteasa CP1 dentro de algunos de los grupos de proteasas 
descritos, se procedió a realizar el ensayo enzimático de actividad añadiendo al tampón de 
reacción TrisHCl 50 mM, pH 8,5, distintos inhibidores de proteasas conocidos (Tabla 16). A 
la actividad proteasa obtenida cuando se realizó el ensayo enzimático sin añadir ningún 
inhibidor se le asignó el valor máximo de 100%. 

Tabla 16. Inhibidores de proteasas 

IInnhhiibbiiddoorr  PPrrootteeaassaass  iinnhhiibbiiddaass  

Antipaina dihidrocloruro (1 mM) Papaínas y tripsinas 
Bestatina (0,5 M) Aminopeptidasas 
Quimostatina (0,5 mM) α-β-γ Quimotripsinas 
E-64 (0,5 mM)a Cisteína proteasas 
Leupeptina (0,5 mM) Cisteína proteasas 
Peptatina (0,1 mM) Aspartato proteasas 
Fosforamidon (1 mM) Metaloendopeptidasas 
EDTA-Na2 (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) Serina proteasas 

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

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

IIIIII..99..99..  EEssttuuddiiooss  cciinnééttiiccooss  

IIIIII..99..99..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  KKmm  yy  VVmmaaxx  

Para determinar los parámetros cinéticos de la haloproteasa CP1 se procedió a realizar 
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el ensayo enzimático disolviendo concentraciones crecientes de caseína (0,05%, 0,1%, 
0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,75% y 1%) en el tampón TrisHCl 50 mM pH 8,5, con el fin de 
saturar la actividad proteolítica de la enzima. 

Los parámetros cinéticos se deducen introduciendo los datos de actividad en la ecuación 
de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 1934). 
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IIIIII..99..1100..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddeell  ppeessoo  mmoolleeccuullaarr  

abla 17 se 
muestran los pesos moleculares de cada banda. Para determinar el peso molecular se 

arcador de 
pe

Para determinar el peso molecular de la haloproteasa CP1 se realizó una electroforesis 
en gel de SDS-PAGE como se describe en el apartado III.8.1., utilizando 5 µl (0,01 U) de la 
haloproteasa CP1. Como marcador de pesos moleculares se utilizó “Low Molecular Weight 
Calibration Kit for SDS Electrophoresis” (Amersham Pharmacia Biotech). En la T

midió la distancia entre el frente del gel y cada una de las bandas, tanto del m
sos moleculares como de la proteasa purificada y por extrapolación se determinó el peso 

molecular exacto de la haloproteasa CP1. 

Tabla 17. Marcadores de pesos moleculares de proteínas 

PPrrootteeíínnaa  PePessoo  mmoolleeccuullaarr  
((kkDDaa))  

Fosforilasa B 97  
Albúmina 66  

45  
Anhidrasa carbónica 30  
Tripsina 20  
α-Lactoalbúmina 14  

BTENCIÓN
RRE

Ovoalbúmina 

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

IIIIII..1100..  OOBTENCIÓN  DDEE  MMUUTTAANNTTEESS  
ESSIISSTTEENNTTEESS  AA  LLAA  RRIIFFAAMMPPIICCIINNAA  

Para facilitar determinados aspectos 
experimentales se procedió a la obtención de 
mutantes resistentes a la rifampicina de P. 
ruthenica CP76. 

Se prepararon placas de SW7,5 con 
concentraciones crecientes de rifampicina 
(desde 4 µg/ml a 30 µg/ml) y se sembraron con 
100 µl de un cultivo de 12 horas de P. ruthenica 
CP76. Las placas se incubaron a 37ºC. Las 
colonias que crecieron en alguna de las placas 

picina. 

 

    

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

se consideraron mutantes espontáneos a la 
rifam
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IIIIII..1111..  MMÉÉTTOODDOOSS  DDEE  TTRRAANNSSFFEERREENNCCIIAA  DDEE  MMAATTEERRIIAALL  GGEENNÉÉTTIICCOO  

IIIIII..1111..11..  CCoonnjjuuggaacciióónn  

), y la de aquellos no autotransmisibles pero 
movilizables desde 6, se realizó según el 
modelo de cruce biparental. 

Protocolo 

1. A partir de cultivos incubados durante una noch 7ºC en medios adecuados para su 
crecimiento adicio rrespondientes antibióticos, se procede a la inoculación 
de nuevos cultivo  5 ml de medio con 1 l de cultivo) del donador y receptor, 
así como del cooperador cuando se trataba de conjugaciones triparentales. 

2. Estos cultivos se i alcanzar u 600 igual a 0.4. 
3. Los cultivos se mezclan en las proporciones adecuadas, generalmente la proporción 

óptima resultó ser 1:1:1. 
4. La mezcla resultante se centrifuga, se lava dos veces con el medio SW2 para eliminar los 

µ ámetro de poro, 
acas se incuban 

a 37ºC durante 10-12 horas (Figura 35) 
6. Tras el período de incubación, la mezcla de conjugación obtenida se resuspende en 1 ml 

de una solución estéril de glicerol al 
para su siembra y posterior conserv
a –20ºC.  

7. Una vez realizadas las dil
oportunas, se sembraron 100 µl 
medios selectivos apropiados adici
del antibiótico correspondiente (para 
contra seleccionar el donador) 
antibiótico correspondiente 
seleccionar los transconju
portadores del plásmido.  

8. Como control de las posibles mut
espontáneas, tanto donadores 
receptores y cooperadores se si
paralelamente en los mismos 
selectivos. 

9. La eficiencia de la conjugación, exp
como frecuencia de transferencia, 
obtenidos respecto al número final d
realizan por triplicado. 

La transferencia de plásmidos movilizables, aunque no autotransmisibles, desde cepas de 
E. coli a la bacteria halófila P. ruthenica CP76, se llevó a cabo según el modelo de 
conjugación triparental, utilizando el plásmido pRK600 (que contiene la región tra del 
plásmido RK2) como plásmido movilizador en trans, también denominado plásmido 
cooperador o “helper” (Kressler y col., 1992). La transferencia de los plásmidos 
autotrasmisibles RK2 (IncP) y pCU1 (IncN

 las cepas adecuadas de E. coli a P. ruthenica CP7

e a 3
nados de los co
s (tubos de 00 µ

ncuban a 37ºC hasta na DO

restos de antibióticos y se resuspende en 150 µl del mismo medio. 
5. Dicha mezcla se deposita sobre un filtro Millipore estéril de 0,45 m de di

previamente colocado sobre una placa de Petri con medio SW2. Dichas pl

20 %, 
ación 

ucione
en lo

on

y

ga

acione

em
m

re
se

s 
s 

ados 

 del 
para 
ntes 

s 
como 
bran 

edios 

sada 
 determina calculando el número de transconjugantes 
e células receptoras presentes. Todos los ensayos se 

Figura 35. Placa de Petri con medio 
SW2 y filtros de conjugación 
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  Material y Métodos 

IIIIII..1111..22..  TTrraannssffoorrmmaacciióónn  

células de E. coli competentes y su posterior transformación se 
l2 descrito por Sambrook y Russell (2001). Este método está 

ba

e Dower y colaboradores (1988). Este proceso se basa en la 
permeabilización transitoria de la membrana celular mediante un pulso eléctrico, 
permitiendo en este momento la incorporación del ADN. Su elevada eficiencia de 
transformación rie de 
parámetros, e ), la 
longitud d terísticos de cada tipo 
celular. 

IIIIII..1111..22..11.. 

Para la obtención de 
siguió el método de CaC

sado en los estudios de Mandel y Higa (1970), quienes observaron que el tratamiento de 
E. coli con soluciones frías de CaCl2 seguido de un breve calentamiento inducía un estado 
transitorio en el que las células eran capaces de incorporar ADN exógeno. A partir de aquí 
se han desarrollado diversas modificaciones del procedimiento original con el propósito de 
aumentar la eficiencia en el proceso de transformación, inicialmente de 105-106 
transformantes/µg de ADN. En aquellos casos en los que se requirió una mayor eficiencia, 
se empleó el método de transformación por electroporación (Sambrook y Russel, 2001) 
basándose en los estudios d

, en torno a 109-1010 transformantes/µg de ADN, depende de una se
ntre los que cabe destacar la potencia del campo eléctrico (kV/cm

el pulso eléctrico (τ) y la concentración de ADN (µg), carac

 PPr ppaarraacciióónn  ddee  ccéélluullaass  ccoommppeetteenntteess  

Hay va  élulas 
competentes:  tanto 
para la pr  y de 
plástico (agua ) y el otro es el mantenimiento en todo 
momento de las células en hielo (mejor si se trabaja dentro de la cámara de 4ºC). También 
se ha desc a para la preparación de las células haya 
sido extraída directamente del congelador de –80ºC la noche previa a la inoculación del 
cultivo de part

Protocolo 

 deseada se siembran placas de medio LB 
n de obtener colonias aisladas.  

2. tubo con 5 ml de medio LB líquido con el 
te toda la noche a 37ºC.  

enen 100 ml de medio LB con 200 µl del cultivo 

4. o, las células se separan mediante centrifugación a 8.000 g durante 
10 minutos (Centrífuga Sorvall Evolution RC) a 4ºC. Para mantener condiciones de asepsia 
se esterilizan previamente los tubos de centrífuga y para no romper la cadena de frío se 
mantienen en hielo antes de su uso.  

5. El medio de cultivo se decanta y el sedimento se resuspende cuidadosamente por 
agitación sobre hielo en 100 ml de una solución CaCl2 0,1 M previamente enfriada en hielo.  

6. Se vuelven a repetir los pasos de centrifugación y el sedimento se resuspende en la 
solución 0,1 M de CaCl2 reduciendo el volumen primero a 50 ml y después a 20 ml. 

rios aspectos fundamentales para garantizar el éxito en la preparación de c
uno de ellos es la pureza de los reactivos y del agua destilada empleada

eparación del medio de cultivo como para la limpieza del material de vidrio
 de calidad MilliQ de Millipore

rito que es importante que la cepa usad

ida. 

1. A partir de un vial congelado de la cepa de E coli
y se incuban durante 12 horas a 37ºC con el fi
Con una de estas colonias se inocula un 
correspondiente antibiótico y se incuba duran

3. Se inoculan matraces de 1.000 ml que conti
y se incuban a 37ºC con agitación hasta alcanzar una DO600 comprendida entre 0,4 y 0,6 e 
inmediatamente se introducen en hielo durante 30 minutos.  
Transcurrido este tiemp

ree
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7. Por último, el sedim
CaCl  y 40% de glice

ento se resuspende en 1ml de una solución que contiene 0,1 M de 
2 rol.  

8. Finalmente las células se distribuyen en alícuotas de 100 µl en microtubos Eppendorf 
enfriados en hielo y se congelan en un baño de hielo seco-etanol. Se almacenan a –80ºC 
hasta su uso. 

IIIIII..1111..22..22..  TTrraannssffoorrmmaacciióónn  ddee  ccéélluullaass  ccoommppeetteenntteess  ppoorr  cchhooqquuee  ttéérrmmiiccoo  

4. Tras el choque térmico se añade 

se incuba a 37ºC con agitación 
durante una hora.  

Este procedimiento de transformación es el más habitual y fue descrito por Hanahan 
(1983). 

Protocolo 

1. Se extrae un vial de células competentes congeladas a –80ºC y se colocan en hielo para 
su descongelación lenta.  

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

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

1 ml de medio JLB y la mezcla 

5. Transcurrido este tiempo se 
siembran alícuotas de 20, 50, 
100 y 300 µl , en placas de LB 
adicionadas con el 
correspondiente antibiótico. En 
caso de ligaciones con 
plásmidos como pBluescript o pBC, los cuales manifiestan la presencia de insertos en sus 
sitios de clonación por supresión de la α-complementación con el gen lacZ, se añaden 40 
µl del inductor IPTG a una concentración de 20 µg/ml y 20 µl del sustrato cromogénico X-
Gal a una concentración de 40 µg/ml. 

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

IIIIII..1111..22..33..  PPrreeppaarra

Figura 36. Placa con colonias procedentes de 
una transformación en E. coli

acciióónn  ddee  ccéélluull

ción de células 
descrita en el apartado anterior en cuanto a 
especialmente  reducir la 
conductivi  

Protoco

1.  se siembran placas de medio 

2. 

 

aass  eelleeccttrrooccoommppeetteenntteess  

electrocompetentes se llevó a cabo de manera similar a la 
normas de limpieza y frío. En este caso es 

 de

La prepara

 importante eliminar las sales del proceso con el fin
dad de la suspensión celular. 

lo 

A partir de un vial congelado de la cepa de E. coli deseada
LB y se incuban 12 horas a 37ºC a fin de obtener colonias aisladas. 
Con una de estas colonias se inocula un tubo con 5 ml medio de LB líquido con el 
correspondiente antibiótico y se incuba durante toda la noche a 37ºC.  

3. Se inoculan matraces de 1.000 ml que contienen 100 ml de medio LB con 200 µl del cultivo 
y se incuban a 37ºC con agitación hasta alcanzar una DO600 comprendida entre 0,4 y 0,6. 

4. Inmediatamente se introducen en hielo durante 30 minutos.  
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  Material y Métodos 

5. El cultivo se transfiere a tubos de centrífuga previamente enfriados y las células se separan 
mediante centrifugación a 8.000 g durante 10 minutos a 4ºC (Centrífuga Sorvall Evolution 

6. 
7. oceso de centrifugación en las mismas condiciones, así como el lavado con 

agua, esta vez con la mitad de volumen. 
 y se 

transfirieren a un tubo de centrífuga SS34 para ser sometidas a una última centrifugación. 

alícuotas de 40 µl en microtubos Eppendorf mantenidos en un baño de hielo seco-etanol y 
se congelan a –80 ºC hasta su uso. 

RC). 
El medio de cultivo se decanta y el sedimento se resuspende en 200 ml de agua fría estéril.  
Se repite el pr

8. Nuevamente sedimentadas, las células se resuspenden en 20 ml de glicerol al 10%

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

IIIIII..1111..22..44..  EElleeccttrroottrraannssffoorrmmaacciióónn  ddee  EE..  ccoollii  

Protocolo 

1. electroporación las cubetas de electrotransformación y el soporte de 
 en hielo. 

2. BioRad) se ajusta a las condiciones estándar para 
 cubetas de 0,1 cm: 25 mF, 260 W y 1,25 kV. 

3. z descongeladas las células en hielo se añade el ADN susceptible de ser 
utos en hielo.  

4.  de electroporación y esta se coloca en la cámara de 
 de nailon. 

5.  pulso eléctrico se añade rápidamente 1 ml de medio JLB y las células 

6.  de plástico estéril y se incuba durante 1 hora a 37ºC y 

7. bra en placas de medio LB como se describe en el 
élulas competentes por choque térmico. 

Previamente a la 
nailon del electroporador se enfrían
El electroporador (Gene Pulser, 
electrotransformación de E. coli en
Una ve
transformado y se mantiene 30 min
La mezcla se transfire a la cubeta
electroporación mediante el soporte
Tras someterla a un
se resuspenden con suavidad.  
El conjunto se transfiere a un tubo
225 g.  
Transcurrido este tiempo se siem
procedimiento de transformación de c

AACCCCIIÓÓNN,,  PPUURRIIFFIICCAACCIIÓÓNN  YY  MMAANNIIPPUULLAACCIIÓÓNN  DDEELL  AADDNN  

IIIIII..1122..11..  EExxttrraacccciióónn  ddee  AADDNN  ppllaassmmííddiiccoo 

IIIIII..1122..  EEXXTTRR

 

de más de 50 ml) se empleó el 
sistema Plasmid Midi Kit (Quiagen). 

s se usó, según el caso, el método de Minipreps o 
de Lisis alcalina que se describe a continuación. 

  

  

  

  

Para la purificación de plásmidos a gran escala (cultivos 

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

Para el análisis rutinario de plásmido
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IIIIII..1122..11..11..  MMiinniipprreeppss  

Para la extracción del ADN plasmídico se utilizó el método descrito por Holmes y 
Quigley (1 1 as en 
poco tiempo. 

Protocolo 

1. 
bo Eppendorf que contiene 1,2 ml de medio LB con el 

antibiótico correspondiente. Este proceso se repite con todas las colonias que se quieren 
rante 10-15 horas.  

 a temperatura ambiente a 7000 g durante 5 
minutos, se desecha el sobrenadante y se añaden al tubo 200 µl de una mezcla compuesta 
por 10 ml de solución de lisis y 750 µl de lisozima (10 mg/ml).  

6.  M y se precipita el ADN con 250 µl de 

7. tos y se centrífuga 20 minutos a 12.000 g y 

8. e etanol al 70% a temperatura ambiente, se seca al vacío y 

98 ), que permite extraer el ADN plasmídico de un gran número de coloni

Se toma una colonia con un palillo estéril y se siembra en la placa de referencia, 
inoculando con el mismo palillo un tu

analizar y se incuban a 37ºC en agitación du
2. Una vez crecido, el cultivo se centrifuga

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

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

5. Eliminamos el sedimento mucoso con un palillo estéril. 
A cada tubo se añaden 20 µl de acetato sódico 3
isopropanol. 
La mezcla se incuba a –20 ºC durante 15 minu
4ºC. 
El precipitado se lava con 1 ml d
se resuspende finalmente en 30 µl de tampón TE. 

 

Solución de lisis: Sacarosa 1 M (ó 34,2%), 23,39 ml; Tritón X-100, 0,5 ml; EDTA pH 8,0, 0,5 M, 
10,0 ml; trisHCl 1M, pH 8,0, 1 ml; agua destilada, csp 100 ml. Esta solución puede guardarse a 
4ºC hasta su uso. 

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

IIIIII..1122..11..22..  LLiissiiss  aallccaalliinnaa  

1. A partir de una colonia de E. coli portadora del plásmido deseado se siembran 30 ml de 

cia. Se incuba durante 15-20 horas a 37ºC y 250 g. 
2. El cultivo se centrifuga durante 5 minutos a 10.000 g en un rotor SS34 a 4ºC (Sorvall 

peratura ambiente. 
parada. 

5. Se mezclan los contenidos invirtiendo el tubo varias veces y se incuba 10 minutos en hielo. 
6. Se añaden 7,5 ml de la Solución III fría (mantenida previamente en hielo durante 15 

minutos). 
7. Se mezclan los contenidos invirtiendo el tubo más 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 4ºC.  
9. Seguidamente se recoge el sobrenadante (18 ml) y se transfiere a un tubo Corex de 30 ml.  
10. Se añaden 0,6 volúmenes de isopropanol, se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y 

se centrifuga durante otros15 minutos a 8.000 g y a temperatura ambiente. 

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

Protocolo 

medio LB al que previamente se ha añadido el antibiótico al que el plásmido confiere 
resisten

Evolution RC) y el precipitado se resuspende en 5 ml de Solución I. 
3. La mezcla se incuba durante 5 minutos a tem
4. Se añaden 10 ml de la Solución II recién pre
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  Material y Métodos 

 
11. El precipitado obtenido se lava con 10 ml de etanol al 70% y se centrífuga a 8.000 g 

TE. 

40 µg/ml) durante 30 minutos a 37ºC.  
13. Seguidamente se extrae en tubos Eppendorf con fenol neutro, fenol-cloroformo-alcohol 

isoamílico (25:24:1) y cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y se precipita con dos volúmenes 
de etanol a –20 ºC y 1/10 del volumen de acetato sódico 3 M. 

15. 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se seca al vacío y se resuspende en 2 ml de 

12. El ADN plasmídico resuspendido en tampón TE se trata con ARNasa (concentración final 

14. Se mantiene durante 30 minutos a 4ºC y seguidamente se centrifuga durante 15 minutos a 
4ºC a 14.000 g. 
El precipitado obtenido se lava con 2 ml de etanol al 70%, se seca al vacío y se 
resuspende en 700 µl de tampón TE. 

lución I: Glucosa 40%, 2,25 ml; trisHCl 0,1 M, pH 8, 2,50 ml; EDTA, pH 8, 0,5 M, 2,0 ml;  

l m mento de ser usada, se añade la lisozima hasta una concentración final de 5 mg/ml. 

n II: NaOH 10N,1,60 ml; 

o s  requería una extracción rápida utilizando el método de lisis alcalina se 

 
So

Agua destilada, csp 100 ml. La solución I (sin lisozima) puede mantenerse almacenada a 4ºC. En 
e o

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

Solución III: Acetato potásico 5M, 60 ml; ácido acético glacial, 11,5 ml; agua destilada 28,5 ml. 

Cuand e usó 
el siguiente protocolo: 

Protocolo 

1. Inoculamos 5 ml de medio LB adicionado del antibiótico correspondiente con el 
microorganismo y se incuba durante toda la noche a 37ºC en agitación.  

 5 

emos el sedimento en 100 µl de medio LB con ayuda 
de un agitador (Mylab) y lo transferimos a un tubo Eppendorf de 1,5 ml.  

 µl de Solución TENS y se mezcla con ayuda del agitador. 
5. Añadimos 150 µl de acetato sódico 3M y se vuelve a utilizar el agitador. 

sobrenadante limpio que lo transferimos a un tubo Eppendorf nuevo. 
Añadimos 900 µl de etanol absoluto, volvemos a mezclar con ayuda del agitador, 

8. 

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

3. Tiramos el sobrenadante y resuspend

4. Se añaden 300

6. Centrifugamos 10 minutos a 13.000 g. Se observa un sedimento blanco y recogemos el 

7. 
centrifugamos 3 minutos y tiramos el sobrenadante. 
Adicionamos 1 ml de etanol al 70%, centrifugamos 3 minutos y tiramos el sobrenadante. 

9. Secamos el sedimento y resuspendemos en 50 µl de tampón TE o agua destilada. 

luci n TENS: TE, 10 ml; NaOH 10 N, 130 µl; SDS 20%, 25

xxttrraacccciióónn  ddee  AADDNN  ggeennóómmiiccoo  

Cuando  DNA 
isolation kit” (Biorad). Para la extracción de ADN para fines analíticos se usó el método del 
CTAB y pa la

 se requería un ADN muy puro se usó el kit comercial “Aqua pure Genomic

ra s hibridaciones ADN–ADN se usó el Método de Marmur (1961). 

 

So ó 0 µl. 

IIIIII..1122..22..  EE
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IIIIII..1122..22..11..  MMééttooddoo  ddeell  CCTTAABB  

La extracció scrito 
por Ausub étodo 
se basa en el uso del detergente CTAB (bromuro de cetil trimetilamonio), que en 
condicione lejos 
estables y sol  facilidad aprovechando su 
solubilidad

Protoco

1. Se parte de 50 ml de un cultivo incubado a 37ºC hasta alcanzar la fase estacionaria.  
2. Este volumen se centrifuga durante 15 minutos a 10.000 g resuspendiéndose el precipitado 

teinasa 

re una 
consistencia semitransparente.  

sión.  
zcla 

a 65ºC durante 20 minutos.  

alcohol isoamílico (25:24:1) y una vez más, con un volumen de solución 
alcohol isoamílico (24:1).  

7. Por último, se precipita el ADN con 0,6 volúmenes de isopropanol durante al menos 20 
minutos a –70 ºC.  

8. El precipitado se lava con etanol al 70%, se deseca al vacío y se resuspende en 1 ml de 

n y purificación de ADN genómico se realizó siguiendo el método de
el y colaboradores (1989) para la preparación de ADN genómico. Este m

s de elevada salinidad reacciona con los ácidos nucleicos formando comp
ubles. Posteriormente, el CTAB se elimina con

 en disolventes orgánicos. 

lo 

en 4,75 ml de tampón TE y se adiciona 250 µl de solución SDS al 10%, 25 µl de pro
K (20 mg/ml) y 30 µl de ARNasa (10 mg/ml).  

3. Dicha mezcla se mantiene a 37ºC durante 1 hora hasta que el lisado adquie

4. Posteriormente, se añaden 0,9 ml de NaCl 5 M y se mezcla por inver
5. A continuación, se añaden 0,75 ml de CTAB/NaCl y se mezcla, manteniendo dicha me

6. Transcurrido ese tiempo, se trata dos veces con igual volumen de una solución de fenol-
cloroformo-
cloroformo-

tampón TE o agua destilada estéril. 

n TE: TrisH

S 1 %: Solución al 10% (p/v) en agua destilada. 

otei asa K: 20 mg/ml en agua. 
Nasa: 10 mg/ml en TrisHCl 10 mM y NaCl 15 mM. Calentar 15 minutos a 100º

AB/ aCl: CTAB 10% en NaCl 0,7 M. Calentar a 65ºC hasta total disolución. 

 MMééttooddoo  ddee  MMaarrmmuurr  

grandes 
 por Marmur 

(1961) (Figura 37). 

 de cultivo de partida se estimó 
empíricamente debido a que la cantidad de ADN 

o varía en función de la cepa (generalmente 
se parte de 1 litro de cultivo). 

Para extraer el ADN genómico en 
cantidades se utilizó el método descrito

 
Tampó Cl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0.  

SD 0
Pr n
AR C. 
CT N

IIIIII..1122..22..22.. 

El volumen inicial

extraíd

 
 Figura 37. Extracción de ADN genómico
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Protocolo 
 

en 100 ml EDTA salino. 

s a 37ºC. 
c) Se añaden 10 ml de SDS al 25% en agua destilada. 
d) Se incuba en baño maría a 60ºC durante 10 minutos. 
e) Se añaden 20 ml de NaClO  5M . 

s para que se 

La despr
claro. 

adante obtenido en la serie de desproteinizaciones se coloca en un 

umen de alcohol 96º frío, dejándolo deslizar por las 
paredes. 

c) Las fibras de ADN se extraen enrollándolas en una varilla de vidrio fina. 
la en un tubo con alcohol 96º. 

 contenga 10 ml de 0,1 SSC. 

Se vuelven a realizar los pasos correspondientes a los apartados 6 y 7. 
0,1 SSC se conserva a –80 ºC. 

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 

4. Las células se lisan de la siguiente manera: 
a) Se añaden 10 mg de lisozima. 
b) Se incuba 30 minuto

4

5. Se procede a la desproteinización: 
a) Se añade el mismo volumen de una mezcla de cloroformo-alcohol isoamílico 

(24:1) y se introduce en una pera de vidrio. 
b) Se agita con fuerza, con cuidado de que no salte el tapón, para mezclar las 

fases. 
c) Se deja reposar a temperatura ambiente al menos 30 minuto

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. 

oteinización se repite tantas veces como sea necesario hasta obtener un sobrenadante 

6. A continuación se realiza la precipitación del ADN: 
a) El sobren

vaso de precipitado de plástico. 
b) Se añade el doble de vol

d) El ADN de la varilla se lava introduciéndo
e) El ADN se disuelve en un tubo que

7. Tratamiento con ARNasa: 
a) Se añade 0,25 ml de una Solución de ARNasa. 
b) Se calienta en baño maría a 37ºC durante 30 minutos. 

8. El ADN final disuelto en 

 
EDTA salino: EDTA, 33,62 g; NaCl, 8,7 g; KOH, 6 g; agua destilada, csp 1.000 ml. El pH de la 

solución se ajustó a 8,0. 

NaClO4 5M : NaClO4, 702,3 g; agua destilada, csp 1.000 ml. 

20XSSC: NaCl, 175,3 g; C6H5Na3O7, 88,2 g; agua destilada, csp 1.000 ml. 

  ggeelleess  ddee  aaggaarroossaa IIIIII..1122..33..  EElleeccttrrooffoorreessiiss  ddee  AADDNN  eenn  

Esta técnica se utilizó para la separación de fragmentos de ADN en base a su tamaño, 
con el fin bien de analizar patrones de restricción obtenidos con diferentes enzimas o con el 
bjetivo de purificar algún fragmento c creto o simplemente para la comprobación de la 

extracción de plásmidos o ADN total.  
o on
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La migración de las moléculas a través 
de la matriz del gel es inversamente 

o de su peso 
osible 

separar dichas moléculas en función de su 
en la 

que se encuentra la molécula es otro de los 
determina su nivel de 

moléculas de ADN que se 
circular 

covalentemente cerrada ofrecen menos 
resistencia a la migrac n en forma lineal. 

La electroforesis d  se llevó a cabo en geles horizontales de agarosa (Seakem, 
FMC), cuya conce a  1X y 
preparados en el mismo tampón. La concentración de agarosa utilizada en cada caso 
dependió del tam entraciones elevadas 
para para 
fragmentos de ADN de tamaño más grande. 

La visualizació e se 
intercala en la doble a luz 
ultravioleta a 360 nm como describe el manual de Sambrook y Russell (2001) (Figura 38). 

 peso 
HindIII 

e 1 
kb

proporcional al logaritm
molecular, de manera que es p

tamaño molecular. La conformación 

factores que 
migración: las 
encuentran en forma 

ión que aquellas que se encuentra

el ADN
ntr ción varió entre un 0,6 y un 2%, sumergidos en tampón TAE

año de los fragmentos a separar, utilizándose conc
fragmentos de ADN de tamaño pequeño y concentraciones más bajas 

n del ADN se realizó mediante tinción con bromuro de etidio, qu
cadena de ADN y permite su visualización tras exponerse el gel 

leculares de los fragmentos de ADN se calcularon mediante
obtenida según las distancias de migración de los

stándar λcI857 Sam7
ura 39). 

8. T ansiluminador y geles de agarosFigura 3 r a

Los pesos mo  la curva 
molecular-movilidad,  fragmentos 
del ADN del e  (Roche). En otros casos, se utilizó el ADN Ladder d

 (Invitrogen) (Fig

Figura 39. Marcadores de pesos moleculares.       
A. 1 kb DNA ladder; B. λ/HindIII A BA B
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Preparación del gel 

1. La cantidad de agarosa necesaria se añade 
se calienta en el microondas hasta su total d

2. Una vez enfriado a una temperatura en torn
de electroforesis ensamblada (BioRad) y se 
sobre los que se cargará la muestra. El gel 
minutos.  

3. Una vez solidificado el gel se retiran los pei
con el mismo tampón TAE 1x teniendo la 
(Figura 40). 

4. Las muestras de ADN se preparan añadie
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 1 y

concentración final de 0,5 solución 

iluminador de luz ultravioleta con una longitud de 
onda de 360 nm con cámara digital Kodak CD290 asociada al programa Kodak 1D 3.5, 

al tampón de electroforesis TAE 1x y la mezcla 
isolución.  

o a 50ºC, se vuelca sobre el molde de la cubeta 
colocan los peines que constituyen los pocillos 

solidifica a temperatura ambiente durante 15-30 

nes y se coloca en la cubeta de electroforesis 
precaución de recubrir totalmente la superficie 

ndo 1/10 de su volumen final de Tampón de 

5 v/cm. 
6. En general la electroforesis se 

 

g/ml, sumergiendo el gel durante 10 minutos en dicha 

considera finalizada cuando el colorante 
xilén-cianol del Tampón 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 tinción del ADN se realiza con una Solución de bromuro de etidio (EtBr) a una 
µ

(también se puede añadir el EtBr a la misma concentración en la preparación del gel). 
8. Los geles se fotografian sobre un trans

Figura 40. Sistema de electroforesis 

imprimiéndose la fotografía en una impresora térmica Sony Digital UP-D895. 

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

Tampón de carga: Azul de bromofenol 0,25% (p/v); sacarosa 40% (p/v); xilén-cianol 0,25% (p/v).  
Este tampón se conserva a 4ºC. 

Solución de bromuro de etidio: Bromuro de etidio 10 mg/ml en agua y conservación a 4ºC. Para 
un litro de agua se requieren 50µl de esta solución. 

IIIIII..1122..44..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  ccoonncceennttrraacciióónn  ddeell  AADDNN  
Las preparaciones de ADN se cuantificaron por comparación visual de la intensidad 

luminosa de las bandas de ADN tras la separación electroforética (teñidas con bromuro de 
etidio y bajo la luz UV de un transiluminador) con el patrón de concentración conocida. 

Cuando se requirió determinar con mayor precisión la concentración de las muestras 
del ADN, se realizó mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 260 nm         
(1 unidad de A260 corresponde a una concentración de ADN de 50 µg/ml), utilizando un 
espectrofotómetro Lambda 20 UV/Vis (Perkin Elmer). En ambos casos se siguió la 
metodología descrita por Sambrook y Russell (2001). 

Para determinar la pureza del ADN se calculó la relación 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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III.12.5. Manipulación enzimática del ADN 

IIIIII..1122..55..11..  DDiiggeessttiióónn  ddee  AADDNN  ccoonn  eennddoonnuucclleeaassaass  ddee  rreessttrriicccciióónn  

 La dig i nzima 
de restricción, or los 
fabricantes (Amersham Biosciences, New England Biolabs, Roche MIB Fermentas). 

 El volume e las 
necesidad alizó 
con 1-5 µg d n un volumen de reacción de 50 a 100 µl. Las digestiones para 
recuperar frag  de agarosa se llevaron a cabo con 5-20 µg 
en 100-200 µ

 El tampón de digestión, suministrado generalmente con la endonucleasa de restricción 
por las casas comerciales, a una concentración 10x proporciona la concentración de sales 
y el pH adecu mo de la enzima. Este tampón se usa a una 
concentración

La enzima umen 
total de la mezcla de reacción, para evitar la inhibición de su actividad enzimática debido a 
la alta conce las 
enzimas utilizadas. Se completó con agua destilada estéril hasta el volumen final de 

acción calculado previamente.  

La temperatura de incubación varió dependiendo de las endonucleasas de restricción 
utilizad ende 
de la cantidad de ADN digerido así como de la estabilidad de la enzima, pero como norma 
general mico 
durante toda la noche 

neral: 

est ón de ADN se llevó a cabo en las concentraciones óptimas para cada e
 siguiendo las indicaciones de temperatura y tampón recomendadas p

n de la reacción y la cantidad de ADN digerido varió en función d
es de cada ensayo. Así, la preparación de vectores para subclonación se re

e ADN e
mentos de ADN a partir de geles
l de reacción. 

ado para el funcionamiento ópti
 final de 1x. 

de restricción se añadió en un volumen nunca superior a 1/10 del vol

ntración de glicerol presente en las soluciones de almacenamiento de 

re

as, la mayoría de las cuales son activas a 37ºC. El tiempo de incubación dep

, las digestiones de plásmidos se incubaron durante 3 horas y las de ADN genó

Las reacciones se llevaron a cabo según el siguiente esquema ge

ADN 1 a 20 µg 

Tampón de digestión (10X) 1x del volumen final 

Enzima de restricción 1 U/µg 

Agua Completar el volumen final 

 Las digestiones con más de una enzima de restricción se realizaron simultáneamente 
cuando las enzimas requerían el mismo tampón, o bien se utilizó el tampón universal KGB a 
la concentración recomendada (McClelland y col., 1988) o el tampón OPA+ (One-Phor- 
All B

 

uffer PLUS) suministrado por Amersham Biosciences a las concentraciones indicadas 
por el fabricante. Cuando no fue posible, se llevó a cabo la digestión con una enzima, que 
se eliminó según se detalla en el apartado III.12.6, y se precipitó el ADN, resuspendiéndolo
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en el tampón adecuado para la segunda enzima y llevando a cabo la digestión con esta 
última. 

IIIIII..1122..55..22..  DDeessffoossffoorriillaacciióónn  ddee  llooss  eexxttrreemmooss  55’’  

 alcalina 
de i

rir en la reacción (apartado III.12.6). El ADN se disolvió en 45 
µl d

 añadió 1 unidad de CIAP y se incubó a 37ºC durante 30 
minutos. Se repitió el proceso de calentamiento y se añadió otra unidad de fosfatasa 
alc

 La desfosforilación se llevó a cabo con los vectores preparados para subclonación con 
la finalidad de evitar su recircularización en las reacciones de ligación. La fosfatasa

ntestino de ternera (CIAP) utilizada para este proceso elimina los grupos fosfato de los 
extremos 5’ del ADN, impidiendo así la formación de un enlace entre ellos. 

La reacción de desfosforilación se realizó a partir de una preparación de vector digerido 
con una enzima de restricción, extraída y precipitada para eliminar las sales del tampón de 
digestión que pudieran interfe

e agua estéril y se añadieron 5 µl del tampón de desfosforilación 10x suministrado por 
el proveedor de la enzima (Roche). La mezcla se calentó durante 5 minutos a 65ºC para 
asegurar una buena disolución del ADN y se dejó enfriar a temperatura ambiente durante 3 
minutos. Seguidamente se

alina, incubándose de nuevo otros 30 minutos a 37ºC. Una vez concluida la 
desfosforilación el ADN se extrajo tal y como se describe en el apartado III.12.6. 

IIIIII..1122..55..33..  LLiiggaacciióónn  ddee  llooss  ffrraaggmmeennttooss  ddee  rreessttrriicccciióónn  

se llevaron a cabo utilizando unas relaciones molares 
vec

tremos del inserto (ligación direccional) la reacción se mantuvo 1:1. 
La reacción de ligación se preparó añadiendo en primer lugar las cantidades de vector e 

os para permitir que 
las moléculas se relajasen en su estructura iormente se añadió el resto de los 
componentes: tampón de reacción 10x (concentración final 1x), 1µl (5U) de la enzima T4 
DNA ligasa (Promega) y agua destilada estéril según el volumen final (de 10 a 20 µl) de 
reacción. La mezcla de reacción se incubó a distintas temperaturas dependiendo de si los 
fragmentos a ligar era os o cohesivos. As urante 3 horas ó a 4ºC 
durante toda la noche si los extremos eran cohesivos y a 16ºC toda la noche cuando 

 Las reacciones de ligación 
tor: inserto variables dependiendo de la naturaleza de los fragmentos a unir. Así, en 

ligaciones en las que los extremos del vector y del fragmento de ADN eran cohesivos se 
mantuvo una relación molar, vector: inserto de 1:2. Si estos extremos eran romos se utilizó 
la relación 1: 5, mientras que cuando el vector poseía extremos incompatibles entre si, pero 
compatibles con los ex

inserto adecuadas en cada caso. Se calentó a 42ºC durante 10 minut
y poster

n rom í, se incubó a 22ºC d

queríamos ligar extremos romos (en este caso añadíamos el doble de T4 DNA ligasa). A 
continuación, la mezcla se incubó 15 minutos a 65ºC para inactivar la ligasa, utilizándose 
esta mezcla de reacción directamente en la transformación. 
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Las reacciones de ligación se llevaron a cabo según 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) 

Tampón ligasa 10x 1x del volumen final 

Agua Completar el volumen final 

IIIIII..1122..66..  PPuurriiffiiccaacciióónn  ddee  AADDNN  

 

pio.  
4. Se añade 1 volumen de cloroformo y repetimos la agitación y centrifugación recogiendo la 

nol absoluto y 0,1 volúmenes de 

6. La solución de ADN se mantiene 20 minutos a –20ºC y seguidamente centrifugamos a 

Es recomendable eliminar las enzimas de restricción y tampones tras su actuación, para 
lo cual se siguió el procedimiento de extracción descrito en el manual de Sambroock y 
Russell (2001).  

Protocolo 

1. En primer lugar el volumen de la muestra de ADN (genómico o plasmídico) se ajusta a 200 
µl con tampón TE. 

2. Se añade 1 volumen de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), se agita 
con ayuda de un agitador y se centrífuga 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 lim

fase acuosa.  
5. Para precipitar el ADN se añaden tres volúmenes de eta

acetato potásico 3 M.  

12.000 g y a 4ºC durante 20 minutos. 
7. El sedimento se lava con etanol al 70% y finalmente se deseca al vacío y se resuspende en 

el volumen adecuando de agua destilada estéril. 

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

IIIIII..1122..77..  AAiissllaammiieennttoo  yy  ppuurriiffiiccaacciióónn  ddee  ffrraaggmmeennttooss  ddee  AADDNN  ddeessddee  ggeelleess  ddee  
aaggaarroossaa  

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

IIIIII..1122..88..  RReeaacccciióónn  ddee  aammpplliiffiiccaacciióónn  ddee  AADDNN  mmeeddiiaannttee  PPCC

 Esta técnica proporciona un método muy simple para la amplificación de ácidos 
nucleicos (Saiki y col., 1985; 1988; Mullis y Faloona, 1987). Se basa en el proceso natural 
de la replicación del ADN y, como en él, el número de moléculas de ADN formadas 
aumenta exponencialmente. Partiendo de una molécula de “ADN diana” podemos  

RR 
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amplificar una secuencia específica contenida en ella mediante la utilización de cebadores 
diseñados al efecto. Los cebadores utilizados son un par de oligonucleótidos sintéticos 
capaces de unirse a secuencias de ADN que limitan con la región que se pretende 
amplificar. Cada u ellos es réplica de una de las dos cadenas del ADN y se diseñan 
de manera que q os s 3’ tras la unión a la molécula de 
“ADN diana“. La distancia entre e ADN-cebadores determinará la 
longitud de la secuencia de ADN amplificada. 

entos de ADN se empleó este método de reacción en 

s se llevaron a cabo en volúmenes finales de 50 µl utilizando tubos 
Ep  0,2 ml previamente esterilizados para eliminar posibles nucleasas presentes 
en los mismos; asimismo todo el material se manipuló con guantes de latex y en 
condiciones d en campana de flujo laminar. En general, aunque las 
condiciones se han variado según el caso, la reacción de amplificación contenía: ADN 
molde, 1 pg a mpón Taq ADN polimerasa 1X; MgCl2,1,5 mM; dNTPs 0,2 mM de 
cada uno; b q ADN 
polimerasa r erasa 
es una en n las 
reacciones convencionales de PCR. Cuando se requirió una amplificación absolutamente 
fiable y e t
polimerasa (H

Los cebadores se diseñaron según la secuencia que se quería amplificar (Tabla 18). En 
los

cesarias en el cebador para formar la secuencia 
de reconocimiento de la enzima. 

rámetros de la reacción de PCR se optimizaron en cuanto a la temperatura de 
hibridación de los cebadores y el tiempo de elongación, dependiendo de los valores de las 

ºC ó 98ºC, tras la cual se aplicaron 30 ciclos constituidos por las tres etapas 
y extensión, cuya 

iones en las que se 

ción se 

no de 
ueden enfrentad por sus extremo

llos en el conjunto 

 Para la amplificación de fragm
cadena de la polimerasa (PCR), siguiendo las indicaciones de Sambrook y Russell (2001) y 
utilizando un termociclador modelo 9700 (Perkin Elmer). 

Las reaccione
pendorf de

e esterilidad 

 1 µg; ta
 ce adores 1 µM; agua destilada estéril csp 50 µl y 1-5 U de enzima Ta
 (P omega) ó Pfu ADN polimerasa (Stratagene). La enzima Taq ADN polim
zima modificada de Thermus aquaticus (Saiki y col., 1989) y se utilizó e

xac a se utilizó la ADN polimerasa clonada de Pyrococcus furiosus, Pfu ADN 
ogrefe y col., 2002). 

 casos en los que se pretendía introducir un punto de corte para una determinada enzima 
de restricción, se modificaron las bases ne

 Los pa

Temperaturas medias de desnaturalización (Tm) de los cebadores (ajustándose 5ºC por 
debajo del cebador con Tm más baja) y del tamaño de los fragmentos a amplificar. En 
general, las reacciones de amplificación se iniciaron con una desnaturalización durante 2 
minutos a 94
correspondientes: desnaturalización, hibridación de los cebadores 
duración y temperatura se modificó según el caso. Los distintas condic
llevaron a cabo las reacciones de PCR en el presente trabajo se detallan en la Tabla 19. 
Finalmente, se añadió un ciclo de extensión a 72ºC durante 10 minutos con el fin de 
permitir la elongación de los productos de la reacción. De cada reacción se sometió a 
electroforesis en geles de agarosa una alícuota para comprobar que la amplifica
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produjo correctamente. Posteriormente, el ADN amplificado se purificó mediante el kit 
Wizard PCR (Promega). 

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

Tampón 10x 5,0 µl 

dNTPs (10 mM) 4,0 µl 

Cebador 1 (20 pmol/µl) 0,5 µl 

Cebador 2 (20 pmol/µl) 0,5 µl 

Taq ADN polimerasa 1,25 U 

MgCl2 (25 mM) 2,5 µl 

ADN (20 ng/µl) 2,0 µl 

Agua estéril 35,25 l 

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

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

terminal de CP1 (Sonda CPA) 

16F27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  
 Amplificación del gen ARNr16S de CP76 

16R1488 CGGTTACCTTGTTAG

µ

Volumen total 50 µl 

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

AminoproII GGYCCWGGYGGYAAYCAAAAR Obtenido a partir de la secuencia N- 

GACTTCACC Amplificación del gen ARNr16S de CP76 

ProL AAYGGYGCNTAYTCRCCNYTKAA Amplificación de parte del gen cp1 (Sonda 
CPA) 

ProR CCNGNATRTCHGARAANGCTTC Amplificación de parte del gen cp1 (Sonda 
CPA) 

CP1E CGGGAGAATTCAATGAATAAACC 
Amplificación del gen cp1 completo. 
Genera sitio EcoRI (GAATTC) en el 
extremo 5’  

CP1X GAGAATCTCGAGGTCTGCTTG 
Amplificación del gen cp1 completo. 
Genera sitio XhoI (CTCGAG) en el 
extremo 3’ 

CPB1 GGTTGAGTCTGGCCTTAGCGC Sonda CPB 
CPB2  CCGCTAGTAAGAGGCTGC Sonda CPB 

CP2H CAAGCTTATGAAATATTCTTAC 
Amplificación del gen cp2 completo. 
Genera sitio HindIII (AAGCTT) en el 
extremo 5’ 

CP2X TTTACTCGAGATTGGCGGTG 
Amplificación del gen cp2 completo. 
Genera sitio XhoI (CTCGAG) en el 
extremo 3’ 

WmpDL GTCGCTGATGAGCGTACCAAT Amplificación de parte del gen wmpD 
WmpDR TGATACTTCTTGCTCAAT Amplificación de parte del gen wmpD 
PDT1 TGGTTAAGGTATTACAGGGG Sonda PDT 
PDT2 GTTAAACTGCAACATGCCTC Sonda PDT 
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Cebador Secuencia (5’--) 3’) Utilización 

PDD1 GAATCAATGGCTTAGCTATGG Sonda PDD 
PDD2 GCGGTGTTACTTTAAGCTTC Sonda PDD 
PDF CGCATCTATTACCGTGAACC Amplificación de gen wmpD completo 
PDR CTACCAATAGCACTTGAAAG Amplificación de gen wmpD completo 

Y (CT); N (ACGT); R (AG); K (GT
En color rojo se indican los nucleóti nden a la secuenci onocimiento de las endonucleasas de 

restricción 

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

  Tabla 19. Condiciones de las reacciones cíclicas de PCR 

); W (AT) 
dos que correspo a de rec

 

DDeessnna iibbrriiddaRReeaacccciióónn  attuurraalliizzaacciióónn  HH acciióónn  EExxtteennssiióónn  

ARNr 16S 45 seg, 94ºC 1’, 48ºC 1’30’’, 72ºC 

Amplificación a partir del extremo N-
terminal de CP1 2 min, 92ºC 3’, 72ºC

los sitios de corte EcoRI y XhoI 2 min, 92º 0’’, 52ºC 2’30’’, 72ºC 

0’’, 53ºC 2’30’’, 72ºC 

e EcoRI y XhoI 0’’, 47ºC 2’30’’, 72ºC 

de wmpD 2 min, 92ºC 0’’, 45ºC 2’, 72ºC 

 la sonda PDT 2 min, 92º 0’’, 50ºC 2’, 72ºC 

 la sonda PDD 2 min, 92 0’’, 50ºC 2’, 72ºC 

completo 0’’, 45ºC 2’30’’, 72ºC 

 añadir una desoxiadenosina al 

lineali gen), que presenta una d
siguien
polim NA, se ligaron a extremo l vector pBlueScript previamente 

ddee  aammpplliiffiiccaacciióónn  ddee  AADDNN  mmeeddiiaannttee  PPCCRR  iinnvveerrssaa    

amplificac  tiene una limitación ya que requiere el uso de 
ebadores q a región que será amplificada. Por ello no es 
le la amplifi cuencia desconocida. Sin embargo, la estrategia 

 La ión por PCR convencional
dos c ue flanqueen y definan l
posib cación de regiones de se

 1’30’’, 45ºC  

Amplificación de cp1 introduciendo C 1’3

Amplificación de la sonda CPB 2 min, 92ºC 1’3

Amplificación de cp2 introduciendo 
los sitios de cort 2 min, 92ºC 1’3

Amplificación de la zona conservada  1’3

Amplificación de C 1,3

Amplificación de ºC 1,3

Amplificación del gen wmpD 2 min, 92ºC 1’3

Gracias a la propiedad de la Taq ADN polimerasa de
final de la síntesis, los productos de PCR obtenidos se subclonaron en el vector PCR 2.1 

zado (Invitro esoxitimidina desapareada en su extremo 3’, 
do las instrucciones del fabricante. Si la amplificación se lleva a cabo utilizando la 

erasa Pfu D s romos en e
digerido con EcoRV (genera extremos romos). 

IIIIII..1122..99..  RReeaacccciióónn  
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denominada PCR inversa permite soslayar esta limitación y amplificar secuencias 
desconocidas de ADN que estén próximas a otra conocida. 

écnica se r  

 primer luga  unas 200-300 ón 
nocida y posteriormente se marcó con digoxigenina, 

Se realizaron digestiones del ADN genómico con enzimas de restricción que no 
pre

a conocida. Los fragmentos generados se separaron mediante 
electroforesis y se transfirieron a una membrana de nailon mediante Southern blot según se 
describe en el apartado III.13.2. 

Seguidame cedió a la la ada y o de la 
mem e seleccionaron aquellas enzimas que generaron fragmentos de un tamaño 
adecuado para su posterior amplificación y clonaje (1-4 kb). 

Una vez seleccionada la enzima de restricción, la mezcla de fragmentos se dializó en 
agua s con filtros de nitrocelulosa de tamaño de poro 0,025 
µm y 13 mm de diámetro (Millipore). Seguidamente se realizaron diversas diluciones de la 
mezcla de fragmentos de restricción (1:10; 1:20; 1:40; 1:50; 1:100) y se llevaron a cabo 
reacciones de ligación utilizando 4 µl de cada una de las diluciones, según las condiciones 
descritas en el apartado III.12.5.3. De esta forma, se realizó el ligado intramolecular de los 
fragm ar circular

A ón de P N circu izó de nu rante 10 
minutos en agua destilada estéril en filtros de nitrocelulosa (Millipore). 

A o u n de PC do com olde la 
mezc agmentos religados. Los cebadores utilizados (Tabla 18) se diseñaron en 
sen

Esta t ealizó en varias etapas:

En r, se diseñó una sonda de  pb correspondiente a una regi
próxima al extremo de la secuencia co
según la metodología descrita en el apartado III.13.1. 

sentaban regiones dianas en la región que constituía la sonda, pero si en una zona 
cercana dentro de la secuenci

nte se pro  hibridación con sonda marc  al revelad
brana. S

 destilada durante 10 minuto

entos de restricción para form moléculas es. 

ntes de realizar la reacci CR, el AD lar se dial evo du

 continuación, se llevó a cab
la de fr

na reacció R utilizan o ADN m

tido divergente, es decir, a partir de la región 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 72ºC). 

Los componentes de la reacción de PCR fueron los siguientes:  

ADN molde 1-10 ng 

Cebadores 30 pmoles 
Tampón ADN polimerasa  5 µl 

dNTPs 0,2 mM de cada uno 
ADN polimerasa Pfu Turbo 1-2,5 U 

Agua destilada csp 50 µl 
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Los parámetros de los ciclos de la reacción de PCR se optimizaron en cuanto a 
temperatura de hibridación de los cebadores y tiempo de elongación dependiendo del 

s un primer calentamiento a 98ºC durante 2 
minutos, se aplicaron 30 ciclos constituidos por tres etapas: desnaturalización a 98ºC, 30 
seg

es de agarosa al 0,7% (p/v).  

