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Resumen

Gluconacetobacter diazotrophicus es una bacteria enddfita de la cafia de azucar,
Gram (-), aerobia estricta y diazotrofa, lo que obliga a la existencia de un
complejosistema de proteccidén a la nitrogenasa formada por dos mecanismos: el de
proteccién conformacional y el de proteccion respiratoria. La proteccion respiratoria se
asocia a la presencia de una cadena respiratoria muy activa, que permite que el
oxigeno se consuma a nivel de la membrana y no alcance concentraciones altas en el
citoplasma donde se encuentra la nitrogenasa. Una caracteristica de la familia de las
bacterias acido acética (BAA), a la que pertenece Ga. diazotrophicus, es la presencia
de deshidrogenasas membranales dependientes de PQQ cuyo sitio activo se orienta
hacia el periplasma (PQQ-GDH, PQQ-ADH, ALDH). En la presente tesis se estudio la
ALDH membranal, la cual ha sido purificada y caracterizada por Gomez-Manzo y col.
Este grupo reportd a la enzima como una proteina hetero-dimérica (79.7 y 50 kDa),
gue tiene como grupos prostéticos asociados un PQQ y un citocromo b, en la
subunidad catalitica y a tres citocromos ¢ en la subunidad Il. Sin embargo, los
resultados obtenidos discrepan de lo reportado para otras BAA, en cuanto a su
composicién oligomérica y grupos prostéticos. Estas discrepancias nos llevaron a
buscar los genes que codifican para esta enzima en el genoma completo de Ga.
diazotrophicus y una vez identificados, hacer un analisis "in silico" para determinar el
namero de genes que forman el operdn y a partir de la secuencia de aminoacidos
codificada, localizar los dominios y motivos de unidén a grupos prostéticos presentes en
las diferentes subunidades que forman la proteina. A partir de la proteina purificada de
acuerdo al reporte de Gémez-Manzo y col, se obtuvieron péptidos internos que fueron
secuenciados. Localizamos la secuencia de la subunidad | de la ALDH en el genoma
de la bacteria. Para identificar el operén completo, se tomaron como base las
secuencias de aminoacidos de la subunidad Il y lll de la ALDH de Ga. europaeus y se
realiz6 un analisis de secuencias que nos permitié identificar, en el genoma de Ga.
diazotrophicus, tres genes adyacentes formando un probable operdn. La identificacion
de tres genes nos lleva a postular la presencia de una tercera subunidad en la ALDH
de Ga. diazotrophicus, la cual posiblemente se pierde durante su purificacién y cuya
funcién es desconocida. El analisis "in silico” de los dominios de unién de los grupos
prostéticos nos permitié localizar en la subunidad I, un 66.6% de los amino&cidos
implicados en dominio de union a PQQ, asi como el dominio de unién a citocromo b. La
identificacion del dominio de union a PQQ aunado a los resultados del andlisis
bioquimico reportados por Gomez-Manzo, llevan a concluir que la ALDH de Ga.
diazotrophicus es PQQ dependiente. En la subunidad Il identificamos el motivo de
unién de tres citocromo ¢ como grupos prostéticos. Para la subunidad Il localizamos a
las ocho cisteinas que son el motivo de unién a un cluster 2Fe:2S. Para concluir
nuestro analisis se realizé un perfil de hidrofébicidad y topologia el cual muestra que
nuestra enzima se encuentra anclada a la membrana por la subunidad Il, mientras que
la subunidad Il y | se encuentran localizadas hacia el espacio periplasmico.
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[. Introduccién

|.1 Bacterias acido acéticas

Las bacterias acido acéticas se conocen desde hace siglos por ser grandes
productoras de vinagre a nivel industrial, asi como también por llevar a cabo la
acetificacion de bebidas alcohdlicas y el deterioro de frutos.

Son bacilos Gram negativos aerobios estrictos, acidéfilos, ya que crecen a pH
inferiores a 5. Pueden presentarse de forma inmdévil o movil, con flagelos polares o
peritricos. Estas bacterias producen grandes cantidades de exopolisacéaridos, entre

ellos |évanos y celulosa.

El proceso que caracteriza a las bacterias de la familia 4cido acéticas se conoce como
fermentacion oxidativa, el cual se desarrolla en el periplasma celular, a través de un
grupo de deshidrogenasas (flavoproteinas, quinoproteinas o quinohemoproteinas), las
cuales oxidan de manera incompleta diversos alcoholes y azucares, donando los
electrones producto de esta oxidacion a la quinona endégena de la cadena respiratoria.
La oxidacién de estos compuestos da como resultado la acumulacion de &cidos
organicos como productos finales. Cuando el substrato es etanol se produce éacido

aceético, siendo el producto mas comun de este proceso en las bacterias acéticas (46).
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La taxonomia de esta familia de bacterias ha sido modificada varias veces.
Recientemente ha sido reordenada de acuerdo a los resultados obtenidos del analisis
de secuencias del rRNA 16S (60, 61). La familia de las bacterias acido acéticas
pertenecen a las Alpha-proteobacterias, orden Rhodospirillales; forman un grupo
monofilético dentro de la familia Acetobacteriaceae (14). Actualmente la familia
Acetobacteraceae se conforma por diez géneros: Acetobacter (A), Gluconobacter (G),
Gluconacetobacter (Ga), Acidomonas (Ac), Asaia (As), Kozakia (K), Neoasaia (N),
Swaminathania (SW), Saccharibacter (S) y Granulibacter (Gr), siendo esta ultima la

adicion mas reciente a esta familia y catalogada como una especie patdgena (46).

En la familia de las bacterias acéticas, existen algunas especies que son capaces de
fijar nitrégeno atmosférico en condiciones aerdbicas, condicion en la cual la nitrogenasa
encargada de esta fijacion deberia estar inactiva. Esta es una de las propiedades
caracteristicas de Gluconacetobacter diazotrophicus, la cual la convierte en una

bacteria de sumo interés para su estudio.
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.2 Gluconacetobacter diazotrophicus

Ga. diazotrophicus es una bacteria enddfita, aislada por vez primera por Cavalcante y
Dobereiner en 1988 (9) a partir de raices y tallos de diferentes variedades de cafa de
azucar (Saccharum officinarum), cultivadas en diversas regiones de Brasil. Fue descrita
como “una nueva bacteria fijadora de nitrégeno tolerante al acido” la cual recibi6 el
nombre de Saccharobacter nitrocaptans (9). Posteriormente, basandose en estudios
de hibridacion RNA/DNA y DNA/DNA fue renombrada como Acetobacter nitrocarptans,
nomenclatura que fue corregida por Johanna Dobereiner a Acetobacter diazotrophicus

(24).

Finalmente, Yamada Yy colaboradores propusieron un nuevo esquema en la taxonomia
de la familia Acetobacteraceae, al comparar secuencias parciales del RNAr 16S de
diferentes especies de Acetobacter, Gluconobacter y Acidomonas. Asi, el primer fijador
de nitrégeno descrito en esta familia fue oficialmente nombrado Gluconacetobacter

diazotrophicus.

Ga. daizotrophicus ha sido detectado en diversas regiones del mundo en los tejidos
internos de varias plantas como el cafeto (29), cereales (34), pifia (54), en algunos
pastos de Camerun y en cultivos de boniato (44), en la chinche harinosa (16) y en
vasos de xilema de raices de maiz (8).Ocasionalmente se ha detectado también en la
rizésfera de la cafia de azucar (32). Recientemente Ga. daizotrophicus ha sido aislado
en cultivos de zanahoria, rabano, remolacha (36), mel6n, papaya, flores de calabaza

(15), yuca y malanga (47).
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La asociacion planta-bacteria es de gran beneficio para ambos organismos, ya que la
planta le proporciona a la bacteria abundantes fuentes de carbono y menor
competencia por los nutrientes y la bacteria excreta el 50% del nitrégeno fijado
directamente a la planta (11), asi como diversas auxinas, principalmente &cido indol
acético (7,21) y citocinas (30) las cuales promueven el crecimiento de la planta.
También se ha descubierto que secreta una bacteriocina que inhibe el crecimiento del

patdgeno Xanthomonas albilineans de la cafia de azucar (45).

Ga. diazotrophicus es un bacilo con un tamafio de 0.7 x 2 um (11), con extremos
redondeados, flagelos laterales, aerdbico, Gram negativo. Es capaz de crecer en
medios con concentraciones elevadas de sacarosa o glucosa (hasta 30%), en medios
acidofilos (pH 3) y fija nitrégeno en cultivo (50,9). Forma colonias de color café,
distinguiéndose de otras bacterias fijadoras de nitrégeno. No presenta actividad de
nitrato reductasa, pero si puede oxidar etanol llevandolo hasta &cido acético en
medios de cultivo con pH acidos o neutros (12,51); puede usar glucosa, sacarosa 0

glicerol como Unica fuente de carbono (9,22).

Ga. diazotrophicus tiene la paradoja de ser aerobio estricto y a la vez fijador de
nitrégeno, lo que podria llevar a la inhibicion irreversible de la nitrogenasa (19,48). Para
evitar esta inactivacion, esta bacteria presenta un complejo sistema de proteccion a la
nitrogenasa. Esta proteccion se da principalmente a través de dos mecanismos: el de

proteccién conformacional y el de proteccion respiratoria (58,49).
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En el mecanismo de proteccion conformacional se produce un cambio al formarse un
complejo entre la nitrogenasa y proteinas FeSll (shethna), provocando la inactivaciéon
transitoria de la enzima y protegiéndola contra los dafios por el oxigeno. Cuando la
concentracion de oxigeno disminuye, se rompe el complejo y la nitrogenasa recupera

su actividad (35,58 ,49).

El segundo mecanismo estd asociado a un sistema respiratorio muy activo, debido a la
presencia de deshidrogenasas muy eficientes, que protegen a la nitrogenasa del
oxigeno ambiental; el oxigeno es consumido a nivel membranal, antes de llegar al
citoplasma, de tal manera que su concentracion intracelular es muy baja y no afecta la
actividad de la nitrogenasa. La elevada actividad respiratoria genera, a su vez, el ATP

suficiente para llevar a cabo la fijacion de nitrogeno (19,58 ,49).

.3 Sistemas respiratorios bacterianos

Los sistemas respiratorios aerébicos bacterianos estan constituidos principalmente por
dos grupos de enzimas: las que oxidan sustratos organicos y reducen ubiquinona y
por las enzimas que reducen el oxigeno a agua (5). Estas enzimas se encuentran
unidas a la membrana citoplasmatica y son encargadas de transferir electrones y
protones a través de varios intermediarios hacia el aceptor terminal de electrones
generando un gradiente protén motriz transmembranal, que conduce a la formacién de

ATP por el complejo F1Fq (5,18).
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Deshidrogenasas

Entre las enzimas que oxidan sustratos organicos encontramos a las deshidrogenasas
membranales, que son capaces de catalizar la oxidacion de un sustrato por sustraccion
de dos atomos de hidrégeno. Las deshidrogenasas presentan diversos grupos
prostéticos asociados a ellas y pueden ser muy versatiles, dependiendo del tipo de
enzimas con las cuales estén interaccionando. Se pueden encontrar centros Fe:S,
FAD, FMN, citocromos tipo b, citocromos tipo c, pirrolo quinolina quinona y diversos

metales (18).

Las PQQ deshidrogenasas

Las PQQ deshidrogenasas, son aquéllas que tienen como grupo prostético a la pirrolo
guinolina quinona, son un conjunto de enzimas encargadas de oxidar una amplia
variedad de alcoholes y azucares (20). La gran mayoria de estas enzimas se
encuentran presentes en diferentes especies de bacterias Gram negativas, estan
asociadas a la membrana citoplasmatica y poseen su sitio catalitico orientado hacia el

lado periplasmico (25).

Las PQQ deshidrogenasas pertenecen al grupo de las quinoproteinas, las cuales
constituyen un grupo heterogéneo de proteinas que difieren completamente de
aquéllas que dependen de los nicotina 6 flavin nucleotidos (20,43). Estas proteinas
utilizan como cofactor o-quinona (20, 17,59); en algunos casos pueden presentar un

grupo prostético adicional, como citocromos b o c, por lo cual son llamadas quino-
6
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hemoproteinas. Estas deshidrogenasas transfieren los electrones producto de la
oxidacion de sus sustratos a una poza de quinona en el sistema respiratorio de las

bacterias.

Se han identificado cinco tipos de o-quinona que forman parte de las quinoproteinas:
pirrolo-quinolina (grupo PQQ), triptofil-triptofano (grupo TTQ), Topa-quinona (grupo

TPQ), tirosil-lisina (grupo LTQ) y cisteina triptofil quinona (CTQ) (20,25 ,57).

El grupo de las PQQ-quinoproteinas incluye a multiples enzimas con actividad de
deshidrogenasas, algunas oxidasas y también ciertas descarboxilasas bacterianas
(39). Se han identificado mas de 20 enzimas que presentan PQQ como grupo
prostético (25); este grupo se sintetiza a partir de residuos de tirosina y acido glutamico

y su unién ala enzima a la que esta asociada es no covalente (20).

