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I. Introduccién
1.1 Molibdoproteinas.

El molibdeno es un elemento traza esencial para microorganismos, plantas y animales
(.2 Este metal se encuentra asociado a un amplio rango de enzimas redox las cuales

catalizan reacciones basicas en el metabolismo del nitrégeno, azufre y carbono ™.

Las molibdeno hidroxilasas son enzimas de baja especificidad involucradas en una
gran variedad de tipos de metabolismo oxidativo . Generalmente catalizan la
transferencia de un atomo de oxigeno, derivado de 6 incorporado en el agua, desde 6

hacia un sustrato en una reaccion de oxidacién-reduccion de dos electrones ™,

Con base en las similitudes de secuencias y propiedades espectroscépicas, las
enzimas que contienen molibdeno se han dividido en 4 diferentes familias: la familia
dimetil sulfoxido reductasa (DMSOR), la familia xantina oxidasa (XO), la familia sulfito
oxidasa (SO) y la familia aldehido oxidoreductasa (AOR) ¥ (Tabla 1).

A excepcion de la nitrogenasa que contiene un cofactor fierro molibdeno (FeMoco), las
molibdeno hidroxilasas poseen un cofactor molibdeno (Mo-co) de bajo peso molecular
(1% con un anillo pterina reducido formando molibdo-pterina (MPT) ™ esta molécula
contiene una cadena lateral de ditioleno ciclica junto a un atomo de molibdeno (Mo).
En la MPT, el Mo esta pentacoordinado por dos atomos de ditioleno, por otro de azufre

y dos atomos de oxigeno (Fig. 1).

El cofactor Mo-co se encuentra tanto en eucariontes como en procariontes, sin
embargo en estos Ultimos puede variar, asociandose a dinucleétidos formando
molibdo-pterina guanina dinucleétido (MGD) ™, molibdo-pterina citosina dinucleétido
(MCD) *4, molibdo-pterina adenina dinucleétido (MAD) o molibdo-pterina hipoxantina
dinucleétido (MHD) ™ (Tabla 1).



Grupo

Familia Enzima prostético Miembros representativos
Sulfito oxidasa Homo szTIplenshR?)ttus”norveglcl‘,lus Gallus
Sulfito oxidasa _ gallus, Thiobacillus novellis .
Nitrato reductasa Neurospora crassa , Chlorella vulgaris,
(asimilatoria) Spinacea oleracea !
Bos taurus Homo sapiens, Gallus gallus
. . [ 1 Pseudomonas aeruginosa,
Xantina oxidoreductasa Pseudomonas putida, Rhodobacter
capsulatus &)
Aldehido oxidasa Homo sapiens, Oryctolagus cuniculus N
. 5
* CO deshidrogenasa [4] MPT © Hydrogenophaga pseudoflava (a}sr’\ftjens
Xantina oxidasa Pseudomonas carboxydoflava)
* Quinolina 2[ - *McD 4 Pseudomonas putida 86 Rhodococcus
oxidoreductasa spec. B1P
*
Aldehido omdoreductasa Desulfovibrio gigas 4]
* Isoquinolina 1- Brevundimonas diminuta (antes
g 9, 8] Pseudomonas diminuta 7)
oxidoreductasa 5]
i _ Pseudomonas carboxydoflava
Aldehido Alde_(rjudo(;erredo><[|4r]1a Pyrococcus furiosus y
ferredoxina oxidoreductasa . i
oxidoreductasa Formaldehido ferred[?]xma Pyrococcus furiosus ™ Thermococcus
oxidoreductasa litoralis ©°
Dimetil sulféxido reductasa Rhodobacter sphaeroides, Rhodobacter
4 capsulatus, Escherichia coli
Nitrato reductasa Escherichia coli (narGH1), Escherichia coli
(disimilatoria) 7] (narZYW? Paracoccus denitrificans
(napABCD) Rhodobactersphaermdes
Pseudomonas carboxydoflava Bl
Formato deshidrogenasa Escherichia coli (fdnGH1), Escherichia colli
9 (fdoGHL1), Wolinella succinogenes @
Methanobacterium formicicum !
Formatoct(j)?]sc\lldrogenasa MGD P! Clostridium thermoaceticum !
DMSO reductasa N-Formilmetanofuran Methanobacterium wolfei ™,
el deshidrogenasa con W ¥ Methanosarcina barkeri,
9 Methanobacterium thermoautotrophicum Bl
Trimetilamina-N- Escherichia coli, Rhodobacter sphaeroides
oxidoreductasa ! [4]
Biotin sulféxido reductasa Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
[ Rhodobacter sphaeroides
Pirogalol- roroquu[n]oI Pelobacter acidigallici ™
transhidroxilasa
Form!lmetanofure[lﬂ MAD ¥ Methanobacterium thermoautotrophicum *!
deshidrogenasa
Formilmetanofuran MHD B! Methanobacterium thermoautotrophicum *!

deshidrogenasa

Tabla 1. Familias de enzimas que contienen Mo-co y miembros representativos. MPT, molibdo-

pterina,

MGD, molibdo-pterina guanina dinucleétido,

MAD, molibdo-pterina adenina

dinucledtido; MHD, molibdo-pterina hipoxantina dinucleétido, * MCD, molibdo-pterina citosina

dinucleétido.
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Fig. 1 (A) Molibdo-pterina. (B) El cofactor Mo-co, formado por molibdeno ligado a molibdo-

pterina a través de atomos de azufre del grupo ditioleno. La forma sulfo activa del cofactor es

mostrada. En la forma desulfo (inactiva), el Mo=S es reemplazado por Mo=0O [2,

1.2 Familia xantina oxidasa.

La familia xantina oxidasa es la mas grande y mas diversa entre las enzimas que
contienen el cofactor molibdeno. Entre los miembros de esta familia se encuentran
XOR’s de origen procarionte y eucarionte, aldehidos oxidasas ™ *®, la 4-hidroxibenzoil
CoA reductasa de Rhodopseudomonas palustris y Thauera aromatica ™" *®, la AOR de
Desulfovibrio gigas ™, la isoquinolina 1-oxidoreductasa de Brevundimonas diminuta 7,
la quinolina 2-oxidoreductasa de Pseudomonas putida 86, la quinaldina 4-oxidasa de
Arthrobacter sp. Rii61a ¥, la nicotina deshidrogenasa de Arthrobacter oxydans ®% y
varias carbono monéxido deshidrogenasas como la de Hydrogenophaga pseudoflava
06 ¢ La AOR de D. gigas es la Unica enzima que ha sido caracterizada

estructuralmente @,

La arquitectura general de la mayoria de los miembros de esta familia parece
comprender tres dominios; el dominio N-terminal que posee dos diferentes grupos
[2Fe-2S], seguido de un dominio de unién a FAD (el cual no se encuentra en la AOR
de D. gigas) ® @ y finalmente el dominio que contiene el cofactor molibdeno que se
puede presentar como molibdo-pterina, o bien en diferentes formas dinucleétido de la

molibdo-pterina (adenina, citosina, guanina e hipoxantina) ¥ (Tabla 1y 2).



Las enzimas de la familia xantina oxidasa, se encargan de catalizar reacciones de

hidroxilacion del siguiente tipo:

RH + H,0 — ROH + 2H" + 2[e]

donde RH puede ser un aldehido o heterociclo aromatico !

Esta estequiometria es Unica entre los sistemas biol6gicos que catalizan la
hidroxilacién de sus sustratos en presencia de un aceptor de electrones. El &tomo de

oxigeno incorporado en su producto se origina a partir del agua .

El mecanismo de reaccion de éstas y otras enzimas relacionadas suele dividirse en
reacciones reductivas y oxidativas del ciclo catalitico, dependiendo de la enzima. Es
en la reaccién de reduccién en donde el centro molibdeno se reduce del estado Mo(VI)

al Mo(IV) en el curso de la hidroxilacion 2.

1.3 La xantina oxidoreductasa (XOR) en los seres vi  vos.

La xantina oxidoreductasa (XOR) es una molibdoflavoenzima perteneciente a la familia
de las xantina oxidasas que ha sido aislada y caracterizada bioquimicamente de

[23, 24]

distintas fuentes biologicas desde bacterias hasta el hombre . La proteina mejor

caracterizada es indudablemente la enzima purificada de leche bovina *? (Tabla 2).

Esta enzima contiene varios grupos prostéticos entre ellos el molibdeno, el cual forma
parte de su sitio activo; ademas presenta 2 grupos [2Fe-2S] y en la mayoria de los
casos un grupo flavin adenin dinucle6tido (FAD). Estos grupos prostéticos participan

en la transferencia de electrones del centro molibdeno a un aceptor de electrones 2%,

Las enzimas son definidas como oxidasas o deshidrogenasas dependiendo del
entorno particular del grupo prostético flavina, en la proteina %°!. La diferencia entre las
funciones de la XO y XDH se basa en la preferencia de cada una por oxidar un

determinado tipo de sustrato ",



Masa molecular

Masa . Flavina u
. de subunidades Cofactor
Enzima Fuente molecular ) Grupos FeS otro
(kDa) molibdeno
(kDa) cofactor
FeSl,FeSll
Pseudomonas Mo-MPT ((3.9)
XOR ) 550 91.0, 46.2 (14.5) Fe, (4.1) FAD
putida 86 Mo)
(15.8) S
Pseudomonas n.d.
XOR 540 76, 54 . . n.d.
synxantha A3 (flavoproteina con fierro)
Comamonas (2) Mo-MPT ((2.2) FeSl, FeSll
XOR . 287 90, 60 (2) FAD
acidovorans Mo) (8) Fe
Rhodobacter
XOR capsulatus 275 83.2,49.3 Mo-MPT FeSl, FeSlI FAD
B10S
Rhodobacter (8.4) Fe, (1.8-2)
XOR 345 84.2 (1.4) Mo
capsulatus Al (10.5) S FAD
Pseudomonas 5.8) Fe, (2.4 .
XOR ) 300 55, 25 (1.6) Mo (8) @4) (0.9) cit. b
putida Ful S
XOR
. Pseudomonas
ligada a ] 255 72 (Mo) n.d. hemo
L putida 40
ferricianida
Veillonella Mo-MCD ((0.86) (1.75) Fe,
XOR . 129 82.4,285,18.4 (0.68) FAD
atypica Mo) (1.61) S
) MPT dinucle6tido (17.5) Fe,
Eubacterium
XOR barkeri 530 81,30,17.5 ((2.3) Mo; (18.4) s (2.8) FAD
1nw (0.95) se
Streptomyces (14.3) Fe,
XOR 125 67 (<0.41) Mo (1.65) FAD
cyanogenus (1.55) S
Arthrobacter (Mo) (Fe, S) (FAD)
XOR 146 79
sp. S-2 (n.d.) (n.d.) (n.d.)
FeSl, FeSlI
Leche de
XOR ~300 ~150 (2) Mo-MPT (8 Fe), (2) FAD
vaca
8) s
Drosophila
XDH melanogaster 300 146.9 (2) Mo-MPT FeSl, FeSll (2) FAD
300

Tabla 2. Propiedades de XOR’s procariontes y dos XO R’s eucariontes

[21]

XOR funciona como deshidrogenasa y oxidasa; XDH funciona solo como deshidrogenasa.

Los valores que se encuentran entre paréntesis se refieren a mol mol™ de enzima.

La XDH se caracteriza por presentar una alta actividad de xantina/NAD" y una baja

actividad de xantina/O,. En contraste, la XO posee alta actividad de xantina/O, y poca

actividad de xantina/NAD 28,

Generalmente las XOR’s son encontradas in vivo en su forma deshidrogenasa, por

ejemplo la XOR de higado de rata %, la cual es dependiente de NAD" y a diferencia

de la forma oxidasa puede ser inhibida por NADH #°. Bajo condiciones fisiolégicas la

5




XDH representa el 80% de la enzima activa mientras que la XO solo constituye el 20%

restante BV,

La XOR se ha aislado de leche bovina tanto en forma de XO como de XDH B2, Existen

también formas inactivas de la enzima que son: desulfo, demolibdo y deflavoenzima
[12]

1.4 La XOR: su funciébn como xantina deshidrogenasa (XDH) y xantina oxidasa
(X0O).

La xantina oxidoreductasa (XOR) lleva a cabo la oxidacion de una amplia variedad de
sustratos entre los que se encuentran purinas, pirimidinas, pterinas y aldehidos. La
XOR también puede actuar como una NADH oxidasa ®% *?. Al oxidar hipoxantina a

xantina, esta enzima produce &cido Grico durante el catabolismo de las purinas B%
(Fig. 2y 3).