Por último se procedió a clonar el fragmento amplificado. Cuando se produjo una 
rea

aron en el vector pBC KS(+) 
dig

 mediante PCR inversa 

tamaño de los fragmentos. En general, tra

undos; hibridación de los cebadores a 72ºC, 30 segundos; y extensión a 72ºC, 3 
minutos y 30 segundos y un ciclo final de extensión a 72ºC durante 10 minutos. El 
resultado de la PCR se visualizó en electroforesis en gel

De la mezcla de fragmentos circulares, la ADN polimerasa amplificó específicamente un 
fragmento lineal con origen y final en dicha zona e incluyendo las secuencias que la 
flanqueaban, en el ADN original. En la unión entre estas últimas, apareció el lugar de 
restricción para la enzima previamente utilizada en la digestión del ADN (Figura 41). 

cción inespecífica en la que aparecía una mezcla de fragmentos de diferentes tamaños, 
se extrajo del gel el fragmento de tamaño esperado según se describe en el apartado 
III.12.7. Los fragmentos amplificados con PfuTurbo se clon

erido con EcoRV que genera extremos romos. 

Una vez clonado, el fragmento se secuenció utilizando tanto cebadores universales de 
clonación y cebadores diseñados 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 amplificación de ADN

CCeebbaaddoorr SSeeccuueenncciiaa  ((55’’  ----))33’’)) Bases Tm(ºC) Fragmento amplificado

CP1inv1 CTGCACACGAAGTCAGCCACGGCTTTAC 28 69,5 - 

CP1inv2 GATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAACC 28 72,4 SalI de 2,6 kb 

CP1inv3 GCAGGTAAAGCTGTACGCTGTTGAGCCG 28 69,5 - 

CP1inv4 GCGTTTTCCATGGTACAAGTGCTGCCAG 28 68,0 SalI d

Fragmentos DraI de 3,8 kb y 

Fragmentos DraI de 3,8 kb y 
e 2,6 kb 

CP2inv1 TGGCATCGCGGTGTAAAGCAGCTGTTC 28 69,5 Fragmento SacI de 2,3 kb 

CP2inv2 CCGATTTCTGTCGCGTCTTCTCAATGGC 28 68,

AATGCTGA  69,1

29 66,7 Fragmentos 

66,7

0 Fragmento SacI de 2,3 kb 

GspDinv1 GCTTCGTGCGCTTC TGTCATC 29  Fragmentos AcsI de 1,7 kb y 
HinfI de 1,7 kb 

GspDinv2 TGAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGC AcsI de 1,7 kb y 
HinfI 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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IIIIII..1133..  HHIIBBRRIIDDAACCIIÓÓNN  DDEE  AADDNN  

 Las hibridaciones de ADN se realizaron según la metodología descrita por Sambrook y 
Ru 01

IIIIII..1133..11..  MMaarrccaajjee  ddee  llaass  ssoonnddaass  ccoonn  ddiiggooxxiiggeenniinnaa  

 Para el marcaje de las sondas se siguió el método descrito por Fe elstein 
(1 iz do  dig n r 
de desoxinucleótidos radiactivos. Para ello, se marcó 0,5-1 µg de ADN utilizando el kit DIG 
DN lli s, uien la
fabricante. A rcaje  AD  d 0 

IIIIII..1133..  HHIIBBRRIIDDAACCIIÓÓNN  DDEE  AADDNN  

 Las hibridaciones de ADN se realizaron según la metodología descrita por Sambrook y 
Ru 01

IIIIII..1133..11..  MMaarrccaajjee  ddee  llaass  ssoonnddaass  ccoonn  ddiiggooxxiiggeenniinnaa  

 Para el marcaje de las sondas se siguió el método descrito por Fe elstein 
(1 iz do  dig n r 
de desoxinucleótidos radiactivos. Para ello, se marcó 0,5-1 µg de ADN utilizando el kit DIG 
DN lli s, uien la
fabricante. A rcaje  AD  d 0 

ura 41. E uema de la estrategia de PCR inversa ia de PCR inversa 

ssell (20ssell (20 ). ). 

inberg y Volginberg y Volg
983), util983), util ándose desoxiuridín-trifosfato marcaándose desoxiuridín-trifosfato marca concon oxigeoxige ina (DIG-dUTP) en lugaina (DIG-dUTP) en luga

A LabeA Labe ng (Roche), durante 16-20 horang (Roche), durante 16-20 hora sigsig do do s recomendaciones del s recomendaciones del 
ntes de iniciar la reacción de mantes de iniciar la reacción de ma , el, el N seN se esnaturalizó durante 1esnaturalizó durante 1
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minutos en agua hirviendo, seguido de 30 segundos en hielo. Para un volumen final de 20 
µl se utilizaron las siguientes cantidades: 

ADN 0,5-1 µg 

Mezcla de hexanucleótidos (10 X) 1 µl 

dNTP marcados (10 X) 2 µl 

Agua destilada csp 20 µl 

Enzima Klenow 1 µl 

Una vez finalizado el tiempo de marcaje, se paró dicha reacción con una solución 0,2 M 
de EDTA, pH 8,0. La eliminación de los nucleótidos no incorporados se llevó a cabo 
mediante la precipitación de la sonda de ADN con LiCl 4 M y etanol de 96ºC, previamente 
enfriado, durante al menos 30 minutos a –80ºC, y posterior centrifugación y disolución de 
la misma en agua destilada. El ADN marcado se conservó a –20ªC hasta su utilización. 

IIIIII..1133..22..  TTrraannssffeerreenncciiaa  ddeell  AADDNN  aa  llaass  mmeemmbbrraannaass    

 Los soportes más comúnmente empleados en la transferencia de los ácidos nucleicos 
son las membranas de nitrocelulosa o de nailon (las de éste último tipo son más utilizadas 
en la actualidad, debido fundamentalmente a su mayor resistencia). La transferencia a un 
soporte sólido de fragmentos de ADN obtenidos por digestión con endonucleasas de 
restricción y sometidos a migración electroforética en un gel de agarosa se denomina 
“Southern blotting” o “transferencia de Southern” (Southern, 1975).  

 Esta técnica se utilizó para localizar el tamaño de los fragmentos homólogos a una 
sonda en digestiones de ADN genómico o de plásmidos. La cantidad de ADN necesaria 
para la detección de los fragmentos es diferente según se trate de ADN genómico (10 µg) o 
de ADN amplificado y plasmídico (100 a 500 ng). 

1. Una vez separadas las muestras de ADN mediante electroforesis en geles de agarosa (si 
N total se recomienda dejar la electroforesis toda la noche a 
nseguir así una mejor separación de las bandas de ADN) se 

fotografía teniendo en cuenta la escala fotográfica. 

inutos en 100 ml de HCl 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 desnaturalización del ADN en 

Solución desnaturalizante (incubación del gel en 100 ml de dicha solución durante 30 

4. Se realizan dos incubaciones de 15 minutos en 100 ml de Solución renaturalizante.  

Procedimiento 

estamos trabajando con AD
velocidad muy lenta para co

2. Se procede en primer lugar a la depurinización ácida mediante la incubación del gel 5 
m

minutos), seguidamente se enjuaga con agua. 

5. Enjuagamos con agua. 
6. Se procede a realizar un puente salino: utilizamos para ello una bandeja de plástico que 

contiene 1 l de tampón SSC 20X, atravesado sobre ella colocamos un soporte de plástico y 
lo recubrimos con papel de filtro doble empapado también en SSC 20X, de manera que 
contacte con la solución 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 frágil.  
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8. La membrana de nailon (HybondTMN+ de 0,45 µm de diámetro de poro, Amersham 

9. Seguidamente se colocan 3 pape
Pharmacia) se recorta con el tamaño exacto del gel y se coloca sobre él. 

les Whatman 3MM empapados en tampón SSC 20X 
sobre la membrana de nailon y sobre éste medio paquete de servilletas para que absorban 
el tampón

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 
lápiz. 

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

. 

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

Solución 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 trisódico, 88,2 g, Agua destilada, csp 1000 ml. 

IIIIII..1133..33..  PPrreehhiibbrriiddaacciióónn  

ora a 37ºC en un horno de Las membranas se prehibridaron durante al menos 1 h
hibridación (Stuart Scientific) con agitación. Esta prehibridación se realizó en Tampón de 
hibridación. El agente de bloqueo utilizado fue obtenido de la casa comercial Roche. Para 
la desionización de la formamida se usó la resina comercial Molecular Biology Grade AG 
501-XB (Bio Rad): se desionizaron 100 ml de formamida con 5 g de resina, en agitación en 
cámara fría durante toda la noche. Se procedió a su filtración para eliminar los restos de 
resina y se conservó a 4ºC. 

 Tampón de hibridación: Formamida desionizada, 25 ml; SSC20 X, 12,5 ml; Agente de bloqueo 10 

IIIIII..1133..44..  HHiibbrriiddaacciióónn 

X, 10 ml; N-Lauril sarcosina al 5%, 1 ml; SDS 10%, 0,1 ml; Agua destilada, csp 50 ml. 

 

La hibridación se llevó a cabo durante un periodo de tiempo variable entre 2 y 24 horas, 
en las mismas condiciones que la prehibridación, pero añadiendo a 10 ml de la solución 
anterior la sonda marcada con digoxigenina, previamente desnaturalizada por incubación a 
100ºC durant

IIIIII..1133..55..  LL

e 10 minutos. 

aavvaaddoo  ddee  llaass  mmeemmbbrraannaass  

 Tras l ib s con 
una solución d rante 
15 minuto

IIIIII..1133..66..  DD

a h ridación, las membranas se lavaron a 37ºC dos veces durante 5 minuto
e lavado que contenía SDS 0,1% y SSC 2X y otras 2 veces a 68ºC du

s con una solución conteniendo SDS 0,1% y SSC 0,5X. 

eetteecccciióónn  

 La detecc s del 
fabricante (Roc

ión se realizó a temperatura ambiente, siguiendo las instruccione
he).  
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Protoco

2. 

nina conjugado con fosfatasa alcalina) (Roche). 

6. alcalina ( CSPD, Roche) a una 
concentración de 25 mM diluido en Tampón de detección 1:100.  

7. Se secan las membranas y se elimina el exceso de líquido con papel Whatman. 
nos 1 hora, 

lo de detección 

1. Las membranas se lavan brevemente en Solución de lavado.  
A continuación, las membranas se preincuban durante 30 minutos en una Solución de 
bloqueo.  

3. Se incuban durante 30 minutos en Solución de bloqueo con anti-DIG-AP (anticuerpo anti-
digoxige

4. Seguidamente, se lava dos veces con Solución de lavado. 
5. Se equilibran las membranas durante 2-5 minutos con el Tampón de detección.  

Una vez equilibradas, se añade el sustrato para la fosfatasa a

8. Por último se expone sobre una película Kodak-O-Mat a 37ºC durante al me
procediéndose a continuación al revelado utilizando revelador y fijador Kodak al 1X (Sigma) 

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

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

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

Tampón de detección: TrisHCl 1 M, pH 9,5, 5 ml; NaCl 5 M, 1 ml; Agua destilada, csp 50 ml. Es muy 
importante ajustar la solución a pH 9, 0 pH óptimo de actuación para la fosfatasa alcalina. 

aCSPD: 3-(4 meto xispiro{1,2-dioxetano-3,2’-(5’cloro)triciclo[3.31.13,7]decano}-4-il) fenil fosfato disódico 

IIIIII..1133..77..  RReeuuttiilliizzaacciióónn  ddee  llooss  ffiillttrrooss  

s se procedió a lavar las membranas brevemente con agua 
destila  una 
solución se lavó con SSC 

Las membranas se conservan en un papel de filtro a temperatura 

 Para reutilizar los filtro
da, seguidamente se lavaron 2 veces más durante 15 minutos a 37ºC en

 NaOH 0,2M y SDS 0,1% para separar la sonda. Seguidamente 
2X y se secaron al aire. 
ambiente. 

IIIIII..1144..  SSEECCUUEENNCCIIAACCIIÓÓNN  YY  AANNÁÁLLIISSIISS  DDEE  LLAA  SSEECCUUEENNCCIIAA  DDEE  AADDNN  

IIIIII..1144..11..  SSeeccuueenncciiaacciióónn  ddee  AADDNN  

entos de ADN analizados en el presente trabajo 
han sido realizadas por la empresa MWG-Biotech (Ebersber, Alemania) mediante un 

la secuenciación fueron 
cebadores universales comerciales y otros internos de diseño, sintetizados por MWG-

n ir avanzando en la lectura de la secuencia (Tabla 21). 

 La secuenciación de los distintos fragm

secuenciador automático (LiCor). 

 Los oligonucleótidos empleados como iniciadores en 

Biotech, que permitiero
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Tab s en la secuenciación del ADN la 21. Cebadores utilizado

C aeb dor Secuencia (5’ --)3’) Cebador

GTAAAACGACGGCCAG CP3.6 CGGACAAGAGTTAAGTG
AATTAACCCTCACTAAAGGG CP4
GTAATACGACTCACTATAGGGC CP4.2 CGTTTACTCTC

TCAACAG
CGAAGAAATCACCAACGG PET1.2 G
CTCACGGTAACCATTAGC PET1.3 GTAACATCAAG
GCTCAAGTCAATAACACG PET1.4 CTCACATCCAAATAGCCG
CACTGATACCATCCTGAG PET2.1 GGTGTCGATGCAGCAGA

Secuencia (5’ --)3’) 

M13 reverse  CAGGAAACAGCTATGAC CP3.5 GCAATCATAGCTACTGAGTGTC
M13 foward ATG 
T3 .1 CTCAAAGCTCTTCGGATCC 
T7 ATGTTCG 
T7 terminator CTAGTTATTGCTCAGCGGT PET1.1 GC CGTACAGC 
CP2.1 CTGTCCAATAAAGCTGG 
CP2.2 CCTAAGCG 
CP2.3  
CP2.4 T 
CP3.1 
CP3.2 

GCCTTTGTGCATTTGCTG PET2.2 GCGACCGTAATAGTAGTCG 
TGCACCATGAGTACAAACG PD2.1 CGCACAATATCAACACG 

CP3.3 GCTCATTCTCGATGGCAGG PD3.1 GGATCAGTGGACCCAACTC 

tratamiento y análisis de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos, alineamiento
o el diseño de cebadores, se llevó a cabo utilizando el programa DN

CP3.4 GTCAAAACGGCGATAAAACG   

IIIIII..1144..22..  AAnnáálliissiiss  ddee  llaa  sseeccuueenncciiaa  ddeell  AADDNN  

El s, 
así com Astar (DNAstar 
Inc., Madison, Wisconsin, EEUU) y programas específicos del servidor de Internet Baylor 

, versión 1.8. y BOXSHADE 3.21 del 
European Molecular Biomedical NetWork (Jeanmougin y col., 1998). 

). 

El uso de codones más frecuentes se determinó mediante la aplicación Codon Usage 
0). 

otoras, se utilizó el programa BDGP Neural Network 
Promoter Prediction Input (Waibel y col., 1989; Reese y Eeckman, 1995). El programa 

El análisis de los productos proteicos provenientes de los genes secuenciados se realizó 

n celular de 
 proteína se utilizó el programa pSORTb (Gardy y col., 2005), este programa realiza la 

búsqueda de los motivos característicos que deben poseer las proteínas para estar 
localizadas en una región celular concreta y en base a estos análisis le asigna su 

College of Medicine como el programas CLUSTAL W

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

Database diseñada a partir de la base de datos GenBank (Nakamura y col., 200

Para la predicción de regiones prom

MFOLD se empleó para la predicción de estructuras secundarias en ARN, y así determinar 
los posibles terminadores transcripcionales (Zuker y col., 1999). 

mediante programas específicos a partir del servidor Expasy (Expert Protein Analysis System). 
Así, para la predicción de péptidos señal, se utilizó la nueva versión del programa Signal P, 
la versión 3.0 (Nielsen y col., 1997; Bendtsen y col., 2004). Para la localizació
la
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localización celular. Las predicciones para la estructura secundaria de las proteínas a partir 
de la secuencia de aminoácidos se realizó utilizando el programa SOSUI system 
(versión1 ar, 1996) ba ade ímica s de 

tales como la hidrofobicidad y la carga (Mitaku y col., 1999; 2002; Hirokawa 
iro predicción de

eínas se empleó el prog  H 199

e datos CDD (Conserved Domain Database) en el 
 búsqueda de los dominios conservados en las proteínas (Marchler-Bauber y Bryant, 

a el modelado de las se ut pro ado 
ervidor del NCIB, en struct ia se 
 dominios conservad n gra wiss-

 (Guex y Peitsch, 1997) del servidor Expasy. 

En la Tabla 22 se muestran las direcciones de las páginas Web utilizadas para el análisis 

Tab

.0/1.0, M sado en las propied s fisicoqu s de las secuencia
aminoácidos, 
y col., 1998; Mitaku y H kawa, 1999). Para la  hélices transmembrana de 
prot rama TOPPRED (Claros y eijne, 4). 

La base d servidor del NCIB se utilizó 
para la
2004). 

Par  proteínas CP1 y CP2 ilizó el grama Cn3D suministr
en el s  el que se predice la e ura terc ria de proteínas basándo
en sus os. También se utilizaro los pro mas Swiss-Model y S
PdbViewer

de las secuencias. 

la 22. Programas utilizados en el análisis de secuencias con sus correspondientes direcciones Web 

Programa Dirección Utilidad 

BDGP N.N. Promoter Prediction 
http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/promoter.pl 
 

Localización de 
promotores 

BLAST 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast 
 

Alineación de secuencias 

CLUTAL W align/Options/clustalw.html 
Alineamiento de dos o más 

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

 
secuencias proteicas 

Cn3D 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml 
 

Estructuras 3D de 
proteínas 
Frecuencia de uso

Codon frecuency http://www.kazusa.or.jp/codon/ 
  

codones 

MFOLD 
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-
simple.html 
 

Predicción de estructuras 
secundarias de ARN 

Psort http://www.psort.org/psortb/index.html 
Localización celular de 
proteínas 

Signal P http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
Predicción de péptidos 
señal 

Sosui http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html 
Determinación de regiones 
transmembrana 

Swiss-Model http://swissmodel.expasy.org/ Estructura 3D de proteínas 
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/toppred.html 
 

Predicción de regiones 
transmembrana 

TOpPPRED 
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IIIIII..1155..  EEXXPPRREESSIIÓÓNN  DDEE  PPRROOTTEEÍÍNNAASS  

IIIIII..1155..11..  GGeenneerraalliiddaaddeess  

VVeeccttoorreess  ddee  llaa  sseerriiee  ppEETT

ducible por IPTG. Los 
genes clonados en este tipo de vectores se encuentran bajo el control de la maquinaria 
transcripcional del bacteriófago T7 y, opcionalmente, bajo el control de señales de 

 polimerasa en las células hospedadoras. La T7 ARN polimerasa es tan activa y 
sel

 lo que permite la purificación de las 
pro

ad las histidinas de la proteína.  

N 
exógeno ha sido ligado en el vector (debe de estar en fase de lectura correcta), debe 
introduc célula hospedadora. Con , E. coli es la célula hospedadora. La 
cepa de E coli BL21(DE3) de Novagen posee una copia de la T7 ARN polimerasa en su 

E3, fago 
lambda que posee la región de inmunidad del fago 21 y contiene un fragmento de ADN 

see el gen lacI, el promotor lacUV5 y el gen de la T7 ARN  
formado un lisógeno DE3 cripción dire

erasa es el pro le por IPTG. La adici tivo 
en crecimiento induce la e en el 

ido (pET System Man al, Novagen 2002) (Figura 42). 

 

 Los vectores de expresión del tipo pET poseen un promotor in

traducción. La expresión de la proteína de interés se produce gracias a la presencia de la 
T7 ARN

ectiva que el producto deseado puede llegar a niveles de expresión superiores al 50% del 
total de las proteínas expresadas en la célula hospedadora (pET System Manual, Novagen 
2002). Además, el sistema de expresión de los vectores pET añade una cola de 6 histidinas 
en el extremo amino o carboxi terminal de la proteína,

teínas expresadas mediante una resina de níquel (HiTrap Chelating HP, Amersham), por 
la que tienen afinid

Una vez formada la molécula de ADN recombinante, es decir, que el fragmento de AD

irse en la  frecuencia

cromosoma. Estos hospedadores son lisógenos del bacteriófago D un derivado del 

que po polimerasa. Una vez
, el único promotor para la trans
motor lacUV5, induc

cta del gen de la T7 
ón de IPTG al culARN polim ib

 T7 ARN polimerasa, la cual transcribe l ADN diana 
plásm u

EExxpprreessiióónn  hheetteerróóllooggaa  

 La expresión heterólog vo prin  
adas cantidades de xógena al organismo hospedador po 

posible. Por ello, se utiliza como organismo hospedador principa te 
ismo es muy versá smidos exóge que permite 

 como modelo en olecular. 

La sobreexpresión de proteínas en E. coli es una herramienta de gran utilidad para la 
purificación, localización y análisis funcional de las proteínas. La técnica de expresión se 

 inserción de u a secuencia de un
nte del ORF del gen a estudiar (Claros y col., 2001). Estas proteínas pueden 

expresarse en modo nativo o como proteínas de fusión. 

a de genes es una técnica cuyo objeti
 proteína

cipal es la obtención
 en el mínimo tiemde elev  e
lmente E. coli. Es
nos, lo organ

utilizarlo

basa en la n promotor fuerte y un ión al ribosoma muy 
eficaz dela

til a la hora de aceptar plá
diversas técnicas de biología m
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Figura 42. Esquema de actuación de los vectores pET 

Represor lac

Gen lacI

Genoma de E.  coli

Promotor Lac
Lac 0

Promotor 
T7

Represor lac

Gen lacI

Genoma de E.  coli

Promotor Lac
Lac 0

Promotor 
T7

 Las proteínas que se obtienen en la fracción citoplasmática de la bacteria pueden 
ap

 (Claros y col., 2001). 

obtienen en forma de cuerpos de inclusión se encuentran como un 
aglomerado de estructuras primarias y material contaminante, como vesículas de 

sión. 

 

proteína, a tan altos niveles de 

arecer en dos formas posibles: insoluble, lo que se conoce como “cuerpos de inclusión”, 
o en forma soluble. Las proteínas que aparecen solubles en el citoplasma pueden estar en 
forma activa o inactiva. Si las proteínas presentan actividad, únicamente se requiere un 
proceso de purificación de la proteína recombinante que dependerá de dicha proteína en 
cuestión. Si estas proteínas no presentan actividad se requiere un paso previo de 
reactivación, y luego la posterior purificación de la proteína. 

 A menudo, las proteínas expresadas a elevados niveles tienden a asociarse entre sí 
mediante interacciones hidrofóbicas para hacerse más solubles. Estas asociaciones acaban 
siendo finalmente insolubles debido a su gran tamaño, ya que la proteína es muy 
abundante y forman los denominados “cuerpos de inclusión”

 Las proteínas que se 

membrana que se adhieren a los cuerpos de inclusión tras la lisis celular, por lo que no 
presentan actividad (Georgiou y Valax, 1999). En este caso se requiere un paso previo de 
solubilización de estos cuerpos de inclusión, a continuación un plegamiento de la proteína 
para que adquiera su estructura tridimensional, y por último la purificación de la proteína 
de interés de los restos que la acompañaban en los cuerpos de inclu

La obtención de proteínas expresadas en forma de cuerpos de inclusión presenta varias 
ventajas. En primer lugar, se obtienen altos niveles de proteína recombinante; además, se 
evita el paso de la proteína a través de las membranas celulares y la proteína obtenida de 
esta forma se encuentra protegida del ataque de proteasas del hospedador presentes en el 
citoplasma y el espacio periplásmico; incluso, si la 

E. coli ARN 
polimerasa
E. coli ARN 
polimerasa

GenGen T7 T7 ARN polimerasa

T7 ARN 
polimerasa

Gen diana

Inducción Inducción 
IPTGIPTG

T7 T7 ARN polimerasa

T7 ARN 
polimerasa

Gen diana
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expresión, resultara tóxica para el organismo hospedador, la producción de cuerpos de 
inclusión sería el método más eficaz para obtener la proteína recombinante (de Bernardez, 
2001). Sin embargo, tiene una gran desventaja, debido a que durante el proceso de 
renaturalización in vitro de la proteína se pueden formar estructuras intermedias inactivas de 
forma irreversible, o agregaciones, lo que interrumpiría el proceso de plegamiento 
impidiendo la formación de la proteína nativa. Este proceso improductivo puede llegar a 
predominar sobre el correcto plegamiento bajo las condiciones convencionales de dicho 
plegamiento cuando se trata de proteínas complejas (Rudolph y Lilie, 1996); por ello, este 
proceso debe ser cuidadosamente desarrollado. 

IIIIII..1155..22..  CClloonnaacciióónn  eenn  uunn  vveeccttoorr  ddee  eexxpprreessiióónn  

 Para la clonación de los genes cp1 y cp2 se eligió el vector de expresión pET22b(+). 
En este vector, de 5.493 pb, está presente el promotor inducible del fago T7, un operador 
lac, una secuencia de unión al ribosoma o Shine Dalgarno una secuencia que codifica el 
péptido lider de la proteína periplásmica pelB de E. coli , el codón de inicio seguido de un 
co

s HindIII (para el extremo N-
terminal) y XhoI (para el extremo C-terminal) en el caso de cp2. Los cebadores se 

 

nector 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). Además contiene 
un cassette que le confiere resistencia a la ampicilina. Para la clonación de estos genes se 
diseñaron unos cebadores específicos que amplificaban la región correspondiente a ambos 
genes por separado y además, se les introdujo las secuencias de restricción para dos 
enzimas. Concretamente para las enzimas EcoRI (para el extremo N-terminal) y XhoI (para el 
extremo C-terminal) en el caso de cp1 y para las enzima

denominaron CP1E, CP1X, CP2H y CP2X respectivamente y su secuencia se muestra en la 
Tabla 19. Una vez obtenidas las moléculas recombinantes se introdujeron mediante 
transformación en las células competentes BL21(DE3) (Novagen). 
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IIIIII..1155..33..  PPrroocceessoo  ddee  iinndduucccciióónn  

  

0,2 mM, 0,5 mM y 1 mM y se incuba otras 12-16 horas a 30ºC (una vez estandarizado 

El proceso de crecimiento e inducción se llevó a cabo según el protocolo descrito en 
“pET System Manual” (2000) (Novagen) modificado en algunos pasos. 

Procedimiento 

1. Se prepara un preinóculo a partir de una colonia de la cepa BL21 conteniendo el 
plásmido pPEprot1 en medio LB ampicilina. Se incuba toda la noche a 37ºC en 
agitación. 

2. Se inoculan con 2 ml de inóculo 4 matraces de 1 l conteniendo cada uno de ellos 200 
ml de medio LB ampicilina, y se incuban a 37ºC en agitación (200 g). 

3. Al inicio de la fase exponencial (DO600 0,6-0,8) se añade IPTG a concentraciones de 

la concentración óptima de IPTG se usa siempre ésta concentración). 
4. Las células se recogen por centrifugación a 6.000 g durante 10 minutos y se 

conservan a –80ºC si no se van a utilizar en el momento. 

 Antes de realizar la inducción de la enzima a gran escala se procedió a analizar 
las distintas fracciones para ver dónde se encuentra la p

IIIIII..1155..44..  AAiissllaammiieennttoo  ddee  ffrraacccciioonneess  

roteína expresada. Las 
acciones analizadas fueron: fracción celular total, fracción del medio extracelular, 
acción periplásmica, fracción citoplasmática soluble y fracción citoplasmática 

insoluble o cuerpos de inclusión. El protocolo empleado para cada aislamiento fue 
diferente según el tipo de fracción según se describe en el “pET System Manual” 
(2000) (Novagen). 

Protocolo 

La inducción se realiza como se describe en el apartado anterior pero modificando los 
volúmenes de cultivo. Se utiliza 1 matraz de 250 ml con 50 ml de medio (LB ampicilina) al 
cual, una vez alcanzada la DO600 adecuada, se le añade 0,5 mM de IPTG. Se utiliza un 
control de la inducción que no contiene IPTG. 

Fracción 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. 
2. Se tira el sobrenadante y se seca el pellet. 
3. Se resuspende el pellet en 100 µl de PBS 1x. 

fr
fr

Promotor T7 Operador lac

Peptidasa señal

T7 terminador

Promotor T7 Operador lac

Peptidasa señal

Figura 43. Región de clonación/expr

T7 terminador

esión del vector pET22b(+) 
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4. Se añade 100 µl de Tampón de carga 
5. Las células se someten a 2 pulsos de sonicación de 15 segundos de duración a 90-100 W 

de potencia.  
6. Se incuba la muestra 3 minutos a 85ºC. Se puede cargar directamente la muestra en el gel 

o congelar a –20ºC. 
Fracción del medio extracelular 

1. Una vez centrifugados los cultivos se toma 1 ml del sobrenadante de los mismos. 
Concentración: 
2. Se añade 100 µl de ácido tricloroacético y se agita con ayuda de un agitador durante 15 

segundos. 
3. Se deja reposar 15 minutos en hielo. 
4. Se centrifuga 10 minutos a 14.000 g. 

va el pellet 2 veces con 100 µl de acetona. 
00 g, se tira el sobrenadante y secamos el pellet 

 el gel o congelar 

 periplásmica 
1. Se resuspende el pellet (de los 50 ml) del paso anterior en 30 ml de Tampón A.  
2. 
3. Se c
4. Se resuspende el pellet en 30 ml de MgSO4 5 mM frío. 
5. 
6. 
7. Se t

Fracción citop
1. 
2. Se s  de duración a 90-100 W de 

potencia. 
cuba a 30ºC durante 15 minutos. 
 para separar las fracciones insolubles de las solubles. 

 100 µl de esta solución y se añaden 100 µl de Tampón de carga. 
5. Se incuba 3 minutos a 85ºC. Se puede cargar directamente la muestra en el gel o congelar 

a –20ºC. 

5. Se tira el sobrenadante y se la
6. Se centrifuga 5 minutos a 13.0
7. Se añaden 100 µl de PBS 1x y 100 µl de Tampón de carga y se resuspende. 
8. Se incuba 3 minutos a 85ºC. Se puede cargar directamente la muestra en

a –20ºC. 
Fracción

Se añade 60 µl de EDTA 0,5 M pH 8. 
entrifuga 10 minutos a 10.000 g y se tira el sobrenadante. 

Se deja en hielo 10 minutos y se agita frecuentemente. 
Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g. 

oma 1 ml de sobrenadante y se concentra como en el apartado anterior. 
lasmática soluble 

Se resuspende el pellet del apartado anterior en 4 ml de TrisHCl 20 mM pH 7,5 frío. 
omete la muestra a 2 pulsos de sonicación de 15 segundos

3. Se añaden 10 mg de lisozima y se in
4. Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g
5. Se toman 100 µl de sobrenadante y se añaden 100 µl de Tampón de carga. 
6. Se incuba 3 minutos a 85ºC. Se puede cargar directamente la muestra en el gel o congelar 

a –20ºC. 
Fracción citoplasmática insoluble 

1. Se lava el pellet del apartado anterior 2 veces con 750 µl de Tris HCl 20 mM pH7,5. 
2. Se centrifuga 5 minutos a 10.000 g. 
3. Se tira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1,5 ml de SDS 1%. Se agita 

vigorosamente. 
4. Se toman

 
Tampón A: TrisHCl 30 mM pH 8; Sacarosa 20%. 

 de carga: TrisHCl 250 mM pH 6,8; SDS 8%; 2-Me
40%; Azul de bromofe

 Tampón rcaptoetanol 10%; DTT 300 mM; Glicerol 
nol 0,02%. 
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IIIIII..1155..55..  SSoolluubbiilliizzaacciióónn  ddee  llooss  ccuueerrppooss  ddee  iinncclluussiióónn  
  Una vez analizadas las distintas fracciones se determinó que la haloproteasa CP1 
recombinante se encontraba en la fracción citoplasmática insoluble en forma de cuerpos de 
inclusión, por lo que se puso a punto un procedimiento para su solubilización. 

. coli BL21 conteniendo el plásmido pPEProt1 se crece en las condiciones 
 el apartado III.15.3. induciendo el cultivo con 0,5 mM de IPTG y las células se 

2. pellet y se resuspende en Tampón de lisis (se añaden 5 ml por cada gramo de 

 sonicación de 15 segundos de duración a 90-100 W 

e). 

ión. 
0 minutos a 10.000 g. 

arda para 
iTrap Chelating HP (Amersham). 

1. La cepa E
descritas en
recogen por centrifugación a 10.000 g durante 10 minutos. 
Se pesa el 
pellet). 

3. Las células se someten a 3 pulsos de
de potencia. 

4. Se centrifuga 10 minutos a 10.000 g. 
5. Se guarda una alícuota del sobrenadante para cargar en el gel (fracción solubl
6. Se resuspende el pellet en el mismo volumen anterior esta vez en Tampón de 

solubilizac
7. Se centrifuga 1
8. El sobrenadante en el que tenemos solubilizados los cuerpos de inclusión se gu

su purificación a través de la columna H

pó  de lisis: TrisHCl 50 mM, pH 8; NaCl 300 mM; Glicerol 2

pó  de solubilización: Urea 8 M; Imidazo

66..  PPuurriiffiiccaacciióónn  ddee  pprrootteeíínnaass  eexxpprreessaaddaass  eenn  EE..  ccoollii  mmeeddiiaannttee  uunnaa  
ccoolluummnnaa  ddee  aaffiinniiddaadd  
  Como se entado anteriormente la utilización del sistema de expresión de los 
vectores pET permite la purificación de las proteínas expresadas mediante una resina de 
níquel (HiT uieron 
las indicac e

1. que tenemos solubilizados los cuerpos de inclusión (apartado anterior) 
n a través de la columna. 

pasos, 
os del proceso en tubos Falcon, y pasar a un soporte 
bar. 

y se lava 

4. uga 1 minuto a 
2.000 g y se tira el 
sobrenadante. 

níquel, para ello se 

 
resuspende. 

6. Se centrífuga 1 minuto a 2.000 
7. Se añaden 10 volúmenes de agua destilada. 
8. Se centrifuga de nuevo 1 minuto a 2.000 g y se tira el sobrenadante. 

 ha com

rap Chelating HP, Amersham), metal afín a histidinas de la proteína. Se sig
ion s del fabricante con algunas modificaciones. 

Una vez 
procedemos a su purificació

2. Se utiliza la columna HiTrap Chelating HP (Amersam) (Figura 44). Para facilitar los 
se recomienda realizar todos los pas
adecuado (columna) después de incu

3. Se abre la columna, se 
saca la resina 
con 10 volúmenes de 
agua destilada. 
Se centrif

 
Tam n 0%; N-lauril sarcosina 0,2%. 

Tam n l 50 mM; ClNa 0,5 M; Disolución en PBS 1X pH 8. 

IIIIII..1155..

5. Se carga la resina con 

añaden 10 volúmenes de 
S04Ni (5 mg/ml) y se

Figura 44. 
Chelating HP

g y se tira el sobrenadante. 

Columnas de purificación HiTrap 
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9. Se vuelven a añadir 5 volúmenes de S04Ni (5 mg/ml). 
10. Se centrifuga 1 minuto a 2.000 g y se tira el sobrenadante. 
La resina ya está cargada, procedemos a su equilibrado. 
11. Se añaden 10 volúmenes de Tampón de equilibrado. 
12. Se centrifuga 1 minuto a 2.000 g y se tira el sobrenadante. 
13. Se incuba con la muestra (del apartado anterior) durante 2 horas a temperatura ambiente 

14. ecuado (columna) y se elimina 

15. con 30 ml de Tampón de equilibrado. 
Eluc

16. cesivamente Tampón de elución (5 ml de cada concentración) conteniendo 
entes de imidazol de 100 a 500 mM, recogiendo 

18. en las que la proteína se encuentra en concentraciones más elevadas se 
M pH 8 para eliminar los restos de imidazol. 

Reg a
1. 
2. Se lava con 20 volúmenes de agua destilada 
3. Se añaden 20 volúmenes de agua destilada y 20% de etanol. Conservar a 4ºC. 

en agitación. En estas condiciones la proteína, que contiene la cola de 6 histidinas queda 
retenida en la resina. 
Transcurrido este tiempo, se pasa la mezcla al soporte ad
todo lo que no se ha unido a la resina. 
Se lava 

ión de la proteína 
Se añaden su
en cada caso concentraciones creci
fracciones de 1 ml en tubos Eppendorf. 

17. Las distintas fracciones se analizan en gel de acrilamida. 
Las fracciones 
dializan frente a tampón TrisHCl 20 m

ener ción de la columna 
Se añaden 20 volúmenes de Tampón de regeneración 

 
Tampón de equilibrado: Urea 8 M; Imidazol 100 mM; ClNa 0,5 M; disolución en PBS 1x pH 8. 

Tampón de elución: Urea 8 M; ClNa 0,5 M; Imidazol a concentraciones 100, 200, 300, 400, 500 
mM; disolución en pBS 1x pH 8. 

Tampón de regeneración: ClNa 0,5 M; EDTA 0,05 M pH 4.  

IIIIII..1166..  CCAARRAACCTTEERRIIZZAACCIIÓÓNN  FFEENNOOTTÍÍPPIICCAA  YY  GGEENNOOTTÍÍPPIICCAA  

IIIIII..1166..11..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ffeennoottííppiiccaa  

IIIIII..1166..11..11..  CCaarraacctteerrííssttiiccaass  mmoorrffoollóóggiiccaass  

Morfología y

Para re ade a un cultivo del microorganismo a ensayar una 
pequeña cantidad de solución salina estéril al 10%. Al cabo de unos minutos, las bacterias 
móviles se desplazan a la solución 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 morfología bacteriana y las agrupaciones típicas de cada cepa. 

Se ha utilizado un microscopio Olympus BX41 provisto de una cámara digital DP70 
(Olympus). 

Tinción d

Para realizar esta tinción diferencial se emplearon cultivos recientes de las cepas y se 
siguió la técnica de Gram convencional y mediante la modificación de Dussault (1955). 

 motilidad 

alizar esta prueba se añ

e Gram 
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IIIIII..1166..11..22..  CCaarraacctteerrííssttiiccaass  ffiissiioollóóggiiccaass  

Crecimie

El crecimiento de cada cepa se determinó en una serie de medios de cultivo  
adicionado to de 
levadura al 1% iente 
mediante d e 7,2 
y 7,4, y se adicionó agar al 2% para obtener medios sólidos. Las concentraciones de sales 
ensayadas fueron: 0; 0,9; 3; 5; 7,5; 10; 12; 15 y 20%. 

partir 
 cultivo líquido en fase logarítmica de 

nte la siembra en estrías y 
as se 

observaron a distintos intervalos de tiempo: 1, 2, 3, 
onsideró positivo siempre que el 

 fue notorio. 

Crecimiento en anaerobiosis 

determinó 
ando 

el medio SW10 y se incubaron durante 7 días a 
37ºC dentro de una campana de anaerobiosis (Figura 45). Para la generación de la 
atmósfera anaerobia se utilizó AnaeroGen (Oxoid) y un indicador de anaerobiosis (Oxoid). 

IIIIII..1166..11..33..  PPrruueebbaass  bbiiooqquuíímmiiccaass  

ncia de la enzima citocromo c oxidasa, cuyo 
 cadena respiratoria, el citocromo c, tiene la propiedad de 

cambiar el color del reactivo tetrametil-p-fenilendiamina en solución acuosa al 1%. Se 
sig

Prueba de la catalasa 

de determinar si el microorganismo posee la enzima catalasa, la cual está 
presente en la mayoría de las bacterias que crecen en condiciones aerobias. La prueba se 

nas gotas de agua oxigenada al 3% (v/v) sobre un cultivo joven. Si 
apar

nto a distintas concentraciones salinas 

s de diferentes concentraciones de sales. El medio de cultivo contiene extrac
 y glucosa al 0,1% al cual se le añadió la solución de sales correspond

ilución de una solución de sales al 30% (Subow, 1931). El pH se ajustó entr

Los medios así preparados se inocularon a 
de un
crecimiento, media
posteriormente se incubaron a 37ºC. Las plac

5 y 7 días. Se c
crecimiento

El crecimiento en anaerobiosis se 
mediante la siembra en placa con estrías, utiliz 45. Campana de anaerobiosis Figura

Prueba de la oxidasa 

La prueba detecta la presencia o ause
inmediato precursor en la

uió el método de Kovacs (1956). En esta prueba el reactivo ya viene preparado en unas 
tiras comerciales y sólo hay que añadir el microorganismo problema, con la ayuda de un 
palillo de dientes, sobre la tira que contiene el reactivo de la oxidasa. La reacción positiva 
viene indicada por la aparición de un color azul-violeta intenso antes de 10 segundos. 

Se preten

realizó añadiendo u
ece un burbujeo inmediato será consecuencia de la actuación de la catalasa sobre el 
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agua oxigenada hasta descomponerla en agua y oxígeno y el resultado de la prueba es 

Pr

En primer lugar se mezcló el extracto de levadura con la solución de sales y el agar y se 
esterilizó en autoclave a 121ºC durant
cuando alcanzó la temperatura de 
esterilizado por filtración. Tras la inoc
días. 

Para su lectura se invirtieron las pla
amoníaco. 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 fenolftaleína liberando fenolftaleína, que al reaccionar con los 
vapores de amoníaco adquiere un color ros

Producción de ácidos a partir de c

, 
sacarosa, D-trealosa y D-xilosa.  

 de la prueba se empleó el siguiente: 

Extracto de levadura (Difco) ...........0,5 g 

rillo (Cowan y Steel, 1982). 

positivo. 

ueba de la fosfatasa 

Se utilizó el siguiente medio: 

 Extracto de levadura (Difco) ...........0,5 g 
 Difosfato de fenolftaleína (Sigma)...0,001 g 
 Solución de sales al 10%................csp 100 ml 
 Agar (Pronadisa).............................2 g 

e 15 minutos. Posteriormente se dejó enfriar y 
60ºC se le añadió el difosfato de fenolftaleína 
ulación, las placas se incubaron a 37ºC durante 5 

cas y sobre las tapas se depositaron unos mililitros de 

a característico (Koneman y col., 1983). 

arbohidratos 

Se determinó la producción de ácidos a partir de los siguientes carbohidratos: D-
arabinosa, D-fructosa, D-galactosa, glicerol, D-glucosa, lactosa, maltosa, D-manitol

Como medio para la realización

 
 Rojo fenol ....................................... 0,001 g 
 Sales al 10%...................................csp 100ml 

El rojo fenol de disolvió previamente en 0,5 ml de alcohol para facilitar su 
homogenización. El pH se ajustó a 7,6. Los carbohidratos se esterilizaron por filtración y se 
añadieron al medio base a una concentración final del 1%. 

Para obtener el inóculo se empleó el medio SW10. La incubación se realizó durante 14 
días efectuándose lecturas diarias. La producción de ácidos se manifiesta mediante el viraje 
del indicador a color ama
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Producción de indol 

Como medio base se empleó: 

Triptona (Oxoid)....... 1 g 
les al 10%............  csp 100ml 

El pH se ajustó a 7,6 y se
dura te 5 minutos. Este medio
líqui
lectura se añadió 0,5 ml del reactivo de Kovacs (1928), se 
ag

Reactivo de Kovacs (1928) para indol: 
 

 luz y 
almacenarse a 4ºC. El color del reactivo debe ser amarillo o marrón claro. 

Prueba del rojo de metilo 

cosa ................... 0,5 g 
es al 10%............ csp 100 ml 

121ºC durante 15 minutos, 
culti

arillo negativa (Cowan y Steel, 
1982) (Figura 47). 

............0,04 g 
 Etanol .............................................40 ml 
 Agua destilada................................csp 100 ml 

El indicador se disuelve primero en el alcohol y después se enrasa con agua destilada.  

 

 
 Sa

 esterilizó en autoclave a 121ºC 
n  se inoculó a partir de un cultivo 
do reciente y se incubó a 37ºC durante 7 días; para la 

itó y al cabo de un minuto se observó el color: la prueba se 
consideró positiva al observar la aparición de un anillo de 
color rojo en la parte superior del medio (Figura 46). 

Figura 46. Prueba del indol 

 p-Fenilen diaminobenzaldehido ......5 g 
 Alcohol amílico................................ 72 ml 
 HCl.................................................. 25ml 

El aldehído se disolvió en el alcohol por calentamiento suave en baño maría (50-55ºC), 
se enfrió y se añadió el ácido clorhídrico. Este reactivo debe protegerse de la

El medio de cultivo utilizado fue: 

 Glu
 Sal

Se ajustó el pH a 7,6, se esterilizó en autoclave a 
se inoculó a partir de un 

vo líquido reciente y se incubó a 37ºC durante 7 días.  

Para su lectura se añadieron unas gotas de una 
Solución de rojo de metilo, se agitó y se observó el posible 
cambio de color: rojo indica que la prueba es positiva y am

Figura 47. Prueba del rojo de metilo

Solución de rojo de metilo 
 
 Rojo de metilo.....................
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Prueba de Voges-Proskauer 

iones utilizadas son las mismas que en la prueba del rojo 
de metilo. Para su lectura se añadieron 0,6 ml de solución de α-naftol en etanol y 0,2 ml 
de solución acuosa de KOH al 40%. Los tubos se examinaron a los 15 minutos y después 
de una hora. La reacción positiva viene indicada por la presencia de un color rojo intenso 

 Si es necesario se debe 

Reducción de nitratos y nitritos 

967) se utilizó un medio con nitrato 
potásico al 0,2%, cuya composición es la siguiente: 

KNO3 ..............................................0,2 g 
 

l 

P rham. El medio se 
ino

Reactivo B de 
 rojo indica la presencia de nitritos y por tanto se considera 

positiva la reducción de nitratos. 

Si al cabo de 5 minutos la reacción continua siendo negativa se añade limaduras de zinc 
(apr rridos unos segundos indica 
la encia de este color indica la 

 disuelven sometiéndolas a un 

Reactivo A: Solución al 0,8% de ácido sulfanílico en ácido acético 5 N. 
 acético 5 N. 

ica de Koser (1923). En un medio base (SW10) con la solución de sales 
al 1 ico al 0,2 % y azul de bromotimol al 0,008%. El pH se ajustó a 
7,6 y se esterilizó a 121ºC durante 5 minutos. Los tubos de agar inclinado se inocularon a 
partir de un cultivo joven y se incubaron a 37ºC durante 7 días al cabo de los cuales se 
proc oduce un viraje del 
me

El medio de cultivo y las condic

(Barrit, 1936). 

La solución de α-naftol no debe tener color rojo oscuro.
redestilar (Fulton y col.,1960). 

Siguiendo la metodología descrita por Skerman (1

 
 Extracto de levadura (Difco) ...........0,5 g
 Sales 10% ......................................csp 100 m

ara detectar la formación de gases se emplea una campana Du
cula y después de 7 días de incubación a 37ºC 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 añade 1 ml de Reactivo A y 1 ml de 
nitritos. La aparición de color

oximadamente 5 mg/ml). La aparición de color rojo transcu
presencia de nitratos en el medio y por tanto la aus

reducción de los nitritos. Las soluciones de Reactivo A y B se
calentamiento suave: 

Reactivo B: Solución al 0,5% de α-naftilamina en ácido

Citrato de Simmons 

Se siguió la técn
0% se añadió citrato sód

edió a la lectura. La prueba se considera como positiva si se pr
dio a color azul intenso, siendo negativa si el mismo permanece verde. 
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Prueba de la fenilalanina desaminasa 

El pH se ajustó a 7,6 y se esterilizó en autoclave. Tras verter el medio en tubos estériles 
se 

ó 5 gotas de FeCl3 en solución acuosa al 10%. La 
inm

Pru a de la arginina desa

E

añadiéndola al medio estéril a 55ºC-60ºC. La 
sie

oneman y col., 1983). 

Prueba de la

gar urea descrito por Christensen (1946), cuya composición es la 
sig

Solución de urea: 

 Urea................................................2 g 
 Sales al 10%...................................13,4 ml 

Medio utilizado: 

 DL-Fenilalanina...............................0,2 g 
 Extracto de levadura (Difco) ...........0,3 g 
 Sales al 10%...................................csp 100 ml 
 Agar (Pronadisa) ............................2 g 

dejó solidificar el agar en pico de flauta. Los tubos se inocularon y se incubaron a 37ºC 
durante 7 días. 

Para la lectura se añadieron 4 
ediata aparición de un color verde intenso indica la presencia de ácido fenilpirúvico y la 

prueba se considera positiva (Cowan y Steel, 1982). 

eb minasa 

l medio utilizado fue: 

 Extracto de levadura (Difco) ...........0,1 g 
 Rojo fenol .......................................0,001 g 
 Agar (Pronadisa).............................0,3 g 
 Arginina ..........................................1 g 
 Sales al 10%...................................csp 100 ml 

El pH del medio se ajustó hasta conseguir una coloración amarillo-anaranjada. 

La arginina se esterilizó por filtración 
mbra se realizó en picadura y los tubos se cubrieron con una capa de aceite de parafina 

estéril de 1 cm de grosor. 

La incubación se realizó a 37ºC durante 7 días y transcurrido este tiempo la presencia 
de un color rojo en los tubos indica una reacción positiva debida a la liberación de aminas 
por descarboxilación (K

 ureasa 

Se utilizó el medio a
uiente: 

Medio base: 

 Peptona ..........................................0,1 g 
 Glucosa ..........................................0,1 g 
 Solución de rojo fenol al 0,2% ........0,6 ml 
 Sales al 10% ..................................86,6 ml 
 Agar (Pronadisa).............................2 g 
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Al medio base se le ajustó el pH a 6,8 y se esterilizó a 121ºC durante 20 minutos. Tras 
ser jó enfriar en baño maría hasta una temperatura de 50-55ºC. La 
solución de urea se esterilizó por filtración y se añadió asépticamente al medio base. Se 
distr uyó en tubos estériles y os tubos se inocularon a 
part de un cultivo joven y se inaron diariamente 
y la prueba se dio como positiva al observar la aparición de color rojo. 

