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[. INTRODUCCION

|.1. Bacterias acéticas.

Las bacterias son conocidas como grandes guerreras en la batalla de la
adaptacion a los medios en los que ellas se desarrollan. Ellas han conquistado
terrenos inexplorables para otros organismos y esto es debido a su gran

plasticidad metabdlica.

La familia Acetobacteraceae pertenece a la subclase a-proteobacterias 49,
Son bacterias aerdbicas, Gram negativas que se caracterizan fenotipicamente por
su capacidad de oxidar etanol a acido acético, en medios de cultivo con pH neutro
6 acido . Tradicionalmente la familia Acetobacteraceae se habia dividido en los
géneros Acetobacter y Gluconobacter. Después de mucha controversia, el grupo
de Yamada y col. (1984“% y 1998 “*®) propuso la divisién de la familia en los
géneros: Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter y Acidomonas,
basandose en el analisis del RNA ribosomal 16S y del tipo de ubiquinona

predominante. %

Dentro del género Gluconacetobacter, se encuentra un grupo de bacterias
que tienen la capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico. Entre ellas,
Gluconacetobacter diazotrophicus tiene propiedades que la hacen de sumo interés

para su estudio tanto desde el punto de vista metabdlico, como genético.



[.2. Gluconacetobacter diazotrophicus.

Ga. diazotrophicus forma parte del grupo de bacterias acéticas que
presentan la caracteristica de diazotrofia 6 “capacidad para fijar nitrogeno” y lo
hace en un ambiente oxigénico. Fue aislada por primera vez por Cavalcante y

Débereiner en 1988 ), de tallos de la cafia de aztcar (Figura 1).

Esta bacteria presenta caracteristicas especiales que la hacen un
microorganismo de interés particular, como son: se un organismo diazotréfo que
presentar tolerancia a pH bajos y a altas concentraciones de azucar; se conoce su
capacidad crecer fijando nitrogeno a un pH menor a 2.5; ©® posee una
nitrogenasa activa que le permite fijar nitrogeno, aun en altas concentraciones de

oxigeno, asi como su facilidad de crecimiento en condiciones de laboratorio®.

Figura 1. Imagenes de Gluconacetobacter diazotrophicus en la raiz de cafia de aztcar (Ay B) y en

condiciones de laboratorio (C).



Ga. diazotrophicus puede usar glucosa, fructosa, sacarosa o metanol ¢,

como unica fuente de carbono, produciendo acido a partir de estos sustratos; no
es capaz de crecer con acidos dicarboxilicos como Unica fuente de carbono.® La
caracteristica mas importante de Ga. diazotrophicus es que lleva a cabo la fijacion
de nitrégeno, aun siendo una bacteria aerobia estricta. Este hecho es de
sorprender ya que a la fecha, todas las nitrogenasas descritas, son

extremadamente sensibles al oxigeno (184334,

Se ha reportado que Ga. diazotrophicus presenta un complejo sistema de
proteccion a la nitrogenasa formado principalmente por dos mecanismos:

3443 En el primero, en

“proteccién conformacional” y “proteccion respiratoria™
presencia de altas concentraciones de oxigeno, se produce un cambio
conformacional al formarse un complejo entre la nitrogenasa y proteinas FeSl|
(shethna), provocando la inactivacion transitoria de la enzima; cuando las
concentracion de oxigeno disminuye, se rompe el complejo y la nitrogenasa
recupera su actividad. El segundo mecanismo, estd asociado a un sistema
respiratorio muy activo, debido a la presencia de deshidrogenasas muy eficientes,
que protegen a la nitrogenasa del oxigeno ambiental; el oxigeno es consumido a
nivel membranal, antes de llegar al citoplasma, de tal manera que su
concentracion intracelular es muy baja, y no afecta la actividad de la nitrogenasa.

(9,34,35,43)(

A este proceso se le conoce proteccion respiratoria Figura 2).

La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN), es un proceso energéticamente

costoso. La ecuacién para la reaccion quimica de la FBN es la siguiente:

N+ 8H+8e +16 Mg ATP nNitrogenasa = 2 NH3+ H, + 16 Mg ADP + 16 Pi



Ga. diazotrophicus, ademas de llevar al cabo la “proteccion respiratoria”,

obtiene la gran cantidad de energia necesaria para llevar a cabo este proceso a

través de su alta actividad respiratoria 4439,
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Figura 2. Esquema que muestra los mecanismos de proteccion a la nitrogenasa de la presencia de

oxigeno en Ga. diazotrophicus: la proteccidon conformacional y la proteccion respiratoria ¢

43,9,18)



I.3. La cadena respiratoria

La cadena respiratoria es representada generalmente por la cadena
respiratoria mitocondrial; consiste de una serie de acarreadores de electrones los
cuales son proteinas o0 quinonas; los complejos proteicos que la componen
contienen diferentes grupos prostéticos capaces de captar y donar electrones en
forma secuencial, de acuerdo a su potencial redox. Los electrones fluyen, desde
un acarreador con un potencial redox bajo o negativo, hacia uno alto o positivo, en
una serie de reacciones. En las oxidasas terminales se lleva a cabo la reduccion
del oxigeno, que es el aceptor final de electrones en condiciones aerdbicas, para
formar agua. Al mismo tiempo, el transporte de electrones a través de la cadena
respiratoria (Figura 3) genera un gradiente proton motriz transmembranal que

conduce a la formacion de ATP por el complejo F1F( de la ATP sintetasa (24)
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Figura 3. Esquema de la composicién de la cadena respiratoria mitocondrial (Imagen tomada de
Lenningher & Cox, 1993)**.



Los electrones se mueven del NADH, succinato u otro donador primario, a

través de las flavoproteinas, ubiquinona, las proteinas de [Fe-S] y citocromos.

La cadena respiratoria se divide en 4 complejos proteicos:

El complejo |, también conocido como NADH deshidrogenasa, esta
compuesto por una flavoproteina que presenta como grupos prostéticos Flavin-
mononucleotido (FMN) y centros [Fe-S]; cataliza la transferencia de dos electrones

a la poza de quinonas.

El complejo Il 6 succinato deshidrogenasa, tiene como grupos prostéticos
FAD y centros [Fe-S]; al igual que el complejo | cataliza la transferencia de dos

electrones a la poza de quinonas.

El complejo Il es llamado también complejo bc4; esta compuesto por dos
citocromos b (bss2 y bsgs), citocromo cq, centros [Fe-S], y al menos otras 6
subunidades proteicas, las cuales estan asimétricamente embebidas en la
membrana de la mitocondria; el citocromo cq1 y los centros de hierro- azufre se
localizan en la parte superior de la membrana. Este complejo es intermediario

entre la poza de quinonas y el citocromo c libre.

El complejo IV esta compuesto por citocromos tipo a, formando la oxidasa
terminal aaz. Presenta dos iones Cu (CuA y CuB), que son fundamentales para la
transferencia de electrones hacia el oxigeno. Las oxidasas terminales catalizan la

reduccion del oxigeno por la transferencia de 4 electrones, para formar H,O.



I.4. Las PQQ-deshidrogenasas

Los grupos prostéticos de las deshidrogenasas se pueden dividir en general
en tres grupos: los que presentan flavin nucledtidos, los que presentan
nicotinamida adenina dinucledtidos y los que presentan quinonas. Las
quinoproteinas son un grupo heterogéneo de proteinas que difieren
completamente de aquellas proteinas que dependen de flavin nucledtidos 6 de
nicotinamida adenina dinucleétidos. Estas proteinas utilizan como cofactor o-

quinonas (Figura 4).

D-glucosa D-gluconato 2.ceto-D- gluconato 25 -Diceto-D- gluconato
- - 0w
CADH 2K CADH.

Etanol

Gliceral

Acetaldehido

Dihidroxiacetona

Lactatog Ry ato —

D- Fructasa 5-ceto-0- Fructosa -
O- Sarhitol  L-Sorbosa

PQQ-dependiente
FAD-dependiente

Matsushita, (1 324). Adv. Microb. Physiol. 36: 247-301

Figura 4. Deshidrogenasas localizadas en la membrana celular de las bacterias acéticas “®.



Se han identificado cinco tipos de o-quinonas que forman parte de las
quinoproteinas: pirroloquinolin-quinona (PQQ), 6-hidroxifenilalanina 6 topaquinona
(TPQ), triptofanotriptofil quinona (TTQ), quinona de tirosil-lisina (LTQ) ¢ cisteina
triptofil quinona (CTQ) (%349 |a mayoria de las quinoproteinas se han
encontrado en las bacterias Gram negativas y en particular en las proteobacterias.
Este tipo de enzimas se pueden clasificar de acuerdo a tres criterios: el tipo del
cofactor quinona, la presencia de un grupo prostético adicional y por su

(13,31

localizacion (membranal o soluble) ). A la fecha se han reportado 20 proteinas

(24) que presentan como cofactor alguna de estas moléculas.

Entre las proteinas que contienen como grupos prostéticos derivados de o-
quinonas, aquellas que presentan el grupo PQQ incluyen varias enzimas con
actividades de deshidrogenasa, algunas oxidasas y descarboxilasas bacterianas.
Este grupo prostético se sintetiza a partir de la tirosina y el acido glutamico, y es el
unico entre las o-quinonas, que no se encuentra covalentemente unido a la
proteina. El grupo PQQ se ha identificado en aproximadamente 10 diferentes

enzimas ©149),

En algunas quinoproteinas, la PQQ puede estar acompafnada de otros
grupos  prostéticos, como el citocromo ¢, Illamandose entonces
quinohemoproteinas. Entre las quinoproteinas encontramos la metanol
deshidrogenasa (MDH) y las alcohol deshidrogenasas (ADH’s) de tipo |, y entre
las quinohemoproteinas encontramos a las ADH’s de tipo Il y Ill, la lupamina
hidroxilasa, la sorbitol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa (ALDH), entre

otras. 49

Estas enzimas pueden ser solubles (ADH tipo Il) 6 estar ancladas a la

superficie de la membrana (ADH tipo 111) (133149,



I.5. Las PQQ-alcohol deshidrogenasas

Existe una gran diversidad de alcohol-oxidoreductasas encargadas de
catalizar la interconversion de alcoholes, aldehidos y cetonas. Estas pueden ser
divididas en tres grandes grupos, (a) las alcohol deshidrogenasa dependientes de
NAD(P); (b) las alcohol deshidrogenasas independientes de NAD(P), que utilizan
pirrolo-quinolina-quinona (PQQ) y citocromos tipo ¢ como grupos prostéticos; y (c)
alcohol oxidasas dependientes de FAD que catalizan la reaccion irreversible de

oxidacion de alcoholes. “%).

Las alcohol deshidrogenasas dependientes de PQQ (PQQ-ADHSs) son el
grupo de enzimas mas grande dentro de la familia de quinoproteinas, formado
hasta el momento por 18 enzimas diferentes (Tabla 1). Estas enzimas se han
clasificado en tres grupos, las ADHs de tipo I, Il y lll. Las ADHs tipo | se
encuentran en un numero limitado de Proteobacteria y son muy parecidas a la
PQQ-metanol deshidrogenasa (PQQ-MDH) de metildétrofos. Su Unico grupo

prostético es la PQQ.“?

Las ADHs tipo Il y Ill son quinohemoproteinas, es decir tienen como grupos
prostéticos a la PQQ y a citocromos tipo c. Las ADHs tipo Il son enzimas solubles
y estan distribuidas ampliamente entre las Proteobacteria. Las ADHs tipo Il estan
unidas a membrana, funcionando en el espacio periplasmico y son unicas de las
bacterias acido acéticas. Estas enzimas estan compuestas generalmente, de tres
subunidades. La subunidad catalitica contiene a la PQQ y un citocromo c,
mientras que la subunidad Il contiene tres citocromos c. El papel de la subunidad
[l no ha sido definido, aunque se postula es importante para la estructura de la

enzima, (13:31:40)



f Enzima Localizacion Organizmo
Quinepreteinas capaces de exidar aleoholes
Metane deshidrogenasa 5 Methylotrophs (12)
ADH Tipo I {POQ)
Etanol dezhuidrogenzza (qEDH) S Preudomonas aeruginoza (13)
Aleobol deshidrogenaza (ADH I) 5 Preudomonaz putida (14)
1-Butano] deshidrogenaza (BOH) S Preudomonas butanavora (15)
Polipropilen glicol deshidrogenasa (FRGDH) 5 Stenotrephomonas maltephilia (16)
Orras guineproteinas capaces de oxtdar aleoholes (PQQ)
Sorbosa’Sorbosona deshidrogenasa S Especies de Gluconsbacter (17)
Prendogluconabacter sacchareketogenes (18)
Gliceral desludrogenasa M Especies de Gluconobacter (1%)
Duinchemopreteinas capaces de oxidar alcololes
ADH Tipo IT (POO/ hemos C)
Polietilen glicol desludrogenaza (PEGDH) S Rhodopseudomonas acidophila (20)
Etanol deshidrogenasa (ghEDH) S Comamonas testoterani (11)
Aleohol deslndrogenasa (ADH IIB) 5 Pseudomenas putida (14)
Aleohol deshidrogenasz (ADH IIG) S Preudomena: putida (14)
Poliviml aleohol deslhudrogsnasa (PVADH) S Preudomonas sp. (21)
Tetramdrofurfunl aleohol deshidrogenasa (THF ADH) 5 Ralstenia sutrapha (13)
1-Butanol deshidrogenaza (BDH) 5 Pseudomonas butanavara (15)
ADH Tipe II (POOMheme /3 heme C)
Alechol deshidrogenzsa M Acetobacter aceti (24)
Alechel deshidrogenaza M Acetobacrer pastenrianus (213)
Alechel deshidrogenaza M Gluconeacetobacter polyoxogenes (28)
Aleohol deshidregenaza M Acidamonas methanolicus (27)
Aleohol deshidregenaza M Glucenebacter suboxydans (28)
Otras guinohemeproteinas Pseudomonas sp. (29)
Lupamina udrecalasa (PQQ heme C) 5 Pseudomonas putida (30)
Amma deshidrogenasa (CTQhema C) S Paraccocus denitrificans (31)
51 soluble; M:membranal.