Su estructura consiste en una orto-quinona (o-quinona) que contiene 2N ‘sy 3H ‘s, uno
de los cuales es intercambiable; las posiciones C4 Y C5 del anillo de las quinonas se
reduce a semiquinona y a quinol durante la catalisis (PQQ __, PQQH" _» PQQHy).
El carbonilo C5 en la forma oxidada es muy reactivo a nucledfilos como alcoholes,
amonio, cianuro y aminoacidos (25). Con los acidos fuertes, el grupo PQQ promueve

la formacion de una lactona interna (20).

El grupo PQQ puede ser excretado al medio en concentraciones variables (entre 1

pug/mly 1 mg/ml), dependiendo de la composicion del medio de crecimiento.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

La PQQ-deshidrogenasa mejor estudiada es la metanol deshidrogenasa (MDH) de
Metilobacterium extorquens; esta enzima ha sido analizada mediante difraccion de
rayos X, lo cual permiti6 conocer su estructura (62,6). Es una proteina tetramérica
(a2B2); cada subunidad a (66 kDa) posee una molécula de PQQ y un ié6n Ca®* (6). La
subunidad a de la M-DH presenta una estructura en “super-barril”, constituida por ocho
laminas B-antiparalelas, que estan ordenadas radialmente alrededor de una cavidad
central, lo que asemeja a los pétalos de una flor 0 a las aspas de una hélice(6). En esta
estructura en “super-barril” se encuentran las regiones proteicas funcionales (sitios
catalitico y de union del grupo PQQ), involucradas en la oxidacion del sustrato (42). La
base de la cavidad es hidrofobica y plana y esta delimitada por un residuo de triptéfano
(Trp-243), mientras que la cubierta superior esta constituida por cisteinas adyacentes
(Cis-103/Cis-104), que forman un doble anillo disulfuro (20). Las cisteinas estan unidas
en posicion trans mediante un enlace peptidico no planar (6). En las proximidades del
grupo PQQ se encuentra el ion Ca?*, el cual es esencial para mantener firme a grupo
PQQ durante la oxidacién del metanol; en ausencia de este i6n la MDH es inactiva

(20,41).

Quinonas

Otro componente de la cadena respiratoria son las quinonas, que son moléculas no
proteicas altamente hidrofébicas las cuales participan en el transporte de electrones.
Las quinonas actian como aceptores de atomos de hidrégeno y como donadores de

electrones (38), provenientes de las deshidrogenasas primarias. Las quinonas-
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bacterianas son clasificadas en funcién de su estructura y se pueden dividir en dos

tipos principales: ubiquinona y menaquinona (18).

Oxidasas terminales

Las oxidasas terminales son enzimas membranales presentes en bacterias aerébicas,
gue catalizan la reduccion de oxigeno molecular a agua (18) y en algunos casos

pueden translocar protones a través de la membrana.

Existe una gran diversidad de oxidasas bacterianas y la expresién de cada una de ellas
dependera del tipo de medio en el que se encuentre y del estadio de desarrollo; la

tension de O, es en general el factor regulador més importante de su expresion (18).

Estas enzimas se pueden dividir en dos grupos: quinol oxidasas y citocromo c
oxidasas. Las quinol oxidasas son aquéllas que reciben directamente los electrones
de la poza de quinona, mientras que las citocromo c oxidasas reciben los electrones

via citocromo c (5,18).

Una cadena respiratoria bacteriana tipica esta formada por una serie de
deshidrogenasas y dos o tres oxidasas terminales segun las condiciones de

crecimiento (5).
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En algunos casos la cadena respiratoria también funciona como “tiradero de poder
reductor”, reoxidando al NADH 6 controlando los niveles de O, intracelular, como es el

caso de la nitrogenasa en Ga. diazotrophicus (18).

Deshidrogenasas
Quinol
Oxidasa Terminal Complejo be;
QUINOL OXIDASA | l
Citcromo ¢

'

} Oxidasa Tenﬁinal

CITOCROMO ¢ OXIDASA

Figura 1. Esquema general de la composicion de los sistemas
respiratorios de tipo quinol oxidasa y citocromo ¢ oxidasa

10
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[l. Antecedentes

II.1 Cadena respiratoria Gluconacetobacter diazotrophicus

La cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus estd formada por varias
deshidrogenasas membranales las cuales son encargadas de oxidar sus
correspondientes sustratos para donar los electrones a una UQjo, que a su vez
donara los electrones a las oxidasas terminales; en el caso de esta bacteria son

ubiquinol oxidasas (19).

Las deshidrogenasas membranales que encontramos en Ga. diazotrophicus se pueden
clasificar en dos grupos: las que se encuentran orientadas hacia el lado citoplasmatico,
como la NADH deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa y aquéllas que poseen
su sitio catalitico orientado hacia el espacio periplasmico, las cuales tienen como grupo
prostético, la pirrolo pirrolina quinona (PQQ); entre ellas han sido identificadas la PQQ-
glucosa deshidrogenasa (PQQ-GDH), la PQQ-alcohol deshidrogenasa (PQQ-ADH) y la
PQQ-aldehido deshidrogenasa (PQQ ALDH) (19). La PQQ-GDH tiene solamente como
grupo prostético al PQQ, mientras que las PQQ-ADH y la PQQ-ALDH ademas del PQQ

tiene citocromos b y/6 c.

Ga. diazotrophicus presenta una regulacion de la expresion de oxidasas diferente a la

gue se presenta en las otras bacterias. La presencia de las oxidasas terminales

depende de la concentracion de amonio. Cuando las condiciones de crecimiento son
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de fijacion de nitrogeno (entre 1 y 2 mM de amonio), las oxidasas predominantes son
la citocromo oxidasa bas (19,27) y la citocromo oxidasa bbs. En condiciones de no

fijacion de Ny, la oxidasa prevaleciente es la citocromo bd (19).

Glucosa Gluconato Etanol Acetaldehido Acetato

)\ oy
PERIPLASMA sppg
— H20

NADH NAD+* Succinato Fumarato

Figura 2. Esquema de la cadena respiratoria de Gluconacetobacter diazotrophicus
(29).

El complejo ALDH de Gluconacetobacter diazotrophicus es un heterodimero de dos
subunidades con 79,7 y 50 kDa. Los dos grupos prostéticos probablemente asociados
a la subunidad grande (79,7 kDa) son un PQQ el cual fue confirmado por
espectroscopia de fluorescencia, EPR, HPLC vy una hemo b que fue detectada por
espectroscopia UV/VIS y confirmado quimicamente mediante analisis de HPLC de
acido-acetona extraidos de la purificacion de la enzima. La subunidad menor (50 kDa)
es una hemoproteina que contiene tres hemos C. El citocromo ¢ fue evidenciado por
tincion de tetrametilbenzidina, hemo catalizado por la actividad de peroxidasa, por

espectro de absorcidn de la diferencia y la valoracién redox de los citocromos ¢ (26)
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II.2 Aldehidos deshidrogenasas membranales de bacterias acido acéticas

Las aldehido deshidrogenasas membranales en bacterias acéticas son enzimas de
orientacion periplasmica, encargadas de catalizar la oxidacion de acetaldehido a acido
acético. Se postula que estan acopladas con la alcohol deshidrogenasa membranal
para que a partir de la oxidacion de alcohol, se obtenga &cido acético; los electrones

producto de estas oxidaciones son transferidos a la cadena respiratoria.

Estas enzimas forman un grupo heterogéneo en el que podemos encontrar variaciones

en cuanto a su estructura molecular, grupos prostéticos y propiedades cataliticas.

Las ALDH’s pueden estar conformadas por tres subunidades, como son los casos de
A. aceti y Ga.europaeus (3, 4, 40,56). Sus subunidades tienen un peso molecular
relativo de entre 75y 79 kDa, que corresponde a la subunidad catalitica, 45-46 kDa vy
14-17 kDa. En cuanto a los grupos prostéticos, los espectros de absorcion obtenidos en
la ALDH de Acetobacter aceti fueron similares a los de la alcohol deshidrogenasa y la
glucosa deshidrogenasa de la misma bacteria, las cuales tienen como grupo prostético
PQQ. Por esta razon se considera muy probable que la ALDH de Acetobacter aceti

contenga PQQ como grupo prostético (3, 4,40).

Se han reportado ALDH’s compuestas por dos subunidades, como es el caso de
Acetobacter rancens, A. polyoxogenes G. suboxydans y Ga. diazotrophicus (26). En
general, los pesos moleculares relativos de estas subunidades estan entre 75y 86 kDa

para la subunidad mayor, que es la subunidad catalitica y entre 45 y 66 kDa para la
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subunidad menor. La excepcion la encontramos en A. polyoxogenes cuya subunidad
mayor se encuentra en el rango mencionado, pero el peso relativo reportado para la

subunidad menor es de 19 kDa.

Con respecto a sus grupos prostéticos, espectros de absorcién mostraron la presencia
de citocromo c, asociado a la subunidad de 45-66 kDa, en G. suboxydans (1) y Ga.
diazotrophicus (26). En cuanto a la presencia de PQQ, esta fue evidenciada por
estudios de fluorescencia y espectros de absorcién y se encuentra asociada a la
subunidad catalitica (28,23,1,3). En el caso de Ga. diazotrophicus, también se ha
encontrado la presencia de citocromo b, probablemente asociado también a la

subunidad catalitica (26).

Sin embargo, la presencia de PQQ en ALDHs ha sido cuestionada. Takemura,
mediante mutagénesis quimica, obtuvo una mutante PQQ-negativo de Acetobacter sp.
BPR2001; esta mutante carecia de actividades de GDH y ADH, pero aun era capaz
de oxidar aldehido. Basandose en estos resultados, Takemura postula que la ALDH de
bacterias acido acéticas no tiene como grupo prostético PQQ, aunque no purificd a la
enzima responsable de la oxidacién de aldehido (53). Por otro lado, Thurner purifica y
analiza la secuencia de la ALDH purificada de Ga. europaeus. Reporta la presencia de
3 citocromos ¢ asociados a la subunidad intermedia, basandose en la presencia de 3
motivos de unidn a este citocromo presentes en la secuencia de aminoacidos de esta
subunidad (56). A la subunidad pequefia no se le ha asignado funcién, aunque se
postula la presencia de un cluster [2Fe:2S], de acuerdo al espectro de absorcion de la

proteina pura, en donde observan una sefial a 465 nm que puede estar asociada a la
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presencia de este cluster y al analisis de la secuencia de aminoacidos de esta

subunidad, donde encuentran motivos caracteristicos para su unién. En cuanto a la

subunidad catalitica propone que contiene un hemo b y la posible presencia de un

centro molibdeno-pterina, basandose en el alineamiento de secuencias de proteinas

eucaridticas que presentan el centro molibdeno-pterina como grupo prostético (56).

Con estos resultados y los reportados por Takemura, postulan a la ALDH como una

proteina molibdo-pterina dependiente.

Tabla 1. Tabla donde se muestran la composicion oligomérica y los grupos prostéticos

asociados a las ALDHs membranales (26).

Fuente
Acetobacter Gluconobacter Acetobacter Acetobacter Gluconacetobacter Gluconacetobacter

) polyoxogenes suboxydans rancens aceti europaeus diazotrophicus

Propiedad
23 1 28 4 56 26
Masa
molecular 90 140 145 157 ND 129.7

(kDa)
Subunidades |  Sub I (75), Subi(ge), | Subi(78), | S| ((1?) Sl ((196))' Sub1(79.7),

(kDa) Sub 11 (19) Sub 11 (55) Sub 11 (66) Sub 11l (14) Sub 111 (17) Sub 11 (50)

Grupos prostéticos:

PQQ (Sub 1) (Sub 1) (Sub 1) (Sub 1) nd (Sub 1)
Hemo C ND (Sub II) ND (Sub II) 3 (Sub 1) 3 (Sub 1)
Hemo b ND ND ND ND (Sub 1) (Sub)
[2Fe-2S] nd Nd Nd nd (Sub I11) ND
Molibdo- nd Nd Nd nd (Sub ) nd
pterina

ND = No detectado, nd = No determinado, Sub I: subunidad catalitica, Sub II: subunidad intermedia,
Sub Ill: subunidad pequefia. (Gbmez Manzo, 2010)
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lll. Hip6tesis

Si la ALDH de Ga.diazotrophicus es una proteina PQQ-dependiente compuesta de
dos subunidades, como lo indican los resultados de su caracterizacion
bioguimica, entonces el andlisis de la secuencia de aminoécidos mostrara que el
operdn que la codifica esta compuesto por dos genes estructurales y se podra
identificar la secuencia de la subunidad cataliticay el dominio de unidén para este

grupo prostético.

IV. Objetivos

IV. 1 Objetivo general

Definir la composicion molecular e identificar los dominios de uniéon a los grupos

prostéticos mediante un analisis “in silico” en la secuencia de la ALDH de Ga.

diazotrophicus.
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IV.2 Objetivos especificos

Identificar los dominios de union a PQQ y citocromo b en la secuencia de la subunidad

| (catalitica) de Ga. diazotrophicus, mediante un analisis "in silico".