IIIIII..1166..11..44..  PPrruueebbaass  nnuuttrriicciioonnaalleess  

ó la capacidad de cada cepa para utilizar un total de 95 sustratos 
diferentes como única fuente de carbono y energía (Tablas 23 y 24). 

esterilizado se de

ib se dejó solidificar en pico de flauta. L
ir incubaron a 37ºC durante 7 días. Se exam

 Se determin

Tabla 23. Sustratos utilizados en las pruebas nutricionales para la caracterización de microorganismos 
Gram-positivos 

c aα-ciclodextrina  β-metil-galactósido  Metil piruvatod 
β-ciclodextrinac 3-metil-glucosaa Metil succinatod 
Dextrinac α-metil-D-glucósidoa Propionatod 
Glucógenoc β-metil-D-glucósidoa Piruvatod 
Inulinaa α-metil-D-manósidoa Succinamatod 
Mananoa Palatinosaa Succinatod 
Tween-40c D-psicosaa N-acetil-L-glutamatod 
Tween-80c D-rafinosaa Alaninamidaf 
N-acetil glucosaminaa L-ramnosaa D-alaninah 
N-acetil manosaminaa D-ribosaa L-alaninah 
Amigdalinaa Salicinaa L-alanil-glicinah 
L-arabinosaa Sedoheptulosanoa L-asparraginah 
D-arabitola D-sorbitola L-glutamatod 
Arbutininaa 

a
Estaquiosaa Glicil-L-glutamatod 

Celobiosa  Sacarosaa L-piroglutamatod 
D-fructosaa D-tagatosaa L-serinah 
L-fucosaa D-trehalosaa Putrescinak 
D-galactosaa Turanosaa e

D-galacturonatod Xillitola 
2,3-butanodiol  
Glicerole 

Gentiobiosaa 
d

D-xilosaa Adenosinai 
D-gluconato  Acetatod 2-deoxiadenosinai 
α-D-glucosaa α-hidroxibutiratod Inosinai 
m-Inositola β-hidroxibutiratod Timidinai 
α-D-lactosaa γ-hidroxibutiratod Uridinai 
Lactulosaa p-hidroxifenilacetatod Adenosina-5’-monofosfatog 
Maltosa  a α-ketoglutarato  d Timidina-5’-monofosfatog 
Maltotriosaa α-ketovaleratod Uridina-5’-monofosfatog 
D-manitola Lactamidaf Fructosa-6-fosfatog 
D-manosaa D-metilesterlactatod Glucosa-1-fosfatog 
D-melezitosaa L-lactatod D,L-α-glicerolfosfatog 
D-melibiosaa D-malonatod  
α-metil-D-galactósidoa L-malonatod  

a b c d e f gCarbohidratos, ésteres, polímeros, ácidos carboxílicos, alcoholes, amidas, compuestos fosforilados, haminoácidos, 
icompuestos aromáticos y kaminas 
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Tab
Gram-negativos 

la 24. Sustratos utilizados en las pruebas nutricionales para la caracterización de microorganismos 

α-ciclodextrina  c D-melibiosa  a γ-hidroxibutirato  
c a d

Glucógenoc D-psicosaa Itaconatod 
Tween-40c D-rafinosaa α-ketobutiratod 
Tween-80c L-ramnosaa α- ketoglutaratod 

d

Dextrina  β-metil-D-glucósido  p-hidroxifenilacetato  

D-sorbitola α-ketovaleratod Sacarosaa 
D,L-lactatod adonitola D-trehalosaa 
Malonato  d L-arabinosa  a Turanosa  a

Propionatod D-arabitola Xilitola 
Quinatod Celobiosaa Metil piruvatob 
D-sacaratod i-eritritola Mono-metil-succinatob 
Sebazatod D-fructosaa Acetatod 
Succinatod L-fucosaa cis-aconitatod 
Bromosuccina j to D-galactosaa Citratod 
Glucuro an mida  f Gentiobiosa  

a

a F dormianato  
Alaninamidaf α-D-glucosa  Lactona-D-galactonatod 
D-alanina  h a

ah α-D-lacto aa s -gluconat d o
L-alanil-gli ic nah Maltosaa -glucosaminato  

a od

h aa

Glicil-L- spaa -hidroxibu ir
h

m-inositol  D-galacturonatod 
DL-alanin

 D d

L-asparraginah D-manitol D-glucuronat  
L-aspartato  D-manos  α- hidroxibutiratod 
L-glutamatoh rtatoh β atod t
L-histidina

h
 Hidroxi L- -prolinah G h licil-L-glutama o

h
t

L-ornitina  L-fenilalaninah L-leucina  
L-piroglutamato D-serinah L-prolina  h

D,L-carnitinah γ-aminobutiratoh L-treoninah 
Inosina  Uridina  rocanato  i

a i 
e

Glucosa-1-fosfatog Glucosa -fo-6 ,L,-α-glicerol os
N-acetil-galactosaminaa Lacturo

h

bésteres, cpol m
k

as, gcompuestos fos
máticos y amin

o las indicacio abrican

de carbono 
 perfil ca l úrpura que con

(Bochner, 1989
s ensayad s ntran dese fondo de los poc

cada pocillo lleva adicionada una sal de tetrazolio, que actúa como aceptor de 
En el caso de que la bacteri

electrones. 

i i U
Fenil etilaminak Putrescin k Timidina
2,3-butanodiole Glicerol  2-amino etanolk 

sfatog D f fatog 
saa N-acetil-D-glucosaminaa 

L-serina  Succinamatod  
aCarbohidratos, eros, dácidos carboxílicos, ealcoholes, famid forilados, haminoácidos, 
icompuestos aro as 

Para la realización de estas pruebas nutricionales se utilizó el sistema de identificación 
Biolog (Biolo ), siguiend nes del f te (Figura 48). Este sistema 
determina la capacidad de los microorganismos para utilizar (oxidar) un panel 
preseleccionado de 95 fuentes diferentes. El sistema proporciona como 
resultado un racterístico s de color p stituyen la “huella 
dactilar metabólica” de los microorganismos inoculados a; 1989b). Todos 
los nutriente  se encue cados en el illos, dedicando 
uno de ellos para el inóculo sin substrato, como control negativo. De la misma manera, 

a utilice el substrato, esta sal toma una coloración púrpura. 

í

g, Inc., USA

de pocil o

o
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Material y Métodos 

 Las cepas se sembraron en placas con medio SW10 y tras un período de incubación de 
24 a 48 horas, se procedió a resuspender las 

na solución de sales 
al 3 %. Para ello se utilizaron bastoncillos de 
algodón estériles, evitándo arrastrar nutrientes 
del medio de cultivo. La densidad óptica de 

 suspe se determinó en un 
espectrofot  590 nm (Biolog), 
previamente calibrado con una solución 
patrón y que debe estar comprendida entre 
0,35 y 0,45, correspondiente a una solución 

estándar, que equivale a una concentración entre 4x10 08 microorganismos/ml. La 
inoculación de las placas Biolog específicas para bacte am-positivas (placas Biolog 
GP) y para b -negativ
pipeta multi  canales adicionand  150 µl de la 
suspensión bacteriana preparada anteriormente. Tras la inoculación de las placas, éstas se 
incubaron a an e 24 horas

Posteriormente, se procedió a la lectura automática de las placas. Para ello se utilizó un 
lector de placas (Biolog) basado en la medida de la absorbancia de cada pocillo a 590 
nm. 

IIIIII..1166..11..55..  SSee

bacterias en 20 ml de u

nsiones 
ómetro a

las

8 y 6x1
rias Gr

acterias Gram as (placas Biolog GN) se realizó mediante el uso de una 
canal de 8 (Biolog) y o a cada pocillo

37ºC dur t . 

nnssiibbiilliiddaadd  ffrreennttee  aa  llooss  aannttiibbiióóttiiccooss  

Se llevó a cabo un estudio de sensibilidad frente a los antibióticos siguiendo la técnica 
de discos. 

Se emple  comerciales (Difco) de 6 mm de diámetro conteniendo los 
siguientes antibióticos a las concentraciones que se detallan en la Tabla 25. 

Tabl bianos utili dos 

aron discos

a 25. Antimicro za

istema de id olog Figura 48. S entificación Bi

Ácido nalidíxico 30 µg/ml 
Cloranfericol 30 µg/ml 
Eritromicina 15 µg/ml 
Estreptomicina 10 µg/ml 
Neomicina 30 µg/ml 
Novomicina 30 µg/ml 

Rifampicina 5 µg/ml 
Tetraciclina 30 µg/ml 

Las placas de medio SW10 se sembraron con una torunda estéril empapada en un 
cultivo líquido reciente y a continuación se colocaron 4 ó 5 discos por placa y se incubaron 
a 37ºC. Tras 7 días de incubación se midió el halo de inhibición de cada antibiótico 

Penicilina G 10 U 

y se 
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determinó la sensibilidad o resistencia a los mismos de acuerdo a los datos facilitados por 

uaanniinnaa  mmaass  cciittoossiinnaa  ((GG++CC))  ddeell  AADDNN  

IIIIII..1166..22..11..11..  EExxttrraacccciióónn  ddee  AADDNN  

Para extraer el ADN se siguió el método
III.12.2.2. 

IIIIII..1166..22..11..22..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  tteemmppeerraa

 de Marmur (1961), descrito en el apartado 

ttuurraa  mmeeddiiaa  ddee  ddeessnnaattuurraalliizzaacciióónn  ((TTmm))  

n y Hill (1979), para un ADN disuelto en una solución salina citratada al 1:10 en agua 
destilada (SSC 0,1X): 

Para esta determinación se utilizó un espectrofotómetro Lambda 20 (Perkin-Elmer) UV-
Vis, a una longitud de onda de 260 nm. Para ello la muestra se calentó desde 50 hasta 
110ºC a una velocidad constante de 1ºC/minuto, mediante un programador de 
temperatura  modelo PTP-1 (Perkin-Elmer). La variación de la DO260 en función de la 
temperatura se recogió en un registrador modelo 561 (Perkin-Elmer), a una velocidad 
constante de 1 cm/minuto. 

la casa comercial. 

IIIIII..1166..22..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ggeennoottííppiiccaa  

IIIIII..1166..22..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddeell  ppoorrcceennttaajjee  ggu

La Tm se determinó siguiendo el método gráfico descrito por Ferragut y Leclerc (1976). A 
partir del valor obtenido, se calculó el porcentaje de G+C mediante la fórmula descrita por 
Owe

%G+C=(%G+C)mr +2,08 x (Tmp–Tmr) 

sie
cido. 

 Como cepa de referencia 9001, cuyo ADN tiene un % 
G+C igual a 50,9 y un valor de T  en SSC 0,1X de 74,6ºC (Owen y Pitcher, 1985). 

IIIIII..1166..22..22..  HHiibbrriiddaacciióónn  AADDNN--AA

ndo (%G+C)mr  el % de G+C del ADN de una cepa de referencia, Tmr su temperatura de 
desnaturalización, y Tmp la temperatura de desnaturalización del ADN descono

 se utilizó Escherichia coli NCTC 

m

DDNN  

IIIIII..1166..22..22..11..  MMaarrccaajjee  ddeell  AADDNN  

 Para marcar el ADN se utilizó el kit comercial Prime-α-Gene Labeling System 
(Promega). Mediante este procedimiento se obtuvo una actividad específica media de 8,4 x 
106 cpm/µg de ADN. Antes de la hibridación el ADN marcado se desnaturalizó 
calentándolo a 100ºC durante 5 minutos e inmediatamente después, se mantuvo en hielo.  
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La mezcla de reacción fue la siguiente: 

Agua libre de nucleasa 20 µl 
Tampón de marcaje 5X 10 µl 
Mezcla dNTPs  2 µl 
ADN desnaturalizado 10 µl 
BSA libre de nucleasa 2 µl 
3H-dCTP 5 µl 
Enzima Klenow 1 µl 
Volumen total 50µl 

IIIIII..1166..22..22..22..  PPrroocceeddiimmiieennttoo  ddee  hhiibbrriiddaacciióónn  AADDNN--AADDNN  

filtr

Los filtros de membrana (tipo HAHY, 
Mi

alizado y el ADN 
competidor desnaturalizado y sonicado. La proporción entre las concentraciones de ADN 

N marcado fue al menos 150:1. El volumen final se ajustó a 140 µl. La 
ón fue de SSC 2X y 30% de solución de 

utilizada 

puesto 
que no rebasa el límite superior permitido 
para la validez del método de filtro de 
membrana (De Ley y Tijgat, 1970). Durante 

 
los filtros se lavaron con SSC 2X a la 
temperatura óptima de renaturalización. La 

diactividad asociada al filtro se determinó en un contador de centelleo líquido (Beckman 
Instruments) (Figura 50) y el porcentaje de hibridación ADN-ADN se calculó utilizando el 

Se siguió el método de competición en 
o de membrana, descrito por Johnson 

(1981) (Figura 49). 

Las soluciones con los ADNs 
competidores se sonicaron a 50W (Braun), 
mediante dos intervalos de 15 segundos. 

llipore) con el ADN de referencia (25 
µg/cm2) se colocaron en viales de 5 ml 
con tapón de rosca, junto con el ADN 
marcado y desnatur

Figura 49. Preparativos de la hibridación 

competidor y de AD
concentración final, en la mezcla de reacci
formamida. 

 La temperatura de hibridación 
estaba comprendida entre 45 y 60ºC. Este 
rango de temperatura es aceptable 

la incubación los viales se agitaron 
ligeramente en baño maría (Grant 
Instrument). Cada experimento se realizó 
por triplicado. Después de la hibridación

Figura 50. Contador de centelleo 

ra
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método de Johnson (1981). Por cada experimento se realizaron tres reacciones 
independientes y se calcularon los valores medios. 

IIIIII..1166..22..33..  SSeeccuueenncciiaacciióónn  ddeell  AARRNNrr  1166SS  

IIIIII..1166..22..33..11..  OObbtteenncciióónn  ddeell  AADDNN  

 Para la obtención del ADN se siguió el método de CTAB descrito en el apartado 
III.12.2.1. 

IIIIII..1166..22..33..22..  AAmmpplliiffiiccaacciióónn  ddeell  ggeenn  AARRNNrr  1166SS  

Para la amplificación del gen ARNr 16S se siguió el método de la PCR como se describe 
en

da fue la ADN polimerasa modificada de Thermus aquaticus (Lawyer y 
col.,1989), Taq ADN polimerasa (Promega). 

 y 16R1488. El cebador 16F27 se une a las 
el gen ARNr 16S de E. coli. El cebador 16R1488 

se une a los nucleótidos completarios de las posiciones 1511 a 1488. Las condiciones de la 
PC

 el apartado III.12.8. 

La enzima emplea

Los cebadores utilizados fueron el 16F27
posiciones 8 a 27 según la numeración d

R están descritas en el apartado II.12.8. 

IIIIII..1166..22..33..33..  AAnnáálliissiiss  ffiillooggeennééttiiccoo  ddee  llaass  sseeccuueenncciiaass  

Las secuencias obtenidas se alinearon con 
encias conocidas de ARNr 16S, usando 

col., 1983, Gutell y col., 1985). Para ello se 
utilizó l p

L ). ARB 
e o la dir
programas en que aúna en torno a un program
de aplicaciones con las cuales se pueden rea
ARB utiliza tres algoritmos de construcción de
1987), Maximum Parsimony (Kluge y Farris, 
1981); cada uno de ellos representa un mo
Neighbour Joining utiliza el método de correc
matriz de semejanza y el método de Jukes-Cant
obtener el árbol filogenético. 

 

secu
como referencia regiones que se encuentran 
conservadas en el gen, así como la estructura 
secundaria característica del mismo (Woese y 

Figura 51.

 e rograma ARB bajo el sistema operativo 
es un conjunto de programas desarrollados 
ección de W. Ludwig y que aventaja a otros 
a principal (ARB_NT) un importante número 
lizar análisis filogenéticos muy elaborados. 
 árboles: Neighbour Joining (Saitou y Nei, 
1969) y Maximun Likelihood (Felsenstein, 
delo evolutivo diferente. El algoritmo de 

ción de valores “similarity” para obtener la 
or o Felsenstein (Jukes y Cantor, 1969) para 

 

inux (Ludwig y Strunk, 1996) (Figura 51
n la Universidad Técnica de Munich baj

 Logotipo del programa ARB 
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IIIIII..1166..33..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  qquuiimmiioottaaxxoonnóómmiiccaa  

a cepa CP76 se determinó el contenido 
res cepas más relacionadas filogenéticamente, 

9699T, P. luteoviolacea NCIMB 1893T y P. haloplanktis 

se inocularon las tres cepas en el mismo medio (agar marino) y se cultivaron 
a 28ºC ya que está descrito que la composición de los ácidos grasos de la membrana varía 

oder realizar estudios comparativos de los 
res

os ácidos grasos se llevó a cabo por la Bacterial Culture Collection 
of 

  Para la caracterización quimiotaxonómica de l
en ácidos grasos de la misma y de las t
concretamente P. ruthenica LMG 1
subsp. haloplanktis IAM 12915T. 

 Para ello 

en función de las condiciones de cultivo y para p
ultados es fundamental que todas las cepas estén cultivadas en las mismas condiciones. 

La determinación de l
Microorganisms (BCCM), Laboratorio de Microbiología de Gante (Bélgica). 
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IV. RESULTADOS 

 

 

 

 

 



  Resultados 

IIVV..11..  AACCTTIIVVIIDDAADD  EENNZZIIMMÁÁTTIICCAA  DDEE  LLAASS  CCEEPPAASS  DDEE  CCOOLLEECCCCIIÓÓNN  

 Con el propósito de determinar la producción de enzimas hidrolíticas extracelulares 
producidas por bacterias halófilas moderadas, se seleccionó un grupo representativo de las 
mismas pertenecientes a la colección de cultivos que posee nuestro Departamento. Entre las 
posibles enzimas, se analizó la presencia en estos microorganismos de proteasas, amilasas, 
DNAsas, lipasas, pululanasas y xilanasas. Debemos indicar que los métodos de detección 
enzimática que se han utilizado en el presente estudio consistieron en el uso de medios 
sólidos en placas de Petri; concretamente, se utilizaron placas de agar caseína, agar 
almidón, agar DNA, Tween 80, agar pululano y agar xilano, respectivamente, adicionadas 
de un 10% de sales, tal y como se indica en el apartado III.4.3 de Material y Métodos. 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 26. 

Tabla 26. Producción de enzimas extracelulares en bacterias halófilas moderadas de colección 

CCeeppaa  bbaacctteerriiaannaa  AAmmiillaassaa  DDNNAAssaa  LLiippaassaa  PPrrootteeaassaa  

Gram-negativas 

Chromohalobacter canadensis ATCC 43984T - + + + 

Chromohalobacter israelensis ATCC 43985T - - - + 

Chromohalobacter marismortui ATCC 17056T - - - - 

Chromohalobacter salexigens DSM 3043T - - - - 

Halomonas halodurans ATCC 29686T - - - - 

Halomonas halophila CCM 3662T - - - - 

Halomonas magadiensis NCIMB 13595T - - - - 

Halomonas meridiana DSM 5425T + - - - 

Halomonas pantelleriensis DSM 9661T - - - - 

Halomonas salina ATCC 49509T - - - - 

Halomonas subglaciescola UQM 2926T - - - - 

Halomonas variabilis DSM 3051T - - - - 

Salinivibrio costicola subsp. costicola NCIMB 13595T - + + - 

Salinivibrio costicola subsp. vallismortui DSM 8285T - + + + 
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CCeeppaa  bbaacctteerriiaannaa  AAmmiillaassaa  DDNNAAssaa  LLiippaassaa  PPrrootteeaassaa  

GGrraamm--ppoossiittiivvaass  

Bacillus halophilus ATCC 49085T - + - + 

Marinococcus albus CCM 3317T - + - - 

Marinococcus halophilus DSM 20408T - + - - 

Nesterenkonia halobia ATCC 21727T + - - - 

Salinicoccus roseus DSM 5351T - - - - 

Virgibacillus marismortui DSM 12325T - + + + 

Virgibacillus salexigens ATCC 700290T - + - - 

Como se muestra en la Tabla 26, las actividades hidrolíticas ensayadas estaban 
ausentes en la mayoría de las cepas estudiadas; además, hay que señalar que en aquellas 
cepas en las que se observó actividad, la misma no era muy intensa. Por otra parte, tanto la 
actividad pululanasa como la xilanasa estaban ausentes en todas las cepas de colección 
ensayadas. 

IIVV..22..  SSCCRREEEENNIINNGG  DDEE  BBAACCTTEERRIIAASS  HHAALLÓÓFFIILLAASS  
MMOODDEERRAADDAASSPPRROODDUUCCTTOORRAASS  DDEE  HHIIDDRROOLLAASSAASS  EEXXTTRRAACCEELLUULLAARREESS  

En base a los resultados obtenidos, y con el fin de estudiar actividades hidrolíticas 
extracelulares producidas por bacterias halófilas moderadas, se procedió a realizar un 
amplio screening, para lo cual se hicieron muestreos a partir de diversos ambientes 
hipersalinos. Así, se recogieron muestras de diferentes salinas del Sur de España 
concretamente en Cabo de Gata (Almería), San Fernando y San Vicente (Cádiz) e Isla 
Bacuta, Río Tinto e Isla Cristina (Huelva). Se tomaron un total de 45 muestras en tres 
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 

LLuuggaarr  ddee  mmuueessttrreeoo  RRaannggoo  ddee  
ssaalliinniiddaaddeess  ((%%))  

Isla Bacuta 8,2-19,2 
Río 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 halófilas moderadas, de las cuales 892 
producían hidrolasas extracelulares, lo que representa un 9% del total. En la Tabla 28 se 
muestran las distintas actividades hidrolíticas de las cepas aisladas en el muestreo. Es 
importante destacar que no se aislaron cepas productoras de xilanasas. 

Tabla 28. Producción de enzimas extracelulares en bacterias halófilas moderadas procedentes de 
distintos muestreos 

AAMMIILLAASSAA  DDNNAAssaa LLIIPPAASSAA PPRROOTTEEAASSAA PPUULLUULLAANNAASSAA TTOOTTAALLLLuuggaarr  ddee  

mmuueessttrreeoo Agua Sed. Agua Sed. Agua Sed. Agua Sed. Agua Sed. Total 

IIssllaa  BBaaccuuttaa  15 25 - - 5 7 11 5 37 25 130 

RRííoo  TTiinnttoo  5 10 - - 5 16 - 2 - - 38 

IIssllaa  CCrriissttiinnaa  35 17 - - 13 12 4 2 21 14 118 

CCaabboo  ddee  GGaattaa  3 2 - - 6 4 2 - - - 17 

SSaann  VViicceennttee  59 28 33 5 55 43 37 1 - - 261 

San Fernando 31 39 32 48 13 28 90 47 - - 328 

Total 148 121 65 53 97 110 144 57 58 39 892 

 269 118 207 201 97  

En la Tabla 29 se muestran los porcentajes de cepas que presentan actividad hidrolítica 
con respecto al total de las cepas aisladas y a las cepas productoras. 

Tabla 29. Porcentajes de actividades hidrolíticas 

  
%%  RReessppeeccttoo  aa  

llaass  cceeppaass  
pprroodduuccttoorraass  

%%  RReessppeeccttoo  aall  
ttoottaall  ddee  cceeppaass  

Amilasas 30,1 2,7 

DNAsas 13,2 1,2 

Lipasas 23,2 2,1 

Proteasas 22,5 2,0 

Pululanasas 10,9 1,0 
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IIVV..22..11..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ttaaxxoonnóómmiiccaa  ddee  llaass  cceeppaass  pprroodduuccttoorraass  ddee  
hhiiddrroollaassaass  

De todas las cepas aisladas en el muestreo que producían alguna hidrolasa extracelular, 
elegimos 125, en base al mayor halo de hidrólisis que se observaba en la correspondiente 
placa; concretamente se eligieron 25 cepas que mostraban cada una de las actividades 
hidrolíticas ensayadas. A estas 125 cepas se les realizó un estudio más detallado para 
determinar su posición taxonómica. Las pruebas efectuadas fueron: Tinción de Gram, 
crecimiento en anaerobiosis, catalasa, oxidasa, rango salino de crecimiento y pruebas 
nutricionales mediante el sistema de identificación Biolog. 

Los resultados obtenidos nos permitieron identificar dichas cepas según 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 contaminación y 
fueron eliminadas del estudio. 

Tabla 30. Identificación taxonómica de 122 aislados capaces de producir diferentes enzimas 
extracelulares 

Género AAMMIILLAASSAA  DDNNAAssaa  LLIIPPAASSAA  PPRROOTTEEAASSAA  PPUULLUULLAANNAASSAA  TTOOTTAALL  

Salinivibrio 11 9 3 16 16 55 

Halomonas 4 3 10 2 6 25 

Bacillus-

Virgibacillus 
7 8 5 5 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 

Otro estudio que se realizó a estas 122 cepas consistió en comprobar si eran capaces 
de producir más de una de estas enzimas extracelulares. El resultado fue que 4 cepas 
poseían las 5 actividades (2 pertenecen al género Salinivibrio, 1 al género Halomonas y la 
otra pertenece al grupo Bacillus-Virgibacillus), 38 poseían 4 actividades, 36 presentaban 3 
actividades y 20 poseían 2 actividades. En total 98, de las 125 cepas estudiadas poseían 
más de una actividad hidrolítica, lo que equivale al 78,4%. 
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IIVV..22..22..  SSeelleecccciióónn  ddee  uunnaa  cceeppaa  hhaallóóffiillaa  mmooddeerraaddaa  ccoonn  aaccttiivviiddaadd  pprrootteeoollííttiiccaa 

 Llegados a este punto, con el fin de profundizar en el estudio de proteasas 
extracelulares se eligieron aquellas cepas que producían un halo de hidrólisis mayor en las 
placas de agar caseína. Seleccionamos 45 cepas que fueron inoculadas de nuevo en agar 
caseína y aquellas que mostraron su actividad hidrolítica más rápidamente fueron de nuevo 
seleccionadas para realizarles un ensayo cuantitativo de la actividad proteolítica mediante el 
método Hide Powder Azure. En base a los resultados obtenidos seleccionamos 17 cepas, 
cuya actividad proteolítica se muestra en la Tabla 31. 

Tabla 31. Cuantificación de la actividad proteolítica de las 17 cepas seleccionadas 

CCeeppaa CP10 CP32 CP48 CP52 CP55 CP56 CP63 CP70 CP76 

AAccttiivviiddaadd  

pprrootteeoollííttiiccaa  ((%%)) 
3,9 5,2 18,0 50,4 29,2 39,6 25,6 1,8 92,4 

  

 

CCeeppaa CP80 CP81 CP82 CP83 CP84 CP85 CP86 CP96 

AAccttiivviiddaadd  

pprrootteeoollííttiiccaa  ((%%)) 
4,6 1,2 2,1 11,3 12,9 21,5 6,9 1,3 

  

La actividad proteolítica representa el porcentaje de actividad determinado con relación 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 seleccionó para un estudio más profundo, a nivel 
bioquímico y molecular, la proteasa producida por la cepa CP76. Esta cepa procedía del 
muestreo realizado en Isla Cristina (Huelva), de una muestra de agua cuya salinidad era del 
9,7%. Además, esta cepa presenta las actividades extracelulares amilasa, lipasa y DNAsa. 

IIVV..33..  OOPPTTIIMMIIZZAACCIIÓÓNN  DDEE  LLAASS  CCOONNDDIICCIIOONNEESS  DDEE  CCUULLTTIIVVOO  DDEE  LLAA  CCEEPPAA  
CCPP7766  PPAARRAA  LLAA  MMÁÁXXIIMMAA  PPRROODDUUCCCCIIÓÓNN  DDEE  LLAA  PPRROOTTEEAASSAA  

  Inicialmente, se procedió a la determinación 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 utilizó el medio de sales SW líquido, con la concentración salina 
final adecuada en cada caso, se midió la DO600 y se determinó 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 0 hasta un 17,5% de sales totales. Por otro lado, se estimó un rango 
salino óptimo de crecimiento para esta cepa comprendido entre 7,5 y 10% de sales, en 
medio complejo SW, a 37ºC. También se observa crecimiento, aunque retrasado en el 
tiempo, en medio sin sal, en SW0,5 y SW1 al igual que en medios con salinidades mayores, 
SW15 y SW17,5. Por otra parte, también se estudió el crecimiento a 28ºC, obteniendo 
unos resultados muy similares. 
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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 (SW0) al 30% de sales 
(SW30) 

 Con objeto de establecer las condiciones óptimas de cultivo de la cepa CP76 para la 
máxima producción enzimática, se analizó la influencia de diversos factores tales como: i) 
las condiciones de oxigenación, ii) la temperatura de cultivo, iii) el tiempo de incubación del 
cultivo bacteriano (5, 10, 20, 30, 40 y 60 horas), la concentración de sales del medio y por 
último, iv) la presencia o ausencia de diversos sustratos en el medio. La actividad proteasa 
se determinó en el sobrenadante de los cultivos celulares incubados en las distintas 
condiciones, según el método de Hide Powder Azure (Sigma).  

ii))  CCoonnddiicciioonneess  ddee  ooxxiiggeennaacciióónn  

 Hay que destacar que sólo se observó actividad enzimática en el sobrenadante del 
cultivo bacteriano cuando éste se incubó en condiciones de elevada oxigenación. 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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iiii))  TTeemmppeerraattuurraa  

 Con respecto a la temperatura no se observaron diferencias significativas en la 
actividad cuando el microorganismo se incubó a 28 ó a 37ºC por lo que elegimos como 
temperatura de incubación 37ºC. 

iiiiii))  TTiieemmppoo  ddee  iinnccuubbaacciióónn  yy  ccoonncceennttrraacciióónn  ddee  ssaalleess  ddeell  mmeeddiioo  ddee  ccuullttiivvoo  

 Utilizando las condiciones de oxigenación y temperatura establecidas, se procedió al 
estudio de la influencia del tiempo de incubación 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 concentración de sales totales del medio fue un factor crítico para la 
actividad proteasa en el sobrenadante de los cultivos. Así, la máxima actividad se obtuvo en 
el medio que posee un 7,5% de sales. Además, se comprobó que para obtener una óptima 
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, detectándose la máxima 
actividad enzimática en el sobrenadante al cabo de 12 horas, actividad que se mantiene 
estable hasta 30 horas. No se observó actividad proteolítica en medio sin sales (Figura 53). 
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Figura 53. Influencia del tiempo de incubación y de la composición de sales del medio de cultivo en la 
actividad proteolítica del sobrenadante de la cepa CP76. La actividad proteasa relativa representa el 
porcentaje de actividad observado con relación al mayor valor de actividad obtenido en el ensayo. A la 
derecha de la figura se muestra la concentración de sal de cada uno de los medios utilizados desde 0% 
de sal (SW0) a 15% de sales (SW15) 

vv))  IInnfflluueenncciiaa  ddee  llaa  ccoommppoossiicciióónn  ddeell  mmeeddiioo  

 

 Por último, a fin de determinar la posible influencia de los distintos componentes del 
medio de cultivo en la producción y secreción de la proteasa, se ensayó y comparó la 
actividad enzimática 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 

NNuuttrriieennttee  CCrreecciimmiieennttoo  cceelluullaarr  
((DDOO660000)) ((UUnniiddaaddeess)) pprrootteeaassaa 

UUnniiddaaddeess//DDOO660000)

5,1 
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 
NH4Cl 1,4 5,7 4,2 
Casaminoácidos 1,6 6,5 4,2 
Casaminoácidos + NH4Cl 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 utilizó el medio de cultivo SW  el nutriente correspondiente (50 mM de 
cada carbohidrato y NH Cl y 1% (p/v) de glicerol, manitol y casaminoácidos). Las muestras fueron obtenidas en la fase 

icerol 
fructosa o glucosa aumenta la actividad proteasa, aunque no varía mucho con respecto al 
medio SW7,5. Asimismo, cuando se añaden al medio casaminoácidos, peptona o caldo 
nutritivo, el crecimiento de la cepa CP76 se ve potenciado, aunque la producción de la 
proteasa se ve disminuida. La maltosa tiene un efecto negativo en la producción enzimática. 

Señalaremos que, para obtener una óptima producción enzimática se requieren cultivos 
en 

IIVV..44..  CCAARRAACCTTEERRIIZZAACCIIÓÓNN  BBIIOOQQUUÍÍMMIICCAA  DDEELL  SSOOBBRREENNAADDAANNTTEE  DDEE  LLAA  

7,5 y

 
AAccttiivviiddaadd  pprrootteeaassaa  

 
PPrroodduucccciióónn  ddee  

 
(( )  

Medio SW7,5 1,2 6,3 

4
estacionaria de crecimiento (24 horas). La actividad proteasa relativa fue determinada asignando el valor de 100% de 
actividad al ensayo enzimático realizado usando el medio SW7,5. Una unidad de proteasa se define como la cantidad 
de enzima que produce el equivalente a 1 µmol de tirosina por minuto bajo las condiciones de ensayo definidas 

Como se observa en la Tabla 32, al añadir al medio de cultivo sacarosa, gl

fase exponencial tardía 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 37ºC. 

CCEEPPAA  CCPP7766  

  terminadas las condiciones experimentales idóneas para el crecimiento de la 

 

Una vez de
cepa CP76 que produce la máxima actividad enzimática, se procedió al estudio del 
sobrenadante. Así, se determinaron los valores óptimos 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 concentración de sales (C) en la actividad proteolítica 

del sobrenadante de la cepa CP76 

Los cultivos se incubaron en el medio SW7,5 adicionado de sacarosa (50 mM) a 37ºC, durante 12 horas y en 
condiciones de elevada oxigenación. La medida de actividad proteasa se realizó en muestras de sobrenadante y 
utilizando el método del Hide Powder Azure (Sigma). La actividad proteasa relativa representa el porcentaje de 
actividad observado con relación 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 óptimo de actividad a 65ºC. Se observa que 
a temperaturas más elevadas (95ºC) todavía conserva un 60% de actividad, al igual que a 
temperaturas más bajas. Por otro lado, en relación con el pH (Figura 54.B) el valor óptimo 
para la actividad enzimática fue de pH 9, pero al igual que sucedía 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 observó que el valor máximo 
para la actividad proteasa, al igual que para el crecimiento óptimo de la cepa CP76, fue a 
una concentración de sales de 7,5% (Figura 54C). Asimismo, es importante destacar que se 
detectó una actividad muy elevada (en torno al 95%) a concentraciones de sales del 5% y 
10% así como actividad en ausencia de sal. Por último, a valores altos de salinidad (30%) 
se detectó una actividad proteasa relativa en torno al 40%. 

IIVV..55..  AACCTTIIVVIIDDAADD  PPRROOTTEEAASSAA  EENN  LLAASS  DDIISSTTIINNTTAASS  FFRRAACCCCIIOONNEESS  
CCEELLUULLAARREESS  

 Se procedió 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 37ºC en agitación. Los resultados obtenidos indicaron presencia de actividad 
solamente en la fracción correspondiente al sobrenadante de la muestra, confirmándose así 
que se trata de una enzima extracelular. 

IIVV..66..  PPUURRIIFFIICCAACCIIÓÓNN  DDEE  LLAA  PPRROOTTEEAASSAA  EEXXTTRRAACCEELLUULLAARR  PPRROODDUUCCIIDDAA  
PPOORR  LLAA  CCEEPPAA  CCPP7766  

Los resultados de la purificación se muestran en la Tabla 33. 

Una vez determinadas las condiciones de cultivo para la máxima producción de la 
proteasa (cultivos en fase exponencial tardía de crecimiento, medio SW7,5 adicionado de 
sacarosa (50 mM), incubados a 37ºC en agitación), la cepa CP76 se cultivó en dichas 
condiciones. Partimos de dos litros de cultivo que fue centrifugado y el sobrenadante libre 
de células se dializó para eliminar los restos de sales que podrían interferir en la purificación 
del enzima. Las proteínas totales se determinaron mediante el Método de Bradford. 

Para la purificación de la proteasa se utilizó en primer lugar la columna de intercambio 
iónico Q-Sepharose Fast Flow. Las fracciones activas se concentraron a un menor volumen 
y como segundo y último paso de purificación se utilizó la columna de filtración en gel 
Superdex S-200. El manejo y equilibrado de las columnas está descrito en la sección de 
Material y Métodos. 
A la proteína purificada la denominamos haloproteasa CP1. 

Tabla 33. Purificación de la haloproteasa CP1 

PPuurriiffiiccaacciióónn  
PPrrootteeíínnaass  
ttoottaalleess  
((mmgg))  

AAccttiivviiddaadd  
ttoottaall  

((UUnniiddaaddeess))aa  

AAccttiivviiddaadd  
eessppeeccííffiiccaa  

((UUnniiddaaddeess//mmgg))  

FFaaccttoorr  ddee  
ppuurriiffiiccaacciióónn  

RReennddiimmiieennttoo  
((%%))  

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 

aUna unidad de proteasa se define como la cantidad de enzima que produce el equivalente a 1 µmol 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 confirmación de que la proteína purificada posee actividad proteasa se demuestra a 
través del correspondiente zimograma, en el que se observa la zona de hidrólisis en la región 
correspondiente a este peso molecular (Figura 56). 
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Figura 55. Electroforesis SDS-PAGE de los pasos seguidos en la purificación de la haloproteasa CP1 
1. Marcador de pesos moleculares; 2. Preparación dializada de extracto crudo del sobrenadante; 3. 

Preparación de la proteasa después del paso a través de la columna de purificación de Q-Sepharose; 
4. Preparación de la proteasa después del paso a través de la columna de purificación de Superdex S-

200 
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Figura 57. Gel nativo de la haloproteasa CP1. 
1. Marcador de pesos moleculares; 2. 
Haloproteasa CP1 

Para determinar la posible estructura 
cuaternaria de la haloproteasa CP1 se 
realizó un gel en condiciones nativas (Figura 
57) y la presencia de una sola banda nos 
indicó que se trata de un monómero. 

Los estudios cinéticos realizados a la 
haloproteasa CP1 nos permitieron calcular las 
constantes cinéticas mediante la aplicación de 
la ecuación de Michaelis-Menten. Los valores 
obtenidos fueron una Km de 7,1 �M y una 
Vmax de 961 U/mg. Estos resultados nos 
indican que la haloproteasa CP1 es muy 
activa. 

 

 

 

IIVV..77..  CCAARRAACCTTEERRIIZZAACCIIÓÓNN  BBIIOOQQUUÍÍMMIICCAA  DDEE  LLAA  HHAALLOOPPRROOTTEEAASSAA  CCPP11  

  Una vez purificada el enzima procedimos a su caracterización bioquímica. Para ello 
usamos en ensayo de Kunitz (1947), utilizando siempre 5 µl (0,01 U) de proteína pura y 
variando en cada caso el parámetro estudiado. 

IIVV..77..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  tteemmppeerraattuurraa  óóppttiimmaa  ddee  aaccttiivviiddaadd  

Para calcular la temperatura óptima de actividad de la enzima variamos la 
temperatura de incubación de la mezcla de reacción. Se ensayaron las siguientes 
temperaturas: 25, 37, 45, 55, 65, 75, 85 y 95ºC. La haloproteasa CP1 es activa en una 
rango de temperatura comprendido entre 25 y 75ºC. La temperatura óptima de actuación 
es de 55ºC (Figura 58.A). El enzima es capaz de retener un 78% y un 30% de actividad a 
65ºC y 70ºC, respectivamente. 

IIVV..77..22..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddeell  ppHH  óóppttiimmoo  ddee  aaccttiivviiddaadd  

Para determinar el pH óptimo de actividad se realizó el mismo método de valoración 
de la actividad proteasa, variándose en este caso el pH de las soluciones tampón utilizadas 
durante la incubación de la mezcla de reacción. 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 máxima (Figura 58.B). Es interesante destacar que el enzima retenía más de un 
50% de su actividad a pH 9 y un 30% a pH 10. 
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IIVV..77..33..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  ccoonncceennttrraacciióónn  ddee  NNaaCCll  óóppttiimmaa  ddee  aaccttiivviiddaadd  

Para determinar la concentración salina óptima de actividad de la enzima, se utilizaron 
distintas concentraciones de NaCl en la mezcla de reacción, antes de la incubación de la 
misma. Así, se adicionó NaCl hasta obtener unas concentraciones finales en la mezcla de 
reacción de 0 a 4 M. Paralelamente se realizó el ensayo sin añadir NaCl. 

La haloproteasa CP1 presenta actividad a todas las concentraciones de NaCl ensayadas, 
presentando un óptimo entre 0 y 1 M (Figura 58C). La enzima presenta más 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 concentración de NaCl (C) en el tampón de reacción 
del ensayo enzimático. La actividad relativa representa el porcentaje de actividad observado con 
relación al mayor valor de actividad en el ensayo 



Resultados 

IIVV..77..44..  EEssttaabbiilliiddaadd  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  eenn  ddiiffeerreenntteess  ccoonncceennttrraacciioonneess  
ddee  NNaaCCll  

  Se han realizado estudios de estabilidad del enzima cuando se incuba a 4ºC durante 
24 horas en presencia de NaCl a varias concentraciones. Como se deduce de la Figura 59 
la haloproteasa CP1 presenta su máxima 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 relación al mayor valor de actividad 
obtenido en el ensayo. Las condiciones del ensayo se detallan en el apartado III.9.4. de Material y 
Métodos  

IIVV..77..55..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  tteerrmmooeessttaabbiilliiddaadd  ddee  CCPP11  

 Con respecto a la termoestabilidad, la haloproteasa CP1 conserva un 60% de 
actividad después de 60 minutos a 50ºC. Hay que decir que a su temperatura óptima de 
actividad, 55ºC, la haloproteasa no resultó muy termoestable perdiéndose completamente 
la actividad a las 3 horas de incubación (Figura 60).  
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Figura 60. Estabilidad de la haloproteasa CP1 cuando se incuba a 50 y 55ºC. La actividad proteasa 
relativa representa el porcentaje de actividad observado con relación al mayor valor de actividad obtenido 
en el ensayo  
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IIVV..77..66..  IInnfflluueenncciiaa  ddee  iinnhhiibbiiddoorreess  eennzziimmááttiiccooss  eenn  llaa  aaccttiivviiddaadd  ddee  llaa  
hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

Para clasificar la haloproteasa CP1 dentro de algunos de los tipos de proteasas 
conocidos se realizó el ensayo enzimático usando distintos inhibidores específicos 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 
específicos de serina proteasas. 

          Tabla 34. Efecto de distintos inhibidores en la actividad de la haloproteasa CP1  
IInnhhiibbiiddoorr  CCoonncceennttrraacciióónn  ((mmMM))  AAccttiivviiddaadd  rreessiidduuaall  ((%%))aa  

Control - 100 

Antipaina 92 

Bestatina 0,5 100 

Quimostatina 0,5 100 

E-64 100 

EDTA-Na 10 59 

Leupeptina 0,5 100 

Pepstatina 0,1 100 

Fosforamidón 1 112 

10 81 

5 
10 
20 

17 
13 

0,05 87 

1 

0,5 

Pefabloc 

PMSF 
66 

Aprotinina 
aLa actividad residual se determinó asignando el valor de 100% de actividad al ensayo enzimático  
realizado sin ningún inhibidor  

IIVV..77..77..  IInnfflluueenncciiaa  ddee  mmeettaalleess  eenn  llaa  aaccttiivviiddaadd  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

 

Para estudiar la influencia de los metales en la actividad proteasa se realizó el ensayo 
enzimático añadiendo al tampón de reacción distintos metales a las concentraciones de 5 y 
10 mM (Tabla 35). Ninguno de los metales ensayados provocó un aumento en la actividad. 
Iones como el níquel, cobre, zinc o manganeso provocaron una drástica pérdida de 
actividad de la haloproteasa CP1. 
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Tabla 35. Efecto de distintos metales en la actividad de la haloproteasa CP1  

IIoonneess  CCoonncceennttrraacciióónn  
((mmMM))  

AAccttiivviiddaadd  rreessiidduuaall  
((%%))aa  

Control - 100 
NiCl2 

 
5 
10 

0 
0 

CuCl2 
5 
10 

0 
0 

MgCl2 
5 
10 

80 
74 

ZnCl2 
5 
10 

10 
0 

CaCl2 
5 
10 66 

MnCl2 
5 
10 

15 
4 

BaCl2 
5 
10 

46 
42 

CoCl2 
5 
10 

31 
24 

S2Cl 
5 
10 

95 
73 

67 

        aLa actividad residual se determinó asignando el valor de 100% de actividad al ensayo  
      enzimático realizado sin ningún metal  

IIVV..77..88..  CCaappaacciiddaadd  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  ddee  aaccttuuaarr  ssoobbrree  ddiiffeerreenntteess  ssuussttrraattooss  

 Para determinar los sustratos sobre los que la haloproteasa CP1 podía actuar se 
procedió a realizar el ensayo enzimático variando en este caso el sustrato del ensayo. Se 
utilizó caseína, gelatina, azocaseína, seroalbúmina, ovoalbúmina y queratina. La 
haloproteasa CP1 mostró su máxima actividad cuando se usó caseína como sustrato. Por 
otro lado, se observó un 83% de actividad con azocaseína y en torno al 20% con gelatina y 
albúmina. No se detectó ninguna actividad frente a queratina. 

IIVV..77..99..  IInnfflluueenncciiaa  ddee  ddiiffeerreenntteess  ccoommppuueessttooss  eenn  llaa  aaccttiivviiddaadd  ddee  llaa  
hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

Siguiendo la caracterización bioquímica de la haloproteasa CP1, se estudió la 
actividad de la misma en medios de reacción adicionados de distintos compuestos, tales 
como urea, SDS, sulfato amónico, guanidina HCl, 2-mercaptoetanol y ditiotreitol (Tabla 
36). La actividad proteolítica de la haloproteasa CP1 fue inhibida por distintas 
concentraciones de SDS, sulfato amónico y guanidina HCl, al igual que cuando se añade 
ditiotreitol y 2-mercaptoetanol. La adición de 0,8 M de urea produce un leve aumento en la 
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actividad de la enzima, aunque la adición de urea a una concentración superior (1,6 M) 
produce una inhibición de la misma (Tabla 36).  

Tabla 36. Efecto de distintos sustratos en la actividad de la haloproteasa de CP1 

RReeaaccttiivvoo  CCoonncceennttrraacciióónn  AAccttiivviiddaadd  rreessiidduuaall  
((%%))aa  

Control - 100 

Sulfato amónico 
0,2 M 
0,4 M 

79 
56 

SDS 
0,1% 
0,5% 

28 
13 

Urea 
0,8% 
1,6% 

114 
18 

Guanidina HCl 
0,4 M 
0,8 M 
1,6 M 

82 
51 
27 

2-Mercaptoetanol 
1 mM 
10 mM 

98 
60 

Ditiotreitol 
1 mM 
10 mM 

34 
0 

                 aLa actividad residual se determinó asignando el valor de 100% de actividad al ensayo  
            enzimático realizado sin ningún compuesto  

IIVV..77..1100..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddee  llaa  sseeccuueenncciiaa  ddeell  eexxttrreemmoo  NN--tteerrmmiinnaall  ddee  llaa  
hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

La identificación del extremo N-terminal de proteínas y péptidos es esencial para la 
caracterización estructural y funcional de los dominios proteicos. Para la obtención de la 
secuencia N-terminal de la haloproteasa CP1 se procedió a la realización de un Western 
Blotting con la enzima purificada. La secuencia N-terminal de proteínas y péptidos se 
determinó usando repetidas veces los ciclos de degradación de Edman. La secuenciación se 
realizó en el Laboratorio del Dr. M. Rossi (Instituto de Bioquímica de las Proteínas, Nápoles, 
Italia). 
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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IIVV..88..  CCAARRAACCTTEERRIIZZAACCIIÓÓNN  TTAAXXOONNÓÓMMIICCAA  DDEE  LLAA  CCEEPPAA  CCPP7766  

IIVV..88..11..  FFiillooggeenniiaa  

Figura 61. Electroforesis en gel de agarosa al 1% mostrando la amplificación del gen ARNr 16S
mediante PCR. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Fragmento amplificado correspondiente al gen

Con el fin de determinar la posición filogenética de la cepa CP76, se procedió a la 
amplificación del gen que codifica el ARNr 16S mediante PCR, usando los cebadores 
16F27 y 16R1488 (Figura 61).  

ARNr 16S de la cepa CP76 

1 2

1636 kb
1018 kb

1 2

1636 kb
1018 kb

La región amplificada, de aproximadamente 1500 pb, se secuenció y se alineó usando 
como referencias secuencias de estructuras primarias y secundarias conservadas 
universalmente, utilizando el programa ARB (Ludwig y Strunk, 1996). Después de realizar el 
correspondiente análisis comparativo del gen que codifica el ARNr 16S de la cepa CP76 
con las otras secuencias de ARNr 16S disponibles en las bases de datos se observó que 
existe una alta semejanza entre la cepa CP76 y especies del género Pseudoalteromonas. La 
topología del árbol filogenético fue muy semejante independientemente del algoritmo 
utilizado (Neighbour-Joining, Maximum-likelihood y Maximum-parsimony). La Figura 62 
corresponde al árbol filogenético que se obtuvo utilizando el algoritmo de Neighbour-
Joining en el que se muestra la relación filogenética de la cepa CP76 con otras especies del 
género Pseudoalteromonas.  
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En la Tabla 37 se muestra la matriz de semejanza de la cepa CP76 y las especies del 
género Pseudoalteromonas más relacionadas filogenéticamente calculada mediante la 
ecuación de Jukes-Cantor (Jukes y Cantor, 1969). La mayor semejanza (99,6%) se obtuvo 
con la especie Pseudoalteromonas ruthenica, una bacteria marina aislada de un molusco 
en Rusia (Ivanova y col., 2002b). 
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  Resultados 

IIVV..88..22..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ffeennoottííppiiccaa  
La cepa CP76 presenta colonias pequeñas de 0,5-1 mm de diámetro, de borde liso, 

cremosas y con pigmentación anaranjada (Figura 63). Se trata de un bacilo Gram-negativo, 
aerobio estricto, móvil y que presenta un tamaño de 0,3-0,5 x 1,0-4,0 µm (Figura 64). 

Figura 63. Colonias de la cepa CP76 en medio SW7,5 

A 

 64. A. Preparación en fresco de la cepa CP76; B. Tinción de Gram de la cepa CP76 

10 µm 

A B

10 µm 

Figura

Como ya se mencionó anteriormente en el apartado IV.3, esta cepa es capaz de crecer 
en un amplio rango salino que comprende desde 0 hasta 17,5% de sales (Figura 52), con 
un crecimiento óptimo entre 7,5-10% de sales. En la Tabla 38 se muestran las principales 
características de crecimiento de la cepa CP76 y de Pseudoalteromonas ruthenica. 

Tabla 38. Características de crecimiento de la cepa CP76 y P. ruthenica 
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CCaarraacctteerrííssttiiccaa  CCPP7766  PPsseeuuddooaalltteerroommoonnaass  rruutthheenniiccaa  
LLMMGG  1199669999TT  

Requerimiento de NaCl 0-17,5% (óptimo 7,5-10%) 1-9% (óptimo 1-3%) 
Temperatura 15-40ºC (óptimo 28-37ºC) 10-35ºC (óptimo 25-30ºC) 

pH 6-9 (óptimo 7,5) 6-10 (óptimo 7,5-8) 
 
 



Resultados 

En la Tabla 39 se muestran las características bioquímicas de la cepa CP76 comparadas 
con las de P. ruthenica. 
Tabla 39. Características bioquímicas de la cepa CP76 y P. ruthenica 

PPrruueebbaass  CCPP7766  PPsseeuuddooaalltteerroommoonnaass  rruutthheenniiccaa  
LLMMGG  1199669999TT  

Catalasa + + 
Oxidasa + + 

Hidrólisis de: 
Almidón 

 
+ 

 
+ 

       Caseína + + 
       Gelatina + + 

       DNA + + 
       Tween 80 + + 

       Agar - - 
       Quitina - - 

Producción de indol - - 
Reducción de nitratos y nitritos - - 

Rojo de metilo + ND 
Voges-Proskauer - ND 

Citrato de Simmons - ND 
+ ND 

Ureasa - - 
Producción de H2S - - 

Lisina descarboxilasa - ND 
Ornitina descarboxilasa - ND 

Fenil alanina desaminasa - ND 
Producción de ácidos a partir 

de: 
     Glucosa 

 
 
- 

 
 

+ 
     Lactosa - - 
     Maltosa + - 
     Glicerol - - 

Fosfatasa 

ND, no determinado 

Con respecto a la resistencia o sensibilidad a diferentes compuestos antimicrobianos, la 
cepa CP76 resultó ser resistente a todos los agentes ensayados utilizando el método de 
discos. Estos fueron: ácido nalidíxico (30 µg/ml), cloranfenicol (30 µg/ml), eritromicina (15 
µg/ml), estreptomicina (10 µg/ml), neomicina (30 µg/ml), novomicina (30 µg/ml), 
penicilina G (10 U), rifampicina (5 µg/ml) y tetraciclina (30 µg/ml).  
Los resultados referentes a las características nutricionales se muestran en la Tabla 40. 
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  Resultados 

Tabla 40. Características nutricionales de la cepa CP76 determinadas mediante el sistema Biolog. Se 
muestran sombreados aquellos sustratos que son utilizados por la cepa CP76 

α-ciclodextrinac D-melibiosaa γ-hidroxibutiratod 
Dextrinac β-metil-D-glucósidoa p-hidroxifenilacetatod 
Glucógenoc D-psicosaa Itaconatod 
Tween-40c D-rafinosaa d 
Tween-80c a α- ketoglutaratod 
D-sorbitola α-ketovaleratod Sacarosaa 
D,L-lactatod adonitola D-trehalosaa 
Malonatod L-arabinosaa Turanosaa 
Propionatod D-arabitola Xilitola 
Quinatod Celobiosaa Metil piruvatob 
D-sacaratod i-eritritola Mono-metil-succinatob 
Sebazatod D-fructosaa Acetatod 
Succinatod L-fucosaa Cis-aconitatod 
Bromosuccinatoj D-galactosaa Citratod 
Glucuronamidaf Gentiobiosaa Formianatod 
Alaninamidaf α-D-glucosaa Lactona-D-galactonatod 
D-alaninah m-inositola D-galacturonatod 
L-alaninah α-D-lactosaa D-gluconatod 
L-alanil-glicinah Maltosaa D-glucosaminatod 
L-asparraginah D-manitola D-glucuronatod 
L-aspartatoh D-manosaa α- hidroxibutiratod 
L-glutamatoh Glicil-L-aspartatoh β-hidroxibutiratod 
L-histidinah Hidroxi-L-prolinah Glicil-L-glutamatoh 
L-ornitinah L-fenilalaninah L-leucinah 
L-piroglutamatoh D-serinah L-prolinah 

h γ-aminobutiratoh L-treoninah 
Inosinai Uridinai Urocanatoi 
Fenil etilaminak Putrescinak i 
2,3-butanodiole Glicerole 2-amino etanolk 
Glucosa-1-fosfatog Glucosa-6-fosfatog D,L,-α-glicerolfosfatog 

a Lacturosaa N-acetil-D-glucosaminaa 
L-serinah Succinamatod  

α-ketobutirato
L-ramnosa

D,L-carnitina

Timidina

N-acetil-galactosamina

aCarbohidratos, bésteres, cpolímeros; dácidos carboxílicos, ealcoholes, famidas, gcompuestos fosforilados, haminoácidos, 
icompuestos aromáticos y  aminas 

La cepa CP76 se encuentra depositada en la Colección Española de Cultivos Tipo y su 
número de depósito es CECT 5782.  