Tabla 1. Quinoproteinas y quinohemoproteinas alcohol deshidrogenasas. 13



I.6. Las PQQ-alcohol deshidrogenasas tipo Il

Se han purificado cinco diferentes PQQ-ADHSs tipo Il de bacterias acéticas
como Acetobacter, Gluconacetobacter, Acidomonas y Gluconobacter “?. Se ha
demostrado, que mientras las PQQ-ADHSs tipo Il en bacterias acido acéticas estan
involucradas en la produccion de acido acético, las ADH dependientes de NAD"
son empleadas unicamente en la asimilacion de etanol a través del ciclo de los
acidos tricarboxilicos. La especificidad por sustratos de las PQQ-ADH’s tipo llI,
esta relativamente restringida en comparacion a otras quinoproteinas alcohol
deshidrogenasas; estas enzimas oxidan preferentemente alcoholes primarios
(cadenas de 2 a 6 carbonos), exceptuando el metanol, y no oxidan alcoholes
secundarios, como lo hacen diferentes ADHs tipo | en Pseudomonas vy
Stenotrophomonas, o la quinohemoproteina etanol deshidrogenasa periplasmica
(ghEDH), descrita en Comamonas testosteroni, una ADH tipo Il que ademas oxida
aldehidos. Los pH’'s optimos de las PQQ-ADHs tipo Ill se encuentran entre 4.0 y
6.0.42)

Estas enzimas generalmente estan compuestas por tres subunidades
(Tabla 2, Figura 5). La subunidad | (72-80 kDa) es una quinohemoproteina similar
a la quinohemoproteina soluble tipo II; y tiene como grupos prostéticos una sola
molécula de PQQ y un citocromo c. La subunidad Il (48-53kDa), es una
hemoproteina, en cuya secuencia de aminoacidos se han encontrado sitios de
unién para tres citocromos ¢ >34 Finalmente la subunidad Il (14-17kDa), esta
presente en las ADHs del género Acetobacter y ausente en el género

Gluconacetobacter " su funcion no ha sido definida.



Magsa rmolecular subunidad

Crganismo (kDa) Referencia
| [l I
A qoet! 2 a0 15 Adachi v col, 1978
A pasteurionus 74 44 16 Kondo yw Horinuochi,
1997

G, suboxydans 78 46 14 Matsushita v col, 1995
a, edropaeus 72 45 - Treek weol, 2006
o, 72 44 - Tayama ycol., 1989
polyoxogenes
Ga. Xylinus 71 44 - Chavez-Pacheco, 2006
Za, 1.4 43.5 - Gomez-Marzo, 2007

digzotrophicus

Tabla 2.(14I§structura molecular de las ADHs membranales purificadas de las bacterias acido
acéticas ' .

ADH tipo 111

periplasma Subunidad I

*PQQ

ecitocromo ¢

Subunidad III

Membrana Subunidad 1T

3 -Citocromos ¢

Figura 5. Esquema de la pirroloquinolina quinona alcohol deshidrogenasa (PQQ-ADH) tipo llI,

postulada para bacterias acido acéticas '



Il. ANTECEDENTES
[I.1. El sistema respiratorio de Gluconacetobacter diazotrophicus

La oxidaciéon incompleta de azucares y alcoholes o fermentacidon oxidativa,
es caracteristica de las bacterias del 4cido acético ?”). Es un proceso que esta
intimamente ligado al sistema respiratorio y es catalizado por diferentes
deshidrogenasas membranales (flavoproteinas y quinoproteinas). El acoplamiento
de estas dos vias metabolicas hace que la velocidad de respiracion llegue a ser

10-20 veces superior a las que se registran en otras bacterias aerébicas tipicas. ©

Estas deshidrogenasas aportan los electrones en forma directa a la cadena
respiratoria, a través de la quinona enddgena. Sin embargo, existe poco
conocimiento sobre la cadena respiratoria en general y de la relacidon que existe
entre las deshidrogenasas y la bioenergética celular, en particular, en esta bacteria
®18) Las cadenas respiratorias que han sido mejor estudiadas en las bacterias
acido acéticas son las de Gluconobacter suboxydans, Acetobacter aceti,

Acetobacter methanolicus, y Gluconacetobacter xylinus (antes Acetobacter
xylinum) (2.9,11,19,20,21,23,26,29,30,33)

El sistema respiratorio de Ga. diazotrophicus estd compuesto de varias
deshidrogenasas y por o menos tres oxidasas terminales. Las deshidrogenasas
pueden ser flavoproteinas 6 quinoproteinas y algunas de ellas tienen citocromo ¢ 6
b como grupos prostéticos; estas deshidrogenasas transfieren los electrones,
producto de la oxidacion de sus respectivos sustratos, a la poza de quinona que
en el caso de Ga. diazotrophicus, es la ubiquinona 10 (UQio). Ademas de las
deshidrogenasas y la UQjo, existen como acarreadores de electrones citocromos

de tipo a y b, que forman parte de las oxidasas terminales ©141516-35),



La transferencia de electrones ocurre a partir de la oxidacion de sustratos
internos como el NADH 6 succinato (catalizada por NADH deshidrogenasa:
NADH-DH; 6 succinato deshidrogenasa: SDH); 6 a nivel periplasmico con
sustratos como glucosa, acetaldehido 6 etanol (catalizada por quinoproteinas
como la PQQ-glucosa deshidrogenasa: PQQ-GDH; PQQ aldehido
deshidrogenasa: PQQ-ALDH 6 PQQ-ADH), entre algunos sustratos. Los
electrones producto de la oxidacién, son transferidos a la poza de UQjo y de ahi

hacia las citocromo oxidasas terminales donde se reduce el oxigeno (figura 6)
(9,14,15,16)

Con respecto a las oxidasas, encontramos en Ga. diazotrophicus a las
oxidasas terminales bas y bbs, cuando la bacteria es crecida en condiciones de
fijacion de nitrégeno ©*®, mientras que cuando la bacteria se crece en condiciones

de no fijacion (exceso de amonio), la oxidasa predominante es la bd ©.

Glucosa Gluconato Etanol Acetaldehido Acetato
Q7 wvw M Q7
PERIPLASMA  gpy1- H  ALDH

. H20
:'_ PQQl *\;

NADH NAD* Succiﬁato Fumarato

Figura 6. Esquema de la cadena respiratoria de Gluconacetobacter diazotrophicus ®)



[I.2. El operdn que codifica para la PQQ-adh en bacterias acéticas

Los genes estructurales de PQQ-ADHs tipo Il de algunas especies
pertenecientes a la familia de las bacterias acéticas, han sido secuenciados. La
clonacion y el andlisis de secuencias de los genes de PQQ-ADH de
Gluconacetobacter polyoxogenes, Acetobacter aceti y Acetobacter pasteurianus
muestran que los genes que codifican para las subunidades | y Il estan
adyacentes en el genoma, con la misma direccion y en el mismo marco de lectura,
formando un operén ®33742 Las dos subunidades tienen en el amino terminal un
péptido sefal caracteristico de proteinas de membrana, el cual es probablemente
procesado para dar lugar a las subunidades maduras. En el extremo carboxilo
terminal de la subunidad I, se identificé un motivo de unién para citocromo ¢ . La
secuencia de aminoacidos de la subunidad Il indica que esta subunidad tiene
motivos de unién para tres citocromos ¢ ®%19%%2) | 3 secuencia de la subunidad

[l solo ha sido indentificada en el genoma completo de G. suboxydans.

El potencial econémico del uso de Ga. diazotrophicus en la inoculacion de
cafia de azlcar cultivada en Brasil, ha estimulado la creacién de una red de
colaboracion llamada RIOGENE en este pais, que tuvo como finalidad la

secuenciacion del genoma de esta bacteria.

En el afio 2000 se inici6 la obtencion de la secuencia del genoma completo
de Ga. diazotrophicus *”; hasta diciembre del 2006 no se habia liberado esta

secuencia, y tampoco se habia secuenciado la PQQ-ADH, en lo particular.

En el laboratorio, la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus ha sido purificada y
caracterizada molecular y cinéticamente. Ahora, es nuestro interés obtener el
patréon de difraccion de rayos X para con estos datos, modelar la estructura de la
enzima. La secuencia del operén que codifica esta proteina es un requisito

indispensable para poder cumplir con estos objetivos.



Por otro lado, nosotros también estamos interesados en poder obtener
mutantes en esta enzima para determinar su papel fisioldgico, tanto en la
proteccion respiratoria, en la fijacibn de nitrégeno, como en la fermentacién
oxidativa de alcoholes. Para lograrlo, la obtencion de la secuencia de la alcohol

deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus es también indispensable.



lll. HIPGTESIS

Si Gluconacetobacter diazotrophicus pertenece a la familia de las bacterias
acéticas, entonces la secuencia de nucle6tidos de los genes que codifican para la
PQQ-alcohol deshidrogenasa y el arreglo de estos genes formando un operon,
sera similar a los reportados para otros miembros de la familia de las bacterias del

acido acético.

IV. OBJETIVO

Obtener la secuencia y el arreglo molecular de los genes que codifican las
subunidades de la PQQ-alcohol deshidrogenasa de Gluconacetobacter

diazotrophicus.



V. MATERIALES Y METODOS

V.l. Material biolégico.

Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PALS.

V.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Ga. diazotrophicus se creci6 en un medio de cultivo liquido LGIP
modificado, adicionado con 5 % de sacarosa y 0.5 % de extracto de levadura. El
medio esta compuesto por: 5 g de K;HPO4, 4 g de NaHPO4, 0.2 g de MgCl,, 0.02
g de CaCl,, 0.01 g de FeCls, 5 g de citrato de sodio, 0.2642 g de (NH4)2SO4 y
0.002 g de Na;MoO,, disueltos en 1 | de agua. El pH se ajust6 a 5.5.

Matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio 6 de 2I
conteniendo 11 de medio, fueron inoculados con 1 ml é 25 ml de un cultivo activo,
respectivamente. La bacteria fue incubada con una agitacién de 250 rpm y a 30°C.

El matraz con 50 ml de cultivo fue cosechado por centrifugacién a 7 000
rom, cuando alcanzé una absorbancia entre 0.8 y 1.0 y las células fueron

utilizadas para la obtencion de DNA.

Cuatro litros de inéculo fueron utilizados para sembrar un fermentador de
60 I, donde se crecido a la bacteria en las mismas condiciones mencionadas
anteriormente; a las 24 h de crecimiento, al medio de cultivo se le adicioné etanol
al 0.5 %, para inducir la expresion de la PQQ-ADH y el cultivo se dejo crecer
durante 12 h mas. Las células fueron cosechadas, utilizando una centrifuga de
flujo continuo a 5 000 rpm y lavadas 2 veces por centrifugacion a 7000 rpm, con
un amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 6 adicionado de MgCl, 1 mM y
CaCl; 1 mM. Las células lavadas fueron almacenadas a -179 °C hasta su

utilizacion.



V.3. Purificacion de la PQQ-ADH de Gluconacetobacter diazotrophicus.

La PQQ-ADH de la fraccion membranal fue purificada de acuerdo al
protocolo descrito por Gémez-Manzo y col. (" Las células resuspendidas en
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6, fueron rotas por French Press a una
presion de 1500 psi, en presencia de inhibidores de proteasas. Los restos
celulares fueron separados por centrifugaciéon a 7000 rpm durante 10 min, a 4 °C;
a partir del sobrenadante se obtiene la fraccion membranal por centrifugacion a 30
000 rpm durante 30 min, a la misma temperatura. Las membranas fueron lavadas
dos veces con el mismo amortiguador y en las mismas condiciones. La fraccion
membranal se resuspendié en solucion amortiguadora de fosfatos 10 mM, pH 6.0

a una concentracion final de proteina de 10 mg. ml™.

La PQQ-ADH fue solubilizada de la membrana celular utilizando Triton
X100 al 0.5 % (v/v); la suspension membranal se incubd a 4°C por 120 min, con
agitacion constante y se centrifugd a 30 000 rpm durante 30 min. Los siguientes

dos pasos de purificacion fueron por cromatografia liquida de intercambio i6nico.

El sobrenadante conteniendo la enzima fue aplicado a una columna de
QAE-Toyopearl, previamente equilibrada y lavada con solucién amortiguadora de
fosfatos 10 mM, conteniendo triton X-100 al 0.1% (amortiguador inicial). La PQQ-
ADH fue eluida de la columna con un gradiente lineal de 0 a 250 mM de NaCl en
el mismo amortiguador.

Las fracciones activas fueron colectadas y dializadas toda la noche contra
el amortiguador inicial y aplicadas a una columna de DEAE-Toyopearl, equilibrada
y lavada con el amortiguador inicial. La enzima fue eluida con un gradiente lineal
de 0 a 250 mM NaCl, en el mismo amortiguador. Las fracciones activas fueron

colectadas y dializadas durante toda la noche contra el amortiguador inicial.



El siguiente paso de purificacion fue utilizando una columna de
Hidroxiapatita-Ultrogel (HA-Ultrogel); la fraccion activa y dializada fue aplicada a
esta columna, la cual habia sido equilibrada y lavada con la misma solucion
amortiguadora de fosfatos. La PQQ-ADH fue eluida con un gradiente lineal de 0 a
250 mM de fosfatos pH 6.0 Triton X100 0.1%. Las fracciones activas fueron
colectadas y concentradas por centrifugacion a 5 000 rpm utilizando columnas con
filtros Amicon YM30 MW (Amicon corporation, Danvers, Mass, USA), para ser
aplicada a la columna de exclusidon molecular Sephacryl 200, previamente
equilibrada con el amortiguador inicial. La columna fue desarrollada utilizando este
mismo amortiguador y las fracciones con actividad de PQQ-ADH son colectadas y
concentradas. La pureza y composicidon oligomérica de la enzima fue corroborada

por electroforesis nativa y desnaturalizante.

V.4. Andlisis Electroforético.

a) Electroforesis nativa.

La pureza de la preparacion de PQQ-ADH obtenida, fue analizada por
electroforesis nativa en gel de poliacrilamida (PAGE) al 7.5 %. El gel resolvedor
estaba compuesto por 7.5% de acrilamida, 8.0 % de glicerol, 0.1% de Triton X-
100, 0.028% de persulfato de amonio, 0.1% de N,N,N’,N’,-Tetrametiletilendiamina
(TEMED) y 375 mM de Tris-HCI, pH 8.9. El gel concentrador contenia 4% de
acrilamida, 8 % de glicerol, 0.1% de Triton X-100, 0.066% de persulfato de
amonio, 0.05 % de TEMED y 125 mM de Tris-HCI, pH 6.8. La preparacion de
PQQ-ADH, fue diluida con el amortiguador de carga en una relacién 1:4 (muestra /
amortiguador de carga). El amortiguador de carga estuvo constituido por 125 mM
de Tris-HCI, pH 6.8, 15% de glicerol y 0.1 % de Triton X-100.