Identificar en la secuencia de la subunidad Il ALDH de Ga.diazotrophicus los motivos

de unién a citocromo ¢, mediante el analisis de su secuencia.

Determinar la presencia de un ortdlogo del gen que codifica para la sub Ill presente en

Ga. europaeus y de encontrarlo, localizar los dominios de union a los clusters 2Fe-2S.
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V. Materiales y Métodos

V.1 Material biolégico

Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PALS.

V.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

Ga. diazotrophicus PAL5 se crecié en un medio de cultivo liquido LGI modificado (19),
el cual estd compuesto de sacarosa al 3 % y sales: K;HPO,4 (5g), Na,HPO, (4g), MgCl,
(0.2g), CaCl, (0.02g), FeCl; (0.019), citrato de sodio industrial (5g), para un litro. Se

ajusta el pH a 5.

Los pre-cultivos se crecieron en matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de
medio 0 de 2L conteniendo 1L de medio; se utilizaron como inéculo 1 ml 6 25 ml de un
cultivo activo, respectivamente. La bacteria fue incubada con una agitacion de 250 rpm

y a 30° C.

Cuatro litros de in6culo fueron utilizados para sembrar un fermentador de 60 L, donde
se crecid a la bacteria en las mismas condiciones mencionadas anteriormente; a las 24
h de crecimiento al medio de cultivo se le adiciond etanol al 0.75 %, lo que induce la
expresion de la PQQ-ADH y de la ALDH (52). El cultivo se dej6 crecer durante 12 h
mas. Las células fueron cosechadas, utilizando una centrifuga de flujo continuo marca
Sharples Pemwalt (tipo CLT 1, Tlanepantla, México), a 5 000 rpm y lavadas 2 veces por

centrifugacion a 7000 rpm, con un amortiguador de fosfato de potasio 50 mM pH 6,
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adicionado de 1 mM MgCl, y 1 mM CaCl,. Las células lavadas fueron almacenadas a

-179 °C hasta su utilizacion.

V.3 Purificaciéon de la PQQ-ALDH de Gluconacetobacter diazotrophicus.

La PQQ-ALDH fue purificada de acuerdo al protocolo descrito por Gomez-Manzo y col.
(26). Las células fueron resuspendidas en amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 6 vy
rotas por una prensa francesa a una presion de 1500 psi, en presencia de los
inhibidores de proteasas PMSF (14.72 pg/ml; Sigma-aldrich) y Complete ™ (una tableta
por cada 50 ml; Roche). Los restos celulares fueron separados por centrifugacion a
7000 rpm durante 10 min; a partir del sobrenadante se obtiene la fraccibon membranal
por centrifugacién a 30 000 rpm durante 30 min. Las membranas fueron lavadas dos

veces con el mismo amortiguador. Todo el procedimiento se hizo a 4 °C.

Las membranas celulares (10 mg/ml de proteina) se resuspendieron en 0.5% de Triton
X100 (v/v) en un amortiguador de 10 mM de fosfato de potasio, pH 6.0, (amortiguador
KPB).Se incubaron a 4° C durante dos horas bajo agitacién suave y se centrifugaron a
144,000 x g por 60 min. El sobrenadante que contienen la actividad de la ALDH se
aplicé en una columna de QAE-Toyopearl (3x18cm), previamente equilibrada con KPB
que contiene 0.1% de Triton X-100. Las proteinas no retenidas fueron lavadas con tres
voliumenes de KPB. La ALDH se eluyd con un gradiente lineal de 0 a 0.25 M NaCl en
el mismo amortiguador.

Las fracciones que contenian actividad de acetaldehido ferricianuro-reductasa, pero no

de etanol ferricianuro-reductasa, se colectaron y dializaron contra 20 volimenes de
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KPB con 0.1% de Tritdn X-100 durante 12 horas. El dializado se aplicé a una columna
de Hidroxiapatita-Ultrogel (HA-Ultrogel de 3 x 15 cm), previamente equilibrada con KPB
gue contiene 0.1% de Tritdn X-100. Las proteinas no retenidas fueron lavadas con tres
volumenes del mismo amortiguador. La ALDH se eluy6 utilizando un gradiente lineal 0
a 0.25 M de fosfato de potasio (pH 6.0) que contiene 0.1% de Triton X-100, en
amortiguador KPB. Las fracciones con actividad de acetaldehido ferricianuro reductasa
se colectaron y concentraron 10 veces por ultrafiltracibn en un Amicon YM30 MW

(Amicon Corporation, Danvers, Mass, USA).

La preparacion obtenida fue aplicada a una columna de filtraciébn molecular Sephacryl-
S200 (65X5cm), previamente equilibrada con cinco volumenes de amortiguador KPB,
gue contiene 0.1% de Tritbn X-100. Las fracciones con actividad enzimatica se
colectaron y concentraron 10 veces por ultrafiltracion en un Amicon YM30 MW (Amicon
Corporation, Danvers, Mass, USA) y fueron almacenadas a 4°C para su posterior

utilizacion.

V.4 Anédlisis Electroforéticos.

a) Electroforesis nativa (PAGE).

La pureza de la preparacion conteniendo a la PQQ-ALDH purificada se analizé por
electroforesis nativa discontinua en un gel de poliacrilamida. El resolvedor estaba
compuesto por 7.5% de acrilamida, 8.0% de glicerol, 0.1% de triton X-100 y 375mM de

Tris-HCI, pH 8.9; la solucion se polimeriz6 utilizando 10mg de persulfato de amonio y
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0.1% de N.N.N'.N’,-tetrametiletilendiamina (TEMED). El gel concentrador estaba
compuesto por 4% de acrilamida, 8% de glicerol, 0.1% de Triton X-100 y 125 mM de
Tris-HCI; la solucién se polimeriz6 utilizando 10mg de persulfato de amonio y 0.1% de
TEMED. 30 ng de la PQQ-ALDH purificada, se diluyeron en un amortiguador de carga
compuesto por 125 mM de Tris-HCI, pH 6.8, 15% de glicerol y 0.1 % de Tritén X-100.

El amortiguador de corrida estd compuesto por 0.33% de Tris y 1.44% de glicina.

Se utilizé6 como marcador de peso molecular el precision plus Standard™ (BIO-RAD).

La electroforesis fue desarrollada a una corriente constante de 25 mA a 4°C. Una parte
del gel fue tefiido con azul de Coomassie R250 al 0.05% en una solucién de metanol
(25% v/v), acido acético (10 % v/v) y glicerol (5 %) en agua destilada; después de
llevarse a cabo la tincion, el gel fue lavado con la misma solucion pero sin Coomassie

R250.

A la otra parte del gel se le realizdé una zimografia para detectar la actividad de ALDH.
Para la zimografia se utilizd nitro azul de tetrazolium como aceptor de electrones,
metasulfato de fenazina (PMS) como intermediario y como sustrato acetaldehido, de
acuerdo a lo descrito previamente por Adachi y col (2) .El gel fue sumergido en 200 ml
de amortiguador de Mcllviane (fosfatos y citratos), pH 6.0, conteniendo 28 mg de
metasulfato de fenazina (PMS) y 8 mg de nitro azul de tetrazolium (NTB). Se incubd en
la oscuridad por 20 minutos a 4 °C, con agitacion constante. La reaccién fue iniciada
por la adicion del sustrato a una concentracion final de 100 mM. Después de la
aparicion de bandas azules (reaccion positiva), la reaccién fue detenida por medio la

adicion de acido acético al 7%
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b) Electroforesis desnaturalizante. (SDS-PAGE)

La estructura oligomérica de la PQQ-ALDH purificada, fue analizada en un gel
discontinuo de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), utilizando
la técnica de Laemli modificada (13). El gel resolvedor se prepard a una concentracion
final de 10% de acrilamida, 8.0% de glicerol, 1% dodecil sulfato de sodio (SDS) y 375
mM de Tris-HCI a pH 8.9; la solucion fue polimerizada por la adicién de 10 mg de
persulfato de amonio y 0.1% de TEMED. El gel concentrador contenia 4% de
acrilamida, 8% de glicerol, 1% de SDS y 125 mM de Tris a pH 6.8; la solucion fue
polimerizada por la adicion de 10 mg de persulfato de amonio y 0.1% de TEMED. 30 pug
de la ALDH se diluyen en la mezcla de digestidn la cual contenia: 5% de SDS, 3% de

B-mercaptoetanol, 15% de glicerol y 125 mM de Tris-HCl a pH 6.8.

La preparacion fue puesta en un bafio de agua en ebullicion por tres minutos. El
amortiguador de corrida estuvo compuesto por 1.44% de glicina, 0.33 de Tris y 1% de
SDS. Como marcador de peso molecular fue utilizado el Precision Plus Standard™

(BIO-RAD).

La electroforesis se realizdé a 25 mA de corriente constante a temperatura ambiente. Al
terminar la corrida el gel fue tefiido con azul de Coomassie R250 al 0.05% en una
mezcla de metanol (25% v/v), acido acético (10% v/v), glicerol (5% v/v) y agua en
agitacion constante; después de la tincion el gel fue lavado con la misma solucion pero

sin Coomassie R250.
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Para determinar la presencia de citocromo c se realizo la tincion de peroxidasa (55).
Para ello, el gel tefiido con Coomassie fue destefiido con la misma mezcla de metanol,
acético, glicerol y agua, lavado con agua e incubado en una mezcla de reaccion que
contenia 250 mM de acetato de sodio, pH 5.0 (120 ml) y 18 mg de tetrametilbencidina,
disueltos en 80 ml de metanol. El gel fue incubado durante 2 horas en oscuridad y con
agitacion constante a temperatura ambiente. Posteriormente se le adiciond peroxido
de hidrégeno (H20,), a una concentracion final de 30 mM, como agente revelador de la
presencia de citocromos tipo c. La reaccion fue detenida sumergiendo el gel en 250

mM de acetato de sodio, pH 5.0 en 30 % de isopropanol.

V.5 Obtencién y secuenciacion de péptidos internos de la proteina purificada.

La secuencia de aminoacidos de las subunidades de la PQQ-ALDH asociadas a las
bandas obtenidas en el gel SDS-PAGE, fue determinada por el Dr. Guillermo Mendoza
Hernandez del departamento de Bioquimica de la Facultad de Medicina de la UNAM.
Para la determinacion del amino terminal de cada una de las subunidades, fue utilizada
la técnica de degradacion de Edman; ambas subunidades se encontraron bloqueadas,
por lo que se procedié a obtener secuencia de péptidos internos. Las bandas fueron
cuidadosamente cortadas del gel tefiido con azul de Coomassie, destefiidas, reducidas,
carbaminometiladas, lavadas, digeridas con tripsina y extraidas de acuerdo a lo
reportado por Kinter (31). El volumen del extracto fue reducido por evaporacion, por
medio de una centrifuga al vacio a temperatura ambiente y el volumen se ajusté a 20

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

Mascot Software (http://www.matrixscience.com).
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V.6 Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina fue determinada por el método de Lowry modificado (37)

utilizando albamina sérica bovina como proteina estandar.

V.7 Anédlisis de secuencias

Los andlisis de secuencias para la identificacién de los dominios y motivos de union a

los grupos prostéticos en la ALDH de Ga. diazotrophicius se realizaron utilizando el

programa Blast en NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqi), la herramienta

Arquitectura de dominios conservados

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cai) y Clustalw2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).
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V.8 Anédlisis de Hidrofobicidad.

El perfil hidrofébico se realizé utilizando los programas DAS

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/), TMHMM Server V. 2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/), SPOCTOPUS (http://octopus.cbr.su.se/) y

TopPred (http://mobyle.pasteur.fr/cqi-bin/portal.py?form=toppred), que predicen los

segmentos transmembranales.

V.9 Analisis de Topologia.

El perfil de topologia se realiz6 utilizando los programas:

CINEMA (http:/www.utopia.cs.man.ac.uk) y

TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM), que predicen la orientacion en la

membrana de cada unos de los aminoacidos.
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VI. Resultados

VI.1 Purificacion de la ALDH de Ga. diazotrophicus.

Siguiendo el procedimiento descrito por Gomez-Manzo y col. (26), se purificé a la
ALDH de Ga. diazotrophicus (Figura 3). El andlisis electroforético nativo de la enzima
purificada, muestra una banda Unica cuyo peso molecular es de 129 kDa; de acuerdo al
ensayo por zimografia, en la que se utilizé6 acetaldehido como sustrato y NTB y PMS
como aceptor y mediador de electrones respectivamente, esta banda se asocia a la
actividad de aldehido deshidrogenasa (Figura 3 a-b). El andlisis por electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE), nos mostré dos bandas con un peso molecular de 79.7
y 50 kDa (Figura 3 c). La menor de estas bandas se asocia a la presencia de citocromo
c de acuerdo a la reaccion de peroxidasa (Figura 3 d). Estos resultados estan de
acuerdo con lo reportado por Gomez-Manzo y col (26) lo cual indican que la proteina

purificada es una aldehido deshidrogenasa.