IIVV..88..33..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ggeennoottííppiiccaa  

IIVV..88..33..11..  DDeetteerrmmiinnaacciióónn  ddeell  ppoorrcceennttaajjee  gguuaanniinnaa  mmaass  cciittoossiinnaa  ((GG++CC))  ddeell  AADDNN    

La temperatura media de fusión (Tm) del ADN de la cepa CP76 es de 74,02ºC. A 
partir del valor de Tm obtenido, se calculó el porcentaje de G+C mediante la fórmula 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 Pseudoalteromonas ruthenica 
(99% de semejanza) se decidió realizar ensayos de hibridación ADN-ADN que nos 
permitieran determinar si nuestro aislamiento se podía asignar a la especie P. ruthenica, o 
constituía una especie nueva dentro del género Pseudoalteromonas. Para ello, se eligieron 
las cepas P. ruthenica y P. luteoviolacea por ser las más 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 hibridación ADN-ADN entre la cepa CP76 y 
algunas especies del género Pseudoalteromonas relacionadas filogenéticamente 

OOrrggaanniissmmoo  
CCoonntteenniiddoo  GG++CC  

((mmoolleess%%))  
HHiibbrriiddaacciióónn  ccoonn  33HH--

AADDNN  ddee  CCPP7766  ((%%)

3

T 

Cepa CP76 49,7 100 77 

P. ruthenica LLMMGG  1199669999TT 48,4-48,9a 100 100 

T 43,3b 0 4 

P. luteoviolacea NCIMB 1893T 42,0b 0 0 

)  

HHiibbrriiddaacciióónn  ccoonn  3HH--

AADDNN  ddee  PP..  rruutthheenniiccaa  

LLMMGG  1199669999T ((%%))  

P. haloplanktis subsp. 
haloplanktis IAM 12915  

a Ivanova y col. (2002a) 
b Ivanova y col. (2002b) 

IIVV..88..44..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  qquuiimmiioottaaxxoonnóómmiiccaa  

  
 

En la Tabla 42 se muestra el contenido en ácidos grasos de la cepa CP76 y de las 
especies de Pseudoalteromonas relacionadas.

 El ácido graso mayoritario en el caso de la cepa CP76 es C16:0 al igual que en P. 
ruthenica y P. haloplanktis subsp haloplanktis, mientras que en P. luteoviolacea el ácido 
graso mayoritario es C17:1ω8c. 
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  Resultados 

Tabla 42. Contenido en ácidos grasos (expresados en porcentaje) de la cepa CP76 y algunas especies 
del género Pseudoalteromonas relacionadas 

ÁÁcciiddoo  ggrraassoo  CCeeppaa  CCPP7766  PP..  rruutthheenniiccaa  
LLMMGG  1199669999TT  

PP..  hhaallooppllaannkkttiiss  
ssuubbsspp..  

hhaallooppllaannkkttiiss  
IIAAMM  1122991155TT  

PP..  lluutteeoovviioollaacceeaa  
NCIMB 1893T  

C12:0 3,2 3,8 2,3 <1 

C13:0 1,0 3,8 <1 <1 

C14:0 5,0 11,2 1,0 1,5 

C15:0 3,5 9,3 6,7 4,5 

C16:0 21,8 16,0 18,6 7,2 

C17:0 4,3 3,8 6,7 3,3 

C18:0 1,6 <1 1,4 <1 

C14:0 iso <1 1,2 <1 <1 

C16:0 iso 1,3 <1 <1 <1 

C15:1ω6c <1 1,1 <1 1,1 

C15:1ω8c 1,7 2,4 3,2 3,3 

C16: 1 ω9c 2,1 1,8 <1 <1 

C17:1ω6c <1 <1 <1 1,3 

C17:1ω8c 7,7 5,0 12,1 15,9 

C18:1ω7c 6,4 2,5 1,2 9,0 

C18:1ω9c 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 7,1 4,7 7,0 

C 12:0 iso 3-OH 1,3 1,1 <1 1,0 
 
 En base a los resultados obtenidos de la caracterización fenotípica, quimiotaxonómica 
y genotípica, así como a la estrecha relación filogenética de la cepa CP76 y 
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 Pseudoalteromonas 
ruthenica CP76. 
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IV.9. CLONACIÓN DEL GEN DE SÍNTESIS DE LA HALOPROTESA CP1 

IIVV..99..11..  OObbtteenncciióónn  ddee  mmuuttaanntteess  ddee  PP..  rruutthheenniiccaa  CCPP7766  ccoonn  ffeennoottiippoo  pprrootteeaassaa  
nneeggaattiivvoo  

IIVV..99..11..11..  MMuuttaaggéénneessiiss  ccoonn  eell  ttrraannssppoossóónn  TTnn11773322  

Para la clonación del gen que codifica la síntesis de la haloproteasa CP1 se intentó la 
obtención de mutantes con fenotipo proteasa negativo. Se procedió a obtener, en primer 
lugar, diversos mutantes resistentes a la rifampicina de la cepa P. ruthenica CP76 (P. 
ruthenica RifR) tal y como se describe en el apartado correspondiente de Material y Métodos. 
Seguidamente se utilizó la técnica de mutagénesis al azar mediante el uso del transposón 
Tn1732, perteneciente a la familia de los transposones Tn3, cuya efectividad ha sido 
demostrada en las especies halófilas moderadas H. elongata y H. meridiana (Kunte y 
Galinski, 1995; Cánovas y col., 1997a, Coronado y col., 2000b). Para ello, se realizaron 
conjugaciones biparentales entre E. coli SM10, como cepa donadora del plásmido suicida 
pSUP102-Gm::1732 y la cepa P. ruthenica CP76 RfR 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 consiguió ningún mutante con fenotipo proteasa negativo. 

IIVV..99..22..  CCoonnssttrruucccciióónn  ddee  uunn  bbaannccoo  ddee  ggeenneess  ddee  PP..  rruutthheenniiccaa  CCPP7766 

También se ha trabajado en la construcción de una genoteca de P. ruthenica CP76. 
Como cósmidos de clonación se usaron 3 diferentes. En primer lugar se utilizó el vector 
pVK102 (Knauf y Nester, 1982), un plásmido de amplio rango de hospedador resistente a 
la kanamicina y a la tetraciclina. Otro cósmido usado es el pHC79, derivado del vector 
pBR322 de un tamaño de 6 kb y resistente a la ampicilina (Hohn y Collins, 1980). Por 
último, también se ha utilizado el cósmido SuperCos1, un vector de un tamaño de 7,9 kb y 
resistente a la ampicilina (Stratagene). Con respecto al ADN total, se procedió a digerirlo 
con diferentes enzimas de restricción (HindIII, SalI, PstI, Sau3AI). Para la selección de los 
fragmentos de tamaño adecuado (30-40 kb) se utilizaron diferentes procedimientos como la 
electroelución directa del gel, así como mediante gradiente de sacarosa o su digestión 
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® III Gold Packaging extract (Strategene). A pesar de todos los esfuerzos 
realizados, si bien lográbamos obtener algunos clones, en ninguno de los casos estos eran 
representativos del genoma de Pseudoalteromonas ruthenica CP76. 
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  Resultados 

IV.9.3. Clonación de la haloproteasa CP1 mediante PCR inversa 
IIVV..99..33..11..  OObbtteenncciióónn  ddee  uunnaa  ssoonnddaa  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

 En primer lugar se realizó un análisis (BLAST) con la secuencia de aminoácidos 
derivada del extremo N-terminal de la haloproteasa CP1, usando el servidor y las bases de 
datos del NCIB. Una vez seleccionadas las proteínas (Tabla 43) que mostraban una mayor 
similitud, se procedió a realizar un alineamiento mediante el programa MegAling (DNAstar), 
con las secuencias de proteínas que mostraban mayor similitud con el extremo N-terminal 
de la haloproteasa CP1. En el diseño de los cebadores se tuvo en cuenta el uso de codones 
más frecuente en especies del mismo género. De esta manera, se diseñaron los cebadores 
AminoproI y AminoproII. Por otro lado, en base a las regiones más conservadas del 
alineamiento se diseñaron 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 

EEssppeecciiee  bbaacctteerriiaannaa  PPrrootteeíínnaa  
LLoonnggiittuudd  

((aaaa))  
NNºº  ddee  

aacccceessoo  
RReeffeerreenncciiaa 

Proteasa Prot 595 BAA95457 Kawakami y col. (2000) 
Aeromonas hydrophila Elastasa AhpB 588 AAF07184 Cascón 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) 

 

Aeromonas punctata 

Utilizando combinaciones de estos cuatro cebadores, se realizaron diversas reacciones 
de PCR utilizando como molde el ADN genómico de P. ruthenica CP76 para la 
amplificación de un fragmento que correspondiese al gen que codifica la haloproteasa 
CP1. Con los cebadores AminoproII y ProR esperábamos un fragmento de 
aproximadamente 500 pb y con los cebadores ProL 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 
plásmido resultante se le denominó pCP1. Para confirmar que habíamos amplificado el 
extremo N-terminal de la haloproteasa CP1, se secuenció el inserto y se realizó una 
comparación (BLAST) con las secuencias de proteínas depositadas en las bases de datos. 

La secuencia de aminoácidos correspondiente a dicho fragmento CPA presentó 
homología con diversas metaloproteasas depositadas en las bases de datos. La mayor 
similitud (85%) la mostró con la Metaloproteasa I producida por Alteromonas sp O-7 
(Miyamoto y col., 2002). 
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Resultados 

V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y Q N M S G G I N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V339
V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y E N M S G G M N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V336
V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y R D M S G G I N E A F S D I A G E A A E Y F M R G N V336
V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L I Y S N M S G G M N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V336
V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L I Y R G Q S G G M N E A F S D M A G E A A E F Y M R G K N330

13

Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV

Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

ProR

V K T V D M K H A T S G G S T - - F S Y S C T D A S N Y N D Y K A I N G A Y S P L N D A H Y F G K V241
V R T V D L N G S T S G N T T - - Y S Y T C N D S T N Y N D Y K A I N G A Y S P L N D A H Y F G K V238
V K T V N L N G G T S G S T A - - F S Y A C N N S T N Y N S V K T V N G A Y S P L N D A H F F G K V238
V K T V D L Q N R T S G S T A - - Y S Y R C P G A S N Y N D H K A V N G A Y S P L N D A H Y F G K V238
V I T V D M N S S T D D S K T T P F R F A C P T N T - - - - Y K Q V N G A Y S P L N D A H F F G G V234

13

Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV
Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

V F D M Y K D W M N T A P L T F K L T M R V H Y S R N Y E N A F W D G S A M T F G D G A T T F Y P L Consenso

310 320 330 340 350

V F D M Y R N W Y N T A P L T F K L K M R V H Y S R N Y E N A F W D G S Q M T F G D G A T T F Y P L264
V F D M Y R N W Y N T A P L S F K L K M R V H Y S R N Y E N A F W D G S Q I D F G D G A T T F Y P L264
V F D M Y R N W Y N T A P L S F K L K M R V H Y S R N Y E N A F W D G S Q M T F G D G A T T F Y P L265
V F D M Y K D W M N T T P L T F Q L T M R V H Y D S N Y E N A F W N G S S M T F G D G Q N T F Y P L289
V F D M Y K D W M N T T P L T F Q L T M R V H Y G N N Y E N A F W N G S S M T F G D G Y S T F Y P L286
V F D M Y Q Q W L N T S P L T F Q L T M R V H Y G N N Y E N A F W D G R A M T F G D G Y T R F Y P L286
V Y D M Y K D W M N T A P L T F K L T M R V H Y S S N Y E N A F W D G S A M T F G D G A S T F Y P L286
V F K L Y R D W F G T S P L T H K L Y M K V H Y G R S V E N A Y W D G T A M L F G D G A T M F Y P L280

13

V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G M S G G I N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V Consenso

360 370 380 390 400

V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E N Y M K G S N314
V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E N Y M K G S N314
V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E N Y M K G S N315

Aeromonas punctata Prot
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC
Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV
Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

Aeromonas punctata Prot
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC

ProL

V K T V D M N H A T S G G T T - - F S Y S C P D N T N Y N D V K A I N G A Y S P L N D A H Y F G K V Consenso

260 270 280 290 300

V D T L N M N H A T T G G T I - - H Q F T C P E N T - - - - V K E I N G A Y S P L N D A H Y F G N V220
V D T V N M N H A T T G C A V - - H Q F T C P E N T - - - - V K E I N G A Y S P L N D A H Y F G N V220
V D T I N L N H A T S G G A V - - H Q F S C P E N T - - - - V K E I N G A Y S P L N D A H Y F G N V221

Aeromonas punctata Prot 
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC

Q T W E G L N H A D A - G T G P G G N Q K T G K Y E Y G S D - F P P L V I D K V G T T C S M T N S A Consenso

210 220 230 240 250

K R W E G I N H K D A - - T G P G G N I K T G K Y F Y G S D - F G P L Q V D - - - D N C R M T S A N176
K R W E G I N H K D A - - T G P G G N V K T G K Y F Y G S D - F G P L L V D - - - D S C R M T S P N176
K R W E G I N H Q D A - - T G P G G N L K T G K Y F Y G A D - F G P L Q V D - - - G N C R M S S T N177
Q T W E G L N H A E A T G T G P G G N Q K T G F Y Q Y G T D - F P G L V I N K V G N T C S M M N S A192
Q T W D G L N H A Q A D G T G P G G N T K T G R Y E Y G S D - F P P F V I D K V G T K C S M N N S A189
D Q W D G I N H A Q A T G T G P G G N Q K T G R Y E Y G S N G L P G F T I D K T G T T C T M N N S A188
Q V W D G L N H A Q A D G T G P G G N S K T G R Y E F G T D - Y P S F V I D K V G T T C T M K N S V189
D Q W E G L A H A E A G G - - P G G N Q K I G K Y T Y G S D - Y G P L I V N - - - D R C E M D D G N190
- - - - - - - - A D A - - T G P G G N Q K T G1

Aeromonas punctata Prot
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC
Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV
Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

Aminopro I y II

V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y Q N M S G G I N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V339
V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y E N M S G G M N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V336
V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y R D M S G G I N E A F S D I A G E A A E Y F M R G N V336
V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L I Y S N M S G G M N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V336
V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L I Y R G Q S G G M N E A F S D M A G E A A E F Y M R G K N330

13

Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV

Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

ProR

V K T V D M K H A T S G G S T - - F S Y S C T D A S N Y N D Y K A I N G A Y S P L N D A H Y F G K V241
V R T V D L N G S T S G N T T - - Y S Y T C N D S T N Y N D Y K A I N G A Y S P L N D A H Y F G K V238
V K T V N L N G G T S G S T A - - F S Y A C N N S T N Y N S V K T V N G A Y S P L N D A H F F G K V238
V K T V D L Q N R T S G S T A - - Y S Y R C P G A S N Y N D H K A V N G A Y S P L N D A H Y F G K V238
V I T V D M N S S T D D S K T T P F R F A C P T N T - - - - Y K Q V N G A Y S P L N D A H F F G G V234

13

Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV
Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

V F D M Y K D W M N T A P L T F K L T M R V H Y S R N Y E N A F W D G S A M T F G D G A T T F Y P L Consenso

310 320 330 340 350

V F D M Y R N W Y N T A P L T F K L K M R V H Y S R N Y E N A F W D G S Q M T F G D G A T T F Y P L264
V F D M Y R N W Y N T A P L S F K L K M R V H Y S R N Y E N A F W D G S Q I D F G D G A T T F Y P L264
V F D M Y R N W Y N T A P L S F K L K M R V H Y S R N Y E N A F W D G S Q M T F G D G A T T F Y P L265
V F D M Y K D W M N T T P L T F Q L T M R V H Y D S N Y E N A F W N G S S M T F G D G Q N T F Y P L289
V F D M Y K D W M N T T P L T F Q L T M R V H Y G N N Y E N A F W N G S S M T F G D G Y S T F Y P L286
V F D M Y Q Q W L N T S P L T F Q L T M R V H Y G N N Y E N A F W D G R A M T F G D G Y T R F Y P L286
V Y D M Y K D W M N T A P L T F K L T M R V H Y S S N Y E N A F W D G S A M T F G D G A S T F Y P L286
V F K L Y R D W F G T S P L T H K L Y M K V H Y G R S V E N A Y W D G T A M L F G D G A T M F Y P L280

13

V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G M S G G I N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V Consenso

360 370 380 390 400

V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E N Y M K G S N314
V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E N Y M K G S N314
V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E N Y M K G S N315

Aeromonas punctata Prot
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC
Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV
Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

Aeromonas punctata Prot
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC

ProL

V K T V D M N H A T S G G T T - - F S Y S C P D N T N Y N D V K A I N G A Y S P L N D A H Y F G K V Consenso

260 270 280 290 300

V D T L N M N H A T T G G T I - - H Q F T C P E N T - - - - V K E I N G A Y S P L N D A H Y F G N V220
V D T V N M N H A T T G C A V - - H Q F T C P E N T - - - - V K E I N G A Y S P L N D A H Y F G N V220
V D T I N L N H A T S G G A V - - H Q F S C P E N T - - - - V K E I N G A Y S P L N D A H Y F G N V221

Aeromonas punctata Prot 
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC

Q T W E G L N H A D A - G T G P G G N Q K T G K Y E Y G S D - F P P L V I D K V G T T C S M T N S A Consenso

210 220 230 240 250

K R W E G I N H K D A - - T G P G G N I K T G K Y F Y G S D - F G P L Q V D - - - D N C R M T S A N176
K R W E G I N H K D A - - T G P G G N V K T G K Y F Y G S D - F G P L L V D - - - D S C R M T S P N176
K R W E G I N H Q D A - - T G P G G N L K T G K Y F Y G A D - F G P L Q V D - - - G N C R M S S T N177
Q T W E G L N H A E A T G T G P G G N Q K T G F Y Q Y G T D - F P G L V I N K V G N T C S M M N S A192
Q T W D G L N H A Q A D G T G P G G N T K T G R Y E Y G S D - F P P F V I D K V G T K C S M N N S A189
D Q W D G I N H A Q A T G T G P G G N Q K T G R Y E Y G S N G L P G F T I D K T G T T C T M N N S A188
Q V W D G L N H A Q A D G T G P G G N S K T G R Y E F G T D - Y P S F V I D K V G T T C T M K N S V189
D Q W E G L A H A E A G G - - P G G N Q K I G K Y T Y G S D - Y G P L I V N - - - D R C E M D D G N190
- - - - - - - - A D A - - T G P G G N Q K T G1

Aeromonas punctata Prot
Aeromonas hydrophila AhpB 
Aeromonas punctata ProAC
Listonella anguillarum EmpA
Vibrio proteolyticus NprV
Vibrio cholerae Hap
Vibrio vulnificus EmpV
Pseudomonas aeruginosa LasB
Extremo N-teminal CP1

Aminopro I y II

Figura 65. Alineamiento de la secuencia N-terminal de la haloproteasa CP1 y las proteínas de mayor 
similitud depositadas en las bases de datos, utilizando el programa MegAling (DNAstar). Los aminoácidos 
idénticos aparecen sombreados en rosa. Las flechas indican las zonas utilizadas para el diseño de los 
correspondientes cebadores. La referencia de las proteínas utilizadas en el alineamiento se muestra en la 
Tabla 43 
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Figura 66. A. Fragmento de ADN amplificado
utilizando los cebadores AminoproII 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 utilizó como molde ADNt de
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 

506 pb

298 pb

1 12 2
BA

3 3

1018 pb

506 pb

298 pb

1 12 2
BA

3 3

1018 pb

 



  Resultados 

IIVV..99..33..22..  PPCCRR  iinnvveerrssaa  ppaarraa  llaa  oobbtteenncciióónn  ddeell  ggeenn  ccpp11 

Para obtener el gen completo de la haloproteasa CP1 se utilizó la técnica de PCR 
inversa, a partir del fragmento ya conocido de la misma incluido en el clon pCP1. Para ello 
se utilizó dicho fragmento de 503 pb como sonda marcada con digoxigenina (Sonda CPA). 
El ADN total de P. ruthenica CP76 se digirió con diferentes restrictasas que se conocía 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 
(BamHI, BglI, ClaI, DraI, EcoRI, EcoRV, HindIII, KpnI, MluI, PstI, SacI, SalI, SmaI y XbaI) se 
hibridó con la sonda CPA, para elegir un fragmento de restricción de tamaño 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 DraI, de 
aproximadamente 3,8 kb (carril G) y SalI, de aproximadamente 2,6 kb (carril Ñ). 

Para amplificar estos fragmento por PCR inversa se diseñaron unos cebadores 
específicos a partir de la secuencia de CPA, en sentido divergente, que se denominaron 
CP1inv1, CP1inv2, CP1inv3 y CP1inv4 (Figura 67). Se procedió a realizar la PCR inversa 
digiriendo el ADN total de P. ruthenica CP76 con las enzimas elegidas (DraI y SalI) tal y 
como se describe en el apartado correspondiente de Material y Métodos. Los cebadores 
que dieron resultado en ambos casos fueron CP1inv2 y CP1inv4. Los fragmentos obtenidos, 
de 2.603 pb a partir del ADN total digerido con SalI y de 3.838 pb, a partir del ADN total 
digerido con DraI, se muestran en la Figura 68.2. 

Sonda CPA
(503 pb)

GAGTTGTCGCATGTCGAAATGGACG

GACCGTCGTGAACATGGTACCTTTTGC
CP1inv4

CP1inv3

CP1inv1

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG 900

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA 960

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT 1020

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG 1080

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTATGAAAATGCGTTTTGGGATGGCCAAGC 1140

CTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA 1200

CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA 1260

Enzimas de restricción 
(SalI, DraI, etc...)

Enzimas de restricción 
(SalI, DraI, etc...)Sonda CPA

(503 pb)

GAGTTGTCGCATGTCGAAATGGACG

GACCGTCGTGAACATGGTACCTTTTGC
CP1inv4

CP1inv3

CP1inv1

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG 900

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA 960

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT 1020

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG 1080

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTATGAAAATGCGTTTTGGGATGGCCAAGC 1140

CTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA 1200

CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA 1260

Sonda CPA
(503 pb)

GAGTTGTCGCATGTCGAAATGGACG

GACCGTCGTGAACATGGTACCTTTTGC
CP1inv4

CP1inv3

CP1inv1

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG 900

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA 960

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT 1020

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG 1080

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTATGAAAATGCGTTTTGGGATGGCCAAGC 1140

CTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA 1200

CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA 1260

GAGTTGTCGCATGTCGAAATGGACG

GACCGTCGTGAACATGGTACCTTTTGC
CP1inv4

CP1inv3

CP1inv1

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG 900

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA 960

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT 1020

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG 1080

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTATGAAAATGCGTTTTGGGATGGCCAAGC 1140

CTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA 1200

CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA 1260

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG 900

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA 960

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT 1020

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG 1080

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTATGAAAATGCGTTTTGGGATGGCCAAGC 1140

CTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA 1200

CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA 1260

Enzimas de restricción 
(SalI, DraI, etc...)

Enzimas de restricción 
(SalI, DraI, etc...)

G

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAAC
CP1inv2

G

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAAC
CP1inv2

G

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAAC
CP1inv2

G

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAAC

G

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAAC
CP1inv2

Figura 67. Diseño de los cebadores para la PCR inversa a partir del fragmento CPA  
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A B C ED F G H I J L MK N Ñ O P
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2036 pb
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A B
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A B
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3054 pb
4072 pb
5090 pb
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A B

Fragmento 
DraI (3,8 kb)

Fragmento 
SalI (2,6 kb)

2

C

Southern blot (selección de los fragmentos)

DraI

SalI

PCR

A B

1 2 1 2

Religado

SalI
2.603 pb

SalI
2.603 pb

3.838 pb
DraI

3.838 pb
DraIDraI
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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 genómico de P. ruthenica CP76 con 
diferentes enzimas de restricción y revelado de la membrana tras la hibridación con la sonda CPA. A, 
Marcador de pesos moleculares; B, Fragmento de 503 pb (Sonda CPA); C, ADN genómico de 
Pseudoalteromonas ruthenica CP76; Las digestiones se realizaron con: D, BamHI; E, BglII; F, ClaI; G, 
DraI; H, EcoRI; I, EcoRV; J, HindIII; K, KpnI; L, MluI; M, PstI; N, SacI; Ñ, SalI; O, SmaI y P, XbaI. 2. 
Amplificación mediante PCR inversa utilizando los cebadores CP1inv2 y CP1inv4. 2A, Fragmento DraI: 1, 
Marcador de pesos moleculares 1kb ladder; 2, Fragmento de 3,8 kb; 2B, Fragmento SalI: 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 plásmidos pCP2 (6 kb) y pCP3 
(7,2 kb), respectivamente (Figura 69). Posteriormente, se procedió a su secuenciación 
utilizando para ello tanto los cebadores universales T3 y T7 como cebadores diseñados a 
partir de la secuencia obtenida (Figura 70). 

SalI

1.999 pb 604 pb

SalI SalIDraI

2.949 pb 889 pb

Cm

pU
C

 ori

f1(+)ori
placlacZ

MCS

Cm

pU
C

 ori

f1(+)ori
placlacZ

MCS

pCP2   
6 kb

pCP3    
7,2 kb

SalI

1.999 pb 604 pb

SalI SalIDraI

2.949 pb 889 pb

Cm

pU
C

 ori

f1(+)ori
placlacZ

MCS

Cm

pU
C

 ori

f1(+)ori
placlacZ

MCS

pCP2   
6 kb

pCP3    
7,2 kb

Figura 69. Esquemas de los plásmidos pCP2 y pCP3. Las zonas de secuencia desconocida de pCP2 y 
pCP3 (que incluye a pCP2) se muestran en azul y naranja respectivamente 
 

DraI SalI DraISalI CPA

4.084 pb

CP3.2 CP3.6

T3T7
CP2.1CP3.1

CP2.2CP3.3
CP2.3

CP3.4
CP3.5

285 pb 604 pb 247 pb 1.999 pb 949 pb

503 pb

cp1 cp2

DraI SalI DraISalI CPA

4.084 pb

CP3.2CP3.2 CP3.6CP3.6

T3T3T7T7
CP2.1CP2.1CP3.1CP3.1

CP2.2CP2.2CP3.3CP3.3
CP2.3CP2.3

CP3.4CP3.4
CP3.5CP3.5

285 pb 604 pb 247 pb 1.999 pb 949 pb

503 pb

cp1 cp2

 
 
Figura 70. Estrategia de secuenciación de los fragmentos adyacentes a la sonda CPA contenidos en los 
plásmidos pCP2 y pCP3.    Región clonada mediante PCR inversa del clon pCP2.     Región clonada 
mediante PCR inversa del clon pCP3. En la parte superior se representa la correspondencia de estas 
regiones con las proteínas CP1 y CP2 
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Hasta el momento conocemos la secuencia de un fragmento de 4.084 pb. El análisis de 
la misma determinó la presencia del gen que codifica la haloproteasa CP1, denominado 
cp1. Además, corriente abajo de cp1 existe otro ORF incompleto, que muestra alta 
homología con proteasas microbianas. Para obtener el fragmento completo que contiene 
este segundo gen se utilizó la misma técnica de PCR inversa.   

IIVV..99..44..  CClloonnaacciióónn,,  sseeccuueenncciiaacciióónn  yy  aannáálliissiiss  ddee  llaa  rreeggiióónn  ccoorrrriieennttee  aabbaajjoo  ddee  ccpp11  

En primer lugar diseñamos unos cebadores (Pro2L y Pro2R en las posiciones 3646-3663 
y 4029-4011 del fragmento de 4.084 pb) a partir de la región 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 denominó sonda CPB. A su vez diseñamos 
también cebadores en sentido divergente para realizar la PCR inversa a partir de este 
fragmento (CP2inv1 y CP2inv2) (Figura 71).  

Figura 71. A. Diseño de los cebadores para la obtención 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 región
corriente abajo de cp1 

cp1 cp2 Sonda 
CPB

4.084 pb

cttgcgaaaagcgctggctctgcgccgccaccaccgagtgataacgagctcactaatggt 3643

gtggttgagtctggccttagcgctggcgctaag 3703

cccagcgatgccactgatcttaactttaatacctatggcggcagcggtgatgctgattta 3763
tacgtgcaatttggcacgccaccgacactcagtagctatgattgcaaaagcaccacagca 3823
tcaagcaccgaaagctgtagctttagcgcgccacaaacagggacttactacgtgatggtt 3883
gaggcctggaatgccatttccggtgtcaatctggtcggtgagtatcaaacaggttcaacc 3943

ggtccaactcccattaatcgtagcgaaggg 4003

cgctttgagcagcctcttactagcggctattcgcaattacaggtgagtatatccggcggt 4063

agcggcgatgccgatctgtatttaaa 4089

Pro2L

cgtcggagaatgatcgcc
Pro2R

384 pb

A

B

384 pb

cp1 cp2 Sonda 
CPB

4.084 pb

cttgcgaaaagcgctggctctgcgccgccaccaccgagtgataacgagctcactaatggt 3643

gtggttgagtctggccttagcgctggcgctaag 3703

cccagcgatgccactgatcttaactttaatacctatggcggcagcggtgatgctgattta 3763
tacgtgcaatttggcacgccaccgacactcagtagctatgattgcaaaagcaccacagca 3823
tcaagcaccgaaagctgtagctttagcgcgccacaaacagggacttactacgtgatggtt 3883
gaggcctggaatgccatttccggtgtcaatctggtcggtgagtatcaaacaggttcaacc 3943

ggtccaactcccattaatcgtagcgaaggg 4003

cgctttgagcagcctcttactagcggctattcgcaattacaggtgagtatatccggcggt 4063

agcggcgatgccgatctgtatttaaa 4089

Pro2L

cgtcggagaatgatcgcc
Pro2R

384 pb

A

B

384 pb

gaacagctgctttacaccatggatgta

ccgatttctgtcgcgtcttctcaatggcaa

cttgtcgacgaaatgtggtagctacat
CP2inv1

CP2inv2

gaacagctgctttacaccatggatgta

ccgatttctgtcgcgtcttctcaatggcaa

cttgtcgacgaaatgtggtagctacat
CP2inv1

CP2inv2

El ADN total de P. ruthenica CP76 se digirió 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 (AccI, ApaI, AvaI, BglI, ClaI, EcoRI, 
EcoRV, KpnI, NheI, SacI, SalI, XbaI y XhoI) se híbrido con la sonda CPB para elegir un 
fragmento de restricción de tamaño apropiado para ser posteriormente amplificado por 
PCR inversa. Tras el revelado de la membrana que se muestra en la Figura 72, se eligió el 
fragmento originado con SacI, de aproximadamente 2,3 kb (carril L).  
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CP2inv2
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Figura 72. Estrategia de PCR inversa utilizada para amplificar zonas de secuencia desconocida corriente 
abajo del gen cp1. 1. Digestiones del ADN genómico de P. ruthenica CP76 con diferentes enzimas de 
restricción y revelado de la membrana tras la hibridación 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, 
AccI; D, ApaI; E, AvaI; F, BglI; G, ClaI; H, EcoRI; I, EcoRV; J, KpnI; K, NheI; L, SacI; M, SalI; N, XbaI y Ñ 
XhoI. 2. Amplificación mediante PCR inversa utilizando los cebadores CP2inv1 y CP2inv2 del fragmento 
SacI 2, Marcador de pesos moleculares 1 kb ladder; 2, Fragmento de 2,3 kb  

El fragmento SacI de 2,3 kb se clonó en el vector pBC KS(+) cortado con EcoRV, 
obteniéndose el plásmido pCP4 (5,7 kb) (Figura 73). Para secuenciar el inserto se utilizaron 
tanto los cebadores universales T3 y T7 como cebadores diseñados a partir de la secuencia 
obtenida (Figura 74). 
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Figura 73. Esquema del plásmido pCP4. Las zonas de secuencia desconocida del inserto de 2,3 kb 

Figura 74. Estrategia de se

se muestran en verde claro 

cuenciación de los fragmentos adyacentes a la sonda CPB contenidos en el 
plásmido pCP4. En la parte superior se representa la correspondencia de estas regiones con los genes 

isis molecular de la región secuenciada 
 La secuencia completa comprende una región de 6.223 pb (Figura 75) con un 

una de las cuales está incompleta. El ORF1 denominado cp1, consta de 2.202 pb y se 

Sonda CP2
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SacI SacI

T3

2.589 pb
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SacIDraI/SalI SacI DraISalI
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IV.9.5. Anál

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, 
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extiende desde la posición 148 a la 2349 del fragmento analizado. Encontramos una 
posible secuencia de unión al ribosoma representada por 5’GGGAG3’ que precede al 
triplete de inicio de la traducción (ATG) de cp1 (Figura 75). Por otro lado, localizamos la 
presencia de un posible promotor, cuyas secuencias –10 (5’TATTAG3’) y –35 (5’TTGGAG3’) 
son similares a las secuencias consenso para el factor �70 de E. coli. La secuencia de 733 
aminoácidos deducida de este ORF1, denominado CP1, se comparó con las bases de 
datos de proteínas mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1997) presentando 
homología con metaloproteasas de diversas bacterias Gram-negativas.  

El ORF2 denominado cp2, consta de 1.845 pb y se extiende desde la posición 2409 a 
la 4252 del fragmento analizado (Figura 75). Se localiza un posible sitio de unión al 
rib

mica que podría formar una secuencia terminadora de la transcripción. 
De

osoma 5’AAGGA3’ corriente arriba del inicio de traducción. La secuencia de 614 
aminoácidos deducida de este ORF2, denominada CP2, se comparó con las bases de 
datos de proteínas, presentando también homología con metaloproteasas de bacterias 
Gram-negativas. 

Entre cp1 y cp2 existe una región intergénica de 59 pb donde se localiza una pequeña 
secuencia palindró

 la misma manera inmediatamente después del codón de terminación (TTA) de cp2 se 
encuentra otra región palindrómica que podría formar secuencias terminadoras. 

Las características de CP1 y CP2 se muestran en la Tabla 44.  
 Tabla 44. Características bioquímicas de CP1 y CP2 

 CP1 CP2 

Nº aminoácidos 733 614 
Aa básicos (%)a 6,1 5,0 
Aa ácidos (%)  b 9,5 
Aa hidrofóbicos (%)c 29,7 32,1 
Aa polares (%)d 37,6 
Peso molecular (kDa) 78,8 65,8 
Punto isoeléctrico 4,77 4,62 
Carga a pH 7 
aAminoácidos básico
b

s: K y R 
ásicos: D y E 
idrofóbicos: A, I, L  V 

, S, T, y Y 

El ORF3 denominado LipP, aunque está incompleto (solamente se han determinado 296 
aminoácidos), comienza en la posición 5.336 y presenta homología con proteínas de la 
fam

Aminoácidos b
cAminoácidos h , F, W y

9,6 

36,15 

-22,97 -25,80 

dAminoácidos polares: N, C, Q

ilia de las α/β hidrolasas. La mayor similitud se encontró con las esterasas de 
Dechloromonas aromatica (63% ), Rubrivivax gelatinosus  (59%) y Microbulbifer degradans 
(56%). 
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tttaaattaatattttttacttttattttacattagtacccattttgactagattagaat 60
cgctcgctttggagaagtttgcaggatcaaacgagtattagcggtgctcagcaccaccca 120
ttcgggaaaactaatcgggagcaaaca 180

240
L  S  I  A  V  S  L  A  A  I  L  P  A  T  S  I  A  A  Q  K 

300
T  Y  L  S  E  Q  N  Q  I  K  D  I  M  M  A  K  S  T  A  V 

360
S  A  S  P  A  A  T  V  L  G  L  D  T  Q  D  G  I  S  V  V 

420
K  Q  Y  N  S  Q  N  G  D  K  T  F  R  Y  Q  Q  M  H  K  G 

480
I  P  V  I  G  D  H  A  I  L  T  Y  N  K  D  D  Q  L  I  R 

540
A  H  G  A  V  V  N  N  I  A  A  D  V  P  S  V  N  A  K  V 

600
S  K  K  Q  V  G  K  L  V  R  A  M  H  R  K  M  H  Q  G  K 

660
A  A  P  A  I  E  N  E  Q  S  R  L  V  I  W  L  D  D  A  N 

720
K  A  H  L  A  Y  E  V  T  Y  N  S  Y  G  D  T  P  S  R  P 

780
Y  M  I  I  D  A  K  S  G  N  V  L  H  Q  F  D  N  L  Q  H 

840
A  D  A  T  G  P  G  G  N  Q  K  T  G  Q  Y  N  Y  G  T  D 

900
Y  G  Y  L  D  V  S  Q  S  G  S  T  C T  M  E  N  A  N  V 

960
R  T  I  N  L  N  N  G  T  S  G  S  T  A  Y  S  F  T  C P 

1020
E  N  T  Y  Q  Q  V  S  G  A  Y  S  P  L  N  D  A  H  Y  F 

1080
G  N  V  V  F  N  M  Y  N  D  W  V  G  T  A  P  L  S  F  Q 

1140
L  R  M  R  V  H  Y  G  N  N  Y  E  N  A  F  W  D  G  Q  A 

1200
M  T  F  G  D  G  A  T  T  F  Y  P  L  V  S  L  D  V  S  A 

1260
H  E  V  S  H  G  F  T  E  Q  N  S  G  L  V  Y  S  G K  S
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720
K  A  H  L  A  Y  E  V  T  Y  N  S  Y  G  D  T  P  S  R  P 
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960
R  T  I  N  L  N  N  G  T  S  G  S  T  A  Y  S  F  T  C P 
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E  N  T  Y  Q  Q  V  S  G  A  Y  S  P  L  N  D  A  H  Y  F 

1080
G  N  V  V  F  N  M  Y  N  D  W  V  G  T  A  P  L  S  F  Q 

1140
L  R  M  R  V  H  Y  G  N  N  Y  E  N  A  F  W  D  G  Q  A 
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M  T  F  G  D  G  A  T  T  F  Y  P  L  V  S  L  D  V  S  A 
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H  E  V  S  H  G  F  T  E  Q  N  S  G  L  V  Y  S  G K  S

N  K  P  Q  G  F  M  L  S  T 11
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C

C

ATGAATAAACCTCAAGGATTTATGCTATCAACC

TTATCAATAGCCGTGTCACTGGCAGCAATTTTGCCCGCAACGAGTATTGCGGCGCAAAAA

ACCTACCTAAGTGAACAAAATCAAATTAAAGATATTATGATGGCAAAGTCGACTGCCGTT

TCAGCCTCCCCTGCTGCAACGGTACTCGGCCTTGATACTCAGGATGGTATCAGTGTTGTA

AAGCAGTACAACAGTCAAAACGGCGATAAAACGTTTCGCTATCAGCAAATGCACAAAGGC

ATTCCTGTTATCGGCGATCATGCCATTCTAACTTACAACAAAGATGATCAGCTTATTCGT

GCCCATGGCGCCGTGGTCAATAACATCGCTGCCGACGTCCCCTCGGTAAACGCCAAGGTA

AGTAAGAAGCAAGTAGGCAAACTAGTGCGCGCCATGCATCGTAAAATGCATCAAGGCAAA

GCAGCGCCTGCCATCGAGAATGAGCAATCTCGCTTAGTCATTTGGTTAGACGATGCGAAT

AAAGCGCACCTTGCTTATGAGGTGACCTACAACAGTTATGGTGATACCCCGTCGCGTCCC

TACATGATTATCGACGCCAAAAGCGGTAATGTATTGCATCAATTCGACAATTTACAGCAT

GCTGATGCCACCGGCCCAGGCGGCAACCAGAAAACCGGACAATACAATTACGGAACCGAC

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTATGAAAATGCGTTTTGGGATGGCCAAGCG

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAACCTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA

CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA

ATGAATAAACCTCAAGGATTTATGCTATCAACC

TTATCAATAGCCGTGTCACTGGCAGCAATTTTGCCCGCAACGAGTATTGCGGCGCAAAAA

ACCTACCTAAGTGAACAAAATCAAATTAAAGATATTATGATGGCAAAGTCGACTGCCGTT

TCAGCCTCCCCTGCTGCAACGGTACTCGGCCTTGATACTCAGGATGGTATCAGTGTTGTA

AAGCAGTACAACAGTCAAAACGGCGATAAAACGTTTCGCTATCAGCAAATGCACAAAGGC

ATTCCTGTTATCGGCGATCATGCCATTCTAACTTACAACAAAGATGATCAGCTTATTCGT

GCCCATGGCGCCGTGGTCAATAACATCGCTGCCGACGTCCCCTCGGTAAACGCCAAGGTA

AGTAAGAAGCAAGTAGGCAAACTAGTGCGCGCCATGCATCGTAAAATGCATCAAGGCAAA

GCAGCGCCTGCCATCGAGAATGAGCAATCTCGCTTAGTCATTTGGTTAGACGATGCGAAT

AAAGCGCACCTTGCTTATGAGGTGACCTACAACAGTTATGGTGATACCCCGTCGCGTCCC

TACATGATTATCGACGCCAAAAGCGGTAATGTATTGCATCAATTCGACAATTTACAGCAT

GCTGATGCCACCGGCCCAGGCGGCAACCAGAAAACCGGACAATACAATTACGGAACCGAC

TACGGCTATTTGGATGTGAGCCAATCTGGCAGCACTTGTACCATGGAAAACGCCAATGTG

CGCACCATTAACCTCAATAATGGTACTAGCGGCTCAACAGCGTACAGCTTTACCTGCCCA

GAAAATACCTACCAGCAAGTGAGTGGCGCCTATTCACCTCTTAATGATGCCCATTACTTT

GGCAACGTAGTGTTTAATATGTACAACGACTGGGTTGGTACTGCGCCGTTGTCATTCCAG

TTACGTATGCGCGTGCACTATGGCAATAACTATGAAAATGCGTTTTGGGATGGCCAAGCG

ATGACCTTCGGTGACGGCGCCACAACCTTTTACCCATTAGTTAGCCTCGATGTGTCTGCA

CACGAAGTCAGCCACGGCTTTACCGAGCAAAACTCCGGATTGGTTTATTCTGGTAAATCA

MM
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GGCGGCTTAAATGAAGCGTTCTCCGATATGGCCGGTGAAGCTGCGGAAGCTTACATGCTG

GGTAGTAATGATTGGCTCGTCGGTGAGCAAATCTTCAAAGGTAATGGTGCGTTACGATAC

ATGGCTAATCCTCCACAAGACGGCCGCTCCATTGGTAATCAATCTGATTACTACTCAGGC

ATGGATGTGCATTACAGCTCAGGGGTGTACAACAAGGCATTCTATTTGTTGGCAACCACC

AGCGGCTGGGATACACAAAAGGCCTTTAAGACCATGGCACGTGCTAACCAGCTTTATTGG

ACAGCGAGCACTAACTGGGACTTAGCAGGTAACGGTGTGATGGACGCCGCGTGCGATCTT

GGTTATGAGCCAAATGATGTTAAAGCAGCCCTCGCGGCCGTAGGGGTAACATCAAGCCTA

AGCGCGGGTAGTGACTGTGGTTCAACTACGCCAATACCCGACGAAGAAATCACCAACGGC

GTGCCACGCACAGGTATTTCCGGTGCGGCGAAAGAACAAATGTTCTTCGTTATGAATGTG

CCCGCAGGTGCAACGAACCTTACCTTTAACACCTCAGGTGGTTCAGGTGATGCTGATTTA

TACGTGAAATACGGTTCACGTCCAACGCTTAACGATTACGATTGTAACAGCACGTCATCA

ACCAGTACTGAGTCATGTGCAATTAGCCCCGTTCAAGGCGGCGAGTACTATGTCATGGTC

GAAGCGTGGAACCAGATCAGTAATGTGACCTTAGAAGGTAACTATGACGATGGTAGCACG

GGGCCAACGCCGATTGATCGCACCGAGAGCAACATCAGTGTTAACCAAGGCGGCTGGGCT

CGTTTTAGCCAAGACATTGGCAGTGGCTACAGTAACCTCACGGTAACCATTAGCGGTGGT

AGCGGCGATGCCGATCTGTATGTCAACTTTGGTTCGCAATCAACCACCAGCGACTGGGAT

TGTCGTCCATATCGCAATGGCAACTCAGAAACCTGTACCTTTAGCAATCCGCAAGCAGGT

ACATGGCATATGGATTTACGTGGCTACCGCGCAGCAAGTGGTGTCACCCTAACCATCCAA

GCAGACTAAat

GGCGGCTTAAATGAAGCGTTCTCCGATATGGCCGGTGAAGCTGCGGAAGCTTACATGCTG

GGTAGTAATGATTGGCTCGTCGGTGAGCAAATCTTCAAAGGTAATGGTGCGTTACGATAC

ATGGCTAATCCTCCACAAGACGGCCGCTCCATTGGTAATCAATCTGATTACTACTCAGGC

ATGGATGTGCATTACAGCTCAGGGGTGTACAACAAGGCATTCTATTTGTTGGCAACCACC

AGCGGCTGGGATACACAAAAGGCCTTTAAGACCATGGCACGTGCTAACCAGCTTTATTGG

ACAGCGAGCACTAACTGGGACTTAGCAGGTAACGGTGTGATGGACGCCGCGTGCGATCTT

GGTTATGAGCCAAATGATGTTAAAGCAGCCCTCGCGGCCGTAGGGGTAACATCAAGCCTA

AGCGCGGGTAGTGACTGTGGTTCAACTACGCCAATACCCGACGAAGAAATCACCAACGGC

GTGCCACGCACAGGTATTTCCGGTGCGGCGAAAGAACAAATGTTCTTCGTTATGAATGTG

CCCGCAGGTGCAACGAACCTTACCTTTAACACCTCAGGTGGTTCAGGTGATGCTGATTTA

TACGTGAAATACGGTTCACGTCCAACGCTTAACGATTACGATTGTAACAGCACGTCATCA

ACCAGTACTGAGTCATGTGCAATTAGCCCCGTTCAAGGCGGCGAGTACTATGTCATGGTC

GAAGCGTGGAACCAGATCAGTAATGTGACCTTAGAAGGTAACTATGACGATGGTAGCACG

GGGCCAACGCCGATTGATCGCACCGAGAGCAACATCAGTGTTAACCAAGGCGGCTGGGCT

CGTTTTAGCCAAGACATTGGCAGTGGCTACAGTAACCTCACGGTAACCATTAGCGGTGGT

AGCGGCGATGCCGATCTGTATGTCAACTTTGGTTCGCAATCAACCACCAGCGACTGGGAT

TGTCGTCCATATCGCAATGGCAACTCAGAAACCTGTACCTTTAGCAATCCGCAAGCAGGT

ACATGGCATATGGATTTACGTGGCTACCGCGCAGCAAGTGGTGTCACCCTAACCATCCAA

GCAGACTAAat
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cattctccctgagtaggggccagctactggcccctttttcgtttaagga 2400
A  D . 

cccatcttATGAAATATTCTTACCTCGCCATCGGTGCGGCGCTTGCTTGCGCTACGAACA 2460
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A  D . 