La electroforesis se realizdé a 25 mA de corriente y a 4 °C. Una parte del gel
fue tefiido con azul de coomassie R250 en solucién de metanol (20% v/v), acido

acético (7% v/v) y agua y a otra parte del gel se le realiz6 la zimografia para PQQ-



ADH. Para la zimografia se utilizé nitro azul de tetrazolium como aceptor de
electrones, metasulfato de fenazina (PMS) como intermediario y como sustrato

etanol, de acuerdo a lo descrito previamente por Adachi y col®.

El gel fue sumergido en 200 ml de amortiguador de Mcllviane (Fosfatos y
Citratos), pH 6.0, conteniendo 28 mg de metasulfato de fenazina (PMS) y 8 mg de
nitro azul de tetrazolium (NTB). Se incubd en la oscuridad por 20 minutos a 4 °C,
con agitacion constante. La reaccion fue iniciada por la adicion del sustrato a una
concentracion final de 100 mM. Después de la aparicion de bandas azules
(reaccidn positiva), la reaccion fue detenida por medio la adiciéon de acido acético
al 7%.

b) Electroforesis desnaturalizante (SDS PAGE).

La estructura oligomérica de la PQQ-ADH purificada fue analizada en geles
discontinuos de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE

10%), utilizando la técnica de Laemli modificada ©.

El gel resolvedor se prepar6 a una concentraciéon final de 10% de
acrilamida, 8.0 % de glicerol, 1% de SDS, 0.028% de persulfato de amonio, 0.1%
de TEMED y 375 mM de Tris-HCI, pH 8.9. El gel concentrador contenia 4% de
acrilamida, 8 % de glicerol, 1 % de SDS, 0.066% de persulfato de amonio, 0.05 %
de TEMED y 125 mM de Tris-HCI, pH 6.8.

La enzima purificada fue precipitada y desnaturalizada por adicién de acido
tricloroacético (TCA) a una concentracién final del 5% y lavada tres veces con
agua desionizada. Posteriormente, la muestra fue resuspendida en la mezcla de
digestion que contenia: 5 % de SDS, 3% de B-mercaptoetanol, 15 % de glicerol y
125 mM de Tris-HCI, pH 6.8. La preparacion fue puesta en un bafio de agua a

ebullicién por 3 minutos y centrifugada a 14 000 rpm durante 5 min.



El amortiguador de corrida estuvo compuesto por 1.44 % de glicina, 0.33 %
de Tris-HCl y 1.0 % de SDS. La electroforesis se realizé a 25 mA de corriente
constante. Se utiliz6 como marcador de peso molecular el precision plus
Standard™ de BIO-RAD.

El gel fue tefido con azul de Coomassie R-250 al 0.05% en una mezcla de
Metanol (25%), acido acético (10%) y glicerol (5%) en agua. Para corroborar la
presencia de citocromo c se realizé la tincién de peroxidasa ©. Para ello, el gel
tefiido con Coomassie fue destefiido con la misma mezcla de metanol, acético,
glicerol y agua, lavado con agua e incubado en una mezcla de reacciéon que
contenia 250 mM de acetato de sodio, pH 50 (120 ml) y 18 mg de
tetrametilbencidina, disueltos en 80 ml de metanol. El gel fue incubado durante 2
horas en oscuridad y con agitacion constante a temperatura ambiente.
Posteriormente se le adiciond perdxido de hidrogeno (H20;), a una concentracién
final de 30 mM como agente revelador de la presencia de citocromos tipo c. La
reaccion fue detenida sumergiendo el gel en 250 mM de acetato de sodio, pH 5.0

en 30 % de isopropanol.

V.5. Obtencién y secuenciacién de pétidos internos de la proteina purificada.
Andlisis en base de datos.

La secuencia de aminoacidos de las subunidades de la PQQ-ADH
asociadas a las bandas obtenidas en el gel SDS-PAGE, fue determinada
generosamente por el Dr. Guillermo Mendoza Hernandez del departamento de
Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM. Para la determinacion del
amino terminal de cada una de las subunidades, fue utilizada la técnica de
degradacion de Edman; ambas subunidades se encontraron bloqueadas, por lo
que se procedid a obtener secuencia de péptidos internos. Las bandas fueron

cuidadosamente cortadas del gel tefido con azul de Coomassie, destefidas,



reducidas, carbaminometiladas, lavadas, digeridas con ftripsina y extraidas de
acuerdo a lo reportado por Kinter 22 El volumen del extracto fue reducido por
evaporacion, por medio de una centrifuga al vacio a temperatura ambiente y el

volumen se ajusto6 a 20 pl con acido férmico.

El analisis peptidico por espectrometria de masas fue realizado en el
sistema 3200 QTRAP (Applied Biosystems/MDS Sciex, Ontario, Canada), el cual
esta equipado con un nano electrospray y un sistema de nanoflujo (agilent 1100
nano pump, Waldbronn, Germany). Las muestras digeridas fueron desaladas en
una punta ZipTic-C18 y separadas en una columna Zorbax 300SB C-18 (3.5 um,
50 X 0.075 mm, Agilent, Germany), equilibrada con acetonitrilo al 2% y acido
férmico 0.1%, por un periodo de 80 minutos. Los péptidos fueron eluidos con un
gradiente lineal de 2 a 70% de acetonitrilo. El calor de interfase para desolvatar
fue mantenido a 150°C. El espectro fue registrado en modo automatico usando el
programa Information Dependent Adquisition (IDA). Los iones precursores fueron
seleccionados en Q1 utilizando el modo Enhanced Ms mode. El intervalo de
exploracion por EMS fue fijado a t m/z 400-1500 y 4000 amu/s. Los iones
seleccionados fueron sujetos a exploracion por Enhanced Resolution a una
velocidad baja de 250 amu/sec sobre un intervalo de masas estrecho (30 amu), y
después sometidos a exploracion en un Enhanced Product lon Scan (Ms/MS). Los
iones precursores fueron fragmentados por disociacion activada de colision (CAD).
Los fragmentos de iones generados fueron capturados y analizados en una
trampa de iones lineal Q3. La identificacion proteica fue realizada con la base de
datos (NCBInr) del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y el

programa Mascot Software (http://www.matrixscience.com).



http://www.matrixscience.com/

V.6. Disefio de oligonucleétidos.

a) Subunidad I.

Los primeros oligonucledtidos disefiados para la secuenciacién de la
subunidad | de la PQQ-ADH, fueron disefiados a partir de las secuencias de
aminoacidos de los péptidos internos obtenidos de la banda de 71 kDa. Los
oligonucledtidos fueron disefiados con degeneraciones de acuerdo al uso de

cododn reportado para Ga. diazotrophicus.

Una vez que se obtuvieron secuencias de nucledtidos de ésta subunidad,

se disenaron oligonucleoétidos especificos para continuar con la secuenciacion.

b) Subunidad II.

Los intentos para poder secuenciar tanto amino terminal como péptidos
internos de la subunidad de 44 kDa, fueron infructuosos. Por ello, realizamos el
alineamiento de secuencias de aminoacidos reportadas para la subunidad Il de
PQQ-ADH de bacterias aceticas, utilizando Clustal w2
(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Se alinearon las secuencias de

aminoacidos de Gluconobacter suboxydans, Acetobacter aceti, Acetobacter
pasteurianus y Gluconacetobacter europaeus, obtenidas en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI).

((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)). Sabemos que hay 3 citocromos c

como grupos prostéticos en la subunidad Il de las PQQ-ADH, por lo que
localizamos en las secuencias alineadas la secuencia reportada como motivo de

unién para citocromos tipo c: CXXCH (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/).

También obtuvimos una secuencia consenso a partir del alineamiento de las
secuencias, de la parte media del gen y del carboxilo terminal. A partir de las
secuencias obtenidas se disefiaron oligonucledtidos degenerados utilizando el

uso de codon de Ga. diazotrophicus.



V.7. Purificacion de DNA cromosomal de Ga. diazotrophicus

Para la purificacion del DNA cromosomal de Ga. diazotrophicus se
utilizaron 50 ml de cultivo, cosechados en fase logaritmica de crecimiento (D.O.

entre 0.8 y 1.0), basandonos en el protocolo de fenol-cloroformo ©2);

1. Cosechar las células por centrifugacion a 3000rpm, durante 10min a 4°C.

2. Resuspender el paquete celular obtenido en 10 ml de amortiguador TE
(Tris-HCI 25mM, pH 8.0, EDTA 1mM).

3. Adicionar 10mg de lisozima e incubar a 30°C, durante 15 min.

4. Adicionar 1ml de SDS al 20%, agitar con pipeta 15 segundos. La solucion
se volvera viscosa.

5. Adicionar 10ml de fenol (saturado con amortiguador TE) y 1.5ml de NaCl
5M. Invertir el tubo rapidamente a temperatura ambiente por 20 min.

6. Separar las fases por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min.

7. Retirar las fases con una pipeta despuntada y transferirla a un tubo limpio.

8. Adiciona un volumen de una mezcla de fenol cloroformo (1:1) y mezclar
invirtiendo por 10 min.

9. Repetir los pasos 7 y 8.

10. Adicionar un volumen de cloroformo y mezclar invirtiendo durante 10 min.

11.Repetir los pasos 7y 8.

12. Adicionar un volumen de isopropanol suavemente por las paredes del tubo
(se van a formar dos fases).

13.Con una varilla de vidrio mezclar suavemente en la zona de interfase para
recoger el DNA en forma de fibras enrolladas en la varilla.

14. Lavar el DNA con etanol frio al 70 %.

15.Secar el DNA a temperatura ambiente.

16.Resuspender el DNA en 1ml de amortiguador TE. Se debe disolver

totalmente.



17.Adicionar RNAsa a una concentracién final de 20 pg/ml e incubar a 50°C
durante 1h.

18. Adicionar proteinasa K a una concentracion final de 100 mg/ ml. Incubar a
37° C por 1h.

19. Adicionar amortiguador TE para ajustar el volumen a 5 ml.

20.Adicionar un volumen de fenol: cloroformo. Mezclar invirtiendo el tubo por
10 min.

21.Centrifugar y recuperar la fase superior.

22.Adicionar un volumen de cloroformo. Mezclar invirtiendo el tubo por 10 min.

23.centrifugar y recuperar la fase superior.

24 Repetir los pasos 13, 14,15, 16 y 17.

25. EI DNA esta listo para utilizarlo.

V.8. Protocolos para la reaccion de polimerasa en cadena

Se utilizaron dos tipos de DNA-polimerasas, la Taq polimerasa (PCR Super
Mix, Invitrogen), cuando el fragmento que queriamos obtener era menor 6 igual a
1 Kb y una Pfx DNA polimerasa de alta fidelidad (Accuprime™ pfx Super Mix,
Invitrogen), recomendada para la obtencion de fragmentos mayores a 1 Kb con
secuencia de alto contenido en GC, como es el caso de Ga. diazotrophicus.
Utilizamos un termociclador Eppendorf Mastercycler gradient y los programas se

modificaron de acuerdo a la enzima utilizada y el tamano del fragmento esperado.
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Figura 7. Esquema de la reaccién de polimerasa en cadena (PCR). Tomado de wikipedia:
http://es.wikipedia.org.
La temperatura de alineamiento depende de la Tm de los oligonucledtidos y

de la temperatura de extension del tipo de DNA polimerasa utilizada. Para la Taq
DNA polimerasa, la temperatura de extension fue de 72°C (temperatura optima de
funcionamiento para esta enzima), mientras que para la Pfx DNA polimerasa la
temperatura fue de 68°C. EIl tiempo de elongacién también depende del tamafo
del fragmento esperado; para cada Kb se permite 1 min de tiempo de extension
(Figura 7).

La concentracion de DNA cromosomal fue de 40 pmoles y la de los

oligonucledtidos de 40 uM.


http://es.wikipedia.org/

V.9. Electroforesis en gel de agarosa

Para analizar los fragmentos obtenidos como resultado de la reaccion en
cadena de la polimerasa, se realizaron varias electroféresis en gel de agarosa al 1
0 2%, dependiendo del fragmento esperado. La agarosa de bajo punto de fusion
(Sigma-Aldrich), se disuelve en amortiguador TBE (1.089 % de Tris, 0.3802 % de
EDTA sal sodica y 0.556 % de acido borico).

A las muestras obtenidas del PCR se les afiade como amortiguador de
carga, una solucion compuesta por glicerol al 30%, azul de bromofenol al 0.25%,
xilencianol al 0.25% y EDTA sal sédica a 1 mM, en una de proporcion de 5 a 1.

Como marcador se utilizé el1 Kb plus (Invitrogen).

V.10. Protocolo extraccion en gel.

Se utilizd el Kit de extraccion de gel (QIAquick™ gel extraction, QIAGEN), de

acuerdo a la técnica sugerida:

1. Se corta la banda deseada lo mas angosta posible, evitando el exceso de
agarosa.

2. Se coloca la banda en un tubo eppendorf previamente pesado y se pesa el
tubo con la banda.

3. Se obtiene el peso de la banda, este valor es un volumen.

4. Agregar 3 volumenes de buffer QG.

5. Incubar por 10 min a 55 °C, 6 hasta que la agarosa se halla fundido.
(mezclar invirtiendo suavemente el tubo hasta tenerlo homogéneo. La
mezcla debe de ser amarilla).

6. Agregar un volumen de isopropanol a 4°C.



7. Invertir el tubo suavemente y pasarlo a una columna del kit.

8. Centrifugar a 14 000 rpm por 75 seg. Desechar el sobrenadante y
centrifugar 30 seg mas.

9. Ala columna se le agrega 750 pl de buffer PE.

10. Se centrifuga dos veces a 14 000 rpm por 75 seqg.

11.Se tira el sobrenadante, y se centrifuga por 2 min mas.

12.Se coloca la columna en un tubo eppendorf limpio.

13.Se agregan entre 10 y 30 ul (dependiendo de la intensidad de la banda) de
agua desionizada a 50 - 60 °C y se deja reposar por 5 min.

14.Se centrifuga durante 75 segundos.

15. El sobrenadante es el DNA recolectado.

V.11. Purificacion de productos de PCR’s.

Para mandar a secuenciar los fragmentos obtenidos, el DNA obtenido a
partir del gel de agarosa, se re-purifica con el Kit de purificacién de productos de
PCR (QIAquick® PCR purification, QIAGEN):

1. Adicionar 5 vol de buffer PB, por cada volumen de producto de DNA
extraido del gel.

El contenido trasladarlo a una columna de QIAquick Kkit.