Para corroborar que la proteina purificada corresponde a una ALDH, se decidio
secuenciarlay con esta secuencia realizar un analisis en las bases de datos. Para ello,
a partir de las bandas obtenidas por SDS-PAGE, se obtuvieron y secuenciaron
péptidos internos (Dr. Guillermo Mendoza, laboratorio de proteinas, Facultad de
Medicina, UNAM) correspondientes a las dos subunidades de la enzima purificada.

Solo se pudieron obtener 8 secuencias de péptidos de la subunidad I.
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La subunidad Il, al tener como grupos prostéticos 3 citocromos c, contiene una

concentracion de fierro alta que interfiere con la determinacion.

Nativo- SDS-

. <«—797kDa—>

<+—129.7 kDa—» -

R 500 —

Figura 3. Analisis electroforético de la ALDH purificada. Los carriles a y b muestran las bandas
asociadas a la proteina al ser analizada por electroforesis nativa. Las bandas fueron tefiidas
con Coomassie Blue R-250 (a) y por zimografia (b). Los carriles ¢ y d muestran las bandas
asociadas a la enzima al ser analizadas por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE); el
carril c muestra las bandas tefidas con azul de Coomassie Blue R-250 y el carril d muestra la
tincion especifica para citocromos ¢ (reaccion de la peroxidasa).
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Los 8 péptidos obtenidos fueron:

a) LPLKPASER

b) SYLLGGGFGRRLNGDYMIPAALASKALGGKPVKLILTR

c) DDMQFDSF

d) AIAGGDHWYEVGAFR

e) NKGQAPDSVGGALR

f) LPKDTAMGLATTAGQER

g) NLNTYTPLR

h) AIFNAVGVR

Estas secuencias se analizaron utilizando la base de datos del National Center for

Biotechnology Information (NCBInr; Blast  http://blast.ncbi.nim.nih.gov) y el programa

Mascot Software (http://www.matrixscience.com). En el momento en el que se realizé

este andlisis no se habia liberado aun la secuencia del genoma completo de Ga.

diazotrophicus, por lo que los resultados nos permitieron identificar la secuencia de
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aminoacidos de los 8 péptidos en la secuencia de la subunidad | de la ALDH de
Gluconacetobacter europaeus (GenBank CAA69955.1), otra bacteria de la familia de

las acido acéticas, con una identidad del 100 %.

VI.2. Identificacion de los genes que codifican ala ALDH en Ga. diazotrophicus.

Poco tiempo después de haber realizado el analisis mencionado, fue liberada la
secuencia completa del genoma de Gluconacetobacter diazotrophicus. El analisis se
realizé nuevamente y se localizaron estas secuencias de aminoacidos en la subunidad

| de la ALDH de esta bacteria (Figura 4).

La identificacion de los péptidos secuenciados en la secuencia de aminoacidos de la
subunidad | de la ALDH de Ga. diazotrophicus, nos permite asegurar la naturaleza de

esta enzima.

Como hemos mencionado, de acuerdo a su caracterizacion bioquimica la proteina en
esta bacteria estd compuesta por dos subunidades. Sin embargo, en Ga. europaeus,
otra bacteria que forma parte de la familia de las Bacterias acido acéticas, la enzima
ha sido purificada y de acuerdo a este reporte esta formada por tres subunidades
cuyos pesos moleculares son de 79, 46 y 17 kDa (56). Nos preguntamos cual era la
composiciéon molecular de la ALDH que esta presente en Ga. diazotrophicus ¢es una
proteina de dos subunidades, como fue purificada 6 es posible que la subunidad Ill de

la ALDH de Ga. diazotrophicus se pierda durante la purificacion.
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ALDH Sub 1 MDKRGGATGQMSRRGFLMIAAGGAGALFGFPAARAAEQFPAAGLPGNGAFEPT IWCAIAP 60
péptidos = @ —-——mmmmmm

ALDH Sub 1 DGTVTVNI IRAEMGQHIGSALARI IADEMDADWNRVR INYVDSDPKWGLMVTGGSWSVWM 120
péptidos @ @ —-——mmmmmm
ALDH Sub 1 TWDVFRQAGAAARIALTEAGAGLLGVAPGQCITRDGMVVAGSRSISYGD IVARAHPSHSF 180
Péptidos -
ALDH Sub 1 TPDEMAKLPLKPASERRLVGNDTLKALD IPPKTNGTAIYGIDARVEGMVYARPKMPPTRY 240
Péptidos = ——————- LPLKPASER === == == —— m o e o o mm 9
ECE R = o
ALDH Sub 1 GSRVRSVDDSAARTVKGYQRY I ELDDPSGVVQGWVVAVASTYTAAIRAADLLKVDWAPGD 300
Péptidos  ~ -
ALDH Sub 1 AVHVSEQDV 1DHGRAQ I DRKDGGVMVFDDPGVDAAFAAAATTFAQDYTCASVLHYQLEPT 360
Péptidos = —————mmmmmm
ALDH Sub 1 NALAFEKDG I FE IHAGNQWQSL I LPTLAKALERPEDKIVLRSYLLGGGFGRRLNGDYMIP 420
Péptidos = —mmmmm e SYLLGGGFGRRLNGDYMIP 28
RAE R R S o o SR S R R R AR R
ALDH Sub 1 AALASKALGGKPVKLILTRSDDMQFDSFRSPS1QRVRVAFDGKHAITAMEYHASAGWPTQ 480
Péptidos AALASKALGGKPVKL I LTR-DDMQFDSF ~~ === == —— = m oo e 55
AR R S o R S R R R AR R I AR k=
ALDH Sub 1 VMAAAFMSKGVDGKKYDPFA IAGGDHWYEVGAFRVRALSNDLANRTFRPGWLRSVSPGWT 540
Péptidos =  ——mmmmmmmmm—m—mm o ALAGGDHWYEVGAF —— —— == == m e 69
RAE R R o e R R
ALDH Sub 1 SWGLESGWDE 1 AHAQGRDAVQFRLDHLTGAGRNKGQAPDSTGGALRQAAVVRRVAEKAGW 600
Péptidos ~ = ——mmmmmmmmmmmm RNKGQAPDSVGGALR-———————=—=——— 84
RACE Rk = . *Kxkkh*x
ALDH Sub 1 GRALPADTGLGIATTFGQERGMPTWIACCAQVHVDRATGIVRCQKLT IVVDAGTIVDPDG 660
Péptidos ~——LPKDTAMGLATTAGQER—— == == == == — - m o e o e 101

**k Fk =~k =-kkk Fhkkik

ALDH Sub I ARAQTEGAALWGLSMALFEGSE IVNGLPRDRNLDTYTPLRIADVPEMDIEFLPSTEKPTG 720

PéPLidoS = o—mmmmmmmmmmmmmmmm NLNTYTPLR-—— == —mm——mmmmmemme 110
**:******

ALDH Sub I LGEPGTTVVAPA IGNATFNAVGVRMRHLP IRPADVLHALRSRNGTAST 768

Péptidos = ———mmmmmmmmmo o ATFNAVGVR - === ————m oo 119

EACE R = o

Figura 4. Localizacion de los péptidos internos de la ALDH purificada, en la secuencia de
aminocidos de la subunidad | de la ALDH de Ga. diazotrophicus. (GenBank No. CAP57224).

(*)= identidad, (:)= sustitucidn conservativa; (.)= sustitucidbn semiconservativa.
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Decidimos buscar dentro del genoma de Ga. diazotrophicus los genes que codifican
para esta proteina. Ya habiamos identificado el gen que codifica para la subunidad I,
basandonos en la secuencia de los péptidos internos y para la identificacién del otro u
otros genes se tomaron como base las secuencias de la subunidad Il (No. de acceso
GenBank: CAA69953.1) y Il (No. de acceso GenBank: CAA69954.1) de la ALDH de
Ga. europaeus Yy se realizo un Blast. Como resultado, se lograron identificar dos
secuencias de aminoacidos que presentaban una alta identidad con las de estas

subunidades.

La secuencia con numero de acceso GenBank: YP_001603510.1, se identific6 como
una proteina en la cual se encontraban motivos de unidn a citocromo c, por lo que la
reportaban como una posible PQQ-ADH (sabemos que de acuerdo a la reacciéon de
peroxidasa, los citocromos ¢ son grupos prostéticos de la subunidad Il de la PQQ-ADH
y también de la ALDH en Ga. diazotrophicus (26). Esta proteina tuvo una identidad del

88 % con la subunidad Il de la ALDH de Ga. europaeus (Figura 5A).

La secuencia con No. de acceso GenBank: YP_001603511, correspondia a una
proteina en cuya secuencia se encuentran motivos de union a clusters Fe:S, de
manera similar a los que se presentan en las xantinas deshidrogenasas. Esta proteina

tuvo una identidad del 100 % con la subunidad Il de la ALDH de Ga. europaeus.

Estos resultados nos permitieron localizar a tres genes estructurales dentro del operén

gue codifica para la ALDH en el genoma de Ga. diazotrophicus; por lo que apoya
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nuestra suposicion de que la subunidad Il de la ALDH de Ga. diazotrophicus se perdio

durante la purificacion.

Comparando las secuencias de aminoacidos de las tres subunidades de la proteina
localizadas en Ga. europaeus y Ga. diazotrophicus, determinamos que en ambos
casos los genes que las codifican estan organizados como un operon (Figura 5). Los
dos operones tiene la misma organizacion y se transcriben en el mismo sentido: la
subunidad Il esta codificada primero, seguida de la subunidad Il y luego la subunidad |,

gue es la subunidad catalitica.

A Ga. europaeus

oA okF oG ok
—3% ALDH
Sub |l Sub Il Sub |

(49kDa) (17 kDa) (79 kDa)

B Ga. diazotrophicus ‘ ‘ ',
e

Moti Motivos ALDH

C Citooclr\éorﬁo c 'f(%g'
Ga. diazotrophicus PQ?DH ‘ ‘
ALDH
Sub Il (50 kDa) Sub lll Sub 1 (79.7 kDa)
(20 kDa)

Figura 5. Organizacion del operon que codifica para la ALDH. Se Comparan los operones que
codifican para la enzima en Ga. europaeus y Ga. diazotrophicus. A. Operén en Ga. europaeus.
B. Se representan los genes de acuerdo a las proteinas que se postulan codifican y que tienen
alta homologia con la subunidades Il y Ill de Ga. europaeus. C.Operdn en Ga. diazotrophicus
en el que se identifican las secuencias de aminoacidos de las tres subunidades de la proteina.
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VI.3 Los grupos prostéticos asociados a la ALDH de Ga. diazotrophicus.

La aldehido deshidrogenasa estudiada en la presente tesis es una deshidrogenasa
periplasmica de membrana, que se presenta Unicamente en bacterias acido acéticas

(26).

Hay una gran controversia en cuanto a cual es el grupo prostético en la subunidad
catalitica de las aldehido deshidrogenasas en esta familia de bacterias: PQQ o un
grupo molibdo-pterina. Como hemos mencionado Takemura y col (53), postulan que el
grupo prostético de las ALDH membranales de estas bacterias no es PQQ. Thurner y
col purificaron a la proteina en Ga. europeaus y basandose en el andlisis de la
secuencia de aminoacidos postularon que los grupos prostéticos que se asocian a la
subunidad catalitica son un hemo b y un centro molibdeno-pterina (56). Este grupo
reporté también que estdn asociados como grupos prostéticos tres citocromos c a la
subunidad 1l (No. de acceso: CAA69953.1) y un cluster [2Fe:2S] a la subunidad Il

(No. de acceso: CAA69954.1) (56).

Sin embargo, estudios bioquimicos (espectrofotometria, titulacion redox, titulacién
potenciométrica, HPLC, EPR) realizados por Gémez-Manzo y col en la ALDH
purificada de Ga. diazotrophicus (26), muestran que los grupos prostéticos son PQQ y

citocromo b, para la subunidad catalitica y tres citocromos ¢ para la subunidad II.
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Decidimos realizar un analisis "in silico" para identificar los dominios y motivos de unién
presentes en la secuencia de aminoacidos de las 3 subunidades codificadas para la

ALDH en Ga. diazotrophicus.

VI.3.1 Analisis "in silico" de la secuencia de aminoacidos de la subunidad

cataliticade la ALDH de Ga. diazotrophicus.

VI.3.1.1 La PQQ como grupo prostético

Se analiz6 la secuencia de la subunidad | de la ALDH de Ga. diazotrophicus en busca
de dominios vy sitios de unién a grupos prostéticos. El resultado del analisis nos mostrd
gue la secuencia de aminoacidos presentaba el dominio pfam 02738 que es
caracteristico de oxido-reductasas que tienen como grupo prostético a la molibdeno-

pteridina (Figura 6).

La discrepancia entre los resultados obtenidos del analisis bioquimico y el analisis "in

silico”, nos llevaron a buscar de manera mas detallada si existe un posible dominio de

unién a PQQ en la subunidad | de la ALDH de Ga. diazotrophicus.
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Ml =donatns Coxl
B

Dominio pfam02738
Ald_Xan_dh_C2

Ald_Xan_dh_CZ superfamily

Proteinas con dominios de unién
a molibdo-pterina.