cccatcttATGAAATATTCTTACCTCGCCATCGGTGCGGCGCTTGCTTGCGCTACGAACA 2460
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ATCAAAAACAGCAAAAAACACAGTGGCAAAGCGCTGCAACGCAATCAATCGCTGGCACAG 2580
Y  Q  K  Q  Q  K  T  Q  W  Q  S  A  A  T  Q  S  I  A  G  T 
CAGTTGATGTTATCGCTATAGATCCTAAGCATATACATCGGCTAAGCGACTTTATGCACC 2640
A  V  D  V  I  A  I  D  P  K  H  I  H  R  L  S  D  F  M  H 
ATGAGTACAAACGCTGTGGCGGCTTTATTTATCATGAATCTGAGCAAGCGGCGAAAGCCT 2700
H  E  Y  K  R  C  G  G  F  I  Y  H  E  S  E  Q  A  A  K  A 
ACTTGCAACAGGCTCAAGTCAATAACACGCAAACAGTTGCCACTGTTAATTACAGCATCG 2760
Y  L  Q  Q  A  Q  V  N  N  T  Q  T  V  A  T  V  N  Y  S  I 
ATAACCCCGCAGCAGCCCAGGCGCTGCTGGCTGAGCTGAGCACCACTCGTCTAGATAACA 2820
D  N  P  A  A  A  Q  A  L  L  A  E  L  S  T  T  R  L  D  N 
CCGTAAGTACCCTAGCAGCATTTCATAACCGTTATTATTCACAACAAAGCGGTGTCGATG 2880
T  V  S  T  L  A  A  F  H  N  R  Y  Y  S  Q  Q  S  G  V  D 
CAGCAGATTGGTTACGCACCCACTGGCAACAAATCACCAGTAGTCGCAGTGACATCACCG 2940
A  A  D  W  L  R  T  H  W  Q  Q  I  T  S  S  R  S  D  I  T 
TGCAAAGTTACAACCATAGCTGGGCTCAAGATTCGGTGGTGGTGACAATCGCCGGACAAG 3000
V  Q  S  Y  N  H  S  W  A  Q  D  S  V  V  V  T  I  A  G  Q 
AGTTAAGTGATGAAGTGGTGATCATTGGCGGTCACTTAGACTCGATTAACCAATCATCAC 3060
E  L  S  D  E  V  V  I  I  G  G  H  L  D  S  I  N  Q  S  S 
CCAGCCAAGGTCGTGCACCGGGAGCTGATGATAATGCCAGCGGCATTGCAGTATTAACAG 3120
P  S  Q  G  R  A  P  G  A  D  D  N  A  S  G  I  A  V  L  T 
AAACGCTGCGAGCGGTCGTCGACAGTGACTTTAAGCCTAAACGCACCATCAAAATTATGG 3180
E  T  L  R  A  V  V  D  S  D  F  K  P  K  R  T  I  K  I  M 
GCTTTGCGGCTGAGGAAGTGGGACTCAGAGGCTCCGGCGCTATAGCTAGCGATTACAAAA 3240
G  F  A  A  E  E  V  G  L  R  G  S  G  A  I  A  S  D  Y  K 
GCCAAGGCATCAATGTGGTGGGCATGGCGCAGTTTGATATGACCGGTAATAACGGCTCAG 3300
S  Q  G  I  N  V  V  G  M  A  Q  F  D  M  T  G  N  N  G  S 
CTGAAGATATTGTATTGATGACCGACTATACCAATAGCGGCCAGAATCAATTTATGGCAA 3360
A  E  D  I  V  L  M  T  D  Y  T  N  S  G  Q  N  Q  F  M  A 
ACCTTGCCAGCACTTATCTCAGTGACCTGGTTATTGGCTATGATCAATGTGGTTACGGAT 3420
N  L  A  S  T  Y  L  S  D  L  V  I  G  Y  D  Q  C  G  Y  G 
GCTCGGATCATGCCTCTTGGCATAACCAAGGCTTTGCCGCCTCAATGCCGTTTGAATCAA 3480
C  S  D  H  A  S  W  H  N  Q  G  F  A  A  S  M  P  F  E  S 
AAATGAGTGATATCAACTACCGAATTCACACCAGTAGTGATGACCAGTTTGATGCCAGTC 3540
K  M  S  D  I  N  Y  R  I  H  T  S  S  D  D  Q  F  D  A  S 
ATGCCATCAATTTTGCACGCTTGGCCAGTGTTTATCTCGCTGAGCTTGCGAAAAGCGCTG 3600
H  A  I  N  F  A  R  L  A  S  V  Y  L  A  E  L  A  K  S  A 
GCTCTGCGCCGCCACCACCGAGTGATAACGAGCTCACTAATGGTGTGGTTGAGTCTGGCC 3660
G  S  A  P  P  P  P  S  D  N  E  L  T  N  G  V  V  E  S  G
TTAGCGCTGGCGCTAAGGAACAGCTGCTTTACACCATGGATGTACCCAGCGATGCCACTG 3720
L  S A  G A  K  E  Q  L  L  Y  T  M  D  V  P  S  D  A  T
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ATCAAAAACAGCAAAAAACACAGTGGCAAAGCGCTGCAACGCAATCAATCGCTGGCACAG 2580
Y  Q  K  Q  Q  K  T  Q  W  Q  S  A  A  T  Q  S  I  A  G  T 
CAGTTGATGTTATCGCTATAGATCCTAAGCATATACATCGGCTAAGCGACTTTATGCACC 2640
A  V  D  V  I  A  I  D  P  K  H  I  H  R  L  S  D  F  M  H 
ATGAGTACAAACGCTGTGGCGGCTTTATTTATCATGAATCTGAGCAAGCGGCGAAAGCCT 2700
H  E  Y  K  R  C  G  G  F  I  Y  H  E  S  E  Q  A  A  K  A 
ACTTGCAACAGGCTCAAGTCAATAACACGCAAACAGTTGCCACTGTTAATTACAGCATCG 2760
Y  L  Q  Q  A  Q  V  N  N  T  Q  T  V  A  T  V  N  Y  S  I 
ATAACCCCGCAGCAGCCCAGGCGCTGCTGGCTGAGCTGAGCACCACTCGTCTAGATAACA 2820
D  N  P  A  A  A  Q  A  L  L  A  E  L  S  T  T  R  L  D  N 
CCGTAAGTACCCTAGCAGCATTTCATAACCGTTATTATTCACAACAAAGCGGTGTCGATG 2880
T  V  S  T  L  A  A  F  H  N  R  Y  Y  S  Q  Q  S  G  V  D 
CAGCAGATTGGTTACGCACCCACTGGCAACAAATCACCAGTAGTCGCAGTGACATCACCG 2940
A  A  D  W  L  R  T  H  W  Q  Q  I  T  S  S  R  S  D  I  T 
TGCAAAGTTACAACCATAGCTGGGCTCAAGATTCGGTGGTGGTGACAATCGCCGGACAAG 3000
V  Q  S  Y  N  H  S  W  A  Q  D  S  V  V  V  T  I  A  G  Q 
AGTTAAGTGATGAAGTGGTGATCATTGGCGGTCACTTAGACTCGATTAACCAATCATCAC 3060
E  L  S  D  E  V  V  I  I  G  G  H  L  D  S  I  N  Q  S  S 
CCAGCCAAGGTCGTGCACCGGGAGCTGATGATAATGCCAGCGGCATTGCAGTATTAACAG 3120
P  S  Q  G  R  A  P  G  A  D  D  N  A  S  G  I  A  V  L  T 
AAACGCTGCGAGCGGTCGTCGACAGTGACTTTAAGCCTAAACGCACCATCAAAATTATGG 3180
E  T  L  R  A  V  V  D  S  D  F  K  P  K  R  T  I  K  I  M 
GCTTTGCGGCTGAGGAAGTGGGACTCAGAGGCTCCGGCGCTATAGCTAGCGATTACAAAA 3240
G  F  A  A  E  E  V  G  L  R  G  S  G  A  I  A  S  D  Y  K 
GCCAAGGCATCAATGTGGTGGGCATGGCGCAGTTTGATATGACCGGTAATAACGGCTCAG 3300
S  Q  G  I  N  V  V  G  M  A  Q  F  D  M  T  G  N  N  G  S 
CTGAAGATATTGTATTGATGACCGACTATACCAATAGCGGCCAGAATCAATTTATGGCAA 3360
A  E  D  I  V  L  M  T  D  Y  T  N  S  G  Q  N  Q  F  M  A 
ACCTTGCCAGCACTTATCTCAGTGACCTGGTTATTGGCTATGATCAATGTGGTTACGGAT 3420
N  L  A  S  T  Y  L  S  D  L  V  I  G  Y  D  Q  C  G  Y  G 
GCTCGGATCATGCCTCTTGGCATAACCAAGGCTTTGCCGCCTCAATGCCGTTTGAATCAA 3480
C  S  D  H  A  S  W  H  N  Q  G  F  A  A  S  M  P  F  E  S 
AAATGAGTGATATCAACTACCGAATTCACACCAGTAGTGATGACCAGTTTGATGCCAGTC 3540
K  M  S  D  I  N  Y  R  I  H  T  S  S  D  D  Q  F  D  A  S 
ATGCCATCAATTTTGCACGCTTGGCCAGTGTTTATCTCGCTGAGCTTGCGAAAAGCGCTG 3600
H  A  I  N  F  A  R  L  A  S  V  Y  L  A  E  L  A  K  S  A 
GCTCTGCGCCGCCACCACCGAGTGATAACGAGCTCACTAATGGTGTGGTTGAGTCTGGCC 3660
G  S  A  P  P  P  P  S  D  N  E  L  T  N  G  V  V  E  S  G
TTAGCGCTGGCGCTAAGGAACAGCTGCTTTACACCATGGATGTACCCAGCGATGCCACTG 3720
L  S A  G A  K  E  Q  L  L  Y  T  M  D  V  P  S  D  A  T
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ATCTTAACTTTAATACCTATGGCGGCAGCGGTGATGCTGATTTATACGTGCAATTTGGCA 3780
D  L  N  F  N  T  Y  G  G  S  G  D  A  D  L  Y  V  Q  F  G 
CGCCACCGACACTCAGTAGCTATGATTGCAAAAGCACCACAGCATCAAGCACCGAAAGCT 3840
T  P  P  T  L  S  S  Y  D  C  K  S  T  T  A  S  S  T  E  S 
GTAGCTTTAGCGCGCCACAAACAGGGACTTACTACGTGATGGTTGAGGCCTGGAATGCCA 3900
C  S  F  S  A  P  Q  T  G  T  Y  Y  V  M  V  E  A  W  N  A 
TTTCCGGTGTCAATCTGGTCGGTGAGTATCAAACAGGTTCAACCGGTCCAACTCCCATTA 3960
I  S  G  V  N  L  V  G  E Y  Q  T  G  S  T  G  P  T  P  I 
ATCGTAGCGAAGGGCCGATTTCTGTCGCGTCTTCTCAATGGCAACGCTTTGAGCAGCCTC 4020
N  R  S  E  G  P  I  S  V  A  S  S  Q  W  Q  R  F  E  Q  P 
TTACTAGCGGCTATTCGCAATTACAGGTGAGTATATCCGGCGGTAGCGGCGATGCCGATC 4080
L  T  S  G  Y  S  Q  L  Q  V  S  I  S  G  G  S  G  D  A  D
TGTATTTAAACCTTGGCTCACCGTCGAGTCAGTCGCAATGGCAATGCCGTCCATACAAAA 4140
L  Y  L  N  L  G  S  P  S  S  Q  S  Q  W  Q  C  R  P  Y  K 
ATGGTAACAATGAAACCTGTACCATTAGCAACCCGCAAAGTGGAACTTGGTACATTGATT 4200

457

477

497

517

537

557

577

N  G  N  N  E  T  C  T  I  S  N  P  Q  S  G  T  W  Y  I  D 
TGTACGGCTATAATAGCGCCACGGGTGTAAATTTATCGATCACCGCCAATTAGtaataaa 4260
L  Y  G  Y  N  S  A  T  G  V  N  L  S  I  T  A  N  .  

597

614

aaaggggcccgatggccccttttttcacgaaagttgaattaatccaattctgcgcgcagc 4320
ttcttcaacaccgcctttaccttctcaacattctctggccccatgcgtaatagctgcttc 4380
tgagcgggtggtaaattctcccattcggaataagcatacttataggtgactgaatctcgt 4440
aataaggggacctgagtagtcatttcgggagtctctaaaagcaagtcaatcgactgcttt 4500
aagcgcgcctcaaaactactgttaggatcgccaacttcaccataggcctgttcaatcagc 4560
ggttcatattgttcatacagtgccaccaactgatcggtattcatcgaggtcaaaatacca 4620
acatacgggtcatagcgctcaaagctcttcggatccatcgtcagcacatcgccctcttcc 4680
acggtgaaaggctgctcgagtttttccactggtgagtggtttgtggccacacgcccctcg 4740
gcgagattattgacaaacaccactgtgcggcggatcaagtcatcatttaccagcaaatta 4800
gcgctagattgagccagcgattgttgcaagctggcgctgaccatctcatcgctatcgtcc 4860
aaggctggcaactcgggttgcggctcgggctgttcgtcttcacgagactgtggacgctgt 4920
tgctgctcatcggggttgctcacgtctgtggttgtcggcgcggcttggggtttactttca 4980
ggctcgggctctgcaacaggctgaggtttgtcttccactggcaactgcgcaggctcaggg 5040
gtggcctcaagtggtaagggctgttgagattgtttgctgacgataaaaattaccaccaca 5100
gccagcaccactaacaccaccaatgctaggatgatgttgttacggctgggtccgcgttta 5160
ctctcatgttcggtaggttgttcactcataaaggctccgttatgaaaaagtcaaaatcgc 5220
caatcttcaaaaagtaatctgccctaattgctgcgagtatactcgccgttgagcatatct 5280

ttttattttagaatcttttacattaacactatgtgtccatttaagtgcaaatacaATGCG 5340

AAAGCAAACTAATTGCGGTCGCGCTGGAACAGCGTTGCTACTGAGCGGCGGCGGCGCCCG 5400
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AGCCGCTTATCAAGTAGGTGTCCTCAGCGCTAACACAAAGCCTTCCAAGAACGGCGCCAC 5460
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ATCTTAACTTTAATACCTATGGCGGCAGCGGTGATGCTGATTTATACGTGCAATTTGGCA 3780
D  L  N  F  N  T  Y  G  G  S  G  D  A  D  L  Y  V  Q  F  G 
CGCCACCGACACTCAGTAGCTATGATTGCAAAAGCACCACAGCATCAAGCACCGAAAGCT 3840
T  P  P  T  L  S  S  Y  D  C  K  S  T  T  A  S  S  T  E  S 
GTAGCTTTAGCGCGCCACAAACAGGGACTTACTACGTGATGGTTGAGGCCTGGAATGCCA 3900
C  S  F  S  A  P  Q  T  G  T  Y  Y  V  M  V  E  A  W  N  A 
TTTCCGGTGTCAATCTGGTCGGTGAGTATCAAACAGGTTCAACCGGTCCAACTCCCATTA 3960
I  S  G  V  N  L  V  G  E Y  Q  T  G  S  T  G  P  T  P  I 
ATCGTAGCGAAGGGCCGATTTCTGTCGCGTCTTCTCAATGGCAACGCTTTGAGCAGCCTC 4020
N  R  S  E  G  P  I  S  V  A  S  S  Q  W  Q  R  F  E  Q  P 
TTACTAGCGGCTATTCGCAATTACAGGTGAGTATATCCGGCGGTAGCGGCGATGCCGATC 4080
L  T  S  G  Y  S  Q  L  Q  V  S  I  S  G  G  S  G  D  A  D
TGTATTTAAACCTTGGCTCACCGTCGAGTCAGTCGCAATGGCAATGCCGTCCATACAAAA 4140
L  Y  L  N  L  G  S  P  S  S  Q  S  Q  W  Q  C  R  P  Y  K 
ATGGTAACAATGAAACCTGTACCATTAGCAACCCGCAAAGTGGAACTTGGTACATTGATT 4200
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tgagcgggtggtaaattctcccattcggaataagcatacttataggtgactgaatctcgt 4440
aataaggggacctgagtagtcatttcgggagtctctaaaagcaagtcaatcgactgcttt 4500
aagcgcgcctcaaaactactgttaggatcgccaacttcaccataggcctgttcaatcagc 4560
ggttcatattgttcatacagtgccaccaactgatcggtattcatcgaggtcaaaatacca 4620
acatacgggtcatagcgctcaaagctcttcggatccatcgtcagcacatcgccctcttcc 4680
acggtgaaaggctgctcgagtttttccactggtgagtggtttgtggccacacgcccctcg 4740
gcgagattattgacaaacaccactgtgcggcggatcaagtcatcatttaccagcaaatta 4800
gcgctagattgagccagcgattgttgcaagctggcgctgaccatctcatcgctatcgtcc 4860
aaggctggcaactcgggttgcggctcgggctgttcgtcttcacgagactgtggacgctgt 4920
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ggctcgggctctgcaacaggctgaggtttgtcttccactggcaactgcgcaggctcaggg 5040
gtggcctcaagtggtaagggctgttgagattgtttgctgacgataaaaattaccaccaca 5100
gccagcaccactaacaccaccaatgctaggatgatgttgttacggctgggtccgcgttta 5160
ctctcatgttcggtaggttgttcactcataaaggctccgttatgaaaaagtcaaaatcgc 5220
caatcttcaaaaagtaatctgccctaattgctgcgagtatactcgccgttgagcatatct 5280

ttttattttagaatcttttacattaacactatgtgtccatttaagtgcaaatacaATGCG 5340
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AGCCGCTTATCAAGTAGGTGTCCTCAGCGCTAACACAAAGCCTTCCAAGAACGGCGCCAC 5460
A  A  Y  Q  V  G  V  L  S  A  N  T  K  P  S  K  N  G  A  T 
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TGCCATTTACGTATTCACAGGCACCTCTGCCGGAGCAATTAACTCTGTGGCGCTTGGGTG 5520
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Figura 75. Secuencia de 6.223 pb amplificada mediante PCR inversa, incluida en los plásmidos pCP1, 
pCP2, pCP3 y pCP4. Cada uno de los ORFs encontrados se encuentra señalado con colores diferentes: 
ORF1 (cp1) en rojo; ORF2 (cp2) en azul y el ORF3 (LipP) en morado. Los codones de iniciación y 
terminación se encuentran señalados en negrita. Los posibles sitios de unión 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 palindrómicas que podrían 
constituir los terminadores transcripcionales se encuentran señaladas con flechas. Asimismo, se muestra 
la secuencia de aminoácidos de las proteínas codificadas. Los aminoácidos que forman parte de los 
dominios PCC se encuentran señalados en negrita. Las cisteínas que podrían participar en la formación 
de puentes disulfuro en CP1 se encuentran sombradas en verde. En CP1 se encuentra recuadrado en 
rojo el extremo N-terminal de la proteína y recuadrados en azul los dominios característicos de la familia 
M4 de las metaloproteasas. En la proteína CP2 se encuentran recuadrados en verde los dominios 
característicos de la familia de las aminopeptidasas. Por último, en la esterasa LiP se encuentra 
recuadrado en marrón el dominio característico de la familia de las α/β hidrolasas 

 

 

 

TTGGGCTTCGTGTTGCTCATTTGGCGAGCCGCAAGCTTACCAAGTCTGGGGACAGTTTCA 5580
W  A  S  C  C  S  F  G  E  P  Q  A  Y  Q  V  W  G  Q  F  H 

CACCAGCGATGTCAATCGCAGTGATTTTGCGCATGTATTTGGCCACCTTATAAAAAATAT 5640
T  S  D  V  N  R  S  D  F  A  H  V  F  G  H  L  I  K  N  I 

TTTATCGAGCTTTCGCTCTGGGCACGCCAACCATGCCCCAGCGAGCTTATTCAACAATGC 5700
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CCCTCTGCGGCAGTTATTAGCCGAAGTGCTGCCTATGGAGCGTATCGACCGTAACATTCA 5760
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CGTAAAGATTCGACACCAATACTATGGTGATGGTTCCATTCACCAGATGTCTCCCCTGTC 6000
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TTGGGCTTCGTGTTGCTCATTTGGCGAGCCGCAAGCTTACCAAGTCTGGGGACAGTTTCA 5580
W  A  S  C  C  S  F  G  E  P  Q  A  Y  Q  V  W  G  Q  F  H 

CACCAGCGATGTCAATCGCAGTGATTTTGCGCATGTATTTGGCCACCTTATAAAAAATAT 5640
T  S  D  V  N  R  S  D  F  A  H  V  F  G  H  L  I  K  N  I 

TTTATCGAGCTTTCGCTCTGGGCACGCCAACCATGCCCCAGCGAGCTTATTCAACAATGC 5700
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TACCTTCTATCAAAGCAATGAGGCCAAACCCTGGCGGCGGGCCAAACGTCAGGGTGTCAA 5880
T  F  Y  Q  S  N  E  A  K  P  W  R  R  A  K  R  Q  G  V  K 

AGCTCGCATCCATTTAGAACACCTGATGGCCTCCAGTGCTATTCCCGTGGTCTTTCCCAG 5940
A  R  I  H  L  E  H  L  M  A  S  S  A  I  P  V  V  F  P  S 

CGTAAAGATTCGACACCAATACTATGGTGATGGTTCCATTCACCAGATGTCTCCCCTGTC 6000
V  K  I  R  H  Q  Y  Y  G  D  G  S  I  H  Q  M  S  P  L  S 

CAGCGCCATTCACCTTGGTGCCGAGCGTATCTTTGTTATCGGTGTTGAACAGCCCAAAGA 6060
S  A  I  H  L  G  A  E  R  I  F  V  I  G  V  E  Q  P  K  E 

GGAACATCGTAAATATGCGCCGCACTATCCGGGCATTTCGCATATCGCGGGGCATCTGTT 6120
E  H  R  K  Y  A  P  H  Y  P  G  I  S  H  I  A  G  H  L  L 

GGACAGTGTGTTTGCTGACACACTGCATGGTGATTTAGAGCGTCTTGAGCGCATTAACCG 6180
D  S  V  F  A  D  T  L  H  G  D  L  E  R  L  E  R  I  N  R 

TACGGTGGGGTTGTTGAGCGCGAAAGATAAACATCGTGAGCTC 6223
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml


  Resultados 

Los porcentajes de similitud de CP1 con sus proteínas homólogas disponibles en las 
bases de datos (BLAST) se recogen en la Tabla 45. Asimismo, se realizó un alineamiento 
múltiple 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 352HEVSH356 y GGLNEAPSD . 372

Tabla 45. Similitud entre la haloproteasa CP1 y proteasas de diferentes microorganismos 

EEssppeecciiee  bbaacctteerriiaannaa  Proteína
Longitud 

(aa)aa  
%%  ddee  iiddeennttiiddaadd  
((%%  ssiimmiilliittuudd)

RReeggiióónn  ddee  
ssoollaappaammiieennttoo  

((aaaa))cc  

Nº 
acceso 

Pseudoalteromonas sp. A28 731 69 (80) 724 BAB85124

Metaloproteasa I 727 66 (78) 724 JC7818 

Bacteria antártica cepa 643 Metaloproteasa ProM 729 63 (76) 726 

Aeromonas punctata Proteasa ProAC 590 54 (68) 529 

380

Proteína  
Longitud 

(aa) )bb  
Nº 

acceso 

Metaloproteasa EmpI 

Alteromonas sp. O-7 

AAF78076

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 YJ016 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 AAG07111

Legionella longbeachae Metaloproteasa MspA 529 40 (55) 521 CAA58144

Legionella pneumophila Metaloproteasa Met 543 38 (53) 530 AAU26564

Alteromonas sp. O7 Metaloproteasa II 609 57 (68) 242 BAB79616

aExtensión en aminoácidos de la proteína 
bPorcentaje de residuos idénticos encontrados en la región de solapamiento 
cEn el cómputo global del número de aminoácidos comprendidos en la región de solapamiento, se 
incluyen los “huecos” que introduce el programa BLAST para optimizar el alineamiento 
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http://www.kazusa.or.jp/codon/
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html
http://www.psort.org/psortb/index.html
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Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

P L V S L D V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G L N E A F S D M A G E A A E F Y M K G S N D W L V G A D I

370 380 390 400 410 420

P L V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E N Y M K G S N D W L V G A Q I313
P L V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L I Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E F Y M K G S N D W L V G A Q I246
P L V S L D V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y R Y K S G G L N E A F S D M A G E A A E F F M K G S N D W L V G Q D I335
P L V S L D V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G K S G G L N E A F S D M A G E A A E F Y M K G T N D W L V G K D I338
P L V S L D V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G Q S G G I N E A F S D M A G E A A E Y Y M K G K N D F L V G A E I322
P L V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y Q N M S G G I N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V D W V V G S D I337
P L V S L D V S A H E V S H G F T E Q N S G L I Y S G K S G G L N E A F S D M A G E A A E F Y M K G S N D W L V G Q E I338
P L V S L D V A A H E V S H G F T E Q N S G L I Y R G Q S G G M N E A F S D M A G E A A E F Y M R G K N D F L I G Y D I254
P L V D I N V S A H E V S H G F T E Q N S G L I Y S N M S G G M N E A F S D I A G E A A E F Y M K G S V D W I V G A D I334
P L V S L D V S A H E V S H G F T E Q N S G L V Y S G K S G G L N E A F S D M A G E A A E A Y M L G S N D W L V G E Q I343

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1
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F K G N G A L R Y F D D P T Q D G R S I D H A S D Y Y S G M D V H H S S G V Y N K A F Y L L A T T S G W D T R K A F E V

430 440 450 460 470 480

F K G N G S L R Y F E D P T R D G S S I G H A S D Y Y D G I D V H H S S G V Y N R A F Y L L A N T S G W N T R K A F E V373
F K G N G S L R Y F E D P T R D G R S I G H A A D Y R E G M D V H H S S G V Y N R A F Y L L A T S S G W N T R K A F E V306
F K G S G A L R Y M N D P T Q D G R S I D H Q S N Y T S S M D V H H T S G V F N K A F Y N L A T T A G W D T K K A F I V395
F K G N G A L R Y M N D P T L D G S S I D N Q S S Y T S G M D V H Y S S G V F N K A F Y N L A T T S G W G T E K A F K V398
F K K T G A L R Y F A D P T K D G Q S I G N A K D Y Y N G L D V H Y S S G V Y N K A F Y L I A T S P N W N T R K A F E V382
F K S S G G L R Y F D Q P S K D G R S I D H A S Q Y Y N G L N V H Y S S G V F N R A Y Y L L A N K A N W S V R K G F E V397
F K G N G A L R Y M N N P T Q D G S S I D H Q N N Y Y S G M D V H Y S S G V F N K A F Y N L A T T P G W D T Q K A F V V398
K K G S G A L R Y M D Q P S R D G R S I D N A S Q Y Y N G I D V H H S S G V Y N R A F Y L L A N S P G W D T R K A F E V314
F K S N G G L R Y F D Q P S K D G R S I D H A S Q Y Y D G L N V H H S S G V Y N R A F Y L L A N K T G W N V R K G F E I394
F K G N G A L R Y M A N P P Q D G R S I G N Q S D Y Y S G M D V H Y S S G V Y N K A F Y L L A T T S G W D T Q K A F K T403

F A L A N Q L Y W T A N T N W D L G G C G V M D A A C D L G Y N P A D V A A A F A A V G V N A S - - - - - - C G V T - P

490 500 510 520 530 540

F V L A N R L Y W G A N T T F D Q G A C G V T K A A T D L G Y S L T D V A A A F T T V G V N A S - - - - - - C G G T T P433
F L L A N R L Y W G A N T N Y Q Q G A C G V S R A T A D L G Y N Q A D V A R A F Q T V G V D A S - - - - - - C G T T P P466
M A K A N Q M Y W T A N T D W D L A G N G V M D A A C D L G Y E P G D V Q A A L A A V G V N S N L S T G S S C D T N P P455
M A R A N Q L Y W T A S T N W D L A G N G A M D A A C D L N Y D P S A V K A A L N A V G V N S N L S S G S S C G V T T P458
F V D A N R L Y W N A N A T Y N S A A C G V V K A A D A R G Y N S A D V T K A F A A V G V T - - - - - - - - - - - - - -442
F T V A N Q L Y W T A N S T F D Q G G C G V A K A A Q D L G Y N K A D V V D A F N Q V G V N A S - - - - - - C G V V - P457
M A R A N Q L Y W T A S T N W D L A G N G V M D A A C D L S Y D P A D V Q A A L A A V G V T S S L S A G S S C G T T E P458
F V D A N R Y Y W T A T S N Y N S G A C G V I S S A Q N R N Y S A A D V T R A F S T V G V - - - - - - - - - - - - - - -374
F T L A N Q L Y W T A N S T F D A G A C G V V K A A Q D M G Y N S N D V A E A F N Q V G V N A N - - - - - - C G V T - P454
M A R A N Q L Y W T A S T N W D L A G N G V M D A A C D L G Y E P N D V K A A L A A V G V T S S L S A G S D C G S T T P463

P P - - - D E V L T N G V P V T G L S G A A K E Q L F F T L T V P A G A T N L V F S T S G G S G D A D L Y V K F G S K P

550 560 570 580 590 600

Q P - - - G S V L Q N G V P V S G L S A A K G G K L N F T I E V P A G K S Q L V I A S S G G S G D A D L Y V K F G S A P487
P S - - - D N V L Q N G V P V S N L A A A K G G K L N Y T L N V P A G T R S L Q I S S S G G T G D A D L Y V R F G S A P420
P P P G G D E E L T N G Q P R T G I S G A A K E Q M F F T L D V P A D A T S L N F T T S G G S G D A D L Y V K Y G S R P515
P V - - E D E A L S N G V A R T G I S G S D K E Q L F F T L D V P A G A S N L V F S T I G G S G D A D L Y V Q F D S K P518
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -487
P T - - - E N V L E K G K P V I G L Q G T R S S E A F Y T F T V A S S T S A - K V S I S L G S G D A D L Y V K A G S K P511
P P S G - D E E L T N G V A R T G I S G A A K D Q M F F T L E V P A G A T N L Q F N T T G G S G D A D L Y V M Y G A K P518
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -419
P S - - - G N V L K N N T P V S N L T G N K G S E V F Y T F T V D R N A T A - V V S I S G G S G D A D L Y L K A G N K P508
I P - - - D E E I T N G V P R T G I S G A A K E Q M F F V M N V P A G A T N L T F N T S G G S G D A D L Y V K Y G S R P523

T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

610 620 630 640 650 660

T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -544
T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -477
T L N T Y D C N S T T S T S N E S C D I S N I Q A G K Y Y V M V E A W N Q I S G V T L T G T Y - - S S T G G T Q P I D R575
T L T T Y D C K S T T S S S T E S C S I S S S Q T G T Y Y V M V E A W N A I S G V S L T G S Y E G G A V G E I P P I N R576
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -487
T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -546
T L S N F D C K S T S S T S T E N C A I S N V Q A G T Y Y V M V E A W N Q I S G V S L T G S F D S G S G G G V T P I N R577
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -419
T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -543
T L N D Y D C N S T S S T S T E S C A I S P V Q G G E Y Y V M V E A W N Q I S N V T L E G N Y D D G S T G P - T P I D R580

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T S S Y D C R P Y K N G

670 680 690 700 710 720

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - S S S Y D C R P Y K S G545
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - S S S Y D C R P Y K G G478
T E S N V S V A S G S W T R F T Q D L N A S Y S S L E V S I S G G S G D A D L Y V N F G S Q S T T S S Y Q C R P F K N G633
T E S N V S V T S G G W T R L L K - F R Y W Y S S L D I S M A G G S G D A D L Y V N F G S A S S T N S Y E C R P Y K N G636
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - C Q487
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T S S W D C R P Y K S G546
T E S N L S V G T N S W T R F T Q E L D A G Y S S L D V T I S G G S G D A D L Y V N F G S Q S T T S S Y D C R P Y K N G637
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -419
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T S S W D C R P Y R Y G543
T E S N I S V N Q G G W A R F S Q D I G S G Y S N L T V T I S G G S G D A D L Y V N F G S Q S T T S D W D C R P Y R N G639

N N E T C T I S N P Q A G T W H V D L K G Y S A A S G V T L K I S A -

730 740 750

N A E T C T L N A P K A G T W H V Q L S G F S A F S G V S L K A S Y557
N N E S C S F T N P K A G T W H V Q L S G F S A F S G V T L K A S Y490
N N E T C T I A N P Q Q G T W Y I D L R G Y S A A S G V T L N I K A N693
N V E A C T I D N P Q A G V W Y I D L K G Y S A A S G I T L S I S A D583

487
N N E Q C T I S A T P G T T Y H V M L K G Y S N Y S G V T L R L D579
N S E T697
- - - T C P - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - S A L419
N N E S C S V S A V P G T T Y H V M I K G Y S N Y S G V T L K L Q Y576
N S E T C T F S N P Q A G T W H M D L R G Y R A A S G V T L T I Q A D699

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

Consenso

Aeromonas punctata ProAC
Aeromonas veronii Aps
Alteromonas sp. MetI
Bacteria antártica ProM
Chromobacterium violaceum LasB
Listonella anquillarum Emp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Pseudomonas aeruginosa Zmet
Vibrio vulnificus Vvp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1

F K G N G A L R Y F D D P T Q D G R S I D H A S D Y Y S G M D V H H S S G V Y N K A F Y L L A T T S G W D T R K A F E V

430 440 450 460 470 480

F K G N G S LF K G N G S L R Y F E D P T R D G S S I G H A S D Y Y D G I D V H H S S G V Y N R A F Y L L A N T S G W N T R K A F E V373
F K G N G S L R Y F E D P T R D G R S I G H A A D Y R E G M D V H H S S G V Y N R A F Y L L A T S S G W N T R K A F E V306
F K G S G A L R Y M N D P T Q D G R S I D H Q S N Y T S S M D V H H T S G V F N K A F Y N L A T T A G W D T K K A F I V395
F K G N G A L R Y M N D P T L D G S S I D N Q S S Y T S G M D V H Y S S G V F N K A F Y N L A T T S G W G T E K A F K V398
F K K T G A L R Y F A D P T K D G Q S I G N A K D Y Y N G L D V H Y S S G V Y N K A F Y L I A T S P N W N T R K A F E V382
F K S S G G L R Y F D Q P S K D G R S I D H A S Q Y Y N G L N V H Y S S G V F N R A Y Y L L A N K A N W S V R K G F E V397
F K G N G A L R Y M N N P T Q D G S S I D H Q N N Y Y S G M D V H Y S S G V F N K A F Y N L A T T P G W D T Q K A F V V398
K K G S G A L R Y M D Q P S R D G R S I D N A S Q Y Y N G I D V H H S S G V Y N R A F Y L L A N S P G W D T R K A F E V314
F K S N G G L R Y F D Q P S K D G R S I D H A S Q Y Y D G L N V H H S S G V Y N R A F Y L L A N K T G W N V R K G F E I394
F K G N G A L R Y M A N P P Q D G R S I G N Q S D Y Y S G M D V H Y S S G V Y N K A F Y L L A T T S G W D T Q K A F K T403

F A L A N Q L Y W T A N T N W D L G G C G V M D A A C D L G Y N P A D V A A A F A A V G V N A S - - - - - - C G V T - P

490 500 510 520 530 540

F V L A N R L Y W G A N T T F D Q G A C G V T K A A T D L G Y S L T D V A A A F T T V G V N A S - - - - - - C G G T T P433
F L L A N R L Y W G A N T N Y Q Q G A C G V S R A T A D L G Y N Q A D V A R A F Q T V G V D A S - - - - - - C G T T P P466
M A K A N Q M Y W T A N T D W D L A G N G V M D A A C D L G Y E P G D V Q A A L A A V G V N S N L S T G S S C D T N P P455
M A R A N Q L Y W T A S T N W D L A G N G A M D A A C D L N Y D P S A V K A A L N A V G V N S N L S S G S S C G V T T P458
F V D A N R L Y W N A N A T Y N S A A C G V V K A A D A R G Y N S A D V T K A F A A V G V T - - - - - - - - - - - - - -442
F T V A N Q L Y W T A N S T F D Q G G C G V A K A A Q D L G Y N K A D V V D A F N Q V G V N A S - - - - - - C G V V - P457
M A R A N Q L Y W T A S T N W D L A G N G V M D A A C D L S Y D P A D V Q A A L A A V G V T S S L S A G S S C G T T E P458
F V D A N R Y Y W T A T S N Y N S G A C G V I S S A Q N R N Y S A A D V T R A F S T V G V - - - - - - - - - - - - - - -374
F T L A N Q L Y W T A N S T F D A G A C G V V K A A Q D M G Y N S N D V A E A F N Q V G V N A N - - - - - - C G V T - P454
M A R A N Q L Y W T A S T N W D L A G N G V M D A A C D L G Y E P N D V K A A L A A V G V T S S L S A G S D C G S T T P463

P P - - - D E V L T N G V P V T G L S G A A K E Q L F F T L T V P A G A T N L V F S T S G G S G D A D L Y V K F G S K P

550 560 570 580 590 600

Q P - - - G S V L Q N G V P V S G L S A A K G G K L N F T I E V P A G K S Q L V I A S S G G S G D A D L Y V K F G S A P487
P S - - - D N V L Q N G V P V S N L A A A K G G K L N Y T L N V P A G T R S L Q I S S S G G T G D A D L Y V R F G S A P420
P P P G G D E E L T N G Q P R T G I S G A A K E Q M F F T L D V P A D A T S L N F T T S G G S G D A D L Y V K Y G S R P515
P V - - E D E A L S N G V A R T G I S G S D K E Q L F F T L D V P A G A S N L V F S T I G G S G D A D L Y V Q F D S K P518
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -487
P T - - - E N V L E K G K P V I G L Q G T R S S E A F Y T F T V A S S T S A - K V S I S L G S G D A D L Y V K A G S K P511
P P S G - D E E L T N G V A R T G I S G A A K D Q M F F T L E V P A G A T N L Q F N T T G G S G D A D L Y V M Y G A K P518
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -419
P S - - - G N V L K N N T P V S N L T G N K G S E V F Y T F T V D R N A T A - V V S I S G G S G D A D L Y L K A G N K P508
I P - - - D E E I T N G V P R T G I S G A A K E Q M F F V M N V P A G A T N L T F N T S G G S G D A D L Y V K Y G S R P523

T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

610 620 630 640 650 660

T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -544
T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -477
T L N T Y D C N S T T S T S N E S C D I S N I Q A G K Y Y V M V E A W N Q I S G V T L T G T Y - - S S T G G T Q P I D R575
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Figura 76. Alineamiento de la haloproteasa CP1 con proteínas homólogas depositadas en las bases de 
datos utilizando el programa MegAling (DNAstar). Los fragmentos idénticos aparecen sombreados en 
rojo. Los dominios típicos de las metaloproteasas de la familia M4 se encuentran sombreados en amarillo. 
Las proteínas utilizadas en los diferentes alineamientos fueron: Aeromonas punctata ProAC (Nirasawa y 
col., 1999); Aeromonas veronii Aps (Song y col., 2004); Alteromonas sp. 0-7 MetI (Miyamoto y col., 2002); 
bacteria antártica cepa 643 ProM (no publicado); Chromobacterium violaceum LasB (Brazilian National 
Genome Project Consortium, 2003); Listonella anguillarum Emp (no publicado); Pseudoalteromonas sp. 
A28 EmpI (Lee y col., 2002); Pseudomonas aeruginosa LasB (Cahan y col., 2001); Vibrio vulnificus Vvp 
(Watanabe y col., 2004) 



Resultados 

En la Tabla 46 y la Figura 77 se encuentran los porcentajes de similitud de CP2 con sus 
proteínas homólogas 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 
residuos de aspártico 
residuo de histidina 

209HLD211, dos 
228D, 290D, dos residuos de glutámico consecutivos 262EE263 y un 

367H. 

Tabla 46. Similitud entre la proteasa CP2 y proteasas de diferentes microorganismos 

EEssppeecciiee  bbaacctteerriiaannaa  PPrrootteeíínnaa  
LLoonnggiittuudd  

((aaaa)  )aa 

%%  ddee  iiddeennttiiddaadd  

((%%  ssiimmiilliittuudd))bb  

RReeggiióónn  ddee  
ssoollaappaammiieennttoo  

((aaaa)  )cc 
NNºº  aacccceessoo  

Alteromonas sp. 0-7 MetII 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 AAQ57736 

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 EmpI 731 62 (80) 209 BAB85124 

Alteromonas sp. 0-7 MprI 727 65 (78) 207 BAB79615 

Burkholderia pseudomallei Amp 408 39 (58) 372 YP110584 

Bacteria antártica ProM 729 61 (77) 208 AAF78076 

Agaricus bispurus Ape 384 39 (55) 310 CAC85297 
aExtensión en aminoácidos de la proteína 
bPorcentaje de residuos idénticos encontrados en la región de solapamiento 
cEn el cómputo global del número de aminoácidos comprendidos en la región de solapamiento, se incluyen los 
“huecos” que introduce el programa BLAST para optimizar el alineamiento 
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M - - - N K - L F V M A L M S - - - A A L S A N A E D K V W I S M G - - - - - - - - - - - A D A V G S L N P A L S E S L1
M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -1
M - - - K Y S Y L A I G A A L A C A T N S A L A A P E K A W I T V E A H A M A H Y Q K Q Q K T Q W Q S A A T Q - - - - -1
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A P L F S A S G A P I Q L A Q V E A S E - - - - - - - - L G T L S H L M - - - - - - H E G H Q R C G G - - - Y V V H S T43
- - - - S L P N S E V K A L K V P A N L - - - - - - - - H S H L S A F M - - - - - - H D E Y H R C G G - - - F V A H D S51
T A D G A A R R E T V H V V E I D D S R - - - - - - - - L G E L A H A V - - - - - - H H T R G H G P G - - - Y V V H D S59
R L A K G A A G E T V H L V Q V D E A L - - - - - - - - L P A L S D S I - - - - - - H E N L R H C G G - - - F I V H R D56
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- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H E E H N R C G G - - - Y M V H P S2
- - - - S I A G T A V D V I A I D P K H - - - - - - - - I H R L S D F M - - - - - - H H E Y K R C G G - - - F I Y H E S53

L Q D A R A A L - - - - - - - Q A L P P T L A K F A A P S V Y - I S N Q A Q V N A L L P Q L S A S N I V G T I S S L S -
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L A D A L Q S M - - - - - - - - A Q P I S Q N L F S A P P L - - - T Q G A S V N R L L P Y L D Q G N I V G T I S Q L A -86
L E Q A Q S Y L - - - - - - - A Q L E S V N P - S A T L V N Y S I D N P T R V N S L I S K V S T V N L D S S V N S L T -90
F D D A R Q A L - - - - - - - Q P L P P T L A K Q A T A S V Y K V S N A P Q I G T W I Q Q L Q A S N I V G T I T S L S -102
L Q D A R A A L - - - - - - - K G A A A P L A G L A A P S - Y A I D N Q A V V N K L L P Q L Q D S N V L G T I Q S L S -99
F D D A R Q A L - - - - - - - Q P L P P T L A K Q A T A S V Y K V S N A P Q I G T W I Q Q L Q A S N I V G T I T S L S -102
A Q G A M A A L - - - - - - - - M M P E S I A N F T I P A P - - - S Q Q D L V N A W L P Q V S A D Q I T N T I R A L S -86
A Q S A M A A S - - - - - - - - A M P T T L A S F V M P P I - - - T Q Q A T V T A W L P Q V D A S Q I T G T I S S L E -17
E Q A A K A Y L - - - - - - - Q Q A Q V N N T Q T V A T V N Y S I D N P A A A Q A L L A E L S T T R L D N T V S T L A -92
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- G F T N R Y Y T T S H G V A A S D W L A L Q W K Q L A G S R A D V T V E Q F A H T G F P Q K S V I L T I R G S D P A -154
- N Y Q N R F Y T T S H G V N A S N W I A A Q W K Q L A G S R A D V T V E Q F T H A N W P Q K S V I L T I K G S D N A -150
- G F T N R Y Y T T S H G V A A S D W L A L Q W K Q L A G S R A D V T V E Q F A H T G F P Q K S V I L T I R G S D P A -154
- S F N N R F Y T T A S G A Q A S D W L A N E W R S L I S S L P G S R I E Q I K H S G Y N Q K S V V L T I Q G S E K P -134
- S F T N R F Y T T T S G A Q A S D W I A S E W Q A L S A S L P N A S V K Q V S H S G Y N Q K S V V M T I T G S E A P -65
- A F H N R Y Y S Q Q S G V D A A D W L R T H W Q Q I T S S R S D I T V Q S Y N H S - W A Q D S V V V T I A G Q E L S -144

- - D E T V V L G G H L D S T V G S S T N E Q S R A P G A D - - D D A S G I A S L T E A - - - - - - - - - - - - - - - -
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- - A G T I V L G G H L D S T V G R T T - E N T R S P G A D - - D D A S G I A S L T E A - - - - - - - - - - - - - - - -212
- - A E T V V L G G H L D S T V G S G T G E S S R A P G A D - - D D A S G V A S L T E V - - - - - - - - - - - - - - - -208
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Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

M - - - K P T L L S A A L - - G - - L L L A A A A A E P V W I T V G D - A - - - L Q - - D A S A G A Q L S T T L - A - -

10 20 30 40 50 60

M - - - K P - L L T A L L L P - - L S P L A A Q A A E P V W I T V G - - - - - - - - - - - A D S G V E L K Q - V K A R L1
M - - - K L T - T P M L L S I A C L S G F S - E A S E E V W V T M D A K S S Q H F Q V H N S I R G T H F E Q L - - - - -1
M P T L K P T R L S A A L - - G G M L L T A A A H A T P V W I T L G D S A F R Q L Q R I D A S A T A Q Y S T T L D A G K1
M L K L R Q S A L L V L L - - G - - - L A G A A Q A Q P V W I S V G D Q G Y Q L L R K L D A G A R S Q E S R Q L A A D G1
M P T L K P T R L S A A L - - G G M L L T A A A H A T P V W I T L G D S A F R Q L Q R I D A S A T A Q Y S T T L D A G K1
M - - - N K - L F V M A L M S - - - A A L S A N A E D K V W I S M G - - - - - - - - - - - A D A V G S L N P A L S E S L1
M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -1
M - - - K Y S Y L A I G A A L A C A T N S A L A A P E K A W I T V E A H A M A H Y Q K Q Q K T Q W Q S A A T Q - - - - -1

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

- - - - S A A G E T V H V V E V D A S L - - - - - - - - L G E L S H A M - - - - - - H E E H G R C G G - - - Y V V H D S

70 80 90 100 110 120

A P L F S A S G A P I Q L A Q V E A S E - - - - - - - - L G T L S H L M - - - - - - H E G H Q R C G G - - - Y V V H S T43
- - - - S L P N S E V K A L K V P A N L - - - - - - - - H S H L S A F M - - - - - - H D E Y H R C G G - - - F V A H D S51
T A D G A A R R E T V H V V E I D D S R - - - - - - - - L G E L A H A V - - - - - - H H T R G H G P G - - - Y V V H D S59
R L A K G A A G E T V H L V Q V D E A L - - - - - - - - L P A L S D S I - - - - - - H E N L R H C G G - - - F I V H R D56
T A D G A A R R E T V H V V E I D D S R - - - - - - - - L G E L A H A V - - - - - - H H T R G H G P G - - - Y V V H D S59
L P H S F A S G S Q V W I G E V A I D E - - - - - - - - L A E L S H T M - - - - - - H E Q H N R C G G - - - Y M V H T S43
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - H E E H N R C G G - - - Y M V H P S2
- - - - S I A G T A V D V I A I D P K H - - - - - - - - I H R L S D F M - - - - - - H H E Y K R C G G - - - F I Y H E S53

L Q D A R A A L - - - - - - - Q A L P P T L A K F A A P S V Y - I S N Q A Q V N A L L P Q L S A S N I V G T I S S L S -

130 140 150 160 170 180

L A D A L Q S M - - - - - - - - A Q P I S Q N L F S A P P L - - - T Q G A S V N R L L P Y L D Q G N I V G T I S Q L A -86
L E Q A Q S Y L - - - - - - - A Q L E S V N P - S A T L V N Y S I D N P T R V N S L I S K V S T V N L D S S V N S L T -90
F D D A R Q A L - - - - - - - Q P L P P T L A K Q A T A S V Y K V S N A P Q I G T W I Q Q L Q A S N I V G T I T S L S -102
L Q D A R A A L - - - - - - - K G A A A P L A G L A A P S - Y A I D N Q A V V N K L L P Q L Q D S N V L G T I Q S L S -99
F D D A R Q A L - - - - - - - Q P L P P T L A K Q A T A S V Y K V S N A P Q I G T W I Q Q L Q A S N I V G T I T S L S -102
A Q G A M A A L - - - - - - - - M M P E S I A N F T I P A P - - - S Q Q D L V N A W L P Q V S A D Q I T N T I R A L S -86
A Q S A M A A S - - - - - - - - A M P T T L A S F V M P P I - - - T Q Q A T V T A W L P Q V D A S Q I T G T I S S L E -17
E Q A A K A Y L - - - - - - - Q Q A Q V N N T Q T V A T V N Y S I D N P A A A Q A L L A E L S T T R L D N T V S T L A -92

- S F T N R Y Y T T S S G V Q A S D W L A L Q W Q Q L A G S R A D V T V E Q F A H S G Y P Q K S V V L T I K G S E L A -

190 200 210 220 230 240

- S W R N R Y Y T T T T G V Q S A D W V A G Q W Q S L S A T L P W A S V S R V K H S G Y P Q Q S V V L T L K G S R Y P -134
- S F Y N R Y Y T S Q T G I D A A A W V K Q T W S D I A A S R S D I S V E Y F S H S - W A Q S S V I V T I P G S E L S -141
- G F T N R Y Y T T S H G V A A S D W L A L Q W K Q L A G S R A D V T V E Q F A H T G F P Q K S V I L T I R G S D P A -154
- N Y Q N R F Y T T S H G V N A S N W I A A Q W K Q L A G S R A D V T V E Q F T H A N W P Q K S V I L T I K G S D N A -150
- G F T N R Y Y T T S H G V A A S D W L A L Q W K Q L A G S R A D V T V E Q F A H T G F P Q K S V I L T I R G S D P A -154
- S F N N R F Y T T A S G A Q A S D W L A N E W R S L I S S L P G S R I E Q I K H S G Y N Q K S V V L T I Q G S E K P -134
- S F T N R F Y T T T S G A Q A S D W I A S E W Q A L S A S L P N A S V K Q V S H S G Y N Q K S V V M T I T G S E A P -65
- A F H N R Y Y S Q Q S G V D A A D W L R T H W Q Q I T S S R S D I T V Q S Y N H S - W A Q D S V V V T I A G Q E L S -144

- - D E T V V L G G H L D S T V G S S T N E Q S R A P G A D - - D D A S G I A S L T E A - - - - - - - - - - - - - - - -

250 260 270 280 290 300

- - D E V V V L G G H L D S T A G S A P N S R T L A P G A D - - D D A S G I A T L T E V - - - - - - - - - - - - - - - -192
- - D E I V I I G G H L D S - I N Q S N S S - G L A P G A D - - D N A S G I A V L T E A - - - - - - - - - - - - - - - -198
- - A G T I V L G G H L D S T V G R T T - E N T R S P G A D - - D D A S G I A S L T E A - - - - - - - - - - - - - - - -212
- - A E T V V L G G H L D S T V G S G T G E S S R A P G A D - - D D A S G V A S L T E V - - - - - - - - - - - - - - - -208
- - A G T I V L G G H L D S T V G R T T - E N T R S P G A D - - D D A S G I A S L T E A - - - - - - - - - - - - - - - -212
- - D E W V I V G G H L D S T L G S H T N E Q S I A P G A D - - D D A S G I A S L S E I - - - - - - - - - - - - - - - -192
- - D E W I V I G G H L D S T I G S H T N E Q S V A P G A D - - D D A S G I A A V T E V - - - - - - - - - - - - - - - -123
- - D E V V I I G G H L D S - I N Q S S P S Q G R A P G A D - - D N A S G I A V L T E T - - - - - - - - - - - - - - - -201

- - - - - L R V L V A N N Y K P K R T I K F - - - - - M G Y A A E E - - - - - - V G L R - G S K A I A K Q Y K S Q G A N

310 320 330 340 350 360

- - - - - L R V I A E Q G R Q P E R T L Q F - - - - - I G Y A A E E - - - - - - V G L R - G S K D I A T R Y K A A N T K232
- - - - - L S A I V E D G Y K P Q R T I Q I - - - - - M G F A A E E - - - - - - V G L R - G S K A I A Q S Y S S Q G K N236
- - - - - L R V L L A N N Y K P K R T I K F - - - - - V G Y A A E E - - - - - - A G L L - G S K A I A K Q F R T Q N A N251
- - - - - I R V L M A G N Y Q P R R T I K F - - - - - M A Y S A E E - - - - - - V G L R - G S A D I A K R F K Q Q Q A K248
- - - - - L R V L L A N N Y K P K R T I K F - - - - - V G Y A A E E - - - - - - A G L L - G S K A I A K Q F R T Q N A N251
- - - - - I R V L R D N N F R P K R S V A L - - - - - M A Y A A E E - - - - - - V G L R - G S Q D L A N Q Y K A Q G K K232
- - - - - I R V L S E N N F Q P K R S I A F - - - - - M A Y A A E E - - - - - - V G L R - G S Q D L A N Q Y K S E G K N163
- - - - - L R A V V D S D F K P K R T I K I - - - - - M G F A A E E - - - - - - V G L R - G S G A I A S D Y K S Q G I N240

