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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el anidlisis de la secuencia de
dos genes de Rhizobium etli (ccmA y ccmB), los cuales, en otras especies

bacterianas se que cree participan en el transporte del

grupo hemo al
periplasma.

La regién de DNA caracterizada fué aislada por experimentos
de complementacién de una cepa mutante de R. etli (CFN4201) inducida
por una insercién del transposén TnSmob, la cual se encuentra afectada en
la producciéon de los citocromos de tipo c. Mediante el andlisis de la
secuencia de esta regioén se identificaron tres marcos abiertos de lectura
(ORFs), dos de éstos fueron identificados como los genes ccmA y ccmB. La
secuencia protéica deducida de ccmA, mostré una alta homologia con los
dominios que son capaces de unir ATP de diferentes sistemas de
transporte de tipo ABC, mientras que ccmB codifica para una proteina

hidrofébica contituida por miiltiples segmentos con extructura de o-hélice
con una longitud lo

suficientemente larga como para atravesar la
membrana, y

que probablemente se asocie con el producto de ccmA. La
insercién del TnSmob en la cepa CFN4201 fué localizada en el extremo
carboxilo terminal de 1a proteina CcmB. El mapeo de restriccién del
fragmento EcoR/ que contiene la insercion del transposén TnSmob mostré

que €sta involucra wuna delecién de aproximadamente 1.5 kb. La

mutagenesis de la regién silvestre con un transposén mini-Mu y el
por complementacién

delecién,

andlisis
mostraron que la mutaciéon en el gene ccmB. y no la
fué la responsable del fenotipo de la cepa CFN4201 y que los
genes ccmA y ccmB son unidades de transcripcion independientes. En este
trabajo también se encontré que la region que se encuentra corriente abajo
del gene ccmB estda reiterada dos veces;

ccmA-ccmB, mientras que
Finalmente,

una cerca de locus cromosomal
la otra se encuentra en el plismido e.

el andlisis bioquimico de las membranas de la cepa CFN4201
demostré niveles bajos pero detectables del

apocitocromo c¢i, el cual no
contiene unido el grupo hemo.

Este dato sugiere que la unién del grupo
hemo a la apoproteina ocurre después de que la forma apo del citocromo ¢

es translocada a través de la membrana hacia el periplasma.




SUMMARY

In this work we describe the sequence analysis of two
Rhizobium etli genes (ccmA and ccmB ) which are believed to participate
in the transport of the haem moiety to the periplasm in other bacterial
species. The characterized DNA region was isolated by complementation of
a R. etli TnSmob induced mutant (CEN4201) which was affected in the
production of c-type cytochromes. Sequence analysis of this region
identified three open reading frames, two were identified as the ccmA and
ccmB genes. The predicted protein sequence of ccmA showed significant
homology with ATP binding proteins of the ABC type transporter systems,
while ccmB encodes for a hydrophobic protein probably associated with
the ccmA gene product. The TnS5mob insertion in CFN4201 strain was
located in the carboxy terminus of CcmB. Restriction mapping of the BcoR1
fragment containing the TnSmob insertion showed that it involved a
deletion of approximately 1.5 kb. Mutagenesis of the wild type region
with a miniMu transposon and complementation analysis showed that the
mutation in ccmB, and not the deletion, was responsible for the phenotype
of CFN4201 strain and that ccmA and ccmB are independent
transcription units. We found that a region located downstream of ccmB is
reiterated twice, one near the chromosomal ccmA-ccmB  locus while the
second in plasmid e. Finally, CFN4201 membranes had detectable levels of
¢, apoprotein which did not contained bound haem. This data could suggest

that the haem binding to the apoprotein occurs after the translocation of
the apo form of c; to the membrane.

Vo.Bo.

e > Sedams
Dr. Mario Soberén Chavez
DIRECTOR DE TESIS



INTRODUCCION

Rhizobium etli (anteriomente denominada RhAhizobium
leguminosarum biovar phaseoli) es una bacteria gram-negativa que vive
normalmente en el suelo y que es capaz de formar una asociacién
simbidtica con las raices de la planta del frijol (Phaseolus vulgaris). Este
tipo de asociacién da origen a un 6rgano conocido como nédulo; en donde se
lleva a cabo la fijacién de nitrégeno. Durante el establecimiento de la
simbiosis, las bacterias atraviesan un proceso de diferenciacién a nivel
morfolégico y metabdlico. y es precisamente la forma diferenciada
denominada bacteroide, la que fija nitrégeno atmosférico bajo condiciones
fisiolégicas de microaerofilia. Esta condicién es requerida para que el
complejo enzimdtico de la nitrogenasa que es sensible a oxigeno, pueda
llevar a cabo la fijacién de nitrégeno (Gallon, 1992).

Durante la simbiosis entre Rhizobium y la planta, ésta dltima
provee a los bacteroides de substratos de carbono para garantizar el poder
energético y reductor necesario para la fijacién de nitrégeno, a la vez de
que la planta requiere de carbono y poder energético para poder asimilar

el amonio el cual es el producto de la fijacion de nitrégeno (Vence y
Heichel, 1991).

FIJACION BIOLOGICA DEL NITROGENO.

Sélo algunos organismos procariontes son capaces de fijar
nitrégeno atmosférico (N,). Las bacterias fijadoras de nitrégeno
(diazétrofas) pueden fijar en simbiosis (usualmente, midis no siempre, con
plantas superiores) o pueden fijar en vida libre, e incluyen representantes
de las arqueobacterias y las eubacterias. Son ubicuas en aguas y tierras y
exhiben varios estilos de vida. Asi, tenemos diazdétrofos anaerobios,
microaerobios, anaerobios facultativos y aerobios estrictos; algunos son
quimidétrofos mientras otros son heterdtrofos.

La conversién biolégica de dinitrégeno a amonia estd catalizada
por el sistema enzimadtico de la nitrogenasa presente en organismos
fijadores de nitrégeno. La nitrogenasa convencional consiste de dos
proteinas; la proteina fierro (Fe-proteina) y la proteina fierro-molibdeno
(FeMo-proteina), que juntas median la reduccién dependiente de ATP del
dinitrégeno. La reduccion del dinitrégeno por la nitrogenasa se lleva a
cabo en tres reacciones: la reduccion de la Fe-proteina por acarreadores de
electrones como las flavodoxinas; la transferencia dependiente de ATP de



electrones de la Fe-proteina a la FeMo-proteina, con una estequiometria
minima de dos moléculas de ATP-Mg?- hidrolizado por electrén transferido
y la transferencia de un electrén y un protén al substrato, el cual muy
probablemente esti unido al cofactor FeMo de la FeMo-proteina (Rees et
al., 1993).

Las dos proteinas de la nitrogenasa estin compuestas por un
total de tres diferentes tipos de subunidades y contienen tres tipos
diferentes de centros metdlicos. La Fe-proteina es un dimero de dos
subunidades idénticas (codificadas por el gene nifH) que coordinan de
manera simétrica un cluster 4Fe:4S. Las propiedades de unién de
nucledtidos de la Fe-proteina pura indican que esta involucrada en el

acoplamiento de la hidrélisis de ATP a la transferencia de electrones. La
FeMo-proteina es un tetrimero o2-82 (cuyas subunidades estan
codificadas por los genes nifD y nifK, respectivamente). Asociados a la

FeMo-proteina se encuentran dos tipos de centros metilicos; el cofactor
FeMo, el cual se cree es el sitio de reduccién del substrato, y el cluster P
que pudiera funcionar en la transferencia de electrones entre la Fe-
proteina y el cofactor FeMo (Rees et al., 1993).

Recientemente, se han identificado dos diferentes nitrogenasas

independientes de Mo. Estas enzimas se han estudiado en la bacteria
aerébica Aczotobacter, aunque hay evidencia circunstancial de que estdn
presentes en otros diazdtrofos. La primera de ellas, la nitrogenasa de

vanadio o V-nitrogenasa, consiste de una proteina vanadio-fierro y una
proteina fierro, mientras que la tercera nitrogenasa (a menudo llamada la
nitrogenasa alternativa o nitrogenasa 3) contiene solo cantidades traza de
Mo y V. Ambas proteinas de esta nitrogenasa son Fe-proteinas (Gallon,
1992). La siguiente ecuacién expresa la estequiometria de la reacciéon de la
fijacién de nitrégeno:

N, + 8H* + 8¢~ + 16 ATP -----> 2NH4* + H, + 16(ADP + Pi)

La reaccién requiere de una fuente de electrones y estd
acompaiiada por la hidrélisis de ATP-Mg2- a ADP-Mg2?- y Pi. Las
estimaciones actuales indican que se requiere hidrolizar 2 moléculas de
ATP por electrén donado al N3, es decir, 16 moléculas de ATP por molécula
de N, fijada (Gallon, 1992). Es por esto que para fijar nitrégeno, los
diazétrofos deben poseer una nitrogenasa activa y ser capaces de
proporcionar a la enzima con ATP y electrones provenientes del
metabolismo celular. Los electrones generalmente son proporcionados por
una flavodoxina reducida o una ferredoxina reducida.



SENSIBILIDAD DE LA NITROGENASA AL OXIGENO.

Una propiedad unica de la fijacion bioldgica del nitrégeno es su
extrema sensibilidad a 1la inactivacién por oxigeno (0O2). La enzima
nitrogenasa pura, sin importar su origen, es inactivada rdpida vy
permanentemente al exponeria al Oz2. De aqui que la fijacién de N, y el Oz
sean incompatibles. Sin embargo, el O2 estd presente en la atmésfera
terrestre 'y, para los diazdétrofos que son aerobios estrictos, es esencial para

la supervivencia. Ademas., algunos diazétrofos producen Oz por medio de
la fotosintesis (Gallon, 1992).

In vitro, la nitrogenasa es irreversiblemente inactivada por el
O2. La inhibicién es nocompetitiva con respecto a la reduccién de N,
(kj=0.014 atm) y la hidrélisis de ATP (k;j=0.03 atm), pero es competitiva
con respecto a la donacién de electrones de la flavodoxina (k;j=0.007 atm).
Ludden y Burris (1979) sugirieron que el Oy podria inhibir la reduccién de

la nitrogenasa en el sitio que recibe los electrones de la flavodoxina
reducida.

Tanto la Fe-proteina como la FeMo-proteina son inactivadas por
O2 con vidas medias de decaimiento de 45 s y 10 min., respectivamente.
En el caso de la FeMo-proteina, el Oz causa un cambio en los estados de
oxidacion de los centros Fe dentro de la molécula. el cual, después de una
exposicion prolongada. resulta en la pérdida de Fe, Mo y S de la proteina.
Los componentes de las nitrogenasas independientes de Mo son adn mas
sensibles a la inactivacién por Oas.

En muchos diazdétrofos, el O2 tiene un efecto benéfico sobre Ia
fijacion de N, In vivo. El O3> al ser el aceptor terminal de electrones de la
respiraciéon aerdbica. estimula la fosforilacién oxidativa y por lo tanto el
suministro de ATP para la sintesis de la nitrogenasa y su actividad. Sin
embargo, esta estimulacién esti en contra de la sensibilidad al O3> de la
nitrogenasa. Consecuentemente, para la mayoria de los diazdétrofos, una
grifica de la fijacién de N, contra concentracién de O> muestra una curva
en forma de campana. En concentraciones subdéptimas de Oa, la
introduccion de mds Oz estimula la fijacién de N, a través de un mayor
suministro de ATP. Sin embargo, a concentraciones supraéptimas de Oa. el
O > adicional inhibe la fijacién de N, a través de una inactivacién
incrementada de la nitrogenasa. In vivo, la nitrogenasa no es el inico
blanco potencial de la inactivacién por O>. Por ejemplo, los donadores de
electrones a la nitrogenasa tales como la flavodoxina, la ferredoxina y la



hidrogenasa (en el caso de las bacterias que cuenten con esta enzima)
pueden sufrir dafio por el Oz (Gallon, 1992).

ESTRATEGIAS PARA LIMITAR EL DANO POR OXIGENO A LA
NITROGENASA.

En la prdactica, el Oz y la fijacién de nitrogeno coexisten por lo
que los diazdtrofos tienen que reconciliar lo incompatible: mantener una
nitrogenasa activa en presencia de Os. Como consecuencia, durante la
evolucién se han seleccionado una serie de estrategias que impiden o
limitan el contacto entre la nitrogenasa y el O, y que aseguran que
cualquier contacto que ocurra resulte en una pérdida minima de la
habilidad de fijar N,. La mayoria de los diazétrofos fijan N, bajo atmésferas
que contienen O3 en concentraciones menores a las presentes en el
(condiciones microaerdbicas). Aldn aquellos que pueden fijar N, en
condiciones aerdbicas usualmente muestran una actividad Jptima bajo

condiciones microaerdbicas y son afectados adversamente por la exposicién
al Oz en concentraciones supraatmosféricas.

aire

Se han encontrado diferentes métodos que utilizan los
diazdtrofos para contender con el Os. Frecuentemente un sdlo diazétrofo
emplea mds de un método., y algunas estrategias son comunes a vwvarios
diazétrofos. Estas diferentes estrategias se han clasificado como barreras
fisicas y estrategias fisioldgicas y bioquimicas (Gallon, 1992).

BARRERAS FISICAS

ARQUITECTURA DE LOS NODULOS FIJADORES DE
NITROGENO

Los rhizobia que fijan N, simbigticamente con su leguminosa
hospedera estin localizados dentro de nédulos que se desarrollan en las
raices de esas plantas. Aunque la morfologia de los nédulos puede variar
de planta a planta, los bacteroides (la forma diferenciada de los rhizobia
que es capaz de fijar N,) ocupan células vegetales infectadas que estin
rodeadas de tejido cortical no infectado. Dentro de los bacteroides se
mantiene una concentracién intracelular baja de O, debido a la presencia
de una barrera a la difusién de O; que reside en la corteza interna del
nédulo. La corteza interna estd formada por una capa de células con



paredes celulares gruesas y con numerosos espacios gaseosos intercelulares
entre ellas. La barrera a la difusion de Oz en los nédulos no es estitica,
pues se ha visto que responde a las condiciones ambientales que pudieran
directa o indirectamente daifiar a la nitrogenasa.

Para sostener una velocidad é6ptima de fijacion de nitrégeno, los
bacteroides requieren de O3 para la produccion de ATP via respiracion. Sin
embargo, si sélo actuara la difusién simple del O3z, la capa mds externa de
bacteroides seria la dnica que podria respirar. La entrega de Oz a la masa
entera de células infectadas la hace la proteina leghemoglobina (Appleby,
1984). Dentro de la zona infectada, el O3 libre estad presente en una
concentracion de entre 10 y 40 nM, minimizando la inactivacién por Oz de
la nitrogenasa en los bacteroides (Layzell ez al., 1993). Sin embargo, a
través de la accién de la leghemoglobina, se asegura un abastecimiento
continuo de O3 el cual permite una respiracién eficiente aunque limitada
por O2 (Bergersen, 1984).

ESTRATEGIAS FISIOLOGICAS Y BIOQUIMICAS.
PROTECCION RESPIRATORIA.

Cualquier reaccién metabdlica que reduzca la concentracidon
intracelular de O2 podria. en teoria, facilitar la fijacién de N,. Por ejemplo,
el consumo de O3 por medio de respiracién que produce ATP via la
fosforilacion oxidativa. Muchos diazétrofos responden a las condiciones de
limitacion de N, produciendo oxidasas terminales de alta afinidad
(Bergersen , 1984). Sin embargo, sélo en ciertos diazétrofos aerobios
existe evidencia de que el consumo respiratorio de O3 tiene un papel
especifico de proteger a la nitrogenasa de la inactivacién por O,
independientemente de cualquier papel en la generacién de ATP.

En Acotobacter vinelandii se ha estudiado el fenémeno de la
proteccion respiratoria. Esta bacteria (que es un aerobio estricto) tiene una
cadena respiratoria ramificada que contiene al menos dos oxidasas
terminales llamadas citocromo bd y citocromo bo3z (Hoffman et al., 1979). El
complejo citocromo d tiene una baja afinidad por O>. mientras que el
citocromo bo3 es una oxidasa con una alta afinidad y por lo tanto. es la
oxidasa usada en microaerobiosis. La reduccién del O3 por el citocromo bd,
por otra parte, ocurre a una gran velocidad. Bajo condiciones aerdbicas,
esta oxidasa es responsable de reducir ripidamente casi todo el Oz que
difunde por la membrana citoplasmica., manteniendo al citoplasma



anaerdbico. El papel del complejo citocromo d en la proteccién respiratoria
ha sido documentado por métodos genéticos. Kelly er al., (1990) ban aislado
mutaciones inducidas por el transposén TnS en los genes de las
subunidades I y II del complejo citocromo d (cydA y cydB). Al contrario de
lo que pasa en la cepa silvestre, las correspondientes mutantes fueron
incapaces de crecer diazotréficamente en aire, mientras que no se afectdé su
crecimiento aerdbico en medio conteniendo amonio como fuente de
nitrégeno. Cuando la concentracion de O3 se disminuyé a 1.5%, las mutantes
crecieron como la cepa silvestre con N, o NH;* como fuente de nitrégeno.
Esto muestra claramente que el complejo citocromo d es esencial para la
fijaciéon de nitrégeno en concentraciones altas de O3z tales como las que se
encuentran en el aire, mientras que no es esencial para el metabolismo
energético que sostiene el crecimiento aerébico usando una fuente de
nitrégeno fijado. La conclusién es que el complejo citocromo d brinda una
proteccién respiratoria a la nitrogenasa por medio de su alta velocidad
respiratoria. La oxidasa alternativa (citocromo bo3) es la encargada de la
conservacion de energia respiratoria en la mutantes cyd-.

En diferentes especies de Rhizobium existe evidencia que
sugieren la existencia de proteccién respiratoria. Los bacteroides de B.
Jjaponicum tienen dos sistemas de oxidasa de diferente afinidad por el Oa,
pero sélo el de alta afinidad parece estar acoplado eficientemente a la
sintesis de ATP. Por otra parte, Rhizobium spp, el cual es capaz de fijar
nitrégeno en vida libre, aumenta su respiracién en tensiones altas de
oxigeno. Adicionalmente, se ha observado que las raices de planta de soya
diminuyen su actividad de nitrogenasa después de un breve tratamiento
de con 1 atm. de O>. Sin embargo, esta actividad es parcialmente
restaurada en un tiempo muy corto (Bergersen. 1984), por lo que se sugirié
la existencia un mecanismo de proteccién al O: en bacteroides. Con base en
estos resultados se propuso que los sistemas de baja afinidad pueden
funcionar como un sistema de proteccién similar al reportado para A.
vinelandii. A altas concentraciones de Oz (midis de 1 uM) la respiracion de
los bacieroides de B. japonicum esti desacoplada para la sintesis de ATP.
Por lo que se ha propuesto que el transporte de electrones desacoplado
funciona como "proteccidn respiratoria”. manteniendo baja la concentracién
intracelular de O3, para impedir la inactivacién de la nitrogenasa. EIl control
de sintesis de ATP por oxigeno en los organismos fijadores de nitrégeno se
ha explicado en terminos de la existencia de un sistema respiratorio
ramificado, con un ramal que tiene una oxidasa mis afin por el O> y otra(s)
ineficiente(s) o menos afin(es) por el oxigeno (Bergersen. 1984).



PRODUCCION DE ENERGIA EN BAJAS TENSIONES DE
OXIGENO.

El diazétrofo Klebsiella pneumoniae es el paradigma que explica
el fenémeno de la producciéon respiratoria de energia a concentraciones
bajas de O3 para sostener la actividad de la nitrogenasa. Esto suena
sorprendente, ya que esta enterobacteria es un anaerobio facultativo que
se cree que fija N, sélo bajo condiciones anaerébicas estrictas y que genera
energia para este proceso via metabolismo fermentativo. Mientras lo
anterior es correcto, Hill ez al., (1990) han demostrado que si se alimenta a
la bacteria con una fuente de carbono no fermentable también puede
reducir acetileno eficientemente en condiciones microaerébicas, y que la
ubiquinol oxidasa llamada complejo citocromo d es esencial para esta
actividad. Hill ez al., (1990) introdujeron todo el cluster de genes nif de K.
pPneumoniae en una cepa silvestre de Escherichia coli y una cepa mutante
cyd~, y crecieron estas cepas en medio minimo con lactato/formato y en
concentraciones de O3z de O a 6 kPa. No se detecté actividad de nitrogenasa
en la cepa cyd nif*t, mientras que la cepa cyd* nif* mostré un incremento en
la actividad de la nitrogenasa en tensiones de O3 altas, alcanzando un
midiximo de actividad a los 3 kPa pO;. Tensiones mayores de Oz a 6 kPa
fueron incompatibles con la actividad de nitrogenasa. Es importante saber
que E. coli y K. pneumoniae poseen una cadena respiratoria que consta de
dos ramas que terminan con ubiquinol oxidasas de los tipos bd y bo
(citocromos d y bojz, respectivamente; Smith er al., 1990, Puustinen er al...
1991). El complejo citocromo d es una oxidasa de alta afinidad mientras
que el citocromo boj3 es una oxidasa de baja afinidad (al revés de lo que
sucede en A. vinelandii). El experimento anterior claramente demuestra
que el complejo citocromo d sostiene la fijaciéon de nitrégeno por medio de
la produccién de energia en condiciones microaerdbicas. En tensiones bajas
de O2>, la oxidasa bo (de baja afinidad) si es que se expresa en estas
condiciones, es muy ineficiente para compensar la falta del complejo
citocromo d y también es incapaz de brindar proteccién respiratoria a la
nitrogenasa por arriba de 6 kPa de pOaz. En conclusién., esta especie
enterobacteriana se puede usar como modelo para simular la situacién que
prevalece en virtualmente todos los diazétrofos aerobios y microaerobios:
la conservacion de energia ocurre a concentraciones de oxigeno que son
muy bajas para no inactivar la nitrogenasa pero suficientemente altas para
permitir que una oxidasa de alta afinidad funcione eficientemente. La
respiracion en ambientes microaerédbicos también juega un papel
importante en la fijacién de nitrégeno que ocurre en los bacteroides que
habitan las raices de las leguminosas, como se discutié con anterioridad.



SISTEMA RESPIRATORIO
Respiraciéon bacteriana.

En terminos generales la respiracién bacteriana puede definirse
como la transferencia termodinamicamente espontinea de equivalentes
reductores, a partir de un reductor a un oxidante a través de una serie de
componentes redox unidos predominantemente a membrana
citoplasmitica denominados en conjunto: cadena respiratoria. Este proceso
esta acompaiiado de un cambio en energia libre, el cual depende de 1la
diferencia de potencial del par redox. La transferecia de electrones de alta
energia por los complejos respiratorios, estd acoplada a la translocacion
vectorial de protones al lado externo de la membrana. Esto permite crear
un potencial electroquimico de protones que puede ser utilizado para
sintetizar ATP (Jones1988).

Componentes de las cadenas respiratorias bacterianas.

La cadena de transporte de electrones bacteriana esta
constituida por diferentes componentes que asemejan a la cadena
respiratoria mitocondrial. Sin embargo. a diferencia de los sistemas
eucaridticos que solo poseen una sola citocromo c¢ oxidasa, los sistemas
respiratorios bacterianos se encuentran ramificados, en un nimero distinto
de oxidasas terminales. Actualmente ha sido ampliamente reconocido que
todas la bacterias aerdbicas poseen una muliiciplicidad de oxidasas
respiratorias (Anraku, 1988). En mucho de los casos han sido analizadas
espectroscépicamente, bioquimicamente y genéticamente. Las diferentes
oxidasas terminales permiten a la célula optimizar sus sistemas
respiratorios para enfrentar las demanda de una variedad de condiciones
ambientales. La cantidad de una oxidasa en particular presente en la
membrana citoplasmatica de la bacieria dependen de las condiciones de
crecimiento (Garcia-Horsman et al., 1994a).

El esquema mas representativo del flujo de electrones a través
de un sistema respiratorio ramificado es el de la bacteria pidrpura no
sufurosa Rhodobacter sphaeroides (Figura 1), la cual puede crecer
aerébicamente, anaerébicamente o fotosintéticamente y poseé tres
distintas oxidasas terminales, dos de las cuales utilizan al citocromo c¢ como
substrato (Garcia-Horsman et al., 1994b; Hosler et al., 1992) mientras que
la restante es una quinol oxidasa (Yun et al., 1994). Los substratos como el
NADH o el succinato son oxidados por deshidrogenasas especificas, las
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FIGURA 1. Representacion esquemalica de las cadenas respiratorias de Rhodobacler sphaeroides.
Ambos citocromo ¢ oxidasa requieren del complejo citocromo bc 4 para su funcionamiento in vivo, y

su preferencia por los diferentes citocromos de tipo ¢ se desconoce. La quinol oxidasa de tipo bb 5
de R. sphaeroides no ha sido purificada. Cit. ¢, citocromo c.

l APOPEMOODIO"ITOMOT I




cuales a su vez reducen a la poza de quinona que se encuentra en la
membrana citoplidsmica. El resultante quinol difunde a través de la bicapa
lipidica en donde es luego oxidada por una de las tres oxidasas. La
particion del flujo de electrones entre estas tres oxidasas depende de la
cantidad de cada wuna de estas oxidasas presente en la membrana y
también de los pardmetros cinéticos (K; y Vmax) Yy de las concentraciones
del quinol y del oxigeno. Las dos citocromos ¢ oxidasa y (muy
probablemente) la quinol oxidasa son miembros de una superfamilia de
oxidasas hemo-Cu. EIl citocromo c¢ oxidasa tipo a+a3z predomina cuando las
células son crecidas aerébicamente con una alta tension de oxigeno (Hosler
et al., 1992). El citocromo c¢ oxidasa alternativo es la oxidasa de tipo cbbj,
la cual estd presente en codiciones de microaerofilia y cuando las células se
encuentran creciendo fotosinteticamente. Presumiblemente el citocromo
cbb3 tiene una alta afinidad por el oxigeno. Sin embargo, aun no ha sido
demostrado. La quinol oxidasa es suficiente para soportar el crecimiento
aerébico en cepas mutantes que carecen del complejo bc; (Figura 1) (Yun
et al., 1990).