= I N>
| 1 / ol
Hx\‘\ ?*"-\..\ N
OH o
Hipoxantina Xantina Acido urico

Fig. 2 Actividad enzimatica de la XOR. Las reacciones quimicas catalizadas por la XOR

incluyen la conversion de hipoxantina a xantina y de xantina a acido Urico.

La oxidacion es catalizada por dos formas funcionales distintas de la XOR que se
pueden interconvertir: la xantina deshidrogenasa (XDH) y la xantina oxidasa (XO) #*
1. Ambas formas funcionales son capaces de reducir O,, sin embargo cuando la XDH

se une al NAD", la unién del O, se inhibe 24,



Las XOR’s de Micrococcus lactilyticus, de leche bovina, de musculo esquelético de
raton, y XDH de higado de ave entre otras, son capaces de realizar esta actividad con

oxigeno como aceptor de electrones B

La XOR de leche es capaz de utilizar oxigeno como aceptor de electrones pero no
NAD®, ni ferredoxina; en cambio la XDH de higado de pollo emplea NAD®
fisiologicamente y tiene una reaccion minima con oxigeno y ferredoxina. A diferencia
de éstas, el aceptor preferente de electrones de la XDH de Micrococcus lactilyticus es
ferredoxina mientras que el oxigeno es un sustituto poco eficiente y NAD" resulta
ineficaz. También puede utilizar ferricianida, citocromo ¢ y colorantes como

dicloroindofenol, azul de metileno y nitro azul de tetrazolio, como aceptores de

electrones 123,
NH, AMP GMP
S HID ——H.O
Nucleotidase| ; Nucleotidase
Sy P “—p
H.O Adenosine Guanosine
Adenosine | ———H.0  pyrine nucleosidase | — P
P deaminase NH. phosphorylase Ribose-1-{P
.
IMP ——l > I Guanine
Purine nucleosidase | ———F Guanine H0
phosphorylase Fit)-r_-u-:-!-é) deaminase ..
j 0, HO j 0, M0,
HN SN L A HN “x/'“"\ y.
k\ /EF/ Xanthine > }I‘HP Xanthine
! 3 Oxidase o Oxidase
H
Hypoxanthine Xanthine Urie acid

Fig. 3 La ruta de degradacion de purinas (s8],

Con base en estudios realizados con molibdoenzimas a traves de métodos
espectroscépicos como EPR y EXAFS, se dice que la reduccion de sustratos ocurre
en el centro Mo-co, reduciéndose este Gltimo del estado Mo(VI1) al estado Mo(lV) B,

0%, NAD"y NADH acttan en el sitio de la flavina ©.

Entre los centros redox se da un equilibrio rapido y el NADH transfiere sus electrones
intramolecularmente al FAD, donde la oxidacién fisiologica ocurre. La transferencia de
electrones intramolecular entre Mo-co y FAD es mediada por los centros [2Fe-2S]. Los

electrones pasan del centro FAD a NAD" en el caso de la forma deshidrogenasa o



bien a oxigeno molecular cuando se trata de la forma oxidasa con el fin de producir
NADH, peréxido de hidrégeno (H,0,) y un anién superéxido (O,), respectivamente #®

2l (Fig. 4). La enzima es inhibida por alopurinol B.

Hipoxantina Xantina Reacciones quimicas de la XOR
Xantina Urato

XDH
Xantina + NAD" + H,0O <=> urato + NADH
Hipoxantina + NAD" + H,O <=> xantina + NADH

XO
Xantina + H,O + O, <=> urato + H,0,

NAD* 0. HQO,
NADH
XDH
NADH M)

Fig. 4 Diagrama esquematico mostrando la oxidacién catalizada por XOR de xantina e

hipoxantina (representando los sustratos reducidos) en el sitio Mo, y de NADH en el sitio FAD.

La reduccion del NAD" u oxigeno molecular toma lugar en el FAD =

1.5 Mecanismos de Conversion.

Durante la purificacion 6 almacenaje de la XOR, ocurre la conversion de la forma
deshidrogenasa a la forma oxidasa * “°!. El proceso de conversién de XDH a XO se
produce mediante dos tipos de mecanismos: la conversion reversible y la conversion

irreversible.
a) Conversion reversible

La conversion reversible se lleva a cabo por oxidacion-reduccion de grupos sulfihidrilo
como cisteina o glutation disulfuro 41 formandose puentes disulfuro, los cuales son
responsables de la conversion de XDH a XO. La reduccion de estos enlaces opera en

sentido contrario 24,



b) Conversion irreversible

Por otra parte, la conversion irreversible se efectla a través de la protedlisis parcial de

1 Unicamente la

la XOR. Esta puede realizarse con tripsina 6 con quimotripsina
protedlisis con quimotripsina previene la conversion reductiva de XO a XDH. El cambio
conformacional que se da durante la transformacion de oxidasa a deshidrogenasa
permite que la fenilalanina 560 (phe560) sea accesible al medio, lo que facilita la
accion de la quimotripsina sobre este residuo cortando a la proteina en el sitio de
unién a FAD, sin afectar el sitio de unién de unién del O,. Esto da como resultado que

la enzima funcione como oxidasa pero no como deshidrogenasa 2.

La oxidacién de grupos sulfihidrilo y la protedlisis ocurre en el dominio de la flavina,
sitio donde actia el NAD, dando lugar a las interconversiones entre las formas

deshidrogenasas y oxidasas de las enzimas .

Ademds de los tratamientos ya mencionados, existen otros que pueden convertir la
XDH en XO in vitro, estos incluyen calentamiento a 37° C, almacenaje a -20° C,

anaerobiosis y perturbacién con solventes orgénicos “* 2.

1.6 Diferencias de la xantina oxidoreductasa (XDH/X O) entre organismos

eucariontes y procariontes.

Las XDH’s/XO'’s eucariontes son homodimeros de 300 kDa *¥. Gracias a estudios de
cristalografia de rayos X, la secuenciacion de cDNA's o de los genes, alineamientos de
secuencias de aminoacidos y comparaciones de afinidad se ha determinado que cada
enzima se encuentra generalmente dividida en tres fragmentos. El fragmento de ~20
kDa corresponde al dominio NHy-terminal, en el cual existen 8 cisteinas bien
conservadas ligando atomos de fierro, las cuales unen los dos grupos fierro azufre
[2Fe-2S] tipo ferredoxina. El segundo fragmento ha sido asignado a una porcién
intermedia con una masa molecular de ~40 kDa que posee una molécula de FAD
ademas de sitios de unién a NAD"y finalmente el dominio -COOH terminal siendo este
el mas grande con una masa molecular de ~85 kDa y con unién al cofactor molibdeno

(Moco) [31,28,3,2]



Las XOR'’s procariontes difieren considerablemente con respecto a sus masas
moleculares, composicién de subunidades e inclusive a sus centros redox activos. La
caracterizacion bioquimica de las XOR'’s purificadas revela que poseen masas
moleculares variables que van desde los 125 kDa hasta los 550 kDa aproximadamente

y ademéas pueden encontrarse como monémeros, heterodimeros y heterotrimeros ?*

12, 43]

La XDH de Pseudomonas putida Ful, esta compuesta de dos subunidades que
poseen molibdeno, centros fierro-azufre pero carecen de flavina; en su lugar presentan
cit b . Las XDH's de Clostridium acidiurici y Clostridium cylindrosporum necesitan

selenio para llevar a cabo su actividad ““.

P. putida 86, Pseudomonas aeruginosa, Comamonas acidovorans y Rhodobacter

capsulatus asi como XOR’s de origen eucarionte contienen MPT 2,

Andlisis de secuencias de DNA revelan que esta enzima estd codificada por dos
genes, xdhAB. El arreglo de dominios de XDH de Rhodobacter capsulatus, incluye los
sitios de unidn de los 2 grupos [2Fe2S], FAD y el cofactor molibdeno (Moco), similar al
gue se encuentra en eucariontes. Sin embargo, los dominios de union de fierro-azufre
y el cofactor FAD estan localizados en la subunidad XDHA mientras que en la
subunidad XDHB, se localiza el dominio de union a Moco. El gen xdhC fue identificado
y caracterizado como el tercer gen en el operén xdhABC, demostrando que se
encontraba inmediatamente rio abajo de xdhAB; sin embargo el producto de este gen,
la subunidad XDHC no es una subunidad activa de la XDH, aunque si es requerida
para su actividad. Al caracterizar una cepa mutante de xdhC™ se encontré que carecia
de MPT y se asumio que la subunidad XDHC esta involucrada en la insercién de MPT
0 actua como una chaperona favoreciendo el plegamiento adecuado de la enzima

durante o después de la insercién del cofactor MPT 143491,
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[l. Antecedentes

2.1 Bacterias del acido acético.

Las bacterias acido acéticas (BAA) son un grupo monofilético dentro de la familia
Acetobacteriaceae que pertenece al orden Rhodospirillales como parte de las
a-Proteobacteria. Las bacterias acido acéticas estan representadas por 10 géneros
que son: Acetobacter, Acidomonas, Asaia, Gluconacetobacter, Gluconobacter,

Kozakia !, Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia y Granulibacter 1",

Estas bacterias se caracterizan por realizar la oxidacion incompleta de etanol,
azUcares y otros alcoholes, proceso conocido como fermentaciébn oxidativa,
acumulando grandes cantidades de los productos correspondientes en el medio de
cultivo. El proceso de mayor relevancia es la oxidacién del etanol a &cido acético
(produccién de vinagre), proceso que llevan al cabo especialmente las familias
Acetobacter y Gluconacetobacter. Otros productos de la fermentacion oxidativa de

gran importancia industrial son D-gluconato, L-sorbosa y dihidroxiacetona 16 “®!,

Este proceso metabdlico es catalizado por las deshidrogenasas membranales,
caracteristicas de estas bacterias y estd acoplado a la cadena respiratoria; los
electrones generados en la oxidacion de los sustratos son transferidos a la oxidasa

terminal via la ubiquinona endégena “®

. Las cadenas de transporte de electrones de
las bacterias acido acéticas en general, contienen citocromo ¢, ubiquinol y una oxidasa
terminal de tipo o 0 tipo d, aunque en Ga. diazotrophicus las oxidasas presentes son
de tipo ba 6 bb; 9. Los géneros Gluconobacter, Gluconacetobacter, Acidomonas,
Kozakia y Asaia usan ubiquinona de tipo Qo como transportador de electrones,

mientras que Acetobacter posee ubiquinona de tipo Qg ¢,
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2.2 Cadena respiratoria en Ga. diazotrophicus.

Gluconacetobacter diazotrophicus es una bacteria diazétrofa, aerobia obligada. La
paradoja que involucra la fijacion de nitrdgeno en presencia de oxigeno se resuelve
con mecanismos de "proteccion a la nitrogenasa" del efecto inhibitorio del gas. Los
mecanismos propuestos son la proteccion respiratoria, donde la muy alta tasa
respiratoria a nivel membranal, resultado de la actividad de las deshidrogenasas
presentes, mantiene una concentracion suficientemente baja de oxigeno intracelular
B9 ademas, esta alta actividad respiratoria genera grandes cantidades de ATP, el cual
es requerido para que se lleve al cabo la fijacién de nitrégeno. El otro mecanismo es el
de la proteccién conformacional, donde se forma de manera transitoria un complejo
entre la proteina FeSll Shethna y la nitrogenasa, cuando se presentan altas

concentraciones de oxigeno °Y,

La cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus se compone de una gran variedad de
deshidrogenasas membranales que donan sus electrones a la UQ.q enddgena. Las
enzimas para NADH (NADH deshidrogenasa) y succinato (succinato deshidrogenasa),
tienen su sitio catalitico hacia el citoplasma de la membrana, mientras que los sitios
cataliticos de la PQQ-glucosa deshidrogenasa (PQQ-GDH), la PQQ-alcohol
deshidrogenasa (PQQ-ADH) y la aldehido deshidrogenasa (ALDH) entre otras, estan

orientados hacia el espacio periplasmico “¥ (Fig. 5).

Periplasma

H+

Hz0
L

J.J'JJ.Jm f EYF

0z

FAD

H+

Oz H20
Citoplasma

Fig. 5 Cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus en condiciones de fijacion de nitrégeno.
Modificado de Lehninger (1993).
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2.3 Aldehidos deshidrogenasas en bacterias acido ac  éticas.