Figura 6. A) Esquema en donde se muestran los dominios de unidon a grupos prostéticos
identificados en la secuencia de aminoacidos de la ALDH de Ga. diazotrophicus. B) Las super
familias detectadas pertenecen al pfam 02738, que agrupa a las oxidoreductasas que tienen
dominios de unién a molibdo-pterina.

Utilizando diferentes bases de datos (pfam

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/lexington/lexington.cdi, blast

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y un programa de alineamiento de secuencias

(Clustal W2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html), se identifico la secuencia

del dominio de union reportado para la PQQ. Las proteinas representativas que tienen
asociado a este grupo prostético, son las PQQ-ADH de la familia de Bacterias Acéticas

(Figura 7).
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Figura 7. A. Esquema del dominio de unién representativo del grupo prostético PQQ en la
enzima PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus. Los triangulos representan la localizacion de los
dominios de unidn a PQQ en el sitio activo. También se sefialan los motivos de triptéfano que
colaboran en la formacion de la estructura de superbarril de la proteina. B. Estructura
tridimensional del dominio de unién de PQQ.

Basandonos en el dominio representativo de unién a PQQ reportado en la PQQ-ADH
de Ga. diazotrophicus y haciendo hincapié en aquellos aminoacidos que son
indispensables para la unién del grupo prostético, identificamos el dominio en las
secuencias de las PQQ-ADH de las bacterias acéticas reportadas a la fecha (Ga.
europeaus, No. de acceso GenBanK: Q44002.1; Ga diazotrophicus, No. de acceso
GenBank: YP_002274674.1; A. aceti, No. de acceso GenBank: P18278.1 y G. oxydans,

No. de acceso GenBank: YP_191493.1) (Figura 8).
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Figura 8 Alineamiento de las secuencias de la subunidad | de las PQQ-ADHs de las bacterias
acéticas. Se alinearon las secuencias de Ga. europeaus (No. de acceso GenBank: Q44002.1),
Ga. diazotrophicus (No. de acceso GenBank: YP_002274674.1), A. aceti
GenBank: P18278.1) y G. oxydans (No. de acceso GenBank: YP_191493.1). La secuencia
marcada en color rojo corresponde al dominio de union a PQQ. En azul se marcan los
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**k*k =kk=-k =Fkkkhkhkk *=kkhkkkkikk -k * EEEE = S EEE Gk ok = ok

GMDRFDGNMNPTE IEDIRQFL IKRANETYQREVDARKNADG I PEQLP---
GMDRFDASMKPEQ IEDIRQFL IKRSNDTYQREVDARKNVDG I PAQ---—-
GMDRFDTSMTPDE IEAIRQYL IKRANDTYQREVDARKNDKNIPENPTLGI
GMDRFDTSMTPEQ IED IRNF IVKRANESYDDEVKARENSTGVPNDQFLNV

*kkkkk * K =kk KK-mmmkkhk-k--k- Kkk FXk-% -k =

NP-——— e 742
PQSTADVPTADHP 757

aminodcidos del sitio unién a PQQ.

(*)= identidad, (:)= sustitucion conservativa; (.)= sustitucion semiconservativa.
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Una vez identificado el dominio de unién y los aminoacidos del sitio de unién a PQQ,
decidimos buscar si estaba presente en las ALDH de bacterias acéticas. Para ello se
alinearon las secuencias de aminoéacidos de la subunidad | de la PQQ-ADH, con las
secuencias de la subunidad catalitica de las ALDH de Ga. europeaus y Ga.

diazotrophicus. Comparando las secuencias, logramos identificar el dominio de unién a

PQQ en las ALDH (Figura 9).

ADH A.aceti @ ————————- MTRPA-SAKRRSLLGILAAGT ICAAALP-YAAVPARADGQ--G--NTG----EAIIHA 48
ADH Ga. europaeus = —-—————-- MISAV-FGKRRSLSRTLTAGT ICAALISGYATMASADDG-Q-G--ATG----EAIIHA 49
ADH Ga. diazotrophicus W ---———-—-—- MMRAV-YGKRRSLRGTLAVGT ICAATFFGYTAATSAAES-EFG--ATG----EAIIHA 50
ADH G. oxydans = @————————- MTSGL-LTPIKVTKKRLLS---CAAALAFSAAVP-VAF--AQ--EDTG----TAITSS 47
ALDH Ga. diazotrophicus  -------- MDKRGG-ATGQMSRRGFLMIAAGGAGALFGFPAARAAEQFPAAG--LPGNGAFEPTIWC 56
ALDH Ga. europaeus MGRLNRFRLGKDGRREQASLSRRGFLVTSLG-AGVMFGFARPSSANQIFPLDRSLPGDGAFEPTIWC 66
ADH A. aceti DD—-HPENWLSYGRTYSEQRYSPLDQINRSNVGDLKLLGYYTLDTNRGQEA—-TPLVVDGIMYATT 110
ADH Ga. europaeus DD—-HPGNWMTYGRTYSEQRYSPLDQ INRSNVGNLKLAWYLDLDTNRGQEG--TPLVIDGVMYATT 111
ADH Ga. diazotrophicus DD--HPGDWLTYGRTYSEQRYSPLDQ INRSNVGNLKLAWYYDLDTNRGQEG—-TPLIVDGVMYATT 112
ADH G. oxydans DNGGHPGDWLSYGRSYSEQRYSPLDQINTENVGKLKLAWHYDLDTNRGQEG—-TPLIVNGVMYATT 109
ALDH Ga. diazotrophicus  Al——APDGTVTVNIIRAEMGQHIGSALARI IADEMDADWNRVRINYVDSDPKWGLMVTGGSWSVWM 120
ALDH Ga. europaeus SI1--APDGEITVNI IRAEMGQHIGTALAR I IADEMEADWSKVRINYVDTDPKWGLMVTGGSWSVWM 130
ADH A_aceti NWSKMEALDAATGKLLWQYDPKVPGNIADKGCCDTVNRGAGYWNGKVFWGTFDGRLVAADAKTGKK 180
ADH Ga. europaeus NWSMMKAVDAATGKLLWSYDPRVPGN IADKGCCDTVNRGAAYWNGKVYFGTFDGRLIALDAKTGKL 181
ADH Ga. diazotrophicus NWSKMKALDAATGKLLWAYDPRVPGNIADKGCCDTVNRGAAYWNGKVYFGTFDGRLIALDAKTGKL 178
ADH G. oxydans NWSKMKALDAATGKLLWSYDPKVPGNIADRGCCDTVSRGAAYWNGKVYFGTFDGRLIALDAKTGKL 179
ALDH Ga. diazotrophicus TWDVFRQAGAAARIALTEAGAGLLG—-VAPGQCITRDGMVVAGSRSISYGD IVARAHPSHSFTPDE 184
ALDH Ga. europaeus TWDVFRQAGAATRTAMVEEGARLLG--TTPDKCTVANS IVSAGGKQ I SFGD IVAKGHPSHSFTPEE 194
ADH A_aceti VWAVNT IPA-DASLGKQRSYTVDGAVRVAKGLVLIGNGG----=—===—=——- AEFGARGFVSAFD 227
ADH Ga. europaeus VWSVNT IPP-EAELGKQRSYTVDGAPRIAKGRVIIGNGG----=—===————- SEFGARGFVTAFD 228
ADH Ga. diazotrophicus VWSVNT IPA-DAALGHQRSYTVDGAPRIAKGRVIIGNGG----——===————- SEFGARGFVSAFD 228
ADH G. oxydans VWSVYTIPK-EAQLGHQRSYTVDGAPRIAKGKVLIGNGG----=======——- AEFGARGFVSAFD 226
ALDH Ga. diazotrophicus MAKLPLKPASERRLVGNDTLKALD IPPKTNGTA1YGIDARVEGMVYARPKMPPTRYGSR--VRSVD 249
ALDH Ga. europaeus MAKLPLKPASERRL IGNAELKALD IPAKTNGTA1YG IDAKVEGMLYGRPKMPPTRYGSK--VRSVD 269
ADH A. aceti AETGKLKWRFYTVPNNKNEPDHAASDN I LMNKAYKTWGPKGAWVRQGGGGTVWDSLVYDPVSDLIY 293
ADH Ga. europaeus AETGKVDWRFAFTPNPKNEPDHTASDSVLMNKAYQTWSPTGAWTRQGGGGTVWDS IVYDPVADLVY 294
ADH Ga. diazotrophicus AETGKLDWRFYTVPNAQNKPDNAPSDAVLMSKAYPTWSPTGAWTTQGGGGTVWDS IVYDPVTDLVY 295
ADH G. oxydans AETSKLDWRFFTVPNPENKPDGAASDD I LMSKAYPTWGKNGAWKQQGGGGTVWDSLVYDPVTDLVY 292
ALDH Ga. diazotrophicus DSAARTVKGYQRY IELDDPSGVVQGWVVAVASTYTAAIRAADLLKVDWAPGDAVHVSEQDV IDHGR 314
ALDH Ga. europaeus DTEAKKIKGYVRYLL IDDPSQVVQGWVVVLAESYSAAIRATDALKVEWTPGETIHTSERDIQDRGR 324
ADH A_aceti LAVGNGSPWNYKYRSEG IGSNLFLGS IVALKPETGEYVWHFQATPMDQWDYTS--—--- VQQIMTLD 354
ADH Ga. europaeus LGVGNGSPWNYKYRSEGKGDNLFLGS I VALKPETGEYVWHFQETPMDQWDFTS--—-- VQQIMTLD 355
ADH Ga. diazotrophicus LGVGNGSPWNYKFRSDGKGDNLFLGS IVALKPETGEYVWHFQETPMDQWDYTS--—--- VQQIMTLD 356
ADH G. oxydans LGVGNGSPWNYKFRSEGKGDNLFLGS IVAINPDTGKYVWHFQETPMDEWDYTS--—--- VQQIMTLD 353
ALDH Ga. diazotrophicus  AQIDRKDGGVMVFDDPGVDAAFAAAATTFAQDYTCASVLHYQLEPTNALAFEKDG IFEIHAGNQWQ 380
ALDH Ga. europaeus EL INNKAGGVY IFNDDGVDQAFGSAHTVMDQEYTCASVLHYQLEPTNALAFEKDGVYEITHAGNQWQ 390
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ADH A. aceti MPVKGEMRHV IVHAPKNGFF—-YVLDAKTGEFLSGKNYVYQNWAN-GLDPLTGRPMYNPDGLYTLN 417
ADH Ga. europaeus LPINGETRHVIVHAPKNGFF—-Y I IDAKTGEF ISGKNYVYVNWAS-GLDPKTGRP I YNPDALYTLT 418
ADH Ga. diazotrophicus LPINGQTRHVIVHAPKNGFF—-Y I IDAKTGEFLSGKNYVYVNWAS-GLDPKTGRP I YNPDALYTLN 419
ADH G. oxydans MPVNGEMRHV IVHAPKNGFF—-Y I IDAKTGKF I TGKPYTYENWAN-GLDPVTGRPNYVPDALWTLT 416
ALDH Ga. diazotrophicus SLILPTLAKALERPEDKIVLRSYLLGGGFGRRLNGDYMIPAALASKALGGKPVKLILTRSDDMQFD 446
ALDH Ga. europaeus SLILPTLAKSLQVPESKVILRSYLLGGGFGRRLNGDYMIPAALASKALGGKPVKLILTRSDDMQFD 456
ADH A. aceti GKFWYG IPGPLGAHN--FMAMAYSPKTHLVY IPAHQ I PFGYKNQVGGFKPHADSWNVGLDMTKNGL 481
ADH Ga. europaeus GKEWYG IPGDLGGHN--FAAMAFSPKTGLVY IPAQQVPFLYTNQVGGFTPHPDSWNLGLDMNKVGI 482
ADH Ga. diazotrophicus GKEWYG IPGDLGGHN—-FAAMAFSPRTGLVY IPAQQVPFLYTSQVGGFKPHPDSWNLGLDMNKVGY 483
ADH G. oxydans GKPWLG IPGELGGHN--FAAMAYSPKTKLVY IPAQQIPLLYDGQKGGFKAYHDAWNLGLDMNKIGL 480
ALDH Ga. diazotrophicus SFRSPS1QRVRVAFDGKHA I TAMEYHASAGWPTQVMAAAFMSKGVDGKKYDPFATAGGDHWYEVGA 512
ALDH Ga. europaeus SFASPSVQRVRMAFDASDR I TAMDYQAAAGWPTGVMAEAFMEKGVDGKPYDQFATAGGDHWYEVGA 522
ADH A. aceti PDTPE----- ARTAY IKDLHGWLLAWDPVKMETVWK IDHKGPWNGG I LATGGDLLFQGLANGEFHA 542
ADH Ga. europaeus PDSPE----- AKQAFVKDLKGW I VAWDPQKQAEAWRVDHKGPWNGG I LATGGDLLFQGLANGEFHA 543
ADH Ga. diazotrophicus TDSPE----- AKQAF IKDLKGW I VAWDPVKQQEAFRVDHKGPWNGG I VATGGDLLFQGLANGEFHA 544
ADH G. oxydans FDDNDPEHVAAKKDFLKVLKGWTVAWDPEKMAPAFT INHKGPWNGGLLATAGNV IFQGLANGEFHA 546
ALDH Ga. diazotrophicus FRVRA----- LSNDLAN--RTFRPGWLRSVSPGWTSWGLESGWDE I AHAQGRDAVQFRLDHLTGAG 571
ALDH Ga. europaeus FRVRA----- LRNDLAE—-KTFRPGWLRSVSPGWTSWGVECFLDEVAHRQKKDPAQFRLELLTAQG 581
ADH A. aceti YDATNGSDLYKFDAQSGI IAPPMTYSVNGKQY-VAVEVGWGG 1 YP I SMG-GVGRTSGWTVNHSY IA 606
ADH Ga. europaeus YDATNGSDLFHFAADSGI IAPPVTYLANGKQY-VAVEVGWGG I YPFFLG-GLARTSGWTVNHSRIT 607
ADH Ga. diazotrophicus YDATNGADLFHFAAQSGI IAPPVTYMANGKQY-VAVEVGWGG 1 YPFFLG-GLARTSGWTVNHSRVI 608
ADH G. oxydans YDATNGNDLYSFPAQSAI IAPPVTYTANGKQY-VAVEVGWGG I YPFLYG-GVARTSGWTVNHSRVI 610
ALDH Ga. diazotrophicus RNKGQAPDSTGGALRQAAVVRRVAEKAGWGRA-LPADTGLG-IATTF--GQERGMPTWIACCAQVH 633
ALDH Ga. europaeus RNKGQAPDSVGGALRQAAVVRRLMEKVSWGKTNLPKDTAMG-LATTA--GQERGMPTWIGCVAQVH 644
ADH A. aceti AFSLDG--KAK-LPALNNRGFLPVKPPAQYDQKVVDNGYFQYQTYCQTCHGDNGEGA---GMLPDL 646
ADH Ga. europaeus AFSLDG--KSGPLPKQNDQGFLPVKPPAQFDSKRTDNGYFQFQTYCAACHGDNAEGA---GVLPDL 648
ADH Ga. diazotrophicus AFSLDG--AAKLPPQNDKGFLPVKPPAQFDGKRTDNGYFEFQTFCAACHGDNAEAG---GVLPDLR 668
ADH G. oxydans AFSLDG--KDS-LPPKNELGFTPVKPVPTYDEARQKDGYFMYQTFCSACHGDNAISG---GVLPDL 650
ALDH Ga. diazotrophicus VDRATGIVR-CQKLT1VVDAGT 1VDPDGARAQTEGAALWGLSMALFEGSE IVNGLPRDRNLDTYTP 698
ALDH Ga. europaeus VDRSTGVVT-CQKLT1VVDAGTVVDPDGAKAQTEGAALWGLSMVLFENTE IVNGMPVDRNLNTYTP 709
ADH A. aceti RWAGAIRHQDAFYNVVGRGALTAYGMDRFDTSMTPDEIEATIRQYL IKRANDTYQREVDARKNDKNI 735
ADH Ga. europaeus RWSGS IRHEDAFYNVVGRGALTAYGMDRFDGNMNPTEIED IRQFL IKRANETYQREVDARKNADGI 737
ADH Ga. diazotrophicus WSGAIRHEDAFYNVVGRGALTAYGMDRFDGNMNPTEIED IRQFL IKRANETYQREVDARKNVDGIP 735
ADH G. oxydans RWSGRPRGRESFYKLVGRGALTAYGMDRFDTSMTPEQIED IRNF1VKRANESYDDEVKARENSTGV 741
ALDH Ga. diazotrophicus LRIADVPEMDIEFLPSTEKPTGLGEPGTTVVAPAIGNAIFNAVGVRMRHLP IRPADVLHALRSRNG 767