Centrifugar por 1 min.

Tirar el sobrenadante,

o & 0D

Lavar, adicionar 750 pl de buffer PE en una columna y centrifugar de 30

seg a 1 min.

o

Tirar el sobrenadante y centrifugar 1 min.

7. Poner la columna en un tubo eppendorf.



8. Adicionar H,O en el centro de la columna, (directamente en la
membrana); el volumen puede variar de acuerdo al ancho de banda
entre 30 a 50 microlitros.

Nota. Para mejores resultados, en el paso 5 se puede lavar por segunda vez adicionando 500 pl

de amortiguador PE y centrifugando 1 min.

V.12. Anédlisis de secuencias

El andlisis se realizd con ayuda de Blast de NCBI

(http//ncbi.nim.nih.gov/Blast), The Institute for Genomic Research

(http//www tigr.org), ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), y

otros programas como  DAS(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/), Mega
(http://www.megasoftware.net/), bioedit
(http://www.mb.mahidol.ac.th/Downloads/Mol-Bio/Bioedit/Bioedit.htm), y pPDRAW32
version 1.1.93. (http://ca.expasy.org/tools/dna.html)



http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.mb.mahidol.ac.th/Downloads/Mol-Bio/Bioedit/Bioedit.htm
http://ca.expasy.org/tools/dna.html

VI. RESULTADOS.

VI.1. Purificacion de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.

Al realizar la purificacion de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus, siguiendo
el procedimiento reportado por Gémez-Manzo y col. ('® obtuvimos una preparacién
pura a homogeneidad. La electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) nos
mostrd, dos subunidades de 71 kDa y 44 kDa respectivamente(Figura 8A). Asi
mismo, al tefir con la reaccion de peroxidasa pudimos observar dos bandas que
nos revelan la presencia de citoromo c, asociados a ambas subunidades (Figura
8B).

Estos resultados estan de acuerdo con los reportados por Gbmez-Manzo y
col.""®, quienes purificaron y caracterizaron a la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus y
proponen el esquema que se muestra en la Figura 9. En este esquema se muestra
que la enzima esta compuesta por dos subunidades; la subunidad | es la
subunidad catalitica, donde se da la oxidacion del etanol; los electrones producto
de esta oxidacién, reducen a los grupos prostéticos presentes en esta subunidad,
PQQ y citocromo ¢, que a su vez pasa los electrones de manera secuencial a los
tres citocromos ¢ que se encuentran en la subunidad Il. El ultimo citocromo ¢ de la
subunidad Il reduce a la Ubiquinona 10, que se encuentra en la membrana
plasmatica y conecta a la deshidrogenasa con la cadena respiratoria de la

bacteria.

La PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus se postula como una enzima
bifuncional, que oxida el etanol y su producto oxidado, el acetaldehido, permanece
en la enzima y es re-oxidado por la misma enzima para producir acetato, que es el

producto final.
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Figura 8. SDS PAGE de la PQQ-ADH purificada de Ga. diazotrophicus. El carril A, muestra la
tincion para proteina con azul de Coomassie y el carril B, la tincion por reaccion de peroxidasa para

citocromos tipo c.

Etanol

Acetaldehido

Figura 9. Esquema propuesto por Gémez-Manzo y col '® de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus.



VI.2. Andlisis de secuencias de péptidos internos y secuencias de motivos

de unién a citocromo c.

A partir de las bandas de SDS-PAGE, correspondientes a las dos
subunidades de la enzima purificada, se obtuvieron péptidos internos por digestion
con tripsina, los cuales fueron secuenciados por espectrofotometria de masas.
Solamente se pudieron obtener las secuencias de fragmentos internos de la
subunidad |, debido probablemente a que la subunidad Il tiene mayor
concentracion de citocromos ¢ como grupos prostéticos y la gran cantidad de fierro

contenida en ellos, interfiere en la determinacion.

VI.2.a. Andlisis de péptidos internos de la subunidad I.

Para la subunidad | se obtuvieron los siguientes péptidos internos:

1) YSPLDQINR.

2) GQEGTPLVIDGVMYATTNWSK.
3) VPGNIADK.

4) VYFGTFDGR.

5) VIIGNGGSEFGAR.

6) HVIVHAPH.

7) NGFFYIIDAK.

8) NYVYVNWASGLDPK.

9) GALTAYGMD.

Las secuencias fueron analizadas utilizando la base de datos de Blastp

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi). Este analisis nos mostré que los péptidos

tienen una identidad entre el 75% y el 100%, con la secuencias de PQQ-ADH de


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

bacterias acéticas (Ga. polyoxogenes: No. de acceso GenPept BAA00529.1; Ga.
europaeus: No. de acceso GenPept CAA70689.1; A. pasteurianus: No. de acceso
GenPept BAA02993; y G. suboxydans: No. de acceso GenPept BAA19754.1). De
hecho, los pétidos secuenciados pueden ser localizados dentro de la secuencia de

aminodcidos de la subunidad | de la PQQ-ADH de Ga. europaeus (Figura 10).

misavfgkrrsisrtitagticaalisgyatmasaddgqggatgeaiihaddhpgnwmty
grtyseqryspldginrsnvgnlklawyldidtnrggegtplvidgvmyatthwsm
mkavdaatgkllwsydprvpgniadkgccdtvnrgaaywngkvyfgtfdgrliald
aktgklvwsvntippeaelgkgrsytvdgapriakgrviignggsefgargfvtafda
etgkvdwrfftapnpknepdhtasdsvimnkaygtwsptgawtrgggggtvwdsiv
ydpvadlvylgvgngspwnykyrsegkgdnlflgsivalkpetgeyvwhfgetpmd

qwdftsvqgimtldipingetrhvivhapkngffyviidaktgefisgknyvyvnwas
gldpktgrpivnpdalytlitgkewygipgdigghnfaamafspktglvyipaggvpfly
tngvggftphpdswnlgldmnkvgipdspeakdgafvkdlkgwivawdpgkgaea
wrvdhkgpwnggilatggdllfgglangefhaydatngsdlfhfaadsgiiappvtyla
ngkqyvavevgwggiypfflgglartsgwtvnhsriiafsldgksgplpkgndggfipy
kppagfdskrtdngyfafgtycaachgdnaegagvlpdinwsgsirhedafynvvgr
galtaygmdridgnmnpteiedirgflikranetygrevdarknadgiped|p

Figura 10. Localizacién de los péptidos internos secuenciados de la subunidad | de la PQQ-ADH
de Ga. diazotrophicus purificada, en la secuencia reportada de la PQQ-ADH de Ga. europaeus (No
de acceso GenPept CAA70689.1).

El analisis por Blastp de los péptidos dos, tres y cuatro, nos indica también,
que estas secuencias forman parte del sitio activo de la enzima y de un dominio

conservado de unién de PQQ.



Se eligieron las secuencias de los péptidos 1 (extremo amino terminal), 5y
8 (parte media del gen) y 9 (extremo carboxilo terminal), para disenar a partir de
ellos y utilizando el uso de coddén de Ga. diazotrophicus, los oligonuceétidos que

nos permitiran obtener la secuencia de la subunidad | de la PQQ-ADH.

VI1.2.b. Andlisis de las secuencias de la subunidad Il de PQQ-ADH de

Bacterias Acéticas.

Como hemos mencionado, no fue posible obtener ni la secuencia amino-
terminal ni secuencias de péptidos internos de la subunidad Il, por lo que hicimos
un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de esta subunidad con las
PQQ-ADH reportadas de bacterias acéticas. Alineamos las secuencias de G.
suboxydans, A. pasteurianus, Ga. polyoxogenes y Ga. europaeus, utilizando

Clustal W2 (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html); en este procedimiento,

buscamos las secuencias consenso de unién de citocromos tipo c: CxxCH

(http://pfam.sanger.ac.uk/) y ademas localizamos dos secuencias conservadas,

una en el primer tercio del gen (aminoacidos entre el 129 y 135) y la otra en el

extremo carboxilo Terminal (Figura 11).

UNION CIT Cl
pasteurianus ————MMINRLKAALG----- AVAVGLLAG-TSLAHAQNADEDL IKKGEYVARLGDCVACH 50
europaeus = -——-- MINRLKVTFS-—-—- AAAFSLLAG-TALAQTPDADSALVQKGAYVARLGDCVACH 49
polyoxogenes ~ -—-——- MINRLKVTFS-—-—- AAAFSLLAG-TALAQTPDADSALVQKGAYVARLGDCVACH 49
suboxydans MLNALTRDRLVSEMKQGWKLAAA I GLMAVSFGAAHAQDADEAL IKRGEYVARLSDCITACH 60

pasteurianus TSLNGQKYAGGLSIKTPIGTIYSTNITPDPTYGIGTYTFKEFDEAVRHGVRKDGATLYPA 110
europaeus TALHGQSYAGGLEIKSPIGTIYSTNITPDPTYGIGRYTFAEFDEAVRHG IRKDGSTLYPA 109
polyoxogenes TALHGQSYAGGLEIKSPIGTIYSTNITPDPTYGIGRYTFAEFDEAVRHG IRKDGSTLYPA 109
suboxydans TALHGQPYAGGLEIKSPIGT1YSTNITPDPEHG IGNYTLEDFTKALRKG IRKDGATVYPA 120


http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

CONSERVADA
pasteurianus  MPYPSFARITQDDMKALYAYFMHGVQP IAQKNHPTD I SWPMSMRWPLS IWRSVFAPAPKD 170

europaeus MPYPSFSRMTKEDMQALYAY FMHGVKPVAQPDKQPD I SWPLSMRWPLG IWRMMFSPSPKD 169

polyoxogenes  MPYPSFSRMTKEDMQALYAYFMHGVKPVAQPDKQPD I SWPLSMRWPLG IWRMMFSPSPKD 169

suboxydans MPYPEFARLSDDD IRAMY AFFMHGVKPVALQNKAPD I SWPLSMRWPLGMWRAMFVPSMTP 180
UNION CIT ClII

pasteurianus FTPATGTDAEIARGEYLVTGPGHCGACHTPRGFGMQEKALDASGGPDFLGGGGY IDNWIA 230

europaeus FTPAPGTDPE IARGDYLVTGPGHCGACHTPRGFAMQEKALDAAGGPDFLSGGAP IDNWVA 229

polyoxogenes FTPAPGTDPE IARGDYLVTGPGHCGACHTPRGFAMQEKALDAAGGPDFLSGGAP IDNWVA 229
suboxydans GVDKSI1SDPEVARGEYLVYNGPGHCGECHTPRGFGMQVKAYGTAGGNAYLAGGAP IDNWIA 240

pasteurianus PSLRNDPVLGLGRWSDEDLFLFLKSGRTDHSAAFGGMADVVGWSTQYFTDADLHAMVKY 290
europaeus PSLRNDPVVGLGRWSEDD 1 YTFLKSGR IDHSAVFGGMGDVVAWSTQYFTDDDLHATAKYL 289
polyoxogenes PSLRNDPVVGLGRWSEDDIYTFLKSGRIDHSAVFGGMGDVVAWSTQYFTDDDLHATAKYL 289
suboxydans PSLRSNSDTGLGRWSEDD IVTFLKSGR IDHSAVFGGMADVVAYSTQHWSDDDLRATAKYL 300

UNION CIT CllI
pasteurianus KSLPPVPPARGDYSYDASTAQMLDSNNFSGNAGAKTYVEQCA I CHRNDGGGVARMFPPLA 350
europaeus KSLPPVPPSQGNYTYDPSTANMLASGNTASVPGADTYVKECA I CHRNDGGGVARMFPPLA 349

polyoxogenes KSLPPVPPSQGNYTYDPSTANMLASGNTASVPGADTYVKECA I CHRNDGGGVARMFPPLA 349
suboxydans KSMPAVPEGKNLGQDDGQTTALLNKGG-QGNAGAEVYLHNCA I CHMNDGTGYNRMFPPLA 359

pasteurianus GNPVVVSDNPTSVAHIVVDGGVLPPTNWAPSAVAMPDYKNILSDQQIADVVNFIRSAWGN 410
europaeus GNPVVVTENPTSLVNV IAHGGVLPPSNWAPSAVAMPGYSKSLSAQQIADVVNFIRTSWGN 409
polyoxogenes GNPVVVTENPTSLVNVIAHGGVLPPSNWAPSAVAMPGYSKSLSAQQIADVVNFIRTSWGN 409
suboxydans = GNPVVITDDPTSLANVVAFGGILPPTNSAPSAVAMPGFKNHLSDQEMADVVNFMRKGWGN 419

CONSERVADA
pasteurianus RAPANTTAADIQKLRLDHTPLPTPGWANATEESATWGLFMPQPYGAGWTFAPQTHAGVDE 470
europaeus KAPGTVTAADVTKLRDTGAPVSSSGWN---SVSSGWSVFLPQPYGSGWTFAPQTHTGQDA 466

polyoxogenes KAPGTVTAADVTKLRDTGAPVSSSGWN---SVSSGWSVFLPQPYGSGWTFAPQTHTGQDA 466
suboxydans NAPGTVSASD I QKLRTTGAPVSTAGWN---VSSKGWMAYMPQPYGEDWTFSPQTHTGVDD 476

pasteurianus AQ 472

europaeus AQ 468
polyoxogenes AQ 468
suboxydans AQ 478

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de Gluconobacter suboxydans (No de acceso GenPept
BAA19754.1), Acetobacter pasteurianus (No de acceso GenPept BAA02993), Gluconacetobacter
polyoxogenes (No de acceso GenPept BAA00529.1) y Gluconacetobacter europaeus (No de
acceso GenPept CAA70689.1), utilizando Clustal W2.



Como era de esperarse, de acuerdo a lo reportado por Gémez-Manzo y col,
encontramos 3 sitios de unidn para citocromos tipo ¢ (15 Basandonos en las
regiones conservadas y de acuerdo al uso de coddén reportado para Ga.

diazotrophicus, disefiamos 4 oligonucledétidos para secuenciar esta subunidad.

VI.3 Disefio de oligonucleétidos utilizados para secuenciar a la PQQ-ADH.

Para llevar a cabo el diseiio de los oligonucledtidos a partir de las
secuencias de aminoacidos escogidas, tradujimos a nucledétidos utilizando el uso

de coddn reportado para Ga. diazotrophicus (http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-

bin/showcodon.cgi?species=33996); para indicar las degeneraciones utilizamos el

cédigo universal (Tabla 3).



Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5
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http://gib.genes.nig.ac.jp/single/main.php?spid=Gdia_PAl5

Cddigo paraindicar las degeneraciones en los nucle6tidos disefiados:

C+T=Y C+G=S A+C+G=V T+C+G=B
A+T=W A+G=R A+T+C=H A+C+T+G=N
G+T=K C+A=M A+T+G=D

Tabla 3. Uso de coddn de Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5 y codigo universal para las

degeneraciones.

VI.3.a. Oligonucleétidos para secuenciar la Subunidad I.

Los oligdbmeros disefados para la subunidad | fueron:

-Traduciendo el péptido YSPLDQINR; este oligonucledtido fue disefiado
hacia delante:

Secuencia: Y S P L D Q I N R
Oligonucleétido 1: 5" TAY WSS CCG CTG GAC CAG ATC AAC CGS 3’

-Traduciendo el péptido VIIGNGGSEFGAR; este oligonucleétido fue

disenado hacia delante:

Secuencia: VvV 1 |1 G N G G S E F G A R

Oligonucledtido 2: 5°GTS ATC ATC GGC AAC GGC GGC TCS GAR TTC GGC GCS CGS
3



Su inverso complementario:

Oligonucleodtido 2A: 5° SCG SGC GCC GAA YTC SGA GCC GCC GTT GCC GAT GAT
SAC 3’

-Traduciendo el péptido NYVYVNWASGLDPK; este oligonucleétido fue

disenado hacia delante:

Secuencia: N Y V Y VW N W A S G L D P

Oligonucledtido 3: 5 AAC TAY GTS TAY GTS AAC TGG GCS TCS GGC CTG GAC CCG

K
AAG 3’

Su inverso complementario:

Oligonucledtido 3A: 5" CTT CGG GTC CAG GCC SGA SGC CCA GTT SAC RTA SAC RTA
GTT 3’

-Traduciendo el péptido GALTAYGMD; este oligonucleétido fue disefado

hacia delante:

Secuencia: G A L T A Y G M D
Oligonuclec')tido 4: 5 GGC GCS CTG ACS GCS TAY GGC ATG GAC 3°

Su inverso complementario:
Oligonucleétido 4A : 5°GTC CAT GCC RTA SGC SGT CAG SGC GCC 3’



VI.3.b. Oligonucle6tidos para secuenciar la Subunidad Il

Basandonos en las regiones conservadas de union a citocromos tipo c y en
la secuencias de aminoacidos conservadas identificadas para la parte media del
gen y el extremo carboxilo terminal, tradujimos los aminoacidos con el uso de
codon reportado para Ga. diazotrophicus, y disefiamos los 4 oligonucleétidos que

serian utilizados para secuenciar esta subunidad.

-Traduciendo la secuencia de aminoacidos del primer sitio de unién de

citocromo c; este oligonucleoétido fue disefnado hacia adelante:

Secuencia: D c Vi A C H T
Oligonucleétido SIICl: 5 GAC TGC RTS GCS TGS CAY ACS 3’

-Traduciendo la secuencia consenso localizada entre los aminoacidos 129 y

135. Este oligonucleétido se disefid inverso complementario:

Secuencia: Y A YF F M H G \Y;
5 TAY GCS TWY TTC ATG CAY GGS GTS 37

Su inverso complementario:

Oligonucledtido SIIRI: 5" SAC SCC RTG CAT GAA RWA SGC RTA 3’

-Traduciendo la secuencia de aminoacidos del segundo sitio de unidén de

citocromo c; este oligonucledétido fue diseiado hacia delante:

Secuencia: C G AE C H T P R G
Oligonucleétido SIIC2: 5 TGC GGC GMV TGC CAY ACS CCS CGS GGC 3’



Su inverso complementario:

Oligonucleotido SIIC2R: 5° GCC SCG SGG SGT RTG GCA BKC GCC GCA 3’

-Traduciendo la secuencia de aminoacidos del tercer sitio de uniéon de

citocromo c; este oligonucleoétido fue disefnado hacia adelante:

Secuencia: cC A | C H R/M N D
Oligonucledtido SIIC3: 5° TGC GCS ATC TGC CAY MKS AAC GACJ’

Su inverso complementario:
Oligonucledtido SIIC3R: 5° GTC GTT SMK RTG GCA GAT SGC GCA 3’

-Traduciendo la secuencia de aminoacidos consenso del carboxilo terminal. Se

disefié para usarse como inverso complementario:

Secuencia: Q T H AT G ViQ D
Oligonucleétl’do: 5" CAG ACS CAY RCS GGC SWS GACg3

Su inverso complementario:
Oligonucledtido SIICAR: 5 GTC SWS GCC SGY RTG SGT CTG3’

VI.4. Fragmentos de DNA obtenidos a partir de oligonucleétidos
degenerados. Secuenciacion y analisis de las secuencias utilizando Clustal
W2y MegaBlast discontinuo.

De los oligonucleédtidos disefiados, se escogieron distintos pares (hacia
delante y reverso) y se corrieron las reacciones de polimerasa en cadena. Los

productos se analizaron en gel de agarosa; si correspondian al tamafio esperado,



se purificaban, utilizando el Kit de purificacion de gel de agarosa, asi como el Kit
para purificar productos de PCR. Para estar seguros de los productos obtenidos,
los fragmentos fueron utilizados como templado y se reamplificaron en las mismas

condiciones.

1. Fragmento 1-2A. Este fragmento corresponde al inicio del gen que codifica
para la subunidad | de la PQQ-ADH. Para la reaccion de la polimerasa se

utilizaron los oligonucleotidos:

Oligonucleotido 1 (hacia delante): 5° TAY WSS CCG CTG GAC CAG ATC AAC CGS 3’

Oligonucleétido 2A (reverso): 5° SCG SGC GCC GAA YTC SGA GCC GCC GTT GCC GAT
GAT SAC 3".

2. Fragmento 3-4A. Este fragmento corresponde a la parte final del gen que
codifica para la subunidad | de la PQQ-ADH. Para la reaccion de la polimerasa se

utilizaron los oligonucleétidos:

Oligonucledtido 3 (hacia delante): 5° AAC TAY GTS TAY GTS AAC TGG GCS TCS GGC
CTG GAC CCG AAG 3’

Oligonucleétido 4A (reverso): 5°GTC CAT GCC RTA SGC SGT CAG SGC GCC 3’



La mezcla de reaccion de la polimerasa en cadena para obtener ambos

fragmentos fue:

Oligonucleétido hacia delante 2 ul
Oligonucleétido Reverso 2 ul
DNA 1 ul
SuperMIX (taq Pol) 454l

Volumen final 50ul

El protocolo utilizado para la reaccion de la polimerasa en cadena, para

ambos fragmentos fue:

e 95°C —5 min. 1 ciclo
e 94°C -1 min.

e 58°C -1 min. 30 ciclos
e 72°C -1 min.

e 72°C—-10 min. 1 ciclo
e 4°C o min.

Los fragmentos obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
(Figura 12A), obteniendose el peso aproximado esperado: 400 Kb para el
fragmento 1-2A y 850 Kb para el fragmento 3-4A. Los fragmentos fueron
purificados y reamplificados y una vez que estuvimos seguros de que la pureza y
la concentracion eran adecuadas, se mandaron a secuenciar a la unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. EIl fragmento 1-2A se

secuencio con el oligonucledtido 1 (hacia adelante) y se obtuvo una secuencia de



381pb. En el caso del fragmento 3-4A, la secuencia se obtuvo con el

oligonucledtido 3 (hacia adelante) y la secuencia obtenida fue de 274pb.

Las secuencias (anexo Il), fueron analizadas utilizando las facilidades del

MegaBlast discontinuo de NCBI (Mega blast (http//ncbi.nim.nih.gov/Blast), asi

como el ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Se encontrd

que ambos fragmentos tenian una elevada similitud con el gen que codifica para la
subunidad | de la PQQ-ADH de bacterias acéticas:

Fragmento 1-2A: 87% de similitud para Ga. europaeus (No de acceso
GenBanK; Y09480.1); 87% de similitud para Ga. polyoxogenes (No de acceso
GenBanK; D00635.1) y 83% de similitud para G. oxydans (No de acceso
GenBanK; CP000009.1).

Fragmento 3-4A: 84 % similitudpara Ga. europaeus (No de acceso
GenBanK; Y09480.1); 84% de similitud para Ga. polyoxogenes (No de acceso
GenBanK; D00635.1); 75% de similitud para G. oxydans (No de acceso GenBanK;
CP000009.1) y 75% de smilitud para Ga. xylinus (No de acceso GenBankK;
AJ635220.1).

La localizacién de los fragmentos secuenciados, dentro de la secuencia del
gen que codifica para la subunidad | de Ga. europaeus, se muestra en la Figura 12
B.
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Figura 12. Analisis de los fragmentos obtenidos por PCR con los pares de oligonucleétidos 1-2A y
3-4A. El panel A muestra la electroforesis en agarosa de los fragmentos. El Panel B muestra el
esquema de la secuencia del gen adh A, que codifica para la subunidad | de Ga. europaeus,

obtenida utilizando el programa pDRAW32 (http://www.acaclone.com/). La localizacion en el gen

de los fragmentos, se muestra como barras debajo del esquema; la parte solida de la barra

representa la porcion del fragmento que fue secuenciada.

3. Fragmento 4-SlIRI. Este fragmento corresponde a la parte final del gen que
codifica para la subunidad | y la secuencia consenso traducida a nucleoétidos, que
se localiza entre los aminoacidos 129 y 135, de la secuencia de la subunidad I, de
la ADH de Ga. europaeus. Para la reaccion de la polimerasa se utilizaron los

oligonucledtidos:


http://www.acaclone.com/

Oligonucledétido 4 (hacia delante): 5° GGC GCS CTG ACS GCS TAY GGC ATG GAC 3’

Oligonucledtido SIIRI (reverso): 5" SAC SCC RTG CAT GAA RWA SGC RTA 3’

La mezcla de reaccién de la polimerasa en cadena fue la misma que para la

reaccion con los oligonucledétidos anteriores.

El protocolo utilizado para la reaccion de la polimerasa en cadena fue:

e 95°C —5 min. 1 ciclo
e 94°C —1 min.

e 60°C -1 min. 30 ciclos
e 72°C -1 min.

e 72°C—-10 min. 1 ciclo
e 4°C o min.

El fragmento obtenido se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa
(Figura 13A), obteniendose el peso aproximado esperado (580Kb); el fragmento
fue purificado, reamplificado y una vez seguros de que la pureza y la
concentracion eran adecuadas, se mando a secuenciar a la unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. EIl fragmento se secuencio

con ambos oligonucleétidos y se obtuvo una secuencia de 584pb.

La secuencia obtenida fue analizada utilizando las facilidades del
MegaBlast discontinuo de NCBI y el CLUSTAL W2. Se encontré una elevada
similitud con el operon que codifica para la PQQ-ADH de Ga. europaeus (77% de
similitud; No de acceso GenBanK Y09480.1), Ga. polyoxogenes (77% de similitud;
No de acceso GenBanK D00635.1), G. oxydans (75% de similitud; No de acceso
GenBanK CP000009.1) y A. pasteurianus (74% de similitud; No de acceso
GenBanK D13893.1); de acuerdo a lo esperado, la secuencia obtenida fue
localizada entre la parte final de la subunidad | y el principio de la subunidad Il
(Figura 13 B).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1694970&dopt=GenBank&RID=MPNXX5P701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1694970&dopt=GenBank&RID=MPNXX5P701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1694970&dopt=GenBank&RID=MPNXX5P701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1694970&dopt=GenBank&RID=MPNXX5P701R
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Figura 13. Analisis del fragmento obtenido por PCR con el par de oligonucleétidos 4-SIIRI. El panel
A muestra la electroforesis en agarosa del fragmento. El Panel B muestra el esquema de la
secuencia del operon que codifica para la PQQ-ADH de Ga. europaeus, obtenida utilizando el

programa pDRAW32 (http://www.acaclone.com/). La localizacion del fragmento en el operon se

muestra como una barra debajo del esquema; la parte clara de la barra representa la zona

intergénica secuenciada.

Fue muy importante encontrar una zona intergénica de 52 pares de bases,
que se encuentra entre las secuencias de los genes que codifican para la
subunidad | y la subunidad Il de la enzima. Se realiz6 la traduccion de esta
secuencia intergénica a aminoacidos, utilizando el uso de coddon de Ga.

diazotrophicus.

CGT CTTTCC CTA CGG TTT TTC GGA TTT TCC GCA TCA ACA CGA CGC

R L S L R F F G F S A S T R R



La secuencia de aminoacidos traducida contiene un 42 % de aminoacidos
no polares 6 aromaticos, asi como aminoacidos positivos, o que nos sugeria que
podia corresponder a la secuencia de un péptido sefial. Para determinar si esta
secuencia correspondia con la secuencia de un péptido sefal, se analizé con el

programa SignalP 3.0” (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP). (Figura 14).

SignalP=HH prediction {grams- netwvorksy! reglion
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Longitud del fragmento: 16 aa.
Péptido senal: 1-11 as
Sitio de rompimiento mas probable entre &l a8 11 yel 12

Figura 14. Andlisis de la secuencia de aminoacidos traducida a partir de la secuencia intergénica
de nucelétidos. La secuencia de nucledtidos corresponde con el fragmento 4-SlIRI. La secuencia
de aminoacidos fue analizada con el programa SignalP 3.0. El valor de C nos indica el sitio de la
hendidura determinada por la accién de la peptidasa I. El valor de S nos indica la prediccion de un
péptido sefal: el valor mas alto esta asociado con aminoacidos que forman parte de un péptido
sefal; valores bajos indican que los aminoacidos forman parte de una proteina madura. El valor de

Y, combina los valores de C y S y da una mejor prediccion de sitio de la hendidura.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP

El analisis de la secuencia intergénica nos permite corroborar que
corresponde con la secuencia de un péptido sefal, entre los aminoacidos 1y 11.
El sitio de rompimiento mas probable se encuentra entre los aminoacidos 11y 12.
Este resultado esta de acuerdo con lo reportado para Ga. europeaus, G. oxydans
y Acetobacer pasteurianus ?®, donde postulan a esta regién como la que codifica

para el péptido sefal de la subunidad II.