V V - - - - - G A L Q L D M T N Y K G S A E D I V L I T D - - - - - - - - - Y T N S G Q N Q F L T N L A - - - - - - - -

370 380 390 400 410 420

V L - - - - - A A L Q L D M T N Y Q G S A E D I V F M T D - - - - - - - - - Y T D Q G L T G Y L A Q L L - - - - - - - -275
V V - - - - - G M T Q F D M T G R N R S S A D I V M M T D - - - - - - - - - Y T N S A Q N Q F L G Q L I - - - - - - - -279
V V - - - - - G V L Q L D M T N Y K G D P K D I Y L I T D - - - - - - - - - Y T N A T Q N T Y L T N L A - - - - - - - -294
V V - - - - - G A L Q L D M T N Y Q G D A Q D I F L F T D - - - - - - - - - Y T N A A Q N T F L A N L A - - - - - - - -291
V V - - - - - G V L Q L D M T N Y K G D P K D I Y L I T D - - - - - - - - - Y T N A T Q N T Y L T N L A - - - - - - - -294
V V - - - - - S V L Q L D M T N Y R G S A E D I V F I T D - - - - - - - - - Y T D S N L T Q F L T T L I - - - - - - - -275
V V - - - - - S A L Q L D M T N Y K G S A Q D V V F I T D - - - - - - - - - Y T D S N F T Q Y L T Q L M - - - - - - - -206
V V - - - - - G M A Q F D M T G N N G S A E D I V L M T D - - - - - - - - - Y T N S G Q N Q F M A N L A - - - - - - - -283

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2 

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

 

 

 

 

 

 



Resultados 

- D T Y L P E L A Y G Y D Q C G - - - - - Y A C S D H A S W H A Q - G Y P A S M P F E S K F N D Y N P K I H T V N D T L

430 440 450 460 470 480

- D A Y L P Q I R Y G Y D S C G - - - - - Y G C S D H A S W H N Q - G Y P A A M P F E S R F N D Y N P K I H T A Q D T L313
- E T Y L P N L S Y A Y D Q C G - - - - - Y G C S D H A S W Y Q Q - G F P A S M P F E S R M S E I N R K I H T T N D T -317
- K T Y L P E L A I G T S Q C G - - - - - Y A C S D H A S W N A Q - G Y P A S F P F E A D - Q N D S P Y I H T V N D T L332
- K V Y L P S L K V G Y S Q C G - - - - - Y A C S D H A S W N A Q - G Y A A S F P F E S S F N N S N P Y I H S R N D T L329
- K T Y L P E L A I G T S Q C G - - - - - Y A C S D H A S W N A Q - G Y P A S F P F E A D - Q N D S P Y I H T V N D T L332
- D E Y L P E L T Y G Y D R C G - - - - - Y A C S D H A S W H K A - G F S A A M P F E S K F K D Y N P K I H T S Q D T L313
- D E Y L P S L T Y G F D T C G - - - - - Y A C S D H A S W H N A - G Y P A A M P F E S K F N D Y N P R I H T T Q D T L244
- S T Y L S D L V I G Y D Q C G - - - - - Y G C S D H A S W H N Q - G F A A S M P F E S K M S D I N Y R I H T S S D D -321

A N S D P Q - - - A N H A L K F A K L A L A Y A V E L G K N G G S T V P P - - - - - - - L - - G - - - - - - S - - - - -

490 500 510 520 530 540

Q N S D P S - - - A A H A L K F A Q L A T S F A I E M G K I N366
- - - E F D - - - S T H A Q K F A K L A L A F V A E L G K N A G D T P P P P P - - N N E L E N G V A K T G I S G A S K S369
E N S D R Q - - - A N H A L K F G K L A L A Y A V D L G G N G G T T V K P384
A S S G N Q - - - A K H A L K F S Q L A L A Y A V E L G S D G P S A K L R382
E N S D R Q - - - A N H A L K F G K L A L A Y A V D L G G N G G T T V K P384
A N S D P T - - - G N H A V K F T K L G L A Y V I E M A N A G S S Q V P D - - - - D S V L Q D G T A K I N L S G A R G T366
A N S D P T - - - G S H A K K F T Q L G L A Y A I E M G S A T G D T P T P - - - - G N Q L E D G V P V T D L S G S R G S297
- - - Q F D - - - A S H A I N F A R L A S V Y L A E L A K S A G S A P P P P S - - D N E L T N G V V E S G L S A G A K E373

- - - - T - - - - - - - - - L - - - T - G G - - G D - D L Y V - - G - - - - - - - - D C - - - - - - - - E - C - - - - -

550 560 570 580 590 600

393
Q Q F F T M E V P Q G A T N L S F T T S G G - T G D A D L Y V R Y G S K P T L D T H D C K S T N S S S N E Q C N I S A V421

417
415
417

Q K R F T F E L - S Q S K P L T I Q T Y G G - S G D V D L Y V K Y G S A P S K S N W D C R P Y Q N G N R E T C S F N N A419
N V W Y T F E L - E T Q K N L Q I T T S G G - Y G D L D L Y V K F G S K A S K Q N W D C R P Y L S G N N E V C T F N N A350
Q L L Y T M D V P S D A T D L N F N T Y G G - S G D A D L Y V Q F G T P P T L S S Y D C K

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2S T T A S T E S C S F S A PS

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

T
T F

Q

- D T Y L P E L A Y G Y D Q C G - - - - - Y A C S D H A S W H A Q - G Y P A S M P F E S K F N D Y N P K I H T V N D T L

430 440 450 460 470 480

- D A Y L P Q I R Y G Y D S C G - - - - - Y G C S D H A S W H N Q - G Y P A A M P F E S R F N D Y N P K I H T A Q D T L313
- E T Y L P N L S Y A Y D Q C G - - - - - Y G C S D H A S W Y Q Q - G F P A S M P F E S R M S E I N R K I H T T N D T -317
- K T Y L P E L A I G T S Q C G - - - - - Y A C S D H A S W N A Q - G Y P A S F P F E A D - Q N D S P Y I H T V N D T L332
- K V Y L P S L K V G Y S Q C G - - - - - Y A C S D H A S W N A Q - G Y A A S F P F E S S F N N S N P Y I H S R N D T L329
- K T Y L P E L A I G T S Q C G - - - - - Y A C S D H A S W N A Q - G Y P A S F P F E A D - Q N D S P Y I H T V N D T L332
- D E Y L P E L T Y G Y D R C G - - - - - Y A C S D H A S W H K A - G F S A A M P F E S K F K D Y N P K I H T S Q D T L313
- D E Y L P S L T Y G F D T C G - - - - - Y A C S D H A S W H N A - G Y P A A M P F E S K F N D Y N P R I H T T Q D T L244
- S T Y L S D L V I G Y D Q C G - - - - - Y G C S D H A S W H N Q - G F A A S M P F E S K M S D I N Y R I H T S S D D -321

A N S D P Q - - - A N H A L K F A K L A L A Y A V E L G K N G G S T V P P - - - - - - - L - - G - - - - - - S - - - - -

490 500 510 520 530 540

Q N S D P S - - - A A H A L K F A Q L A T S F A I E M G K I N366
- - - E F D - - - S T H A Q K F A K L A L A F V A E L G K N A G D T P P P P P - - N N E L E N G V A K T G I S G A S K S369
E N S D R Q - - - A N H A L K F G K L A L A Y A V D L G G N G G T T V K P384
A S S G N Q - - - A K H A L K F S Q L A L A Y A V E L G S D G P S A K L R382
E N S D R Q - - - A N H A L K F G K L A L A Y A V D L G G N G G T T V K P384
A N S D P T - - - G N H A V K F T K L G L A Y V I E M A N A G S S Q V P D - - - - D S V L Q D G T A K I N L S G A R G T366
A N S D P T - - - G S H A K K F T Q L G L A Y A I E M G S A T G D T P T P - - - - G N Q L E D G V P V T D L S G S R G S297
- - - Q F D - - - A S H A I N F A R L A S V Y L A E L A K S A G S A P P P P S - - D N E L T N G V V E S G L S A G A K E373

- - - - T - - - - - - - - - L - - - T - G G - - G D - D L Y V - - G - - - - - - - - D C - - - - - - - - E - C - - - - -

550 560 570 580 590 600

393
Q Q F F T M E V P Q G A T N L S F T T S G G - T G D A D L Y V R Y G S K P T L D T H D C K S T N S S S N E Q C N I S A V421

417
415
417

Q K R F T F E L - S Q S K P L T I Q T Y G G - S G D V D L Y V K Y G S A P S K S N W D C R P Y Q N G N R E T C S F N N A419
N V W Y T F E L - E T Q K N L Q I T T S G G - Y G D L D L Y V K F G S K A S K Q N W D C R P Y L S G N N E V C T F N N A350
Q L L Y T M D V P S D A T D L N F N T Y G G - S G D A D L Y V Q F G T P P T L S S Y D C K

Consenso

Aeromonas punctata Apac
Alteromonas sp. MetII
Burkholderia cepacia Amp
Chromobacterium violaceum Amp
Pseudoalteromonas sp. EmpI
Vibrio cholerae Amp
Vibrio proteolyticus Amp
Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2

Consenso
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Figura 77. Alineamiento de la proteasa CP2 con proteínas homólogas depositadas en las bases de datos 
utilizando el programa MegAling (DNAstar). Los fragmentos idénticos aparecen sombreados en azul. Los 
dominios característicos de las metaloproteasas de la familia M28 se encuentran sombreados en azul 
claro. Las proteasas utilizadas en los diferentes aislamientos fueron: Aeromonas punctata ApAc (Izawa y 
Hayashi, 1996); Alteromonas sp. 0-7 MetII (Miyamoto y col.,2002); Burkholderia cepacia Amp (no 
publicado); Chromobacterium violaceum Amp (Brazilian National Genome Project Consortium, 2003); 
Pseudoalteromonas sp. A28 EmpI (Lee y col., 2002); Vibrio cholerae Amp (Heidelberg y col., 2000); Vibrio 
proteolyticus Amp (Van Heeke y col., 1992) 
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La búsqueda 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 está compuesta por un péptido señal, una 
secuencia pro-N-terminal, la proteína madura y dos dominios PCC que constituyen la 
región pro-C-terminal (Figura 78). Estos dominios se encuentran conservados en el extremo 
C-terminal de otras proteasas bacterianas extracelulares. Su función no está clara, aunque 
podrían estar implicados en el proceso de secreción. Estos dominios pueden sufrir un 
procesamiento durante la maduración de la proteína. 

Figura 78. Dominios conservados de la haloproteasa CP1 

De la misma manera, se ha realizado la búsqueda de dominios conservados en la 
proteasa CP2 en la base de datos CDD (Marchler-Bauer y Bryant, 2004). El análisis de la 
secuencia mostró la presencia de un péptido señal, la proteína madura y dos dominios 
PCC, que constituyen el dominio pro-C-terminal (Figura 79). 

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 
homólogos pro-N y C- terminales de proteasas relacionados. 
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    Figura 79. Dominios conservados de la proteasa CP2 
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Tabla 47. Similitud entre los dominios conservados de CP1 y CP2 y dominios homólogos de proteasas de 
diferentes microorganismos 

 Pro-N-terminal 

ddee  CCPP11  

Pro-C-terminal 

ddee  CCPP11  

Pro-C-terminal 

Pseudoalteromonas sp. A28 EmpI 
(BAB85124) 

60% 83% 80% 

(JC7818) 
58% 80% 79% 

Alteromonas sp. 0-7 MetII - 74% 79% 

Bacteria antártica ProM 
(AAF78076) 

58%  79%  

Vibrio vulnificus Met  
(AAC45343) 

54% 58% 

Vibrio proteolyticus Vvp  
(JT0903) 

51% 56% 56% 

Alteromonas sp. 0-7 AprII 
(AAC60459) 

- 61% 62% 

Además, se ha analizado la presencia de péptidos señal en las tres proteínas, la 
haloproteasa CP1, la proteasa CP2 y la esterasa LipP, mediante el programa informático 
Signal P (Bendtsen y col., 2004) utilizando el método de Hidden Markov Models (HMM). Las 
tres proteínas, poseen péptido señal. La posición de corte más probable de la peptidasa 
señal en la haloproteasa CP1 es entre los aminoácidos 28 y 29; en la proteasa CP2 entre 
los aminoácidos 21 y 22 y en la esterasa LipP entre los aminoácidos 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 proteínas y detecta las posibles regiones o hélices trasmembranas. 
Tanto CP1 como CP2 parecen ser proteínas solubles con un promedio de hidrofobicidad de 
–0,406957 y –0,325775 respectivamente. No se detectan regiones transmembrana a 
excepción de la zona correspondiente a los péptidos señal de ambas proteínas (Figura 81). 
Además la predicción del programa informático PSORTb (Gardy y col., 2005) confirma que 
se trata de proteínas extracelulares. 
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75%  
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Figura 80. Predicción del péptido señal 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 predicción de regiones transmembrana SOSUI. A la derecha se muestra con 
más detalle la región transmembrana enmarcada en verde 

En la Figura 82 se muestra una comparación de la secuencia de aminoácidos 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. Comparación de las secuencias de aminoácidos de la haloproteasa CP1 y la proteasa CP2 
utilizando el programa MegAling (DNAstar) 
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En la Tabla 48 se muestra una comparación de las proteínas CP1 y CP2 con proteasas 
de diversos microorganismos. En la Figura 83 se representa la posición filigenética de las 
proteínas CP1 y CP2 de P. ruthenica CP76 con respecto a las proteasas de otras bacterias y 
haloarqueas relacionadas. Se realizó un alineamiento previo utilizando la aplicación 
MegAling (DNAstar), mediante el programa Clustal W que sirvió como base para la 
construcción del árbol filogenético. 

Tabla 48. Comparación de las principales características de las proteasas CP1 y CP2 y diversas 
proteasas depositadas en las bases de datos de diferentes microorganismos 

EEssppeecciiee  
bbaacctteerriiaannaa  

NNºº  
aaaa  

Aa 
básicos 

Aa 
hidrofóbicos 

(%)c  

Aa 
polares Punto 

isoeléctrico 

1 733 6,1 9,5 29,7 36,2 4,8 -22,98 
2 614 5,0 9,6 32,1 37,6 65,871 4,6 -25,80 
3 590 7,1 8,3 35,5 30,7 62,562 -5,45 
4 727 6,9 9,5 30,5 36,7 78,365 5,1 -17,17 
5 609 5,1 9,2 30,7 39,2 65,681 4,8 -22,79 
6 729 5,9 9,3 31,7 36,5 77,680 4,7 -23,48 
7 591 3,9 5,1 33,8 36,7 57,793 5,2 -6,077 
8 417 8,2 8,9 36,0 30,4 44,500 6,8 -0,98 
9 489 9,4 8,6 35,2 31,1 52,975 8,4 5,12 
10 478 6,1 11,5 30,8 35,1 51,147 4,3 -24,73 
11 588 4,4 9,9 43,9 22,8 61,260 4,3 -31,03 
12 519 6,2 12,1 30,2 34,1 53,489 4,3 -29,84 
13 529 8,7 11,2 30,0 31,4 58,711 5,9 -10,40 
14 611 7,2 8,7 32,1 35,2 66,725 5,9 -7,43 
15 380 10,3 13,4 32,9 26,8 42,122 5,1 -10,98 
16 247 5,7 16,6 30,4 27,5 26,064 4,0 -26,29 
17 700 5,6 9,3 31,3 37 74,488 4,6 -24,61 
18 424 8,7 10,4 32,5 29,5 46,185 6,1 -5,36 
19 432 5,1 9,9 30,1 37,5 46,574 4,6 -19,55 
20 609 7,2 9,0 32,5 33,5 66,000 6,0 

 

(%)a  

Aa 
ácidos 

(%)b  

 

(%)d 

Peso 
molecular 

(kDa) 

Carga 
a pH 

7 

78,813 

6,1 

-8,61 

1. Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP1 (este trabajo) 
2. Pseudoalteromonas ruthenica CP76 CP2 (este trabajo) 

aAminoácidos básicos: K y R 
bAminoácidos básicos: D y E 
cAminoácidos hidrofóbicos: A, I, L, F, W y V 
dAminoácidos polares: N, C, Q, S, T, y Y 
 

 
16. Natrialba magadii Nep (AAV66536) 
17. Pseudoalteromonas sp. EmpI (BAB85124) 
18. Pseudomonas aeruginosa Zmet (ZP_00137118) 
19. Vibrio proteolyticus Amp (CAA78039) 
20    Vibrio vulnificus Vvp (BAC22940) 

3. Aeromonas punctata ProAC (BAA82875) 
4. Alteromonas sp. MetI (JC7818) 
5. Alteromonas sp. MetII (JC7819) 
6. Bacteria antártica ProM (AAF78076) 
7. Brucella melitensis Esp (NP_541126) 
8. Burkholderia cepacia (ZP_00213828) 
9. Chromobacterium violaceum LasB (AAQ57737) 
10. Erwinia chrysanthemi Met (A36137) 
11. Haloarcula marismortui Met (AAV47876) 
12. Haloferax mediterranei Hal (BAA10958) 
13. Legionella longbeacae MspA (CAA58144) 
14. Listonella anguillarum Emp (AAL03940) 
15. Methanosarcina acetivorans Prt (AAM05912) 
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Figura 83. Árbol filogenético que muestra la posición de las proteasas CP1 y CP2 de Pseudoalteromonas 
ruthenica CP76 con otras proteasas depositadas en las bases de datos 

IIVV..99..55..11..  AAnnáálliissiiss  pprreeddiiccttiivvoo  ddee  llaa  eessttrruuccttuurraa  ttrriiddiimmeennssiioonnaall  ddee  CCPP11  yy  CCPP22  

Cuando una secuencia de estructura desconocida tiene un homólogo claro de estructura 
conocida se puede modelar basándose en esta estructura, siempre que la similitud sea alta 
y el alineamiento de ambas proteínas sea correcto, ya que las proteínas que poseen 
secuencias de aminoácidos similares muestran una tendencia a adoptar estructuras 
tridimensionales parecidas (Lecks y col., 1996). 

Se realizó el alineamiento de las secuencias entre las proteasas CP1 y CP2 y las enzimas 
cuyas estructuras cristalinas están resueltas. Para ello, se introdujo la secuencia de ambas 
proteínas por separado en el servidor Expaxy Molecular Biology, en la base de datos Swiss-
Model Repository.  

El programa informático Swiss-Model realiza un modelo teórico para la secuencia 
mediante algoritmos de homología. Permite la construcción del modelo de forma 
totalmente automática 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 
identificación de los dominios conservados de las proteínas. Este programa utiliza el 
programa BLAST y la base de datos CCD para predecir la estructura terciaria de la 
proteína. 
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En las Figuras 84 y 85 se presentan los modelos teóricos obtenidos mediante los 
programas Cn3 (haloproteasa CP1) y Swiss-Model (proteasa CP2). 

Figura 84. Predicción de la estructura tridimensional de la haloproteasa CP1. Los aminoácidos ácidos se 
muestran en color rojo y los básicos en color azul 
 
 
 

Figura 85. Predicción de la estructura tridimensional de la proteasa CP2. Los aminoácidos ácidos se 
muestran de color rojo y los básicos en color azul 
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IV.10. EXPRESIÓN DE LOS GENES cp1 Y cp2. PURIFICACIÓN DE LAS 
PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

  Una vez identificados los genes cp1 y cp2, procedimos a su expresión en E. coli con 
dos objetivos, en primer lugar, comparar la actividad en diferentes condiciones de la 
proteína recombinante CP1 con la proteína nativa y estudiar sus características. En segundo 
lugar, su expresión en E. coli nos permitirá obtener la proteína a mayor escala, y utilizarla 
en la obtención de anticuerpos específicos anti-CP1 y anti-CP2 para realizar posteriores 
estudios sobre la secreción de dichas proteínas. 

IIVV..1100..11..  CClloonnaacciióónn  eenn  eell  vveeccttoorr  ppEETT2222bb((++))

 

 

Para la expresión de los genes cp1 y cp2 en E. coli se eligió el vector de expresión 
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. 
Además, está presente la secuencia que codifica el péptido lider de la proteína periplásmica 
pelB, por lo que la proteína sintetizada es conducida al espacio periplásmico. 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 
proteínas CP1 y CP2 se obtuvo mediante PCR. Para ello, se diseñaron dos pares de 
cebadores CP1E/CP1X y CP2H/CP2X para la amplificación de los genes cp1 y cp2, 
respectivamente (Figura 86). Los cebadores se diseñaron incluyendo las secuencias de 
restricción EcoRI (extremo N-terminal) y XhoI (extremo C-terminal) para cp1 y las secuencias 
HindIII (extremo N-terminal) y XhoI (extremo C-terminal) para cp2, con el fin de dirigir el 
inserto en el proceso de clonación. Los cebadores CP1X y CP2X, que amplifican en los 
extremos C-terminales de ambas proteínas, fueron diseñados de forma que eliminaban el 
codón de terminación. Las enzimas de restricción elegidas no cortaban en ningún 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 plásmidos pProt1 y pProt2, respectivamente. Las construcciones se 
trataron con las enzimas de restricción EcoRI/XhoI (pProt1) y HindIII/XhoI (pProt2), para 
extraer los genes, subclonarlos en el vector pET22b(+) digerido con las mismas enzimas y 
obtener de esta manera los plásmidos pEProt1 y pEProt2 (Figuras 88 y 89). Ambos genes 
recombinantes se secuenciaron para comprobar que la amplificación era correcta y que las 
secuencias estaban en fase de lectura correcta; para ello, se utilizaron tanto los cebadores 
universales como cebadores diseñados a partir de la secuencia. 
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igura 86. Cebadores utilizados para la amplificación de los genes cp1 y cp2. Los codones de inicio y 

 

 

TGTACGGCTATAATAGCGCCACGGGTGTAAATTTATCGATCACCGCCAATTAG TAAA
1920

ACATGCCGATATTATCGCGGTGCCCACATTTAAATAGCTAGTGGCGGTTAATCATTATTT
GTGGCGGTTA G ATTT

GCAGAC CATTCTCCCTGAGTAGGGGCCAGCTACTGGCCCCTTTTTCGTTTAAGGA
2400

CGTCTGATTTAGTAAGAGGGACTCATCCCCGGTCGATGACCGGGGAAAAAGCAAATTCCT
CGTCTG TAAGAG

CP1X

B

ACATGGCATATGGATTTACGTGGCTACCGCGCAGCAAGTGGTGTCACCCTAACCATCCAA
2340

TGTACCGTATACCTAAATGCACCGATGGCGCGTCGTTCACCACAGTGGGATTGGTAGGTT
GGTT

TTCGGGAAAACTAATCGGGAGCAAACAATGAATAAACCTCAAGGATTTATGCTATCAACC 180
CGGGA AATGAATAAACC

CP1EA

Asn Lys Pro Gln Gly Phe Met Leu Ser Thr

Thr Trp His Met Asp Leu Arg Gly Tyr Arg Ala Ala Ser Gly Val Thr Leu Thr Ile Gln

Ala Asp .

CCCATCTTATGAAATATTCTTACCTCGCCATCGGTGCGGCGCTTGCTTGCGCTACGAACA 2460
C ATGAAATATTCTTAC

SerTyr TyrLys AlaGly AlaAlaLeu Ile AlaCys ThrLeu Ala Asn

GlyTyr TyrLeu GlyThr ValSerAsn Ala IleSer ThrAsn Leu Ala Asn .
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GGTT

TTCGGGAAAACTAATCGGGAGCAAACAATGAATAAACCTCAAGGATTTATGCTATCAACC 180
CGGGA AATGAATAAACC

CP1EA

Asn Lys Pro Gln Gly Phe Met Leu Ser Thr
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CGTCTG TAAGAG
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B

ACATGGCATATGGATTTACGTGGCTACCGCGCAGCAAGTGGTGTCACCCTAACCATCCAA
2340

TGTACCGTATACCTAAATGCACCGATGGCGCGTCGTTCACCACAGTGGGATTGGTAGGTT
GGTT

TTCGGGAAAACTAATCGGGAGCAAACAATGAATAAACCTCAAGGATTTATGCTATCAACC 180
CGGGA AATGAATAAACC

CP1EA

Asn Lys Pro Gln Gly Phe Met Leu Ser Thr

Thr Trp His Met Asp Leu Arg Gly Tyr Arg Ala Ala Ser Gly Val Thr Leu Thr Ile Gln

ACATGGCATATGGATTTACGTGGCTACCGCGCAGCAAGTGGTGTCACCCTAACCATCCAA
2340

TGTACCGTATACCTAAATGCACCGATGGCGCGTCGTTCACCACAGTGGGATTGGTAGGTT
GGTT
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Asn Lys Pro Gln Gly Phe Met Leu Ser Thr

Thr Trp His Met Asp Leu Arg Gly Tyr Arg Ala Ala Ser Gly Val Thr Leu Thr Ile Gln
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CCCATCTTATGAAATATTCTTACCTCGCCATCGGTGCGGCGCTTGCTTGCGCTACGAACA 2460
C ATGAAATATTCTTAC

SerTyr TyrLys AlaGly AlaAlaLeu Ile AlaCys ThrLeu Ala Asn

CCCATCTTATGAAATATTCTTACCTCGCCATCGGTGCGGCGCTTGCTTGCGCTACGAACA 2460
C ATGAAATATTCTTAC

SerTyr TyrLys AlaGly AlaAlaLeu Ile AlaCys ThrLeu Ala Asn

GlyTyr TyrLeu GlyThr ValSerAsn Ala IleSer ThrAsn Leu Ala Asn .
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F
terminación de ambos genes se representan sombreados en amarillo. A. Diseño 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 XhoI (CTCGAG); B. Diseño del los cebadores CP2H y CP2X utilizados para 
amplificar el gen cp2. En rojo se representa la secuencia de corte para las enzimas HindIII (AAGCTT) y 
XhoI (CTCGAG) 
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IV.10.2. Expresión y purificación de las proteasas recombinantes CP1 y

Figura 87. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las reacciones de amplificación de los genes
cp1 y 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, Reacción de amplificación de cp1
(2.202 pb); B. 1, Marcador de pesos moleculares 1 kb ladder; 2, Reacción de amplificación de cp2
(1.845 pb) 
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 plásmidos pEProt1 y pEProt2 se transformaron en E coli BL21(DE3) para llevar a 
ca

e ha obtenido un 
res

ciones del cultivo, para ver 
dó

n que se 
ob

 

CP2 

Los
bo la expresión de estos genes según se explica en el apartado III.15.3. 

Se procedió a la expresión de ambas proteínas en E. coli, si bien no s
ultado positivo en el caso de la proteína recombinante CP2, por lo que a partir de ahora 

todos los resultados se refieren únicamente a la proteína CP1. 

En primer lugar, se procedió a analizar las distintas frac
nde se encontraba la proteína expresada. Las fracciones que se analizaron fueron: 

fracción celular total, fracción del medio extracelular, fracción periplásmica, fracción 
citoplasmática soluble y fracción citoplasmática insoluble o cuerpos de inclusión. 

Las muestras analizadas mediante electroforesis en gel SDS-PAGE mostraro
tenía expresión de la proteína en la fracción celular total (que incluye todas las 

fracciones) y en la fracción citoplasmática insoluble, por lo que se deduce que la proteína 
recombinante CP1 forma cuerpos de inclusión (Figura 90). 
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Figura 88. Estrategia seguida para la clonación del gen cp1 en el vector de expresión pET22b(+),
incluyendo una fusión de seis unidades de histidina en su extremo C-terminal. De esta manera se
obtuvo el plásmido pEProt1 de un tamaño de 7,7 kb 
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Figura 89. Estrategia seguida para la clonación del gen cp2 en el vector de expresión pET22b(+),
incluyendo una fusión de seis unidades de histidina en su extremo C-terminal. De esta manera se
obtuvo el plásmido pEProt2 de un tamaño de 7,3 kb 



Resultados 

IIVV..1100..22..11..  SSoolluubbiilliizzaacciióónn  ddee  llooss  ccuueerrppooss  ddee  iinncclluussiióónn  

Figura 90. Análisis en gel SDS-PAGE de las fracciones inducidas con 0,5 mM de IPTG de la proteína
recombinante CP1 mediante electroforesis tras la tinción con azul de Coomassie. 1. Marcador de
pesos moleculares; 2. Fracción celular total sin inducir; 3. Fracción celular total; 4. Fracción de medio
extracelular; 5. Fracción periplásmica; 6. Fracción citoplasmática soluble; 7. Fracción citoplasmática
insoluble 
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Una vez comprobado que la sobreexpresión de la proteína CP1 recombinante se 
producía en la fracción citoplasmática insoluble, se procedió al tratamiento de los cuerpos 
de inclusión y posterior plegamiento de la proteína para su renaturalización. En un primer 
término se trató de solubilizar la proteína en el interior de la célula durante el proceso de 
crecimiento e inducción; para ello, el microorganismo se cultivó a 37ºC y una vez añadido 
el inductor IPTG se mantuvo a 25ºC, ya que de esta forma es posible, en determinados 
casos, dirigir la expresión pro
proteína se continuaba encontrando en la fracción insoluble. 

La solubilización de los cuerpos de inclusión se llevó a cabo utilizando urea 8 M como 
agente solubilizante. Como se observa en la Figura 91 la expresión de la proteína es mayor 
a las concentraciones de IPTG 0,5 y 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 inclusión, medimos la actividad de la proteína 
expresada, siguiendo el Método de Kunitz y no detectamos actividad. Procedimos, por 
tanto, a renaturalizar la proteína y recuperar su actividad. Para ello, realizamos numerosos 
ensayos variando en cada uno de ellos el tampón donde adicionamos la proteína, con el fin 
de determinar las condiciones óptimas de plegamiento de la misma. La proteína CP1 
solubilizada en el tampón de urea fue adicionada, a concentraciones crecientes de 10, 20 y 
40 µg/ml, en diferentes tampones de renaturalización TrisHCl 20 mM en los que variamos 
la concentración de NaCl (1-3 M), DTT (0-50 mM) y MgCl2 (0-20 mM) con el fin de 
encontrar las condiciones óptimas que favorecieran el plegamiento de la proteína. Además 

teica a la fracción soluble. En este caso no fue así, ya que la 
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se ensayaron diferentes temperaturas 4ºC, 25ºC y 37ºC ya que se ha descrito que la 
temperatura es un factor importante en el proceso de plegamiento de proteínas.  

Seguidamente se procedió a su concentración con ayuda de un filtro Pellicon XL Biomax 
30 (Millipore) asociado a una bomba de vacío. Se realizó el ensayo de actividad al filtrado 
que se obtenía después del tratamiento en las distintas condiciones mencionadas, no 
detectándose actividad en ninguna de las condiciones ensayadas. 

IIVV..1100..22..22..  PPuurriiffiiccaacciióónn  mmeeddiiaannttee  ccoolluummnna

tampón de solubilización (urea 8 M), en el cual la proteína se solubiliza. 1. Marcador de pesos
moleculares; 2. Proteínas totales de E. coli BL21(D3) silvestre; 3. Muestra sin inducir; 4. Muestra
inducida con 0,1 mM IPTG; 5. Muestra inducida con 0,5 mM IPTG; 6. Muestra inducida con 1 mM
IPTG 
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Figura 91. Expresión de la proteasa CP1 recombinante mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
teñidos con azul de Coomassie. Las muestras de la izquierda está
(la proteína no es soluble en este tampón) y las muestras de 

50 kDa50 kDa

oommbbiinnaannttee  

 

La presencia de la cola de histidinas en el extremo C-terminal de la proteína nos permitió 
purificarla por cromatografía de afinidad, utilizando una resina de níquel (HiTrap Chelating 
HP, Amersham), metal afín a las histidinas de la proteína. Para ello se partío de extractos de 
E. coli BL21(DE3) que contenían la proteína CP1 sobreexpresada. Dichos extractos se 
trataron, tal y como se describe en el apartado de Material y Métodos, para solubilizar los 
cuerpos de inclusión y este solubilizado se mantuvo en contacto con la resina. Tras eluir la 
columna con 100 mM de imidazol, obtuvimos la proteína CP1 purificada (Figura 92). 
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1 2 3 4 5 6 71 2 3 4 5 6 71 2 3 4 5 6 7

Este método nos permite obtener cantidades suficientes de la haloproteasa CP1 para 

Figura 92. Gel de SDS-PAGE correspondiente a la purificación de la haloproteasa CP1 recombinante
mediante cromatografía de afinidad. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Proteínas totales de E. coli
BL21(D3) silvestre; 3. Muestra inducida y solubilizada antes de ponerla en contacto con la columna; 4.
Fracción no unida a la columna; 5. Elución con 100 mM de Imidazol: 6. Elución con 200 mM de
Imidazol; 7. Elución con 300 mM de Imidazol 
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poder realizar posteriores estudios entre los que destacamos la inmunización de conejos 
para la obtención de anticuerpos específicos de la misma y poder realizar un estudio 
detallado de su secreción. 

IV.11. ESTUDIOS DE SECRECIÓN 

Las proteasas CP1 y CP2 mostraron homología con metaloproteasas aisladas de 
distintas especies del género Vibrio, como V. vulnificus, V. fluvialis o V. cholerae, además de 
con proteasas aisladas de especies de los géneros Aeromonas y Pseudoalteromonas. En 
estos géneros bacterianos la mayoría de los sistemas de secreción de proteínas se han 
descrito como pertenecientes al Sistema General de Secreción (GSP) de tipo II. La alta 
similitud que presentan dichas proteasas CP1 y CP2 con las enzimas de los géneros antes 

as ruthenica CP76 fuese dicho sistema GSP de tipo II, que por otra parte, 
es 

eínas 
C y D están localizados en un operón diferente (de Groot y col., 2001). La supresión de  

mencionados nos indujo a pensar que el sistema de secreción más probable que utilizase 
Pseudoalteromon

el más extendido y utilizado por bacterias Gram-negativas. El aparato de secreción de 
tipo II está compuesto por 12-16 genes diferentes (dependiendo de las especies) que 
forman un complejo multiproteico localizado en el espacio periplásmico y es esencial para 
la translocación a través de la membrana externa. La mayoría de estos genes están muy 
conservados entre las distintas especies y se transcriben en un sólo operón, aunque existen 
algunas excepciones (Sandkvist 2001a; 2001b; Thanassi, 2002). Así, en el caso de 
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas alcaligenes los genes que codifican las prot
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algunos de estos genes produce como resultado una inhibición de la secreción 
acumulándose la proteína en el interior de la célula (Filloux, 2004). 

Debido a que algunos genes que forman parte de la maquinaria de secreción de tipo II 
como los genes que codifican las proteínas C, D y E (este sistema está ampliamente descrito 
en el apartado I.4.2.1 de Introducción) se encuentran muy conservados entre las distintas 
especies bacterianas, nos propusimos amplificar dichos genes utilizando la técnica de PCR. 

IIVV..1111..11..  DDeetteecccciióónn  yy  aammpplliiffiiccaacciióónn  mmeeddiiaannttee  PPCCRR  ddeell  ggeenn  qquuee  ccooddiiffiiccaa  llaa  
pprrootteeíínnaa  DD  eenn  PP..  rruutthheenniiccaa  CCPP7766  

Una de las proteínas más importantes y que se encuentran muy conservadas en este tipo 
de secreción es la proteína D. Esta proteína pertenece a una gran familia de proteínas 
homólogas 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 proteínas D que nos 
permitieran el diseño de cebadores para amplificar por PCR esa región nucleotídica, se 
pro

e diseñaron los cebadores WmpDL y WmpDR. 

icroorganismos Gram-negativos 

cedió a realizar un alineamiento de las secuencias de aminoácidos de diversas proteínas 
D de microorganismos Gram-negativos disponibles en las bases de datos (Tabla 49). Para 
ello, se utilizó el programa MegAling (DNAstar) (Figura 93). De esta manera, a partir de las 
regiones más conservadas s

Tabla 49. Selección de proteínas D de diversos m

EEssppeecciiee  bbaacctteerriiaannaa  PPrrootteeíínnaa  LLoonnggiittuudd  
((aaaa))  

NNºº  ddee  aacccceessoo  
sseeccuueenncciiaa  RReeffeerreenncciiaa  

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 MacIntyre (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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 Figura 93. Alineamiento múltiple de secuencias de proteínas D de diversas bacterias Gram-negativas 
depositadas en las bases de datos. Los aminoácidos idénticos aparecen sombreados en verde. Las 
flechas indican las regiones conservadas utilizadas para el diseño de los correspondientes cebadores 
WmpDL (en azul) y WmpDR (en rojo). La referencia de las proteínas utilizadas en el alineamiento se 
encuentra en la Tabla 49 



  Resultados 

Utilizando los cebadores WmpDL y WmpDR se amplificó mediante PCR un fragmento de 
912 pb, que se clonó en el vector pCR 2.1-TOPO y al plásmido resultante se le denominó 
pPD1. Para confirmar que el fragmento amplificado era el correcto, éste se secuenció y se 
realizó una comparación (BLAST) con las secuencias de proteínas depositadas en las bases 
de datos. La secuencia proteica correspondiente a estas 912 pb presentó una alta similitud 
con diversas proteínas D depositadas en las bases de datos. La mayor similitud (76%) la 
presentó con la proteína WmpD de Pseudoalteromonas tunicata (Egan y col., 2002). 

Este mismo procedimiento se realizó con las proteínas C y E, no obteniéndose resultados 
positivos en estos casos. 

IIVV..1111..22..  PPCCRR  iinnvveerrssaa  ppaarraa  llaa  oobbtteenncciióónn  ddeell  ggeenn  ccoommpplleettoo  qquuee  ccooddiiffiiccaa  llaa  
pprrootteeíínnaa  DD 

Para obtener el gen completo que codifica la proteína D se utilizó 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 III.13 de Material y Métodos. Para amplificar las sondas se diseñaron cebadores 
de las zonas terminales de la secuencia conocida. Se diseñaron 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 digirió con diferentes enzimas de restricción que se 
conocía 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, AcsI, AvaII, BamHI, ClaI, DraI, EcoRI, HaeIII, 
HindIII, HinfII, PstI, SacI, SalI, XbaI y XhoI para la zona corriente arriba de la sonda PDT y 
AvaII, AviI, BamHI, BglII, DraI, EcoRI, EcoRV, HindIII, HpaI, PstI, SacI, SalI, Xba y XhoI para 
la zona corriente abajo de la sonda PDD, se hibridó con sus sondas respectivas para elegir 
un fragmento de restricción de tamaño apropiado, para ser posteriormente amplificado por 
PCR inversa. Tras el revelado de las membranas que se muestran en las Figuras 95 y 96 se 
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eligieron los fragmentos AcsI y HinfI, de aproximadamente 1,7 kb, correspondientes a la 
sonda PDT (corriente arriba) y el fragmento EcoRV, de aproximadamente 2,2 kb, 
correspondiente a la sonda PDD (corriente abajo). 
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Fragmento
(912 pb)

Sonda 
PDT

Sonda 
PDD

308 pb 249 pb

Fragmento
(912 pb)

Sonda 
PDT

Sonda 
PDD

308 pb 249 pb

AATACCAAAGTATTTTACCTTAATTACGCTAAATC

CAAGGCAATGGTAAT
GCTGCGCGCACCACACGTCGCGGCAGTGATGACAT

GCGCACGAAGCGTCAAACTCATTGG

GCAAGTCTTGGTAGAAGCCATTATTGTTGAGGTTT

AGGTGAGCTGGTTAAGGTATTACAGGGGGTTAGTA

AGTCTTTAAAAGAAGAGCAG
PDT

TCGCTAGTTTACTAGGTGGAATCAATGGCTTAGCT1888-AGGTGAGCTGGTTAAGGTATTACAGGGGGTTAGTA

AGTCTTTAAAAGAAGAGCAG
PDT1PDT

TCGCTAGTTTACTAGGTGGAATCAATGGCTTAGCT1888-

CAGCATTGAA

CTACTGTA CCAAGCCGTTTCTAATGACACGAATTCGAATATTT

CAGCATTGAA

CTACTGTA CCAAGCCGTTTCTAATGACACGAATTCGAATATTT

TGATTACCGCCCAACCCGACATGATGCGCTCACTT
GAAAAAGTGATTGAACGACTAGATATTCGCCGTGC

CTGAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGCAATGG

ATCTCCGAGCAAGGAGGCATGTTGCAGTTTAACAA

CGGCACCACCGTGCCCGTTGGCTCACTGGCAGTGG
CAGCAGAGCAAGCCCGTGATAAAA

CTCCGTACAACGTCAAATTG
PDT2

PDinv2

TCGTAACTTCGCGTGCTTCG
PDinv1

- 1807

CTTCGAATTTCATTGTGGCG
PDD2

TGGCGACCCCTTCGATTACTACGATGGATAATGAA

GAAGCGTCGATGATTGTCGGCCAAGAAGTACCCAT
TATTACCGGCTCGTCGACCGGCAGTAACAATGAAA

ACCCATTCCAGACTGTTGATCGTCAGGAAGTGGGT

CTCGGCAGTGCAGCTAACCATTGAGCAAG

PDinv4

ACCGCTGGGG
TGATTACCGCCCAACCCGACATGATGCGCTCACTT
GAAAAAGTGATTGAACGACTAGATATTCGCCGTGC

CTGAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGCAATGG

ATCTCCGAGCAAGGAGGCATGTTGCAGTTTAACAA

CGGCACCACCGTGCCCGTTGGCTCACTGGCAGTGG
CAGCAGAGCAAGCCCGTGATAAAA

CTCCGTACAACGTCAAATTG
PDT2

CTCCGTACAACGTCAAATTG
PDT2

PDinv2

TCGTAACTTCGCGTGCTTCG
PDinv1

- 1807

CTTCGAATTTCATTGTGGCG
PDD2

CTTCGAATTTCATTGTGGCG
PDD2

TGGCGACCCCTTCGATTACTACGATGGATAATGAA

GAAGCGTCGATGATTGTCGGCCAAGAAGTACCCAT
TATTACCGGCTCGTCGACCGGCAGTAACAATGAAA

ACCCATTCCAGACTGTTGATCGTCAGGAAGTGGGT

CTCGGCAGTGCAGCTAACCATTGAGCAAG

PDinv4

ACCGCTGGGG

1

1398-

PDD1
ATGGGTATCGTTAAGAATGACTGGGGCGCGATAGT

GTGAAGCTTAAAGTAACACCGCAAATAAACGATGG

AA

CTGTGCTTAAGCTTATAAA
PDinv3

- 2055

AATACCAAAGTATTTTACCTTAATTACGCTAAATC

CAAGGCAATGGTAAT
GCTGCGCGCACCACACGTCGCGGCAGTGATGACAT

GCGCACGAAGCGTCAAACTCATTGG

GCAAGTCTTGGTAGAAGCCATTATTGTTGAGGTTT

1

1398-

PDD1
ATGGGTATCGTTAAGAATGACTGGGGCGCGATAGT

GTGAAGCTTAAAGTAACACCGCAAATAAACGATGG

AA

CTGTGCTTAAGCTTATAAA
PDinv3PDinv3

- 2055

 
 

Los fragmentos correspondientes a la sonda PDT se amplificaron con los cebadores 
PDinv1 y PDinv2 y el fragmento correspondiente a la sonda PDD se amplificó con los 
cebadores PDinv3 y PDin4. Los fragmentos así obtenidos se muestran en la Figuras 95 y 96. 

 

 

 

igura 94. Diseño de los cebadores para amplificar las sondas PDT y PDD. También están
representadas las parejas de cebadores PDinv1/ PDinv2 y PDinv3/PDinv4 que se utilizarán en las
reacciones de PCR inversa corriente arriba y corriente abajo del fragmento conocido, respectivamente.
La numeración de la secuencia corresponde a las posiciones relativas en el gen wmpD de P. ruthenica
CP76 asignadas en la Figura 102 

F
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  Resultados 

Figura 95. Técnica de PCR inversa utilizada para la amplificación de la zona de secuencia 
desconocida corriente arriba del fragmento incluido en el clon pPD1. 1. Digestiones del ADN genómico de 
P. ruthenica CP76 con diferentes enzimas de restricción y revelado de la membrana tras la hibridación 
con la sonda PDT. A, Marcador de pesos moleculares; B, Fragmento de 308 pb de la sonda PDT. Las 
digestiones se realizaron con: C, AscI; D, AvaI; E, BamHI; F, ClaI; G, DraI; H, EcoRI; I, HaeIII; J, HindIII; 
K, HinfI; L, PstI; M, SacI; N, SalI; Ñ, XbaI y O, XhoI. 2. Amplificación mediante PCR inversa utilizando los 
cebadores PDinv1 y PDinv2. A, Fragmento AcsI. 1, Marcador de pesos moleculares; 2. Amplificación del 
fragmento de 1,7 kb; B, Fragmento HinfI. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Amplificación del 
fragmento de 1,7 kb 
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Enzimas de restricción  
PDinv4

PDinv3

Fragmento EcoRV
(2,2 kb)

Southern blot (selección de los fragmentos)
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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 genómico de P. ruthenica CP76 con 
diferentes enzimas de restricción y revelado de la membrana tras la hibridación 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, AvaII; D, AviI; E, BamHI; F, BglI; G, DraI; H, EcoRI; I, EcoRV; J, HindIII; K, HpaI; L, PstI; M, SacI; N, 
SalI; Ñ, XbaI y O, XhoII. 2. Amplificación mediante PCR inversa del fragmento EcoRV utilizando los 
cebadores PDinv3 y PDinv4. 1. Marcador de pesos moleculares; 2. Amplificación del fragmento de 2,2 kb 
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Figura 98. Estrategia de secuenciación de los fragmentos adyacentes a la sondas PDT y PDD, 
contenidos en las plásmidos pPD2, pPD3 y pPD4. En la parte superior del esquema se representa la 
correspondencia de estas regiones con los genes wmpC, wmpD y wmpE 

  

  

Para secuenciar los fragmentos AcsI (1,7 kb), HinfI (1,7 kb) y EcoRV (2,2 kb), se clonaron 
en el vector pBC KS(+) cortado con EcoRV (genera extremos romos), obteniéndose los 
plásmidos pPD2 (5,1 kb), pPD3 (5,1 kb) y pPD4 (5,6 kb), respectivamente (Figura 97). 
Posteriormente, se procedió a su secuenciación utilizando para ello tanto los cebadores 
universales T3 y T7 como cebadores diseñados a partir de la secuencia obtenida (Figura 
98). 

Figura 97. Esquema de los plásmidos pPD2, pPD3 y pPD4, portadores de los fragmentos de ADN 
genómico 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 
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Resultados 

IIVV..1111..33..  AAnnáálliissiiss  mmoolleeccuullaarr  ddee  llaa  rreeggiióónn  sseeccuueenncciiaaddaa

 de 2.067 pb y se extiende entre las posiciones 586 a 2652 del fragmento analizado. 
La secuencia de aminoácidos deducida de este ORF, denominada WmpD, se comparó con 
las bases de datos de proteínas mediante el programa BLAST (Altschul y col., 1997), 
presentando homología con proteínas D implicadas en el sistema de secreción de tipo II de 
diversos microorganismos. Las características de la proteína WmpD se muestran en la Tabla 
50. El ORF1, denominado wmpC, y el ORF3, denominado wmpE, aunque están 
incompletos, muestran homología con proteínas C y proteínas E respectivamente, 
implicadas también en el sistema de secreción de tipo II. La mayor similitud la presentan 
frente a la proteína WmpC de Pseudoalteomonas tunicata (62%) y la proteína WmpE de 
Idiomarina loihiensis (49%). 