En las bacterias acido acéticas, la mayoria de las enzimas que participan en la
fermentacion oxidativa contienen pirrol quinolina quinona (PQQ) como grupo prostético
y reciben el nombre de quinoproteinas ®%: algunas de estas enzimas ademas tienen
citocromo ¢ como un grupo prostético adicional; a estas proteinas se les conoce como

hemogquinoproteinas 2.

La aldehido deshidrogenasa (ALDH) es también una deshidrogenasa membranal con
su sitio activo orientado hacia el periplasma, que cataliza la oxidacién de acetaldehido
a acido acético y por tanto es una enzima clave en la fermentacion oxidativa del
alcohol. La naturaleza de los grupos prostéticos asociados a la ALDH en las bacterias

4cido acéticas, ha sido motivo de controversia durante mucho tiempo 2 %3,

Dentro de la familia de las bacterias acido acéticas, se han purificado y caracterizado
las ALDH’s de diferentes especies. Los reportes nos muestran que existe una gran
variabilidad tanto en su composicién oligomérica como en sus grupos prostéticos >

(Tabla 3).

Las ALDH'’s purificadas presentan de dos a tres subunidades cuyos pesos moleculares
relativos van de entre 75y 86 kDa para la subunidad catalitica, de 45 a 66 kDa para la
subunidad intermedia y de 14 a 19 kDa para la subunidad pequefa. La ALDH de G.
suboxydans, A. aceti, Ga. europaeus y Ga. diazotrophicus contienen hemos C en la
subunidad intermedia ®* ** *¢ mientras que ALDH’s de A. polyoxogenes y A. rancens

no contienen hemo C 7581,

El espectro de absorcién de las ALDH’s de A. aceti y G. suboxydans presenta gran
similitud con el de la PQQ-ADH, por lo que se ha postulado en estas bacterias a la

ALDH como una enzima dependiente de PQQ .
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Tabla 3. Propiedades de la ALDH membranal de bacterias acido acéticas.

Fuente
Gluconacetobacter
Acetobacter Gluconobacter | Acetobacter Acetobacter europaeus (antes Gluconacetobacter
Propiedad polyoxogenes suboxydans rancens aceti Acetobacter diazotrophicus
ropieda europaeus)
57 54 58 56 59 53

Masa
molecular 90 140 145 157 ND 129.7

(kDa)

Subunidades Sub | (75), Sub | (86), Sub | (78), ;‘jg | ((1%))' ;‘jg | ((Z;%))' Sub 1 (79.7),
(kDa) Sub Il (19) Sub Il (55) Sub 11 (66) Sub Il (1) Sub Il (17) Sub Il (50)
Grupos prostéticos:

PQQ (Sub 1) (Sub ) (Sub I) (Sub 1) nd (Sub 1)
Hemo C ND (Sub 1) ND (Sub 1) 3 3
(Sub 1) (Sub 1)
Hemo B ND ND ND ND (Sub1) (Sub 1)
[2Fe:2S] nd Nd nd nd (Sub 111) ND
Molibdo-
pterina nd Nd nd nd (Sub 1) nd

ND = No detectado, nd = No determinado

Sub I: subunidad catalitica, Sub II: subunidad intermedia, Sub Ill: subunidad pequefia.
(Gémez Manzo, 2010)

Takemura y col. ®¥ mediante mutagénesis quimica obtuvieron una cepa mutante de

Acetobacter sp. BPR2001 la cual no producia PQQ. Esta cepa carecia de actividad de

ADH y GDH, enzimas conocidas por presentar PQQ como grupo prostético. Sin

(52]

embargo, la bacteria era capaz de oxidar aldehido. De acuerdo a Takemura y col. <,

este hecho indica que el grupo prostético en la ALDH de bacterias acido acéticas no

es PQQ. Es importante sefialar que en este trabajo no se purificé a la enzima
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responsable de la oxidaciéon de aldehido, por lo que no podemos asegurar que se trate
de la ALDH membranal. También se ha reportado un tipo inusual de ALDH
independiente de NAD(P)* en Comamonas testosteroni (antes Pseudomonas
testosteroni). Esta enzima posee una masa molecular de 186 kDa y consiste de 2
subunidades de igual tamafio (92,000). Sus grupos prostéticos son FAD, un grupo

[4Fe-4S] y molibdo-pterina como cofactor pero no PQQ Y.

Por otro lado, Thurner y col. ® purificaron a la ALDH y clonaron el operén que codifica
para esta enzima de Ga. europaeus (antes A. europaeus); a partir de la secuencia del
operén dedujeron la secuencia de aminoacidos de las tres subunidades que
componen a la proteina. El andlisis de la secuencia de la subunidad catalitica y su
comparacion con la secuencia de otras proteinas, como la subunidad catalitica de la
isoquinolina 1-oxidoreductasa de Brevundimonas diminuta 7 (antes Pseudomonas
diminuta) ®%, que presenta una molibdo-pterina citosina dinucledtido y un centro
molibdeno tipo monooxo-monosulfido ! y algunas XOR's, les permite identificar en la
secuencia de la subunidad catalitica la presencia de 8 aminoacidos que se asocian
con el dominio de unién a molibdo-pterina ®%. Con estos resultados y apoyandose en
lo reportado por Takemura y col., postulan que el grupo prostético de la ALDH en Ga.
europeaus es una molibdo-pterina ©?, de la misma manera que se postula para A.

polyoxogenes P7.

2.4 La aldehido deshidrogenasa de Ga. diazotrophicus.

En el laboratorio del Dr. Escamilla, en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM,

Goémez Manzo y col. ®3

, purificaron la ALDH de Ga. diazotrophicus. Sus resultados
reportan a la proteina como una enzima heterodimérica, que contiene PQQ vy
citocromo b como grupos prostéticos en la subunidad catalitica y citocromos tipo ¢ en
la subunidad pequefia (analisis electroforético, espectroscopia de fluorescencia, EPR y

HPLC) F,

Utilizando diferentes bases de datos, Gémez Manzo y col. ®® |ocalizaron dentro del
genoma de esta bacteria, ortélogos a los genes que codifican para las tres

subunidades de la ALDH de Ga. europaeus. La presencia de un ortélogo del gen que
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codifica para la subunidad Ill de Ga. europaeus (de ~20 kDa) en el genoma completo
de Ga. diazotrophicus sugiere que esta subunidad se encuentra codificada y que

posiblemente se haya perdido durante la purificacion.

Se concluyé que en el genoma completo de Ga. diazotrophicus se encuentra un
operén que codificaba para 3 subunidades de la ALDH 2. La organizacién del operén
es idéntica respecto a la de Ga. europaeus en la que el orden es aldhB, aldhC, aldhA,
encontrandose también de manera similar el gen codificante de la GDH rio arriba del

operén B9,

La identificacién de los genes que codifican para la ALDH en Ga. diazotrophicus abri6
la posibilidad de desarrollar un andlisis "in silico" de la secuencia de aminoacidos de
su subunidad catalitica. Este analisis se desarrollo en el laboratorio del Dr. Escamilla
tanto en busqueda de un dominio de unidn a PQQ (tesis de licenciatura de Emanuel

Garcia Noriega ™), como un dominio de unién a molibdo-pterina (presente tesis).

Tratando de definir a través de un andlisis "in silico" cual de los dos grupos prostéticos
esta asociado a la ALDH membranal de Ga. diazotrophicus, decidimos obtener una
secuencia consenso del dominio de unién a la molibdo-pterina, analizando las
secuencias de esta proteina desde eucariontes hasta procariontes, especialmente las

secuencias de las bacterias acido acéticas.
Basandonos en la secuencia del dominio de uniéon a molibdo-pterina obtenido,

buscamos en la secuencia de aminoacidos de la subunidad catalitica de la ALDH de

Ga. diazotrophicus el dominio correspondiente.
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lll. Hipbtesis

Si la ALDH membranal de Ga. diazotrophicus es una molibdo-pterina, deberemos
encontrar en la secuencia de aminoacidos de su subunidad catalitica, su dominio de
union, tal y como se presenta en la secuencia de aminoacidos de las XOR’s, que son

las enzimas representativas con este grupo prostético asociado.

IV. Objetivos

4.1 Objetivo general.

® |nvestigar si el grupo molibdo-pterina es el grupo prostético asociado a la ALDH
membranal de Ga. diazotrophicus, por medio de la comparacién de la
secuencia de aminoacidos de su subunidad catalitica, con una secuencia
consenso obtenida a partir de las secuencias de aminoacidos del dominio de
unién de este grupo prostético en enzimas representativas y de bacterias acido

aceticas.

4.2 Obijetivos particulares.

e |dentificar el dominio de union a molibdo-pterina reportada para la familia de la
xantina oxidasa representativa en eucariontes y procariontes. Obtener una
secuencia consenso.

e |ocalizar la secuencia de aminoacidos de la xantina deshidrogenasa en
bacterias &cido acéticas asi como en el genoma de Ga. diazotrophicus, e
identificar el dominio de unién a molibdo-pterina.

e Comparar la secuencia del dominio de unién a molibdo-pterina en las bacterias
del &cido acético con la secuencia consenso generada; obtener un nuevo
consenso del dominio.

e Comparar la secuencia consenso del dominio obtenida con la reportada para la
ALDH de Ga. diazotrophicus, buscando identificar la secuencia del dominio de

unién a molibdo-pterina.
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V. Materiales y métodos

5.1 Bases de datos utilizadas.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas utilizadas en este estudio se

encuentran registradas en diferentes bases de datos:

e Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI), el cual provee
acceso a informacién biomédica asi como genética

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ©°.

e Instituto de Bioinformatico Europeo (EBI) que es a su vez una organizacion
académica que forma parte del Laboratorio de Biologia Molecular Europeo
(EMBL). EBI, es un centro de busqueda y servicios bioinforméticos, que
maneja bases de datos de informacién biologica relacionada a acidos
nucleicos, secuencias de proteinas y estructuras macromoleculares
(http://www.ebi.ac.uk/) 7.

» Base de datos de Braunschweig (BRENDA) (http://www.brenda-enzymes.org/)
[71]

Se consulté también la base de datos de Pfam, que es una coleccion de familias de

proteinas, cada una representada por alineamientos multiples de secuencia y modelos

ocultos de Markov (http://pfam.sanger.ac.uk/) 2.

Las proteinas se componen de una o0 mas regiones funcionales, llamadas dominios.
Diferentes combinaciones de dominios brindan un rango diverso de proteinas
encontradas en la naturaleza. La identificacibn de los dominios en cada proteina
puede proporcionar una visién de su funcion, por esta razén fue consultada la base de
datos de dominios conservados (CDD) de NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) ©4,
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5.2 Analisis de secuencias de aminoacidos.

Los andlisis de secuencias de aminoécidos se realizaron empleando los siguientes
programas:

El programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) fue utilizado para llevar a
cabo la busqueda de homologias entre secuencias de aminoécidos que se encuentran

almacenadas en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) ©?.

Los alineamientos de secuencias de aminoacidos se realizaron con ayuda del
programa CLUSTAL W2 el cual se encuentra disponible en linea

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) ©,

5.3 Identificacion de la secuencia que codificaal a ALDH de Ga. diazotrophicus.

Para poder identificar la secuencia que codifica para la subunidad catalitica de la
ALDH de Ga. diazotrophicus (No. de acceso GenBank: YP_001603512.1 6
CAP57224.1 (Bertalan y col. ®®) y No. de acceso GenBank: YP_002277431.1 6
ACI52816.1 (Lucas y col. ) se utilizaron las secuencias de los péptidos internos
analizados de la enzima ya purificada por Gomez Manzo en el laboratorio del Dr.

Escamilla del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

En las bases de datos mencionadas se buscaron y obtuvieron las secuencias de las

siguientes proteinas:

Tabla 4. Localizacion de diferentes secuencias de proteinas.