El mismo esquema respiratorio basico (Figura 1) parece ser
aplicado a Paracoccus denitrificans (la quinol oxidasa puede ser un
citocromo de tipo baz) (Ludwig 1992) y con algunas variaciones a
Rhodobacter capsulatus (Gray et al., 1994), Bradyrhizobium japonicum
(Bott er al., 1990, 1992; Preisig et al., 1993; Surpin et al.. 1994) y
Rhizobium etli (Soberén et al.. 1989, 1990. 1993; Barquera er al., 1991a). El
esquema respiratorio que ha sido mejor caracterizado genéticamente es el
B. japonicum. Se han caracterizado los genes correspondientes a las
citocromos oxidasa de tipo c: citocromo a+a3z y cbbs (Bott et al.. 1990, 1992;
Gabel er al., 1990; Preisig er al.. 1993). Ha sido demostrado que la oxidasa
cbb3 es inducida en condiciones de crecimiento microaerofilico y que esta
oxidasa es requerida para la formacién de bacteroides fijadores de
nitrégeno (Preisig ez al., 1993). Adicionalmente, dos oxidasa de tipo hemo-
Cu han sido identificadas mediante la clonacién de sus correspondiente
genes (Bott er al., 1992; Surpin er al.. 1994). Estas dos enzimas
corresponden a una tercera citocromo c¢ oxidasa y a una quinol oxidasa. De
este modo, el sistema respiratorio de B. japonicum aparentemente poseé
cuatro distintas oxidasas las cuales son miembros de la superfamilia de
oxidasas hemo-Cu. En suma. las bacterias poseen multiples oxidasas
respiratorias.
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La multiplicidad de oxidasas en bacterias ha sido por largo
tiempo fuente de confusién, tanto en terminos de la naturaleza de la
enzima por si misma como en terminos de la relacién que existe entre
tales complejos enzimdticos. recientemente, ha sido reconocido que la
mayoria de las oxidasas bacterianas son miembros de una superfamilia
denominada superfamilia de oxidasa hemo-Cu, independientemente de sus
diferencias de substratos (quinol contra citocromo c¢), afinidad por el
oxigeno, el tipo de hemo y la composicién de metales. Un gran nimero de
enzimas que hace algunos afios fueron consideradas ser totalmente
diferentes las unas con las otras actualmente se sabe que se encuentran
extrechamente relacionadas.

La superfamilia de oxidasas hemo-Cu

La membrecia en la superfamilia de oxidasa hemo-Cu estd
basada en la presencia de una subunidad homologa a la subunidad I (la
subunidad mas grande) de la citocromo ¢ oxidasa de mamiferos (citocromo
a+a3z). Actualmente se encuentran listadas en el GeBank 80 secuencias de la
subunidad I de varias especies. Es esta subunidad la que contiene el centro
bimetdlico al cual se une al oxigeno que es reducido a agua. El centro
bimetilico es también denominado centro binuclear que consiste de un
grupo hemo (ligado por un residuo de histidina) y un dtomo de cobre,
denominado Cug, localizado dentro de los 5 A (0.5 nm) del fierro de grupo
hemo. La subunidad 1 contiene un segundo grupo hemo en adicién del
grupo hemo que forma parte del centro binuclear. Este segundo hemo estd
ligado a dos residuos de histidinas, y su aparente funcién primordial es la
de facilitar la transferencia de electrones a el centro binuclear. La
presencia de dos grupos hemo y del Cug en !a subunidad I es comun a
todos los miembros de la superfamilia de oxidasas hemo-Cu (Brown et al.,
1993;: Hosler er al., 1993). Tipicamente la oxidasa de mamiferos esta
formada por 13 subunidades (Saraste 1990), tres de 1las cuales se
encuentran codificadas por el genéma mitocondrial (subunidades [, II ¥y
1II) y las restantes 10 son codificadas por el gendma nuclear (Capaldi
1990). Casi todas las oxidasas bacterianas poseen subunidades homdélogas a
las subunidades Il y III en adicién de la subunidad 1 . Las excepciones son
la quinol oxidasa (soxABCD) de Sulfolobus acidocaldarius (Libben et al.,
1992) y el citocromo c¢ oxidasa de tipo baj3 de Thermus thermophilus
(Zimmermann et al., 1988) las cuales carecen de la subunidad III, y las
oxidasas de tipo cbb3 las cuales carecen de las subunidades II y III
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(Garcia-Horsman ez al.. 1994a; Gray et al., 1994). Homdlogos a las 10
subunidas de las oxidasas de mamiferos codificadas por el genéma nuclear
no han sido encontradas en bacterias. Sin embargo, algunas de las oxidasas
bacterianas poseen una subunidad adicional (subunidad 1IV) 1la cual no
tiene relacién con ningilin producto génico de eucariontes (Ishizuka er al.,

1990).

En numerosos casos se ha demostrado que estas enzimas actuan
como bombas de protones, de tal modo que es posible asumir que la
esencia de los mecanismos de catidlisis, incluyendo la translocacién de
protones esti contenida dentro de tres especies de subunidades. Por
ejemplo. el citocromo ¢ oxidasa de R. sphearoides (Hosler et al., 1993) y P.
denitrificans (Hendler et al., 1991) son bombas de protones funcionales con
solo tres subunidades, las cuales corresponden a Jlas tres subunidades
codificadas mitocondrialmente (subunidades I, II y III) de la oxidasa
eucaridtica. Mas aidn, la subunidad Ill puede ser removida de la citocromo
¢ oxidasa purificada de P. denitrificans y. la remanente oxidasa de dos
subunidades a demostrado ser eficiente en el bombeo de protones (Haltia
et al., 1991; Solioz et al.. 1982; Hendler et al.. 1991). Asi, la minima unidad
funcional aparentemente consiste de las subunidades I y II.

Como fué apuntado, la subunidad I tiene los ligandos para dos
grupos hemo y el Cupg, el cual forma parte del centro hemo-Cu (Brown e¢ al.,
1993; Hosler et al.. 1993). El hemo que forma parte del centro binuclear es
coordinado con una sola histidina y tiene una posiciéon de coordinacién que
proveé del sitio de unién al Oaz. Este grupo hemo es denominado como
componente de alto-spin de la oxidasa debido a sus propiedades
espectrofotomértricas. El segundo hemo es coordinado por dos histidinas y
es denominado centro hemo de bajo-spin, el cual es responsable de Ia
absorcién en la regién visible del espectro y, por lo tanto es responsable
del color de las diferentes especies de oxidasas.

La subunidad I es el rasgo comin de la 5 subclases de oxidasas
hemo-Cu, de las cuales tres son citocromo ¢ oxidasa y dos son quinol
oxidasas. Muchas de las variantes observadas en las oxidasas hemo-Cu
deriva del hecho de que cada oxidasas individualmente poseé diferentes
combinaciones de grupos hemo A, O y B asociados con la subunidad I. Por
ejemplo, la oxidasa mitocondrial poseé hemo A en los sitios de alto y bajo-
spin de la subunidad 1. Por razones histéricas, la subindicaciéon 3 es
utilizada para denotar la unién con el Oz (y con el CO) con el hemo de alto-
spin. Asi esta enzima es referida como citocromo a+as o como una oxidasa
de tipo a+ai. Sin embargo, si un grupo hemo B ocupa el sitio de bajo-spin,
como es el caso de la ¢ oxidas de T. thermophilus (Zimmermann e¢ al.,
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1988), La oxidasa resultante es denominada oxidasa de tipo baz. El hemo B,
O y A pueden participar en el centro binuclear y el hemo B como A pueden
ser encontrados en el sitio de bajo-spin. No hay ejemplos en los cuales el
hemo O sea encontrado normalmente en el sitio de bajo-spin. Sin embargo,
bajo ciertas condiciones el hemo O puede ocupar al sitio de bajo-spin en la
quinol oxidasa de E. coli, rindiendo una oxidasa de tipo 0oz completamente
funcional (Puustinen et al., 1992). No hay una correlacién entre la
especificidad por el substrato u otras caracteristicas funcionales de estas
oxidasa y el tipo de hemo asociado con la subunidad I. Los hemos B y O
tienen propiedades de absorcién similares, y ambos confieren un color rojo
a las oxidasas que los contienen. El hemo A tiene un corrimiento en el
espectro de absorcién de tal modo que las proteinas que lo contienen
presentan un color verde (Garcia-Horsman et al., 1994).

Todos los citocromos ¢ oxidasa con la excepciéon de las oxidasas
de tipo ccbi, contienen una variedad de la subunidad II, la cual contiene un
segundo centro de reduccidn conteniendo cobre denominado Cua. En estos
citocromos oxidasas, el sitio de unién del citocromo ¢ ha sido localizado en
la subunidad Il (Capaldi 1990; Saraste 1990) y Cup es el aceptor inicial de
electrones donados por la forma reducida de citocromo ¢ (Hill 1993). Los
residuos que se encuentran conservados en esta subunidad han sido
implicados tanto en la uniédn del citocromo ¢ asi como la del Cuas (Saraste
1990). Evidencias recientes indican que el centro Cua estd formado por dos
dtomos de Cu (Garcia-Horsman 1994). Todas la quino! oxidasas también
poseen variante de la subunidad 1I, pero los residuos implicados en tanto
en la unién del citocromo ¢ como la del Cupa estin ausentes, y ha sido
demostrado que este tipo de oxidasas carecen del centro Cua (Minghetti et
al., 1992). Estudios recientes con andlogos fotoreactivos del quinol han
sugerido que la subunidad 1I al menos forma parte del sitio de unién del
quinol en la quinol oxidasa de tipo boz de E. coli (Garcia-Horsman et¢
al.,1994). De este modo, el papel principal de la subunidad II puede ser la
de proveer de sitios para la unién de substratos; tales como el quinol o el
citocromo c.

Citocromo a+ajy.

La superfamilia de oxidasas hemo-Cu incluye a la oxidasa
mitocondrial eucaridtica a+as.La citocromo ¢ oxidasa mitocondrial
(primordialmente la de corazén bovino) ha sido objeto de largo estudio
(para revisiones, ver las referencias Babcock y Wikstrom 1992; Capaldi
1990; Brown et al., 1993; Hosler et al., 1993). Tipicamente esta oxidasa estd
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formada por 13 subunidades (Saraste 1990), tres de estas son codificadas
por el genéma mitocondrial (subunidades I, II y III) y las restantes 10 son
codificadas por el genéma nuclear (Capaldi 1990).

En bacterias esta oxidasa es muy parecidas a la oxidasa
mitocondrial. Sin embargo, se distingue porque tiene menos subunidades;
normalmente 3 o 4 subunidades en contraste con las 13 subunidades de Ila
oxidasa de mamiferos. Esta oxidasa esti asociada a los citocromos ¢ o ¢c1 y
se encuentra presente en la mayoria de los diferentes grupos bacterianos
(Poole, 1983). El citocromo a+a; se expresa normalmente en cultivos de
células en codiciones de abundante aereacién y, normalmente es
reemplazado por citocromo boi cuando las bacterias se cultivan en bajas
tensiones de oxigeno (Hosler er al., 1992). Como en el caso de la enzima
mitocondrial el citocromo a+aj;, los dos grupos hemos se distinguen el uno
del otro por sus propiedades de unir ligandos. El hemo A de alto-spin une,
en su forma reducida CO, cianuro y otros ligandos . El hemo A de bajo-spin
no une estos ligandos (Brown ef al.,, 1993). La enzima tiene una Kmqg por el
oxigeno de 4 a 8 puM por lo que se distingue como la oxidasa terminal con
menor afinidad por el oxigeno (Hosler er al., 1992). '

El citocromo a+aj bacteriano cataliza la reduccién de Oz y
funciona como una bomba de protones tan eficientemente como su
contraparte mitocondrial, independientemente de estar constituida por
unas cuantas subunidades (Hendler ez al., 1991). Esto ha sido demostrado
con la enzima purificada y reconstituida en vesiculas membranales de dos
diferentes especies bacterianas (Solioz er al., 1982; Hosler ez al., 1993;
Hendler et al., 1991).

Citocromo boj;

El citocromo bo3z es la oxidasa terminal perteneciente a la
superfamilia de oxidasas hemo-Cu y es la mas representada en diferentes
especies de bacterias (Anraku 1988). Este citocromo estid formado por 2 6 3
subunidades dependiendo la especie, y se puede encontrar otro grupo
hemo B o hemo A asociado al hemo B del citocromo bo3 . Se ha propuesto
que el complejo citocromo o puede participar en dos tipos de oxidasas
respiratorias dependiendo si oxidan a citocromo tipo b (citocromo bo3) o
citocromos tipo ¢ (citocromo cao3) (Garcia-Horsman ez al.. 1994).

El citocromo bo3 tiene una absorcién caracteristica de los
citocromos de tipo b con picos a 430 y 560 nm. por lo que ademais de su
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identificaciéon espectrofotométrica es necesario identificarlo por su
capacidad de reaccionar con CO. Los espectros de preparaciones reducidas
mds CO, muestran seiiales tipicas con un pico a 417 y valles a 430 y 560
-nm (Poole, 1983).

En diferentes especies bacterianas se ha reportado que el
citocromo boj tiene una K, por Oz de 1.8 a 6.5 uM (Poole, 1983). Sin
embargo, se han reportado K, menores a 1 uM (0.1 uM) en células
completas de E£. coli (Rice y Hempding, 1978).

Quinol oxidasa de tipo bd

La quinol oxidasa de tipo bd es la dnica oxidasa bien
caracterizada que no es miembro de la superfamilia de las oxidasa hemo-
Cu. Aunque si bien., €ésta se encuentra en un niimero bacterias (Anraku
1988; Kranz y Gennis 1985), la ocurrencia de la oxidasa bd no es por lo
‘tanto universal. En contraste., la ocurrencia de las oxidasas hemo-Cu en
bacterias aparentemente es universal.

El complejo enzimdtico que contituye a la oxidasa bd se purifico
de E. coli (Kranz y Gennis 1982). En esta bacteria se encontré que este
complejo estd formado por dos subunidades de diferente peso molecular. El
hemo D es capaz de unir CO. La oxidasa purificada no contiene cobre. La
oxidacién de quinol por citocromo bd se inhibe con concentraciones de
cianuro y azida mucho mayores que las requeridas para inhibir Ila
oxidacién de quinol por citocromo bos (Ingledew y Poole 1984).

El citocromo bd de E. coli se ha reconstituido en
proteoliposomas y se demostré que es capaz de generar un potencial de
membrana hasta de 160 a 180 mV, y se ha sugerido que este potencial se
produce de una manera andloga a! producido por el citocromo boiz (Anraku
1988).

El citocromo bd reacciona con Oz y CO y presenta una K, por el
oxigeno que va de 0.02 a 039 uM (Kelly er al., 1990), lo que distingue a
este citocromo como una de las oxidasas bacteriana con mayor afinidad por
el oxigeno (Rice y Hempding. 1978). Esto permite una mayor tasa de
respiraciéon a bajas concentraciones de O>. Sin embargo, el precio a pagar es
que la eficiencia de acoplamiento el menor en el citocromo bd que la de la
quinol oxidasa de tipo bos (Puustinen er al.. 1991). La translocacién neta de
protones a través de la membrana por el citocromo bd se lleva a cabo en
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una relacién de 1H*/ electron (e-), mientras que la translocacién neta de
protones por la oxidasa de tipo bos es el doble de eficiencia, 2H%/ e-
(Puustinen er al., 1991).

Es importante enfatizar que no es necesariamente el principal
interes de un organismo utilizar un sisterma respiratorio con la mads alta
relacién H*/e-- Aunque si bien. la principal funcién del sistema respiratorio
es la de generar una fuerza proton motriz, la cual es utilizada para la
sintesis de ATP para ser usado en una variedad de funciones esenciales, el
sistema respiratorio también es necesario para la regeneracién de NAD a
partir de NADH y, para la eliminacién de equivalentes reductores. Esta
ultima funcién es importante, especialmente bajo condiciones de
crecimiento en donde las células tiene un adecuado suplemento alternativo
de energia. Por ejemplo, de la glucdlisis o de la fotosintesis. En adicién,
bajo algunas condiciones de crecimiento, el sistema respiratorio puede ser
importante para reducir la concentracién de O2 con el fin de proteger del
daio a las enzimas sensibles a este gas. Esto ha sido sugerido, por ejemplo,
como una funcién de la oxidasa de tipo bd de las bacterias entéricas (Hill er
al., 1990) y bajo condiciones de fijaciéon de Nitrégeno en A. vinelandii (Kelly
et al., 1990). Bajo tales condiciones. la tasa respiratoria puede ser de gran
importancia para la supervivencia que la eficiencia en la translocacién
proténica. En suma, dependiendo de las condiciones de crecimiento, las
células deben de balancear sus necesidades competitivas a manera de
optimizar la cadena respiratoria en terminos de: (i) maxima tasa H%/e-; (ii)
ripido removimiento del exceso de equivalentes reductores; (iii) como

consumidor de Oas.

Citocromo c¢bb3

Ha sido recientemente aislada de R. sphearoides (Garcia-
Horsman et al., 1994) y R. capsulatus (Gray et al., 1994) y B. japonicum
(Preisig et al., 1996), y genéticamente caracterizada en B. Japonicum, R.
meliloti (Kahn et al., 1993) y Azorhizobium caulinodas (Mandon et al.,
1994). Esta inusual citocromo c¢ oxidasa tiene una subunidad homédéloga a la
subunidad I (fixN). Sin embargo, esta subunidad carece de muchos de los
residuos normalmente presentes en todas las otras variantes (Saraste y
Castresana 1994). Las oxidasa de tipo cbb3z carecen de las subunidades II y
IIl equivalentes a las eucaridticas y en su lugar tiene dos citocromos de
tipo c¢. Datos reciente indican que esta oxidasa puede bombear protones
(Raitio ez al., 1994), sugiriendo que la subunidad I por si sola es suficiente

para realizar esta funcién.

15



Con la excepcion de las oxidasas de tipo c¢bbs3, todos los grupos
pProstéticos metidlicos de las oxidasas tipo hemo-Cu se encuentran

contenidas en las subunidades [ y II.

A este complejo oxidasa terminal se le ha denominado como la
oxidasa simbidtica y su reciente caracterizacién bioquimicas en R.
Japonicum han arrojado datos que apoyan esta idea (Preisig et al., 1996).
La oxidasa purificada de membranas de células crecidas anaerébicamene

tiene las propiedades de oxidar tanto al citocromo ¢ como al colorante
La secuencia de

TMPD (N, N. N’', N’'-tetrametil-p-fenilendiamina).

aminodcidos de las subunidades constituyentes de mayor tamaifo
confirmaron la presencia de los productos de los genes fixN, fixO y fixP. Las
proteinas FixO y FixP fueron citocromos de tipo ¢ unidos a la membrana y

mostraron actividad de peroxidasa en geles de acrilamida-SDS (M;s de
proteina FixP fué

29,000 y 31,000, respectivamente). La
inmunolégicamente detectable en membranas aisladas de bacteroides de
nédulos de raiz y, el 85% de la actividad de citocromo ¢ oxidasa en estos

bacteroides fué atribuida a la oxidasa cbbi. Los valores de la K, para el O3
de la enzima purificada de membranas de diferentes cepas mutantes y
silvestre de &B. japonicum fueron determinados por un metodo
espectrofotométrico con leghemoglobina de soya oxigenada como sistema
de entrega de O»>. El valor derivado de la K, para el O de la oxidasa cbbs
en membranas fué de 7 nM. el cual es de seis a siete veces mis bajo que el
la citocromo oxidasa aerdbica citocromo a-+a3z. Por todos
estos datos se puede concluir que oxidasa cbb3 sostiene la respiracidn
microaerdbica en los bacteroides endosimbiéticos. Todas las propiedades de
esta oxidasa la diagnostican como un miembro de la subfamilia de oxidasas
tipo cbb3 de las oxidasa hemo-Cu (Preisig er al., 1996).

determinado para

Citocromo ¢ (Mesohemo)

Este grupo incluye a los citocromos c, ci, €2, €3. €550, €551 Y €558
en los cuales el grupo hemo se encuentra unido a la proteina, por lo que,
ensamblaje final para la formacién de un citocromo ¢ funcional requiere de
la ligacién del apocitocromo ¢ con el grupo hemo via uniones tioéster. El
ligamiento ocurre a nivel de dos distintos residuos de cisteinas del
apocitocromo c¢ (sitio de unién covalente para el grupo hemo; C-X-X-C-H),
con los residuos vinilo 2 y 4 del grupo hemo (Taniuchi er al.. 1983). La
unién covalente del grupo hemo C a la proteina se considera como una
modificacién evolutiva de la estructura del citocromo ¢ para prevenir la
disociacién del mesohemo y la apoproteina., lo que le permite a este tipo de
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citocromos funcionar en el periplasma o en al superficie periplismica
(Pettigrew y Moore 1987).

Complejo citocromo bcy

El citocromo bc; es un complejo protéico oligomérico
membranal el cual transfiere electrones de un quinol con un relativo bajo
potencial a un citocromo de tipo ¢ y deposita 4 protones en el lado
electropositivo de la membrana por cada par de electrones transferidos a
dos moléculas de citocromo de tipo c¢. La reacciéon catalizada por el
complejo bc; estd descrita por la ecuacidn:

QH> + 2H* g + 2 Cox —mmoce e > Q + 4H* p + 2 Crea

En donde en subindice n y p designan a las superficies negativa y positiva
de la membrana, y cox ¥ cred se refieren a la forma reducida u oxidada del
citocromo ¢, respectivamente.

La actividad proton motriz del complejo bci convierte 1la
energia libre disponible de la reaccién de la transferencia de electrones en
un gradiente proton motriz a través de la membrana, en la cual el
complejo bc; se encuentra asimetricamente localizado. En bacterias el
complejo bc; se encuentra localizado en la membrana citoplasmadtica, y la
translocacién vectorial de protones es tal que el lado periplasmico de 1la
membrana es electropositivo. En mitocondrias este complejo se encuentra
localizado en 1la membrana interna mitocondrial, y el alto potencial
proténico se forma en el lado citosélico de esta membrana. El complejo bc)
es el midis comun de los complejos capaces de traducir la energia de la

transferencia de electrones para la translocacion de protones (Trumpower
1990).

El complejo bc; ha sido aislado de membranas plasmadticas
tanto de bacterias gram-negativas como gram-positivas, las cuales usan el
oxigeno, nitrégeno y compuestos sulfurosos como aceptores de electrones
asi como de bacterias fotosintéticas al igual que de mitocondrias de
eucariotes superiores e inferiores. En algas y cloroplastos de plantas
superiores el complejo citocromo bc: es muy similar. El complejo bc; es
comun, pero no universal en procariotes (Trumpower 1990).

La indicacién mads directa de un complejo bc; es la presencia de
la proteina hierro-azufre tipo Rieske. Hay un gran ndimero de citocromos ¢
y b que no estin relacionados con el complejo bc;, especialmente en
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bacteria. Las quinol oxidasas no utilizan al complejo bciy como donador de
electrones (Trumpower 1990).

2) FLAVOPROTEINAS

Las mds comunes son las que oxidan L-malato, D- y L-lactato,
L-glicerol-3-fosfato y L-dihidro-orotato. Todas contiene FMN (flavin-
adenin-mononucle6tido) excepto la L-lactato deshidrogenasa que contiene
FAD (flavin-adenin-dinucledtido). Estas proteinas tienen
subunidad que esta localizada del

al menos una

lado citoplismico de 1la membrana, a la

cual estin acoplados fosfolipidos especificos por medio de interacciones
hidrofébicas (Jones1988).

NADH deshidrogenasa.

Este sistema enzimdtico (también

la transferencia de equivalentes reductores desde el NADH (nicotin-
adenin-dinucledtido en su forma reducida) hasta la wubiquinona o 1la
menaquinona, siendo la via de entrada de electrones mas importante para
casi cualquier sistema respiratorio.

L.a enzima contiene flavina unida no
covalentemente (FMN o FAD) y mds de cuatro centros Fe-S (Jones1988).

Ilamado Complejo 1), cataliza

Succinato deshidrogenasa.

Esta enzima cataliza la reaccién de oxidacién del
fumarato y transfiere equivalentes reductores preferentemente a la
ubiquinona. El alto potencial redox del par fumarato-succinato (Em +30
mV) hace insignificante la contribucién de esta enzima en la conservacién
de energia, lo que impide el bombeo de protones (Jones1988).

succinato a

) QUINONAS

Las quinonas mas comunes en los sistemas transportadores de
electrones bacterianos son la ubiquinona (UQ) y la menaquinona(MQ), las
cuales estin formados

por micleos de 1,4-benzoquinonas o naftoquinonas
unidos a largas cadenas de poliisoprenos. La forma reducida de las
quinonas acepta 2H para formar los quinoles respectivos, los cuales se
forman via los intermediarios

semiquinona, su vez pueden

y esto a
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ionizarse para formar el anion QH- (Jonesl988). La ubiquinona es
componente redox de las bacterias gram-negativas mientras que la
menaquinona parece ser casi exclusiva de las gram-positivas; sin embargo,
las bacterias facultivas como las Enterobacteriacea (por ejemplo E.
contienen ambas quinonas.

La UQ es la quinona principal durante la
respiracién aerdbica o con nitrato como aceptor de electrones,

mientras la
MQ. de potencial redox mis negativo, estd involucrada en la respiracién del
fumarato (Jones1988).

coli)

TRANSPORTE DE ELECTRONES E
Rhizobiaceas

Diferencias

entre el
bacteroide.

crecimiento en vida libre y

Existen diferencias significativas en

la composicién y
organizacién del sistema respiratorio de los bacteroides y el de las células
en vida libre.

El tipo de citocromos y de deshidrogenasas son bdsicamente
diferentes en el bacteroide. Sin embargo. las diferencias parecen radicar
principalmente en el tipo de oxidasa que se encuentra en cada forma
diferenciada de la bacteria. Rhizobium en vida libre, puede crecer en varias
condiciones: aerébicamente, microaerofilicamente, y quimiolitotréficamente
en presencia de H> y CO:x como fuente de energia y de carbono
respectivamente. En cada condicién mencionada existe expresion

diferencial del sistema respiratorio ( O'Brian y Maier 1987, 1989;
Uchakrabarti

et al.,1987). La expresién de oxidasa multiples con diferentes
afinidades por el O3

es comiuin en las bacterias, lo que permite a estos
organismos sobrevivir en un amplio rango de concentraciones de oxigeno.