Ademas es importante sefialar que la obtencién de esta secuencia nos
permitié determinar el orden de los genes en el operon que codifica para la PQQ-
ADH de Ga. diazotrophicus: adhAB, codificando en ese orden para la subunidad |
y subunidad Il de la PQQ-ADH, respectivamente. Este arreglo de los genes esta

de acuerdo con lo reportado para Ga. europeaus, G. oxydans y A. pasteurianus
(23)

VI.5. Disefio de oligonucleétidos especificos a partir de las secuencias

obtenidas.
A partir de las secuencias obtenidas, se decidié disenar oligonucle6tidos
especificos para continuar con la secuenciacion.

De la secuencia obtenida para el principio del gen que codifica para la

subunidad I, se disefié un oligonucleatido:

Oligonucledtido 1SIF1 5CCC GCC GAC GCG GCC CTG GGC CAC CAG CGT TCC
TACACCG 3’



De la secuencia obtenida para el principio del gen que codifica para la

subunidad Il se disefiaron dos oligonucledtidos:

Oligonucledtido 4SIIRI: 5°GGC TGT CGT CAG GCA TGT GCA GG 3’

Oligonucleotido 4SIIF2: 5°CCG ATC GGC ACG ATC TAT TCG ACG AAC ATC ACG CC3'

VI.6. Fragmento de DNA obtenido a partir de un oligonucleétido especifico y
uno degenerado. Secuenciacion y analisis de la secuencia obtenida

utilizando ClustalW2 y MegaBlast discontinuo.

Fragmento 1SIF1-3A. Para la reaccion de la polimerasa se utilizaron el
oligonucledtido 1SIF1, el cual es hacia delante y especifico; este oligonucledtido
se diseid a partir de la secuencia de la parte final del fragmento 1-2A, que
corresponde al inicio del gen que codifica para la subunidad | (anexoll). El

oligonucledtido 3A es degenerado y corresponde a la parte media del mismo gen.

Oligonucledtido 1SIF1 (hacia delante): 5°CCC GCC GAC GCG GCC CTG GGC CAC
CAG CGT TCC TAC ACC G3°’

Oligonucleodtido 3A (reverso):5° CTT CGG GTC CAG GCC SGA SGC CCA GTT SAC RTA
SAC RTAGTT 3’

Para la obtencion de este fragmento utilizamos Accuprime pfx supermix. La
mezcla de reaccién de la polimerasa en cadena fue la misma que utilizamos para

la obtencién de los fragmentos anteriores.



El protocolo utilizado para la reaccion de la polimerasa en cadena fue:

e 95°C — 5 min. 1 ciclo
e 94°C —1 min.

e 60°C -2 min. 30 ciclos
e 68°C -3 min.

e 68°C—10 min. 1 ciclo
e 4°C o min.

El fragmento obtenido se analizd por electroforesis en gel de agarosa
(Figura 15A), obteniendose el peso aproximado esperado (640 Kb); el fragmento
fue purificado y reamplificado y una vez que estuvimos seguros de que la pureza y
la concentracion eran adecuadas se manddé a secuenciar. El fragmento se
secuencié con el oligonucleétido hacia delante y se obtuvo una secuencia de
491pb.

La secuencia obtenida fue analizada utilizando las facilidades del
MegaBlast discontinuo de NCBI y el CLUSTAL W2. Se encontré una elevada
similitud con el gen que codifica para la subunidad | de la PQQ-ADH de Ga.
europaeus (87% de similitud; No de acceso GenBanK Y09480.1), Ga.
polyoxogenes (86% de similitud; No de acceso GenBanK D00635.1) y G. oxydans
(83% de similitud; No de acceso GenBanK CP000009.1). De acuerdo a lo esperado,
la secuencia obtenida se localizé en la primera mitad de la de la subunidad |
(Figura 15 B).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1694970&dopt=GenBank&RID=MPNXX5P701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1694970&dopt=GenBank&RID=MPNXX5P701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1694970&dopt=GenBank&RID=MPNXX5P701R
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Figura 15. Analisis del fragmento obtenido por PCR con el par de oligonucleétidos 1SF1-3A. En el
panel A se muestra la electroforesis en agarosa del fragmento. El Panel B muestra el esquema de
la secuencia del gen que codifica para la subunidad | de la PQQ-ADH de Ga. europaeus, obtenido
utilizando el programa pDRAW32 (http://www.acaclone.com/). La localizacion en el operon del

fragmento esperado, se muestra como una barra debajo del esquema.

El grupo RIOGEN Brasil "), tenia varios afios trabajando en el proyecto de
la secuenciacion del genoma completo de Ga. diazotrophicus PALS5, y para
principios del 2008, fue liberada la secuencia del genoma completo. La secuencia
del operon adhAB fue identificada en el genoma, motivo por el cual se detuvo la

secuenciacion que estabamos realizando.



VI.7. Operon adhAB de Gluconacetobacter diazotrophicus.

Con la secuencia liberada (No. de acceso .GenBanK™AMS889285), se
analizaron los fragmentos ya secuenciados. El analisis demostré6 que los
fragmentos obtenidos, tanto de la subunidad | como de la subunidad Il, tienen un
99% de identidad con la secuencia registrada en la base de datos de NCBI para
Ga. diazotrophicus PAL5, correspondientes con los genes adhA
(locus_tag="GDI2040; No. de acceso GenBanK™ CAP55983.1) y adhB
(locus_tag="GDI2041; No. de acceso GenBanK™ CAP55984.1).

Utilizando las facilidades de MegaBlast de NCBI, se analizaron cada uno de

los fragmentos:

El fragmento 1-2A, que corresponde al inicio del gen que codifica para la
subunidad I, tiene un 100% de identidad con la secuencia correspondiente al gen

adhA de Ga. diazotrophicus.

El fragmento 3-4A, que corresponde a la parte final del gen que codifica
para la subunidad I, tiene un 96 % de identidad con la secuencia correspondiente

al gen adhA de Ga. diazotrophicus.

El fragmento 4 — SIIRI, que corresponde al final del gen que codifica para la
subunidad | y principio del gen que codifica para la subunidad I, tiene un 97 % de
identidad con las secuencias correspondientes a los genes adhA y adhB de Ga.
diazotrophicus. De acuerdo con los resultados que habiamos obtenido, se
encontrd una region intergénica que se localiza entre 2085221pb — 2085265 pb del
genoma completo, confirmando la presencia de una secuencia que codifica para el

péptido senal de la subunidad Il y el arreglo de los genes como operon adhAB.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=161784420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=CAP55983.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=CAP55984.1

El fragmento 1SIf1- 3A, que corresponde a la parte media del gen que
codifica para la subunidad |, tiene un 99 % de identidad con la secuencia

correspondiente al gen adhA de Ga. diazotrophicus.

Los fragmentos secuenciados fueron localizados en el operon adhAB y los
resultados se muestran en la figura 16. También mostramos la posible zona

reguladora.

adh A adh B

Ga. diazotiophicus.

1624 bp

2082661 agcgattcggcatggcgatgacggtatccgaatgcatgcgatggatgcatatttatcat%
2082721 acatggataattattcataacgcagccagacttcacgtccccatgeccggced

2082781 tcagcctgaaatcggcggaaaacagccaaaatctcctctgceccctctgctcgcccgaatac
2082841 gggcatactgcaagttccgccgtcggtcctcacgaatgaggcgatgcagaacactaaatc

2082901 gtcag aagactgtcacaacagtcacattati il catcgaacggaccgtctgcggtccg

2082961 gacccggattcatccggttttttcttttgtcacgaggacatcggacatgatgcgagccgt
2083021 ttacgggaaaagacgttctctccgcggaacygettgccgtcggaacgatatgcgccgcgac
2083081 attctttggatatacggcggcgaccagtgccgccgaatccgaattcggcgecgacgggtga
2083141 agcaattatccatgcggacgaccatcccggcgactggctgacctacggccgcacctattc
2083201 cgagcagcgttatagcccgctggaccagatcaaccggtccaatgtcggcaacctgaagct
2083261 ggcctggtattacgacctggacaccaaccgtgggcaggaaggcacgccgctgatcgtcga
2083321 tggcgtgatgtacgccaccacgaactggagcaagatgaaggccctggacgcggccacggg
2083381 caagctgctgtgggcgtacgacccccgecgtgcccggcaatatcgeccgacaagggatgetg
2083441 tgacaccgtcaatcgcggtgcggcctactggaacggcaaggtctatttcggcacgttcga
2083501 cggaaggctgatcgcgctggacgccaagaccggcaagctggtctggagcgtgaacaccat
2083561 ccccgecgacgcggecctgggecaccagcecgttcctacaccgtggacggcgegecgegtat
2083621 cgccaagggccgggtcatcatcggcaatggtggatcggaattcggcgcgegeggettegt



2083681 ttcggccttcgacgccgagaccggcaagctggactggcgcttctacacggtgccgaatge
2083741 gcagaacaagccggacaacgcgccgtccgacgctgtcctgatgagcaaggcgtacccgac
2083801 ctggagcccgaccggcgcatggacgacccagggcggcggcggcacggtatgggattcgat
2083861 cgtctatgaccccgtgaccgatctggtctatctgggcgtgggcaacgggtcgeccctggaa
2083921 ctacaagttccgttccgacggcaagggcgataacctgttcctgggcagcatcgtcgeget
2083981 caagcccgaaaccggcgaatatgtctggcatttccaggaaacgccgatggaccagtggga
2084041 ctatacctcggtccagcagatcatgacgctggatctgcccatcaacgggcagacgcggca
2084101 tgtcatcgtccatgcgccgaagaacggcttcttctacatcatcgacgccaagaccggcga
2084161 attcctgtcgggcaagaactatgtctacgtgaactgggccagcggcctggacccgaagac
2084221 cggccgtccgatctataacccggatgcgctctataccctgaacggcaaggaatggtacgg
2084281 catcccgggcgatctgggcggccacaatttcgcggceccatggccttcagcccccggaccgg
2084341 actggtctatatcccggcccagcaggtgccattcctgtatacgagccaggtcggeggcett
2084401 caagccgcatccggacagctggaatctcggcctcgacatgaacaaggtcggcgtcacgga
2084461 ttcgcccgaggccaagcaggccttcatcaaggacctgaagggctggatcgtcgectggga
2084521 cccggtgaagcagcaggaagcgttccgcgtcgaccacaaaggcccgtggaatggeggtat
2084581 cgtggccaccggcggcgacctgcectgttccagggecctggcgaacggcgaattccatgecta
2084641 cgacgccaccaacggcgccgacctgttccacttcgcggcgcagagcggcatcatcgcccce
2084701 gccggtcacctacatggccaacggcaagcagtatgtcgcggtcgaggtcggatggggegg
2084761 catctatccgttcttcctgggtggcctggcgcggaccagcggctggaccgtcaaccattc
2084821 gcgcgtcatcgcecttctcgectcgacggcgcggccaagttgccgecgcagaacgacaaggg
2084881 cttcctgcccgtcaagccgcccgcccagttcgacggcaagcggaccgacaacgggtattt
2084941 cgagttccagaccttctgcgcggcctgccatggcgacaatgccgaggceccggeggegtgcet
2085001 gcccgacctgcgctggtccggcgcgatccgecatcaggacgegttctgdtaacgtggtcgg
2085061 ccgcggcgccctgacggcatacggcatggatcggttcgatgecctcgatgaagecggagca
2085121 gatcgaggacatccggcaattcctgatcaagcgttccaacgacacctaccagagggaggt
2085181 tgatgcccggaagaacgtggacggcatacccgcacagtga

2085221 cgfctttccctacggtttttcggatittccgeatcaacacgacgc  (region intergénica)
2085266 atggtgaacagaatgctcaacaggcttaaggttgc
2085301 gatcggcacggcggcgttcagtctgctggccacgagcgcaatggcacaggcgecccgacca
2085361 ggcgctgatcgacaagggcgcctacgtggcgcggctgggcgactgcgeccgecctgeccacac
2085421 tgccctgcacggacaggcctatgcgggtggcctgcagatcaagagcccgatcggcacgat
2085481 ctattcgacgaacatcacgcccgatccgacctatggcatcggccagtacagtttcgagga
2085541 tttcgagcaggccgtacggcacggcgtgagaaaggacgggacgacgctgtatccggcaat
2085601 gccctatcccgcgttctcgecgcatgacgcaggacgacctgecgggcgctctacgectacct
2085661 gatgcacggcgtgaagccggtcgcgaatcccgatcgecccggecgatatctcttggecgcet
2085721 gtcgatgcgctggcccctgtcgatctggcggacgctgttcgegecccgcaccggeggactt
2085781 caagccggcgccgggacaggaccccgtcgtggecgcgeggtgaatacctggtgaccggtcc
2085841 gggccattgtggcgcctgccatacgccgcgcggcttcggcatggaggaaaaggcgectgga
2085901 tgccagcgggggtgcggtctacctgtccggecggecgecgcecgatcgacaactgggtggeccce
2085961 cagcctgcgtgacgatcccgtgacgggcattggccggtggtccgaggacgacgtgtacta
2086021 tttcctgaaatcgggacgtaccgatcatgccgcggtcttcggcggcatggecggacgtegt
2086081 ggcgtggagcacgcagtatttcaccgacgacgacctgcgggccatggccaaatacctgaa
2086141 gagcctgccgtccgtgceccggcgtcgcaagggacctacacctacgacgcttccacgaccga
2086201 catgctgaattcgggcaagacggcgtcctcgcccggtggtgacgtgtatctgcgcgaatg
2086261 cgccatctgccatcgcaatgacggcggcggcgtggeccgcecatgttcccgecgetggcggg
2086321 caatccggtggtcgtgaccgacgacccgacctcgctggtcaatgtcatcaccaatggcgg
2086381 ggtcctgccgccgaccaactgggcgceccgtceccgeggtggecatgeccggectatggcaagac
2086441 cctgtcgtcgcagcagatcgcggacgtggtcaacttcatccgcaccggctggggcaacca
2086501 tgcgccggccagcgtgacggcggctgacgtcgecgaaaatgcgcgatacgggcgegecggt
2086561 gtccagcagcgggtggaacacctccagcagcggctggctggtcctgcatccgcagceccta
2086621 cggcgccgggtggaccttcgccccgcagacccattccggagtcgaccaggcgcagtaa

Figura 16. Localizacion de las secuencias obtenidas en el operéon adhAB de Ga. diazotrophicus. El
panel A muestra el esquema de la secuencia del operdn, obtenido utilizando el programa
pDRAW32. Las lineas en negro y discontinua corresponden a las regiones codificantes e

intergénica del operén, respectivamente, que fueron secuenciadas. El panel B muestra la



secuencia entre los pares de bases 2082661 y 2086678 del genoma completo de Ga.
diazotrophicus, que contiene al operon adhAB y su posible zona reguladora. En la secuencia fue
localizado, utilizando el programa  softberry para busqueda de  promotores

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb), el

posible promotor; los sitios -35, y -10, son enmarcados en un rectangulo y las posibles secuencias
Shine Dalgarno para ambas subunidades, en un ovalo, los sitios de inicio de la traduccién (ATG) y
codones de paro de cada subunidad (TGA y TAA), también son sefialados. Se marca en gris las

secuencias de las regiones codificantes y la region intergénica, obtenidas en este trabajo.