 

Tabla 50. Características bioquímicas de la proteína WmpD 

 

La secuencia completa comprende una región de 2.979 pb con un contenido en G+C 
de 48 moles% (Figura 99). El análisis de la secuencia mediante el programa EditSeq 
(DNAstar) mostró la presencia de 3 posibles regiones codificantes orientadas en el mismo 
sentido, dos de las cuales están incompletas. El ORF2, denominado wmpD está completo, 
consta

Nº aminoácidos 688 

Aminoácidos básicos (K y R) (%) 10,4 

Aminoácidos ácidos (D y E) (%) 13,3 

Aminoácidos hidrofóbicos (A, I, L, F, W, V) (%) 35,7 

Aminoácidos polares (N, C, Q, S, T, Y) (%) 25,3 

Peso molecular (kDa) 74,85 

Punto isoeléctrico 4,9 

Carga a pH 7 -18,82 
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  Resultados 

 

GAACCGCGCGCTAA 60
R  I  P  R  A  P  R  A  Y  G  L  K  V  F  Q  R  N  R  A  L 
ACGGGCAAAAGTACTTCCTGACGGAGTTATTTGGAAGTCGGGGCGCGTTTGAAACACTGT 120

 Y  Q  L  T  D  M  K  Q  A  M  A  A  L 
AAGAGCTGCGCAATAGCACCGACGCATCTATTACCGTGAACCGCAACGGGCAACTGTTCG 540
Q  E  L  R  N  S  T  D  A  S  I  T  V  N  R  N  G  Q  L  F 
ATGTGCAATTTAGCCTGCAAT cacacgttt

GAATCCCAAGGGCGCCAAGAGCCTACGGTTTGAAGGTTTTTCAAAGGAATCCCAAGGGCGCCAAGAGCCTACGGTTTGAAGGTTTTTCAAAG

N  G  Q  K  Y  F  L  T  E  L  F  G  S  R  G  A  F  E  T  L 
TGCTTGACGGCTTGAGCTCCACTAAAACCGTATCTATGCCTGTGCCAGCAAGTCGGCCAC 180
L  L  D  G  L  S  S  T  K  T  V  S  M  P  V  P  A  S  R  P 
AAGCTGATAATGCTCCCAAAGCGAGTGCCGGTAAGCCGAAAACCATCAATGCCACAGCCA 240
Q  A  D  N  A  P  K  A  S  A  G  K  P  K  T  I  N  A  T  A 
GTGCCGAGGCCAAGCAAGCTCTACAGCAAACACGCAAACAAATTCTTGCCGACCCAGGAA 300
S  A  E  A  K  Q  A  L  Q  Q  T  R  K  Q  I  L  A  D  P  G 
AGTTATCGGAGTATCTACGTATCACTCCGGCACGTAACCAAGGTCGTCTACAAGGGTATA 360
K  L  S  E  Y  L  R  I  T  P  A  R  N  Q  G  R  L  Q  G  Y 
AATTAAGCCCTGGAAAAGATCCGGCCCTATTTAAACAAATGGGCCTTGAAAATAATGACA 420
K  L  S  P  G  K  D  P  A  L  F  K  Q  M  G  L  E  N  N  D 
TCGCCATTGCTATAAATGGTTATCAGCTAACCGATATGAAACAAGCCATGGCAGCATTGC 480
I  A  I  A  I  N  G 

N  G  Q  K  Y  F  L  T  E  L  F  G  S  R  G  A  F  E  T  L 
TGCTTGACGGCTTGAGCTCCACTAAAACCGTATCTATGCCTGTGCCAGCAAGTCGGCCAC 180
L  L  D  G  L  S  S  T  K  T  V  S  M  P  V  P  A  S  R  P 
AAGCTGATAATGCTCCCAAAGCGAGTGCCGGTAAGCCGAAAACCATCAATGCCACAGCCA 240
Q  A  D  N  A  P  K  A  S  A  G  K  P  K  T  I  N  A  T  A 
GTGCCGAGGCCAAGCAAGCTCTACAGCAAACACGCAAACAAATTCTTGCCGACCCAGGAA 300
S  A  E  A  K  Q  A  L  Q  Q  T  R  K  Q  I  L  A  D  P  G 
AGTTATCGGAGTATCTACGTATCACTCCGGCACGTAACCAAGGTCGTCTACAAGGGTATA 360
K  L  S  E  Y  L  R  I  T  P  A  R  N  Q  G  R  L  Q  G  Y 
AATTAAGCCCTGGAAAAGATCCGGCCCTATTTAAACAAATGGGCCTTGAAAATAATGACA 420
K  L  S  P  G  K  D  P  A  L  F  K  Q  M  G  L  E  N  N  D 
TCGCCATTGCTATAAATGGTTATCAGCTAACCGATATGAAACAAGCCATGGCAGCATTGC 480
I  A  I  A  I  N  G 

AAT ATGAAT ATGggagtaagaaca GGCGCGAAATTT 600
D  V  Q  F
CGCACAAAAA ATGGCGCGCTACTTTTCGCCGCTGGGGTA 660
R  T  K    G  A  L  L    A  G  V 

AGTTTAAATC AGGGCACAGATATCAACGAG 720
S  L  N  F  K  G    I  N  E 

TTTATCAATA TTAACAAGACGGTGATCATTG AATGTACGT 780
F  I  N  I  V  G  K  N  L  N  K  T  V  I  I  D  P  N  V  R 

GGCAAAATTAATGTGCGTAGCTACGAGCTCATGGATGAACAGCTGTACTATCAATTCTTC 840
G  K  I    Y  E  L  M  D  E  Q  L  Q  F  F 
TCAACGTTCTCGAAGTACACGGCTATGCTGCTGTCGAAATGCCAAGTGGTATCATTAAA 900
L  N  V  L  E  V  H  G  Y  A  A  V  E  M  P  S  G  I  I  K 
TAGAGAAAAGCTCAGACGCGAAAAAGTCTAATGTGCCAGTCATCGGTGAAGATGACGGC 960
V  E  K  S  S  D  A  K  K  S  N  V  P  V  I  G  E  D  D  G 
TGGGCGGTGATATGCTGGTAACTCGGGTTGTGCGAGTGAAAAATGTAACCGTCCAAGAG 1020
M  G  G  D  M  L  V  T  R  V  V  R  V  K  N  V  T  V  Q  E 
TGGGTCCACTGATCCGTCAGTTTAGTGACCAAAAAGATGGCGGCCATGTTACCAACTTT 1080
L  G  P  L  I  R  Q  F  S  D  Q  K  D  G  G  H  V  T  N  F 

AACCCCTCTAACGTCATGATGCTGACCGGTCATGCCGAGTCGGTAAACCGCCTAGTGGAA 1140
N  P  S  N  V  M  M  L  T  G  H  A  E  S  V  N  R  L  V  E 

ATTATTCGCTTGGTTGACCAAGCCGGTGATAAACGTGTTGATATTGTGCGTCTGAAACAC 1200
I  I  R  L  V  D  Q  A  G  D  K  R  V  D  I  V  R  L  K  H 

M G  A  K  F 

GAACCGCGCGCTAA 60
R  I  P  R  A  P  R  A  Y  G  L  K  V  F  Q  R  N  R  A  L 
ACGGGCAAAAGTACTTCCTGACGGAGTTATTTGGAAGTCGGGGCGCGTTTGAAACACTGT 120

 Y  Q  L  T  D  M  K  Q  A  M  A  A  L 
AAGAGCTGCGCAATAGCACCGACGCATCTATTACCGTGAACCGCAACGGGCAACTGTTCG 540
Q  E  L  R  N  S  T  D  A  S  I  T  V  N  R  N  G  Q  L  F 
ATGTGCAATTTAGCCTGCAAT cacacgttt

  S  L  Q  . 
TAATAAAAGGGCTTGCCAAGT
I  I  K  G  L  A  K  Y F  A
TATACGCAGTCGAATATGCGGCAAACTTTA
L  Y  A  V  E  Y  A  A  N  T  D
TCGTTGGTAAAAACC ACCCC

N  V  R  S Y  Y  

  S  L  Q  . 
TAATAAAAGGGCTTGCCAAGT
I  I  K  G  L  A  K  Y F  A
TATACGCAGTCGAATATGCGGCAAACTTTA
L  Y  A  V  E  Y  A  A  N  T  D
TCGTTGGTAAAAACC ACCCC

N  V  R  S Y  Y  
CC

GG

AA

TT
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ggagtaagaaca GGCGCGAAATTT 600
D  V  Q  F
CGCACAAAAA ATGGCGCGCTACTTTTCGCCGCTGGGGTA 660
R  T  K    G  A  L  L    A  G  V 

AGTTTAAATC AGGGCACAGATATCAACGAG 720
S  L  N  F  K  G    I  N  E 

TTTATCAATA TTAACAAGACGGTGATCATTG AATGTACGT 780
F  I  N  I  V  G  K  N  L  N  K  T  V  I  I  D  P  N  V  R 

GGCAAAATTAATGTGCGTAGCTACGAGCTCATGGATGAACAGCTGTACTATCAATTCTTC 840
G  K  I    Y  E  L  M  D  E  Q  L  Q  F  F 
TCAACGTTCTCGAAGTACACGGCTATGCTGCTGTCGAAATGCCAAGTGGTATCATTAAA 900
L  N  V  L  E  V  H  G  Y  A  A  V  E  M  P  S  G  I  I  K 
TAGAGAAAAGCTCAGACGCGAAAAAGTCTAATGTGCCAGTCATCGGTGAAGATGACGGC 960
V  E  K  S  S  D  A  K  K  S  N  V  P  V  I  G  E  D  D  G 
TGGGCGGTGATATGCTGGTAACTCGGGTTGTGCGAGTGAAAAATGTAACCGTCCAAGAG 1020
M  G  G  D  M  L  V  T  R  V  V  R  V  K  N  V  T  V  Q  E 
TGGGTCCACTGATCCGTCAGTTTAGTGACCAAAAAGATGGCGGCCATGTTACCAACTTT 1080
L  G  P  L  I  R  Q  F  S  D  Q  K  D  G  G  H  V  T  N  F 

AACCCCTCTAACGTCATGATGCTGACCGGTCATGCCGAGTCGGTAAACCGCCTAGTGGAA 1140
N  P  S  N  V  M  M  L  T  G  H  A  E  S  V  N  R  L  V  E 

ATTATTCGCTTGGTTGACCAAGCCGGTGATAAACGTGTTGATATTGTGCGTCTGAAACAC 1200
I  I  R  L  V  D  Q  A  G  D  K  R  V  D  I  V  R  L  K  H 

M G  A  K  F 



Resultados 

GCCACGGCCTCTGATGTGGTGTCTGTTGTTGATAATATTTTTAAAGACAATGGCAAAGGC

AGCGTCCCCGACTTTTTGATCCCTCGGGTCGTTGCAGATGAGCGTACCAACAGTGTGATT

GTCAGTGGTGAAGGGCAGGCTCGCACGCGCGCCATTGAATTAGTCAAGCGCTTAGATAAC

GAGCTAGAGACAACCGGGAATACCAAAGTATTTTACCTTAATTACGCTAAATCAGATGAG

CTGGTTAAGGTATTACAGGGGGTTAGTAAGTCTTTAAAAGAAGAGCAGCAAGGCAATGGT

AATGCTGCGCGCACCACACGTCGCGGCAGTGATGACATCAGCATTGAAGCGCACGAAGCG

TCAAACTCATTGGTGATTACCGCCCAACCCGACATGATGCGCTCACTTGAAAAAGTGATT

GAACGACTAGATATTCGCCGTGCGCAAGTCTTGGTAGAAGCCATTATTGTTGAGGTTTCT

GAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGCAATGGATCTCCGAGCAAGGAGGCATGTTGCAG

TTTAACAACGGCACCACCGTG

GCCACGGCCTCTGATGTGGTGTCTGTTGTTGATAATATTTTTAAAGACAATGGCAAAGGC

AGCGTCCCCGACTTTTTGATCCCTCGGGTCGTTGCAGATGAGCGTACCAACAGTGTGATT

GTCAGTGGTGAAGGGCAGGCTCGCACGCGCGCCATTGAATTAGTCAAGCGCTTAGATAAC

GAGCTAGAGACAACCGGGAATACCAAAGTATTTTACCTTAATTACGCTAAATCAGATGAG

CTGGTTAAGGTATTACAGGGGGTTAGTAAGTCTTTAAAAGAAGAGCAGCAAGGCAATGGT

AATGCTGCGCGCACCACACGTCGCGGCAGTGATGACATCAGCATTGAAGCGCACGAAGCG

TCAAACTCATTGGTGATTACCGCCCAACCCGACATGATGCGCTCACTTGAAAAAGTGATT

GAACGACTAGATATTCGCCGTGCGCAAGTCTTGGTAGAAGCCATTATTGTTGAGGTTTCT

GAAGGCGATGGCGTTAACTTTGGTTTGCAATGGATCTCCGAGCAAGGAGGCATGTTGCAG

TTTAACAACGGCACCACCGTG

1260
A  T  A  S  D  V  V  S  V  V  D  N  I  F  K  D  N  G  K  G 

1320
S  V  P  D  F  L  I  P  R  V  V  A  D  E  R  T  N  S  V  I 

1380
V  S  G  E  G  Q  A  R  T  R  A  I  E  L  V  K  R  L  D  N 

1440
E  L  E  T  T  G  N  T  K  V  F  Y  L  N  Y  A  K  S  D  E 

1500
L  V  K  V  L  Q  G  V  S  K  S  L  K  E  E  Q  Q  G  N  G 

1560
N  A  A  R  T  T  R  R  G  S  D  D  I  S  I  E  A  H  E  A 

1620
S  N  S  L  V  I  T  A  Q  P  D  M  M  R  S  L  E  K  V  I 

1680
E  R  L  D  I  R  R  A  Q  V  L  V  E  A  I  I  V  E  V  S 

1740
E  G  D  G  V  N  F  G  L  Q  W  I  S  E  Q  G  G  M  L  Q 

TTGGCTCACTGGCAGTGGCA 1800
F  N  N  G  T  T  V  P  V  G  S  L  A  V  A    Q  A  R 

1860
D  K  T  I  T  D  N  V  V  G  S  E  S  G  V  V  T  P  I  S 

1920
R  T  E  E  G  D  L  G  P  L  A  S  L  L  G  G  I  N  G  L 

1980
A  M  G  I  V  K  N  D  W  G  A  I  V  Q  A  V  S  N  D  T 

2040
N  S  N  I  L  A  T  P  S  I  T  T  M  D  N  E  E  A  S  M 

2100
I  V  G  Q  E  V  P  I  I  T  G  S  S  T  G  S  N  N  E  N 

2160
P  F  Q  T  V  D  R  Q  E  V  G  V  K  L  K  V  T  P  Q  I 

2220
N  D  G  S  A  V  Q  L  T  I  E  Q  E  V  S  N  V  A  G  S 

2280
T  A  V  D  I  S  I  N  K  R  A  I  T  T  T  V  L  A  D  D 

2340
G  G  M  V  V  L  G  G  L  I  D  E  D  V  Q  E  S  V  S  K 

2400
V  P  L  L  G  D  I  P  V  L  G  H  L  F  K  S  T  S  T  S 

1260
A  T  A  S  D  V  V  S  V  V  D  N  I  F  K  D  N  G  K  G 

1320
S  V  P  D  F  L  I  P  R  V  V  A  D  E  R  T  N  S  V  I 

1380
V  S  G  E  G  Q  A  R  T  R  A  I  E  L  V  K  R  L  D  N 

1440
E  L  E  T  T  G  N  T  K  V  F  Y  L  N  Y  A  K  S  D  E 

1500
L  V  K  V  L  Q  G  V  S  K  S  L  K  E  E  Q  Q  G  N  G 

1560
N  A  A  R  T  T  R  R  G  S  D  D  I  S  I  E  A  H  E  A 

1620
S  N  S  L  V  I  T  A  Q  P  D  M  M  R  S  L  E  K  V  I 

1680
E  R  L  D  I  R  R  A  Q  V  L  V  E  A  I  I  V  E  V  S 

1740
E  G  D  G  V  N  F  G  L  Q  W  I  S  E  Q  G  G  M  L  Q 

TTGGCTCACTGGCAGTGGCA 1800
F  N  N  G  T  T  V  P  V  G  S  L  A  V  A    Q  A  R 

1860
D  K  T  I  T  D  N  V  V  G  S  E  S  G  V  V  T  P  I  S 

1920
R  T  E  E  G  D  L  G  P  L  A  S  L  L  G  G  I  N  G  L 

1980
A  M  G  I  V  K  N  D  W  G  A  I  V  Q  A  V  S  N  D  T 

2040
N  S  N  I  L  A  T  P  S  I  T  T  M  D  N  E  E  A  S  M 

2100
I  V  G  Q  E  V  P  I  I  T  G  S  S  T  G  S  N  N  E  N 

2160
P  F  Q  T  V  D  R  Q  E  V  G  V  K  L  K  V  T  P  Q  I 

2220
N  D  G  S  A  V  Q  L  T  I  E  Q  E  V  S  N  V  A  G  S 

2280
T  A  V  D  I  S  I  N  K  R  A  I  T  T  T  V  L  A  D  D 

2340
G  G  M  V  V  L  G  G  L  I  D  E  D  V  Q  E  S  V  S  K 

2400
V  P  L  L  G  D  I  P  V  L  G  H  L  F  K  S  T  S  T  S 

CCCG GCA
A  E

CCCG GCA
A  E
GAGCAAGCCCGT

GATAAAACCATTACTGACAATGTTGTTGGCTCAGAAAGTGGTGTGGTAACACCGATTAGC

CGTACCGAAGAAGGCGACCTTGGTCCTCTCGCTAGTTTACTAGGTGGAATCAATGGCTTA

GCTATGGGTATCGTTAAGAATGACTGGGGCGCGATAGTCCAAGCCGTTTCTAATGACACG

AATTCGAATATTTTGGCGACCCCTTCGATTACTACGATGGATAATGAAGAAGCGTCGATG

ATTGTCGGCCAAGAAGTACCCATTATTACCGGCTCGTCGACCGGCAGTAACAATGAAAAC

CCATTCCAGACTGTTGATCGTCAGGAAGTGGGTGTGAAGCTTAAAGTAACACCGCAAATA

AACGATGGCTCGGCAGTGCAGCTAACCATTGAACAAGAAGTATCGAATGTCGCGGGTTCA

ACGGCGGTGGATATTTCCATTAACAAACGTGCCATTACCACCACAGTGCTAGCCGACGAT

GGAGGTATGGTTGTGCTCGGCGGTCTTATCGATGAAGATGTCCAAGAAAGTGTCTCTAAA

GTACCGTTACTTGGTGATATTCCTGTGCTCGGCCACTTATTTAAATCCACCAGTACGTCA

GAGCAAGCCCGT

GATAAAACCATTACTGACAATGTTGTTGGCTCAGAAAGTGGTGTGGTAACACCGATTAGC

CGTACCGAAGAAGGCGACCTTGGTCCTCTCGCTAGTTTACTAGGTGGAATCAATGGCTTA

GCTATGGGTATCGTTAAGAATGACTGGGGCGCGATAGTCCAAGCCGTTTCTAATGACACG

AATTCGAATATTTTGGCGACCCCTTCGATTACTACGATGGATAATGAAGAAGCGTCGATG

ATTGTCGGCCAAGAAGTACCCATTATTACCGGCTCGTCGACCGGCAGTAACAATGAAAAC

CCATTCCAGACTGTTGATCGTCAGGAAGTGGGTGTGAAGCTTAAAGTAACACCGCAAATA

AACGATGGCTCGGCAGTGCAGCTAACCATTGAACAAGAAGTATCGAATGTCGCGGGTTCA

ACGGCGGTGGATATTTCCATTAACAAACGTGCCATTACCACCACAGTGCTAGCCGACGAT

GGAGGTATGGTTGTGCTCGGCGGTCTTATCGATGAAGATGTCCAAGAAAGTGTCTCTAAA

GTACCGTTACTTGGTGATATTCCTGTGCTCGGCCACTTATTTAAATCCACCAGTACGTCA
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  Resultados 

 

pPD2, pPD3 y pPD4. Cada uno de los ORFs encontrados se encuentra señalado con colores difer
OR

Shine-Dalgarno (RBS) aparecen sombreados en morado. Asimismo, se muestra la secuenc
am

Los porcentajes de similitud (BLAST) de WmpD con sus proteínas homólogas dispo

múltiple utilizando el programa MegAling (DNAstar) (Figura 100). 

 

 

 

 

AAGCGTAAACGCAATCTTATCGTCTTTATTCGCCCCACAATTTTACGCGATATTGAGAGC

ATGAACCGTTTGAGCCACAGTAAATATAAATTTATCCGTGGTGAGCAGCTCAAACAAAGC

GATGACGGTATCGACTTGATGCCAACCGAGCAAGTGCCATTACTCCCTGAGTGGAATGAC

GCGCTTGTATTGCCACCTACCTATGAAGAGTATCTGAAAGAGCAAAATAAGGCTGAGCGA

GACATGAACTGAgcaaatcgccgcccaaagcagcgccgaggtgcccgtcact

Figura 99. Secuencia de 2.979 pb amplificada mediante PCR inversa, incluida en los plásmidos pPD1, 
entes: 

F1 (wmpC) en naranja; ORF2 (wmpD) en verde y ORF3 (wmpE) en azul. Los codones de iniciación y 
terminación se encuentran señalados en negrita. Los posibles sitios de unión al ribosoma o secuencias 

ia de 
inoácidos de las proteínas codificadas. Las secuencias utilizadas para el diseño de los cebadores PDF 

y PDR aparecen señalados en negrita 

 

nibles 
en las bases de datos se recogen en la Tabla 51. Asimismo, se realizó un alineamiento 

 

 

 

2460
K  R  K  R  N  L  I  V  F  I  R  P  T  I  L  R  D  I  E  S 

2520
M  N  R  L  S  H  S  K  Y  K  F  I  R  G  E  Q  L  K  Q  S 

2580
D  D  G  I  D  L  M  P  T  E  Q  V  P  L  L  P  E  W  N  D 

2640
A  L  V  L  P  P  T  Y  E  E  Y  L  K  E  Q  N  K  A  E  R 

gacgaagc

gctgATG AGGTATCTGAAACCGTTGCCACAGCGCCACTGCGACTGCCATTTGCCTTTGC

GCGCCGCTTTCAAGTGCTATTGGTAGAGCATGATGAGACGTTTACTGCTTTTACCATAGC

CATGATTAGAGCCTCAGGTTATGTTGGAAGTGCGTCGCTTCGCAGGCCGAGGGTTTTTAG

CGTAGAACGGTTGCCGGAAAGACAAATTCAAACTCGTCCTTGGAGGGCGGCCTTTCAACG

CGATAGTTCGGAAACCCAGCAGCTTAATTGGAAGATATC 2979

AAGCGTAAACGCAATCTTATCGTCTTTATTCGCCCCACAATTTTACGCGATATTGAGAGC

ATGAACCGTTTGAGCCACAGTAAATATAAATTTATCCGTGGTGAGCAGCTCAAACAAAGC

GATGACGGTATCGACTTGATGCCAACCGAGCAAGTGCCATTACTCCCTGAGTGGAATGAC

GCGCTTGTATTGCCACCTACCTATGAAGAGTATCTGAAAGAGCAAAATAAGGCTGAGCGA

GACATGAACTGAgcaaatcgccgcccaaagcagcgccgaggtgcccgtcactgacgaagc

gctgATG AGGTATCTGAAACCGTTGCCACAGCGCCACTGCGACTGCCATTTGCCTTTGC

GCGCCGCTTTCAAGTGCTATTGGTAGAGCATGATGAGACGTTTACTGCTTTTACCATAGC

CATGATTAGAGCCTCAGGTTATGTTGGAAGTGCGTCGCTTCGCAGGCCGAGGGTTTTTAG

CGTAGAACGGTTGCCGGAAAGACAAATTCAAACTCGTCCTTGGAGGGCGGCCTTTCAACG

CGATAGTTCGGAAACCCAGCAGCTTAATTGGAAGATATC 2979

2700
D  M  N  . 

G 2760

2820
R  R  F  Q  V  L  L  V  E  H  D  E  T  F  T  A  F  T  I  A 

2880
M  I  R  A  S  G  Y  V  G  S  A  S  L  R  R  P  R  V  F  S 

2940
V  E  R  L  P  E  R  Q  I  Q  T  R  P  W  R  A  A  F  Q  R 

D  S  S  E  T  Q  Q  L  N  W  K  I  S 

M E  V  S  E  T  V  A  T  A  P  L  R  L  P  F  A  F  A 

2460
K  R  K  R  N  L  I  V  F  I  R  P  T  I  L  R  D  I  E  S 

2520
M  N  R  L  S  H  S  K  Y  K  F  I  R  G  E  Q  L  K  Q  S 

2580
D  D  G  I  D  L  M  P  T  E  Q  V  P  L  L  P  E  W  N  D 

2640
A  L  V  L  P  P  T  Y  E  E  Y  L  K  E  Q  N  K  A  E  R 

2700
D  M  N  . 

G 2760

2820
R  R  F  Q  V  L  L  V  E  H  D  E  T  F  T  A  F  T  I  A 

2880
M  I  R  A  S  G  Y  V  G  S  A  S  L  R  R  P  R  V  F  S 

2940
V  E  R  L  P  E  R  Q  I  Q  T  R  P  W  R  A  A  F  Q  R 

D  S  S  E  T  Q  Q  L  N  W  K  I  S 

M E  V  S  E  T  V  A  T  A  P  L  R  L  P  F  A  F  A 
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Resultados 

Tabla 51. Similitud entre la proteína wmpD y las proteínas homólogas de diferentes microorganismo

LLoonnggiittuudd %%  ddee RReeggiióónn  ddee NNºº  aaccc

P
Idiomarina loihiensis PulD 708 59 (76) 696 YP156407 
S

Photobacterium

s 

EEssppeecciiee  bbaacctteerriiaannaa  PPrrootteeíínnaa   
((aaaa))aa  

 
iiddeennttiiddaadd    

((%%  ssiimmiilliittuudd))bb  

 
ssoollaappaammiieennttoo  

((aaaa))cc  
ceessoo  

sseeccuueenncciiaa  

seudoalteromonas tunicata WmpD 689 75 (86) 681 AAL76242 

hewanella oneidensis GspD 704 59 (76) 682 NP_715808 
Vibrio parahaem s olyticu

 profun

 fische

as s

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 

aNúmero de aminoácidos de la proteína 
bPorcentaje de residuos idénticos encontrados en la región de solapamiento 
cEn el cómputo global del número de aminoácidos comprendidos en la región de solapamiento, se incluyen los 
“huecos” que introduce el programa BLAST para optimizar el alineamiento 

 

 
 

M K H W F - - - - I K S G L - - L L - - - - A A T L L C S S G V A A E E Y S A S F K G T D I Q E F I N I V G R N L N K T

10 20 30 40 50 60

M N H L L H L T K I K K G L A K Y - A T L L L A T G L S C S A M A V Q - Y S A N F K G T D I N E F I N I V G Q N L N K T
M - - - - - - T V A K S G L K A W L G A L G L A L T L M S S P L S S E E Y A A S F K N T D I N E F I Q V V G R N L G K T
M N N K R - - - - I R R K L - - I A G V V A G A T M L T S Q F V W S E Q Y A A N F K G T D I Q E F I N I V G K N L N K T
M K H W F - - - - S K S A W - - L L - - - - A G S L L C V P G A M A N E F S A S F K G T D I Q E F I N I V G R N L E K T
M K K W M - - - - S K S A L - - F L - - - - A G S L L C - S S V M A S E F S A S F K G T D I Q E F I N I V G R N L Q K T
M K H W F - - - - S K S A W - - L L - - - - A G T L A C S S G V L A N E F S A S F K G T D I Q E F I N I V G R N L E K T
M - - - - - - - - I N K G K S W R L A T V A A A L M M A G S A - W A T E Y S A S F K N A D I E E F I N T V G K N L S K T
M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
M G A K F R - T K I I K G L A K Y - G A L L F A A G V S L N L Y A V E - Y A A N F K G T D I N E F I N I V G K N L N K T

I I V D P S V R G K I N V R S Y D L L N E E Q Y Y Q F F L N V L E V Y G Y A V V E M D N G V L K V I K S K D A K T S A I

1
1
1
1
1
1
1
1
1

70 80 90

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

M N H L L H L T K I K K G L A K Y - A T L L L A T G L S C S A M A V Q - Y S A N F K G T D I N E F I N I V G Q N L N K T
M - - - - - - T V A K S G L K A W L G A L G L A L T L M S S P L S S E E Y A A S F K N T D I N E F I Q V V G R N L G K T
M N N K R - - - - I R R K L - - I A G V V A G A T M L T S Q F V W S E Q Y A A N F K G T D I Q E F I N I V G K N L N K T
M K H W F - - - - S K S A W - - L L - - - - A G S L L C V P G A M A N E F S A S F K G T D I Q E F I N I V G R N L E K T
M K K W M - - - - S K S A L - - F L - - - - A G S L L C - S S V M A S E F S A S F K G T D I Q E F I N I V G R N L Q K T
M K H W F - - - - S K S A W - - L L - - - - A G T L A C S S G V L A N E F S A S F K G T D I Q E F I N I V G R N L E K T
M - - - - - - - - I N K G K S W R L A T V A A A L M M A G S A - W A T E Y S A S F K N A D I E E F I N T V G K N L S K T
M - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
M G A K F R - T K I I K G L A K Y - G A L L F A A G V S L N L Y A V E - Y A A N F K G T D I N E F I N I V G K N L N K T

I I V D P S V R G K I N V R S Y D L L N E E Q Y Y Q F F L N V L E V Y G Y A V V E M D N G V L K V I K S K D A K T S A I

1
1
1
1
1
1
1
1
1

70 80 90

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

M N H L L H L T K I K K G L A K Y - A T L L L A T G L S C S A M A V Q - Y S A N F K G T D I N E F I N I V G Q N L N K T
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40404040

 

 

 219



Resultados 

   220

 

con WmpD. Los fragmentos idénticos aparecen sombreados en verde oscuro. Los residuos de las zonas 
conserva laro. Las 

tunicata anella oneidensis 
MR-1 Gs Photobacterium 
profundum Aeromonas 
salmonicida

posee un 
péptido oácidos 

Figura 101. Predicción del péptido señal de la proteína WmpD usando el programa Signal P 

 

 

 

das (A, B, C y D) en las proteínas D se encuentran sombrados en color verde c
proteínas de los diferentes microorganismos utilizadas en los alineamientos fueron: Pseudoalteromonas 

WmpD (Egan y col., 2002); Idiomarina loihiensis PulD (Hou y col., 2004); Shew
pD (Daraselia y col., 2003); Vibrio parahaemolyticus ProtD (Makino y col., 2003); 

 SS9 EpsD (Vezzi y col., 2005); Vibrio vulnificus EpsD (Chen y col., 2003); 
 ExeD (Karlyshev y MacIntyre, 1995) y Escherichia coli GspD (Tauschek y col., 2002) 

Según el programa Signal P (Bendtsen y col., 2004), la proteína WmpD 
señal cuyo sitio de corte más probable por la peptidasa es entre los amin

31 y 32 (Figura 101).  

Proteína WmpDProteína WmpD

Figura 100. Alineamiento de proteínas D depositadas en las bases de datos que muestran mayor similitud 
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  Resultados 

La proteína WmpD es una proteína de la membrana externa, como lo determina el 
programa PSORTb (Gardy y col., 2005), programa de predicción de la localización celular 
de proteínas. Además la proteína WmpD presenta dos dominio transmembrana por los que 
se ancla a la membrana externa. Mediante el programa de predicción de topología 
TopPred (Claros y Heijne, 1994) observamos estas regiones transmembrana (Figura 102). 

 

En la Tabla 52 se muestra una comparación entre la proteína WmpD y las proteínas 
homólogas de diversos microorganismos depositadas en las bases de datos. Se muestra el 
número de aminoácidos y algunas características bioquímicas. Todos estos parámetros han 
sido calculados mediante la aplicación EditSeq del programa DNAstar. 

 

Tabla 52. Comparación de las principales características bioquímicas de WmpD y proteínas homólogas 
depositadas en las bases de datos 

Figura 102. Predicción de la topología de la proteína WmpD de Pseudoalteromonas ruthenica CP76 
mediante el programa TopPred 

PPrrootteeíínnaa  NNºº  
aaaa  

Aa 
básicos  

(%)a  

Aa 
ácidos 

(%)b  

Aa 
hidrofóbicos 

(%)c  

Aa 
polares  

(%)d 

Peso 
molecular 

(kDa) 
Punto 

isoeléctrico 
Carga 
a pH 7 

1 688 10,4 13,3 35,7 25,3 74,858 4,9 -18,82 
2 689 10,0 12,2 35,8 28,1 75,104 5,1 -13,88 
3 708 10,1 15,5 33,3 26,8 77,557 4,4 -37,79 
4 704 11,1 12,2 36,1 26,4 76,858 5,3 -7,51 
5 675 10,9 12,8 37,9 23,8 73,315 5,1 -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 5,4 -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 5,3 -17,o2 

Exterior

Membrana externa

Exterior
L: Longitud del bucle

Membrana externa

Exterior
L: Longitud del bucle

Periplasma

KR: Número de unidades de lisina y arginina

Exterior

KR: Número de unidades de lisina y arginina

Periplasma
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Resultados 

PPrrootteeíínnaa  NNºº  
aaaa  

Aa 
básicos  

(%)a  

Aa 
ácidos 

(%)b  

Aa 
hidrofóbicos 

(%)c  

Aa 
polares  

(%)d 

Peso 
molecular 

(kDa) 
Punto 

isoeléctrico 
Carga 
a pH 7 

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 

1. Pseudoalteromonas ruthenica CP76 WmpD (Este trabajo) 
2. Pseudoalteromonas tunicata WmpD (AAL76242) 
3. Idiomarina loihiensis PulD (YP_156407) 
4. Shewanella oneidensis GspD (NP_715808) 
5. Vibrio parahaemolyticus EpsD (NP_796512) 
6. Photobacterium profundum EpsD (YP_131554) 
7. Aeromonas salmonicida ExeD (CAA56668) 
8. Escherichia coli GspD (AAL60184) 
9. 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) 
7. Burkholderia pseudomallei GspD (YP_106632) 

uestra la posición filogenética de la proteína WmpD de P. 
ru

Figu 03. Árbol filogenético construido seleccionando determinadas proteínas D depositadas en las 
base  dato luimo  proteín pD de doalterom  ruthe 76 

aAminoácidos básicos: K y R 
bAminoácidos básicos: D y E 
cAminoácidos hidrofóbicos: A, I, L, F, W y V 
dAminoácidos polares: N, C, Q, S, T y Y 

1
 
En la Figura 103 se m

thenica CP76 con respecto a otras proteínas D depositadas en las bases de datos. 
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  Resultados 

IIVV..1111..44..  CCoonnssttrruucccciióónn  ddee  mmuuttaanntteess  wwmmppDD::::  ΩSmR  

l fi e c a ción biológica de esta proteína Wm
interrumpir el gen wmpD mediante un proceso de mutación por doble recombinación.  

En primer lugar, se procedió a amplific  región  corre e al g wmpD  
lo c  se d ron s ceb es esp os, den ados PDR, cretam  
en posiciones 503 y 522 (PDF) y 2786 y 2867 (PDR) (Figura 99). El fragmento 
amplificado de 2284 pb, que el g  de 2067 pb, se clonó en el vector pBC 

ltante se le denominó pPD. 

 la enzima HpaI que cortaba en la posición intermedia del 
55 del inserto y genera extremos romos. En este punto 
ΩSmR (2 kb) (Prentki y Krisch, 1984), que confiere 

 y espectinomicina, dando lugar al plásmido pPDΩ. 

de P. ruthenica CP76, se utilizó 
Quandt y Hynes, 1993), incapaz de replicar en esta 

de sacarosa. El 
tión con PstI y XhoI, correspondiente al MCS del pBC 

K previamente digerido con las mismas enzimas. La 
mezcla de ligación se utilizó para transformar E. coli DH5α, seleccionándose uno de los 
clo

La recombinación se llevó a cabo en un solo paso, mediante conjugación triparental del 
plámido pPDΩQ con la cepa P. ruthenica CP76 RfR, utilizando pRK600 como “helper” y 
seleccionando los posibles dobles recombinantes en el medio SW2 RfSm adicionado de 
sacarosa al 10%. A continuación, se comprobó que habían perdido la resistencia a la 
gentamicina al sembrar en medio SW2 Gm, lo que confirmaba la ausencia del vector y 
sugería que se había producido la integración por doble recombinación. 

Estos transconjugantes se sembraron en placas de SW7,5 caseína para detectar si 
poseían o no actividad proteasa, observándose que en la mayoría de las colonias no había 
halo de hidrólisis. En la Figura 105 se muestra uno de los mutantes wmpD:: Ω con fenotipo 
proteasa negativo. 

 

 

 

 

Con e n d ar rizacte r nla fu pD, se procedió a 

ar la  que spond en , para
ual iseña  uno ador ecífic omin  PDF y con ente
las 

incluye en wmpD
KS(+) en el punto EcoRV y a la construcción resu

El plásmido pPD se digirió con
gen, concretamente en la posición 11
de restricción se introdujo el cassette 
resistencia a la estreptomicina

Para poder recombinar esta mutación en el cromosoma 
el vector suicida pJQ200-SK (GmR, 
bacteria y que contiene el gen sacB, que confiere letalidad en presencia 
inserto de 4 kb se aisló por diges
KS(+), y se ligó con el vector pJQ200-S

nes. De esta forma se obtuvo el plásmido de interrupción denominado pPDΩQ (Figura 
104). 
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igura 104. Estrategia seguida para la construcción de los plásmidos pDP, pDPΩ y pDPΩQ 
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IV.11.4.1. Análisis molecular de los transconjugantes por PCR  

Con el fin de comprobar la inserción correcta del cassette ΩSm en el gen wmpD y por 
tanto la interrupción del mismo, se llevó a cabo un análisis del ADN de los transconjugantes 
mediante la técnica de PCR, utilizando los cebadores PDF y PDR homólogos a la región 
secuenciada (Figura 106). La amplificación con dichos cebadores daría lugar a un producto 
de 2284 pb correspondiente al gen wmpD o a otro de 4284 si hubiese tenido lugar la 
sustitución de éste por el gen truncado (que corresponde a la suma del tamaño de wmpD y 
ΩSm). 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 
extraído de cada posible mutante, se procedió a realizar la PCR directamente de la colonia 
a analizar. 

El análisis mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% de los productos de 
amplificación obtenidos con éstos cebadores mostró en todos los transconjugantes, menos 
en el 2 y el 9 (Figura 107) la amplificación del fragmento de 4,2 kb, indicativo de la 
interrupción del gen wmpD mediante el proceso de recombinación homóloga. Como 
control se utilizó el ADN total de P. ruthenica CP76. 

IV.11.4.1. Análisis molecular de los transconjugantes por PCR  

Figura 105. Placa de SW7,5 caseína. A la izquierda se muestra P. ruthenica CP76 y a la derecha uno
de los mutantes wmpD::ΩSm con fenotipo proteasa negativo
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Figura 106. A. Representación esquemática de la mutagénesis por doble recombinación del plásmido 
pDPΩQ y el ADN genómico de P. ruthenica CP76; B. Productos de PCR obtenidos con los cebadores 
PDF y PDR a partir del ADN genómico de P. ruthenica CP76 y del mutante P. ruthenica CP77 
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Figura 107. Electroforesis en gel de agarosa al 1% correspondiente a la comprobación de la inserción
del cassette ΩSmR en los mutantes wmpD::ΩSmR. Se realizó una amplificación mediante PCR
utilizando los cebadores PDF y PDR. 1. Marcador de pesos moleculares; 2-12. Productos de PCR de
los posibles mutantes wmpD::ΩSmR; Los carriles 13 y 14 corresponden a productos de PCR obtenidos
al amplificar el ADN genómico de P. ruthenica CP76. En los carriles 4 y 9 no se observa amplificación,
por lo que estas colonias se descartaron 
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IIVV..1111..44..22..  AAnnáálliissiiss  ffuunncciioonnaall  ddeell  mmuuttaannttee  PP..  rruutthheenniiccaa  CCPP7777  ((wwmmppDD::::  ΩΩSSmm)) 

 En el apartado anterior se describe un primer análisis funcional de los mutantes en 
placas de SW7,5 caseína, observándose la pérdida de actividad proteasa extracelular en los 
mutantes wmpD::ΩSm (Figura 105). Una vez comprobada la inserción del cassette ΩSm en 
el ADN genómico de P. ruthenica CP76, procedimos a un análisis funcional más 
exhaustivo. Para ello se eligió uno de los mutantes al que denominamos P. ruthenica CP77 
y se midió 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 37ºC en 
agitación y procedimos a realizar el ensayo de las tres fracciones tal y como se describe en 
el apartado III.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 proteína no ha sido exportada al exterior en su totalidad y no se detecta actividad 
en el citoplasma. En cambio, el mutante P. ruthenica CP77 no presentó apenas actividad 
proteasa en el sobrenadante y si se detectó actividad, tanto en el periplasma (≈34%) como 

Tabla 53. Actividad proteasa relativa en las distintas fracciones celulares de P. ruthenica CP76 y de 
utante P. ruthenica CP77 

en el citoplasma (≈42%), lo que indica que al estar interrumpido el canal de secreción la 
proteína no puede ser exportada al exterior. 

m

 Actividad proteasa relativa (%)a 

Cepa Extracelular Periplásmica Citoplásmica 

P. ruthenica CP76 96 ± 3,5 6 ± 2,2 5 ± 1,1 

P. ruthenica CP77 

(mutante wmpD:: ΩSm) 

6 ± 2,7 34 ± 5,3 42 ± 7,5 

aEl valor de 100% de actividad se le otorgó 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 desviación estándar de los mismos 
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Figura 108. Actividad proteasa relativa de P. ruthenica CP76 y del mutante P. ruthenica CP77. Las barras 
verticales corresponden a la desviación estándar de tres valores correspondientes a los ensayos 
realizados por triplicado 

Como ya se indicó en el apartado IV.8.2., P. ruthenica CP76 posee otras actividades 
hidrolíticas extracelulares además de la proteolítica. En el medio extracelular se detecta 
actividad amilasa, lipasa y DNAsa. Com
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o habíamos interrumpido la maquinaria de 

celular alguna de estas enzimas. Para ello sembramos la cepa 
mutante en placas de SW7,5 conteniendo los diferentes sustratos de estas enzimas 
(almidón, DNA y Tween 80). La lectura de estos ensayos determinó actividad enzimática en 
los tres casos. 

secreción de tipo II, cabría esperar también que dicho mutante, P. ruthenica CP77 no 
secretase al medio extra
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  Conclusiones 

En los ambientes hipersalinos, que presentan una elevada concentración de sal, pueden 
coexistir una gran diversidad de seres vivos. Así, aunque se han descrito organismos 
superiores como crustáceos, larvas de mosca o algunos eucariotas flagelados fotosintéticos, 
los procariotas constituyen la microbiota predominante (Rodríguez-Valera, 1993; Ventosa y 
col., 1998c). Las bacterias halófilas moderadas y los microorganismos halófilos extremos 
son los dos grupos predominantes en estos ambientes. Las primeras son más abundantes a 
concentraciones salinas intermedias (1,5-3 M de NaCl), mientras que los halófilos extremos 
predominan en ambientes con salinidades superiores a 3 M de NaCl (Rodríguez-Valera, 
1985; Kushner y Kamekura, 1988). 

 En los últimos años, las bacterias halófilas moderadas han adquirido un gran interés 
desde un punto de vista biotecnológico (Ventosa y Nieto, 1995; Ventosa y col., 1998c; 
Mellado y Ventosa, 2003). Así, pueden producir polisacáridos, 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 orgánicos como solutos compatibles, que actualmente se 
están utilizando como estabilizadores de enzimas o células completas, así como en la 
industria cosmética (Galinski y Tindall, 1992; Ventosa y col., 1998c; Vargas y col., 2003). 
Aunque las bacterias halófilas moderadas tienen un gran potencial biotecnológico, son muy 
pocos los estudios relativos a su capacidad de producir enzimas extracelulares y a sus 
posibles aplicaciones. Como fuente potencial para la producción de enzimas de interés 
industrial, las bacterias halófilas 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 halófilas moderadas y haloarqueas están ampliamente 
descritas en la Introducción. 

Con respecto a las proteasas, hasta la fecha sólo existen estudios bioquímicos de 
producción de estas enzimas por bacterias halófilas moderadas, no habiéndose realizado 
en ningún caso su caracterización 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 realización de un estudio tanto a nivel bioquímico como molecular de una 
proteasa extracelular producida por una bacteria halófila moderada.  

Como hemos indicado con anterioridad, el interés de estas enzimas extracelulares radica 
no sólo en su importancia biotecnológica, al constituir una nueva alternativa en procesos 
biocatalíticos, sino también en estudios encaminados a la elucidación de los mecanismos 
moleculares de secreción, regulación génica o relación estructura función de proteínas en 
este grupo de bacterias halófilas.  

 

 229



Discusión 

I..  AAccttiivviiddaadd  eennzziimmááttiiccaa  eexxttrraacceelluullaarr  ddee  bbaacctteerriiaass  hhaallóóffiillaass  mmooddeerraaddaass 

 Los estudios encaminados a la detección de enzimas a partir de cepas halófilas 
moderadas son muy escasos, quedando limitados casi exclusivamente a aquellos que se 
requieren para la clasificación taxonómica de las mismas (Kamekura, 1986; Ventosa y col., 
2005). En nuestro Departamento, se realizó un estudio previo de estas características en el 
que se determinó la capacidad para producir enzimas extracelulares amilasa, proteasa y 
DNAsa por parte de distintas especies de los géneros Halomonas, Chromohalobacter y 
Salinivibrio. Dichas cepas presentaron una ligera actividad DNAsa, ninguna de ellas 
presentó actividad proteasa sobre el sustrato caseína y solamente Halomonas israelensis 
ATCC 43985 y Halomonas meridiana DSM 5425 presentaron actividad amilasa 
(Coronado, 1998). Por todo ello, en este trabajo se estimó interesante realizar un estudio en 
profundidad de enzimas extracelulares de posible interés biotecnológico producidas por 
distintas especies halófilas moderadas procedentes de colecciones de cultivo. 

 Con este propósito se seleccionó un grupo representativo de las mismas, 
concretamente 21 cepas Gram-positivas y Gram-negativas, pertenecientes a la colección de 
cultivos que posee nuestro Departamento. Entre las actividades enzimáticas, se analizó la 
presencia en estos microorganismos de proteasas, amilasas, DNAsas, lipasas, pululanasas y 
xilanasas. 

 Las actividades hidrolíticas ensayadas estaban ausentes en la mayoría de las cepas de 
colección estudiadas (Tabla 26); además, hay que señalar que en aquellas cepas en las que 
se observó actividad, ésta no era muy intensa. 

En comparación con las bacterias halófilas moderadas Gram-negativas las Gram-
positivas presentaron más actividades hidrolíticas, especialmente con respecto a la actividad 
DNAsa. De todas las especies ensayadas, sólo tres, Chromohalobacter canadensis ATCC 
43984T, Salinivibrio costicola DSM 8285T y Virgibacillus marismortui DSM 12325T 
mostraban tres actividades: DNAsa, lipasa y proteasa. La actividad pululanasa y xilanasa 
estaba ausente en todas las cepas ensayadas. 

En general, los resultados obtenidos están de acuerdo con los correspondientes a los de 
los trabajos de descripción de las distintas especies, si bien algunos ensayos, como la 
prueba de la pululanasa o la xilanasa, no se realizan rutinariamente en estudios 
taxonómicos. Por otro lado, se observan algunas diferencias con los resultados descritos 
anteriormente; así difieren respecto a la capacidad para hidrolizar la caseína en las 
bacterias C. israelensis  ATCC 43985T, C. canadensis ATCC 43984T y C. salexigens  DSM 
3043T, así como en la actividad lipasa en V. marismortui DSM 12325T y en la actividad 
DNAsa en C. canadensis ATCC 43984T. 

 La producción y actividad de estas enzimas por parte de las cepas de colección 
ensayadas no fue lo suficientemente importante desde el punto de vista cuantitativo como 
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para seleccionar alguna de ellas para estudios posteriores, por lo que, decidimos realizar 
un screening a partir de diversos ambientes salinos para aislar bacterias halófilas 
moderadas capaces de secretar enzimas extracelulares con mayor actividad. 

 En dicho screening, realizado en distintos ambientes salinos del Sur de España, se 
aislaron un total de 9.848 bacterias halófilas moderadas, de las cuales 892 producían 
hidrolasas extracelulares, lo que representa un 9% del total de las cepas aisladas. De estas 
cepas productoras de hidrolasas, la actividad enzimática 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 producían alguna hidrolasa 
extracelular, elegimos 125 en base al mayor halo de hidrólisis en la correspondiente placa; 
concretamente, se eligieron 25 cepas que mostraban cada una de las actividades 
hidrolíticas ensayadas. A estas 125 cepas se les realizó un estudio más detallado para 
determinar su posición taxonómica (Tabla 30). 

 La mayoría de los aislados medioambientales obtenidos capaces de producir enzimas 
hidrolíticas son Gram-negativos y pertenecen a los géneros Salinivibrio o Halomonas, dos 
de los géneros más 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%) pertenecían a las �-
proteobacterias, siendo la especie Salinivibrio costicola la más abundante. Respecto a los 
Gram-positivos, los géneros más representados fueron Bacillus y Salibacillus. El género 
Bacillus se caracteriza porque muchas de sus especies secretan una gran cantidad de 
enzimas y constituye uno de los géneros más importantes a nivel industrial (McConnell y 
col., 1986; Schallmey y col., 2004). Las pululanasas fueron producidas por representantes 
de los géneros Salinivibrio, Halomonas y Bacillus-Salibacillus. En la literatura hasta la fecha 
no hay descrita ninguna especie de los géneros Salinivibrio, Halomonas o Salibacillus 
productoras de pululanasas extracelulares, quizás 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 (Rüdiger y col., 
1995; Duffner y col., 2000). 

 Entre las enzimas que muestran actividad lipolítica, tenemos que hacer una 
diferenciación entre lipasas que actúan sobre ácidos grasos en emulsión de cadena larga y 
las esterasas que hidrolizan, fundamentalmente, ácidos grasos de cadena corta en solución 
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. Habría que realizar un 
ensayo enzimático específico 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 
Jaeger, 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 está 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 sólo se ha descrito una haloarquea, la especie  
Halorhabdus utahensis, capaz de producir una xilanasa (Waino y Ingvorsen, 2003). Por otro 
lado, puede que este polímero no sea muy frecuente en los hábitats 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 composición del medio de cultivo en la producción de una xilanasa por 
Bacillus thermantarcticus. Dicha enzima se produce en grandes cantidades cuando al medio 
se le añade xilano como sustrato, mientras que la actividad es casi nula cuando se utilizan 
sustratos como almidón, glucosa o maltosa. 

Es interesante destacar la producción múltiple de enzimas detectada en algunas cepas. 
Sólo 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 biotecnológico. 

 Así, el screening realizado en los ambientes hipersalinos del sur de España revela que 
las actividades hidrolíticas extracelulares de las cepas aisladas son mucho más intensas que 
las de las cepas de colección ensayadas, quizás debido a que las cepas de colección son 
cultivadas sistemáticamente en medios complejos que cubren las necesidades energéticas 
de las bacterias y no necesitan desarrollar ningún 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 polímeros que las 
bacterias deben degradar en pequeñas unidades para conseguir su energía y es por ello, 
que necesitan producir estas enzimas extracelulares. Posiblemente, estas bacterias en 
principio no tendrían la capacidad de producir estas enzimas, propiedad que han podido 
adquirir mediante transferencia genética horizontal de otras especies que si poseían esta 
capacidad (Arber, 1999). La transferencia horizontal ha sido descrita en bacterias halófilas 
moderadas del género Halomonas, concretamente en H. variabilis. Esta cepa y otras 
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relacionadas fueron aisladas de ambientes como la Antártida, aguas hidrotermales o 
profundidades del mar. De ellas, 10 se seleccionaron para un estudio filogenético en base 
a la secuenciación del ARNr 16S, los genes de síntesis de ectoína ectB y ectC y el gen gyrB 
que codifica la ADN girasa. La relación filogenética de H. variabilis y los microorganismos 
relacionados fue muy similar en cuanto al ARNr 16S, ectB y gyrB. No fue así con respecto al 
gen ectC por lo que se determinó que este gen podría haber sido adquirido mediante 
transferencia horizontal (Okamoto y col., 2004). 

IIII..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

Llegados a este punto, decidimos centrar nuestro estudio en una de las actividades 
extracelulares, la actividad proteasa. En nuestro laboratorio ya se había estudiado con 
anterioridad una amilasa extracelular producida por una bacteria halófila moderada, 
Halomonas meridiana (Coronado, 1998) y se está realizando una Tesis Doctoral sobre la 
caracterización de una lipasa producida por otra bacteria halófila moderada, Marinobacter 
lipolyticus, por lo que la elección de las proteasas se encuentra dentro de nuestra línea de 
trabajo sobre enzimas extracelulares producidas por bacterias halófilas moderadas. 

La selección de la cepa productora de la proteasa extracelular a estudiar en profundidad 
se hizo, en principio, en base a las cepas que producían un mayor halo de hidrólisis en 
placas de agar caseína. Está descrito que no existe necesariamente una correlación entre el 
tamaño del halo de hidrólisis y la actividad proteolítica (Coolbear y col., 1991), por lo que 
es necesario realizar un ensayo enzimático para cuantificar dicha actividad. En principio 
utilizamos el ensayo del Hide Powder Azure (Riderknecht y col.,1968), pero a raíz 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 más laborioso de 
realizar. En base a los resultados obtenidos en los ensayos enzimáticos seleccionamos la 
cepa CP76 como la mejor candidata para realizar estudios relativos a la producción y 
secreción de una enzima proteasa al medio extracelular (Tabla 31). Las actividades 
extracelulares amilasa, lipasa y DNAsa también están presentes en la cepa CP76, por lo 
que se trata de una cepa que posee un gran potencial biotecnológico. 

II..11..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ttaaxxoonnóómmiiccaa  ddee  llaa  cceeppaa  CCPP7766  

 Con el fin de determinar la posición filogenética de la cepa CP76, se procedió a la 
amplificación y secuenciación del gen que codifica el ARNr 16S de la misma. Después de 
realizar el correspondiente análisis comparativo de la secuencia del ARNr 16S de la cepa 
CP76 con las otras secuencias disponibles en las bases de datos, se observó que existe una 
alta semejanza entre la cepa CP76 y especies del género Pseudoalteromonas. 

Las especies del género Pseudoalteromonas pertenecían anteriormente al género 
Alteromonas y en el año 1995 fueron reclasificadas por Gauthier y colaboradores, en este 
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nuevo género. De esta manera, el género Alteromonas incluía una única especie en base a 
la comparación de secuencias del ARNr 16S, Alteromonas macleodii; actualmente este 
género consta de 8 especies. La descripción fenotípica 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 Pseudoalteromonas  
pertenecen al grupo de las �-proteobacterias (Stackebrandt y col., 1988) y están descritas 
como bacterias marinas o halófilas moderadas. 

Las especies del género Pseudoalteromonas poseen un gran potencial biotecnológico ya 
que son productoras de numerosos compuestos de interés industrial. Así, 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 (Ivanova y Mikhailov, 1992; Ivanova y col., 
1992b), agarasas (Yaphe, 1957; Akagawa-Matsushita y col., 1992), � 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 otros 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 tamaño de 0,2-1,5 x 1,8-3,0 µm, generalmente producen 
pigmentos, no forman endosporas y la mayoría de las especies son móviles 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 
las especies crecen a 20ºC y sólo una especie, P. denitrificans, es capaz de realizar 
desnitrificación. Ninguna de las especies posee el sistema de la arginina dihidrolasa 
constitutivamente. Estas especies no acumulan poly-β-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., 1984a), P. piscicida (Bein, 1954), P. rubra (Gauthier, 1976) y P. undina 
(Chan y col., 1978). Actualmente el género consta de 32 especies, la última descrita es P. 
spongiae (Lau y col., 2005). 