VIDA LIBRE.

El estudio de la composicién de la cadena de

transporte de
electrones se ha llevado a cabo en diferentes especies de Rhizobiaceas,
como R. etli, Rhizobium leguminosarum, B. japonicum, por citar a algunos,
sin embargo, en donde mejor ha sido caracterizada es en B. japonicum , en
donde y como se mencioné

también se han caracterizado los genes que
codifican para los distintos componentes de este sistema.

Las células de B. japonicum en vida libre contienen citocromos
intermedios de tipo b y ¢, asi como los citocromos a+a; y boj, cuya funcién

N

el
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como oxidasa en condiciones aerébicas se demostré por espectros de accién
fotoquimica (Appleby. 1969). Los citocromo a+a; y bo3z forman un
complejo con monéxido de carbono en una atmésfera de CO-O> (95:5, v/v).

La presencia de una oxidasa tipo a+a; en células de B.
Japonicum crecidas aerébicamente sugirié la existencia de una cadena
respiratoria de transporte de electrones similar a la que se encuentra en
mitocondria y en muchas bacterias aerébicas:

JbcFH cycM coxAB
2[H] --> Q --> FeS/bc; --> ¢ --> a+ay --> O3

Lo cual vino a ser confirmado por el aislamiento mutagénesis de genes que
codifican para los componentes de esta via.

El operén fbcFH contiene los genes de la proteina fierro-azufre
Rieske y de los citoctromos b y c¢; de la ubiquinol citocromo ¢
oxidorreductasa, también denominado complejo be; (Thény-Meyer er al.,
1989, 1991). .

En cultivos aerdbicos de células de B. Japonicum se ha
observado que el complejo a+a; recibe electrones del ubiquinol, via
complejo bc; y de un citocromo de tipo ¢ (cycM) (Bott et al.,1990) ademds
se mostré que este complejo bc; se requiere para el establecimiento de una
simbiosis efectiva. (Thony-Meyer et al., 1989 ; Bott er al., 1991). El gene
cycM codifica para un citocromo tipo c el cual, al contrario de la mayoria de
los citocromos de tipo ¢ bacterianos que son solubles, este se encuentra
anclado a la membrana (Bott et al.,1991). Este citocromo es homélogo a
citocromo c¢ soluble mitocondrial el cual presumiblemente esta involucrado
en la transferencia de electrones del complejo bc; a la oxidasa terminal
a+aj (Bott er al.,1991).

La oxidasa citocromo a-+ajesta codificada por los genes coxAB
(Bott et al.,1990; Gabel y Maier 1990). Mutaciones en el gene cycM o en el
gene estructural coxA del citocromo a+a; tienen un fenotipo simbidtico Fix+
(no estin afectados en la fijaciédn simbidtica de nitrégeno) lo cual muestra
que la rama respiratoria de los citocromos c-a+a; no es esencial para la
simbiosis (O'Brian y Maier, 1987; Nautiyal es al., 1989; Bott et al., 1990,
1991). Esto es consistente con el fuerte descenso o la ausencia completa de
citocromo a-+a, detectable espectroscépicamente en bacteroides o en células
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crecidas microaerdbicamente de la mayoria de cepas de B. japonicum
(Appleby 1984; Keister y Marsh, 1990; Preisig et al., 1993; Gabel et al.,
1994).

Por otro lado, al estudiar al gene coxA, se descubrié otra regidn
génica que aparentemente codificaba para una segunda oxidasa terminal
que aunque era diferente del citocromo a+a,;, pertenecia a la superfamilia
de oxidasas hemo-Cu (Bott et al., 1992). Por anidlisis de la secuencia
nucleotidica de esta regién se descubrié al operéon coxMNOP. El producto
del gene coxM comparte una similitud significativa con la subunidad II de
las citocromo ¢ oxidasas de otros organismos: en particular, todos los
ligandos de Cu, propuestos estin conservados, asi como los residuos de
aminodcidos acidicos que pudieran estar involucrados en la unién del
citocromo c¢. El gene coxN codifica para un polipéptido con una identidad
del 40% a los representantes de la subunidad I, incluida la proteina CoxA:
las seis histidinas que se supone unen a los grupos prostéticos (dos grupos
hemo y un Cug) estin totalmente conservadas. Los productos génicos de los
genes coxO y coxP son homdlogos a las proteinas de la subunidad III. Una
mutante coxN- de B. japonicurm no exhibié defectos obvios en crecimientos
en vida libre, aerdbicos o durante la simbiosis con la planta de soya. Esto
muestra que los genes coxMNOP no son esenciales para la respiracién del
bacteroide que se encuentra fijando N,. No se sabe a ciencia cierta bajo que
condiciones de crecimiento funciona esta oxidasa alternativa. Se ha
especulado (Bott et al., 1992) que pudiera ser equivalente al citocromo bos,
el cual se ha reportado que se expresa en células aerdbicas junto con el

citocromo a+a; (Appleby, 1984), pero no existe una confirmacién
bioquimica al respecto.

Por otro lado, recientemente se cloné y secuencié el gene coxX,
el cual codifica para una gran subunidad catalitica de lo que se ha
propuesto como la cuarta oxidasa de B. japonicum. El gene coxX codifica
para una proteina de 666 aminoicidos (M(r) 74,527) que exhibe un alto
grado de homologia con oxidasas terminales de un gran ndimero de
especies procariotes (Surpin ez al., 1994). Esta oxidasa muy probablemente
es una quinol oxidasa de tipo bo3 dado que bacterias con una mutacién en
los genes fbcFH exhiben sélo una velocidad de crecimiento reducida en
cultivos crecidos aerébicamente (Thoény-Meyer et al., 1989). El esquema
propuesto en la Figura 2 implica que se originan tres ramificaciones
respiratorias del complejo citocromo bc; y una ubiquinol oxidasa.
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1.0
2
cc ———#» cbbj microaerdbica
fixP fixOAiIXN (bacteroides)
2[H]—® UQ—® FeS/bc; —® CycM —® a+ag aerdbica
focFH cycM coxAB
c-——= CoxMNOP aerdbica
coxMNOP
& CoxX aerdbica
coxX eliminacién de O,
H O
FIGURA 2. Modelo de la cadena respiratoria ramificada de Bradyrhizobium japonicum.

Mutaciones en los genes fbcFH, fixP , 1ixO y fixN producen un fenotipo Fix". UQ = ublqulnolJ




En cuanto a la capacidad de 1la cadena respiratoria en
Rhizobium en vida libre para oxidar diferentes substratos, en terminos
generales, se ha observado que el NADH es el substrato que se oxida
preferencialmente, mientras que el succinato se oxida a menor velocidad
(Soberén et al., 1989, 1990). Datos provenientes de la utilizacién de
distintos inhibidores de la respiracién y de una cepa mutante de B.
Japonicum deficiente en citocromo a+a; demostraron que el NADH y el
colorante TMPD son oxidados por oxidasas distintas a las que oxidan el
succinato (O'Brian y Maier 1987). La alta velocidad de oxidacién del NADH
y del colorante TMPD de los extractos libres de células comparada con la
velocidad de oxidacién del succinato, puede deberse a la especificidad que
las oxidasas tiene por los substratos. Se ha sugerido que el citocromo a+a,
tiene una alta velocidad de recambio, y puede soportar un flujo mas alto de
electrones de lo que puede soportar el citocromo boi3. Sin embargo, el
citocromo bo3, parece ser mds adecuado para funcionar en condiciones de
bajo Oz que el citocromo a+a;. Las células crecidas bajo condiciones
restringidas de aereacion tienen disminuido, o no tienen citocromo a+as, lo
cudl es consistente con la idea de que este ultimo no es funcional bajo
condiciones limitantes de oxigeno (Avissar y Nadler 1978).

Generalmente, la expresion de citocromo a+a; y citocromo boj
en B. japonicum es reprimida en los nédulos de la raiz, en su lugar otras
oxidasas son expresadas para mantener la simbiosis (Preisig er al.,, 1996;
Kitts y Ludwig 1994). No obstante. el citocromo a+a; es retenido en
bacteroides de cepas de Bradyrhizobium sp. (Lupinus), R. leguminosarum
bv. viciae, B. parasponia, R. etli (Soberén et al., 1989) y B. japonicum
(Nautiyan er al., 1989; O’'Brian y Maier 1983; Ronson y Astwood 1985).
Mutantes de R. etli que expresan citocromo a+a; en condiciones
microaerofilicas son mads eficientes en fijar nitrégeno durante la simbiosis

(Soberén er al., 1989, 1990, 1991). Sin embargo, una cepa mutante
deficiente en citocromo a+a; de B. elkanii que expresa normalmente esta
efectivos

la simbiosis, es capaz de producir nédulos
1989). Por estas observaciones, es
la fijacién de

oxidasa durante
(Navarro et al., 1995; Nautiyan er al.,
dificil correlacionar la presencia de citocromo a+a; con
nitrégeno.

Adicionalmente, se demostré que una cepa mutante en la enzima
delta-aminolevulinato sintetasa (hemA~) de B. japonicum (Guerinot y
Chelm 1986) es capaz de crecer aerébicamente en medio adicionado de un
poco de extracto de levadura y sin la adicién de delta-aminolevulinato y
que estas células no tienen citocromos detectables (Frustaci et al., 1991).



Esta conclusién implica que B. japonicum es capaz de crecer aerdbicamente
usando una oxidasa que no contiene grupos hemo. De hecho, una
flavoproteina pudiera servir para esta funcién; tal proteina se ha pensado
que estid involucrada en proporcionar proteccién respiratoria a los
bacteroides fijadores de N, (Appleby 1984) y ha sido purificada (Maier ez

1990). Aunque esta flavoproteina puede oxidar in vitro al citocromo ¢

al.,
1990). un citocromo ¢ no necesariamente seria el

reducido (Maier et al..
donador fisiolégico de electrones in vivo.

De manera andloga, se ha reportado una ramificacién
alternativa sin citocromos presente en el sistema respiratorio de R. etli por
Barquera er al. (1991b). Esta rama alternativa se ha sugerido como una
flavoproteina capaz de oxidar NADH y, se distingue de la rama citocromo c¢
oxidasa por su baja afinidad por el O3, alta afinidad por en NADH y su
resistencia al ser inhibida por quinacrina y la luz ultravioleta. La actividad
de esta flavoproteina es inducida por NADH. o por la mezcla de
ascorbato+TMPD y se encontré presente en células crecidas aerdbica y
microaerofilicamente y estuvo ausente en células crecidas en anaerobiosis

y en bacteroides (Barquera er al. 1991b).

es relevante notar que no se habia detectado una
oxidasa conteniendo hemo tipo D en células de Bradyrhizobium sp en vida
libre o en bacteroides. Sin embargo, recientemente se demostro ésta
oxidasa estd presente en B. elkanii (Navarro et al., 199S5. Tanto
Azorhizobium caulinodans, R. leguminosarum como R. etli expresan el
citocromo bd bajo condiciones de aereacién restringida, aunque su funcién
como oxidasa no ha sido demostrada en Rhizobium (Barquera et al., 1991a;
Kitts y Ludwig, 1993) ni los genes estructurales de este citocromo han sido

clonados.

Finalmente,

SIMBIOSIS.

El primer descubrimiento importante sobre una cadena
respiratoria especifica de la simbiosis proviene del hecho de que
mutaciones por insercién en los genes del citocromo bc; (fbcFH) produjeron
un fenotipo Fix~ (Thony-Meyer et al., 1989). Este resultado indicaba la
existencia de una rama de la cadena respiratoria que se expresaba durante
la simbiosis y que se ramificaba a nivel del complejo bc;. Por analogia con
todas las cadenas respiratorias conocidas que se ramifican a partir de bc,,
esta rama deberia de consistir de un citocromo ¢ y una citocromo c¢ oxidasa.
La hipéStesis de la existencia de un citocromo ¢ en este ramal, fue
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corroborado por el fenotipo Fix~ de una mutante por TnS de B. japonicum
que aparentemente tiene un defecto en la biosintesis de todos los
citocromos tipo c. con excepcion del citocromo c¢; (Ritz ef al., 1993).

Recientemente se identifico, cloné y secuencié un locus genético
que contiene a los genes fixNOQP de B. japonicum, el cual se sugirié como
un candidato idéneo para codificar a los componentes del complejo
citocromo oxidasa especifica de simbiosis (Preisig er al., 1993). Genes
similares a estos fueron descubiertos primero en Rhizobium meliloti
(Boistard er al., 1991; Kahn er al., 1993) pero se desconocian su funcién y
su secuencia. En Rhizobium leguminosarum biovar viciae 'y Azorhizobium
caulinodans se han identificado genes homdlogos (SchiUter ez al., 1993;

Mandon et al., 1994).

La secuencias de aminodcidos derivadas de la secuencia de DNA
de los productos génicos de los genes fixNOQP de B. japonicum les
permitieron concluir que:

(i) FixN es una subunidad 1 caracteristica de una citocromo
oxidasa que tiene al menos 12 hélices transmembranales, 4 histidinas
conservadas como ligandos para el centro hemo-Cug, y otras histidinas que
pudieran unir al menos otro hemo adicional. posiblemente un hemo B. Sin
embargo, carece de muchos de los residuos presentes en todas las otras
oxidasas pertenecientes a esta superfamilia. (ii) FixO es un nuevo tipo de
citocromo ¢ monohemo anclado a membrana. (iii) FixQ es una proteina de
54 aminodcidos anclada a membrana que no presenta otros motivos
aparentes. (iv) FixP es un citocromo tipo ¢ dihemo y anclado a membrana
con una duplicacién interna de secuencia y alguna similitud a la clase ¢4 de

citocromos tipo c.

Estos datos sugieren que los genes fixNOQP codifican para un
complejo citocromo oxidasa nuevo, el complejo cbbz que se induce en
condiciones microaerdbicas y que es esencial en la simbiosis y que contiene
hemoproteinas tipos b y c¢ (Preisig et al., 1993). Este nuevo complejo
oxidasa terminal tiene todas las propiedades requeridas para encajar como
una rama respiratoria dependiente del complejo bc; que opera en
microaerobiosis y en los bacteroides que habitan los ndédulos radiculares.
La reciente caracterizacién bioquimicas de esta complejo oxidasa terminal
de R. japonicum han arrojado datos que apoyan esta idea (Preisig er al.,
1996). La oxidasa purificada de membranas de células crecidas
anaerSbicamene tiene las propiedades de oxidar tanto al citocromo ¢ como
al colorante TMPD. La secuencia de aminodcidos de Jas subunidades
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constituyentes de mayor tamaiio confirmaron la presencia de los productos
de los genes fixN, fixO y fixP. Las proteinas FixO y FixP fueron citocromos
de tipo ¢ unidos a la membrana y mostraron actividad de peroxidasa en
geles de acrilamida-SDS. La proteina FixP fué inmunolégicamente
detectable en membranas aisladas de bacteroides de nédulos de raiz y,

85% de la actividad de citocromo c¢ oxidasa en estos bacteroides fué
contribuida por la oxidasa cbb3. Los valores de la K, para el Oz de la
enzima purificada de membranas de diferentes cepas mutantes y silvestre
de B. japonicum fueron determinados por un metodo espectrofotométrico
con leghemoglobina de soya oxigenada como sistema de entrega de O». El
valor derivado de la K, para el O> de la oxidasa cbb3z en membranas fué de
7 nM, el cual es de seis a siete veces mias bajo que el determinado para la
citocromo oxidasa aerdbica citocromo a+a3. Por todos estos datos se puede
concluir que oxidasa cbbis sostiene la respiracién microaerébica en los

bacteroides endosimbiéticos (Preisig er al.. 1996).

el

Los bacteroides de &B. japonicum también contienen
sin grupo hemo, los cuales tienen una alta actividad de
Esta actividad es sensible a la atebrina, al cianuro y a
pero no lo es al monéxido de carbono. Esta

FAD o FMN, lo cual

componentes
citocromo ¢ oxidasa.
otros agentes metaloquelantes,

actividad puede ser parcialmente restaurada por
sugiere que la oxidasa puede ser una flavoproteina (O'Brian y Maier, 1989).
CADENAS RESPIRATORIAS DE Rhizobium etli.

rico

crecidas aerébicamente en medio
expresan citocromos tipos b y ¢, y dos citocromo oxidasas terminales; el
citocromo bos y el citocromo a+ajz. El citocromo a+a3 se expresa
parcialmefte cuando las células se cultivan en medio minimo y durante la
simbiosis (Figura 3) (Soberén er al., 1989). Ambas citocromo oxidasas
fueron idcntificadas por espectros de fotodisociacién y por ensayos de
unién de oxigeno. En R. etliy R. leguminosarum se ha observado la
expresién de una tercera citocromo oxidasa terminal, el complejo citocromo
d (Barquera et al., 1991a). Ademas, se ha documentado la existencia de
una via respiratoria que no contiene citocromos, Ila cual tentativamente se
ha propuesto que contiene una flavoproteina oxidasa dependiente de NADH
(Barquera ez al., 1991b). Esta via presenta una muy baja afinidad hacia el
oxigeno (Kmapp= 80 uM, Barquera et al., 1991b). La composicién del sistema
etli es muy parecida a la cadena respiratoria reportada

1996) (Figura 2).

Las células de R. etli

respiratorio de R.
en B. japonicum (Preisig et al.,
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b —>» d microaerdbica

Flavoproteina Ho0 aerdbica

FIGURA 3. Cadenas respiratorias presentes en Rhizobium etli. UQ = ubiquinol.




La expresiéon de las diferentes oxidasas terminales de R. etli en
vida libre esti regulada por oxigeno como ha sido reportado en otras
especies bacterianas (Spiro y Guest 1991). El citocromo a+a3 se expresa en

cultivos aerdbicos en crecimiento exponencial, pero se reprime en
condiciones microaerdbicas y crecimiento estacionario, condiciones en las
que se induce el complejo citocromo d (Soberén et al., 1989; Barquera et

al., 1991). El citocromo bo3, a su vez, se expresa tanto en condiciones
aerdbicas como microaerdbicas (Soberdn, ar al., 1990). La flavoproteina
oxidasa dependiente de NADH se expresa en cultivos aerébicos y semi-
anaerdbicos, pero no se detecta en cultivos anaerdbicos o en bacteroides
(Barquera et al., 1991b). El papel de cada una de estas oxidasas terminales
en el establecimiento de wuna simbiosis efectiva ha empezado a ser
estudiado por medio del aislamiento de mutantes.

TRANSPORTADORES ABC

Los compartimentos celulares y subcelulares estdn separados
del medio externo por medio de membranas lipidicas. La supervivencia
celular requiere del transporte regulado y selectivo de moléculas
especificas a través de estas membranas; no solo para adquirir nutrientes o
excretar productos de desecho, sino ademds, para llevar a cabo funciones
relacionadas con la regulaciéon celular. La importancia del transporte
membranal de la célula estd ejemplificado por el hecho de que casi el 20%
de los genes identificados hasta el momento en E. coli estin asociados con
funciones de transporte (Fath y Kolter 1993).

El transporte transmembranal estd mediado por sistemas
protéicos asociadas especificamente con la membrana. Estos sistemas de
transporte pueden agruparse dentro de un limitado nimero de familias.
Los miembros de estas familias se encuentran relacionados tanto en su
secuencia como en sus mecanismos moleculares. Esto sugiere que muy
probablemente tengan un origen evolutivo comin. La caracterizacion de
éstas proteinas y su funcién en la fisiologia celular ha sido una de las
principales areas de estudio en el tema durante los idltimos afos.

Las proteinas al igual que otras muchas moléculas que son
sintetizadas en el citoplasma bacteriano, deben pasar frecuentemente una
o mds membranas para alcanzar su destino final. Un gran nudmero de
proteinas son transportadas por la maquinaria sec (Pugsley 1993). La
secrecion dependiente de este sistema requiere de algunas caracteristicas
estructurales que son inherentemente compatibles con el uso de estd via.
Uno de ellos es que el producto secretado sea una proteina con una

M)



secuencia sefial en el extremo amino terminal. Este requisito limita en
cierto modo el tipo de moléculas que pueden ser transportados por este
sistema (Pugsley 1993).

l.os productos de secrecién no protéicos, las proteinas
extracelulares de las bacterias gram-negativas, que deben atravesar tanto
la membrana interna como la externa, no utilizan la maquinaria Sec. Lo
anterior indica que muchas moléculas deben encontrar vias alternas para
abandonar el citoplasma. Este problema se resuelve por la existencia de
otros sistemas de transporte que facilitan la translocacién membranal de
diversos productos con un alto grado de especificidad por el sustrato
(Higgins, 1992; Lory 1992, Pugsley et al., 1990; Wandersman 1992).

Uno de los sistemas que han sido identificados recientemente
en. distintos sistemas bioldgicos. es el sistema de transportadores ABC. Esta
superfamilia es muy grande y diversa, y recientemente ha recibido
considerable atencién debido a que esti asociada con una gran diversidad
de procesos bioldgicos. tanto en procariotes como en eucariotes (Higgins,
1992; Lory 1992). Actualmente se conocen mds de 60 transportadores ABC.
La mayoria de ellos han sido reportados en especies procariotes.

Cada transportador ABC es altamente especifico para un
substrato dado. No obstante, la variedad de substratos que son manejados
por diferentes transportadores es enorme (Higgins, 1992). Estos substratos
no solo son quimicamente diferentes sino que también varian ampliamente
en tamafio. Se han caracterizado transportadores especificos para
aminodcidos, azicares, iones inorganicos, polisacdridos, polipéptidos e
incluso proteinas (Higgins, 1992). Los mecanismos por los cuales se
presenta tal diversidad, representa un intrigante problema. Mientras que
algunos de estos transportadores actian como sistemas de importacioén,
otros lo hacen como sistemas de exportaciéon, lo cual hace mads interesantes
el estudio de estos sistemas.

Tipicamente, los transportadores ABC utilizan la energia de Ila
hidrélisis del ATP para bombear substratos a través de la membrana,
normalmente en contra un gradiente de concentracion (Higgins, 1992). Los
sistemas que utilizan ATP requieren de un componente que sea capaz de
unirlo. Los dominios estructurales que pueden eficientemente unir ATP y
facilitar su hidrélisis se han conservado a lo largo de la escala evolutiva.
Por lo tanto, no es sorprendente que esto sistemas de transporte muestren
un motivo de unién a ATP conservado. Este motivo consiste en los sitios A
y B que forman la unién para el ATP (ver figura 7). Esta regién altamente
conservada ha sido denominada “cassetite de unién de ATP” ( ATP binding
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cassette o ABC por sus siglas en inglés). Las proteinas que contienen esta
regién son identificadas como transportadores ABC o, alternativamente

ATPasas de triifico (Mimura et al.. 1990).

ORGANIZACION DE DOMINIOS

Los transportadores ABC requieren de la participacién de
miiltiples dominios protéicos organizados de una forma caracteristica. La
estructura tipica de estos tipos de transportadores consiste de cuatro
dominios asociados con las membrana (Figura 4). Dos de estos dominios
son altamente hidrofébicos y cada uno consiste, normalmente, de seis
segmentos transmembranales. Estos dos dominios forman la ruta a través
de la cual los substratos cruzan la membrana y, una gran porcién de éstos
se cree que determina la especificidad por el substrato del transportador.
Los otros dos dominios estin periféricamente localizados en la cara
citoplismica de la membrana. Estos dominios son los que unen ATP y
acoplan la hidrdélisis de este al proceso del transporte. La secuencia de estos
dos dltimos dominios ha sido conservados a través de la escala evolutiva.

Los dominios individuales de wun transportador ABC
frecuentemente se expresan como polipéptidos separados; particularmente
en especies procariotas (por ejemplo, el oligopéptido permeasa de
Salmonella typhimurium; Figura 5A) ( Hiles et al., 1987). Sin embargo, hay
varios ejemplos en los cuales los dominios se encuentran fundidos en uno
mayor, un polipéptido multifuncional. Casi cualquier tipo concebible de
fusién han sido seinalado en la literatura. Por ejemplo, los dos dominios de
unién al ATP del transportador de ribosa de E. coli se han fundido en una
proteina de doble tamaiio (RbsA; Figura SB)( Bell et al., 1983). Los dos
dominios transmembranales del transportador del hidroxamato férrico de
E. coli (FhuB) estin fundidos en un solo polipéptido (Figura 5C) (Coulton ez
al., 1987). El presunto transportador del complejo mayor de
histocompatibilidad en humano (MHC), consiste de dos polipéptidos, RING 4
y RING 11, cada uno de los cuales comprende un dominio hidrofébico en el
extremo amino terminal y un dominio de unién al ATP en el carboxilo
terminal (Figura 5D) (Trowsdale et al., 1990; Powis et al., 1992; Spies ez al.,
1990). Finalmente, una gran variedad de transportadores en eucariotes,
tales como el de la P-glucoproteina responsable de la resistencia al
tratamiento multidrogas en humanos (MDR)(Figura SE) y el producto del
gene de la fibrosis cistica (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator, CFTR)(Figura 5F), tienen los cuatro dominios fundidos en un gran
polipéptido (van der Bliek e al., 1987; Riordan et al., 1989).
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Union de ATP

CITOPLASMICO

FIGURA 4. Tipica organizacidn estructural de un transportador ABC. E! nlcleo de un tipico
transportador ABC se encuentra esquematizado como péptidos separados (aunque ellos algunas
veces se encuentran fundidos en uno solo; ver texto). Los dos dominios transmembranales
atraviesan seis veces la membrana: un total de doce segmentos transmembranales por
transportador. Los cortos motivos secuenciales conservados (Dassa & Hofnung 1985) entre
estos transportadores se indican por (*) en una de las asas citopldsmicas, entre los
segmentos transmembranales 4 y 5 de cada dominio. Estos puede estar involucrados en la
interaccién con el dominio de unidn de ATP. Sitios potenciales de glicosilacién de
transportadores ASC de eucariontes { G ) se encuentran en la cara extracelular de la membrana.