Enzima Organismo Numero de acceso

1 ALDH subunidad I Ga. europaeus GenBank: CAA69955.1

GenBank: YP_001603512.1 o
Ga. diazotrophicus CAP57224.1 (Bertalan y col. *) y

2 ALDH subunidad |
PAL 5 GenBank: YP_002277431.1 0
ACI52816.1 (Lucas y col. &),
GenBank: YP_001603512.1 o
] Ga. diazotrophicus CAP57224.1 (Bertalan y col. [65]) y
3 ALDH subunidad 111

PAL 5 GenBank: YP_002277431.1 0
ACI52816.1 (Lucas y col. %
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Isoquinolina 1-

4 _ B. diminuta GenBank: CAA88754.1
oxidoreductasa
XO purificada a partir de
5 ) Bos taurus PDB: 1FIQC
leche bovina
YP_191085.1 o GenBank:
6 XDHC G. oxydans 621 H
AAW60429.1
YP_191086.1 o GenBank:
7 XDHB G. oxydans 621 H
AAW60430.1
YP_191087.1 o GenBank:
8 XDHA G. oxydans 621 H
AAW60431.1
GenBank: CAP55944.1 o
Ga. diazotrophicus | YP_001602246 (Bertalan y col.
9 XDHC
PAL 5 GenBank: ACI50021.1 o
YP_002274636 (Lucas y col. %)
GenBank: CAP55945.1 o
Ga. diazotrophicus YP_001602247 (Bertalan y col. [65])
10 XDHB
PAL 5 GenBank: ACI50022.1 o
YP_002274637 (Lucas y col. %)
GenBank: CAP55946.1 o
XDHA Ga. diazotrophicus | YP_001602248 (Bertalan y col.
11 PAL 5 GenBank: ACI50023.1 0

YP_002274638 (Lucas y col. %)

5.4 Identificacién de dominios de union a grupos pr

ostéticos.

La secuencia de la ALDH de Ga. diazotrophicus obtenida fue analizada con el

programa de identificacion de dominios (CD-search) de la base de datos de NCBI
(CDD).

Para obtener la secuencia del dominio de unién a molibdo-pterina, se buscé en el

programa Pfam, la familia de proteinas con este dominio de unién, identificandose el

dominio pfam02738 que

tiene como proteina

representativa a la xantina

deshidrogenasa/oxidasa de leche bovina (No. de acceso PDB: 1FIQC).
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5.5 Obtencion de una secuencia consenso para el dom  inio de unién a molibdo-

pterina.

Se localizaron y compararon las secuencias del dominio de unién a molibdo-pterina de

diversas proteinas:

a. La XO de leche bovina (No. de acceso PDB: 1FIQC) con la de la isoquinolina 1-
oxidoreductasa de B. diminuta (No. de acceso GenBank: CAA88754.1) por medio del
programa de alineamiento de secuencias Clustal W2. En este alineamiento se
buscaron y marcaron los aminoacidos que pertenecen al dominio de unién de molibdo-
pterina pfam02738. Se eligieron los aminoacidos idénticos (*), conservados (i) y

semiconservados (.) y se obtuvo una secuencia consenso (Anexo A ).

b. Se buscaron las secuencias de aminoacidos de xantina oxidoreductasa de bacterias
acéticas utilizando la base de datos de NCBI. Se obtuvo la secuencia de esta proteina
en G. oxydans 621H (No. de acceso: YP_191086.1 o GenBank: AAW60430.1).

c¢. Con la secuencia de aminoacidos de las tres subunidades de la XDH de G. oxydans
621H, fue posible localizar por medio de un andlisis de homologia (blast), los
aminoacidos correspondientes a la XDH en las dos secuencias del genoma de Ga.
diazotrophicus PALS liberadas:, No. de acceso GenBank: AM889285 (Bertalan y col.
55 y NC 011365, No. de acceso GenBank:CP001189 (Lucas y col. ).

d. Empleando las secuencias de XDH’s de Ga. diazotrophicus y G. oxydans 621H se

realizé un andlisis (blast) para conocer el porcentaje de identidad entre ellas.

e. Se analizaron las secuencias de las XDH’'s de Ga. diazotrophicus y G. oxydans con

las bases de datos para identificar el dominio de unién a molibdo-pterina.

f. Se compar6 la secuencia del dominio de union identificado en Ga. diazotrophicus y

G. oxydans con el consenso obtenido anteriormente.
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g. Se obtuvo un segundo consenso del dominio de unién del grupo prostético molibdo-
pterina, que abarca desde proteinas representativas de eucariontes hasta aquellas
gue se encuentran presentes en la familia de bacterias &cido acéticas (G. oxydans
621H y Ga. diazotrophicus). De esta manera, este consenso incluye proteinas con
funciobn de xantina oxidoreductasa y proteinas que pertenecen a la familia de la

aldehido deshidrogenasa en eucariontes, que son enzimas intimamente relacionadas.

h. Se identificaron los aminoacidos de la secuencia consenso obtenida en la secuencia
de la subunidad catalitica de la ALDH de Ga. diazotrophicus (No. de acceso GenBank:
YP_001603512.1 0 CAP57224.1 (Bertalan y col. ) y GenBank: YP_002277431.1 o
ACI52816.1 (Lucas y col. ).

i. Mediante el conjunto de andlisis y comparaciones de secuencias anteriores, se
elaboré una tabla en la que fueron registrados los aminoacidos especificos
correspondientes al dominio de unién a molibdo-pterina que se encuentran en la ALDH

de Ga. diazotrophicus.
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VI. Resultados

Como se menciond en los antecedentes, existe gran controversia sobre la presencia

del grupo prostético PQQ en las ALDH's de las bacterias acido acéticas 2 .

|, 52

Takemura y co postulan que el grupo prostético de las ALDH membranales de

estas bacterias no es PQQ; Thurner y col. ®%

, purificaron a la enzima ALDH de Ga.
europaeus (No. de acceso GenBank: CAA69955.1), con base en la secuencia de

aminodcidos postulan que posee el grupo prostético molibdo-pterina.

En contraparte, Gémez Manzo y col. ¥, purificaron a la ALDH de Ga. diazotrophicus y
por espectroscopia de fluorescencia, EPR y HPLC, demuestran que contiene a la PQQ

COmMOo grupo prostético.

No obstante, cuando se realizd el analisis de la secuencia de aminoacidos de la
proteina purificada por Gémez Manzo y col. ** e identificada en el genoma completo
de Ga. diazotrophicus (No. de acceso GenBank: YP_001603512.1 o CAP57224.1,
Bertalan y col. ® No. de acceso GenBank: YP_002277431.1 o ACI52816.1; Lucas y
col. ®®) en busqueda del dominio de unién de PQQ, el dominio de unién a grupos
prostéticos identificado fue el dominio pfam02738, que esta asociado a la super familia
de proteinas aldehido xantina deshidrogenasa (No. de acceso NCBI: cl10595). Este
corresponde a un dominio de unién a molibdo-pterina, como fue reportado por Thurner

y col. para la enzima de Ga. europaeus ®¥ (Fig. 6).

Entonces, de acuerdo al analisis bioquimico de la ALDH purificada de Ga.
diazotrophicus, esta enzima es PQQ dependiente *°!, pero con base en el analisis de
su secuencia de aminoacidos, el dominio de union identificado es para una enzima
molibdo-pterina dependiente. Las preguntas que surgen son, ¢la presencia de la
secuencia de un dominio de unién a un determinado grupo prostético asegura que
este grupo esté presente en la proteina activa? ¢Cudl es el grupo prostético de la
ALDH de Ga. diazotrophicus?
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Con la finalidad de resolver estas incognitas, decidimos identificar una secuencia
consenso del dominio de unién a molibdo-pterina, por medio de comparaciones entre
sus secuencias de aminoacidos, desde eucariontes hasta las de bacterias acido
acéticas. Empezamos buscando dentro de la base de datos Pfam el dominio
pfam02738 para saber cuéles son las secuencias asociadas. De esta forma se
encontré que la XO purificada a partir de leche bovina (No. de acceso PDB: 1FIQC) es
la enzima mejor caracterizada entre aquellas que poseen como grupo prostético a la
molibdo-pterina (Fig. 7).

A)

Graphical summary show options »
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Superfanilies Ald_Xan_dh_C2 superfamily 1d_Han_dh_G2 superd

Hulti-domains

B)

Dominio pfam02738
Ald_Xan_dh_C2

Ald_Xan_dh_CZ superfamily

Fig. 6 A) Esquema que muestra los dominios de union de la subunidad ALDH | (subunidad
catalitica) de Ga. diazotrophicus. B) Estructura tridimensional del dominio de unién a molibdo-
pterina (pfma02738), asociado a la super familia de proteinas aldehido xantina

deshidrogenasa.
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Description

Ald_¥an_dh_C2 super family(cl105595], Molybdopterin-hinding domain of aldehyde dehydrogenase.
Malybdapterin-binding damain of aldebyde debydrogenase.

The actual alignment was detected with superfamily member pfam02738:

1FT_C
Cdd: pfaun0z73a

1FT_C
Cdd: pfaun0z73a

1FIQ_C
Cdd: pfan0z738

1FIQ_C
Cdd: pEandz738

1FIQ_C
Cdd: pEandz738

1FIQ C
Cdd:pfam027338

1FIQ_C
Cdd:pfam02738

Fig. 7 Dominio de unién (pfam02738) de la XO de lec
aminoacidos. Los aminoacidos que se encuentran en color gris son los que no se alinearon y
tienen un minimo grado de conservacion. La escala de color rojo a azul representa el grado de
conservacion, con rojo para designar los aminoacidos altamente conservados dentro del
dominio de unién a molibdo-pterina. En el recuadro se marcan los 5 primeros de 8 aminoacidos
reportados por Thurner y col.

(GGGFGRRL). Se puede observar que son los ultimos 3 aminoacidos los que se encuentran

ausentes.

En el reporte de Thurner y col.

comparando la secuencia de ALDH que purificaron con la reportada para la

13z
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479

Cd Length: 543 Bit Score: 731.38 E-wvalue: 0e+00
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he bovina. El dominio consta de 543

como parte del dominio de unién a molibdo-pterina

, el analisis de grupos prostéticos se realizd

isoquinolina 1-oxidoreductasa de B. diminuta (No. de acceso GenBank: CAA88754.1),

enzima que posee dominios conservados de unién a molibdo-pterina.

25



Decidimos entonces comparar las secuencias de aminoacidos de la XO de leche
bovina (No. de acceso PDB: 1FIQC) y de isoquinolina 1-oxidoreductasa de B. diminuta
(No. de acceso GenBank: CAA88754.1).

De esta comparacion pudimos localizar los aminoécidos conservados

correspondientes al dominio de union del grupo prostético en estas enzimas. El

dominio es muy grande, de aproximadamente 543 aminoacidos, dentro de cual estan 5

de los 8 aminoacidos identificados por Thurner y col. ¥ (Fig. 8).

XCcat | echebovi na

I soOrcat di mi nut a

XCcat | echebovi na

I soOrcatdi mnuta VRVHADG VDI VCPAVEL GQGAHT AL PRFVAEEL DADWDRVRVQQAGASDKVYGNPLAWG 117
XCcat | echebovi na = ---cccmmmmi i -

I soOrcatdi mnuta TQFTAASRTTVGYFDVLRVAGAQARFVL VQTAARRWEVPADQL ETQKGVWLHRRSRRSAT 177
XCcat | echebovina =~ ------mmmmi i EDTVGRPLPHLAAAMQASGEAV 22

I soOrcatdi mnuta YCEL VASVQVPESFPHFFARNEATQP- - - ADDYFGAAPPSVWAQAAGPASGAI ALKHRST 234
XCcat | echebovi na YCDDI PRYENEL FLRLVTSTRAHAKI KSI DVSEAQKVPGFVCFLSADDI PG - - SNETGL 79

I soOrcatdi mnuta YRLI GKDAPRKDI PPKVNGQACYGVDVQVPGWL YAMWVET GPVAGVAPERVDDGAARQVPG 294
XCcat | echebovi na FNDETVFAKDTVTCVGHI | GAVWADTPEHAERAAHVVKVTYEDLPAI | TI EDAI KNNSFY 139
I soOrcatdi mnuta | HHVL SLPHGVAVVGRDI FAVRAARARL L VNVWKANPDKQSYDSGQVLDEFSDLCRNG ER 354

....... RooLour R

XCcat | echebovi na GSELKI EKGD- - - LKKGFSEADNVWSG- ELYI GGQDHFYLETHCTI Al PKGEEGEMELFV 195
I soOrcatdi mnuta NAVQAVWKQGEL SSI DAVFARPDVRI ESFEMQSDLVYQAPVEPCSAVI QPH- ADGSAEAW 413
XCcat | echebovi na STONAMKTQSFVAKMLGVPVNRI LVRVKRVGGEGFGGKETRSTLVSVA- VALAAYKTGHPV 254
I soOrcatdi mnuta GTOAWPTVEQGFAAG LA APDKLTVHLPLVGGEGFG RRLE- - PGALVDAAHI VRAI GKTV 470

* % I I N s kkkk k- * * - *
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XCcat | echebovi na RCVLDRNEDWLI TGCRHPFLARYKVGF- MKTGT I VALEVDHYSNAGNSRDLSHSI - - - - - 308

I soOr cat di mi nut a KVI WEREDDL KRNPFRQAL ACRVEAAVL EKDQRI LALRHTVAADSW.ARLFPQYFnayqq 530
T xR, T A

XCcat | echebovi na - MERALFHVDNCYKI PNI RGT- - - - - - - CRLCKTNLSSNTAFRGFGGPQALFI AENVWBE 360

I soOrcatdi mnuta t DPGNW GGWAYDVPLQRI Dal t prrsVDVCY- - - - - - - - VRG GVAQVKFAQESLVDQ 582

XCcat | echebovi na
I soOrcatdi mnuta

* - % * . - % sk k e ke * * *

VAVTCGL PAEEVRWKNMYKEGDL THFNOQRL EGFSVPRCWDECL KSSQYYARKSEVDKFNK 420
| ARRLNADPVDFRLAHL- - - - NTSPRGAAV- - - - - - - - VRTVAEMSDWKRRSADAGGGVA 630

% P .. . . . ke . * ..