ALDH Ga. europaeus

LRIADTPEMD IEFLPSTEKPMGLGEPGTTVVGPAIGNAIFNAVGVRLRHMPVRPADVLRGLONG---777

ADH A.aceti PENPTLGINP-—————————— 746
ADH Ga. europaeus PEQLP———————————————— 747
ADH Ga. diazotrophicus AQ————— 739
ADH G. oxydans PNDQFLNVPQSTADVPTADHP 760
ALDH Ga. diazotrophicus  TAST--——————————mou— 773
ALDH Ga.europaeus = —————————m——m— e 777

Figura 9. Alineamiento de secuencias de la subunidad catalitica de PQQ-ADH’s y ALDH’'s de
Bacterias Acéticas. Se alinearon las secuencias de las PQQ-ADH de Ga. europeaus ( No. de
acceso GenBank: Q44002.1), Ga. diazotrophicus (No. de acceso GenBank:
YP_002274674.1), A. aceti (No. de acceso GenBank: P18278.1) y G. oxydans ( No. de
acceso GenBank: YP_191493.1) y las ALDH de Ga. europeaus ( No de acceso GenBank:
CAA69955.1) y Ga. diazotrophicus ( No. de acceso GenBank: YP_001603512.1). La secuencia
marcada en color rojo corresponde al dominio de unién a PQQ. En azul se marcan los
aminodcidos del sitio de union a PQQ.
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Basandonos en el dominio reportado y los alineamientos anteriores, se realizd una

tabla en la cual se comparan los aminoacidos del sitio de union a PQQ (Tabla 2).

Tabla 2. Aminoacidos del sitio de unién a PQQ.

Enzimas Aminoacidos %

ADH EIC|IC/IR|ID|GIG|A|E{W|N|D K|N/|I 100%
A.aceti

ADH E(IC|IC/IR|ID|GIG|A|E({W|N|D K|N/|I 100%
G.oxydans

ADH E(IC|C/IR|D|GIG|S|E{W|N|D K|N/|I 100%
Ga.europaeus

ADH EIC|C/IR|D|G|IG|S|E{W|N|D K|N/|I 100%
Ga.diazotrophicus

ALDH D C DIA|T|R N S|D|L| 66.6%
Ga.europaeus

ALDH D C DIA|T|R R D|D| I 66.6%
Ga.diazotrophicus

La comparacién entre las ADH y las ALDH de las bacterias acéticas nos muestran que
el 66% de los aminoacidos del sitio de unién a PQQ estan presentes en las aldehidos

deshidrogenasas.

Azucena Lira tesista de licenciatura en el laboratorio, en su trabajo describe la
obtencion de una secuencia consenso del dominio de union de la molibdo-pterina a
partir de varias secuencias de la xantina oxido-reductasa, que es la proteina
representativa con este grupo prostético asociado. La comparacion de la secuencia
consenso obtenida para el dominio de unién de la molibdo-pterina con la secuencia de

la ALDH de Ga. diazotrophicus, permitié calcular que el 54.5% de los amino&cidos
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mas importantes para la union de la molibdo-pterina, estaban presentes en la

secuencia de aminoacidos de la enzima (33).

Entonces, basandonos en la presencia de las secuencias de aminoacidos de los
dominios de union a PQQ o molibdo-pterina, la probabilidad de que la ALDH de Ga.

diazotrophicus tenga uno u otro grupo prostético, es casi la misma.

Estos resultados nos llevan a concluir que a partir de la presencia de las secuencias de
los dominios de unién a grupos prostéticos reportados, no es posible predecir cuél es el

grupo prostético asociado a una proteina.

Para el caso de la ALDH de Ga. diazotrophicus, los resultados del analisis bioquimico
aunados al analisis "in silico" de la secuencia de aminoacidos, nos llevaron a concluir

gue esta enzima es PQQ dependiente.

VI.3.1.2. El citocromo b como grupo prostético

De acuerdo al reporte de Gémez-Manzo y col, sabemos que la subunidad catalitica de
la ALDH de Ga. diazotrophicus, también presenta como grupo prostético citocromo b
(26). Siguiendo con el andlisis "in silico" de la proteina, se procedié a identificar el

dominio de unién de este citocromo en la secuencia de aminoacidos de la enzima.
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Para poder identificar el dominio de unién a citocromo b en nuestra secuencia, se

buscé en la base de datos NCBI dominios conservados de unién a citocromo b.

La succinato deshidrogenasa (SDH) de E. coli, es la enzima representativa que
contiene este tipo de dominios; esta proteina esta formada por cuatro subunidades, de
las cuales dos subunidades hidrofébicas contienen el dominio de unién a citocromo b:
las subunidades D (No. de acceso al dominio cd03494) y C (No.de acceso al dominio:

cd03499) (Figura 10).

En las secuencias de estas dos subunidades de la SDH (subunidad C, No. de acceso
NP_286437.1; Subunidad D, No. de acceso NP_415250.1), se identificaron los
aminoacidos del sitio de unién a citocromo b, entre ellos a las histidinas 71 en la
subunidad D y 84 en la subunidad C, que han sido reportadas como los ligandos

axiales de union al citocromo b en esta enzima (10) (Figura 11).

Una vez identificado el dominio de la SDH de E. coli, se realiz6 un alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de estas dos subunidades con la secuencia de
aminoacidos de la subunidad | de la PQQ-ALDH de algunas bacterias acéticas,

incluyendo Ga. diazotrophicus (Figura 12).
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1 50 1 150 200 243

Query soq, S S S

proninal herne binding site 4 L4 A proxinal heme binding site § 4 iy
prowinal quihene bivding site § proximel quinone binding site § 44
capdiolipin binding site § 44 Ir‘on sulfur protedn interface A0 4L A | H
Iron- sul-Fur proteln interface § 4 4 Sdhll (LybS) interface j

Sdhl subunit interface
Specific hits S0R TgpeC SdhD S0R_TypeC_SdhC
Superfanilies SOR_QFR_TH superfamily SOR_QFR_TH superfamily

B C

Figura C. Subunidad C
de la Succinato
deshidrogenasa de
E.coli en donde se
muestra el dominio de
unién a citocromo b
(cd03499)

Figura B. Subunidad D
de la Succinato
deshidrogenasa de E.
coli en donde se
muestra el dominio de
uniébn a citocromo b
(cd03494)

Figura 10. Dominio de union a citocromo b presente en las subunidades C y D de la SDH de E.
coli. A. Esquema de los diferentes dominios localizados (indicados por los triangulos).
Representacion de la estructura tridimensional del dominio de unidon a citocromo b en la
subunidad D (B) y en la unidad C (C)

Subunidad D
MVSNASALGRNGVHDFILVRATAIVLTLYIYMVGFFATSGELTYEVWIGFFASAFTKVF

TLLALFSILIHAWIGMWQVLTDYVKPLALRLMLQLVIVVALVVYVIYGFVVVWG
71

Subunidad C
MIRNVKKQRPVNLDQTIRFPITAIASILHRVSGVITFVAVGILLWLLGTSLSSPEGFEQAS

AIMGSFFVKFIMWGILTALAYHVVVGIRHMMMDFGYLEETFEAGKRSAKISFVITVVLSL
84
LAGVLVW

Figura 11. Dominio de unién a citocromo b en la SDH de E .coli. Se localizé el dominio y los
aminoacidos del sitio de union a citocromo b en las secuencias de las subunidades D (No. de
acceso: NP_415250.1) y C (No. de acceso: NP_415250.1). En rojo se encuentra marcada la
secuencia que forma parte del dominio y en azul estan marcados los aminoacidos del sitio de
union a citocromo b.
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SDH D E. coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH D E. coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH D E. coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH D E. coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH D E. coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH C E.coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH C E.coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH C E.coli
ALDH Ga.europaeus
ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH C E.coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus

SDH C E.coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans

ALDH Ga.diazotrophicus
SDH C E.coli

ALDH Ga.europaeus

ALDH G.oxydans
ALDH Ga.diazotrophicus

—————— MVSNASALG---RNGVHDFILVRAT--AIVLTLY-11YMVGFFA
MGRLNRFRLGKDGRREQASLSRRGFLVTSLG-AGVMFGFARPSSANQIFP
MAKTEQIAKKSDATR----LSRRNFLMTAAG-AGLMFGFARKAGAATTLP
—————— MDKRGGATG---QMSRRGFLMIAAGGAGALFGFP-AARAAEQFP

71
TS----GELTYEVWIGFFASAFTKVFTLLALFSILIH---AW--1G ---
LDRSLPGDGAFEPT IWCSIAPDGEITVNI IRAEMGQHIGTALARI 1ADEM
S--AMPPEAAFEPN IWCATAPDGS INVNIVRAEMGQHVGTALARI 1ADEM
AA-GLPGNGAFEPT IWCAIAPDGTVTVNI IRAEMGQHIGSALARI 1ADEM

- *x

----------------------------- MWQVLTDYVKP-LALRLMLQL
EADWSKVR INYVDTDPKWG-LMVTGGSWSVWMTWDVFRQAGAATRTAMVE
DADWDK I K1 TQVDTAPKWAGKYVTGGSWSVWDTWDTFRQAGAAARSVMIE
DADWNRVR INYVDSDPKWG-LMVTGGSWSVWMTWDVFRQAGAAAR IALTE