El nicleo conformado por los cuatro dominios aparentemente
provee de la maquinaria suficiente para mediar la translocacidén
transmembranal del soluto. Sin embargo. algunos transportadores ABC
tienen un dominio adicional. Por ejemplo. el transportador ABC asociado
con la fibrosis cistica (CTFR), tiene un quinto dominio. el dominio R (Figura
5F), el cual no tiene equivalente en ningin otro transportador ABC y, tiene
una funcién regulatoria (Cheng ez al., 1991).

Muchos transportadores bacterianos tienen componentes
protéicos adicionales ademids de la proteina(s) que conforma(n) el nicleo
del transportador. Estas proteinas se expresan junto con dominios que
constituyen el mnicleo translocador. Estos factores adicionales han sido
identificados en varias bacterias gram-negativas y se ha demostrado que
son necesario cuando el producto de secrecién esti destinado a ser
inmediatamente liberado en el medio extracelular. Estas proteinas son
normalmente referidas como "factores accesorios”.

En muchos de los sistemas de exportaciéon, los factores
accesorios fraccionan principalmente en la membrana interna, con un
fraccionamiento menor en Ila membrana externa (Delepelaire y
Wandersman 1991). Esto es consistente con la hipdtesis de que el factor
accesorio esti anclado en la membrana interna y atraviesa el periplasma.
El factor accesorio actia conectando la membrana interna con la externa y
su funcién es facilitar la exportaciéon de los productos a través de las
membranas en las células gram-negativas. El gene que codifica para el
factor accesorio siempre se encuentra unido al gene que codifica para las
proteinas ABC. Por ejemplo, La proteina HiyB, la cual exporta la~ hemolisina
a través de la membrana citoplasmitica, es coexpresada con la proteina
HlyD, la cual participa en el transporte de la hemolisina a través de la
membrana externa (Felmlee er al., 1985). De manera andloga, el gene labB
que se cotranscribe con los componentes del transportador de la maltosa
en E. coli, no es requerido para el trasporte activo a través de la membrana
citoplasmica . Sin embargo, su producto facilita la entrada de la maltosa a
través de la membrana externa (Hengge y Boss 1983).

Muchos de los exportadores ABC de las bacterias gram-
negativas no tienen factores accesorios en particular aquellos involucrados
en el transporte de substratos no protéicos. En estos sistemas, el destino
final de los productos de exportaciéon es el periplasma o la membrana
externa. solo en pocos casos se requiere de la participacion de  proteinas
adicionales para complementar la translocacién del producto en la
membrana externa (Higgins, 1992).
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Organizacién de dominios de distintos transportadores ABC. Un tipico

FIGURA 5.

transportador ABC consiste de cuatro dominios. Dos dominios transmembranales
altamente hidrofdbicos —— ] , los cuales forman la ruta de translocacién, y dos
dominios citoplasmicos , 10§ cuales acoplan ia hidrdélisi det ATP al proceso
de transporte. Ciertos transportadores tienen dominios adicional que no forman
parte del mecanismo de translocacién transmembranal EEEE . Los dominios son

frecuentemente codificados como polipéptidos separados; sin embargo, elios
tambien pueden fusionarse en una o varias combinaciones alternativas. Ver texto

para mayor detalle.




Notablemente, todos los transportadores ABC bacterianos que
median el ingreso de solutos requieren de una proteina de unién al
substrato, localizada fuera de la membrana citopldsmica, en el periplasma
(Figuras SA, B, C, G). Estos componentes periplismicos son esenciales para
el funcionamiento de transportadores a los cuales se asocian, aunque estos

no se encuentran integrados a el proceso de translocacién transmembranal
del producto en si (Higgins, 1992).

Actualmente no se ha comprobado que los transportadores
ABC funcionen con menos de cuatro dominios. En la ausencia de evidencias
que prueben lo contrario, es razonable asumir que el nicleo de cuatro
dominios forma la unidad basica que es necesaria para mediar la
translocacién del soluto. Algunos transportadores sencillos, tales como el
exportador de 1la hemolisina (HlyB), el cual solo tiene un dominio
hidrofébico y un dominio para la union de ATP (Felmlee et al., 1985),
parecen funcionar como homodimeros, aunque esto no ha sido probado
experimentalmente.

DOMINIOS TRANSMEMBRANALES

Los dos dominios transmembranales de los transportadores
ABC son altamente hidrofébicos. La secuencia de aminodcidos predicha a
partir de la secuencia nucleotidica muestra que estas proteinas estan
constituidas por miiltiples segmentos de o-hélices que son capaces de
atravesar la membrana. La mayoria de los transportadores predichos
tienen seis de estos segmentos por dominio, un total de doce por
transportador. El extremo amino terminal de estos transportadores, al igual
que el extremo carboxilo terminal, se encuentra en el lado citoplismico de
la membrana. En este mismo lado se encuentran dos lazos; otros tres se

encuentran en el lado extracelular (Figuras 4 y 6). La disponibilidad de
datos experimentales se limita a unos cuantos transportadores. Sin
embargo, seis segmentos transmembranales se han identificado er 1la

permeasa del oligopéptido de S. typhimurium (Pearce et al., 1992).
Adicionalmente, se ha probado que los dominios hidrofébicos de los
translocadores HlyB y PrtD también atraviesan la membrana citoplasmica
seis veces (Wang er al., 1991; Delepelaire y Wandersman 1991). Estos
polipétidos probablemente funcionen como homodimeros, de tal modo que
cada complejo de transporte tiene doce segmentos que atraviesan la
membrana como regla. Estudios con anticuerpos epitope-especificos contra
la P-glicoproteina que confiere la resistente a multidrogas de mamiferos
apoya esta afirmacién (Zhang y Ling 1991). La topologia predicha también
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coloca a los sitios de glicosilacion de la P-glicoproteina y CFTF en la cara
extracelular de Ia membrana y al dominio de unién de ATP en la cara
citoplidsmica (Figura 6). El dnico dato inconsistente con este modelo general
propone que dos de los segmentos transmembranales predichos de uno de
los dominios hidrofébicos en la P-glicoproteina (pero no el equivalente al
otro dominio), no transpasa la membrana (Zhang y Ling 1991). Sin
embargo, la similitud entre las dos mitades de la P-glicoproteina y la
analogia con otros transportadores ABC, sugiere que es poco probable que
ambos segmentos verdaderamente se orienten de manera diferente en la

membrana.
no

de los transportadores ABC, aparentemente
las dos veces seis helices transmembranales.
coli

Algunos
transportador de la maltosa de E.
1990). El

paradigma de

conforman el

Por ejemplo, la proteina MalF del

tiene ocho segmentos transmembranales (Ehrmann ez al.,

alineamiento con componentes equivalentes de otros transportadores

indican que MalF consiste de seis segmentos transmembranales estandar,

ademds de una extensiéon en el extremo amino terminal con dos segmentos
adicionales (Figura 6). Estos dos segmentos
la mds minima pérdida de Ia

transmembranales

transmembranales pueden ser deletados sin
funcion de MalF (Ehrmann er al., 1990). Owra excepcién es el transportador
tvphimurium, el cual presenta dos dominios
transmembranales

de la histidina de S.
hidrofébicos (HisQ y HisM) que tienen cinco segmentos
alineamiento con otros tipos de transportadores
amino terminal de cada

(Higgins et al., 1982). El
(Figura 6) indicé que el segmento transmembranal
dominio estaba ausente, lo que ocasiona que el extremo amino terminal se
localice en el exterior de la célula. Esta orientaciéon no ha sido demostrada
experimentalmente, aunque esto pudiera indicar que diez segmentos
transmembranales conforman la minima unidad requerida para formar la
ruta de translocacién por si misma. Los segmentos transmembranales
adicionales situados en la porcién amino terminal de la mayoria de los

probablemente correcto plegamiento,

transportadores, facilita el
empaquetamiento y orientacién dentro de la membrana.

DOMINIOS DE UNION DE ATP
transportadores ABC es su

de wuna longitud de

identidad en

El rasgo mds caracteristico de los
dominio es
variando

dominio de unién de ATP. Cada
apoximadamente 200 aminodcidos y comparte considerable
su secuencia con los dominios de diferentes transportadores;
entre el 30 y el 50% dependiendo del transportador con que se compare
identidad en Ja secuencia de aminodcidos es

(Hyde et al., 1990). La
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Adentro Aluera Adentro Aluera Adertro Afuera Adentro
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*
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Ndr ( N-terminal ) N —_%_--_--— c

FIGURA 6. Segmentos transmembranales de un transportador ABC. La mayoria de los transporiadores ABC
consisten de dos dominios relacionados, cada uno con seis segmentos transmembranales predichos (p. ej.
OppC, uno de los dos dominios del transportador de oligopéptidos de S. typhimurium). Un corto motivo
conservado estd localizado en 1a lazo ciloplasmico entre los segmentos transmembranales 4 y 5 se

encuentra indicado por ( * ) Los extremos amino y carboxilo se encuentran ubicados en ei citoplasma. Los
sitios de glicosilacion de los transporiadores de mamiferos se encuentran en lazos extracelulares ( indicados
por un garabato). Clertos transportadores no parecen adaplarse a este patrdn, Asi, los componentes HisQy
HisM del transportador de histidina poseen solamente cinco segmentos transmembranales. Ellos se pueden
alinear con otros transporiadores y carecen del segmento 1. Otras proteinas, tales como MalF del
transporiador de maltosa de E. coli, tiene ocho segmentos transmembranales. Los seis segmentos
transmembranales que se encuentran hacia el extremo carboxilo terminal pueden ser alineados con los
segmentos transmembranales de otros transportadores. Los dos segmentos fransmembranales ubicados en
¢l exiremo amino terminal pueden ser deletados de la proteina sin alterar su funcién. Ver texto para mayor
detalle.




generalmente mayor entre dos dominios de unién de ATP de un solo
transportador que entre los dos dominios de diferentes transportadores.
Los dominios estructurales que pueden unir ATP
eficientemente y facilitar su hidrélisis han sido conservados a través de la
evolucién y, por lo tanto, no es sorprendente que las proteinas que
conforman a estos sistemas de transporte muestren un motivo de unién de
ATP conservado. Esta region altamente conservada a sido denominada
cassette de uniéon de ATP (ABC) (Mimura et al., 1990). La conservacién en
la secuencia de aminoidcidos de los dominios de unién de ATP, incluye dos
motivos cortos (A y B) que se asocian en diferentes proteinas con la unidén
de nucleétidos (Fath y Kolter 1993) (Figura 7). Este motivo es conocido por
varios nombres, siendo el "motivo de Walker” (Walker e¢ al., 1982) mads
usado. EI sitio de unién de ATP se encuentra al final de una «a-hélice; los
residuos GXGKST forman un giro que lleva al residuo de lisina a una
cercana proximidad con el Mg2+_ATP . E! residuo de dacido aspdrtico en el
sitio B estd en cercana proximidad en el espacio con el sitio A, y su carga
negativa puede interaccionar con la molécula de Mg2+-ATP ( Walker et al.,
1982) (Figura 7). Es importante enfatizar que la identidad en la secuencia
nucleotidica se extiende sobre todo el dominio y va mucho mads alla del
dominio Walker. Esto claramente distingue los dominios ABC de otras
proteinas unidoras de nucleédtidos. No todas las proteinas con un motivo

Walker son proteinas ABC (Higgins, 1992).

El uso de anticuerpos epitope-especificos contra el
transportador ABC asociado con la resistencia al tratamiento multidrogas
en mamiferos (Mdr), demostré que estos dominios son solamente
accesibles del lado citoplismico de la membrana (Georges er al., 1990; ). Del
mismo modo, los componentes de unién de ATP en los transportadores ABC
bacterianos de oligopéptidos e histidina, OppF y HisP respectivamente, son
de la célula que del citoplasma

menos accesibles desde el exterior
1991). Esta localizacién es enteramente consistente con el

(Kerppola ez al.,
papel de acoplamiento entre la hidrélisis del ATP y el transporte.

En los transportadores donde el dominio de unién de ATP es
parte de un polipéptido multidominio (P. ej. P-glicoproteina) (Figura SE),
los dominios transmembranales sirven .como un anclaje en la membrana.
Auldn y cuando se expresen como polipéptidos separados (P. ej. en muchos
sistemas bacterianos. Ver Figura 5), el dominio de unién de ATP se asocia
con los componentes transmembranales (Kerppola etz al., 1991). Esta
interacciones deben de ser especificas de tal modo que un dominio de
unién de ATP de un transportador no puede normalmente reemplazar a
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i:ﬂuaenue, ECOLY, Escherichia coli. E! cassette de union de ATP se encuentra subrayado en los sitios
yb




otro. Cada transportador ABC tiene dos dominios de unién de ATP y ambos
requieren ser funcionales. Asi, la eliminacion de uno de estos dos dominios
del transportador de oligopétidos Opp, en Bacillus subtilis impide su
funcién (Hiles er al., 1987). La introduccién de una mutacién en cualquiera
de los dos dominios de unién de ATP de la P-glicoproteina o del sistema de
exportacion del factor-a de levaduras (STE6) (Azzaria er al., 1989;
Berkower y Michaelis 1991), reduce dramdticamente la actividad del
transporte. Sin embargo, no es claro si los dos dominios de ATP son

tales como la permeasa

funcionalmente equivalentes. En transportadores
los dos dominios de unién de ATP son

de histidina de S. typhimurium,
idénticos (Kerppola er al., 1991), lo cual sugiere equivalencia funcional.

PROTEINAS DE UNION PERIPLASMICA

Las primeros transportadores ABC caracterizados fueron los
transportadores dependientes de proteinas de unién de substrato en
bacterias gram-negativas. Uno de los rasgos que distinguen a este tipo de
transportadores de otros sistemas de transporte activo es su sensibilidad

1974), que resulta en la pérdida

al shock osmético en frio (Berger y Heppel
de proteinas especificas del periplasma. Estudios genéticos subsecuentes,
proteinas periplismicas se encontran asociadas con

demostraron que estas
los sistemas de transporte y son un requerimiento indispensable para su
funcién. Hay muy poca conservacién en la secuencia entre proteinas de
unién de diferentes substratos. La sola excepcién son el par de proteinas
peripliasmicas que interactian con el mismo complejo transmembranal (P.
ej. las proteinas de unién de la histidina y lisina-ornitina-arginina, las
cuales entregan substratos al complejo HisMQP en la membrana) (Higgins y
Ames 1981). Estas proteinas son relativamente fdciles de purificar y han
sido estudiadas en detalle. Varian en un rango de tamaiio de entre 25 kDa
la histidina; Higgins y Ames 1981) a 59 kDa
Hiles y Higgins 1986). Una gran
sido cristalizadas y su estructura
y Quiochol1991). Todas ellas
dominios globulares y wuna
del substrato.
unido via

(proteina de unioén de
(proteina de unién de oligopéptido;
variedad de este tipo de proteinas han
tridimensional ha sido determinada (Vyas
tienen una estructura similar con dos
hendedura entre éstos para formar el sitio de wunién
Cualquiera que sea la naturaleza del substrato parece estar

puentes de hidrégeno (Vyas y Quiochol1991).

Si bien los componentes peripldsmicos son requeridos para el
funcionamiento de los transportadores con los que se asocian, estos no

integran por si mismos el mecanismo de translocacién transmembranal.
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Muchos transportadores ABC, incluyendo a todos los sistemas eucarioticos
conocidos, no requieren de componentes equivalentes (Figura 5). La
interaccion del complejo proteina de unién-substrato con los dominios
asociados con la membrana es requerida para la hidrélisis de ATP, esto
implica un cambio conformacional inducido en los dominios asociados con
la membrana que rodea al transportador (Petronilli ¥y Ames 1991).

ESPECIFICIDAD POR SUBSTRATO

En los sistemas de importacién bacterianos, las proteinas de
unién periplismicas juegan un papel importante en la determinacién de la
especificidad por el substrato. Sin embargo. los sistemas que no presentan
proteina de unién, los dominios asociados con la membrana deben de estar
involucrados con esta funcién. El peso de las evidencias apuntan a los
dominios transmembranales, midis que a los dominios de unién de ATP,
como los determinantes primarios de Ia especificidad. Dado que las
mutaciones que cambian la selectividad de un transportador
invariablemente alteran los dominios transmembranales. Es asi, como Ila
deleciédn de cuatro aminodcidos en uno de los segmentos membranales del
dominio transmembranal del transportador de histidina de S. typhimurium
(HisM) alteran la selectividad de este por L-histidol (Payne et al., 1985).
Similarmente, las mutaciones que permiten que el transportador de
maltosa de E. coli pueda transportar un andlogo p-nitrofenil-a-maltosido
(normalmente no es substrato) altera los dominios transmembranales .

Asumir que los residuos aminodcidos que contribuyen en el
reconocimiento por el substrato residen en diferentes segmentos
transmembranales y lazos extramembranales es factible. Sin embargo, no
es posible determinar la especificidad por el substrato de un transportador
ABC, o aun mas, la clase quimica del substrato a partir de la secuencia
primaria. Los residuos involucrados en determinar tal especificidad serdn
claramente definidos cuando la organizacién tridimensional de los dominios

transmembranales sea elucidada.

EL PAPEL DEL ATP: Acoplamiento de energia para
transporte
Los mecanismos del acoplamiento de energia para el transporte

han sido extensamente estudiado en los transportadores ABC provenientes
varios sistemas biolSgicos (Higgins, 1992). Los requerimientos de energia

el



de los transportadores ABC fueron distiguidos de otros sistemas de
transportadores basados en la diferente sensibilidad a los inhibidores

metabdlicos (Berger y Heppel 1974). Estos primeros estudios permitieron
sugerir que la hidrdlisis de ATP provee de la fuerza rmotriz para la
acumulacién del substrato, en contraste con otro tipo de transportadores
que aparentemente responden a un gradiente electroquimico
transmembranal (Higgins, 1992; Ames y Joshi 1991). Actualmente no
existe la menor duda de que la hidrélis del ATP por los transportadores
ABC provee de la fueza motriz para la acumulacién de substrato. La
estimacion estequiométrica de dos moléculas de ATP hidrolizadas por
molécula de substrato transportada (Mimmack er al., 1989) es también
consistente con dos dominios equivalentes, cada uno hidroliza una molécula

de ATP por ciclo de transporte.

La primera evidencia indirecta del papel del ATP, fue el
reconocimiento de un motivo concenso de unién de ATP (motivo Walker)
en las subunidad de varios transportadores (Walker et al., 1982; Figura 7)
Este motivo conservado ha sido encontrado en todas las proteinas ABC que
han sido subsecuentemente caracterizadas. Las proteinas ABC no tan solo

unen ATP, sino que la unién de este es esencial para su funcion.
de varios transportadores

Mutaciones provocadas en el sitio de wunién

inhibe su actividad (Azzaria er al., 1989; Berkower y Michaelis 1992). En

sistemas vesiculares derivados de Ia membrana celular, los
transportador de P-

transportadores de maltosa e histidina de E. coli y el
ATP

gliciproteina en humano mostraron un requerimiento absoluto de
(Horio et al., 1988).

El requerimiento de ATP no necesariamente implica que su
hidrdélisis energice el transporte. La unién del ATP puede, potencialmente,
jugar un papel estructural o regulatorio. Sin embargo, ningun andlogo no-
hidrolizable del ATP es capaz de soportar el transporte activo (Horio et al.,
1988; Ames er al.,1989). Estudios mads recientes han demostrado que la
hidrélisis de ATP ocurre concomitantemente con el transporte. (Bishop er

al., 1989).
Debido a la ausencia de datos estructurales, no se sabe cémo los

transportadores ABC acoplan la energia de hidrélisis del ATP. Sin embargo,
no hay evidencia que involucre una proteina fosforilada como intermedario
(aunque varios transportadores ABC de ecucariontes se encuentran

fosforilados como un evento regulatorio, que no tiene nada que ver con los
mecanismos difieren de la

mecanismos de acoplamiento de energia). Estos
ATPasa-fosfato, la cual involucra a un intermediario fosforilado (Pedersen
y Carafoli 1987). Las caracteristicas diferencias en secuencia entre los
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transportadores ABC y la ATPasa-fosfato también sugicre que son
mecanisticamente diferentes. La ausencia de un intermediario fosforilado
sugiere que la union e hidrélisis del ATP induce un cambio conformacional
en el domionio de unién de ATP, el cual es transmitido via interaccién
dominio-dominio, a las subunidades hidrofébicas que median la
translocaciéon a través de la membrana (Higgins 1992).

BIOGENESIS DE CITOCROMOS DE TIPO C

Los citocromos de tipo ¢ son transportadores de electrones
ampliamente distribuidos entre los organismos procariotes. En contraste
con otro tipo de citocromos. los citocromos de tipo ¢ tienen el grupo
prostético hemo (Protohemo [IX) unido covalentemente a la apoproteina. En
las bacterias gram-negativas., la holoproteina madura se encuentra
localizada en el lado periplismico de la membrana citoplismica y, se
puede encontrar tanto en forma soluble como asociada con la membrana.
En la mayoria de los casos. asociada en un supercomplejo con otros pares
redox que conforman la cadena de transporte de electrones o cadena

respiratoria (Pettigrew y Moore 1987).

IL.a estructura primaria del precursor polipeptidico de los
citocromos de tipo c¢ exhibe dos caracteristicas principales: posee una
secuencia sefnal en el extremo amino terminal con las caracteristicas tipicas
de una secuencia de exportaciéon y, un motivo C-X-X-C-H, representando el
sitio de unién covalente del grupo hemo. Asi, la maduracién de los
citocromos de tipo ¢ involucra la translocacién del precursor protéico a
través de la membrana y la unidén covalente del grupo hemo.

la secuencia seifial es removida
citocromo c¢ es liberado en el
el caso del citocromo ¢; de B. japonicum, ,
permanese anclado en la membrana citoplismica mediante su porcién
carboxilo terminal hidrofébica (Thony-Meyer e al., 1991). En otros casos,
después de la translocacién, algunos citocromos de tipo c quedan unidos a
la membrana mediante la secuencia seiial no procesada (P. ej. CycM, FixX y
FixP en Bradyrhizobium japonicum, y csso en Bacillus subtilis) (Bott et al
1991; Preisig et al 1993; Jenney y Daldal 1993; Wachenfeldt y Hederstedt

1990a).

En la mayoria de los casos

durante el proceso de maduracién y el

periplasma, o como en

Del proceso de maduracién de los citocromos de tipo ¢ surgen
(I) ¢ Cudles son los pasos requeridos para la biosintesis de

varia preguntas:
? Basados en los elementos conservados en la

un citocromo c¢ funcional
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estructura del precursor protéico, al menos dos pasos parecen ser
esenciales: la exportaciéon de la apoproteina al lado periplasmico de 1la
membrana y la unién del grupo hemo a la apoproteina.

(II) { En donde ocurren los diferentes pasos individuales?

Esta pregunta es de particular interes en relacion al pegado del grupo
hemo. En teoria tres posibilidades pueden ocurrir: la unién de grupo hemo
puede ocurrir en el citoplisma, en la membrana, o en el periplasma.

(III) ; Cudl es el orden temporal en el cual ocurren los diferente eventos
en el procéso de maduracién y, cémo son ellos coordinados? Por ejemplo:
el grupo hemo es unido antes, durante o después de la translocacién de la
apoproteina.

(IV) Finalmente, [ cudles son los mecanismos en cada paso y cudles son
las enzimas involucradas ?

Recientes hallazgos experimentales han permitido la
identificacion de cuando menos nueve genes directamente relacionados con
lo biogénesis de los citocromos de tipo ¢ en bacterias (Thény-Meyer et al.,

1994)

Paralelamente, el andlisis bioquimico realizado sobre el proceso
de maduracién de los citocromos de tipo ¢ en mitocondrias y cloroplastos,
han contribuido significativamente en el conocimiento actual en la
biogénesis de este tipo de citocromos (Glick et al.,, 1992; Stuart y Neupert
1990; Hartl y Neupert 1990; Jensen et al., 1992; Dumont et al, 1987; Howe

y Merchant 1992; 1993).

Exportacion de la apoproteina y del grupo hemo

Bacterias

En bacterias, la presencia en los pre-apocitocromos ¢ de una
secuencia sefial cargada positivamente, con un segmento de cuando menos
diez residuos hidrofébicos seguidos normalmente de un sitio de corte para
la peptidasa lider, sugiere que estas proteinas son secretadas a través de la
maquinaria comun de secrecion (sec) de la célula bacteriana (Pugsley
1993). El péptido seiial de varios citocromos ¢ ha demostrado ser funcional
en dirigir la fusién de una proteina pasajera (fosfatasa alcalina; PhoA) a
través de la membrana (Brandner et al., 1991; von Wachenfeldt y
Hederstedt 1990b). Estas caracteristicas senalan que el sitio funcional de
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los citocromos de tipo ¢ se encuentra del lado periplismico de la membrana
plasmatica (Pettigrew y Moore 1987).

interesante con respecto a la translocacién

Un cuestionamiento
antes, durante

de citocromo ¢ es si el grupo hemo se une a la apoproteina
o después de ser exportada. Probablemente la mejor evidencia que se tiene
con relacion a la formacién del pre-apocitocromo ¢ y su subsecuente
translocacién dentro del! periplasma sin la unién del el grupo hemo,
provienen de estudios con citocromo csso Y cd; de P. denitrificans (Page y
Ferguson 1989; 1990). Los correspondientes citocromos fueron detectados
inmunolégicamente en el periplasma de las cepas mutantes que fueron
incapaces de producir holocitocromos. Esto sugiere, que la unién del grupo
hemo ocurre después de que el precursor es translocado. Esto parece ser
razonable, dado que la unién del grupo hemo a la apoproteina antes de la
translocacién puede generar varias restricciones sobre la estructura
tridimencional del precursor, el cual. independientemente de la secuencia
sefial, puede no llenar lo requisitos de las proteinas de exportacién

dependiente del sistema sec.
deficientes en citocromos de tipo ¢ de B.