XCcat | echebovi na ENCVKKRGALCI | PTKFA SFTVPFLNQAGALI HVYTDGSVLVSHGGTEMEQGLHTKMWQV 480

LGELAYTPYSNAHVAL VSEVHFNRSENT L SVSRVWCAVDVGWAQPDI VKAQVEGA | QGL 690

* . ek *

I soOrcat di mi nut a

XCcat | echebovi na ASKALKI PI SKI YI SE- TSTNTVPNSSP- - - - - - - TAASVSTDI YGQAVYEACQTI LKRL 532

SVAL VERVQVAKGVL QHSNFHDYPMLRVBQVPQ HVRLVETDQAMAGVAELGLLQ GPAI 750

* .

I soOrcatdi mnuta

*

XCcat | echebovi na EPFKKKNP- - - - - DGSVEEDW/MAAYQDRVSL STTGFYRTPNLGYSFETNS- GNAFHYFTY 586

I soOr cat di mi nut a NNAFARI TGQHLRSL PMRPALAQVKRSGPTA 781

Fig. 8 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos correspondientes al dominio de union a
molibdo-pterina de la XO de leche bovina y la isoquinolina 1-oxidoreductasa de B. diminuta.
Para realizar dicho alineamiento se utiliz6 el programa Clustal W2 63 En rojo se marcan los
aminoacidos de un fragmento del dominio de unién a molibdo-pterina. En la secuencia de la
isoquinolina 1-oxidoreductasa se encuentran sefialados con color amarillo los 8 aminoéacidos
identificados por Thurner y col. mientras que en la secuencia de XO de leche bovina solo se
encuentran los primeros 5 aminoacidos °%.

* aa idénticos (;) aa conservados (') aa semiconservados

De la comparacion anterior, se obtuvo una secuencia de aminoacidos que resulto de
haber elegido los aminoacidos idénticos (*), conservados (:) y semiconservados (.)

pertenecientes al dominio de unién a molibdo-pterina (Fig. 9).
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E/K-GDIE---=--- FSIA-AIPD--V/ISIEG/S-E---G/D---HIQ--LME T/P
HIQ-T/A---P---ED-E/S----- SIGTQ-AP------ VIAA--LGV/IPIA--
RIK--VIM-V/IL--MNVGGGFG-KRER------ SIAVIL--VIAA--AN---G

-PITVRIK-M/IN-DISR-E/IDDM/L--TIN--RH/IQP/AF/L----KIEV/IA----K--

I-AL----- SIAN/D - - - - - - L/FSIP e YKDIVP--R--
------- GV ------------FIMMRGFIGGNPAQ--F--E---SIDE/Q-A---
G/IN--AP-ED-R--NHML----DIN-T/S--NIG--L/V----cceeennn- K/E
-S----R---V/A------ N/G - --KIT------- TIA--GIS--FIH----- N--GIS
AN ------- G/D-VIG-VSA--GD---G/AQ------=-- AIS---LM-------
----------- Pececacaacaaaaaaaa-D/Q--GA-=ANVIA--AG-------L/l --
/= F E/R----nmmmm-- SIT

Fig. 9 Secuencia consenso obtenida de elegir los aminoacidos idénticos (*), conservados y
semiconservados [(:), (.)] del alineamiento de las secuencias de aminoacidos correspondiente
al dominio de union a molibdo-pterina de la XO de leche bovina e isoquinolina 1-oxidoreductasa

de B. diminuta. Los aminoacidos idénticos se encuentran en color rojo.

Una vez localizados estos aminoacidos, buscamos en la base de datos de NCBI la

presencia de ort6logos a la XO en los genomas de las bacterias &cido acéticas.

Se encontré el operon (xdhABC) que codifica para una XDH en el genoma de G.
oxydans 621 H. Esta formada por tres subunidades: XDHABC. El orden del operdn es
xdhA (No de acceso YP_191087.1 o GenBank: AAW60431.1), xdhB (subunidad
catalitica; No de acceso YP_191086.1 o GenBank: AAW60430.1) y xdhC (No de
acceso YP_191085.1 o GenBank: AAW60429.1). Los pesos moleculares calculados
para las subunidades son de 52.4 kDa, 83.9 kDa y 31.4 kDa, respectivamente (Fig.
10).
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Fig. 10 Esquema del arreglo del operén que codifica para la XDH en el genoma de de G.
oxydans 621 H.

Con la secuencia de aminoacidos para las tres subunidades de la XDH de G. oxydans
se realizé un Blast, lo que permitié localizar la secuencia de aminoacidos de la XDH
codificada en las dos secuencias del genoma de Ga. diazotrophicus PAL 5:
NC 010125, No. de acceso GenBank: AM889285 (Bertalan y col. ) y NC 011365,
No. de acceso GenBank:CP001189 (Lucas y col. ).

Las secuencias con No. de acceso GenBank: CAP55944.1 o0 YP_001602246 (Bertalan
y col. ®¥) y No. de acceso GenBank: ACI50021.1 o YP_002274636 (Lucas y col. ),
se identifican como una proteina accesoria, posible chaperona que tiene un 60% de
identidad con la secuencia de la XDHC de G. oxydans 621 H (Tabla 5).

Porcentaje
. . Peso No. de
Locus Proteina Organismo de
molecular aa . .
identidad
Xantina
YP_191085.1 Gluconobacter 290/290
- i 31405
AAWG0429.1 | deshidrogenasa | o s 621 H 290 100%
xdhC
Xantina
YP_002274636.1 : Gluconacetobacter
ACI50021.1 des;’g;?sgasa diazotrophicus 30121 287 1231(53)6
L [66] (0]
(Lucas ™) accesoria xdhC PAL S
YP_001602246.1 Posible xantina | Gluconacetobacter 161/266
CAP55944.1 deshidrogenasa diazotrophicus 30095 287 (60%)
(Bertalan *) chaperona PAL 5 °

Tabla 5. Proteinas ortélogas a la XDHC de G. oxydans 621H (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/),
identificadas en el genoma de Ga. diazotrophicus.

Las secuencias con No. de acceso GenBank: CAP55945.1 0 YP_001602247 (Bertalan
y col. ®)) y No. de acceso GenBank: ACI50022.1 o YP_002274637 (Lucas y col. ),
se identifican como una xantina oxidasa/deshidrogenasa, con dominio de union a
molibdo-pterina, que tiene un 80% de identidad con la secuencia de la XDHB de G.
oxydans 621H (Tabla 6).
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. . Peso No. de | Porcentaje de
Locus Proteina Organismo . .
molecular aa identidad
Xantina
YP_191086.1 . Gluconobacter 771771
AAWG60430.1 deshidrogenasa | = jans 621 H 83978 m (100%)
xdhB
Xantina
YP_002274637.1 deshidrogenasa, | Gluconacetobacter
ACI50022.1 subunidad con diazotrophicus 84995 793 601/759 (79%)
(Lucas '*%) union a molibdo- PAL 5
pterina
YP_001602247.1 Posible xantina Gluconacetobacter
CAP55945.1 deshidrogenasa/o diazotrophicus 83017 772 601/756 (79%)
(Bertalan ) xidasa PAL 5

Tabla 6. Proteinas ortdlogas a la XDHB de G. oxydans 621H (http:/blast.ncbi.nim.nih.gov/),
identificadas en el genoma de Ga. diazotrophicus.

Las secuencias con No. de acceso GenBank: CAP55946.1 o YP_001602248 (Bertalan
y col. ®) y No. de acceso GenBank: ACI50023.1 0 YP_002274638 (Lucas y col. %),
se identifican como una subunidad pequefia de xantina deshidrogenasa, que tiene un
71% de identidad con la secuencia de la XDHA de G. oxydans 621H (Tabla 7).

Porcentaje
. . Peso No. de
Locus Proteina Organismo de
molecular aa . .
identidad
YP_191087.1 Xantina
AAWG60431.1 deshidrogenasa Gluconobacter 52496 486 486/486
oxydans 621 H (100%)
xdhA
YP_002274638.1 Xantina Gluconacetobacter 341/476
ACI50023.1 deshidrogenasa diazotrophicus 52687 497 (71%)
(Lucas *% subunidad pequefa PAL 5 °
YP_001602248.1 Posible xantina Gluconacetobacter 340/476
CAP55946.1 deshidrogenasa diazotrophicus 52716 497 (71%)
(Bertalan *%) xdhA PAL 5 °

Tabla 7. Proteinas ortélogas a la XDHA de G. oxydans 621H (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/),
identificadas en el genoma de Ga. diazotrophicus.

Por tanto la XDH/XO de Ga. diazotrophicus, esta constituida por 3 subunidades con

pesos moleculares de 53, 83 y 30 kDa respectivamente. El arreglo del operdn de esta

enzima es similar al de la XDH de G. oxydans (Fig. 11).
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Fig. 11 Esquema del arreglo del operén que codifica para la XDH de Ga. diazotrophicus.

Dominios conservados en la XDH de  Ga. diazotrophicus

Utilizando las bases de datos para dominios conservados de unidon a grupos
prostéticos, determinamos cuales de ellos estaban presentes en las secuencias de
aminodcidos de la XDH de Ga. diazotrophicus. Los resultados obtenidos se muestran

en las tablas 8, 9 y 10 en el orden en el que se encuentra arreglado el operon.

Subunidad xdhC

1 i Lin 150 200 250 257
Query seq,
Hon-specific
hits
Superfanilies

XdhC_CoxI

RHdhC_CoxI superfamily
xanthine_xdhC
XdhC

Hulti-donains

Dominios de unién Descripcion

XdhC y super familia Coxl
cl03654; pfam02625
Localizacion: aminoéacidos 11-57

Los miembros de esta familia de proteinas
son proteinas accesorias XdhC, cuya funcion
se efectla durante la insercién del cofactor
molibdeno a la subunidad catalitica (XdhB)
de la xantina deshidrogenasa.

XdhC (proteina accesoria)
TIGR02964
Localizacién: aminoacidos 28-250

Modificacion post-traduccional y reemplazo
de células viejas por la generacién de otras
nuevas. Proteina considerada como
chaperona.

XdhC, factor de maduracion de xantina y CO
deshidrogenasa, familia XdhC/CoxF
COG1975

Tabla 8. Dominios de union a grupos prostéticos detectados en la secuencia de aminoacidos

de la subunidad C de la XDH de Ga. diazotrophicus.
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Subunidad xdhB (subunidad catalitica)

1 125 250 375 s00 625 72

Query seq. e s —

:9:—specif ic Ald_xan_dh_C Ald_Xan_dh_C2
1LS
Superfanilies 1d_Kan_dh_C superfam ‘ Ald_Xan_dh_C2 superfamily
Hulti-donains xanthine_xdhB
Dominios de unién Descripcion

Suaper familia Aldehido/ Xantina
deshidrogenasa C 2
cl03161; pfam01315

Localizacién: aminoacidos 20-127

Aldehido oxidasa y xantina deshidrogenasa

Super familia Aldehido/ Xantina
deshidrogenasa C 2 Dominio de union a molibdo-pterina en la
cl10595; pfam02738 aldehido deshidrogenasa

Localizacién: aminoacidos145-691

Miembros de esta familia de proteinas son
definidos como subunidades grandes que
contienen molibdo-pterina (o en eucariontes,
el dominio de unién a molibdo-pterina) en la
xantina deshidrogenasa. XdhB es Ia
subunidad catalitica de una enzima que
reduce el pool de purinas por el catabolismo
de xantina a urato. Este modelo esta basado
principalmente en secuencias de bacterias
por lo que no incluye todas las xantinas
deshidrogenasas eucariontes, lo que les
discrimina de la enzima intimamente
relacionada, aldehido deshidrogenasa.