VI.8. Andlisis “in silico” de la PQQ-alcohol deshidrogenasa de

Gluconacetobacter diazotrophicus.

VI1.8.a. Predicciones de regiones transmembranales y orientacion en la

membrana.

Para poder proponer un modelo de arreglo membranal de la PQQ-ADH de
Ga. diazotrophicus analizamos, utilizando varios programas de prediccion de
regiones transmembranales y orientacion en la membrana

(http://www.predictprotein.org), la secuencia de aminoacidos de esta enzima.

Para el analisis, se tomd la secuencia de aminoacidos desde la parte
intergénica entre el gen de una probable RNA ligasa y el operon de la PQQ-ADH.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 17 y 18. Con los resultados
postulamos un modelo de la probable topologia de la proteina en la membrana

plasmatica (Figura 19).

De acuerdo a los resultados obtenidos, ambas subunidades tienen un cruce
transmembranal de 21 a.a. en la parte amino de su secuencia de proteina, que las
ancla a la membrana. También se localizaron fragmentos hidrofébicos y positivos,

uno en la subunidad | y otro en la subunidad Il, que podrian corresponder a los


http://linux1.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb

péptidos sefales que orientan a ambas subunidades en su localizacidon

membranal.

VI.8.b. Motivos de unién a PQQ y citocromos c.

La alcohol deshidrogenasa estudiada en la presente tesis, es una
deshidrogenada independiente de NAD®, que utiliza pirrolo-quinolin-quinona
(PQQ) y citocromos tipo ¢ como grupos prostéticos. Es una PQQ-ADH tipo llI
unida a membrana, que se presenta unicamente en bacterias acéticas. Ha sido
reportado que la subunidad catalitica contiene a la PQQ y un citocromo c, mientras

que la subunidad Il contiene tres citocromos ¢ 7.

Decidimos hacer un andlisis “in silico”, buscando los motivos de unién de
los grupos prostéticos caracteristicos de esta enzima. Se analizd la secuencia
liberada de Ga. diazotrophicus (No. de acceso .GenBanK™AM889285); fueron
localizadas, la secuencia de aminoacidos correspondiente a la de nucledtidos
obtenida en la presente tesis, asi como la de los péptidos internos. Utilizando

Blastp y Pfam (pfam.sanger.ac.uk/search), se logré identificar en la subunidad I, el

posible sitio activo y la secuencia consenso de unién de PQQ:

GQEGTPLIVDGVMYATTNWSKMKALDAATGKLLWAYDPRVPGNIADKGCCDTVN
RGAAYWNGKVYFGTFDGRLIALDAKTGKLVWSV,

asi como el motivo de unién para un citocromo ¢ (CXXCH). En la subunidad Il se
identificaron también los motivos de unién de los citocromos ¢ correspondientes
(Figura 18).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=161784420
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Figura 17. Grafico que muestra los resultados del analisis de las regiones transmembranales (M) y
orientacion en la membrana de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus, de acuerdo al
programaTMHMM http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/ ).
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Figura 18. Analisis “in silico” de la secuencia de aminoacidos de la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus. Debajo de cada aminoacido se indica su orientacién en la membrana de acuerdo al

programa SPOCTOPUS* (http://octopus.cbr.su.se/ ). Las metioninas de inicio de cada subunidad

se encuentran marcadas con mayusculas. El posible sitio activo y la secuencia consenso de unién
a PQQ se muestra en un recuadro. Los motivos de unién a citocromo ¢ se encuentran subrayados.
La secuencia marcada en gris claro corresponde a la secuencia de aminoacidos traducida a partir
de la secuencia de nucleétidos obtenida en la presente tesis. La secuencia marcada en gris
obscuro corresponde a la secuencia de péptidos internos obtenidos a partir de la enzima
purificada. Las secuencias de aminoacidos que corresponden a las secuencias de nucleotidos de

las regiones intergénicas y que podria corresponder a un péptido sefal, se muestran en italicas.

*Orientacion en la membrana: d = dentro; M = regién transmembranal; r =reentrada; f = fuera
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Figura 19. Modelo propuesto para la topologia en la membrana de la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus, basandonos en el analisis de la secuencia de aminoacidos y utilizando varios
programas de prediccion de regiones transmembranales y orientacion en la membrana

(http://www.predictprotein.org/) las regiones intergénicas se encuentran representadas por lineas

discontinuas.
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VI.8.c.Relacién filogénetica con otras PQQ-ADH de bacterias acéticas.

Ga. diazotrophicus pertenece al grupo de bacterias acéticas, las cuales
forman parte de las a-proteobacterias. Se realizé el analisis filogenético de las
secuencias de las PQQ-ADH tipo Ill reportadas en ese grupo de bacterias, por el
método de maxima parsimonia. Los resultados nos muestran el orden de
jerarquias para esta enzima, entre Ga. europaeus, Ga. polyoxogenes, Ga.
diazotrophicus, G. oxydans y A. aceti. La secuencia de Methylobacterium

extorquens se utilizé para “enraizar” el arbol (figura 20).

|: Ga. europaeus.

Ga. Polyoxogenes

Ga. diazotrophicus

Gluconobacter suboxydans

A. aceti

Methylobacterium extorquens

Figura 20. Analisis filogenético de las PQQ-ADH tipo Il secuenciadas a la fecha. El programa

utilizado fue MEGA (http://www.megasoftware.net/).



VII. DISCUSION.

La PQQ-alcohol deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus, estudiada en la
presente tesis, es una deshidrogenasa independiente de NAD", que utiliza pirrolo-
quinolin-quinona (PQQ) y citocromos tipo ¢ como grupos prostéticos. Es una PQQ-
ADH tipo Ill unida a membrana, que se presenta unicamente en bacterias
acéticas. La proteina se postula como una enzima bifuncional ya que cataliza la
oxidacion de etanol a acetaldehido vy, sin liberar al acetaldehido de su sitio activo,
lo oxida a &cido acético, el cudl es liberado al medio '*. Ha sido reportado que la
subunidad catalitica contiene a la PQQ y un citocromo ¢ como grupos prostéticos,

mientras que la subunidad Il contiene tres citocromos ¢ (14),

A partir de la PQQ-ADH purificada de Ga. diazotrophicus, siguiendo la
metodologia reportada por Gémez-Manzo y col ¥, se obtuvieron péptidos
internos de la subunidad |, por digestidon con tripsina, los cuales fueron
secuenciados por espectrofotometria de masas. El analisis de la secuencia de los
péptidos internos obtenidos, utilizando la base de datos Blastp; nos permitié
confirmar que pertenecian a la subunidad | de una PQQ-ADH, de acuerdo con el
alto grado de identidad obtenido (entre 75 y 100%), con la misma enzima de
bacterias acéticas (Ga. europaeus, Ga. polyoxogenes, G. suboxydans, A:
pasteurianus). No fue posible obtener secuencias de péptidos internos de la
subunidad Il de la PQQ-ADH purificada, debido a la interferencia del alto contenido

de fierro que encontramos en los tres citocromo ¢, que son sus grupos prostéticos.

A partir de las secuencias de los péptidos internos de la subunidad | y
utilizando las secuencias de aminoacidos consenso de union a citocromo c vy
conservadas de la parte media y el carboxilo terminal de la subunidad Il, se
disefiaron oligonucledtidos degenerados, utilizando el uso de codon de Ga.
diazotrophicus. Con los oligonucledtidos degenerados y un oligonucledtido
especifico disefiado a partir de la primera secuencia de nucledtidos obtenida,

utilizando la técnica de PCR, fuimos capaces de secuenciar el 50 % del operon de



la PQQ-ADH de la bacteria (65% de la subunidad | y 26.75% de la subunidad II).
Las secuencias obtenidas tuvieron un alto grado de similitud (entre el 74 y el 87%),
con las secuencias correspondientes de otras bacterias acéticas (Ga. europaeus,
Ga. polyoxogenes, Ga. xylinus, G. suboxydans, A. pasteurianus).

Fue muy importante encontrar una zona intergénica de 45 pares de bases,
que se encuentra entre los genes de la subunidad | y la subunidad Il. Se realizo la
traduccién de esta secuencia intergénica a aminoacidos, utilizando el uso de
codon de Ga. diazotrophicus. La secuencia de aminoacidos esta compuesta por
aminoacidos hidrofobicos y positivos, lo que nos sugeria que podia corresponder a
la secuencia de un péptido sefial. Utilizando bases de datos para determinar
péptidos sefial, determinamos que esta secuencia intergénica efectivamente
corresponde a un pétido sefial, que orientaria a la subunidad Il de la PQQ-ADH a
su localizacion membranal. Secuencias similares son reportadas para otras

bacterias acéticas, como Ga. europaeus, G. suboxydans y A. pasteurianus 3),

Ademas, la obtencion de esta secuencia nos permitié determinar el arreglo
de los genes que codifican para las subunidades | y Il de la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus. Se determind que estos genes estan adyacentes en el genoma,
con la misma direccidon y en el mismo marco de lectura, formando un operén. El
arreglo es adhAB, codificando para la subunidad | y la subunidad Il de la enzima,
respectivamente. Este arreglo de los genes esta de acuerdo con lo reportado para

Ga. europaeus, G. oxydans y A. pasteurianus [@3)

Desde hace aproximadamente 10 afios, el grupo RIOGEN-Brasil '), estaba
trabajando en el proyecto de la secuenciacion del genoma completo de Ga.
diazotrophicus PALS5, y desafortunadamente para nosotros a principios del 2008,
la secuencia fue liberada. La secuencia del operon adhAB fue identificada en el

genoma, motivo por el cual se detuvo la secuenciacion que estabamos realizando.



Para validar nuestros resultados, las secuencias obtenidas fueron
comparadas contra la secuencia liberada, obteniendose un 99% de identidad entre

ambas. La region intergénica también fue localizada.

Con la secuencia liberada nos fue posible realizar un estudio “in silico” de la
enzima. En la secuencia de nucleétidos identificamos el posible promotor del
operon (las posibles secuencias -35 y -10), rio arriba del ATG (el inicio de la
traduccién), de la subunidad |I. Como era de esperarse por tratarse de un operon,
no se encontraron secuencias consenso que pudieran asociarse con un probable
promotor de la subunidad Il. También identificamos en ambos genes las probables
secuencias Shine Dalgarno para el reconocimiento por el ribosoma del inicio de la

traduccion de ambas subunidades (Figura 16).

La secuencia de aminoacidos fue analizada con varios programas de
prediccidon de regiones transmembranales y orientacién en la membrana (Figura
18), para proponer un modelo de arreglo membranal de la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus (Figura19).

Asi mismo se localizd en la secuencia de aminoacidos, la secuencia
consenso de unién a PQQ en la subunidad |, que como era de esperarse, se
encuentra dentro del posible sitio activo de la enzima, de acuerdo al reporte de
Blastp. También se localizaron las secuencias consenso de union de citocromo c,
en ambas subunidades (Figura 18). Estos resultados indican que ambas
subunidades se encuentran ancladas a la membrana por su amino-terminal. El
sitio activo de la enzima y por tanto la secuencia consenso de union de la PQQ, se
encuentra hacia el espacio periplasmico; la secuencia consenso de union del
citocromo c¢ de la subunidad | se localiza dentro de la membrana plasmatica. En la
subunidad I, las tres secuencias de unidn para sus correspondientes citocromo ¢
se encuentra hacia el espacio periplasmico. La orientacién en la membrana
reportada en este trabajo de acuerdo a los programas de prediccion,

necesariamente deben ser corroborados por otro tipo de analisis (fusién con



fosfatasa alcalina y betagalactosidasa, por ejemplo), ya que la orientacion
propuesta por el analisis “in silico”, no explicaria la transferencia de electrones
desde el tercer citocoromo c de la subunidad Il, a la ubiquinona que se encuentra

embebida en la membrana plasmatica.

Por otra parte, la PQQ-ADH ha sido purificada en otras bacterias acéticas.
Se ha reportado que para los casos de A. aceti, A. pasteurianus y G. oxydans *¥,
la enzima estd compuesta de tres subunidades: las subunidades correspondientes
a la subunidad | (71 kDa) y Il (43 kDa) de Ga. diazotrophicus, y una subunidad
pequefa de entre 14 y 16 kDa, cuya funcion aun es desconocida, y que no se
presenta en la enzima purificada de esta ultima bacteria. Solamente para el caso
de G. oxydans, la secuencia de la subunidad pequefa ha sido reportada.
Decidimos buscar el ortdlogo de la subunidad pequefia de la PQQ-ADH de G.
oxydans en la secuencia de Ga. diazotrophicus, utilizando la base de datos de
Blast discontinuo. No se pudo identificar ningun gen ortélogo a esta subunidad en
el genoma de Ga. diazotrophicus. Este resultado nos permite concluir que la PQQ-
ADH de Ga. diazotrophicus estd compuesta por solo dos subunidades, como se
ha reportado para aquellas bacterias del género Gluconacetobacter (Tabla 2). Esta
conclusién se ve reforzada por el analisis filogenético realizado para las PQQ-ADH
tipo Il secuenciadas a la fecha (Figura 20). Las especies del género
Gluconacetobacter estan muy relacionadas entre si, mientras que las del género

Gluconobacter y Acetobacter se encuentran mas alejadas filogenéticamente.



VIIl. CONCLUSIONES

-A partir de la subunidad | de PQQ-ADH purificada de Ga. diazotrophicus,
obtuvimos péptidos internos cuya secuencia nos permitié corroborar que la enzima

purificada era una PQQ-alcohol deshidrogenasa.