Japonicum y R. capswulatus mostraron ser defectivas en genes que codifican
para un supuesto translocador que es absolutamente necesario para la
biogénesis de citocromos de tipo c. Los genes ccmA y ccmB de B. japonicum
(denominados anteriormente cycV y cycW, respectivamente) fueron
altamente homdologos a los genes ccmA y ccmB de R. capsulatus
(denominados primeramente AelA y helB, respectivamente; Ramseier ez al.,
1991; Beckman et al., 1992) (Figura 8). El gene ccmA en ambas especies
bacterianas codifica para una proteina homologa a la subunidad unidora de
ATP de un translocador de tipo ABC (Hyde er al., 1990), Mientras que el
gene ccmB codifica para una proteina hidrofébica, integrada a la membrana
con seis hélices transmembranales (una tipica caracteristica de
subunidades formadoras de canales de translocadores de tipo ABC). Asi,
CcmA y CcmB son proteinas cadidatas para formar parte de transportador
ABC requerido para la translocacién de una molécula especifica para la
sintesis del citocromo ¢ maduro. Tal clase de substrato pareceria ser

apocitocromo ¢, el hemo, o ambos juntos.

Varias mutantes

Con el fin de probar si ccmA y ccmB estan involucrados en la
exportacién del apocitocromo ¢, se construyé una fusién con el péptido
seiial de la porcién amino terminal del citocromo ¢ y la fosfatasa alcalina.
introducida en mutantes con un fondo ccmAB- (en R.

Esta fusién fue
Jjaponicum) y la expresién de la fosfatasa

capsulatus) y ccmB- (en B.
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B. japonicum

ccmA ORF105 ccmB ccmC cemD  comG

> NN

N\l

ORF124  ccmA ORF41 ccmB cemC cemD  cemG
R. capsulatus 05k

Figura 8. Organizacion comparativa del conjunto de genes ccmABCDG en B. japonicum y R.
capsulatus . Genes homélogos son representados en un mismo patr6n. Genes sin homologla

estdn representados de color blanco. Aunque el producto de los genes ccmD son similares

el uno con el otro con respecto a su pequefio tamafio, extremo amino terminal hidrofébico y

Su extremo carboxilo terminal hidrofflico, ellos no exhiben homologia en su secuencia de

aminodcidos. Los marcos abiertos de lectura ORF105 y ORF41 son claramente diferentes el
uno de! otro.




una enzima cuya actividad depende de su correcta localizacién en
La actividad obtenida fue igual que en la cepa
1992: Thény-Meyer et al., 1994), lo cudl arguye

en contra el posible papel que tienen el producto de estos genes en el
transporte de la apoproteina. Estos ensayos son indirectos, y aunque si bien
se carece de evidencias directas sobre el transporte del apocitocromo c en
- : ninguno de los citocromos c¢;, CycM, csso de B. japonicum,
capsulatus fueron reveladas por inmunodeteccion.
la alta inestabilidad del correspondiente

alcalina;
el periplasma, fue medida.
silvestre (Beckman er al.,

mutantes ccm
o citocromo c¢32 de R.
Probablemente debido a
intermediario.

capsulatus, ccmA y ccmB

Es importante hacer notar que en R.
secD y secF

se encuentran localizados corriente abajo de los genes
(Beckman y Kranz 1993), los cuales estan involucrados en el idltimo paso de
la exportaciéon de las proteinas (Gardel er al., 1993; Matsuyama et al.,
1993). En bacterias los genes involucrados en funciones relacionadas,
normalmente se encuentran organizados en grupos. Esto sugiere una
funcion secretora de los genes ccmAB en R. capsulatus.

Mutantes ccmAB- en B. japonicum y R. capsulatus llevan a
cabo una biosintesis normal del grupo hemo, dado que son capaces de
producir citocromos de tipo b. El dltimo paso en la biosintesis del hemo es
la incorporacién del fierro dentro del anillo de porfirina. Este paso es
catalizado por la ferroquelatasa; una enzima de la membrana_ citopldsmica.
En mitocondria, se ha propuesto que el sitio de actividad de esta enzima, es
el lado interno de la membrana interna de este organelo (Dailey 1990). Asi,
la biosintesis del grupo hemo es completada en el lado de la matriz, y por
lo que el grupo hemo debe pasar de algin modo a través de la membrana.
Ha sido establecido que la biogénesis de los citocromos de tipo c¢ involucra
un paso para la unién de el grupo hemo en el espacio intermembranal
(Nicholson er al., 1989; Nicholson y Neupert 1989), pero se desconoce de
que manera el grupo hemo alcanza este compartimiento.

Recientemente se purificé una ferroquelatasa bacterial de

membranas de B. japonicum (Frustaci y O'Brian 1992) y, su
correspondiente gene (hemH) fué clonado y secuenciado tanto en B.
Japonicum como en E. coli 'y B. subtilis (Frustaci y O'Brian 1992; Miyamoto
et al., 1991; Hansson y Hederstedt 1992). De su homologia con la
ferroquelatasa mitocondrial se pude inferir una localizacién y orientacién
similar de esta enzima en membrana citopldsmatica y.
consecuentemente un mecanismo de exportacién del grupo hemo entre
bacterias y mitocondrias comparable. Por lo tanto, un posible candidato

la
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para la exportacién del grupo hemo en bacterias puede ser el
transportador ABC conformado por los productos CcmAB.

El grupo hemo es una pequeiia molécula lipofilica, que bien
puede alcanzar el periplasma penentrando la membrana citoplasmica. Sin
embargo, el grupo hemo se une fuertemente a las proteinas y. en células
eucariontes siempre se encuentra unido a ellas. Por lo tanto, y aunque si
bien, no puede ser excluida una libre difusién del grupo hemo a través de
la membrana, es muy probable que en la exportacion de este grupo hacia
el periplasma se encuentre involucrado un translocador protéico.
Adicionalmente, es sabido que ocurre transporte activo del grupo hemo a
través de las membranas en bacterias que utilizan el grupo hemo como
fuente de fierro (Henderson y Payne, 1993; Stojiljcovic y Hantke, 1992).
Aunque si bien, en éste caso. el correspondiente translocador media la
importacion mids bien que la exportacién, se pone de manifiesto la
presencia de un mediador proteico en el ingreso del grupo hemo en
bacterias.

Los productos de ccmAB no comparten homologia significativa
con otras proteinas con funcién conocida. CecmB tampoco poseen un motivo
detectable de unién no covalente con el grupo hemo. Aunque es probable
que este motivo se encuentre distribuido a lo largo de sus hélices
transmembranales, lo cual hace dificil distinguirlo.

El supuesto transportador CcmAB puede contener subunidades
adicionales. En R. capsulatus y B. japonicum el gene corriente abajo de
ccmB, denominado cemC (antes denominados helC y ORF263,
respectivamene), es requerido para la biogénesis de los citocromos de tipo
c. El papel del gene ccmC en B. japonicum, es ain incierto. El producto del
gene ccmC en ambas especies bacterianas contienen seis hélices
transmembranales y, pueden representar una subunidad adicional del
aparato de translocacién CcmAB. Un motivo de unién no covalente con el
grupo hemo con una limitada homologia puede ser detectado en estas
proteinas (Thony-Meyer et al., 1994) (Figura 9). En B. japonicum y R.
capsulatus corriente abajo del gene ccemC se encuentra el gene ccmD
(anteriormente denominados cycX y helD, respectivamente). Este gene
codifica para un pequeiio polipéptido con una secuencia sefial (Ramseier et
al., 1991; Beckman et al., 1992) que es esencial para la biogénesis de los
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A

Rc Ccit 235 WG GIFWF WD
Bj CycK 234 WGGFWFWD
Ec 0552 218 WGGFWFWD
Re CemC 117 WGTWWEWD
Bj CcmC 120 WGTWWEWD
B
Rc Cci2 41 RCPVCQ
Bj CycL 41 R C@VCQ
Sc CCHL 25 GlepviMH
Sc CC,Hi ] Klcpv|De
Nc CCHL 66 RCPV|DH
Sc HAP1 . RCPV|DH

Figura 9. Presumibles motivos de union del grupo hemo. Los nameros a la
derecha de los motivos marcan la posicién en sus correspondientes proteinas.
A. Rc: R. capsulatus; Bj: B. Japonicum; Ec: E. coli; 0552, ORF_0552.

B. Sc: Saccharomyces cerevisiae; Nc: Neurospora crassa; CC,HL, citocromo c;

hemo liasa; *, el motivo es repetido 7 veces en HAP1.




citocromos de tipo c. Sin embargo, no hay evidencia de su funcién precisa,
ademds de que ellos no comparten homologia €l uno con el otro (Figura 8).

Se ha sugerido que el presunto transportador CcmAB acopla la
translocacién del grupo hemo con la del apocitocromo con el fin de facilitar
su subsecuente unién. Esta especulacién es atractiva en vista de la cercana
vecindad de los genes ccmAB con los genes secDF en R. capsulatus
(Beckman y Kranz 1993), los cuales estan involucrados en uno de los
iltimos pasos de la exportacion de proteinas (Gardel er al., 1990;
Matsuyama er al., 1993).

El ensamblaje final para la formacién de un citocromo c¢
funcional requiere de la ligacién del apocitocromo ¢ con el grupo hemo via
uniones tioéster. EIl ligamiento ocurre a nivel de dos residuos distintos de
cisteinas del apocitocromo ¢ (sitio de unién covalente para el grupo hemo;
C-X-X-C-H), con los residuos vinilo 2 y 4 del grupo hemo (Taniuchi ez al.,
1983). Estudios llevados a cabo c¢on citocromo ¢ mitocondrial, han
demostrado que las uniones tioéster no ocurren expontaneamente bajo
condiciones fisioldgicas. Estas son catalizadas enzimaidticamente por la
citocromo ¢ hemoliasa, también denominada citocromo c¢ sintetasa (CCHL y
CC HL, para citocromos ¢ y c¢,., respectivamente), las cuales hasta el
momento solo han sido identificadas en mitocondrias (Dumont ez al., 1987;
Nicholson er al., 1989).

Por otro lado, los sitios de unién del grupo hemo en la
apoproteina deben de estar en su estado reducido antes de que la ligacién
se lleve a cabo. Estudios realizados en mitocondria de Neurospora crassa,
demostraron que la reduccién del grupo hemo por el NADH y flavin
nucleétidos es un prerrequisitos indispensable para que esta reaccién se
lleve a cabo (Nicholson y Neupert 1989). Por lo tanto, parece factible
predecir la presencia en bacterias de los pasos enzimaticos semejantes para
la preparacion del grupo hemo y la del apocitocromo para la reaccién de
ligacién, asi como la existencia de la enzima hemoliasa per se (CCHL).
Candidatas para tales enzimas auxiliares y para la hemoliasa; las cudles no
han sido identificadas hasta la fecha en ningin sistema bacteriano, han
sido propuestas.
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El gene ccmG de R. capsulatus (anteriormente denominado
helX) que se encuentra localizado corriente abajo del grupo de genes
ccmABCD (Figura 8). Este gene es esencial en la biogénesis de los
citocromos de tipo c¢. Deleciones en €l, producen mutantes que son
incapaces de crecer fotosintéticamente (Beckman y Kranz 1993). ccmG
codifica para una proteina periplismica que no se requiere para la sintesis
o secrecién del apocitocromo ¢, al periplasma (Beckman y Kranz 1993).

Este gene es significativamente homdélogo a varias tiorrodoxinas de
plantas, algas y bacterias, tales como: DsbA de E. coli (Bardwell,etal 1991)
y TcpG de Vibrio cholerae (Peek et al., 1992). Estas dos iiltimas

tiorrodoxinas son miembros de wuna clase de proteinas peripldsmicas
requeridas para la formacion de enlaces disulfiro durante la maduracién
de algunas proteinas que son secretadas (Beckman y Kranz 1993). Por lo
que la funcién de CcmG podria ser la reduccidén de los tiéles de los residuos
de cisteina de las apoproteinas que se pegan al grupo hemo. En B .
Japonicum se reporté una proteina semejante que es codificada por el gene
ccmG (anteriormente denomindo c¢ycY), ubicado corriente abajo del gene
ccmD. La localizacién de la proteina CemG en R. capsulatus, es muy
probablemente en el lado periplismico de la membrana, debido al hecho
de que su secuencia sefial es capaz de exportar a la fosfatasa alcalina
(Beckman y Kranz 1993), por lo que su correspondiente contraparte en B.
Japonicum (Ccm@G), muy probablemente también lo haga, en virtud de
poseer una extensién semejante a una secuencia sefial que se translapa con
el cod6én de paro del gene ccmD (Thény-Meyer et al., 1994). Es importante
mencionar que en B. japonicum, se ha demostrado la existencia de otra
proteina ubicada en el espacio periplismico con caracteristicas de wuna
tioredoxina, que esta involucrada en la biogénesis del citocromo a+a,;., pero
no del citocromo ¢ (Loferer et al., 1993).

En R. capsuwlatus se ha analizado un segundo locus de genes
involucrados en la biogénesis de los citocromos de tipo c, los genes ccll y
ccl2 (Beckman et al., 1992; Biel y Biel 1990) (Figura 10). El producto del
gene ccll es wuna proteina integrada a la membrana que comparte
homologia con varios ORF's mitocondriales y cloropldsticos (Beckman et al.,
1992). Por otro lado, ccl2 codifica para una proteina predominantemente
hidrofilica, con una secuencia sefial consenso en el extremo amino terminal
(Beckman etf al., 1992), El andlisis genético de una cepa mutante ccll- de
R. capsulatus, con una proteina hibrida citocromo c2 /fosfatasa alcalina,
demostriron que esta proteina hibrida es capaz de ser translocada al
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Figura 10, Organizacion comparativa del conjunto de genes cycHJKL de B. japonicumy ceit/ 2 de R. capsulatus. Genes
homélogos son representados en un mismo patrén. Genes sin homologia estan representados de color blanco.




espacio periplismico. Evidentemente, la funcién de la proteina codificada
por el gene ccll no es la de exportar a los citocromos tipo ¢, por lo tanto,
bien puede funcionar como una citocromo ¢ hemoliasa, o como una
chaperonina periplismica, o estar involucrado en modificaciones necesarias
del apocitocromo ¢ o el hemo para que pueda llevarse a cabo su unién
(Beckman et al., 1992).

Recientemente se secuencié una regién de DNA de B. japonicum
conteniendo los genes cycHJKL. (Figura 10). El producto de los genes cycKL
mostraron similitudes de un 77-73% con los productos de los genes ccll/2
de R. capsulatus (Ritz er al., 1993, 1995). También recientemente en el
Laboratorio del Dr. Mario Soberén se cloné una regién de DNA de R. etli
conteniendo al gene cycH. El andlisis de la secuencia nucleotidica de esta
regién revelSd la presencia del gene cyc/ y un ORF incompleto con
homologia con el gene cycK. Ambos genes se encontraron en el extremo 3’
de cycH (Tabcher, 1995). E. coli aparentemente también posee genes
homdlogos a ccll/2 y cycKL denominados ORF_0552 y ORF_0127 en el
minuto 92.4 del cromosoma (Blattner ez al., 1993). Estos genes forman
parte del grupo de genes nrf, los cuales codifican para la tetrahemo nitrato
reductasa de la via de reduccién del nitrato dependiente de  formdto
(Darwin et al., 1993).

Actualmente, no se ha encontrado una homologia significativa
entre el producto de los genes ccil/2 y cycKL con proteinas con funcién
conocida. No obstante, se ha propuesto la presencia en estas proteinas de
motivos de unién de grupo hemo (Beckman et al., 1992) (Figura 9).

(1) El motivo w-G-X-X-W-X-W-D no tan solo fué encontrado en
CycL, sino también en CcmC. Esto bien puede ser una indicacién de que no
solo la funcién de CycL sino también la de CemC esta relacionada con la
unién del grupo hemo; una propiedad asociada con la hemoliasa CCHL., asi
como también con transportadores/translocadores del grupo hemo. Este
motivo aparentemente se encuentra ampliamente distribuido y ha sido
detectado en varios ORFs de mitocondria y cloroplisto, por ejemplo: el
ORFS509 mitocondrial de Marchantia polymorpha y ¢l ORF320 de
cloropldsto (Shuster ez al., 1993; Ohyama et al., 1988).

(ii) El motivo R-C-P-V-C-Q en el producto del gene ccl2 en R.
capsulatus al igual que R-C-M-V-C-Q en CycL en R. japonicum son similares
a el sitio R-C-P-V-D-H de la proteina regulatoria hemo activador (HAP1)
de levadura (Creusot ez al., 1988) y a un motivo encontrado en CCHL
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1987) (Figura 9) Aunque la unién del hemo en
tal motivo perece plausible,

mitocondrial (Dumont er al.,
en ningina de ellas.

cualquiera de estas proteinas que contienen
éste no ha sido demostrado experimentalmente
Diferentes funciones pueden ser pronosticadas para estas proteinas
periplismicas capaces de unir hemo en la biogénesis de citocromo c: en el
reduccién de hemo a la forma

pegado del hemo a la apoproteina (CCHL);
Fe2+; prevencién de la liberacién del hemo en libre solucién o dentro del

ambiente hidrofébico de la membrana.
capsularus, donde el operén ccl. se encuentra
y en direccién opuesta a argdD (un gene

En contraste a R.
los genes homdlogos en B.

localizado corriente arriba de,
involucrado en la biosintesis de la arginina),
Japonicum estin agrupados corriente abajo de dos genes asociados con la
biogénesis de citocromo c, cycH y cvcJ (Figura 10) (Ritz et al., 1993, 1995).
Mutantes en el gene cycH carecen de todo tipo de holocitocromo ¢ con
excepcion de citocromo c¢; y son incapaces de fijar nitrégeno. Esta proteina
no muestra ninglina homologia con otras proteina con funcién conocida. La
proteina CycH se encuentra anclada a la membrana en su extremo amino
terminal por la mayor parte del polipeptido. El producto predicho del gene
cycJ comparte homogia con la proteina de unién a clorofila CP47 de la
cianobacteria Synechocystis sp. (Haag er al., 1993). Es posible que el
producto de los genes cycHJKL formen parte de un complejo enzimdtico
unido a la membrana. Aunque si bien, no fu€é encontrada una fuerte
homologia con las hemoliasa mitocondriales, se ha sugerido que en
bacterias estos genes codifican para un gran complejo hemoliasa diferentes
de las conocidas en eucariontes (Thény-Meyer ez al., 1994).

En levadura hay dos clases de hemoliasas (CCHL y CC;HL), cada
una es especifica para la formacién de citocromo ¢ como citocromo cj.
respectivamente. El fenotipo de una mutacién en cycH- en B. japonicum
sugiere que esta bacteria también requiere de dos actividades enzimadticas
para unién del grupo hemo: uno para el citocromo ¢; y otro para la unién
de citocromos de tipo c¢. E! citocromo c¢; puede contener un sitio de
suficientemente diferente para aquellos citocromos de

empaquetamieto

tipo ¢, por lo cudl require de una actividad CC;HL separada. Sin embargo,
en otras bacterias no ha sido identificada una sola mutacién que cause la
deficiencia de todo los citocromos de tipo ¢ con excepcién de citocromo cj.
Probablemente, 1a hemoliasa de los citocromos ¢ (CCHL) de ciertas bacterias
tiene una amplia especificidad por el substrato y posee la capacidad de
unir tanto citocromo ¢ como c¢;, mientras en otras bacterias, como en el caso
de R. japonicum se requiere de dos enzimas para llevar a cabo esta

reaccion.
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CORTE PROTEOLITICO DEL PEPTIDO SENAL

Una vez que los citocromos de tipo c¢ solibles son translocados
al periplasma su secuencia lider es removida por una peptidasa sefial. Esta
peptidasa reconoce un tipico sitio de corte, el cual consistente en un
pequeifio e incambiable nimero de residuos en la posicién -1 y -3;
frecuentemente, alanina o glicina. La 1inica peptidasa seifial caracterizada
en sistemas bacterianos en los cuales la biogénesis de los citocromos de
tipo ¢ estda implicada es la de R. capsulatus (Wieseler et al., 1992). Esta
enzima es capaz de procesar proteoliticamente al apocitocromo c2 in vitro.

En mitocondrias de N. crassa se ha demostrado que el grupo
hemo es ligado a apocitocromo c¢); antes de que éste sea procesado por la
peptidasa seiial (Nicholson er al.. 1989). Similarmente, en B. japonicum el
grupo hemo es ligado al precursor del citocromo bec; independientemente
de que el procesamiento de la secuencia senal se encuentra inhibido por
mutacién (Thoény-Meyer et al 1991). Esto sugiere que la unién del hemo no
es requerida para que el procesamiento se lleve a cabo o bien que los dos
pasos son independientes el uno del otro. Desafortunadamente, una
mutante deficiente en el sitio de unién del grupo hemo del precursor de los
citocromos bc; no fué detectado inmunoldégicamente, probablemente por su
inherente inestabilidad. Por lo tanto, es imposible determinar en este caso
si el procesamiento de la secuencia seiial ocurre o no.

La conclusion de que el procesamiento ocurre después, o
independiente de la unién del hemo es apoyada por el hecho de que varios
citocromos de tipo ¢ poseen un extremo amino terminal muy semejante a
una secuencia lider, por ejemplo: CycM de B. japonicum, la proteina cy de
R. capsulatus y citocromo ¢550 de B. subtilis (Bott et al 1991; Preisig et al
1993; Jenney y Daldal 1993; Wachenfeldt y Hederstedt 1990a). Estos
citocromos difieren de los citocromos de tipo c¢ solibles, en que poseen una
porcién hidrofébica en el extremo amino terminal con la que quedan
anclados a la membrana durante el proceso de maduracién. Por lo tanto, la
maduracién puede progresar para dar un citocromo c¢ funcional, sin que el
procesamiento proteolitico de la secuencia sefial sea un requisito para la
unién covalente del grupo hemo a la apoproteina.
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PLEGAMIENTO Y ENSAMBLE

El plegamiento del holocitocromo ¢ representa el iiltimo de los
pasos en la via de maduracién y es seguido por el ensamblaje con otros
citocromos para formar un complejo respiratorio.

Con el fin de determinar cual parte de citocromo ¢ de R .
sphaeroides (el producto del gene cycA) es necesaria para su exportacién,
unién covalente con el grupo hemo, reactividad redox no especifica
(actividad de peroxidasa dependiente del grupo hemo) y actividad
fisiolégica relevante (crecimiento fotosintético). fué creado un juego de
proteinas hibridas de citocromo ¢ con fosfatasa alcalina con idéntico
extremo amino terminal, pero diferentes porciones de citocromo czy luego
fueron probados para las actividades arriba mencionadas (Brandner ef al.,
1991). Los resultados de estos experimentos demostaron que la secuencia
seiial fué suficiente para dirigir todas las proteinas hibridas al periplasma.
El crecimiento fotosintético de una mutante cycA- fué restaurado por una
proteina hibrida que carecia de los dltimos cinco aminodcidos del extremo
carboxilo terminal de CycA. El sitio de unién covalente del grupo hemo C-X-
X-C-H fué suficiente para la unién del hemo., independientemente de la
ausencia de la mayor parte del extremo carboxilo terminal incluyendo el
supuesto sexto ligando (metionina) del grupo hemo. Tres de cuatro
proteinas hibridas manifestiron actividad de peroxidasa, mientras que una
de longitud intermedia no lo hizo. Esto puede ser explicado en base al
hecho de que el sitio de la fusién determina la estructura tridimensional
hasta cierto punto, y en alginos casos el apropiado plegamiento no es
posible. Un razonamiento similar puede explicar porqué el contenido de
hemo de las proteinas hibridas no siempre fué suficiente para restaurar el

crecimiento fotosintético.

Una mutante en el complejo citocromo bcy de B. japonicum
carente del sitio de corte de la peptidasa seiial aparentemente se pliega
correctamente. La actividad de peroxidasa del producto no procesado al
igual que la actividad de TMPD oxidasa fueron similares a la de la cepa
silvestre, de igual manera, la habilidad de fijar nitrégeno durante la
simbidsis no fué alterada, lo cuales solo es factible en presencia de un
complejo beci funcional (Thoény-Meyer et al.,, 1991). Estos resultados,
aparentemente son debidos a que el citocromo c¢; es anclado a la
membrana mediante su porcién hidrofébica amino terminal. Asi su
correcta localizacién en el complejo bc; no es significativamente alterada
por la secuencia sefial no procesada, la cual, al menos en el caso de B.
Jjaponicum, produce una fusién bifuncional del péptido bc; (Thoény-Meyer
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et al., 1989). Curiosamente, una mutacién TnS en el extremo carboxilo
terminal, produce una terminacién prematura del citocromo ¢;, justo
después del sitio de unién covalente del grupo hemo que impide el correcto
ensamblaje del complejo citocromo bc);. En esta mutante no hubo deteccién
inmunoléSgica de ninguno de los péptidos que conforman al complejo bc;
(citocromos b, c; y la proteina de Rieske fierro azifre) al igual que la
proteina CycM (Thony-Meyer et al., 1989). Estas misma caracteristicas
fueron encontradas en una mutante de B. japonicum deficiente en el sitio
de unién covalente del grupo hemo en el citocromo ¢; (Thony-Meyer e? al.,
1991). Un resultados similares fueron obtenidos en R. capsulatus y R.
sphaerocides, en donde una delecién en el citocromo c;en el sitio de anclaje
membranal, en el extremo carboxilo terminal da como resultado 1la
inestabilidad y degradacion del complejo bc; (Davidson er al.,, 1992; Konishi
et al., 1991). En contraste, el reemplazamiento de la metionina responsable
del sexto ligando con el grupo hemo de citocromo c; de R. sphearoides por
leucina retiene a todos los polipéptidos del complejo bc; (Konishi et al.,
1991). Estos resultados sugieren que citocromo c¢;] tiene al menos dos
dominios funcionales. El sitio de unién covalente del grupo hemo y la
porcién hidrofébica del extremo amino terminal del citocromo c¢;, son
importantes para el correcto plegamiento de la proteina madura y el
ensamble de otros citocromos en el complejo respiratorio bc;.
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ANTECEDENTES.

y Caracterizacion de Mutantes de R. etli con

Aislamiento 3
Alteraciones en Jla Expresion de citocromos y Ila Fijacién de

Nitrégeno.