XdhB; xantina deshidrogenasa, subunidad
con unién a molibdo-pterina
TIGR02965
Localizacion: aminoacidos 8-763

Tabla 9. Dominios de unién a grupos prostéticos detectados en la secuencia de aminoacidos
de la subunidad B de la XDH de Ga. diazotrophicus.
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Subunidad xdhA

1 75 150 225 300 375 450 497

Query seq. el s s

ngg-specifi.c Fer2_2 FAD_binding_5 CO_deh_flav_C
its
Superfanilies Ferg_2 superfanily ‘ FAD_binding_4 superfamily ‘ C0_deh_f1au_C super-family
Hulti-donains xanthine_xdhA
Dominios de union Descripcion
Saper familia [2Fe-2S] Dominio de unién a [2Fe-2S]

cl08334; pfam01799
Localizacién: aminoacidos 89-164

Saper familia CO deshidrogenasa CO deshidrogenasa flavoproteina C-terminal
flavoproteina C-terminal
¢l08390; pfam03450
Localizacién: aminoacidos 374-476

Suaper familia con unién a FAD Esta familia consiste de varias enzimas que
cl10516; pfam00941 utilizan FAD como cofactor.
Localizacién: aminoacidos 220-367

XdhA; xantina deshidrogenasa, subunidad Miembros de esta familia de proteinas son
pequefia TIGR02963 designados como las subunidades pequefias
Localizacién: 5-476 (o, en eucariontes, el dominio N-terminal) de
xantina  deshidrogenasa, una enzima
involucrada en el catabolismo de purinas via
urato. La subunidad pequefia contiene un
FAD y un cofactor 2Fe-2S.

Tabla 10. Dominios de union a grupos prostéticos detectados en la secuencia de aminoacidos

de la subunidad A de la XDH de Ga. diazotrophicus.

La localizacion de la XDH en miembros de la familia de bacterias acido acéticas (G.
oxydans y Ga. diazotrophicus) nos permitio realizar un alineamiento (Clustal W2) de
las secuencias de sus subunidades cataliticas. En este alineamiento se localizan los
aminodcidos del consenso obtenido al comparar las secuencias del dominio de unién a
molibdo-pterina de la isoquinolina 1-oxidoreductasa de B. diminuta y la XO de leche
bovina (Fig. 12).
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xdhoxydans

VBDLVPGAASTSMKHESAL LHVTGRAAY!| DDLPEPRGTLHLVPGA.STKAHARI VSVDLDA

60

xdhl Gadi azo - - - - MTGGASHSL RHESAAMHVAGAAAY| DDMPEPKG.LHVWVPGLSTRAHARI VSMDLDA 56
. ) *. * % *: * k k% **: * ******: ***: * **: ******: *kkhkkkkkkkkkkx
xdhoxydans | RAAPGVVCVLTAADVPGENQ SPVHREDEPL L ATDHVHFWEQVMFAVVAT SRQAARQAV 120
xdhl Gadi azo VRAAPGVVRVLTAADI PGHNQVSPVGRNDEPLLATDLVSYYGQPI FAVWWAETRLQARHAA 116
:******* ******:**.**:*** *:******** * ::** :***** :* **:*.
xdhoxydans RLAKI EYEEKPAI LNI AQARENGSPMVW\RSL TMQRGDVERGLKAAPRRL SCGQ El GGQEH 180
xdhl Gadi azo RLARI EYEDLPAI LDI AQARAAGGAMWARPL TMORGDAPSGELAASPRRVAGRI TMESGEH 176
***:****: ****:***** *..****.*******. * % *:***::*:* :*****
xdhoxydans FYLEGQAAL AQPGEAGEMRWWASSTQHPSETQHL VAAVL GRPHHLVTTEVRRMGGAFGGKE 240
xdhl Gadi azo FYLEGQAANVAQPGEEGEMRVWESTQHPTETQHWAHVL DRPSNLVTTEI RRMGGGFCGGKE 236
********: *k k k% ************: ****: * % **. * % *****: *****. * k k k%
xdhoxydans TQANAWACL AAI AADRT GQAVKARL DRDDDMWTCGKRHDFLI DYDVGFTDEGDI LAVDW 300
xdhl Gadi azo TQANTPACLAALAAEL TGRAAKI RL DRDDDMMMTI GKRHDFVVDYDVG-DDDGRI RAVDW 296
****: *****:**: **:*.* *********:*******::****** *:* * *k k k%
xdhoxydans LAARCGWAPDL SGPVTDRALFHADNAYFYPDVRLKSEPLRTNTQSNTAYRGFGGPQAE VA 360
xdhl Gadi azo LAARCGWSADL SGPVTDRALFHADNAYYYPDVRLRSEPLKTNTQSNTAYRGFGGPQAE VA 356
*******: . ******************: ******: ****: EE R IR I I I Sk I I Rk I O I
xdhoxydans AERVI EEVAFATGLDPVTVRLRNVYGTGTRNLTPYHMIVEDSI TAEI | TKLVERCDYQAR 420
xdhl Gadi azo AERVI EEl AFATGLDPLDVRLRNVYGTGTRDLTPYHMIVEDSI SADI MAKLADDCAYRAR 416
*******:********: ************:************:*:*::**.: * *:**
xdhoxydans KAEI RAFNRNSRI | RRG ALTPVKFA SFTATHYNQAGAL VHVYTDGSVQVNHGGTEMEQ 480
xdhl Gadi azo RAALRAANEGSPHI RRG ALTPVKFA SFTATHYNQAGALVHVYTDGSVQVNHGGTEMEQ 476
'* :** * .* R IR R R I R S S I S I S I R I S I S I I I I I I S I S
xdhoxydans GLHTKMVQ VLREFGLTADRVRI TATTTGKVPNTSATAASSGADLNGVAVLDAVRKI KNR 540
xdhl Gadi azo GLHTKMVQ AMREFCGLPADRVRI TATTTGKVPNTSATAASSGADLNGVAVLDAVRRI KDR 536
*********. *****. **************************************: **: *
xdhoxydans M TFAAEKWSVWVPEDI HFRPDGVHVGAEVMIFQOL AWQAYFARVSL SSNGFYKTPKI SWN 600
xdhl Gadi azo LVEFAAG—N\GVDAAQ\/RFLPDGVI—NGATWPFPDLTRAAYFARVSI\/BSSGFYKTPKI SVWN 596
. * * % * * *kkkkk kK * - .* * ******* ** EE T T T
xdhoxydans PETGCGRPFFYFAYGAACAEVSVDLLTGEHSI DRVDI LHDAGQSLNPDI DI GQI EGGFVQ 660
xdhl Gadi azo AETGRGRPFFYFAYGAACAEVAI DLLTCETRI EQVDI LHDAGQSLNPAI DI GQl EGGFVQ 656
.*** ****************::****** *::************* *kkhkkkkkkkkkkx
xdhoxydans GAGNLTTEELVWDPAGRLRTHAPST YKI PACSDRPRI FNVELLENAPNREET!I FRSKAVG 720
xdhl Gadi azo GAGWLTTEELVWDASGRLRTHAPST YKI PACSDRPRRFTVKLLDHAPNREDTI FRSKAVG 716
*************. EE R I T I I I T I *. *: **: *****: *kkkkkkkk
xdhoxydans EPPFVHGVAVL QAI SDAI ASLDDYRTCPKLDAPATPERVLKTLMALQERAD- - - - - 771
xdhl Gadi azo

EPPFVHGVAVLHAI SDALASI DGYRTCPRLDAPATPETI L RTAERI\/RGLAAT RPVG 772

*********** ***** ** * ***** kkkkkkk*k -* *

Fig. 12 Alineamiento de las XDH's de Ga. diazotrophicus y G. oxydans. En color rojo se
marcan los aminoacidos del dominio reportado para G. oxydans y Ga. diazotrophicus asi como
los aminoacidos de la secuencia consenso obtenida anteriormente (Fig. 9). En ambas
secuencias se encuentran sefialados con color amarillo algunos de los aminoéacidos
identificados por Thurner y col. =91,

* aa idénticos () aa conservados () aa semiconservados
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Con los resultados obtenidos de este alineamiento, nos fue posible obtener una
segunda secuencia consenso del dominio de union del grupo prostético molibdo-
pterina (Fig. 13), que abarca desde proteinas representativas de eucariontes hasta
aquellas que se encuentran presentes en la familia de bacterias acido acéticas (G.
oxydans 621H y Ga. diazotrophicus). Es decir, en esta secuencia se incluyen proteinas
con funcion de xantina oxidasa/deshidrogenasa y proteinas que pertenecen a la familia
de la aldehido deshidrogenasa en eucariontes, que son enzimas intimamente

relacionadas.

GDV/A------ AIS---LIVSIAG----G-QEHFYLE-Q-ALUMA-P-E--E---
-SSTQ-P----- LIMVA-VLGD-P-HN-V---VI-RMGGAIGFG-KE----
~-A--AAIILAA---GQR-VIAK--LDR-DDM--TG-RH-F-IN-Y-VG---
EDG-1-A-D----A--G--PIADLS-PV--RA--HA---Y--P--R--==--- T
N---N-A-RGFGGPQG--A-ER-1-E-A---G-DPV/LL--R--N-Y--G--
ND-TP----V------ E/D------ ED----QIRARKRA----FIAN-N/G----- R

GI-L-P-K-G--F-A---NQAGA-V--Y-DGSV-V--GG-E-GQGL-TK

-<QIVIA--E-G-T/P-D--R----- T-KVPN-S-T--S-G-D-NG-AV--A--
KIR-K-RM/L---AA-------- DIQUV----DG--mmmmmmm-- QD----AY---V
SLMS----Y-TP----- PIA-TG-G-PFFYF-YGAA--EV-VID-LTG----
-RIQ-DI--D-G-SLNP-ID-GQIEGGFVQG-G----EE-V-DP/A-G-L-
Tom--- YKIP---D-P

Fig. 13 Secuencia consenso obtenida de elegir los aminoacidos idénticos (*), conservados y
semiconservados [(:), (.)] del alineamiento de las secuencias de aminoacidos correspondientes
al dominio de unién a molibdo-pterina de xantina oxidasa de eucarionte (XO de leche bovina;
No. de acceso PDB: 1FIQC) y secuencias de procariontes como la isoquinolina 1-
oxidoreductasa de Brevundimonas diminuta; No. de acceso GenBank: CAA88754.1) y
subunidades cataliticas de xantinas deshidrogenasas de G. oxydans (No. de acceso
YP_19086.1 o GenBank: AAW60430.1) y de Ga. diazotrophicus (No. de acceso: GenBank:
CAP55945.1 0o YP_001602247, Bertalan y col. ®®); GenBank: ACI50022.1 o YP_02274637,

Lucas y col. [66]). Los aminoacidos idénticos se encuentran en color rojo.
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XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo
XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

XDHcat Gadi azo
ALDHcat Gadi azo

VDKRGGATGQVERRGFLM AAGGAGAL FGFPAARAAEQFPAAGL PGNGAFEPTI WCAI AP 60

------------------------------------------------- MIGGASHSLRH 11
DGTVTVNI | RAEMGQHI GSALARI | ADEMDADWNRVRI NYVDSDPKWGL MVTGGSWE\VWM 120

* * ok k.