-Los oligonucledtidos degenerados, disefiados a partir de las secuencias de
los péptidos internos de la subunidad | de Ga.diazotrophicus, asi como de
secuencias consenso y secuencias de motivos de union a citocromo c
identificadas en la subunidad Il de la PQQ-ADH de Ga. europeaus, nos permitié
obtener, utilizando la técnica de PCR, el 50 % de la secuencia del operén adhAB
de Ga. diazotrophicus.

-Con la secuencia obtenida, pudimos identificar una region intergénica que

codifica para el péptido sefal de la subunidad Il de la PQQ-ADH.

-La obtencidon de la secuencia de la region intergénica, nos permitid
determinar que los genes que codifican para la PQQ-ADH estan adyacentes en el
genoma, con la misma direccién y en el mismo marco de lectura, formando un
operén. El arreglo es adhAB, codificando para la subunidad | y la subunidad II,

respectivamente.

-La secuencia obtenida en este trabajo tuvo una identidad del 99%, con la
secuencia identificada como la del operon adhAB, en el genoma completo de Ga.

diazotrophicus, liberada recientemente.

-El estudio “in silico” de la secuencia de aminoacidos de la PQQ-ADH de
Ga. diazotrophicus, nos permitid identificar las secuencias de union a PQQ y

citocromos c en esta enzima.



-Con los resultados del analisis, utilizando programas para prediccion de
regiones transmembranales y orientacién en la membrana, de la secuencia de
aminoacidos de la PQQ-ADH, proponemos que ambas subunidades estan
ancladas a la membrana por su amino terminal; el sitio activo se encuentra hacia
el espacio periplasmico; el citocromo c de la subunidad | se encuentra dentro de la
membrana plamatica, mientras que los citocromos ¢ de la subunidad II, se

encuentran en el espacio periplasmico.

-No existe un ortdlogo en Ga. diazotrophicus, para la subunidad IIl de las
PQQ-ADH reportada en Gluconobacter oxydans y Acetobacter aceti; este
resultado corrobora que la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus esta compuesta por
dos subunidades, de manera silimar a lo que ocurre en otras especies del mismo

género.
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X. ANEXOS.

Anexo | Oligonucleétidos disefados.
Degenerados:
Subunidad I.
Hacia adelante:
» Oligonucledtido 1 5 TAY WSS CCG CTG GAY CAG ATC AAC CGS3'.
» Oligonucledtido 2 5~ GTS ATC ATC GGCAAC GGC TCS GAR TCS GGC
GCS CGS¥
» Oligonucleodtido 3 5°’AAC TAY GTS TAY GTS AAC TGG GCS TCS GGC CTG
GAC CCG AAGY
» Oligonucledtido 4 5°GGC GCS CTG ACS GCS TAY GGC ATG GAC3

Reversos:

» Oligonucledtido 2A -5 SCG SGC GCC SGA YTC SGA GCC GCC GTT GCC
GAT GAT SAC3

» Oligonucle6tido3A 5 CTT CGG GTC CAG GCC SGA SGC CCA GTT SAC
RTA SAC RTAGTT3

» Oligonucleotido4A 5°GTC CAT GCC RTA SGC SGT CAG SGC GCC3

Subunidad II:

Hacia adelante:

» Oligonucleodtido SIICI 5 GAC TGC RTS GCS TGS CAY ACS3’

» Oligonucledtido SIIC2 "5'TGC GGC GMV TGC CAY ACS CCS CGS GGC3
» Oligonucleodtido SIIC3 5 TGC GCS ATC TGC CAY MKS AAC GAC3



Reverso

» Oligonucledtido SIICIR -5'SAC SCC RTG CAT GAA RWA SGC
RTA3’

» Oligonucledtido SIIC2R 5°GCC SCG SGG SGT RTG GCA BKC GCC GCA3’

» Oligonucledtido SIIC3R 5°GTC GTT SMK RTG GCA GAT SGC GCA3’

» Oligonucledtido SIICAR 5" GTC SWS GCC SGY RTG SGT CTG3’

Especificos.
Subunidad |
Hacia adelante
» Oligonucledtido 1SIF1 5 CCC GCC GAC GCG GCC CTG GGC CAC CAG
CGT TCC TAC ACC G

Subunidad I
Hacia adelante

> Primer 4SlIF2 5" CCG ATC GGC ACG ATC TAT TCG ACG AAC ATC ACG
CC3

Reverso

» Primer 4SIIRI 5'GGC TGT CGT CAG GCA TGT GCA GG.3’



Anexo Il. Secuencias Obtenidas

Fragmento 1- 2A:

CTGAAGCTGGCCTGGTATTACGACCTGGACACCAACCGTGGGCAGGAAGGCAC
GCCGCTGATCGTCGATGGCGTGATGTACGCCACCACGAACTGGAGCAAGATGA
AGGCCCTGGACGCGGCCACGGGCAAGCTGCTGTGGGCGTACGACCCCCGCGT
GCCCGGCAATATCGCCGACAAGGGATGCTGTGACACCGTCAATCGCGGTGCGG
CCTACTGGAACGGCAAGGTCTATTTCGGCACGTTCGACGGAAGGCTGATCGCG
CTGGACGCCAAGACCGGCAAGCTGGTCTGGAGCGTGAACACCATCCCCGCCGA
CGCGGCCCTGGGCCACCAGCGTTCCTACACCGTGGACGGCGCGCCGCGTATC
GCCAAGGGCCGG

Fragmento 3- 4A.

AAGACCGGCCGTCCGATCTATAACCCGGATGCGCTCTATACCCTGAACGGCAAG
GAATGGTACGGCATCCCGGGCGATCTGGGCGGCCACAATTTCGCGGCCATGGC
CTTCAGCCCCCGGACCGGACTGGTCTATATCCCGGCCCAGCAGGTGCCATTCC
TGTATACGAGCCAGGTCGGCGGCTTCAAGCCGCATCCGGACAGCTGGAATCTC
GGCCTCGACATGAACAAGGTCGGCGTCACGGATTCGCCCGAGGCCAAGCAGGC
CTTCATCAAGG



Fragmento 4 — 4SIIR1

TTTCCCGGTTCGATGCCTCGATGATGCCGGATCAGATCGAGGACATCCGGCATT
CCTGATCAAGCGTTCCACGACACCTACCAGAGGGAGGTTGATGCCCGGAAGAA
CGTGGACGGCATACCCGCACAGTGACGTCTTTCCCTACGGTTTTTCGGATTTTC
CGCATCAACACGACGCATGGTGAACAGAATGCTCAACAGGCTTAAGGTTGCGAT
CGGCACGGCGGCGTTCAGTCTGCTGGCCACGAGCGCAATGGCACAGGCGCCC
GACCAGGCGCTGATCGACAAGGGCGCCTACGTGGCGCGGCTGGGCGACTGCG
CCGCCTGCCACACTGCCCTGCACGGACAGGCCTATGCGGGTGGCCTGCAGATC
AAGAGCCCGATCGGCACGATCTATTCGACGAACATCACGCCCGATCCGACCTAT
GGCATCGGCCAGTACAGTTTCGAGGATTTCGAGCAGGCCGTACGGCACGGCGT
GAGAAAGGACGGGACGACGCTGTATCCGGCAATGCCCTATCCCGCGTTCTCGC
GCATGACGCAGGACGACCTGCGGGCGCTCTATGCCTACTTCATGCACGAGGT

Fragmento 1SIF1 — 3A.

ATGGTACGGCGCGCCGCGTATCGCCAAGGGCCGGGTCATCATCGGCAATGGTG
GATCGGAATTCGGCGCGCGCGGCTTCGTTTCGGCCTTCGACGCCGAGACCGGC
AAGCTGGACTGGCGCTTCTACACGGTGCCGAATGCGCAGAACAAGCCGGACAA
CGCGCCGTCCGACGCTGTCCTGATGAGCAAGGCGTACCCGACCTGGAGCCCGA
CCGGCGCATGGACGACCCAGGGCGGCGGCGGCACGGTATGGGATTCGATCGT
CTATGACCCCGTGACCGATCTGGTCTATCTGGGCGTGGGCAACGGGTCGCCCT
GGAACTACAAGTTCCGTTCCGACGGCAAGGGCGATAACCTGTTCCTGGGCAGC
ATCGTCGCGCTCAAGCCCGAAACCGGCGAATATGTCTGGCATTTCCAGGAAACG
CCGATGGACCAGTGGGACTATACCTCGGTCCAGCAGATCATGACGCTGGATCTG
CCCATCAACGGGCAGACGCGGCATGTCATCGTCCATGCGCCGAAGAACGGCTT
CTTCTACATCATCGACGCCAAGACCGGCGAATTCCTGTCGGGCAAGAACTACGT
CTACGTCAACTGGGCGTCGGCC



XI. ADENDUM A LA TESIS DE LICENCIATURA

A finales del 2008, Lucas,S. y colaboradores, del Joint Genome Institute, CA.,
USA ( No. de acceso GenBank CP001189 ), reportaron otra secuencia del genoma
completo de Ga. diazotrophicus PALS. En esta secuencia buscamos la
correspondiente al operon adhAB y la comparamos con la reportada por el grupo
RIOGENE. Ambas secuencias tienen un 100% de identidad.

En el andlisis de hidrofobicidad y localizacion en la membrana que hicimos
para ambas subunidades de la PQQ-ADH, solo un numero limitado de aminoéacidos,
después de la metionina inicial reportada por el grupo RIOGEN estaban dentro de la
membrana, por lo que supusimos que alguna de las metioninas anteriores podria ser
el inicio de la traduccién y de acuerdo a ello propusimos las secuencias péptido sefal
para ambas subunidades. Al liberarse la nueva secuencia, el grupo de Estados
Unidos reporta que las secuencias del péptido sefial para la subunidad | corresponde

con los primeros 36 aminoacidos y para la subunidad Il con los primeros 28.

Decidimos repetir el analisis, poniendo especial atencidon en la region
reportada por el grupo estadounidense. Encontramos que para la subunidad | (Figura
21), el péptido sefial estaria formado por los primeros 35 aminoacidos, de los cuales
los ultimos 4, estarian localizados fuera de la membrana; de hecho, en el modelo que
postulamos basandonos en dicho analisis, la alanina 31 se encuentra hacia el

exterior.

Para la subunidad Il (Figura 22), la secuencia del péptido sefial corresponde
con los primeros 28 aminoacidos. De la misma manera que para la subunidad I, los
altimos 6 estarian fuera de la membrana (de acuerdo al modelo propuesto, a partir de
la alanina 21). Los resultados obtenidos concuerdan con la propuesta del grupo
estadounidense; sin embargo, el hecho que, de acuerdo al andlisis mencionado, los


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=209529865

altimos aminoéacidos se localicen fuera de la membrana, no corresponderia con el

concepto de péptido sefal.

Por otro lado, de acuerdo a los reportes para otras PQQ-deshidrogenasas *?
este tipo de enzimas se encuentran ancladas a la membrana por su amino-terminal;
los resultados obtenidos no explicaria como las subunidades de la enzima estan
ancladas a la membrana. Ademas, como mencionamos en la discusion, el modelo
propuesto basandonos en los resultados del analisis de hidrofobicidad, tampoco
explicaria la transferencia de electrones de la PQQ-ADH hacia la ubiquinona que se
encuentra embebida en la membrana. Seran necesarios mas experimentos (fusion
con phoA o LacZ; cristalografia de rayos X), para poder definir cual es la topologia de

la enzima en la membrana.
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>ADH 1 length = 70

# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 24 0.228 0.52 NO

max. Y 35 0.379 0.33 YES
max. S 6 0.991 0.92 YES
mean S 1-34 0.846 0.49 YES

D 1-34 0.613 0.44 YES

#el sitio de hendidura se localiza entre la posicion 34 y 35: TSA-AE

Figura 21. Grafico que muestra los resultados obtenidos del andlisis de la secuencia de aminoacidos
de la subunidad | de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus con el programa SigmalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/signalp/). El valor de C nos indica el sitio de la hendidura determinado
por la accion de la peptidasa I. El valor de S nos indica la prediccién de un peptido sefal: el valor mas
alto esta asociado con los aminoacidos que forman parte de un péptido sefal; valores bajos indican
que los aminoacidos forman parte de una proteina madura. El valor Y, combina dichos valores para

una mejor prediccion del sitio de hendidura.
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>ADH 11 length = 70
# Measure Position Value Cutoff signal peptide?
max. C 29 0.809 0.52 YES
max. Y 29 0.829 0.33 YES
max. S 17 0.992 0.92 YES
mean S 1-28 0.895 0.49 YES

D 1-28 0.862 0.44 YES

# el sitio de hendidura se localiza en la posiciéon 28 y 29 : AQA-PD

Figura 22. Grafico que muestra los resultados obtenidos del analisis de la secuencia de
aminoacidos de la subunidad Il de la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus con el programa SigmalP 3.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/signalp/). Los parametros son los mismos de la figura anterior.
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RP1YNPDALYTLNGKEWYG IPGDLGGHNFAAMAFSPRTGLVY IPAQQVPFLYTSQVGGFKPHPDSWNLG
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I CHRNDGGGVARMFPPLAGNPVVVTDDPTSLVNV ITNGGVLPPTNWAPSAVAMPAYGKTLSSQQIADVV
NFIRTGWGNHAPASVTAADVAKMRDTGAPVSSSGWNTSSSGWLVLHPQPYGAGWTFAPQTHSGVDQAQX

Figura 23. Andlisis “in silico” de la secuencia de aminoacidos de la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus. Debajo de las secuencias propuestas por el grupo Lucas, S. y col para los
péptidos sefial de cada subunidad ( No. de acceso GenBank CP001189 ), se indica su
orientaciéon  en la membrana de acuerdo al programa SPOCTOPUS*

(http://octopus.cbr.su.se/ ). Las metioninas de inicio de cada subunidad son sefialadas.

D: dentro de la membrana
H: cruce transmembranal
F: fuera de la membrana


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&val=209529865
http://octopus.cbr.su.se/

También nos parecié importante buscar en la secuencia liberada por el
grupo estadounidense, un ortélogo para la subunidad Ill de la PQQ-ADH de G.
oxydans. De la misma manera que reportamos para la secuencia liberada por
el grupo RIOGEN, no encontramos un ortélogo para esta subunidad en la

secuencia de Ga. diazotophicus.

1. Matsushita K., Toyama H., Yamada M and Adachi O. (2002).
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Microbiol. Biotechnol. 58:13 — 22.

2. Yamada, M., Elias, MD., Matsushita, K. ,Migita, CT,Adachi, A. (2003).
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