En varios trabajos previos (Soberén er al., 1989, 1990, 1993;
Miranda e¢ al., 1996), se reporté el aislamiento y la caracterizacién de
cepas mutantes de R. ezli con alteraciones en la cadena respiratoria. Estas
mutantes se identificaron por su capacidad para oxidar el colorante TMPD.
Este colorante es oxidado por la cadena respiratoria a nivel de citocromos ¢
y a+az, ya que una mutante que carece de ambos citocromos, o solo del
citocromo a+a3 no puede oxidar TMPD (O'Brian y Maier, 1987).

Las cepas mutantes fueron aisladas después de tratamientos
mutagénicos con el transposon Tn5 o con el fago mini-Mu, seleccionando
solamente aquellas células alteradas en su capacidad de oxidar el colorante

TMPD; incapaces de oxidarlo (TMPD-).

La cepa CFN4201 es una mutante TMPD- inducida por una sola
insercién de TnS, expresa niveles bajos de citocromos b y ¢, tiene
aumentada la expresién de los citocromos oxidasas terminales, ademds de
tener niveles reducidos de las actividades de NADH, succinato y TMPD
oxidasa. Los ndédulos formados por esta cepa no fijan nitrégeno (Fix-). Las
plantas inoculadas con esta cepa solo contiene el 10% de nitrégeno total
encontrado en la cepa silvestre (Soberén er al., 1989). Esta cepa poseé un
fenotipo muy similar a aquella cepas aisladas en B. japonicum que estdn
afectadas en la biogénesis de los citocromos de tipo c (O'Brian y Maier

1987).

Las cepas CFN4202 e IFCOl1 fueron aisladas después de
mutagenizar a la cepa silvestre con el fago mini-Mu y el transposén TnS,
respectivamente. Estas cepas presentan niveles disminuidos de citocromos
tipo ¢, forman ndédulos pero no infectan (CFN4202) o infectan muy poco
(IFCO1), y ninguna de ellas es capaz de fijar nitrégeno (Soberé6n et al.,
1993; Garcia, 1992 y Tabche 1995). Se ha reportado que ambas mutantes
estin afectadas en el gene cycH (Tabche 1995), el cual se piensa que
codifica, junto con los genes cyc/K y L para una enzima que tiene como
funcién la de unir covalentemente el grupo hemo a los citocromos tipo ¢
(Thény-Meyer, 1994). La mutante CFN4201 también presenta niveles muy
reducidos de citocromos tipo ¢ y tiene un fenotipo Fix~ (ver arriba). Esta
mutante esti afectada en la biogénesis de los citocromos tipo c¢. El fenotipo



Fix~ de las cepas CFN4201, CFN4202 y IFCO1 afectadas en la biogénesis de
los citocromos tipo ¢ sugiere que existe una via respiratoria que utiliza
preferenciamente a los citocromos de tipo ¢ y que ésta es esencial en los
primeros estadios de la interaccién simbidtica y para sustentar la actividad
de la nitrogenasa.

El fenotipo de todas estas mutantes indudablemente indica que
en R. etli existe una correlacién entre la respiracion bacteriana y la fijacién
simbidtica de nitrégeno. El anilisis de las secuencias nucleotidicas de las
inserciones de los Tn5S y del mini-Mu en las cepas mutantes IFCO1 y
CFN4202, demostrarén que estas cepas se encuentran afectadas en la
biogénesis de los citocromos de tipo ¢ a nivel de la probable hemoliasa.

La obtencién y caracterizacién a nivel molecular de mutantes,
con lesiones bien definidas, en cada uno de los pasos del proceso de la
biogénesis de los citocromos de tipo ¢, ha sido de gran utilidad para
determinar la participacion de este tipo de citocromos en las diferentes
cadena de transporte de electrones. Ademds de brindar informacién que
permitird identificar los pasos que se requieren para la maduracién de
estos citocromos y de esta manera poder proponer un esquema de la via de
sintesis de los citocromos de tipo ¢ en R. etli.
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OBJETIVO

CARACTERIZACION DE MUTACIONES QUE AFECTAN LA
EXPRESION DE CITOCROMOS Y LA FIVACION DE NITROGENO

EN Rhizobium etli.

En nuestro laboratorio el aislamiento y caracterizacion de
mutantes respiratorias de R. et/i nos ha permitido determinar el papel de
algunos componente de la cadena respiratoria en los procesos de infeccién
de la planta de frijol y la fijacion de nitrégeno. Como se menciond
previamente, R. etli es interesante desde el punto de vista bioenergético.
Este género expresa un sistema respiratorio ramificado y complejo que
esta fuertemente influenciado por la fase de diferenciacién en que se
encuentre. De tal forma que resulta importante conocer la expresion y
regulacién del sistema respiratorio para posteriormente explorar el
proceso durante la simbiosis. El conocimiento obtenido de la expresiéon de
los citocromos nos permitira plantear estrategias para el disefio de cepas
con una capacidad de fijar nitrégeno incrementada.

OBJETIVO GENERAL.

Este trabajo es parte de un proyecto mas amplio del grupo del
Dr. Mario Soberén que pretende estudiar los mecanismos moleculares que
regulan la expresién genética y la biogénesis de los diferentes
componentes de las cadenas del transporte de electrones que opera en R.
etli en vida libre y durante la simbiosis. Este objetivo se pretende llevar a
cabo a través de identificar, aislar y caracterizar los genes estructurales
y reguladores relacionados con la biogénesis de las enzimas que participan
en las cadenas del transporte de electrones. La estrategia con la que se ha
venido logrado estos objetivos ha sido principalmente mediante el
aislamiento y caracterizaciéon de mutantes que tienen afectada ia
respiracidn. Por lo que en el laboratorio se cuenta con diferentes cepas de
R. etli que tiene afectada la expresidn de los citocromos de la cadena
respiratoria y que inciden directamente en la simbiosis con la planta de!
frijol. Algunas .de estas mutantes son aquellas que tienen la capacidad

disminuida de oxidar el colorante TMPD, (TMPD").

Como se menciond, Soberdn y coloboradores (1989), reportd el
aislamiento y caracterizacion de una mutante con capacidad respiratoria
alterada (TMPD-) inducida por una solo insercidn de TnS5. Esta cepa



(CFN4201) tiene bajas concentraciones de citocromos; dos veces menos
citocromo de tipo b y tres veces menos concentracion de citocromo de tipo
c. Ademas, las actividades respiratoria de esta mutante fueron 13, 4, 5.6
veces mas bajas para NADH, succinato y de TMPD oxidasa respectivamente

cuando se compararon con la cepa silvestre.
Por otro lado cuando se determind su fenotipo simbidtico se

observé que esta cepa es capaz de inducir la formacién de nédulos (Nod+)

con pocos bacteroides (Inf*+~) pero es incapaz de fijar nitrégeno (Fix~).

OBJETIVO ESPECIFICO

hecho de que la mutante CFN4201 inducida por una soia

El

insercién de TnS, no se encuentre afectada en su capacidad de nodular,
pero que, sin embargo, manifieste un efecto pleiotrépico tanto en la
fijacion de nitrégeno (Fix~"), como una baja concentracion de los
componentes de la cadena respiratoria (tres veces menos citocromos de
tipo c), y en su capacidad para oxidar el colorante TMPD (debido a la baja
concentracién de citocromo c¢), nos perecio interesante. Por lo que
decidimos utilizar esta cepa caracterizada fenotipicamente, como
herramienta en e! aislamiento y caracterizacion de los genes que
participan en la biogénesis de los citocromos de tipo ¢ en A. et/

objetivo especifico de este proyecto, es la
la mutacién descrita en la cepa

Po lo que ei
las secuencia nucleotidicas

caracterizaciéon a nivel molecular de
CFN4201, asi como la caracterizaciéon de

adyacente.
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RESULTADOS ADICIONALES
MATERIAL Y METODOS
ENSAYOS ENZIMATICOS :

Después de ser crecidas aerobicamente, las células fueron
cosechadas y lavadas con 50 mM de Tri-HCl (pH 7.4), 5 mM de CaCly, y S
mM de MgCly (buffer TCM) y suspendidas en el mismo buffer a una
concentracién del 30% (v/w). La suspensién celular fué sonicada usando un
sonicadicador MSE 6 veces durante 30 segundos con intervalos de 30
segundos de enfriamiento. La actividad de la oxidasa del NADH se
determiné polarogrificamente utilizando un electrodo de oxigeno acoplado
a un graficador (Yellow Springs Instruments, modelo 5300). Los ensayos
enzimdticos se realizaron de acuerdo a lo descrito por Soberén et al., 1989.
En una cdmara temperada a 30 ©C por un bafio circulante y con agitacién
continua por barra magnética. La cdmara contenia en todos los casos la
siguiente mezcla de ensayo: 0.75 ml de buffer de fosfato de potdsio 0.1 M
pH 7.4, 0.5 a 1 mg de proteina y agua destilada hasta un volimen de 3 ml.
La mezcla de ensayo se preincubé durante 2 min. para establecer la basal
antes del inicio de la reaccién por la adicién del substrato. La adicion del
NADH fué en solucién acuosa a concentracién final de 0.5 mM.

Las actividades de oxidasa se expresan como nanodtomos de
oxigeno consumidos por minuto por mg de proteina.

INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES :

El efecto del inhibidor del transporte de electrones antimicina
sobre la oxidasa del NADH fué examinado segin Trumpower, 1990.

CEPAS Y PLASMIDOS :

En la TABLA 1, se encuentran descritas las cepas y pliasmidos
que se utilizaron en este trabajo.
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TABLA # 1 Cepas bacterianas y plasmidos

Plismidos y
c6ésmidos

caracteristicas
relevantes

Fuente

pSUP20S mob cos Ter Cmr ColE1l (Simon et al., 1983)
pPNC206 IncPl Cbr Kmr. (Simon et al.,, 1983)
pSUPS011 pBR325 TnS5S-mob (Simon et al., 1983)
PSK ApT, vector de clonacién. (Stratagene)
pBR329 Cmr Tcr Apr (Covarrubias er al., 1982)
pCS9 y pCS8l1 Coésmidos que
complementan el Este trabajo
fenotipo TMPD + de
la cepaCFN420l1.
PGMRI1 Fragmento de 8.7 Kb Este trabajo
clonado en pBR329.
PGMR2 Fragmento de 3 Kb Este trabajo
clonado en pSUP20S5.
PGMR3 Fragmento de 4 Kb Este trabajo
clonado en pSUP202.
Cepas
Rhizobium etli
CFN42 (CE3) Cepa silvestre. (Quinto er al., 1984))

CE2

CFN4201

Escherichia coli

DHSax

Rifr derivada de la cepa

CFN42 Nod+ Fix+ en frijol.

CE2::TnS

ApF, a-complementacién

(Noel ez al., 1984)

(Soberén er al.,

(Stratagene)

de lacZ, F-,deoR, recAl, endAl.

1989)



CONDICIONES DE CULTIVO :

Para el crecimiento de todas las cepas de R. erli se utilizé medio
rico PY (peptona de caseina al 0.5%, extracto de levadura al 0.3% y CaCl2
7mM) (Noel er al., 1984). Para el crecimiento de E. coli se usé medio LB
(peptona de caseina al 1.0%, extracto de levadura al 0.5% y NaCl al 1.0%).
Para los medios soélidos se empleé agar al 1.5%. Las concentracién de los
antibidticos en PY fueron las siguientes: acido Nalidixico, Nal 20 mg/ml;
kanamicina, Kan 30 mg/ml. Las concentraciones de los antibiéticos en LB
fué de: Tetraciclina, Tc 10 mg/ml; Ampicilina, Ap 50 mg/ml. La
temperatura de crecimiento para R. etli fue de 30 °C y de 37 °C para E. coli.
Los cultivos en medio liquido fueron agitados a 250 rpm durante 16 a 24
hrs y los cultivos en medio sSlido fueron incubados hasta observar colonias
aisladas (aproximadamente 3 dias para R. etli y de 18 a 24 hrs para E. coli.

Las conjugaciones se hicieron sobre PY sdélido mezclando en una
relacién de receptoras/donadoras de 5-10/1. La mezcla se recuperéd en
MgSO4s 10 mM después de un minimo de 16 hrs de incubacién para
posteriormente platear las diluciones adecuadas en los medios selectivos.

CLONACION DE FRAGMENTOS DE DNA EN UN VEHICULO

MOLECULAR:

Para ello se clond el fragmento de DNA de 3 kb utilizado
vehiculo pKS+ digerido con la enzima de restriccion EcoRI. A este plismido
se le llamé pGS3. EIl ligamiento de los fragmentos al vehiculo se realizé
utilizando una relacién de 1:5 de vehiculo a pasajero, en una mezcla de
reaccién de 25 ml conteniendo 2.5 ml de ATP 10 mM, 2.5 ml de buffer de
ligasa (Tris-HCI pH 7.4 0.5 M, MgCla> 0.1 M, dithiothreitol 0.1 M), 20
unidades de ligasa de T4. La reaccidon se incubd toda la noche a 14°C.

TRANSFORMACION CON PLASMIDOS RECOMBINANTES:

Para las transformaciones con plasmidos recombinantes
obtenidos de la clonacién fragmentos EcoRI, fué utilizada la cepa DHSa de E.
coli como receptora. Esta cepa fué crecida en S0 ml! de LB hasta alcanzar
una densidad é6ptica de 0.6 DO a 650 nm. Las células fueron recolectadas
por centrifugacién a 8,000 rpm a 4°C, lavadas con NaCl 10 mM y
resuspendidas en 50 ml de buffer de transformacién (75 mM CaClz, Tris-
HCl 5 mM, MgCl: 5 mM pH 7.4), se incubaron por 20 min en hielo y fueron
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resuspendidas en 2 ml de buffer de transformacién. Las bacterias asi
tratadas se congelaron a -70 °C hasta el momento de su utilizacién. Para la
transformacién se agregéd 0.5 mg del DNA en 100 ml de buffer de
transformacién a 200 ml de células competentes y se dejaron por 1 hora en
hielo. Después de este tiempo, se les dié un choque de calor a 42 °C por 1
min, se pasaron a un tubo con 3 ml de LB y se dejaron expresando por 3
hrs para posteriormente platear 0.1 ml en medio selectivo (Maniatis et al.,

1982).

PURIFICACION Y ANALISIS DE PLASMIDOS
RECOMBINANTES:

Los plasmidos recombinantes fueron purificados por el método
de "lisis alcalina” (Maniatis er a/., 1982). Para su andlisis fueron digeridos
con la enzima requerida y los fragmentos de restricciéon fueron separados
por electroforesis en gel de agarosa al 1.0% en buffer Tris-Acetatos a 100
Volts por 1.5 horas.

HIBRIDACION DE SECUENCIAS DE DNA CON DETECTORES
ESPECIFICOS:

Para llevar a cabo los experimentos de hibridizacién de &acidos
nucléicos, los fragmentos de DNA de los plasmidos, asi como de las
digestiones de DNA total, se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1.0% en Buffer Tris acetatos y transferido a membranas de
nitrocelulosa de acuerdo a lo reportado por Southern (Southern, 1975). Los
plismidos y fragmentos de DNA utilizados como detectores de hibridizacién
fueron marcador radiactivamente con (32P)CTP siguiendo el método de
"Random Priming"” conforme las instrucciones del fabricante (Amersham
Ltd), agregdindolos a las mezcla de hibridizacién de 10 x 10-6 cpm por gel.
La hibridizacién se llevé a cabo de 12 a 24 hrs a condiciones estrictas a
65°C y los filtros fueron lavados de la siguiente maneran: 2X SSC y 0.1% de
SDS a 55°C, y en otros casos a 4X SSC y 0.1% de SDS dependiendo de la
severidad requerida en los lavados segin lo reportado por Quinto ef al.,
1982. Las autorradiografias fueron expuestas a -70 °C con placas
intensificadoras el tiempo necesario para detectar la hibridizacion.




ENZIMAS E ISOTOPOS :

Las endonucleasas de restriccién, ligasa de T4, fueron obtenidas
de Boehringer y los isétopos se obtuvieron de Amersham, Co. utilizados
conforme indicaciones del fabricante (Maniatis et al., 1982).

DETERMINACION DE PROTEINA :

Se utilizé el método modificado por Markwell, 1981, en
presencia de SDS para eliminar el efecto de los fosfolipidos. Para la curva
patrén se utilizé albuimina bovina.

DETERMINACION DE SECUENCIA NUCLEOTIDICA:

El fragmento EcoRIl conteniendo la insercién TnS-mob se cloné
del ADN total de la cepa CFN4201. previamente digerido con EcoRly ligado
al vector pBR329 (Promega). Se seleccionaron las colonias Apl y Km!. Los
plismidos recombinantes se caracterizaron por mapeo de restriccidén. A
esta clona se le llamé pGMRI1. A partir de la clona pGMRI1 se subclonaron
los fragmentos Xhol-EcoR1l que nos permitieron obtener la secuencia
nucleotidica usando un "primer” especifico de los extremos del Tn5S (Thony
et al., 1985). El inserto del plismido pGMR1 se usé como sonda para buscar
en aquellos césmidos que complementaran el fenotipo TMPD el fragmento
silvestre EcoR1l de 3 kb. Se encontraron 2 césmidos llamados pC59 y pCS81.
A partir del césmido pCS59 se subclonéd los fragmentos silvestres EcoRI de 3
y 4 kb al vector pSUP202. A estos plismidos se les llamé pGMR2 y pGMR3,
respectivamente. El fragmento de 3 posteriormente se subcloné en el
vehiculo PSK y, se le llamé pGS3. La secuencia nucleotidica se continué en
el plasmido pGS3 usando “primers" sintéticos disefiados en base a la
secuencia nucleotidica ya obtenida. Se secuenciaron las dos hebras del
ADN. La secuencia nucleotidica se obtuvo manualmente por el método de
Sanger er al. (1977) usando reactivos y Sequenase version 2.0 de un kit de
USB (Amersham Ltd.). Para detectar las cadenas nacientes se uso [35S]-
dATP_S (New England Nuclear). Los andlisis de secuencias nucleotidicas y
de aminodcidos fueron realizados con los programds GeneWorks
(Intelligenetics Inc.), y del Genetics Computer Group (Wisconsin). Las
bisquedas en bancos de genes se realizaron usando el prograsha BLAST del
server del National Center of Biotechnology Information (USA). El andlisis
hidrofilicos fueron llevados a cabo como se describié anteriormente (kyte y
Doolittle 1982) utilizando los parimetros recomendados en la figura 11. EIl
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programaWisconsin fué utilizado para implementar este algoritmo (kyte y

Doolittle 1982).

MANIPULACION DE DNA:

Las técnicas y los reactivos para el aislamiento y electroforesis
del DNA, las hibridaciones en colonia y las transformaciones se hicieron
como se describié en Maniatis er al. (1982). Los plasmidos fueron marcados

con 32p por "random priming” siguiendo las instrucciones del fabricante
(Amer;ham Ltd.).
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DISCUSION RESULTADOS ADICIONALES

1.-Analisis del perfil hidropatico de Ila
proteina CcmB

En el articulo anexo se presenta la caracterizacién molecular de
la mutacién en la cepa CFN4201. La clonacién, el anilisis de los datos de
secuencia nucleotidica y el mapeo con enzimas de restriccién de esta
mutacion, permitieron identificar una segunda regién génica involucrada
en la biogénesis de los citocromos de tipo ¢ en R. etli. En este trabajo
nosotro describimos por anilisis de secuencia dos genes los cuales
mostraron ser altamente homdlogos a los genes ccmA y ccmB descritos en
B. japonicum y R. capswulatus (Ramseier et al., 1991; Beckman ez al., 1992)
(ver Figura 1. Articulo). El gene ccmA codifica para una proteina homdloga
a la subunidad unidora de ATP de 'un’ translocador de tipo ABC (Hyde et al.,
1990), Mientras que ccmB codifican para  una.. proteina hidrofébica,
integrada a membrana con seis hélices transmembranales.

Con el objeto de caracterizar. bioquimicamente en mads detalle a
la proteina CcmB de R. etli, se realizé el andlisis 'de las caracteristicas de
hidrofilicas de esta subunidad. EIl anadlisis del. . perfil hidropdtico se llevé a
cabo mediante el programa Wisconsin :GCG; con una amplitud de ventana
de 19 residuos (Kyte y Dooolittle 1982). .L.as regiones abajo de cero son
hidrofilicas; las regiones arriba de cero son hidrofébicas; aquellas regiones
con valores. mayores de 1.6 son supuestas '‘regiones transmembranales

(Kyte 'y Dooolittle 1982).

Los resultados obtenidos ‘de’ este tipo de andlisis, muestran
claramente que la proteina CcmB . "presenta seis segmentos
transmembranales, la cual es una caracteristica tipica de subunidades
formadoras de canales de translocadores. (Figura 11). Estos resultados
apoyan la idea de que esta proteina forma parte de un translocador de

tipo ABC.

2.- Reiteracion del gene ccmC en R. etli

Por otro lado, las hibridaciones tipo Southern en un perfil de
plasmidos utilizando como detector al pldsmido pSUPS011, demostraron
que la insercién TnS en la cepa CFN4201 se encuentra localizada en el
cromosoma bacteriano (Figura 3B, articulo). Sin embargo, cuando se utilizé
el plismido pGMRI1 como detector se observé una fuerte senal de
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Figura 11, Andlisis hidrofilico de ComB de R. etli, El andlisis del perfil hidropdtico se llevé a cabo mediante el
programa Wisconsin GCG, con una amplitud de ventana de 19 residuos (Kyte y Dooolittie 1982). Las regiones
abajo de cero son hidrofilicas; las regiones arriba de cero son hidrofébicas; aquetlas regiones con valores
mayores de 1.6 son supuestas regiones transmembranales (Kyte y Dooolittle 1982).




hibridaciéon entre el gene mutado (fragmento de 8.7 kb) en el cromosoma
bacteriano, ademds de dar una sefial en una secuencia localizada en el
pldsmido e. Esto sugirié que el fragmento mutado de 8.7 kb se encuentra
en el cromosoma mientras que el fragmento de 4 kb se encuentra ubicado
en el plismido e¢. Sin embargo, la hibridacién del plismido pGMRI1 contra
los c¢é6smidos pCS9 y pC81 que complementaron a la cepa mutante
CFN4201, demostraron la presencia, de una seifial de hibridacién en un
fragmento EcoRI de 3 kb en el plismido pC81, y dos seiiales de hibridacién
en los fragmentos EcoRl de 3 y 4 kb en el plasmido pC59 (Figura 3, Lineas

6 y 7A).

Los experimentos citados anteriomente, demuestran por lo
menos la presencia de tres secuencias homdlogas en el genoma de la cepa
CE2: una de estas secuencias se encuentra en un fragmento EcoRI de 3 kb y
las otras dos restantes en dos fragmentos de 4 kb. La existencia de dos
fragmentos EcoRI de 4 kb explica la sefal de hibridacién mds intensa a ese
nivel cuando se hibrida el DNA 1total de la cepa CE2 contra el pGMRI1, en
comparacién con la seflal de 3 kb (Figura 3B. Articulo). Experimentos de
complementaciéon demostraron que este fragmento no es capaz de
complementar el fenotipo TMPD- de la cepa CFN4201. Este resultado
demostré que el fragmento de 4 kb no incluye a un gene ccmB funcional.

Con el fin de confirmar que la reiteracion de DNA en el
fragmento EcoRIl de 4 kb no incluye a un gene ccmB adicional decidimos
llevar a cabo experimentos tipo Southern complementarios. Cuando los
DNAs totales de las cepas CFN42 y CFN4201 fueron hibridados contra un
detector intragénico obtenido por PCR del gene ccmB (Figura 12A) se
encontraron dos sefiales de hibridacion: una seiial de 3 kb en el DNA de la
cepa silvestre y una seifial de 8.7 kb en el DNA de la cepa mutante (Figura
12A, lineas 1 y 2). Los resultados de estos experimentos muestran
claramente que el gene ccmB no se encuentra reiterado en el genoma de R.

etli.

Con el fin de averiguar si la reiteracién en el fragmento EcoR1
de 4 kb se debia a una segunda copia del gene ccmA se llevaron a cabo
experimentos de hibridacién adicionales.

La Figura 12B, muestra los resultados de estos ensayos. Cuando
los plismidos pGMRI1, pGMR2 y pGMR3 (este ultimo contiene clonado el
fragmento EcoRl de 4 kb), fueron hibridados contra un fragmento EcoRI-
BamHI conteniendo al gene ccmA y la parte 5’ del gene ccmB, se encontré
que solo los fragmentos EcoRI de 3 y 8.7 kb y no el de 4 kb, daban seiial de
hibridacién (Figura 12B, lineas 1 y 3). Por otro lado, cuando estos tres
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plismidos fueron hibridados contra un fragmento FEcoRI-BamHII
conteniendo la parte 3' del gene ccmB y la secuencia de DNA corriente
abajo de este gene, todos los fragmentos EcoRI (de 3, 4 y 8.7 kb) dieron
seiial de hibridacion. Todos estos datos demuestran que la porcién del
fragmento EcoRI de 3 kb que se repite en los fragmentos EcoRI de 4 kb
corresponde a la secuencia que se encuentra corriente abajo del gene ccmB

(Figura 12C, lineas 1-3).

Con el fin de identificar el gene que se encucntra corriente
abajo del gene ccmB decidimos realizar experimentos de secuenciacion
nucleotidica de la porcién 3' del fragmento EcoRI de 3 kb. El resultado de
dichos experimentos se muestran en la Figura 13.

La identidad entre el gene ccmC de B. japonicum (Bj) y la
secuncia nucleotidica encontrada hacia el extremo 3' del fragmento de DNA
de EcoRI de 3 kb de R. etli (Re) es de hasta un 76%. El resultado de estos
ensayos nos permiten proponer que el gene que se encuentra reiterado en
el fragmento de EcoRIl de 4 kb cromosomal y muy probablemente en el
fragmento EcoRIl de 4 kb del plismido ¢ es el gene ccm C. Estos datos
también nos permiten proponer un nuevo esquema. Este representa la
posicién que tiene el gene ccmC en el fragmento EcoRI de 3 kb cromosomal

(Figura 14).