La Figura 62 y la Tabla 37 corresponden al árbol 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 más relacionadas. La mayor semejanza (99,6%) se obtuvo 
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con la especie Pseudoalteromonas ruthenica, una bacteria marina aislada de un molusco 
(Ivanova 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 pequeñas de 0,5-1,0 mm de diámetro, de borde liso, 
consistencia cremosa y anaranjadas. Es un bacilo Gram-negativo, aerobio estricto, móvil y 
que presenta un tamaño de 0,3-0,5 x 1,0-4,0 µm, características que coinciden con las 
descritas para P. ruthenica, aunque las colonias de la cepa CP76 son más anaranjadas que 
las de la cepa tipo de P. ruthenica (Figuras 63 y 64). 

Aunque la cepa CP76 y P. ruthenica poseen una elevada semejanza, algunas pruebas 
fenotípicas 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 óptimo 
entre 7,5-10%; P. ruthenica solamente crece entre 1-9% de sal, con un óptimo 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 15-40ºC, con un óptimo entre 28-37ºC y 
de acuerdo a la descripción original, P. ruthenica crece en un rango de temperaturas entre 
10 y 35ºC, con un óptimo entre 25 y 30ºC (Tabla 38). Con respecto a las características 
bioquímicas, la cepa CP76 es capaz de producir ácidos a partir de la maltosa y P. ruthenica 
sólo produce ácidos a partir de la glucosa (Tabla 39). En relación 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 utilización de estos tres sustratos (Tabla 40). 

En cuanto a la caracterización quimiotaxonómica, se ha determinado la composición de 
ácidos grasos con el fin de comparar el perfil de la cepa CP76 y las especies 
filogenéticamente relacionadas, P. ruthenica LMG 19699T, P. luteoviolacea  NCIMB 1893T 
y P. haloplanktis subsp. haloplanktis NCIMB 1893T. En general, los resultados se 
corresponden con los descritos para el género, aunque se observan algunas diferencias 
entre las cepas estudiadas (Ivanova y col., 2000). Por regla general, los ácidos grasos 
mayoritarios fueron los mismos en las cuatro cepas, con la excepción del ácido graso C14:0, 
que fue más abundante en la cepa CP76 y en P. ruthenica y menos en P. haloplanktis y P. 
luteoviolacea y el ácido graso C17:1�8c, que fue mayoritario en P. haloplanktis y P. 
luteoviolacea. Comparando los resultados de la cepa CP76 y P. ruthenica, observamos que 
el ácido graso mayoritario en ambas cepas fue el C

 

16:0. También hemos comparado los 
resultados de la composición de los ácidos grasos de nuestro estudio con los descritos en 
las caracterización de estas especies encontrándose algunas discrepancias; esto puede ser 
debido a que la composición de los ácidos grasos varía en función 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 presentó un 
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mayor contenido en C14:0 y C15:0 que la cepa CP76 y por otra parte, esta cepa presentó un 
mayor contenido en C17:1 ω8c y C18:1ω7c que P. ruthenica (Tabla 42). 

Por último, la caracterización genotípica demostró inequívocamente que la cepa CP76 
presenta una estrecha relación 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% (Ivanova y 
col., 2002b). Al realizar estudios de hibridación ADN-ADN, demostramos que la cepa 
CP76 presentó una homología 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 clasificación de Kushner y Kamekura 
(1988), esta cepa se clasifica como una bacteria halófila moderada. 

IIII..22..  OOppttiimmiizzaacciióónn  ddee  llaass  ccoonnddiicciioonneess  ddee  ccuullttiivvoo  ddee  PP..  rruutthheenniiccaa  CCPP7766  ppaarraa  llaa  
mmááxxiimmaa  pprroodduucccciióónn  eennzziimmááttiiccaa 

 Se procedió a determinar las condiciones óptimas de crecimiento de P. ruthenica CP76 
para detectar la máxima actividad enzimática. Entre todos los parámetros ensayados, la 
concentración salina del medio de cultivo ha resultado ser uno de los factores más 
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 óptimo entre 7,5-10% (Figura 
52). Así, la actividad proteasa detectada cuando se cultivó 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 concentración salina del 3% (SW3) y un 40% superior a la de un medio con una 
concentración salina del 15% (SW15), a pesar de que en ambos medios se observa un 
buen crecimiento de la cepa (Figura 53). Este resultado está de acuerdo con los estudios 
realizados por Kamekura y Onishi (1974b) sobre la producción de una proteasa 
extracelular por la cepa halófila moderada Bacillus sp. no. 21-1. En esta cepa se observa 
una correlación entre la concentración de NaCl óptima para el crecimiento de la cepa y la 
máxima producción de la enzima (1-2 M de NaCl), determinándose que a 3 y 4 M de NaCl 
la cepa crece lentamente y la producción 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 otras enzimas producidas por este grupo de bacterias 
halófilas; así la actividad amilasa detectada cuando se cultiva Halomonas meridiana en un 
medio con 5% de sales (concentración salina óptima para su crecimiento) es cinco veces 
superior a la observada en un medio con una concentración salina del 2% (Coronado y 
col., 2000a). La producción de nucleasa por la bacteria halófila moderada Bacillus 
halophilus  también está influenciada por la composición de sales del medio de cultivo. Esta 
cepa crece óptimamente en medios con 2 M de NaCl y la máxima producción de enzima se 
produce en medios con 1-2 M de NaCl (Onishi y col., 1983). Estos resultados pueden ser 
fácilmente justificables al tratarse de enzimas sintetizadas por especies halófilas moderadas 
que presentan un óptimo de crecimiento a salinidades del orden del 3-15%; así, no es de 
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extrañar que sea bajo estas condiciones óptimas de crecimiento para la bacteria cuando se 
observan los mayores niveles de producción enzimática. 

 En segundo lugar, se ha determinado que para obtener una óptima producción de 
proteasa se requieren cultivos de P. ruthenica CP76 en fase exponencial tardía o 
estacionaria de crecimiento. Este resultado parece lógico si se considera que los niveles 
máximos de producción de enzimas y otros compuestos extracelulares se obtienen en las 
fases tardías de crecimiento exponencial, al no ser esenciales para los procesos de división y 
desarrollo celular. Son numerosos los casos en los que los microorganismos producen sus 
enzimas extracelulares en fases exponenciales tardías de crecimiento. Como ejemplo 
citamos diversas proteasas producidas por especies de los géneros bacterianos 
Flavobacterium (Morita y col., 1998), Yersinia (Secades y Guijarro, 1999), Alcaligenes 
(Thangam y Rajkumar, 2000), Serratia (Romero y col., 2001), Alteromonas (Miyamoto y 
col., 2002), o Bacillus (Gupta y col., 2002; Denizci y col., 2004), así como por las 
haloarqueas Halobacterium (Ruy y col., 1994), Natrialba (Giménez y col., 2000) o 
Natronococcus (Studdert y col., 2001). 

La producción de la proteasa fue óptima en medio SW7,5 suplementado con sacarosa, 
fructosa o glicerol. Asimismo, la actividad proteasa se vio inhibida cuando al medio se le 
adicionó maltosa (Tabla 32). La represión catabólica por carbohidratos en la síntesis de 
enzimas extracelulares es un hecho bastante habitual en los procesos de síntesis enzimática. 
Se ha descrito represión catabólica por carbohidratos en la producción de enzimas en 
diversos microorganismos; algunos ejemplos lo constituyen la serina proteasa producida por 
V. alginolyticus, cuya producción 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 
Iuchi, 1971) o Pseudomonas maltophila, esta última produce la enzima cuando no se 
encuentra malato, succinato o α-ketoglutarato en el medio de cultivo (Boethling, 1975). 
Esto sugiere que en ausencia de azúcares las proteasas juegan un papel importante en el 
suministro de péptidos o aminoácidos como fuente de energía, además de constituir una 
fuente de nitrógeno. Sin embargo en presencia de azúcares, fuente de carbono y energía 
fácilmente asimilable por las bacterias, la producción de proteasas no es tan necesaria. Este 
tipo de regulación también se ha descrito para proteasas producidas por Pseudomonas 
aeruginosa (Whooley y col., 1983) o Vibrio sp. SA1 (Wiersma y col., 1978), si bien, el 
aumento de la actividad proteolítica 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 
producción de una enzima extracelular no refleja la situación real in vivo en la cual 
aminoácidos, lípidos, péptidos y otras proteínas constituyen la fuente de carbono y energía 
más probable (Secades y Guijarro, 1999). 
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 La presencia de casaminoácidos en el medio de cultivo tiene una influencia positiva en 
el crecimiento del microorganismo, pero actúa negativamente en la producción de la 
proteasa, aunque esta inhibición es menos acentuada que la producida por la maltosa. Un 
comportamiento similar, aunque más marcado, se ha descrito en otras enzimas proteolíticas 
producidas por microorganismos patógenos de peces (Secades y Guijarro, 1999) o por 
Bacillus subtilis (May y Elliott, 1968). Este comportamiento puede deberse al hecho de que 
al tener disponible productos aminoacídicos 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 producción de la proteasa. 

 La adición de sales amónicas al medio de cultivo también inhibe la actividad 
enzimática. En otras proteasas de diferentes microorganismos, como Aeromonas hydrophila 
(O’Reilly y Day, 1983), Aeromonas salmonicida (Liu y Hsieh, 1969) o Yersinia ruckeri 
(Secades y Guijarro, 1999) se ha descrito una represión por amonio. 

Por todo lo expuesto anteriormente, señalaremos que, para obtener una óptima 
producción enzimática de la proteasa objeto de nuestro estudio se requieren cultivos de P. 
ruthenica CP76 en fase exponencial tardía de crecimiento (cultivos de, al menos, 12 horas), 
cultivados en condiciones de elevada oxigenación, a una temperatura de 37ºC, en medios 
con un 7,5 % de sales totales (SW7,5), en presencia de sacarosa y en ausencia de maltosa.  

IIII..33..  PPuurriiffiiccaacciióónn  yy  ccaarraacctteerriizzaacciióónn  bbiiooqquuíímmiiccaa  ddee  llaa  hhaalloopprrootteeaassaa  CCPP11  

Con el objeto de determinar los valores óptimos de temperatura, pH y condiciones de 
salinidad del enzima se procedió al estudio del sobrenadante del cultivo bacteriano. El 
sobrenadante presenta actividad proteolítica en un amplio rango de temperaturas, 
presentando su óptimo de actividad a 65ºC. De la misma manera presenta actividad en un 
amplio rango de valores de pH (3-10) siendo el valor de pH óptimo 9. En cuanto a la 
actividad a distintas salinidades, se observó que el valor máximo para la actividad proteasa, 
al igual que para el crecimiento óptimo de P. ruthenica CP76, se producía a una 
concentración de 7,5% de sales totales. 

Al realizar la caracterización proteolítica del sobrenadante no conocíamos si la 
actividad detectada correspondía a una sola enzima o a más de una. Una vez secuenciado 
el gen que codifica la haloproteasa CP1 y comprobar que corriente abajo del mismo se 
encuentra la secuencia de otra proteasa, cp2, pensamos que estos resultados podrían 
corresponder a mas de una actividad proteolítica. 

Durante la purificación de la haloproteasa CP1 producida por P. ruthenica CP76 el 
sobrenadante libre de células se dializó para eliminar los restos de sales que podrían 
interferir en la purificación del enzima. Diversos estudios previos han descrito la dificultad en 
la purificación de enzimas halófilas al interferir las sales en los procesos de purificación 
(Norberg y Hofsten, 1969; Izotova y col., 1983). La primera columna que utilizamos para la 
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purificación fue de intercambio iónico Q-Sepharose Fast Flow. Debemos indicar que en este 
primer paso de purificación, al realizar el ensayo enzimático a la primera fracción que se 
obtiene de la columna antes de comenzar la elución, se detectó actividad proteolítica, que 
inicialmente justificamos como proteasa que no se habría unido a la misma, sin embargo; 
posteriormente, una vez comprobado que P. ruthenica CP76 produce, al menos, dos 
proteasas, esta actividad podría corresponder a la proteasa CP2. Como segundo y último 
paso de purificación de la haloproteasa CP1 se utilizó la columna de filtración en gel 
Superdex S-200 (Tabla 33). 

El rendimiento obtenido en la purificación (2,9%) es bajo si lo comparamos con el 
rendimiento obtenido en la purificación de otras proteasas halófilas (Izotova y col., 1983; 
Yu y col.,1991; Stepanov y col., 1992), aunque la proteasa recientemente purificada a 
partir de la bacteria halófila 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 proteína monomérica con un 
peso molecular de 38 kDa (Figuras 55, 56 y 57). Este peso molecular es similar al 
determinado para otras proteasas halófilas (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 Pseudoalteromonas sp. A28 (Lee y col., 
2002). Se trata de una enzima que presenta una actividad óptima a una temperatura de 
55ºC (10ºC menos que la temperatura óptima 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 
óptima de las proteasas producidas por Natronobacterium 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 65ºC y 70ºC, respectivamente. Con 
respecto a la termoestabilidad, la haloproteasa CP1 conserva un 60% de actividad después 
de 60 minutos a 50ºC. Hay que decir que a su temperatura óptima de actividad, 55ºC, la 
haloproteasa no resultó muy termoestable, perdiéndose completamente la actividad a las 3 
horas de incubación (Figura 58.A). 

En cuanto al pH óptimo 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 retenía más 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 
la dureza del agua empleada en estos procesos. Otra aplicación 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 películas fotográficas (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 óptimo entre 0 y 1 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 aplicación industrial. 
También se han realizado estudios de estabilidad de dicho enzima cuando se incuba 
durante 24 horas, a 4ºC en presencia de distintas concentraciones de NaCl. La 
haloproteasa CP1 presenta su máxima actividad entre 0 y 2 M de NaCl, conservando hasta 
un 60% de actividad a 4 M de NaCl, así, 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 versátil; debemos tener en cuenta que las proteasas producidas por 
microorganismos halófilos extremos son activas a altas concentraciones de NaCl pero su 
actividad decae drásticamente a concentraciones más bajas (Adam y Kelly, 1995). Así, las 
proteasas producidas por Halobacterium salinarum (Izotova y col., 1983; Ryu y col., 1994), 
Natronobacterium 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 óptimamente 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 halófilas, al tratarse de un parámetro 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 óptima 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 podrían ser útiles 
para el tratamiento de aguas salinas que contienen residuos proteicos, en mecanismos de 
control de la polución 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 hidrógeno son importantes para mantener 
la conformación activa del enzima, aunque se observó un ligero aumento de la actividad 
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con 0,8 M de urea, si bien la misma disminuía al aumentar la concentración hasta 1,6 M. 
En proteasas producidas por microorganismos hipertermófilos se ha observado un 
comportamiento similar (Cowan y col., 1987; Chavez Croocker y col., 1999). La inhibición 
producida por ditiotreitol y 2-mercaptoetanol sugiere que los puentes disulfuro también son 
necesarios para mantener la actividad enzimática. 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 concentración salina varía a lo 
largo del tiempo; así, en el procesado del cuero se generan aguas residuales alcalinas y 
con elevadas concentraciones de sales; de la misma manera, en el alpechín (residuo 
resultante en el proceso de obtención de aceite de oliva) también existe una concentración 
salina variable. Además, es bien conocido el uso de proteasas en los detergentes. La 
posibilidad de utilizar proteasas que son activas a diferentes concentraciones salinas haría 
más 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 características muy 
interesantes, ya que es capaz de actuar en un amplio rango de valores de pH y 
temperatura, aunque su principal característica es que es capaz de actuar tanto en ausencia 
como en presencia de sal. Por ello, el proceso de producción de la enzima se ha patentado 
(Sánchez-Porro y col., 2003d) y en principio, sería una buena candidata para su uso 
industrial, si bien se podría manipular a nivel molecular para mejorar sus propiedades. 

IIII..44..  CClloonnaacciióónn  ddee  llooss  ggeenneess  ccpp11  yy  ccpp22  

 Una vez que teníamos la haloproteasa CP1 purificada y caracterizada bioquímicamente 
realizamos su estudio molecular. Para ello, en primer lugar trabajamos en la construcción 
de una genoteca representativa de P. ruthenica CP76, con el fin de obtener el gen que 
codifica dicha proteasa. Así, con el objetivo de obtener un fragmento de dicho gen que nos 
sirviera como sonda para rastrear la genoteca, realizamos un análisis (BLAST) con la 
secuencia de aminoácidos derivada del extremo N-terminal de la haloproteasa CP1 y 
seleccionamos las proteínas que mostraban una mayor similitud (Tabla 43), realizamos el 
correspondiente alineamiento y a partir de las regiones más conservadas y teniendo en 
cuenta la secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de CP1 se diseñaron unos 
cebadores degenerados (Figura 65) que nos sirvieron para amplificar una región de 503 
pb, que correspondía a una región conservada de la secuencia del gen que codifica la 
proteasa CP1. Ante la imposibilidad de obtener dicha genoteca decidimos abordar la 
obtención del gen mediante la técnica de PCR inversa. Para ello utilizamos como base la 
región amplificada de la proteasa CP1 que habíamos obtenido anteriormente. 
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Así, mediante la técnica de PCR inversa se ha obtenido un fragmento de 6.223 pb del 
ADN genómico de P. ruthenica CP76 (Figura 75). Este fragmento presenta 3 marcos 
abiertos de lectura. El primer ORF codifica una proteína de 733 aminoácidos que 
corresponde a la haloproteasa CP1, el segundo ORF codifica una proteína de 614 
aminoácidos y corresponde a una segunda proteasa CP2 y un tercer ORF incompleto que 
codifica la parte N-terminal (296 aminoácidos) de una esterasa, a la que hemos 
denominado LipP. 

La haloproteasa CP1 está compuesta por 733 aminoácidos. 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 comparación de la secuencia con las disponibles en la base de 
datos CDD (Conserved Domain Database) (Marchler-Bauer y Bryant, 2004), se comprobó 
la presencia de cuatro dominios conservados (Figura 78). La haloproteasa CP1 se sintetiza 
como una pre-proproteína con un péptido señal, seguida de una región pro-N-terminal, la 
secuencia de la proteína madura y otra región pro-C-terminal. Esta misma estructura de 
dominios conservados la presentan otras proteasas, entre ellas, las que muestran mayor 
similitud con la haloproteasa CP1 son la metaloproteasa EmpI, producida por 
Pseudoalteromonas sp. cepa A28 y la metaloproteasa MprI, producida por Alteromonas sp. 
O-7 (Lee y col., 2002; Miyamoto y col., 2002). Otras proteínas 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 señal de 28 aminoácidos, de acuerdo con la 
predicción del programa Signal P (Bendtsen y col., 2004) (Figura 80.A). Se trata de un 
péptido señal típico, que presenta una región n rica en residuos cargados positivamente, 
una región h hidrofóbica y una región c hidrofílica que contiene el motivo en el que corta la 
peptidasa, concretamente en la Ala28 (von Heijne, 1983; Watson, 1984). El tamaño de este 
péptido señal es parecido a los descritos para otras proteasas, presentando un perfil de 
hidrofobicidad muy parecido al de OmpA (Braun y Cole, 1984). El péptido señal es 
reconocido eficientemente por el sistema de transporte de la proteína, ya que apenas 
encontramos actividad proteasa en el periplasma a las 24 horas de incubación de P. 
ruthenica CP76 en las condiciones óptimas para la máxima producción proteolítica. 

A continuación del péptido señal, se encuentra una región de 183 aminoácidos, 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 Pseudoalteromonas sp. 
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A28, Alteromonas sp. O-7 y Vibrio vulnificus, respectivamente (Tabla 47). Este dominio 
también está presente en numerosas proteínas 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 proteínas extracelulares se sintetizan como proteínas inactivas o zimógenos 
(Wadersman, 1989; Braun y tomasen, 1998). Estas proteínas inmaduras presentan a 
menudo en su extremo N y/o C-terminal secuencias peptídicas denominadas propéptidos. 
Estos propéptidos pueden ejercer la función de ayudar al correcto plegamiento del enzima, 
actuando como una chaperona intramolecular (Inouye, 1991; Shide y Inouye, 1993; McIver 
y col., 1995). Al contrario de las chaperonas moleculares que requieren energía para ser 
activas y son capaces de actuar sobre múltiples sustratos, estas regiones propeptídicas no 
requieren energía para su actuación y son altamente específicas (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 daños a proteínas celulares 
(Nakahama y col., 1986). Además, diversos autores han establecido que en algunas 
proteínas extracelulares los prodominios juegan el papel de proteger el sitio activo de la 
enzima y posteriormente son eliminados de la proteína mediante un procesamiento 
postraduccional, bien por un mecanismo de autoprocesamiento o bien mediante la acción 
de otras peptidasas (Khan y James, 1998 Bzymek y col., 2004; Baker y col., 1992). 
Ejemplos clásicos de proteasas que sufren activación por pérdida de prodominios son las 
enzimas del tracto digestivo que se sintetizan como zimógenos (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-proproteína. Mclver y colaboradores (2004) han descrito la 
función del dominio pro-N-terminal en esta enzima realizando experimentos de mutagénesis 
dirigida en los que se realizó la sustitución de aminoácidos 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 secreción de la enzima ya que la sustitución de 
determinados residuos determina que la elastasa no sea reconocida por la maquinaria de 
secreción y se acumule en el interior celular (McIver 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). 
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A continuación de este dominio pro-N-terminal se encuentra la secuencia que codifica la 
proteína madura. El extremo N-terminal de la haloproteasa CP1 
(ADATGPGGNQKTGQYNY), determinado experimentalmente a partir de la proteína 
purificada, es idéntico al determinado a partir de la secuencia de aminoácidos. 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 átomo de Zn2+.  

Las metaloproteasas dependientes de zinc están ampliamente 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 ión de zinc se 
encuentra tetracoordinado. Las dos histidinas del motivo HEXXH actúan como ligandos del 
zinc y el glutámico como centro activo. Esta familia “zincins” está dividida en, al menos, 10 
subfamilias en base a la localización 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. tetani, respectivamente (Miyoshi y Shinoda, 2000). La familia de las peptidasas M4, o 
termolisinas, comprende una serie de metaloproteasas ampliamente estudiadas, gracias a 
la caracterización de la estructura tridimensional de proteínas de este grupo como la 
termolisina producida por B. thermoproteolyticus o la proteína LasB secretada por 
Pseudomonas aeruginosa (Mathews y col., 1972; Thayer y col., 1991). Los cuatro residuos 
que actúan como ligandos de la molécula de zinc y los que actúan como centro activo han 
sido claramente identificados en las secuencias de aminoácidos de las proteínas 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 típico HEXXH, entre las posiciones His352 e 
His356. En la familia de las termolisinas existe otro dominio conservado, GXXNEXXSD, que 
también está presente en la haloproteasa CP1, concretamente entre las posiciones Gly372 y 
Asp380 (Figura 76). El residuo Glu376 de este motivo se suele situar a unos 14-33 
aminoácidos a la derecha del motivo típico. Esta molécula de glutámico actúa como tercer 
ligando del zinc (Jongeneel y col., 1989). Como hemos indicado anteriormente el ión de 
zinc está tetracoordinado, la cuarta molécula es agua, que a su vez forma un puente de 
hidrógeno con el glutámico del motivo HEXXH, aumentanto su nucleofilia (Supuran y col., 
2002). 

Por último, en la secuencia de la haloproteasa CP1 encontramos dos regiones en el 
extremo C-terminal de la proteína que se denominan pro-peptidasa C-terminal (PPC) o 
regiones pro-C-terminal. Estas regiones comprenden unos 90 aminoácidos 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 así, 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 están 
presentes en la proteína madura ya que se pierden después de la secreción, aunque antes 
de la activación de la misma, bien por autoprocesamiento o bien por la acción de una 
endopeptidasa. Estos dominios PCC sólo 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 aminoácido 543 al 625 y el segundo desde el aminoácido 
647 al 733. Estas repeticiones en el extremo C-terminal también están descritas en otras 
proteasas, como las serina proteasas AprI y AprII (que presentan un dominio PPC) o las 
metaloproteasas MprI, MprII (presentan dos dominios PPC) y MprIII (presenta cuatro 
dominios PPC) producidas por Alteromonas sp. cepa 0-7 (Tsujibo y col., 1993; 1996; 
Miyamoto y col., 2002a; 2002b), o la metaloproteasa EmpI producida por 
Pseudoalteromonas sp. cepa A28 (Lee y col., 2002). También están presentes en las 
proteasas extracelulares de Aeromonas proteolytica (Bzymek y col., 2004) y Aeromonas 
caviae, en las cuales se ha descrito la implicación 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 otras 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 podría estar implicado en procesos 
de secreción (David y col., 1992), aunque en la actualidad no está clara su función. 

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 aminoácidos de la 
misma, eliminando los aminoácidos correspondientes al péptido señal y a la región 
correspondiente al dominio pro N-terminal es de 55,7 kDa. Dicho tamaño es notablemente 
mayor al calculado experimentalmente. Estos resultados sugieren que los dominios PPC no 
están presentes en la proteína 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 pequeña diferencia de tamaño, 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 formación de dichos puentes es importante para que la proteína adopte su conformación 
activa. En proteínas análogas a CP1, como la proteasa Vvp de Vibrio vulnificus o la 
proteasa LasB de Pseudomonas aeruginosa, se ha descrito la presencia de cisteínas 
conservadas que forman puentes disulfuro; estas cisteínas también están 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). 

Así, el análisis molecular de la haloproteasa CP1 nos revela una alta similitud con 
metaloproteasas de la familia M4. En la secuencia de aminoácidos encontramos los 
motivos conservados de estas enzimas; además, estos resultados se corroboran con los 
estudios bioquímicos, 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 inactivación por concentraciones 
crecientes de PMFS (Tabla 34), un inhibidor específico de serina proteasas, aunque el 
motivo típico de las mismas no se encuentra en la haloproteasa CP1 al alinearla con otras 
serina proteasas depositadas en las bases de datos. Está descrito el caso de una serina 
metaloproteasa producida por Burkholderia pseudomallei (Lee y Liu, 2000), en la que está 
presente el motivo típico 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 está claro, si bien basándonos en estudios previos proponemos que el 
procesamiento de la haloproteasa CP1 podría seguir el proceso indicado en la Figura 109. 
La haloproteasa CP1, como la mayoría de las metaloproteasas de la familia M4, es 
sintetizada en el citoplasma como una pre-proproteína que va a sufrir un proceso de 
maduración antes de ser activa (Tsujibo y col., 1993). En primer lugar, la proteína inmadura 
es dirigida al periplasma, para lo cual el péptido señal es hidrolizado a su paso a través de 
la membrana interna, mediado por el sistema Sec de secreción, ya que el péptido señal de 
la haloproteasa CP1 comparte las características de los péptidos señales de las proteínas 
reconocidas por el sistema Sec. No se ha encontrado el motivo característico de los 
péptidos señal (dos residuos de arginina consecutivos) de las proteínas reconocidas por el 
sistema Tat. Una vez en el periplasma existen varias hipótesis, pero la más probable es que 
el dominio pro-N-terminal sea hidrolizado por un proceso autocatalítico y permanezca 
unido covalentemente a la proteína, actuando como chaperona intramolecular y evitando 
que la proteína sea activa en este compartimento pudiendo hidrolizar componentes 
celulares (Tang y col., 2002). Posteriormente, en el espacio periplásmico se forman puentes 
disulfuro que son necesarios para que la proteína adquiera su conformación, proceso 
mediado por chaperonas. Seguidamente, este propéptido unido covalentemente es 
reconocido por alguna proteína de la maquinaria de secreción de tipo II y se produce la 
translocación a través de la membrana externa (Braun y col., 1998; 2001). Parece que 
inmediatamente ocurre la disociación de este dominio pro-N-terminal que es hidrolizado, 
desencadenando a su vez la hidrólisis del dominio pro-C-terminal y de esta forma la 
proteína adquiere una conformación funcional. No se conoce cómo se produce la hidrólisis 
de estos prodominios, ya que hay autores que postulan que se trata de un proceso 
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autocatalítico, mientras que otros piensan que podría ser otra proteasa la encargada de 
hidrolizar estos dominios o bien sería alguna de las proteínas del sistema de secreción de 
tipo II 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; McIver y col., 1991; 
2004). 

Endopeptidasa/autocatálisis

Autocatálisis

Proteína madura

Péptido señal Proteína madura

Pro-N-terminal Pro-C-terminal

Endopeptidasa/autocatálisis
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MI

ME
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Figura 109. Modelo del posible procesamiento de la haloproteasa CP1 

La proteasa CP2 consta de 614 aminoácidos. La secuencia presenta una elevada 
similitud con proteasas descritas en otras bacterias Gram-negativas, como la proteasa MetII 
de Alteromonas (75%) o la proteasa Amp de Vibrio cholerae (58%) (Miyamoto y col., 2002; 

 247



Discusión 

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 Zn2+ en su sitio activo. Cada ión de zinc 
está tetracoordinado con tres aminoácidos y una molécula de agua. Los ligandos del zinc 
siguen este orden en la secuencia de la proteína: His (zinc II), Asp (zinc I y II), Glu (zinc I), 
Asp/Glu (zinc II) y por último His (zinc I) (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 proteínas humanas como el antígeno 
específico de membrana prostático (PSMA) y la glutamato carboxipeptidasa II (GCP-II) 
(Mahadevan y Saldanha, 1999; Holz y col., 2003). Una de las aminopeptidasas más 
caracterizadas desde el punto de vista bioquímico y molecular es la aminopeptidasa SGAP 
producida por Streptomyces griseus (Maras y col., 1996). Se trata de una proteína de 30 
kDa, monomérica, que presenta activación por calcio y que ha sido cristalizada (Spungin y 
col., 1989; Ben-Meir  y col., 1993; Almog y col., 1993; Greenblatt y col., 1997). Además, 
la aminoproteasa APP producida por V. proteolyticus también ha sido cristalizada (Chevrier 
y col., 1994) y el análisis comparativo de ambas estructuras ha permitido la determinación 
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 acción sea similar al descrito para estas proteínas. Se han 
determinado como motivos conservados, el dominio HXD entre las posiciones His209 y 
Asp211, donde la His209 actúa como ligando de una de las moléculas de zinc; una molécula 
de Asp228 que es la compartida entre las dos moléculas de zinc, dos moléculas de glutámico 
consecutivas en la posición Glu262Glu263, donde una de ellas actúa como ligando de una 
de las moléculas de zinc y como últimos ligandos, una molécula de Asp290 y otra de His367 
(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 señal de 22 aminoácidos (Figura 80.B). Al igual 
que el péptido señal de la haloproteasa CP1 se trata de un péptido señal típico (von Heijne, 
1983; Watson, 1984).  

Además, la proteasa CP2 no presenta homología significativa con ningún dominio pro-
N-terminal. La comparación de las secuencias de aminoácidos de CP1 y CP2 no muestra 
una elevada similitud entre sus extremos N-terminales, estando más 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 aminoácido 424 
al 506 y del 540 al 614. No disponemos de datos experimentales que nos indique si estos 
dominios se encuentran presentes en la proteína madura, pero si se comporta como la 
haloproteasa CP1 suponemos que se perderán en el proceso de maduración, 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. caviae y 
V. cholerae este dominio pro-C-terminal tiene la función de ayudar al correcto plegamiento 
de la proteína madura ejerciendo un efecto inhibidor de la actividad proteolítica antes de 
alcanzar el exterior celular evitando de esta forma que la proteína hidrolice a los propios 
componentes bacterianos (Nirasawa y col., 1999a; Zhang y col., 2000; 2001). 

Debemos indicar que la presencia de la proteasa CP2 podría 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 transposón Tn1732. La efectividad de 
este transposón ha sido demostrada en otras especies halófilas moderadas, como H. 
elongata y H. meridiana (Kunte y Galinski, 1995; Cánovas y col., 1997b, Coronado y col., 
2000a). Se analizaron un total de 6775 transconjugantes. Este transposón sólo se inserta 
una vez en el cromosoma y aunque tuviésemos interrumpida una de las proteasas, siempre 
observaríamos el fenotipo de la otra. Es muy común que las bacterias excreten al medio 
extracelular más de una proteasa; algunos ejemplos lo constituyen Pseudomonas 
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 rápidamente le aporten pequeños péptidos y aminoácidos libres que 
suministran a la bacteria las fuentes de carbono y nitrógeno necesarias para su desarrollo 
(Maeda y Yamamoto, 1996) y muchas de ellas también están implicadas en los 
mecanismos de patogénesis (Pohlner y col., 1987; Bever y Iglewski, 1988; Song y col., 
2004). 

Algunos autores han postulado que las proteínas que se sintetizan de forma inmadura y 
necesitan un proceso de maduración 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 autocatalítica (Inouye, 1991; Braun y col., 2001). Quizás la función 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 sería 
necesario realizar más estudios para determinar esta función. 
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La conformación de las proteínas de microorganismos halófilos se ve afectada por las 
altas concentraciones salinas que deben soportar (Madern y col., 2000). Así, como hemos 
indicado en la Introducción, el mecanismo de adaptación de las bacterias halófilas 
moderadas a los ambientes salinos difiere del mecanismo que adoptan los 
microorganismos halófilos extremos; los microorganismos halófilos moderados acumulan 
solutos compatibles en su interior y no es necesario que mantengan altas concentraciones 
iónicas intracelulares (Oren, 2002; Galinski, 1995; Ventosa y col., 1998c). En general, 
como hemos descrito anteriormente, las proteínas de bacterias halófilas moderadas no 
presentan un marcado carácter ácido, si bien se ha descrito un pequeño aumento en el 
número de residuos ácidos de las mismas (Gandbhir y col., 1995; Coronado y col., 
2000b). Por otra parte, otras características que presentan las proteínas de haloarqueas, 
como son la disminución del contenido de aminoácidos hidrofóbicos, no se observa en 
proteínas de bacterias halófilas moderadas (Gandbhir y col., 1995). Estas características 
tampoco se observan en las proteínas periplásmicas de Chromohalobacter salexigens, 
aunque las mismas presentan un carácter ácido semejante a las proteínas de haloarqueas 
(Oren y col., 2005). 

Tanto la haloproteasa CP1 como la proteasa CP2 no presentan una mayor proporción 
de aminoácidos ácidos (Tabla 48 y Figuras 84 y 85), característica que se ha descrito como 
el principal mecanismo de adaptación a la sal que presentan las proteínas 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 características que determinan el carácter 
halófilo de las proteínas de haloarqueas es la disminución de aminoácidos hidrofóbicos que 
presentan (Madern y col., 2000). En el caso de la haloproteasa CP1 se observa una ligera 
disminución de aminoácidos hidrofóbicos, característica que no se detecta en la proteasa 
CP2. 

La adaptación de las proteínas de bacterias halófilas moderadas a la sal todavía no se 
ha estudiado en detalle. Si bien las proteínas periplásmicas de C. salexigens parecen 
compartir algunas de las características generales que presentan las proteínas de 
haloarqueas, como la presencia de residuos ácidos (Oren y col., 2005), las proteínas 
extracelulares de las bacterias halófilas moderadas estudiadas hasta el momento no 
muestran estas características de manera tan marcada (Coronado y col., 2000b). En 
cualquier caso se necesitan más estudios moleculares para poder dilucidar la gran 
versatilidad que presentan estas proteínas capaces de permanecer activas y estables tanto a 
bajas concentraciones salinas como a concentraciones elevadas. Así, la haloproteasa CP1 
presenta actividad a 0 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 número de proteínas sometidas a estrés 
osmótico, se observa que la adaptación de las mismas a la sal no sigue un patrón general, 
sino que son los comportamientos individuales los que determinan su funcionalidad a 
distintas concentraciones salinas. Parecería lógico pensar que las dos estrategias generales 
que utilizan el grupo de los microorganismos halófilos extremos y moderados para soportar 
la presión osmótica condicionaría las estrategias que las proteínas de estos 
microorganismos utilizan para ser activas y estables a altas concentraciones salinas. Sin 
embargo, las características de las proteínas de la bacteria halófila extrema Salinibacter 
ruber parece contradecir esta hipótesis, puesto que las proteínas de esta bacteria no 
comparten un patrón homogéneo; así, enzimas como una isocitrato deshidrogenasa, una 
ácido graso sintetasa y una glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Oren y Mana, 2002; 2003; 
Oren y col., 2003) se comportan como típicas proteínas halófilas, perdiendo su 
funcionalidad a bajas concentraciones salinas, mientras que las enzimas malato 
deshidrogenasa y hexokinasa (Oren y Mana, 2002; 2003) presentan la característica 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 composición de 
aminoácidos que presentan las proteínas halófilas, pero que, sin embargo, es estable y 
activa en altas concentraciones de sal, por lo que sin duda, deben existir otros mecanismos 
que expliquen su carácter halófilo. Estudios encaminados a determinar los procesamientos 
postraducionales que sufren estas proteínas nos ayudarán a dilucidar los mecanismos 
moleculares que determinan la estabilidad de estas proteínas a distintas concentraciones de 
sal. 

El tercer ORF que se ha obtenido mediante PCR inversa codifica una proteína, 
denominada LipP, que aunque está incompleta, presenta homología con la familia de las 
α/β hidrolasas. La mayor similitud la presenta con las esterasas de Dechloromonas 
aromatica (63%), Rubrivivax gelatinosus (59%) y Microbulbifer degradans (56%). La familia 
de las α/β hidrolasas se caracterizan por presentar un centro activo constituido por una 
triada catalítica 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 además de una esterasa extracelular, ya que presenta un péptido señal de 23 
aminoácidos. Al igual que el péptido señal de la haloproteasa CP1 y de la proteasa CP2, se 
trata de un péptido señal típico que presenta las tres regiones características anteriormente 
descritas (von Heijne, 1983; Watson, 1984). Este gen se podría corresponder con la 
actividad lipolítica extracelular detectada en P. ruthenica CP76, pero necesitaríamos realizar 
más estudios para corroborar esta hipótesis. 

 251



Discusión 

Debido al bajo rendimiento obtenido en la purificación de la haloproteasa CP1, 
decidimos clonar el gen cp1 en el vector pET22b(+). La proteína CP1 recombinante se 
produce en forma de cuerpos de inclusión que se solubilizaron con urea y la proteína 
solubilizada se purificó mediante cromatografía de afinidad (HiTrap Chelating HP, 
Amersham). Aunque se realizaron numerosos ensayos con el fin de determinar las 
condiciones óptimas de plegamiento de la proteína recombinante no se consiguió la 
renaturalización de la misma. Esta proteína recombinante la utilizaremos para la obtención 
de anticuerpos específicos anti-CP1 que nos permitirán realizar futuros estudios de secreción 
(Figura 92). 

IIIIII..  CCaarraacctteerriizzaacciióónn  ddeell  ssiisstteemmaa  ddee  sseeccrreecciióónn  qquuee  uuttiilliizzaa  PP..  rruutthheenniiccaa  CCPP7766  ppaarraa  
eexxccrreettaarr  llaass  pprrootteeaassaass  CCPP11  yy  CCPP22 

Las proteasas CP1 y CP2 mostraron homología con metaloproteasas de bacterias que se 
secretan al exterior utilizando el sistema GSP de tipo II (Sandkvist, 2001). Esto nos indujo a 
pensar que el sistema de secreción más probable que utilizase Pseudoalteromonas ruthenica 
CP76 fuese también dicho sistema GSP de tipo II. Además la presencia en ambas proteínas 
de un péptido señal típico que es reconocido por el sistema Sec afianzó nuestra hipótesis de 
partida. 

Este sistema está compuesto por un complejo multiproteico de 12-16 proteínas diferentes 
(dependiendo de la especie) localizado en el espacio periplásmico. La proteína D es un 
oligómero de unas 12-15 subunidades que juega un papel muy importante en este tipo de 
secreción 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 proteína se encuentra muy conservada entre 
las distintas especies bacterianas Gram-negativas, amplificamos mediante PCR un 
fragmento de 912 pb del gen que codifica esta proteína 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 genómico de P. ruthenica CP76 (Figura 99). El análisis de la secuencia de este 
fragmento identificó tres posibles regiones codificantes orientadas en el mismo sentido, dos 
de las cuales están incompletas. El ORF2 denominado wmpD está completo, consta de 
2067 pb y la secuencia de aminoácidos deducida del mismo, denominada WmpD, 
presenta homología con proteínas D implicadas en el sistema de secreción de tipo II de 
diversos microorganismos. El ORF1 y el ORF3 denominados wmpC y wmpE 
respectivamente, aunque están incompletos, muestran homología con proteínas C y 
proteínas E, implicadas también en el sistema de secreción de tipo II de otros grupos 
bacterianos. 

El ORF2 codifica una proteína (WmpD) de 74,8 kDa. Esta proteína presenta un péptido 
señal de 32 aminoácidos (Figura 101). Se trata de un péptido señal típico con las regiones 
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n, h y c, características (von Heijne, 1983; Watson, 1984). Además, el programa Psortb 
predice que se trata de una proteína asociada a la membrana externa (Figura 102). Dentro 
del sistema de secreción de tipo II solamente las proteínas D y S están asociadas a esta 
membrana (Genin y Boucher, 1994; Stathopoulos y col., 2000). 

Las proteinas D pertenecen a una gran familia de proteínas homólogas llamadas 
secretinas, aunque a diferencia de la secretinas propiamente dichas, que son inespecíficas 
para el sustrato que pasa a través de ellas, la proteína D reconoce, por algún mecanismo 
específico todavía sin elucidar, la proteína que va a transportar. El dominio C-terminal en 
estas proteínas D está conservado y a través de él se inserta en la membrana externa, 
mientras que el dominio N-terminal es más variable y está expuesto al periplasma donde 
interacciona con otros componentes del aparato de secreción (Genin y Boucher, 1994). 
Parece que es la interacción entre el dominio N-terminal con otros componentes del 
aparato de secreción lo que induce el cambio de conformación en el extremo C-terminal y 
esto conlleva a la apertura del poro. La región 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 proteína (Russel, 
1994). Se han descrito cuatro regiones (A, B, C y D) muy conservadas en este extremo C-
terminal de las proteínas D (Genin y Boucher, 1994; Schmidt y col., 1997); dichas regiones 
las localizamos en la proteína WmpD (Figura 100). En la región A los aminoácidos 
conservados son Asn327, Ile345, Leu348, Asp349, Ile361, Gly373 y Trp376; en la región B los 
aminoácidos son Gly516, Leu519, Val521 y Pro523; en la región C los aminoácidos conservados 
son Thr559 Gly566,572 y 573; por último el dominio D presenta conservados los aminoácidos 
Pro587 Leu589, Ile592, Pro593, Gly596 Leu598 y Phe599. 

Una diferencia fundamental entre las secretinas y las proteínas D lo constituye el 
mecanismo de inserción a la membrana externa; así, las secretinas presentan en el extremo 
C-terminal una serie de residuos hidrofóbicos, fundamentalmente unidades de tirosina y una 
fenilalanina en la última posición, que son los encargados de la inserción de la misma en la 
membrana. Estos residuos están ausentes en las proteínas D descritas y tampoco se 
localizan en la proteína WmpD, ya que al igual que otras proteínas D, parece que su 
asociación a la membrana externa esta mediada por la proteína S (Struyve y col., 1991; 
Pugsley y col., 1997). 

La mayoría de los genes implicados en el sistema de secreción de tipo II están muy 
conservados en las distintas especies bacterianas y se transcriben en un sólo operón. Existen 
algunas excepciones como es el caso de Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas 
alcaligenes donde los genes que codifican las proteínas C y D están localizados en 
operones diferentes (Groot y col., 2001; Sandkvist 2001a; 2001b; Thanassi, 2002) (Figura 
14). 
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En el análisis de la secuencia de 2.979 pb de P. ruthenica CP76 no se encontró ninguna 
región palindrómica que pudiese actuar como terminadora de la transcripción. Además, 
corriente arriba de la proteína WmpD nos encontramos una secuencia de aminoácidos que 
presenta homología con proteínas C y corriente abajo de WmpD está presente otro ORF, 
que aunque incompleto, presenta homología con proteínas 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 secreción de tipo II en P. ruthenica CP76 se transcriben en un 
operón. 

Con el fin de caracterizar la función biológica de la proteína WmpD, se procedió a 
interrumpir el gen wmpD, mediante un proceso de mutación por doble recombinación 
utilizando el cassette ΩSm (Prentki y Krisch, 1984). Un primer análisis funcional de los 
mutantes wmpD::Ω en placas de SW7,5 caseína determinó la pérdida de actividad proteasa 
extracelular en los mismos (Figura 105). También realizamos un análisis 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 
secreción la proteína no puede ser exportada al exterior (Figura 108).  

En un futuro inmediato se amplificarán por PCR inversa las regiones adyacentes al 
fragmento de 2.979 pb con el fin de caracterizar los restantes genes que codifican las 
proteínas implicadas en el sistema de secreción de tipo II en P. ruthenica CP76. Para poder 
determinar la función precisa de cada una de estas proteínas nos proponemos realizar 
mutaciones no polares en cada uno de los genes que codifican las mismas y analizar como 
afectan estas mutaciones a la secreción de las proteasas CP1 y CP2 en P. ruthenica CP76. 

Al ser el mecanismo de secreción de tipo II el más común en bacterias Gram-negativas, 
cabría esperar que al interrumpir los genes involucrados en este tipo de secreción 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 tipo II. Ejemplos de enzimas secretadas 
por mecanismos distintos al de tipo II lo encontramos en la lipasa LipA producida por 
Serratia marcescens, que se secreta por el mecanismo de secreción de tipo I (Akatsuka y 
col., 1994), o diversas proteínas secretadas por especies de los géneros Yersinia, Shigella o 
Salmonella, que se secretan por el sistema de secreción de tipo III (Ghosh, 2004). 
Agrobacterium tumefaciens secreta proteínas al exterior mediante el mecanismo de 
secreción de tipo IV (Christie, 2004); por último, Bordetella pertussis  o Helicobacter pyloryi 
utilizan el mecanismo de secreción de tipo V para secretar sus proteínas (Henderson y col., 
2004). Un ejemplo de una bacteria que utiliza distintos sistemas para secretar sus proteínas 
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es Pseudomonas aeruginosa, una bacteria Gram-negativa patógena oportunista que se 
caracteriza por producir numerosas toxinas, enzimas y adhesinas (Tomasen y col., 1992; 
Durand y col., 2003). Así, las proteasas alcalinas AprA y AprX son secretadas mediante el 
sistema de secreción de tipo I (Guzzo y col., 1991a; 1991b; Doung y col., 2001). Esta 
bacteria posee, al menos, dos sistemas de secreción de tipo II 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 
secreción de moléculas de bajo peso molecular, como la fosfatasa alcalina LapA (Ball y 
col., 2002). Además P. aeruginosa secreta al medio la exotoxina S utilizando el sistema de 
secreción de tipo III (Yahr y col., 1997; Wu y col., 2004a). Por lo tanto aunque el sistema 
de secreción de tipo II sea el más común para secretar enzimas al exterior, tampoco es 
infrecuente que las bacterias empleen otro sistema para ello, por lo que fácilmente las 
enzimas DNAsa, lipasa o amilasa producidas por P. ruthenica CP76 pueden ser secretada 
por algún mecanismo distinto al de tipo II. 

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 halófila moderada que ha sido 
caracterizada tanto a nivel bioquímico como molecular. Las propiedades de esta enzima la 
hacen muy interesante desde el punto de vista biotecnológico. Además, en este trabajo se 
establecen las bases para un posterior estudio mas detallado del mecanismo de secreción 
de dicha enzima al exterior de la célula y las posibles mejoras de la cepa para obtener una 
producción óptima de dicha enzima. 
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  Conclusiones 

1. La mayoría de las bacterias halófilas moderadas ensayadas provenientes de 
colecciones de cultivo no muestran actividad hidrolítica extracelular amilasa, 
proteasa, lipasa, DNAsa, pululanasa o xilanasa. En cambio, dichas actividades 
hidrolíticas en cepas halófilas moderadas aisladas de sus hábitat naturales, salinas 
del sur de España son más variadas. De las cinco actividades hidrolíticas 
estudiadas, la más 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. 

2.  De todas las cepas con actividad proteolítica aisladas, se seleccionó la cepa CP76 
para un estudio más detallado. En base a sus características fenotípicas, 
quimiotaxonómicas y genotípicas, así como a su posición filogenética, la cepa 
CP76 se asignó al género Pseudoalteromonas, como Pseudoalteromonas ruthenica 
CP76. 

3. Pseudoalteromonas ruthenica CP76 produce, al menos, dos proteasas 
extracelulares. La producción máxima tiene lugar en cultivos en fase exponencial 
tardía o estacionaria de crecimiento, en medios con un 7,5% de sales, en ausencia 
de maltosa y presencia de sacarosa, con elevada oxigenación y a 37ºC de 
temperatura. 

4. A partir del sobrenadante del cultivo de Pseudoalteromonas ruthenica CP76 se ha 
purificado una proteína con actividad proteolítica, denominada haloproteasa CP1. 
Se trata de una metaloproteasa que presenta actividad óptima a 55ºC, pH 8,5 y 
muestra una elevada tolerancia a las condiciones salinas, presentando actividad 
hasta, incluso, 4 M de NaCl y con un óptimo entre 0-2 M de NaCl. 

5. La utilización de la técnica de PCR inversa ha permitido la clonación del gen que 
codifica la síntesis de la haloproteasa CP1 de Pseudoalteromonas ruthenica CP76, 
denominado cp1. Dicho gen codifica una proteína de 733 aminoácidos que 
muestra homología con metaloproteasas de la familia M4. Dicha proteína presenta 
cuatro dominios conservados: un péptido señal, una región pro-N-terminal, la 
proteína madura y una región pro-C-terminal. Tanto el péptido señal como los 
dominios pro-N- y C-terminal son procesados durante la maduración de la proteína 
y no están presentes en la proteasa funcional. 

6. El análisis corriente abajo del gen cp1 ha permitido la localización y clonación de 
un segundo gen denominado cp2, que codifica una proteína de 614 aminoácidos 
que muestra homología con metaloproteasas de la familia M28. Asimismo, 
corriente abajo de cp2 se encuentra otro gen, lipP, cuya proteína muestra 
homología con proteínas de la familia de las α/β 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 proteínas deducidas de estos marcos abiertos 
de lectura muestran homología con proteínas implicadas en el sistema de secreción 
de tipo II. El gen wmpD codifica una proteína de 688 aminoácidos que muestra 
homología con proteínas D, encargadas de la formación del poro en la membrana 
externa durante el proceso de secreción de tipo II. Los genes wmpC y wmpE 
codifican dos proteínas que muestran homología con las proteínas C y E de este 
sistema de secreción.  

8. La inactivación del gen wmpD de P. ruthenica CP76 mediante mutagénesis 
insercional interrumpe la secreción de las proteasas CP1 y CP2, mientras que no se 
ve afectada la secreción de otras enzimas extracelulares producidas por esta 
bacteria (amilasa, lipasa y DNAsa). Así, Pseudoalteromonas ruthenica CP76 utiliza 
el sistema de secreción de tipo II 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., 1998c, 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., 1998c). 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 little 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 37ºC, 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 55ºC, 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 cp1, encodes a 733-
residue protein with a molecular mass of 78.8 kDa. Database searches revealed the product 
encoded by cp1 to have extensive sequence similarity to metalloproteases of the M4 family. 
The best alignment (69% identity) was obtained with the metalloprotease EmpI 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 cp1 revealed the presence of another ORF, designated cp2, 
which encodes a protein of 614 amino acids showing homology with metalloproteases of 
the aminopeptidase M28 family. Furthermore, other partial ORF (lipB) was located 
downstream from cp2, showing homology to proteins assigned to the α/β 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 Ito, 2001), coupled to the cleavage of the leader peptide. 

The type II 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 II 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 II 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 II 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 II 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 II 
secretion pathways and the third ORF, designated wmpE, encodes a polypeptide with the 
highest identity scores for the type II secretion component PulE.  

To assess the implications of the type II 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::ωSm 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 II 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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