ESAAVHVAGAAAY| DDVPEPKGLLHVVPGLSTRAHARI VS- - - < - - < =« = < c o2 oo o - - 51

TVDVFRQAGAAAR! ALTEAGAGL LGVAPGQU! TRDGWVAGSRSI SYGDI VARAHPSHSF 180
.. *kkkk * **k*x *k kx

- - MDLDAVRAAPGAR: - - - - - VLTAADI PGHNQUSPVG - - - = = - - === = = - - 82

TPDEMAKLPLKPASERRLVGNDTLKALDI PPKTNGTAI YGI DARVEGWYARPKVPPTRY 240

* R O

- --- RNDEPLLATDLVSYYG - --------- QPl FAWAETRLQARHAARLARI EYEDLP 127
GSR\/RSVDDSAART VKGYQ?YI ELDDPSG\/V(XN\X/VAVASTYTAAI RAADLLKVD\/\AP(-D 300

** * * %

Al LDI AQARAAGG AMWRP- - - - LTMQRCGDAPSGLAASPRRVACRI TMSGQEHFYLEGQ 182
AVH\/SEQJ\/I DHGR’AQ DRKDGG\/M/FDDPGVDAAFAAAATTFAQDYTCASVLI—NQEPT 360

* : * %
AAVAQPGEEGEMRVWEST QHPTET QHWAHVL DRPSNLVTTEI RRMGGGFGGKETQANTP 242
NALA- FEKDGA FEI HAGNOQWOSLI LPTLAKALERPEDKI VLRSYLLGGGEG - RRLNGDY 417

* - % ek . . . * . k. * - kKk - * Kk k Kk k

ACLAALAAELTG RAAKI RL DRDDDMIVMI GKRHDFVVDYDVGFDDDCGRI RAVDWLAARC 301
M PAALASKAL GGKPVKLI L TRSDDMQFDSFRSPSI QRVRVAFDGKHAI TAVEYHAS- - A 475
****:: * :"*: * *'*** : . * : *'**" * k.
GWBADLSGPVTDRALFHADNA- - - = = = - = - = - - - - - - YYYPDVRLRSEPLKTNTQSNTAY 345
GW - - - - PTQVMAAAFNMSKGVDGKKYDPFAI AGGDHWYEVGAFRVRAL - - - SNDLANRTF 527

* % * k- * * - k- - %k ke

S GFGGPQAE VAAERVI EEI AFATGLDPLDVRLRNVYGTGTRDLTPYHMIVE
RPGWLRSVSPGW - - - TSWGEL ESGADEI AHAQGRDAVQFRL DHL TGAGRNKGQAPDSTGG

skkk ok % * .. * % * - % *

396
583

* * - *

456
604

DSI SADI MAKL ADDCAYRARRAAL RAANEGSPHI RRG ALTPVKFGH SFTATHYNQAGAL
ALRQAAVVRRVAEKAGAGRAL - - - = - = = = = = =« =« <« o x o m e e e e e ae o

* . ek

516

576

FARVSNVBESSGFYKTPKI SWNAETGR- GRPFFYFAYGAACAEVAI DLLTGETRI EQVDI LH 635
————————————— PADTCLG AT- TFGQERGVPTW ACCAQVHVDRATGE VRCOKLTI W 650

* *- * ** * - % * % * e oe . *-

DAGQSLNPAI DI GQI EGGFVQGAGALTTE- - ELVWDASGRLRTHAPST YKI PACSDRPRR 693
DAGTI VDPDGARAQTEGAALWAL SMALFEGSEI V- - - NGLPRDRNLDTYTPLRI ADVPEM 707

* % % EREEE * k% . * * * - % * * . * % IR N
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XDHcat Gadi azo FTVKLLDHAPNREDTI FRSKAVGEPPFVHGVAVLHAI SDALASI DGYRTCPRLDAPATPE 753
ALDHcat Gadi azo DI EFLPSTEKPTGLGEPGT TVVAPAI GNAI FNAVGVRVRHLPI RPADVLHALRSRNGTAS 767

% . % . * *

XDHcat Gadi azo Tl LRTAERVRGLAATRPVG 772
ALDHcat Gadi azo T---- 768

*

Fig. 14 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos correspondientes al dominio de unién a
molibdo-pterina de la XDH B, subunidad catalitica (No. de acceso: GenBank: CAP55945.1 o
YP_001602247 (Bertalan y col. ), GenBank: ACI50022.1 0 YP_02274637 (Lucas y col. *®) y
ALDH [, subunidad catalitica (No. de acceso GenBank: YP_001603512.1 o CAP57224.1
(Bertalan y col. [65]) y YP_002277431.1 o ACI52816.1 (Lucas y col. [66]) de Ga. diazotrophicus.
En color rojo se encuentran marcados los aminoacidos que pertenecen al dominio de unién a
molibdo-pterina de acuerdo a la secuencia consenso obtenida. En ambas secuencias se
encuentran sefialados con color amarillo algunos de los aminoacidos identificados por Thurner
y col. P9,

* aa idénticos (;) aa conservados (') aa semiconservados

Secuencia consenso de union a molibdo-pterinaenla s subunidades cataliticas
de la ALDH y la XDH de Ga. diazotrophicus.

Gracias a estas comparaciones fue posible obtener una serie de aminoacidos
especificos correspondientes al dominio de union a molibdo-pterina que son
compartidos por las enzimas ALDH y XDH en Ga. diazotrophicus. Estos datos se

encuentran registrados en la siguiente tabla:

XDH G|D|AS|V|IA|G|-|T|G|Q|E|H|F|Y|L|E|Q|A{M|A|P|E|E|E|V]S
ALDH |- |G|V|A|F|A|-|Y|T|A|-|-|H|Y|-|L|E|-|A|L|A|-|K|D|-|I]A
* * * B * *
XDH QP MV|A|V|L|DIP|S|IN-|V|T|I|RIMG|G|G|F|G|KIE|A[A|A
ALDH |Q|-|-|L|A|A|L|E|P|E|D|K|I |V|-|-|L|G|G|G|F|[G|-|R|-]A]A
* * * * R * | *
XDH A|l-|GR|A|A|K|L|D|R|D|D|M|T|G|R|H|-|F|V]|Y|V|G|D|IG|I |-
ALDH |S|L|G K|P|V|K|L|-|R|D|D|[M|-|S|R|-|P|-1|-1|-|V]|A[K|-|I|T
* * | * R * * *

37




XDH |A|G|A D|L|S|P|V|T|R|A|H|/A|N|Y|PIRIT|N|N|JA|Y|R|G|F|G|G

ALDH |- [G|-[-[-T-[7[-Tv]-Tal-Ts|a|v|[-[rR[s|N[N|[T[F|R][G|W-]-
* * * *:** * | *
XDH |G|A[-[E[R[T[EJE[A]G|[D[P[L][R[N[V[Y[G|[D|[T[P[V][D|[D[R[A]R
ALDH |- [G|L[El-[-[olelalac|oalv]r[-[o]-Te|k][-[a]-]-T€[-]-7-
* k| ok | k% [ K * *
XDH |A[N[G[R[G[TI[L[P[K[G|[F[A[N]Q[A[G[A[V][Y[D|[G[S[V[V][G|G]E
ALDH |- [--1-T1-T1-1-T7-T-1-7-T7-1-1-7-7-1-1-1/-1-1-1-1-1-7-1-1-

XDH GjL|T/K{QllIl |A|E|G|P|D|R|T|K|V|P|N|S|T|S |GID|N[G|A|VI|A

ADH |- [--1-T1-T1-1-T7-T-1-7-T7-1-1-7-7-1-7-1/-1-1-1-1-1-7-1-1~-

xDH [R[L[AlAlQlv]D]G[D[A[Y]V]S|Ms[Y[T[P]-]s[A[T][G|G|[P[F][F

ADH [ - [-[-[-[-T-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1elAlT]lac|-|7]-]G]-]-]-
* *

xbH [A[v[aglalale|[v]i]po[L|[T]a]T]alp[i|L][p]G|-[s|[L]N[P]I|D]G

ADH [T w|-[Aaf[clalv|v]po]-|T]e|v]k|[-]i]v]Dp]e|lT|-|Vv][D|[P|[-]-]A
* * * * | * * * | 3k *

xbH [e|G|a6lFlv]alc|a[-]-[e[elL]v][p[Aa]G|[L]T[H]-[Y[Kk[I]P]-]D

ADH [E[G|Al-[L]-[a|s|Aa|L|ele[i[v]-]-]ac|-]-[rR[L|Y[T]-]-]1]D

* | %k * * | * * * * *

Tabla 11. Aminoéacidos de importancia en el dominio de uniéon a molibdo-pterina que se
encuentran tanto en la XDH como en la ALDH de Ga. diazotrophicus. Los aminoacidos
idénticos se encuentran en color rojo mientras que sefialados con color amarillo se encuentran
algunos de los aminoécidos identificados por Thurner y col. B9,

* aa idénticos (;) aa conservados (') aa semiconservados
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De los 277 aminoacidos localizados en la XDH de Ga. diazotrophicus
correspondientes con la secuencia consenso obtenida para el dominio de unién de
molibdo-pterina, encontramos 146 en la secuencia de aminoacidos de la ALDH de la
misma bacteria, que representan el 52.707 %; este porcentaje es significativo,
indicando que ambas proteinas comparten un posible dominio de unién para el grupo

prostético molibdo-pterina.

Por otro lado, Emanuel Garcia Noriega en su tesis de licenciatura realizada en nuestro
laboratorio ", efectto la contraparte a este estudio. Basadndose en la secuencia de
péptidos internos obtenidos a partir de la ALDH purificada de Ga. diazotrophicus por
Goémez Manzo y col. ¥ localizé la secuencia de aminoacidos codificada para dicha
proteina e identifico el probable dominio de unién a PQQ y compard su secuencia con
las secuencias de aminoacidos que forman este domino en proteinas representativas
cuyo grupo prostético es PQQ (las PQQ ADH de bacterias &cido acéticas) 2. De esta
comparacion se encontré que entre ambas secuencias existe un 66.6% de similitud,
indicando también que ambas proteinas comparten un posible dominio de union para

el grupo prostético PQQ.
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VII. Discusion

Una caracteristica de las bacterias acéticas es la presencia de un conjunto de
deshidrogenasas membranales muy activas, entre las que se encuentra la ALDH 7.

La actividad de estas deshidrogenasas es independiente de FADH, 6 NADH.

GOmez Manzo y col. purifican y caracterizan a la ALDH membranal de Ga.
diazotrophicus. Basandose en su analisis bioquimico (andlisis electroforético,
zimografia, espectroscopia, HPLC, EPR), proponen que la enzima es un heterodimero
gue tiene como grupos prostéticos citocromo b y PQQ en su subunidad catalitica (79.7

kDa) y citocromos ¢ en la subunidad pequefia (50 kDa) 2.

Thurner y col. purificaron la ALDH membranal de Ga. europeaus. A partir del analisis
electroforético proponen que la enzima es un heterotrimero; por analisis
espectroscépico reportan que la proteina tiene como grupos prostéticos: un grupo
[2Fe:2S] en la subunidad pequefia (16.7 kDa), citocromos c¢ en la subunidad
intermedia (49 kDa), y un citocromo b en la subunidad catalitica (84.1 kDa). Asi
mismo, por andlisis de secuencia de la subunidad catalitica localizan 8 amino&cidos
gue corresponden con una parte del dominio de unién de un grupo molibdo-pterina,

por lo que reportan que la ALDH de esta bacteria es molibdo-pterina dependiente 7.

Como mencionamos en la introduccién, las molibdoenzimas cuyo grupo prostético es
una molécula de molibdo-pterina (Mo-co), se encuentran tanto en eucariontes como en
procariontes ™ 2. Estas proteinas son oxidoreductasas que reducen a sus sustratos en
el centro Mo-co, produciéndose un cambio en el estado redox del Mo de Mo(VIl) a
Mo(1V) B7. En general tienen 3 centros redox (grupo [Fe:S], FAD+ y Mo-co). El NAD",
NADH y O, actGan en el sitio de la flavina %!, Entre los centros redox se da un
equilibrio rapido y el NADH transfiere sus electrones intramolecularmente al FAD,
donde la oxidacion fisiolégica ocurre. La transferencia de electrones intramolecular

entre Mo-co y FAD es mediada por los centros [2Fe:2S] #% 12,

Sin embargo, se han reportado molibdoenzimas (XOR de P. putida cepa Ful y cepa
40; P. synxantha A3; D. gigas), que carecen del FAD y tienen en su lugar a un

citocromo b Y. Estos reportes apoyarian la propuesta de Thurner y col. ®.

40



Entonces la controversia sobre los grupos prostéticos de la ALDH en bacterias

acéticas estaba centrada en si la enzima era PQQ 6 molibdo-pterina dependiente.

El objetivo de la presente tesis es tratar de aportar resultados que ayuden a resolver la
controversia generada por los reportes de Takemura %2, Thurner ®¥ y Gémez Manzo

31 en cuanto al grupo prostético de la ALDH en bacterias acéticas.