3.- Evidencia Bioquimica de una quinol oxisasa
en R. etli

Como se describe en el articulo anexo, el hecho de que la cepa
mutante CFN4201 se encuentre afectada en uno de los genes que codifican
para un componente de la via de la biogénesis de los citocromos de tipo ¢
se refleja en las caracteristicas fenotipicas de esta cepa. Esta cepa exhibe
baja actividade de NADH, succinato y ascorbato+TMPD oxidasa en
condiciones aerébicas de crecimiento (Soberén er al., 1989), debido a
encontrarse afectada en la expresiéon de las cadenas respiratorias aerébicas
que tienen como constituyentes a los citocromos de tipo c. Estos datos
sugirieron que esta cepa mutante es capaz de crecer en condiciones
aerébicas a expensas de wuna cadena de transporte de electrones
independiente de citocromo c.

Con el fin de caracterizar bioquimicamente a la cadena de
transporte de electrones que es utilizada por la cepa CFN4201 para
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Identidades = 88/115 (76%), Hebras = Menos / Positiva

Re: 118 GTGCTCATCCICGTCGGCTTCGICARCATTCCGATAATCAAGTTCTCGGTCGAATGGTGE 59
A R R R R NN R O AR R R A RN ARR RN SRR SRR R R

Bj: 2531 GIGCTGACGCTGGICGGCGCGATCARCCTGCCCATCATCAAGITCTCGGTCGACTGETGE 2530

Re:

60 GGACACGCTGCACCAGTCGGCCAGCGTGCTCAGGATAGGCGGTCCOGCGATCGAC 6

RN N A A A T T TR R R VIR AR R DR A AR TR
Bi: 2590 GAACACGCTGCACCAGCCAGCCTCGGTGATGCGCATGGGCGGTTCGTCGCTCGAC 2644

FIGURA 13. identidad entre e} gene ccmC de Bradyrhizobium japonicum (B]) y la secuncia
nucleotidica encontrada hacia ef extremo 3' del fragmento de DNA de EcoRlde 3 kb de
Rhizobium etll {Re). Los niumeros a la derecha e izquierda Se refiere a posiciones de bases

nucleotidicas a partir de extremo 5' de cada hebra de DNA, El caracter (j) s ecuentra entre
bases que son identicas.
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soportar en crecimiento en condiciones aerdbicas se llevaron experimentos
con inhibidores expecificos de la cadena de transporte de electrones.

Nosotros decidimos utilizar a la antimicina como inhibidor de
sitio IIl de la cadena repiratoria. La Figura 15 muestra el efecto de la
concentracién de este inhibidor respiratorio sobre la actividades de 1la
NADH oxidasa de membranas de las cepa CFN4201 y CFN42, crecidas en
condiciones aerdbicas. La actividad de la NADH oxidasa de la cepa CFN4201
es inhibida en un 30% a una concentracién de 120 pM de antimicina,
mientras que esta misma actividad se muestra mas sensible en la cepa
silvestre CFN42; esta es ripidamente inhibida en un 75% a una

concentracién de 10 uM.

Los resultados obtenidos de experimentos con inhibidores
como la antimicina, permiten sugerir la presencia de una ramificacién del
sistema respiratorio en la cepa CNF4201. Considerando que la antimicina
bloquea el paso de electrones de citocromo b al citocromo c¢; (Trumpower
1990) y que este inhibidor tiene muy poco efecto en la actividad de la
NADH oxidasa de la cepa CFN4201 puede suponerse que la via alterna para
la oxidacion del NADH podria empezar después de la ubiquinona sin pasar
por el complejo citocromo bci del sistema respiratorio de esta bacteria. Esta
via alterna bien puede ser el citocromo boiz. Esta rama de la cadena de
transporte de electrones podria soporta la oxidacion del NADH en
condiciones aerdbicas en la cepa CFN4201. Esta sugerencia se basa en el
hecho de que recientemente se clondé y secuencié el gene coxX, el cual
codifica para una gran subunidad catalitica de lo que se ha propuesto como
la cuarta oxidasa de B. japonicum. El gene coxX codifica para una proteina
que exhibe un alto grado de homologia con oxidasas terminales de un gran
nimero de especies procariotes (Surpin ez al., 1994). Esta nueva oxidasa
exhibe la mds grande homologia con la subunidad I de citocromo boj de E.
coli que cualquier otra oxidasa terminal de B. japonicum anteriormente
reportada. Esta evidencia apunta a que la proteina CoxX efectivamente
forma parte de lo que podria ser la oxidasa terminal citocromo bo3z. Esta
oxidasa muy probablemente es una quinol oxidasa al igual que la de E. coli,
dado que cepas de B. japonicum con una mutacién en los genes fbcFH
(complejo bce;) exhiben sélo una reduccién en la velocidad de crecimiento
en cultivos crecidos aerdbicamente (Thony-Meyer et al., 1989). Nosotros no
poseemos evidencias de un crecimiento reducido en condiciones aerdbicas
de la cepa CFN4201. Sin embargo, sabemos que las actividades
respiratoria, en esta wmutante bajo estas condiciones se encuentran
afectadas. Esta cepa tiene la actividad de la NADH oxidasa 13 veces mads
baja en comparacién con la cepa silvestre (Soberén er al., 1989). Esto
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INHIBICION POR ANTIMICINA DE LA NADH OXIDASA
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FIGURA 15. Muestra el efecto de la concentracién del inhibidor
respiratorio del sitio Il antimicina sobre la actividades de la
NADH oxidasa de membranas de las cepas CFN4201 y CFN42,
crerecidas en condiciones aerébicas.



sugiere que muy probablemente, que la cepa CFN4201 también se
encuentra afectada en su velocidad de crecimiento. Empero, esta cepa es
capaz de crecer en condiciones aerdbicas probablemente a expensas de la
ramificacién via citocromo boj3. Independientemente de que esta mutante
se encuentra afectada en la biosintesis del complejo citocromo bc; de la

cadena de transporte de electrones.

ILa presencia de citocromo boj en R. etli fué demostrada
mediante espectros diferenciales con CO y su papel como oxidasa terminal
fué comprobado mediante espectros de fotodisociaciéon y unién al oxigeno
(Soberén er al., 1989). De manera aniloga, se ha reportado una ramificacién
alternativa sin citocromos presente en el sistema respiratorio de R. etli
(Barquera et al., 1991b). Esta rama alternativa se ha sugerido como una
flavoproteina capaz de oxidar NADH y se distingue de la rama citocromo ¢
oxidasa por su baja afinidad por el Oz, alta afinidad por en NADH y su
resistencia a ser inhibida por quinacrina y la luz ultravioleta. La actividad

de esta flavoproteina es inducida por NADH, o por la mezcla de
en células crecidas aerdbica y

ascorbato+TMPD y se encontré presente
microaerofilicamente y estuvo ausente en células crecidas en anaerobiosis
y en bacteroides (Barquera et al., 1991b).

Estos resultados apuntan a que estas dos ramificaciones
independientes del complejo respiratorio III probablemente intervienen el
la oxidacién del NADH durante el crecimiento aerdbico en la cepa mutante
CFN4201. Adicionalmente, R. et/i también expresan otra quinol oxidasa; el
citocromo d. Sin embargo, esta solo se expresa bajo condiciones de

aereacién restringida (Barquera ez al., 1991a).

61



DISCUSION

Como se menciondé anteriormente, el presente trabajo es parte
de un proyecto mids amplio del grupo del Dr. Mario Soberdn, en donde se
ha venido trabajando en la identificacién y caracterizacidon de los genes
involucrados en la expresion genética de citocromos que conforman las
diferentes cadenas respiratorias en R etli en vida libre y durante la
simbiosis. Una parte de esta linea de investigacién ha tratado de identificar
a los genes relacionados con la biogénesis de los citocromos de tipo c. De
este modo, uno de estos proyecto se ha centrado especificamente en la
caracterizacion molecular de dos mutantes afectadas en la expresién de los
citocromos de tipo c¢. Esta caracterizacion logré la identificacion los genes

cycHJKL, los cuales se encuentran involucrados en el proceso de
maduracién de este tipo citocromos.

En B. japonicum, R. leguminosarum y R. meliloti los genes
cycHJKL se encuentran bastante conservados y forman parte de un operén.
En nuestro laboratorio se clond una regién de DNA de R. et!/i conteniendo al
gene cycH. El anidlisis de la secuencia nucleotidica de esta regién reveld la
presencia del gene cyc/J y un ORF incompleto con homologia con el gene
cycK. Ambos genes se encontraron en el extremo 3' de cycH. Estos
resultados permitieron sugerir que muy probablemente los genes cycHJ y

K en R. etli al igual en la especies bacterianas antes mencionadas formen
parte de un operdn (Tabche 1995).

De manera anidloga. el presente proyecto de investigacion se ha
centrado especificamente en la caracterizacién molecular de la cepa
mutante CFN4201, previamente aislada y caracterizada en nuestro
laboratorio como una cepa afectada en la expresion de los citocromos de

tipo ¢ y que es incapaz de llevar a cabo la fijaciéon del nitrégeno durante la
simbiosis (Soberén er al., 1989).

En este sentido, uno de los primeros puntos fué el aislar y
caracterizar el locus genético resposable del fenotipo de la cepa CFN4201.
Esta parte del proyecto la realizamos (y como se mencioné en el articulo
anexo) mediante la clonacién del fragmento EcoRI de 8.7 kb que contiene la
insercién TnS para de esta manera utilizarlo como detector en
experimentos de hibridacién., mapeo de restricciéon y adicionalmente
caracterizarlo por secuenciacién nucleotidica.



Mediante el anidlisis con enzimas de restriccién del fragmento
mutado, nosotros encontramos que el borde derecho del! transposén TnS se
encontraba deletado con aproximadamente 1200 pb. EIl gene silvestre fué
clonado a partir de cdésmidos de un banco genético que complementaron el
fenotipo TMPD- de la cepa mutante. De uno de estos césmidos nosotros
subclonamos un fragmento EcoRIl de 3 kb (pGMR2) el cual es capaz de
complementar los fenotipos TMPD y simbidtico de la cepa mutante. El
tamanio del! fragmento que contiene al gene silvestre sugirié que la delecion
en el borde del TnS era de aproximadamente de 1.5 kb dado que el TnS
mob es de 7.2 kb y un fragmento de 3 kb dan como resultado un
fragmento de 10.2 y no de 8.7 kb.

Con el fin de identificar el gene mutado en la cepa CFN4201,
nosotros secuenciamos uno de los bordes del TnS del fragmento mutado y
esta secuencia en el fragmento silvestre. Nosotros

80 y 219

continuamos
marcos abiertos de lectura (ORFs) de 215,
1834 pb, respectivamente. Después de

identificamos tres
aminodacidos en una secuencia de
una busqueda en el Genbank se identificé al primero y tercero ORFs como
ccmA  y ccmB, previamente descritos en 8.

Beckman er al., 1992). La

homdélogos a los genes
y R. capsularus (Ramseier et al., 1991;
se encontré localizado dentro del

Saponicum
insercion del Tn5 en la cepa CFN4201
producto CecmB en el aminodcido 199 en el extremo carboxilo terminal (ver

Figura 1B, Articulo).

El segundo ORF no mosiré homologia con ninguna secuencia
protéica descrita hasta la fecha. En B. japonicum y R. capsularus han sido
descritos ORFs entre los genes ccmA y cemB; en ambos casos no fueron
relacionados con la biogenesis de los citocromos de tipo ¢ (Ramseier er al.,
1991; Beckman et al., 1992). Es claro 1la necesidad de trabajo
experimentales que revelen si el ORF80 en R. e¢li estd relacionado o no con

la biogénesis de este tipo de citocromos.
La Figura 2A del articulo anexo muestra el alineamiento de las

proteinas predichas de los gene ccmA de R. ezli con las proteinas predichas
del gene ccmA de otras especies bacterianas. El producto del gene ccmA
comparte identidades de entre 34-43% con el producto de los genes
mencionados. El gene c¢cmA codifica para una proteina homdloga a la
subunidad unidora de ATP de un translocador de tipo ABC (Hyde ez al.,
1990). El rasgo mads caracteristico de los transportadores ABC es su dominio
de unién de ATP (Figura 2A, Articulo). Cada dominio es de una longitud de
y comparte identidad considerable en

transportadores; variando

200 aminoidcidos
los dominios de diferentes
transportador con que se compare

apoximadamente
dependiendo del

su secuencia con
entre el 30 y el 50%
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(Hyde et al., 1990). La identidad en la secuencia de aminodcidos es
generalmente mayor entre dos dominios de unién de ATP de un solo
transportador que entre los dos dominios de diferentes transportadores.

Por otro lado, e! gene ccmB codifica para una proteina
hidrofébica, semejante a los dominios transmembranales de los
transportadores ABC. Los dos dominios transmembranales de los
transportadores ABC son altamente hidrofébicos. La secuencia de
aminodcidos predicha a partir de la secuencia nucleotidica muestra que
estas proteinas estdn constituidas por miltiples segmentos de a-hélices
que son capaces de atravesar la membrana. La mayoria de los
transportadores predichos tienen seis de estos segmentos por dominio, un
total de doce por transportador. La disponibilidad de datos experimentales
se limita a unos cuantos transportadores. Sin embargo. seis segmentos
transmembranales se han identificado en la permeasa del oligopéptido de
S. tvphimurium (Pearce er al.. 1992). Adicionalmente, se ha probado que
los dominios hidrofébicos de los translocadores HIlyB y PrtD también
atraviesan lIa membrana citoplismica seis veces (Wang e7 al., 1991;
Delepelaire y Wandersman 1991).

Con el objeto de caracterizar bioquimicamente mads en detalle a
la proteina CcmB de R. etli. nosotros realizamos el analisis de las

caracteristicas de hidrofilicas de este dominio (Figura 11, Resultados

Adicionales).

Los resultados obtenidos de este tipo de andlisis, muestran
claramente que la proteina CcmB presenta seis segmentos
transmembranales, la cual es una tipica caracteristica de subunidades
formadoras de canales de translocadores. (Figura 4). Estos resultados
apoyan la idea de que este que esta proteina forma parte de un
translocador de tipo ABC.

Experimentos con fusiones con el péptido sefial de la porcién
amino terminal tanto del citocromo ¢ como de proteina CycL (subunidad
de la supuesta hemoliasa, CCHL) con la fosfatasa alcalina introducidas en
mutantes con un fondo ccmAB- (en R. capsulatus) y ccmB - (en B .
Japonicum), demostraron que el posible papel que tienen el producto de los
genesccmAB no es del transporte del apocitocromo ¢ o de la hemoliasa. Asi,
proteinas CcmA y CcmB fueron propuestas como cadidatas para formar
parte de rtransportador ABC requerido para la translocacién del grupo
hemo C hacia el periplasma en estas especies bacterianas (Beckman e? al.,

1992: Thony-Meyer et al., 1994).
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De esta manera, el andlisis de nuestros datos de secuencia nos
han permitieron identificar una segunda region génica involucrada en la
biogénesis de los citocromos de tipo ¢ en R. etli.

Como se menciond anteriormente, la insercién del TnS en el
gene ccmB incluye una deleciéon que puede incluir entre 50-300 pb del
extremo 3' de este gene, y que por lo tanto era posible que el fenotipo
mostrado por la cepa mutante se debiera a la delecion del gene ccmC mis
que a la insercién del Tn5. Con el fin de averiguar cual es el gene
responsable del! fenotipo TMPD- de la cepa CFN4201 se mutagenizé el
fragmento silvestre EcoRI de 3 kb con el fago mini-Mu. Después de la
transferencia de los plismidos mutados a la cepa CFN4201, se
seleccionaron tres inserciones mini-Mu independiente que no fueron
capaces de complementar el fenotipo TMPD- de esta cepa. El andlisis de
secuencia de estas inserciones, demostré que todas ellas mapeaban dentro
del gene ccmB (Figura 1B, Articulo). Dos inserciones extras que fueron
capaces de complementar el fenotipo TMPD- de esta cepa mapearon en el
gene ccmA (Figura 1B, Articulo), demostrando que ambos genes se
transcriben como unidades independientes y que la mutacién en el gene
ccmB es solo la responsble del fenotipo de la cepa CFN42,

Tanto en B. japonicum como en R. capsulatus los genes ccmA y
ccmB se encuentran formando un grupo junto con tres genes mds que se
ubican corriente abajo de ellos; lo genes ccmCDG. En R. capsulatus
mutaciones en cualquiera de estos cinco genes (ccmABCDG) da como
resultado la carencia total de cualquier tipo de citocromo de tipo c¢ en la
cé€lula bacteriana. Sin embargo. mutanciones en ccmC de B. japonicum no
tienen fenotipo distinguible. En R. etli solo hemos identificado dos de los
cinco genes que forman el conjunto ccmABCD, es decir, los genes ccmA y
ccmB . Sin embargo, el andlisis de secuencia y mapeo con enzimas de
restriccion del fragmento de DNA EcoRI de 3 kb sugirié la presencia del
gene ccmC corriente abajo de los genes ccmAB (Figuras 14 y 15, Resultados
Adicionales). Nosotros no tenemos evidencias experimentales que nos
permitan afirmar la presencia de los genes ccmDG corriente abajo de los
genes ccmABC. Sin embargo. es muy probable que como en el caso antes
mencionado de operén formado por los genes cycHJKL, el cual se demostré
se encuentra conservado en R. erli al igual que en varias especies
bacterianas, como los son: B. japonicum, R. leguminosarum, R. meliloti, de
manera andloga, también pudiera suponerse que el orden del conjunto de
genes ccmABCDG se encuentre conservado en R. etli de igual forma en que
han sido reportados en las especies bacterianas arriba mencionadas. No



obstante, es claro la necesidad de evidencias experimentales que apoyen
esta suposicion.

Un dato interesante que se encontré en el presente trabajo que
de igual modo de que el gene cyc/ del operéon cycHJKL se encuentra
reiterado la cepa la CE2 de R. etli. el gene ccmC del grupo de genes
ccmABCD también lo esti. Esta afirmaciéon se basa en la evidencia
experimentale descritas en la Figura 12C:

Cuando los pliasmidos pGMRI1, pGMR2 y pGMR3 (este iltimo
contiene clonado el fragmento EcoR/ de 4 kb), contra un fragmento EcoRIl-
BamHI conteniendo la parte 3' del gene ccmB y la secuencia de DNA
corriente abajo de este gene, todos los fragmento EcoRI (de 3, 4 y 8.7 kb)
dieron sefial de hibridacién. Todos estos datos demostran que la porcién
del fragmento EcoRI de 3 kb que se repite en los fragmentos EcoRl de 4 kb
corresponde a la secuencia que se encuentra corriente abajo del gene ccmB
(Figura 12C, lineas 1-3).

La identidad entre el gene ccmC de B. japonicum (Bj) y la
secuncia nucleotidica encontrada hacia el extremo 3' del fragmento de DNA
de EcoRIl de 3 kb de R. etli (Re) (Figura 13), permitieron proponer que el
gene que se encuentra reiterado en el fragmento de EcoRI de 4 kb
cromosomal y muy probablemente en el fragmento EcoRI de 4 kb del
pldsmido e es el gene ccmC. Estos datos también nos permitieron proponer
un esquema sobre el posible arreglo de estos genes en el fragmento EcoR1
de 3 kb (Figura 14).

La presencia de secuencias reiteradas en R. etli no esta
restringida a unos cuantos genes. Actualmente se han encontrado una gran
variedad de secuencias reiteradas en el genoma de estos organismos. Estas
reiteraciones pueden comprender desde repeticiones de genes hasta
operones completos como el caso del operon nifHDK (Quinto er al., 1982).
Estas secuencias reiteradas han sido localizadas en el cromosoma como en
varios plasmidos, lo que ha puesto de manifiesto que la reiteracion de
secuencias de DNA es una caracteristica general de las bacterias de la
familia de las Rhizobiaceas (Palacios er al., 1983).

Por otro lado, el supuesto transportador CcmAB puede contener
subunidades adicionales. En R. capsulatus el gene corriente abajo de cecmB ,
denominado ccmC, es requerido para la biogénesis de los citocromos de tipo
c. El producto del gene ccmC contienen seis hélices transmembranales vy,
pueden representar una subunidad adicional del aparato de translocacién
CcmAB. Un motivo de unién no covalente con el grupo hemo con una
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limitada homologia puede ser detectado en esta proteina (Thony-Meyer et
al.. 1994) (Ver Figura 8, Biogénesis).

Como se menciond arriba el gene ccmC en R. capsulatus es
requerido para la biogénesis de los citocromos de tipo c. No obstante, en B.
Jjaponicum mutantes en este gene no tienen fenotipo distinguible. Este
tipo de evidencia sugiere y, como se ha venido apuntando, que muy
probablemente en B. japonicum al igual que en R. etli, el gene ccmC se
encuentre reiterado y que esta reiteraciéon es capaz de substituir la funcién
del gene mutado. Nosotros no poseemos ningudin tipo de evidencia
(mutaciones en ccmC) que permita poner en claro el papel que juega cemC
en la biogénesis de los citocromos de tipo c¢. Por lo que seria interesante

tratar de generar mutaciones en el gene ccmC de R. etli con el fin de
resolver este problema.

Por otro lado, y como se menciond, los productos de ccmAB no
comparten homologia significativa con otras proteinas con funcién
conocida. CcmB tampoco poseen un motivo detectable de unién no
covalente con el grupo hemo. Aunque es probable que este motivo se

encuentre distribuido a lo largo de sus hélices transmembranales,

lo cual
hace dificil distinguirlo.

En este sentido, es sabido que ocurre transporte activo del
grupo hemo a través de las membranas en bacterias que utilizan a este
grupo como fuente de fierro (Henderson y Payne, 1993; Stojiljcovic y
Hantke, 1992). Aunque si bien, en este caso, a diferencia del CcmAB el
correspondiente translocador media la importacion mis bien que la
exportacion, pone de manifiesto la presencia de un mediador proteico en el
ingreso del grupo hemo en bacterias. Seria por lo tanto muy interesante

saber la secuencia de aminodcidos de tales proteinas y compararlas con la
secuencia de CcmB.

El hecho de que CcmB no posea un motivo de unién no
covalente con el grupo hemo detectable y que por el otro lado CcmC si lo
tenga (ver Figura 8, Biogénesis). hace probable que estas dos subunidades
hidrofébicas juntas formen parte del poro del translocador ABC del grupo
hemo. Esta suposicién se basa en el hecho de que el producto de ccmC
participa en la biogénesis de los citocromos de tipo ¢ en R. capsulatus. Por
lo que seria interesante de tratar de probar esta posibilidad, mediante la
purificacién de este transportados y de é€sta manera determinar su
composicién de subunidades. Esto también permitiria su reconstitucién en
membranas lipidicas para la determinacién del transporte del grupo hemo,
asi como medir su dependencia de ATP para llevar a cabo este proceso.
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El hecho que la cepa CFN4201 crecida en condiciones aerébicas
exhiba una actividad de NADH resistente a la inhibicién por la antimicina,
sugirié que esta mutante se encontraba afectada en la biosintesis del
complejo citocromo bc; del sistema respiratorio. Esta hipétesis fué
comprobada experimentalmente mediante ensayos mads finos.

Ensayos de Western Blot utilizando anticuerpos dirigidos contra
citocromo c¢; de bovino revelaron que las membranas de la cepa CFN4201
presenta niveles bajos pero detectables de la apoproteina c; cuando se
compara con la cepa silvestre. Sin embargo, el anilisis del contenido del
grupo hemo de las proteinas de tipo ¢ revelaron que el apocitocomo c¢; no
contiene este grupo en la cepa CFN4201 (Figura 4B1, Articulo). Esto sugiere
que el complejo citocromo bc; en esta cepa mutante no es funcional. Esto
apoya lo mencionado c¢on anterioridad: Las dos ramificaciones
independientes del complejo respiratorio Il (flavoproteina y citocromo
boi) son resposables de la oxidacién del NADH durante el crecimiento en
condiciones aerdbicas en la cepa mutante CFN4201. El hecho de que R. etli
posea un sistema respiratorio ramificado no es nada extrafio. Las bacterias
aerébicas generalmente son capaces de hacer uso de un amplio rango de
concentraciones de oxigeno para la conservacién de energia por
respiracion. Esta flexibilidad se las da el hecho de contar con dos o mis
oxidasas terminales que tienen diferentes afinidades para el O,. Los
equivalentes reductores son derivados de substratos de carbono por la
accién enzimitica de varias deshidrogenasas que envian los electrones
hacia la poza de quinona/quinol dentro de la membrana citoplismica. De
aqui, los electrones fluyen hacia las oxidasas terminales que estdn
integradas en la membrana, y que son los sitios donde se lleva a cabo la
reduccién del O,. En las bacterias se conocen dos tipos principales de
oxidasas terminales, las quinol oxidasas y las citocromo ¢ oxidasas (Garcia-
Horsman 1994). Las quinol oxidasas reciben los electrones directamente de
la poza de quinol, mientras que las citocromo ¢ oxidasas reciben los
electrones del citocromo ¢ que ha sido reducido anteriormente por la
ubiquinol-citocromo c¢ oxidoreductasa (también llamada complejo citocromo
bc; (Trumpower, 1990). Por lo tanto. cuando las bacterias emplean madas de
una oxidasa terminal, la cadena respiratoria es ramificada, y el punto de
ramificacién es a partir de la poza del quinol (P. ej. cuando dos quinol
oxidasas © una citocromo c¢ oxidasa mds wuna quinol oxidasa estan
presentes), o bien es a nivel del complejo citocromo bc: (P. ej. cuando dos
citocromo c¢ oxidasas estin presentes). En contraste a lo que ocurre en
mitocondria donde sélo esti presente una cadena respiratoria, la existencia
de una cadena respiratoria ramificada es la regla en las bacterias aerdbicas.
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En bacterias. la presencia en los pre-apocitocromos ¢ de una
secuencia sefial cargada positivamente, con un segmento de cuando menos
diez residuos hidroféobicos seguidos normalmente de un sitio de corte para
la peptidasa lider, sugiere que estas proteinas son secretadas a través de la
maquinaria comun de secrecion (sec) de la célula bacteriana (Pugsley

1993). EIl péptido sefial de varios citocromos ¢ ha demostrado ser funcional
en dirigir la fusion de una proteina pasajera (fosfatasa alcalina; PhoA) a
través de la membrana (Brandner er al., 1991; von Wachenfeldt y

Hederstedt 1990b). Estas caracteristicas sefialan que el sitio funcional de
los citocromos de tipo ¢ se encuentra del lado peripldsmico de la membrana

plasmadtica (Pettigrew y Moore 1987).