V2 IVVALVVYVYGFVWVWGY — - — = === - —
EGARLLGTTPDKCTVANS IVSAGGKQ I SFGD I VAKGHPSHSFTPEEMAKL
EGAKLLGTTPDRCTAHESVVSAGSKS I SFGD 1 VARAKPTRTFTPEEMAKL
AGAGLLGVAPGQC I TRDGMVVAGSRS 1 SYGD I VARAHPSHSFTPDEMAKL

PLKPASERRL IGNAELKALD IPAKTNGTAIYGIDAKVEGMLYGRPKMPPT
PLKPTGNRRLIS-KQVPALD IPDKTTGKAIYGIDVKLDGMVYGRPKMPPT
PLKPASERRLVGNDTLKALD IPPKTNGTAIYGIDARVEGMVYARPKMPPT

----------- MIRNVK-KQRPVNLD= === === —m oo
RYGSKVRSVDDTEAKK IKGYVRYLL I DDPSQVVQGWVVVLAESYSAAIRA
RYAAKV I SVDDSAAKK I PGYLRYVVLDDPSG I VPGWVVALAKTYPAAIRA
RYGSRVRSVDDSAARTVKGYQRY I ELDDPSGVVQGWVVAVASTYTAAIRA

TDALKVEWTPGET IHTSERD 1QDRGREL INNKAGGVY I FNDDGVDQAFGS
ADALKVQWNPGPTINVSEAD I l EHGRKLAADPKNGTRVFNDKGVDEALT 1
ADLLKVDWAPGDAVHVSEQDV I DHGRAQ I DRKDGGVMVFDDPGVDAAFAA

95

148
143
138

115
198
193
188

248
242
238

14
298
292
288

348
342
338

———————————— LQTIRFPITAIASILHRVSG VITFVA----VGILLWLL 48

AH-TVMDQEYTCASVLHYQLEPTNALAFEKDGVYE IHAGNQWQSL ILPTL

HPGQVFERSYTCASVAHYQLEPVNAVARH IDGMWE THTGNQWQSL I LPQL

AA-TTFAQDYTCASVLHYQLEPTNALAFEKDG IFEITHAGNQWQSLILPTL

GTSLSSPE-—————————— GFEQ-—-——————=—= ASAIMGSFFVKFIM
AKSLQVPESKV ILRSYLLGGGFGRRLNGDYM I PAALASKALGGKPVKLIL
AKSLQVPEEQVVMRTYMLGGGFGRRLNGDYC I PAALASKAIGGAPVKLIL

AKALERPEDK IVLRSYLLGGGFGRRLNGDYM I PAALASKALGGKPVKL I L
84
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685

746
742
735

Figura 12. Alineamiento de secuencias de la subunidad | de ALDH’s de bacterias acido
acéticas con las subunidades D y C de la SDH de E. coli. SDH D (No. de acceso:
NP_415250.1) y SDH C (No. de acceso: NP_286437.1), se alinearon con las secuencias de
Ga. europeaus (No. de acceso: CAA69955.1), G. oxydans (No. de acceso: YP_191021.1) y Ga.
diazotrophicus (No. de acceso: YP_001603512.1). Los aminoacidos marcados con rojo forman
parte del dominio de union a citocromo b; en color azul se marcan los amino&cidos del sitio de
union, incluyendo a las histidinas 71 y 84 que son los ligandos axiales para la union al
citocromo b.

(*)= identidad, (:)= sustitucidon conservativa; (.)= sustitucién semiconservativa.

Como se muestra en el alineamiento, fuimos capaces de localizar a las histidinas
axiales que unen al citocromo b y que forman parte del dominio de uniéon. En Ga.
diazotrophicus las histidinas D71 y C84 corresponden con las histidinas 76 y 472
respectivamente; en Ga. europeaus, la histidina 86 corresponde a la histidina 71 de la
SDH D, pero la histidina 84 de la SDH C se encuentra sustituida de manera semi-
conservativa por la glutamina 482. En G. oxydans solamente una histidina (histidina
80), correspondiente a la histidina D71 pudo ser localizada; probablemente la ALDH de

esta bacteria no tenga como grupo prostético al citocromo b, ya que son necesarias las
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dos histidinas para poder unir a este citocromo. Basandonos en la comparacién
anterior, se hizo una tabla en la cual determinamos el porcentaje de conservacion de
los aminoacidos del sitio de unién a citocromo b en las diferentes secuencias. La
ALDH de Ga. daizotrophicus presenta el 70 % de los aminoacidos del sitio de union a

citocromo b conservados (Tabla 3).

Tabla 3. Aminoacidos del sitio de uniébn a citocromo b conservados en Bacterias

Acéticas.
Enzimas Aminoéacidos %

SDH AT I H G| R | T F H V 100 %

E.coli (D 71) (C84)
ALDH G - | M H - E - I Q A 70%

Ga. europaeus (86) (482)
G - | M H - H - I - A 60%

ALDH (80)
G. oxydans

ALDH G - | M H - E - I H A | 70%

Ga.diazotrophicus (76) (472)

VI1.3.2 Andlisis "in silico" de la secuencia de aminoacidos de la subunidad Il de la

ALDH de Ga. diazotrophicus. El citocromo ¢ como grupo prostético.

De acuerdo a la caracterizacién bioguimica realizada por Gomez-Manzo y col (26) en la
ALDH purificada a partir de Ga. diazotrophicus, se detect6 la presencia de citocromos
tipo ¢ en la subunidad Il de la enzima. La determinacion de potenciales redox de estos
grupos prostéticos indicé que existian 3 citocromos ¢ asociados a esta subunidad.
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De acuerdo a la base de datos de NCBI para motivos y dominios de unién, la secuencia

CXXCH es el motivo de union para citocromos tipo c.

Se analiz6 la secuencia de la subunidad Il de la PQQ-ALDH de Ga. diazotrophicus en
busca de este motivo. Dicho andlisis nos mostr6 que la secuencia presentaba 3

motivos de unién a citocromo ¢ (Figura 13).

. 37 i
| i | i
Query seq, w

Non=specific ; Cech
hits

Superfanilies . CytochromC superfamily

Figura 13 Esquema de los motivos de unidn a grupos prostéticos presentes en la secuencia de
aminoacidos de la subunidad Il de la PQQ-ALDH de Ga. diazotrophicus. El rectangulo de color
rosa indica que nuestra secuencia pertenece a la superfamilia de las enzimas que presenta
motivos de union a citocromo c.

Estos motivos de unién fueron identificados en la secuencia de aminoacidos de la
subunidad Il de ALDH (Figura 14)

MIGRIVAALTGIGVVAGAGFLAIAWHPAIAPVAPPTAGSFDTASIE
RGRVLAAGGYCAECHTRRDGQQGAPLAGDYAMATPFGTIHSS
NITPDPETGIGRWSLAAFTRAMRHGVSRDGANLFPAFPFDHFT
HMTDGDIADVYAFLMTRPPVHAQKRENTVPFPANIRLFQGGWK
LLFLHPGVYRPDPAHDAQWNRGAYLAEGLSHCGACHTPRNML
GAEKSDAAYDGAPVDNWIAPPLNATNPTPVTWTENEFFSYLRY
GVAPLHGSAAGPMSPVVHGGLSEMPESDVRAIAVYLADLDHAA
SRQGGDSARLTAAMASSTRDLTGPQTDPDARLYAGACAACHA
NTGAQPVPGRPDLALNNALWLSEPTNLYQVVLRGIGTAEGQAG
ITMPSFYHSLTDADLARLAAYLRRTRTTLPPWTDLEKKAAAVRS
TLPAPPVAASH

Figura 14. Localizacion de los motivos de union a citocromo ¢ (CXXCH), en la secuencia de
aminocidos de la subunidad Il de la PQQ-ALDH de Ga. diazotrophicus.
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Entonces, de acuerdo a los resultados obtenidos del andlisis "in silico" de las
secuencias de aminoacidos de las subunidades que conforman a la ALDH de Ga.
diazotrophicus como fue purificada por Gémez-Manzo y col, la enzima es PQQ
dependiente, que contiene también en la subunidad catalitica a un citocromo b como
grupo prostético y a 3 citocromos c¢ en la subunidad Il. Estos resultados estan de
acuerdo con la caracterizacion bioquimica de la ALDH realizada por Gomez-Manzo y

col.

VI1.3.3. Anédlisis "in silico" de la secuencia de aminoacidos de la subunidad Ill de

la PQQ-ALDH codificada en el genoma de Ga. diazotrophicus.

Como hemos mencionado, la PQQ-ALDH Ga. diazotrophicus purificada por Gomez-
Manzo, esta compuesta por dos subunidades de 79.7 y 50 kDa. Sin embargo, cuando
analizamos el operdn que codifica para esta enzima, tanto en Ga. diazotrophicus como
en Ga. europeaus, éste estd compuesto de tres genes. La ALDH de Ga. europeaus,
ya fue purificada (56) y estd formada por tres subunidades. Postulamos que
posiblemente la tercera subunidad de la ALDH de Ga. diazotrophicus (20 kDa, de

acuerdo a la secuencia del gen), se perdié durante su purificacion.

Decidimos analizar la secuencia de aminoacidos de la subunidad IIl de la PQQ-ALDH
identificada por nosotros en el genoma de Ga. diazotrophicus (No. de acceso:
YP_001603511.1). Dicho analisis nos mostro que la secuencia presentaba motivos de

unién a los clusters 2Fe-2S (figura 15-A, B).
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Dentro del dominio de unién de los clusters 2Fe:2S, se ha reportado la presencia de 8
cisteinas que son las encargadas de interaccionar con él. Dichas cisteinas fueron

localizadas en la secuencia de aminoacidos de la subunidad Il analizada (Figura 16).

Estos resultados nos permiten postular que la subunidad Il de la PQQ-ALDH
codificada en el genoma de Ga. diazotrophicus, posiblemente tiene como grupo

prostético un cluster 2Fe:2S.

Los resultados obtenidos del andlisis "in silico” de la secuencia de amino&cidos de la
PQQ-ALDH en Ga. diazotrophicus, nos indica que esta enzima esta codificada como
un complejo de tres subunidades. La subunidad | tiene asociados como grupos
prostéticos a la PQQ y a un citocromo b; la subunidad Il a tres citocromos c y la

subunidad Ill posiblemente a un cluster 2Fe:2S.
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1 ] 50 i L 125 15 157

Query seq,

ivon binding site g 4 4

catalybic loor g 4 4 bbbk
Specific hits
Superfanilies fer? superfamily ( Fer2_2 superfamily )
Kulti=domaing Cox5

B

Figura B. Dominio de
union al grupo Hierro-
Sulfuro 2Fe-2S
(cd00207).

Figura 15 A. Esquemas de los dominios presentes en la secuencias de aminoacidos de la
subunidad 1ll de la PQQ-ALDH de Ga. diazotrophicus. Los triangulos representan la
localizacion de los dominios de unién a hierro. Los rectangulos representan los dominios de
union a 2Fe-2S. El rectangulo de color gris representa que nuestra secuencia presenta
homologia con una deshidrogenasa aerobica de tipo monoxido de carbono. B. Estructura
tridimensional reportada para el dominio de unién de cluster’s 2Fe:2S.

MTTFRLNGHDVSVDVPDDTPLLWVIRDEIGLTGTKFGC
GIGMCGACTVHVGGRATRSCITPIVAVQGADITTIEGLD
PAGAHPLQEAWKDLQVPQCGYCQSGQIMQAASLLRD
YPNPTDEDIDAVMGGSLCRCMTYIRIRDAIKKAALAMRE
EPSNG

Figura 16 Localizacion de las cisteinas que interactian con el cluster 2Fe:2S, que estén

presentes en el dominio de union identificado en la subunidad Il de la PQQ-ALDH de Ga.
diazotrophicus.
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VI.4 Analisis de hidrofobicidad y topologia de la PQQ-ALDH de Ga.
diazotrophicus

Para continuar el analisis "in silico" de la ALDH de Ga. diazotrophicus se determing,
utilizando las herramientas del programa DAS (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/), el

perfil hidrofébico de la PQQ-ALDH, intentando predecir sus segmentos
transmembranales. Los resultados obtenidos mostraron que la subunidad i
posiblemente presente un segmento transmembranal (alfa hélice), hacia el amino
terminal (amino&cidos del 9 al 23), que permitiria que la enzima estuviera anclada a la
membrana. El resto de la enzima estaria localizada hacia el espacio periplasmico
(Figura 17).