Para ello, decidimos determinar los dominios de unidén a grupos prostéticos presentes
en la secuencia de aminoacidos de la ALDH de Ga. diazotrophicus, purificada por

Goémez Manzo y col. 3

. Para llevarlo al cabo, se recurrié al programa mas utilizado
para analizar secuencias en busqueda de la arquitectura y organizacién de dominios
proteicos, que es el Pfam. Pfam es una coleccion de alineamientos mdultiples de
secuencias y modelos ocultos de Méarkov, que cubren una buena parte de dominios
proteicos y familias de proteinas, cuya estructura y/o funcibn son similares

(http://pfam.sanger.ac.uk/) 72,

Un modelo oculto de Markov o HMM (por sus siglas del inglés, Hidden Markov Model)
es un modelo estadistico en el que el objetivo es determinar los parametros
desconocidos (u ocultos, de ahi el nombre) a partir de los parametros observables,
existiendo una distribucion de probabilidad que se resuelve por medio de algoritmos.
Se utilizan alineamientos multiples en donde el alineamiento "semilla" contiene al
conjunto de secuencias representativas alineadas, que se usaron para construir el
perfil HHM. Este alineamiento completo contiene todos los "hits" significativos contra el
HMM que se pudieron encontrar en la base de datos subyacente (los "hits" son
secuencias que estan en las bases de datos y que tienen un nivel significativo de
similitud con las secuencia que se usa como sonda) .

El analisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina purificada por Gomez Manzo
y col. ¥ e identificada en el genoma completo de Ga. diazotrophicus, de acuerdo al
programa pfam mostro la presencia del dominio pfam02738, que esta asociado a la
super familia de proteinas aldehido deshidrogenasas/xantina deshidrogenasas. Este
dominio corresponde a un dominio de unién a molibdo-pterina, como fue reportado por
Thurner y col. para Ga. europeaus . No obstante, los resultados deben analizarse

con cuidado ya que una Unica proteina puede pertenecer a varias familias Pfam.
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Decidimos realizar un cuidadoso andlisis de las secuencias de aminoacidos de
proteinas representativas con grupo prostético molibdo-pterina. Se eligié este tipo de
andlisis de secuencias de aminoacidos y no de nucleétidos, por ser el método mas
apropiado para encontrar ortdlogos y porque nos permite encontrar repeticiones de
aminoacidos que suelen ser las mas conservadas y por lo tanto las mas importantes,
en muchos casos formando dominios. Entonces, una vez determinada la secuencia de
aminoacidos de la proteina, esta resultara ser una fuente valiosa de informacién sobre

su posible funcién, estructura e historia .

El andlisis se realizd6 desde la proteina mejor caracterizada, la xantina
deshidrogenasa/oxidasa de leche bovina ™ hasta las xantinas deshidrogenasas
reportadas a la fecha en bacterias acéticas. A partir de este analisis se obtuvo una
secuencia consenso que se compard con la secuencia de aminoacidos de la ALDH de

Ga. diazotrophicus.

El dominio de wunion al grupo prostético molibdo-pterina en la xantina

deshidrogenasa/oxidasa de leche bovina es muy grande, consta de 543 aminoacidos
(Fig. 7).

Es cuestionable que, tratdndose de un dominio tan grande, Thurner y col. basdndose
en la presencia de Unicamente 8 aminoacidos que se encuentran en forma sucesiva

(GGGFGRRL), postulen a esta proteina como molibdo-pterina dependiente 7.

Para determinar que tanto de este dominio se conserva en proteinas ortélogas (tiene
la misma funcién) presentes en bacterias y en particular en bacterias acéticas, era
necesario primero buscar si ya se encontraban secuenciadas estas proteinas 6 en
caso contrario, identificar las secuencias correspondientes en los genomas de estos

organismos liberados a la fecha.

El hecho de que el genoma completo de un organismo se encuentre liberado, no
implica que cada secuencia codificante identificada pueda estar asociada a una
proteina en particular. Generalmente es necesario basarnos en una secuencia
conocida para, a través de una base de datos como el Blast, poder localizar la

secuencia de la proteina de interés.
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Blast es uno de los programas de busqueda de similitudes utilizado en este estudio
que es adecuado porque explora todas las bases de datos disponibles y se puede
realizar en relativamente poco tiempo (segundos o minutos) en una computadora. Los
resultados de estas comparaciones permiten saber si la proteina de interés es
miembro de algun tipo establecido de proteinas, o que en segunda instancia nos
permitira deducir informacién sobre la funciéon de la misma. De esta forma si presenta
un alto porcentaje de semejanza puede que sea parte de la misma familia de
proteinas. Por otro lado, con la comparacion de secuencias de una proteina en

diferentes especies, podemos también conocer informacién sobre las vias evolutivas
[62]

En el reporte del genoma completo de Ga. diazotrophicus no se reconocia a ninguna
xantina deshidrogenasa/oxidasa, pero encontramos que en G. oxydans si estaba

identificada una xantina deshidrogenasa compuesta con 3 subunidades.

La utilizacién de estas secuencias nos permitié localizar la secuencia de la XDH de
Ga. diazotrophicus, la cual también esta compuesta de 3 subunidades con pesos
moleculares de 53, 83 y 30 kDa, respectivamente. La subunidad de 53 kDa, es el sitio
de union a FAD; la subunidad de 83kDa es la subunidad catalitica, identificada como
una xantina oxidasa/deshidrogenasa, con dominio de unién a molibdo-pterina; la
subunidad de 30kDa es considerada una proteina accesoria, posible chaperona. El

arreglo del operdon también es semejante en las dos proteinas (Figuras 10y 11).

La composicion molecular de las XOR’s de bacterias es muy variada, aunque la
composicion molecular encontrada en estas dos especies de bacterias acéticas es
semejante a la reportada para la xantina oxidoreductasa de Veillonella atypica y
Eubacterium barkeri, las cuales también estan compuestas de tres subunidades 21 A

la fecha ninguna XDH de bacterias acéticas ha sido caracterizada.

La comparacion de secuencias entre las subunidades cataliticas de las XDH's
localizadas en bacterias acéticas (G. oxydans y Ga. diazotrophicus), nos permitio
identificar el dominio de unién a este grupo prostético, el cual comparamos con la
secuencia consenso obtenida anteriormente, para obtener una secuencia consenso

final en la que se incluyen proteinas con funcién de xantina oxidasa/deshidrogenasa y
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proteinas que pertenecen a la familia de la aldehido deshidrogenasa en eucariontes,

gue son enzimas intimamente relacionadas.

La comparacion entre la secuencia de la ALDH de Ga. diazotrophicus y la secuencia
consenso final nos permiti6 determinar que el 52.7 % de los aminoacidos
correspondientes a la secuencia consenso del dominio de union a molibdo-pterina se
encuentran presentes en la ALDH, es decir la ALDH tiene en su secuencia un

potencial dominio de unién a molibdo-pterina.

Por otro lado, Garcia Noriega en su tesis de licenciatura desarrollada en nuestro
laboratorio ", realiz6 la contraparte a este estudio. Compar6 la secuencia del dominio
de unién a PQQ presente en proteinas representativas que tienen a esta molécula
como grupo prostético (las alcoholes deshidrogenasas de bacterias acéticas), con la
secuencia de aminoacidos de la subunidad -catalitica de la ALDH de Ga.
diazotrophicus purificada por Gémez Manzo y col. *%; localiz6 el probable dominio de
unién a PQQ y determin6é que entre ambas secuencias existe un 66.6% de similitud.
Este resultado indica que la ALDH también tiene en su secuencia un potencial dominio
de unién a PQQ.

Los resultados obtenidos muestran que el postular, como lo hicieron Thurner y col. &
en el caso de la ALDH de Ga. europeaus, cual es el grupo prostético asociado a una
proteina, basandose en la probable arquitectura dictada por la secuencia primaria,
para formar un determinado dominio de unidn, es poco certero. La posible presencia
de uno u otro dominio puede tomarse como un indicio de una determinada arquitectura
6 funcidn, pero no es determinante en la composicién molecular de una proteina. En
todo caso, las determinaciones bioquimicas aunadas a los resultados de analisis de

secuencia, sera los que den la certeza de la estructura y composicion de la molécula.

En el caso especifico de la ALDH de Ga. diazotrophicus, los resultados reportados por

Goémez Manzo y col. &2

, aunados a lo reportado en la tesis de licenciatura de Garcia
Noriega ™ y la presente tesis, nos permiten postular a esta enzima como PQQ

dependiente.
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VIII. Conclusiones

El analisis de la secuencia de aminoacidos de la ALDH, muestra, de acuerdo al
programa pfam, la presencia del dominio de unibn a molibdo-pterina
(pfam02738), que esta asociado a la super familia de proteinas aldehido
deshidrogenasas/xantina deshidrogenasas; este dominio es caracteristico de
las molibdoenzimas como se ha reportado para la CoxL, XdhB, Aldh_Xan_dhy

ALDH de Ga. europaeus.

El genoma de Ga. diazotrophicus tiene una secuencia correspondiente a una
XDH codificada. La proteina es codificada por el operén xdhABC. Los pesos
moleculares calculados para las 3 subunidades de la proteina son de 31.4
kDa, 83.9 kDa y 52.4 kDa, respectivamente. Estas caracteristicas son similares
a las de la XDH localizada en el genoma de G. oxydans, organismo miembro

de la familia de las bacterias acéticas.

La XDH's de G. oxydans y Ga. diazotrophicus muestran una composicioén
molecular semejante a la reportada para las XOR’s de Veillonella atypica y

Eubacterium barkeri, que esta compuesta por 3 subunidades.

El analisis de dominios de la XDH de Ga. diazotrophicus revela que existe un

dominio de unién a molibdo-pterina en su subunidad catalitica.

Se obtuvo mediante analisis de secuencias de aminodcidos de proteinas
representativas con molibdo-pterina como grupo prostético un nuevo consenso

para el dominio de union de este cofactor.

La secuencia de la ALDH de Ga. diazotrophicus tiene un 52.7 % de identidad
con respecto al nuevo consenso del dominio de unién a molibdo-pterina, lo cual
indica que esta enzima posee un potencial dominio de unién a este grupo

prostético.
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Resulta poco certero proponer cual es el grupo prostético funcional de una
proteina solo basandose en la probable arquitectura determinada por una
secuencia primaria. Es necesario integrar resultados obtenidos a partir de

estudios bioquimicos asi como de andlisis de secuencias.

Los resultados de la caracterizacion bioquimica efectuada por Gomez Manzo y
col., aunados a los resultados de la comparacion de la secuencia de
aminodcidos de la ALDH de Ga. diazotrophicus con la secuencia consenso del
dominio de unién a PQQ obtenida por Garcia Noriega, sugieren que esta

enzima es PQQ dependiente.
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IX. Perspectivas

La purificacién y caracterizacion de la XDH y el estudio sobre su participacion en el
metabolismo de Ga. diazotrophicus, podria ser de interés ya que esta enzima es una
oxidoreductasa que cataliza la hidroxilacion de diferentes compuestos, entre ellos de
aldehidos y posiblemente pueda participar en su metabolismo dentro de la célula;
aunque actualmente esta enzima no forma parte del proyecto general sobre la

Fermentacion Oxidativa que se lleva al cabo en el laboratorio del Dr. Escamilla.

En cuanto a la ALDH, seria interesante tratar de purificarla como holoenzima. Esta
enzima ha sido purificada como heterodimero, aunque es codificada como una enzima
de tres subunidades. Es posible que la subunidad pequefia se pierda durante la
solubilizacién de la proteina de la membrana, Seria conveniente probar con diferentes

detergentes, para tratar de purificar a la enzima trimérica.
Si es posible purificar a la enzima trimérica, su caracterizacion seria importante para
determinar cual es la funcién de la subunidad pequefia en cuanto a estructura y

actividad catalitica.

Ademas seria interesante realizar la cristalizacion de la ALDH de Ga. diazotrophicus la

cual proporcionaria mayor informacion sobre la estructura de la enzima.
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Anexo A

Diagrama de Venn de aminoacidos

diminuto

alifatico
pequefo

" positivo

no polar gromatico cargado polar

El diagrama de Venn muestra la relacion de los 20 aminoacidos a una selecciéon de
propiedades fisicoquimicas que se cree que son importantes en la determinacion de la
estructura de la proteina. Este diagrama es el utilizado por el programa Clustal W2

para definir las equivalencias o semiequivalencias en los alineamientos de secuencias.
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