Un cuestionamiento interesante con respecto a la translocacién
de citocromo c, es si el grupo hemo se une a la apoproteina antes, durante
o después de ser exportada a través de la membrana citopldsmica hacia el

periplasma.

En el presente trabajo, nosotros demostramos que R. elli es
capaz de translocar la forma apo de citocromo c¢; al periplasma sin que la
unién del grupo hemo haya ocurrido. Esto iltimo fué comprobado
experimentalmente. Ensayos de Western Blot anteriormente mencionados
(Figura 4A1l. Articulo), revelaron que las membranas de la cepa CFN4201
presenta niveles bajos pero detectables de la apoproteina c¢i1 cuando se
compara con la cepa silvestre. Sin embargo, el andlisis del contenido del
grupo hemo de las proteinas de tipo c¢ revelaron que el apocitocomo c¢; ni
ninguna otra forma apo de los citocromo de tipo ¢ contiene a éste grupo
prostético unido covalentemente en la cepa CFN4201 (Figura 4B1, articulo).
Esto sugiere, que la unién del grupo hemo ocurre después de que el
precursor es translocado al periplasma. Esto parece ser razonable, dado que
la unién del grupo hemo a la apoproteina antes de la translocacién puede
generar varias restricciones sobre la estructura tridimensional del
precursor, el cual, independientemente de la secuencia seifial, puede no
llenar lo requisitos de las proteinas de exportacién dependiente del
sistema sec. Adicionalmente, y como se mencioné, en R. etli se han
identificado los genes cycHJ y K (CCHL) cuyos productos se cree estin
implicados en catalizar la unidn covalente de grupo hemo a la apoproteina
(Tabche 1995), se encuentran localizados en la membrana citoplismica de
cara al periplasma. Todos nuestros datos apoyan la hipétesis de que la
unién covalente de grupo prostético hemo a las formas apo de los
citocromos de tipo ¢ no es un requisito para que estos tultimos sean
exportados a través de la membrana plasmdtica hacia el periplasma.
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FIGURA 16. Modelo de la via de maduracion de los citocromos de tipo ¢ baceriales.

E1 modelo es esquematizado para un citocromo ¢ soluble. Los nimeros a la derecha
corresponden a los pasos en ésta via. El paso 4 esta ausente en los citocromos detipo ¢
que se encuentran unidos a la Mmembrana, excepto para citocromo ¢,.

c=citoplasma, p= lado periplasmico de la membrana, CXXCH=sitio de unidén covalente
del grupo hemo en la apoproteina, M=metionina, sexto ligando del grupo hemo en
algunos citocromos de tipo c. lepB- gene que codifica para la peptidasa sefial.




El resultado de todos estos estudios nos permiten sugerir un
modelo de trabajo sobre la biogénesis de los citocromos ¢ en R. etli (Figura
16). Este modelo es semejante al propuesto por Thony-Meyer (1994), sobre
las vias de maduracién de los citocromos de tipo ¢ en bacterias, en donde
se proponen cuando menos nueve genes directamente relacionados con lo

biogénesis de los citocromos de tipo ¢ en bacterias.

Paso 1. Después de la sintesis del pre-apocitocromo ¢ y el grupo hemo en
el lado citopldsmico de la membrana. los dos componentes son translocados
a través de la membrana. Se ha propuesto que la pre-apoproteina asistida
por su secuencia seiial la maquinaria sec de la célula para ser

probablemente transportado por un

exportada. El grupo hemo es
transportador ABC, conformado por el producto de los genes ccmAB. Este
adicionales, tales

transportador puede ser inusual y contener subunidades
como los productos de los genes ccmC y ccmD.

El sitio de unién de grupo hemo C-X-X-C-H es mantenido en su
forma reducida en el lado periplismico de la membrana por la proteina
semejante a la tioredoxina, producto del gene ccmG. El grupo hemo es
llevado a, o mantenido en su estado reducido y presentado a la hemoliasa
CCHL. El gene candidato para esta funcién es cycl.

Paso 3. EIl grupo hemo es ligado al apocitocromo por la hemoliasa CCHL.
Las subunidades de esta enzima bien pudieran ser los productos de los

utiliza

Paso 2.

genes cycHJK.

Paso 4. La peptidasa lider remueve el péptido seiial de los citocromos ¢
solubles, los cuales son liberados de la membrana hacia el periplasma.

Paso S. Los citocromos se estabilizan para funcionar. Esto ocurre
mediante el proceso de plegamiento y ensamblaje dentro de un complejo

constituido por varias subunidades.

Este modelo estia basado en el hecho de que el grupo hemo es
unido después de la translocacién del precursor protéico (o al menos parte
de este) a través de la membrana. Esto estd de acuerdo con los resultados
obtenidos de estudios de la maduraciéon de citocromo c en P. denitrificans,
R. capsulatus y B. japonicum y, con el hecho de que muchos de los
componentes involucrados en el proceso de maduracién, poseen una

secuencia seiial en el extremo aminoteminal y, por lo tanto, requieren de
En el paso 2, si uno considera que la

ser exportados para ser funcionales.
hemoliasa CCHL es un complejo multienzimatico formado por varias
subunidades, es probable que la reduccién tanto de grupo hemo como de
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su sitio de unién en la apoproteina pudira ser llavado a cabo por una de las
subunidades de tal complejo. Este modelo es muy semejante, en cierto
modo, a la biogénesis de citocromo ci en mitocondria (Nicholson er al..
1989) y toma en cuenta el fenotipo de mutantes, informacién obtenida de
las secuencias nucleotidica y funciones bioquimicas esperadas.
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Abstract

In this paper we describe the sequence analysis of two Rhizobium etli genes (ccmA and cemB) which are believed to participate
in the transport of the haem moicty to the periplasm in other bacterial species. The characterized DNA region was isolated by
complementation of a R. etli TnSmob induced mutant (CFN4201) which was affected in the production of c-type cytochromes.
Sequence analysis of this region identified three open reading frames, two were identified as the cemA and comB genes. The
predicted protein sequence of comA showed significant homology with ATP binding proteins of the ABC-type transporter systems,
while comB encodes for a hydrophobic protein probably associated with the coma gene product. The TnSmob insertion in CFN4201
strain was located in the carboxy terminus of CemB. Restriction mapping of the EcoRl fragment containing the TnSmob insertion
showed that it involved a deletion of approximately 1.5 kb. Mutagenesis of the wild-type region with a miniMu transposon and
complementation analysis showed that the mutation in comB, and not the deletion, was responsible for the phenotype of CFN4201
strain: and that comet and comB arc independent transcription units. We found that a region located downstream of ccmB is
reiterated twice, one near the chromosomal cemA-comB locus while the sccond in plusmid e. Finally, CFN4201 membranes had
detcctable levels of ¢; apoprotein which did not contain bound haem. This data could suggest that haem binding to the apoprotein

occurs after the translocation of the apo form of ¢, to the membrane,

Keywords: c-Type cytochromes; Biogencsis; Haem transport; Symbiosis; cbb3 oxidase; Nitrogen fixation; ABC transporters

Previous studies have demonstrated that c-type cyto-
chromes are  important for  nitrogen fixation during
Rhizobium—plant symbiosis (O'Brinn and Maier, 1989;
Ramseir ¢t al., 1991; Soberdn et al, 1993; Vargas ct al.,
1994). Moreover, the symbiotic terminal oxidase has
been shown to contain ¢ and b-type haem (Preisig et al.,
1993; Mandon et al., 1994). This terminal oxidase is
thought to posses a high aflinity for oxygen and to be

- efficiently coupled to ATP production (Preisig et al,

1. Introduction

Cytochromes .arc electron carriers that traasfer
clectrons from the reduced quinol in the membrane to
a final acceptor, usually O,. In contrast to other cyto-
chromes, c-type cytochroines carry their prosthcetic haem
group covalently attached to the apoprotein (Pettigrew
and Moore, 1987). All c-type cytochromes are either

located in the membrane or in the periplasm. c-Type
cytochromes arc widely distributed among bacteria and
form part of different clectron transport chains with
different terminal oxidases (Poole, 1983). Thus, their
role in electron transport and encrgy production' is
fundamental.

* Corresponding autheor. Tel. +52 S5 6'.'276!8' Fax . +52 73 l72188
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1993).. Thus, this enzyme cnables nitrogen fixation to
occur in a micro-aerobic environment as it occurs within
the nodule tissue (Witty and Minchin, 1990).

c-type cytochromes undergo a complex posttransia- .

tional process. In bacteria, several genes participating in
the c-type cytochrome biogenesis pathway have been
described (for review, sce Thony-Meyer ct al,. 1994).
Mutations in any of thesc genes resuit in the loss of all
c-type cytochromes (Thony-Mecyer ct al, 1994). In
Bradyrhizobium japonicum and Rhiodobacter capsulatus
two homologous clusters of at least four: genes
(cycV/ihelA, cycW/helB, ORF263/helC and cycX/helD)
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are believed to participate in the transport of the haem

group to the periplasm where the covalent binding of

the hacim group to the apoprotein . occurs (Ramseir et al,,
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ORF263 of R. capsulams and B. japonicum respectively

posscss an id motif gah bmdlng .

sue, suggesting that this system may be involved in the
port of haecm to the periplasm (Thony-Meyer et’ al.*?

.1991, Beckman ct al., 1992). Sequence analysis
that the products encoded by these genes are membrane
bound. The CycV/HelA proteins shows high homology
to the ATP binding proteins of the family of ABC
transporter proteins. Members of this family are widely
distributed in prokaryotes and cukaryotes and . are
involved in the transport of a wide variety of molecules
(Fath and Kolter, 1993). Usually, one or two hydro-
phobic proteins are associated with the ATP binding
component to give specificity to the transport system
(Fath and Kolter, 1993). The cycbW /helB genes code for
hydrophobic membrane proteins which were reported
to be part of the transport system together with the
ATP binding component (cyc¥V /fltel4) (Ramseir et al.,
1991, Beckman et al, 1992). In R. capsulatus it was
shown that mutations in the /elABC genes did not
impair the transport of the apoprotein of cytochrome
c; to the periplasm, excluding the possibility that this
system is directly involved in the transport of the ¢c-type
apoproteins to the periplasm (Beckman et al, 1992).
The HelC protein and the gene product encoded by the

1994). The cloning and sequence of a gene cluster

involved in c-type cytochrome biogenesis has been

“reported in Escherichia coli. Two genes (ccmA and ccmB)

with significant homologies to the cycV /helA and cychV
/helB genes were identified in this gene cluster (Thony-
Meyer ct al., 1995).

We have previously reported the isolation of an R.
erli mutant with low levels of c-type cytochromes and
unable to fix nitrogen during symbiosis (Soberon et al.,
1989). In this work we rcport the cloning and sequence
of the mutated gene of this strain. Our sequence analysis
identified the mutated gene as ccrmB gene and showed
the cxistence of a ccmA gene closely linked to ccmB.
Recently a new nomenclature was adopted for genes
involved in c-type cytochrome biogenesis in bacteria
(Thoény-Meyer, L. and Hennecke, H., personal communi-
cation). We have adopted this new nomenclature and,
therefore., renamed the cycV fhelA genes as ccmA and
the cyeW /helB genes as cemB as proposed.

T IB H N s S P S
— | | 1 1 IR jl
ccmA ORF 108 ccmB . ccmC cemD

B

500 bp

1 11

ccmA ORF 80

Y

Fig. 1. Physical-genetic map of the scqucnced region. (A) Physical-genetic map of the cyVIV.X genetic region from 8. japonicum (Ramseir et al.
1991). (B) Physical-genctic map of the R. etli 3 Eco Rl fragment. Vertical bars rcpresent the posilion of TnS (®) and miniMu (V) insertions. The
open symbols for the miniMu insertions represent insertions which complemented CFN4201 strain; closed symbols are miniMu insertions which
did not complement the CFN4201 strain (sec Section 2.2)). The posmon of the TnSmob and |hn| of the miniMu's were verificd by sequencing. Boxes
with arrowheads represent the genes dcscnbcd in lhn paper. H genes are highli| d in corresp fing patterns. Non-homologous genes
are white. The restriction sites used in sub: ing are shown. The arrows below indicate the sequence strategy. I.etters are restricti
enzymes B, Bam!il; E, EcoRl; H, HindIll; N, thl P Psel; S, Sail. The DNA was scquenccd using the USB sequenase "0 sequencing
ified by the facturer, from appropriate sub A Tns primer was utili for the TnS bord:
(Egelhoﬂ' ct al., 1985). Computer-assisted sequence analysis and comparisons with the GenBank were done using the *Gene works 2.4° program
of the 3 kb fragment with the miniMu transposon was performed as reported (Ratet et al., 1988). The nucleotide

from1 ics Inc. M
sequence reported here has the accession number US2866 in the GenBank.
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2. Experi 1and di

2.1. CFN420! mutation affected the ccmB gene

We previously isolated a R. etli mutant (CFN4201)
unable to oxidize N, NV, N N’-tetramethyl-p-phenylencdi-
amine (TMPD). Colonies with functional cytochromes
stain blue in a few secouds in the presence of TMPD.
CFN4201 strain produced low levels of c-type cyto-
chromes and was unable to fix nitrogen during symbiosis
with bean plants (Sobcerén et al., 1989). In order to
identifly the mutated gene in the CFN420! strain we
cloned the EcoRl fragiment containing the TnS insertion.
An EcoRI digest of CFN4201 total DNA was ligated
into pBR329, transformed into E. coli cclls and colonics
were sclected as resistant to Te (pBR329) and Km
(TnSmob) (plasmid pGMRI). From the restriction analy-
sis of this fragment, we found that the right border of
the TnSmob was deleted since ‘all the restriction sites
from HindlI1 to the end of the border were missing. The
size of the delction was at lcast 1200 bp if we supposc
that no morc IDNA wus delcted after the Hindlll restric-
tion site. In fact, a Prull restriction site at 250 bp to the

5’ of the Hindlll is still present in the deleted TnS mob

border (data not shown). The wild-type gene was cloned

after transfer of a cosmid gene bank of the wild-type

.work will reveal if ORF80 in R.

strain in CFN4201 strain and selection of plasmids
which complemented the TMPD-phenotype of this
strain, Two overlapping cosmids were identified and
characterized (pcos59 and pcos81). From cosmid pcos59
we subcloned a 3 kb EcoR1 fragment which comple-
mented CFN4201 TMPD and symbiotic phenotypes
(PGMR2, sce below). The sizc of the EcoRl fragment
containing the wild-type gene suggested that the deletion
in the Tn5 border was of approximately 1.5 kb of DNA
sipcé the TnsS mob is 7.2 kb and a 3 kb fragment would

-result in the creation of a 10.2 kb and not of a 8.7 kb

fragment.
In order to identify the mutated gene, we sequenced

the TnSmob borders in the mutated fragment (8.7 kb
EcoRl fragment) and complcted the scquence in the
wild-type fragment. The 1834 bp scquence reported here

"was obtained using the strategy shown in Fig. 1. We

identificd three ORF's of 215, 80 and 219 aa, respectively.
A search in the Genbank identificd the first and the
third ORF’s as the ccmAd and cemB genes. The second
ORF did not show a significant homology with any

protein sequence so far described. Open reading frames

had been identified between cem.d and cemBB genes in R.
capsulatus and B. japonicuni; in both cases these ORF's
were ' not’involved in e-type cytochrome biogencsis

(Ramseir et al, 1991; Beckman et al, 1992), further
c¢tli is involved or not
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Fig. 2. Amino acid alignments of the predicied protein products of the comed (A) and cemB (13) genes with related &

ctli; BRAJA, B. juponicunm,. RHOCA, R. capsulatus; HAEIN, 1. influenzae; ECOLIL E. coli. The ATE binding cassctic is underlined with two lines
in the comA protein, and the sequences underlined with single lines correspond to the structural loops conserved in this type of protcin (see

Section 2.1).
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in c-type cytochrome biogenesis. Fig. 2A shows an align-
ment of the predicted protcin of the R. etli ccimA gene
with the B. japonicum. R. capsularus. Haemophilus
influenzae and E. coli ccm.A genes. The R. etli ccmA gene
product shares an homology (identity) of 43, 41, 34 and
34% with the cem gene products of the organisms
mentioned above. The CoemA protein shows extensive
homology with other ATP binding proteins involved in
the active transport of a wide range of molecules (ABC-
tvpe transporters). This protein has the ATP binding
domain which is conserved in this type of protein and
also three conserved structural regions (see Fig. 2A).
Fig. 2B shows an alignment of the R. etli ccmB gene
product with the ccmB gene products of the organisms
mentioned above. The R. erli ccemB gene product shares
an homology (identity) of 61. 45, 35 and 38% with the
B. japonicum, R. capsulatus. H. influenzae and E. coli
cemB gene products, respectively. The predicted amino
acid sequence of the R. erli ccmB gene predicts a mem-
brane protein with six transmembrane spanning regions
(data not shown), similar to the gene products of the B.
Japonictum and R. capsulaius ccmB genes. respectively
{Ramseir et al.. 1991; Beckman et al., 1992). The Tn3Smob
insertion in CFN4201 strain was located within ccmB
at aa 199 in the carboxy terminus (see Fig. 1B).

T 2.2..The ccmB muration is respons:blefor the TAPD-

phenonpe ofCFN4 ’01 e

""The Tn5mob mseruon in the ccmB gene included
deletion of roughly 50-300 bp to the 3' end of coemi;s.
Therefore it was possible that the phenotype shown by
the mutant strain was due to the deletion of a gene
located at the 3’ end of ccmB rather than at the TnSmob
insertion in the ccmB gene. In order to identify the gene
responsible for the TMPD ™~ phenotype of CFN4201, we
mutagenized the 3 kb EcoRI fragment with a miniMu
transposon. After transfer of the mutagenized plasmids
in the CFN31201 strain, we selected 3 independent
miniMu insertions which did not complement th.
TMPD™ phenotype of this sirain. Sequence analysis of
the miniMu borders, demonstrated that the 3 insertions
selected mapped within the ccmB gene (see Fig. 1B).
Two extra miniMu insertions which were able to comple-
ment the TMPD~ of CFN4201 strain mapped in the
ccmA gene (see Fig. 1B), showing that both genes are
organized as independent transcription units and that
the mutation in the ccmB gene is solely responsible for
the phenotype of CFN4201 strain.
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Fig. 3. Southern blot analysis of the cemA and cemB region and localization of the CFN4201 mutation. (A) Total DNA's and cosmids digested with
EcoRI: lane A1, CE3; lanes A2 and A3, CFN4201: lanes A3 and AS, cosmids pcos59 and pcos81. respectively (ethidium bromide stained); lanes A6
and A7. cosmids pcos59 and pcos81. Hybridization probes were: 8.7 kb EcoR1 containing the TnSmob insertion in cemB (lanes Al and A2), TnS
{lanes A3) and the wild-type 3 kb EcoRl fragment {lanes A6. A7). (B) Southern blot of plasmid profiles { plasmids are labelled as reported by Quinio
et al, 1982): lane 1. ethidium bromide stained of strains CE3: lanes B2 and B4, CE3; lancs B3 and BS, CFN4"01 Hy bnd:uuon probes were: the
wild- l)pe 3 kb EcoRl frasm:nl (lanes B2 and B3) and Tn5 (lanes B4 and BS). Cloning. restriction P tati nick

jon. n ing and hybrid were performed according to standard protocols ( Maniatis et al.. 1982). Isolation of chromosomal
DNA {rcm R. etli cells was done as described (Martinez et al., 1985).
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2.3. A DNA region contiguous to ccmB is reiterated

We performed Southern bjot hybridization of total
EcoRI restricted DNA from CFN420!1 and the wild-
type strains against the EcoRI fragment containing the
TnSmob insertion of CFN4201 strain. Fig. 3A shows

A B

30kDa g —-

Fig. 3.1 Jd ion and haem of ¢, protein in CFN4201
membranes. (A) Western immunoblotting of CFN4201 membrancs
(lanc 1) and CE3 membranes (lane 2} using bovine cytochrome ¢,
antiserum. Membrane proteins were blotted from 12% polyacrilamide-
SDS gels loaded with 100 pg protein, to nitrocellulose membranes and
immunodetection was performed using the Western blot detection kit
(Problot AP) from Promega with alkaline phosphatase. The antiserum
was diluted 1000-fold before i bation with nitr I! paper as
previously described (Soberdn et al., 1993). (B) Analysis of c-type ¢y10-
chromes (haem stain) in membranes of CFN4201 (lane 1) and CE3
(lane 2). c-Type haem proteins were detected afier 12% acnylamide—
sodium dodecyl sulfate gel (SDS-PAGE) electrophoresis which were
loaded with 600 ug protein and run. Afier clectrophoresis c-type cyto-
chromes were revealed by the peroxidase activity of the haem moircty.
Non-covalent bound haem (b. a. 0) is lost duc to denaturalizing condi-
tions of the electrophoresis. Protein haem peroxidase detection was
done with the Amersham ECL Western blotii ion r as
reported { Vargas et al., 1993). Gels were incubated with ECL detection
regents and exposed 10 an auto-radiogram. Membranes were prepared
from 10 liter cultures grown for 24 h on PY medium (Noel e1 al.. 1984),
Cells were harvested by centrifugation. washed angd suspended (30%
w;v) in S0 mM Tris hydrochloride (pH 7.3). SmM CaCl., SmM
MgCl;. Cell membranes were prepared mechanically as previously
described (Barquera et al.. 1991). Protein was measured as described
(Markwell et al.. 1978), using serum albumin as standard.

that this fragment hybridized both with a 3 kb band in
the EcoRlI digest of the wild-type strain and also with a
4 kb fragment (lane A1l). This figure shows that the
Tn5mob was inserted into the 3 kb fragment in CFN4201
strain since the 3 kb signal was absent in the EcoRl
digest of this strain and a new 8.7 kb signal appeared in
its place. In addition, a 4 kb signal was present in the
CFN4201 strain (see Fig. 3, lane A2). As expected, the
EcoRI digest of CFN4201 showed only the 8.7 kb signal
when hybridized against Tn35 sequences (lane A3).
Hybridization of EcoRI digests of the two cosmid clones
previously isolated against the 3 kb EcoRI fragment
containing the ccmA and the ccmB genes showed that
pcos8! contains the 3 kb EcoRl fragment while plasmid
pcos59 has both the 4 kb and the 3 kb EcoRI fragments
(see Fig. 3A, lanes A6 and A7). The 4 kb fragment did
not complement the TMPD™ phenotype of the
CFN4201 strain (data not shown). These data show that
the DNA reiteration in the 4 kb fragment did not include
a functional ccmB gene. Plasmid pcos59 was hybridized
against two DNA probes which contained either only
the ccmA-cemB genes or only the cemB gene (obtained
by PCR). It was found fhat these probes only hybridized
with the 3 kb fragment and not with the 4 kb fragment
(data not shown).

R. erli CE3 strain contains 5 megaplasmids. Plasmid
d is the plasmid which contains most of the fix and nod
genes (symbiotic plasmid) (Quinto et al, 1982) (see
Fig. 3B, lane 1). In order to locate in the genome the
mutation present in CFN4201 we hybridized plasmid
profiles of the wild-type and mutant strains with the
3 kb EcoRI fragment and with Tns. Fig. 3B shows that
the Tn35 hybridized in the chromosome region of
CFNJ4201! strain (lanes B4 and BS). Fig. 3B shows that
the 3 kb fragment containing the cemA and ccmB genes
hybridized with the chromosome and with plasmid ¢ in
both the wild-type and CFN4201 strains (lanes B2 and
B3). These data show that the mutation in CFN4201
strain is located in the chromosome. However, a
sequence present i this 3 kb EcoRI fragment is reiter-
ated in two others 4 kb EcoRI fragments; one is located
in the chromosome close to the ccmd-ccmB locus (pre-
sent in cosmid pcos59) and the other in plasmid e.

2.4. CFN4201 strain produces ¢, apoprotein

The ccmA and cemB genes are believed to be involved
in the transport of the haem moiety to the periplasm
{Beckman et al, 1992; Ramseir et al., 1991). In R.
capsularus. a ccmA-ccmB deletion mutant was stiil able
to translocate to the periplasm a protein fusion of the
aminoterminus of apocytochrome c; fused with alkaline
phosphatase, suggesting that this transport system was
not involved in protein translocation (Beckman et al.,
1992). Spectrophotometric analysis of CFN4201 mem-
branes showed that this strain produced detectable levels
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of c-type cytochromes (Soberdn et al.
less, the spectral data obtained could not definitively
distinguish between c-type and b-type cytochromes, In
addition, we did not have any evidence that the mutation
in CFN4201 strain affected the production of the corre-
sponding apoproteins. Therefore we analyzed the pro-
duction of proteins containing c-type haem (covalent
bound haem) and also the production of apocytochrome
c; which is part of the clectron transfer bc; complex.
For this purpose, we utilized an antibody raised against
bovine ¢; cytochrome. Fig. 4A shows that CFN4201
membranes had low but detectable levels of ¢; apopro-
tein when compared to the wild-type strain; nevertheless,
the analysis of c-type proteins by their haem coatent
revealed that the apocytochrome c¢; did not contain
bound haem in CFN4201 strain’ (see Fig.$B). In
Paracoccus denitrificans.a mutant lacking c-type cyto-
chromes was shown to transiocate the apo-forms of
cytochrome cd, and cytochrome ¢ss0 to the periplasm
in the absence of haem binding (Page and Ferguson,
1989, 1990).

A central question with respect to the translocation
of cytochrome ¢ is whether haem is attached to the
apoprotein before, during, or after export (to the mem-
brane or the periplasm). Four gene products which are
believed to catalyze the covalent attachment of the haem
to the apoprotein are located in the membrane facing
the periplasm (Ritz et al, 1993, 1995; Kereszt et al,
1995; for review, see Thony-Meyer et al, 1994). Our
data support the hypothesis that the covalent attachment
of the haem moiety to ¢, apoprotein is not a necessary
step to translocate it to the membrane.

. 1989); neverthe-
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