Para corroborar estos resultados se obtuvo un perfil de topologia de la PQQ-ALDH
utilizando los programas TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/), CINEMA

(http://utopia.cs.man.ac.uk) y Predict Protein (http://www.predictprotein.org/), que

ademas de predecir sus segmentos transmembranales nos indican con mayor
certidumbre su orientacion en la membrana. Los resultados obtenidos corroboraron
gue la subunidad Il esta anclada a la membrana por una alfa hélice y que las subunidad
lll y | se encontrarian orientadas hacia el espacio periplasmico (Figura 18)

Basandonos en los resultados obtenidos de estos analisis y en los resultados de la
caracterizacion bioquimica reportados por Gémez-Manzo y col, proponemos un modelo
de topologia para la PQQ-ALDH de Ga. diazotrphicus (Figura 19). De acuerdo a este
modelo, la subunidad Il no participaria en la transferencia de electrones desde la
deshidrogenasa hacia la quinona endégena que forma parte de la cadena respiratoria
de la bacteria. Esta propuesta la apoyamos en el hecho de que esta subunidad esta
ausente en la enzima purificada por Gomez-Manzo, la cual sin embargo es activa y

puede donar los electrones producto de la oxidaciéon del aldehido al sistema
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respiratorio, promoviendo el consumo de oxigeno. Es muy probable que la funcion de
esta subunidad sea estructural. En cuanto a la subunidad I, su localizacion en el
espacio periplasmico esta de acuerdo con su funcién catalitica, ya que en este espacio
es donde puede tomar a su sustrato, el aldehido, para catalizar su oxidacién. La
localizacién topoldgica de la subunidad Il, como ancla de la enzima a la membrana,
explicaria el flujo de los electrones hacia la quinona, la cual se encuentra sumergida en

la membrana plasmatica.
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Figura 17.Esquema en donde se muestra el andlisis de hidrofobicidad de la PQQ-ALDH de Ga.
diazotrophicus analizado con el programa DAS. Los picos mayores a 2.2 (linea continua)
representan una hélice transmembranal. Los picos menores a 1.7 representan los aminoacidos
que se encuentran orientados asi el lado periplasmico.
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LPRDRMNLDTYTPLRIADYPEMDIEFLPSTEKPTGLGEPGTTVYAPAIGHAIFNAYGVYVRMRHLPIRPADYLH

ALRSRHNGTAST

Figura 18.Esquema en el que se muestra la orientaciéon en la membrana de las diferentes
subunidades de la PQQ-ALDH de Ga. diazotrophicus. La secuencia fue analizada con los
programas CINEMA y TMHMM. Los aminoacidos orientados hacia el citoplasma se muestran
en verde, la hélice transmembranal en azul y los amino&cidos orientados hacia el periplasma

en rojo.

Orientacion en la membrana Aminoacidos
Citoplasma 1-4
Transmembranal 5-27
Periplasma 28-1350
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Figura 19. Modelo propuesto para la topologia de la PQQ- ALDH de Ga. diazotrophicus, en el
cual se muestra como se encuentra anclada a la membrana a través de la subunidad Il, la
distribucion que de acuerdo al analisis de hidrofobicidad presentan sus subunidades y sus
grupos prostéticos asociados.
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VII. Discusién

La aldehido deshidrogenasa estudiada en la presente tesis es una deshidrogenasa
periplasmica de membrana, que se presenta Unicamente en bacterias acido acéticas
(26). En Ga. diazotrophicus, la enzima ha sido purificada y caracterizada por Gomez-
Manzo y col (26). Este grupo reporta a la ALDH como una proteina heterodimérica
(79.7 y 50 kDa), que al ser caracterizada por medio de diferentes tipos de analisis
bioquimicos (espectrofotometria, titulacién redox, potenciométrica, HPLC, EPR), se
determind que tiene como grupos prostéticos asociados al PQQ y al citocromo b, en la

subunidad catalitica y a tres citocromos ¢ en la subunidad II.

Sin embargo, los resultados obtenidos discrepan de lo reportado para otras bacterias
acido acéticas. En Ga. europaeus, la ALDH se ha reportado como un heterotrimero

cuyos pesos moleculares son de 79, 46 y 17 kDa (56).

Ademas, existe gran controversia en la familia de las bacterias &cido acéticas en
cuanto a cuales son los grupos prostéticos en la subunidad catalitica de las aldehido
deshidrogenasas (56,53). En relacion a la subunidad Il, tanto en G. oxydans como en
Ga. europaeus, el andlisis de la secuencia de aminoacidos sugiere que en esta
subunidad se asocian citocromos ¢ como grupo prostético (un citocromo ¢ para el caso
de G. oxydans, mientras que se identifican 3 motivos de unién para este citocromo en

la secuencia de aminoécidos en Ga. europaeus).
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Estas discrepancias nos llevaron a buscar los genes que codifican para esta enzima
en el genoma completo de Ga. diazotrophicus Yy una vez identificados, hacer un
analisis "in silico" para determinar el nimero de genes que forman el operén y a partir
de la secuencia de aminoacidos codificada, localizar los dominios y motivos de unién a

grupos prostéticos presentes en las diferentes subunidades que forman la proteina.

Utilizando el procedimiento descrito por Gémez-Manzo y col. (26) obtuvimos una
preparacion pura de esta enzima de Ga. diazotrophicus, como lo muestra el analisis
electroforético y el ensayo por zimografia. A partir de la secuencia de péptidos internos
de la subunidad | (la subunidad catalitica) de la enzima purificada, nos fue posible
localizar la secuencia de esta subunidad dentro del genoma de la bacteria, lo que nos

permitié asegurar la naturaleza de esta proteina.

Sin embargo, sabiamos que al menos deberia encontrarse un gen mas, aquel que
codifica para la subunidad Il de la enzima purificada por nosotros; ademas, existia la
posibilidad de la presencia de un tercer gen que codificara para la subunidad Ill, de

acuerdo a lo que se reporta para Ga. europaeus.

Para la identificacion del (los) gen(es) se tomaron como base las secuencias de
aminoacidos de la subunidad Il y Il de la ALDH de Ga. europaeus; logramos
identificar dos secuencias de aminoacidos que presentaban una alta identidad con

estas subunidades.
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Una de ellas fue una proteina a la cual reportaban como posible PQQ-ADH, debido a
gue en su secuencia se encontraban motivos de union a citocromo c. Esta proteina fue
identificada como la subunidad Il de la ALDH de Ga. diazotrophicus, debido a que
presenta una alta identidad con la subunidad Il de la ALDH de Ga. europaeus. El
analisis "in silico" de esta subunidad nos permitié localizar 3 motivos de unién de
citocromo ¢, lo que apoya los resultados obtenidos en la caracterizacion bioquimica
reportada por Gémez-Manzo y col, quienes reportan que esta subunidad tiene como

grupos prostéticos a tres citocromos c.

La otra secuencia identificada correspondia a una proteina con una alta identidad con
la subunidad Ill de la ALDH de Ga. europaeus. Esta secuencia tiene un dominio de
unién a clusters 2Fe:2S. El andlisis "in silico" nos permitié localizar las ocho cisteinas
gue caracterizan estos dominios, de manera similar a los que se presentan en las

xantinas deshidrogenasas.

El analisis de la organizacién del operén que codifica para la ALDH es similar en Ga.
europaeus y Ga. diazotrophicus, lo que sugiere que efectivamente los genes
identificados corresponden a aquellos que codifican para las subunidades Il y Ill de la
ALDH de Ga. diazotrophicus. Este resultado nos lleva a suponer que la subunidad Il de

la enzima se pierde durante su purificacion.

No ha sido reportado cual es la funcién de esta tercera subunidad en las ALDH’s. Sin

embargo, Gomez-Manzo y col (26) reportan que la enzima purificada es inestable, lo
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gue hace probable que la funcién de esta subunidad tenga que ver con su adecuada

estructuracion.

En cuanto a los grupos prostéticos asociados a la subunidad catalitica, el analisis inicial
de la secuencia de la subunidad | de la ALDH de Ga. diazotrophicus en las bases de
datos, nos mostrd que la secuencia de aminoacidos presentaba el dominio pfam 02738
gue es caracteristico de oxido-reductasas que tienen como grupo prostético a la
molibdeno-pteridina. Este resultado apoyaria los resultados obtenidos para su ortdlogo

en Ga. europaeus.

Ante las diferencias entre el andlisis de la secuencia de aminoacidos en las bases de
datos y los resultados de los analisis bioquimicos, decidimos buscar el dominio de
unién a PQQ en las secuencias de aminoacidos de las proteinas PQQ-dependientes
representativas y obtener una secuencia consenso que comparariamos con la

secuencia de aminoacidos de la subunidad | de la ALDH de Ga. diazotrophicus.

Encontramos que las proteinas representativas de este dominio son las PQQ-ADH de
las bacterias acéticas. Basandonos en el dominio de union a PQQ reportado y
haciendo hincapié en aquellos aminoacidos que son indispensables para la unién del
grupo prostético, identificamos este dominio en las secuencias de las bacterias acéticas
Ga. europaeus, Ga diazotrophicus, A. aceti, y G. oxydans. Al comparar la secuencia
consenso obtenida para el dominio de union a PQQ, con las secuencias de

aminoacidos de las ALDH de Ga. europaeus y Ga. diazotrophicus, determinamos que
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el dominio de unién a PQQ estaba presente en las secuencias de estas proteinas, con

un 66% de identidad de los aminoacidos del sitio unién de la PQQ.

Azucena Lira, tesista de licenciatura en el laboratorio, describe en su trabajo la
obtencion de una secuencia consenso del dominio de unién de la molibdo-pterina como
grupo prostético de proteinas, desde eucariontes hasta las bacterias acéticas,
analizando las secuencias de la xantina oxido-reductasa, que es la proteina
representativa con este grupo prostético asociado, EI dominio de unién a la molibdo-
pterina es muy grande, consta de 112 aminoacidos; la comparacion de la secuencia
consenso obtenida por nosotros con la secuencia de la ALDH de Ga. diazotrophicus,
permitié calcular que el 54.5% de los aminoacidos mas importantes para la unién de

la molibdo-pterina (60aa), estaban conservados en la secuencia de la enzima.

En el caso de la ALDH de Ga. europaeus, Thurner llega a la conclusion de que la
enzima es molibdo-pterina dependiente al encontrar 8 aminoacidos conservados
cuando compara la secuencia de la proteina con su homdloga en Brevundimonas
diminuta. Por otro lado Takemura reporta que la ALDH de bacterias acéticas no es
PQQ dependiente, al obtener mutantes en la sintesis de PQQ que aun conservan la

actividad de la ALDH en Acetobacter sp, pero no purifica ni caracteriza a la enzima.

Entonces, basandonos en las secuencias de aminoacidos de los dominios de union a
PQQ o a molibdo-pterina, la probabilidad de que la ALDH de Ga. diazotrophicus tenga

uno u otro grupo prostético, es casi la misma.
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Estos resultados nos llevan a concluir que a partir de las secuencias de los dominios de
unién a grupos prostéticos reportados, no es posible predecir cual es el grupo asociado

a una proteina.

Para el caso de la ALDH de Ga. diazotrophicus, los resultados del analisis bioquimico
aunados al analisis "in silico" de la secuencia de aminoacidos, nos llevaron a concluir

gue esta enzima es PQQ dependiente.

En cuanto al citocromo b, el otro grupo prostético que ha sido reportado como parte de
la subunidad catalitica de la ALDH tanto en Ga. europaeus (56) como en
Ga. diazotrophicus (26), fuimos capaces de identificar su dominio y el sitio de union,
incluyendo las histidinas axiales con las que interactla este citocromo, en la secuencia
de aminoacidos de la subunidad catalitica de Ga. diazotrophicus; en el caso de
Ga. europaeus, fueron identificadas una histidina y una glutamina (que tiene una
identidad semiconservativa con la histidina). En la secuencia de aminoacidos de la
ALDH de G. oxydans, otra de las bacterias acéticas en la que se ha reportado la
presencia de esta enzima, solo una histidina esta conservada, por lo que es posible

gue en esta enzima el citocromo b no sea su grupo prostético.

El analisis "in silico" de la secuencia de aminoacidos de la ALDH codificada en Ga.
diazotrophicus, nos indica que esta enzima esta codificada como un complejo de tres

subunidades. La subunidad | tiene asociados como grupos prostéticos a la PQQ y a un
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citocromo b; la subunidad Il a tres citocromos c y la subunidad Ill posiblemente a un

cluster 2Fe:2S.

Como hemos mencionado, la PQQ-ALDH en las bacterias acéticas se ha reportado
como una enzima periplasmica unida a membrana. Tratando de predecir la topologia
de la proteina en la membrana, se analiz6 la secuencia de amino&cidos con los
programas para obtener perfil de hidrofobicidad y topologia. El analisis predice que la
enzima se encuentra anclada a la membrana por el amino terminal de la subunidad Il
(aminoécidos de 9 al 23), mientras que el resto de la enzima estaria localizada hacia el

espacio periplasmico.

Basandonos en estos resultados proponemos un modelo de topologia de la enzima en
la membrana. El analisis nos habla de una enzima que no esta fuertemente unida a
membrana, lo que apoya el hecho de que no son necesarias concentraciones muy altas
de detergente (Triton X 100 al 0.5%), para solubilizarla. Ademas, esta topologia
concordaria con el hecho de que la subunidad catalitica, la que toma el aldehido para
convertirlo en acido acético, debe estar en el espacio periplasmico que es el lugar
donde se encuentra su sustrato; los electrones producto de la oxidacion del aldehido
van hacia la poza de quinonas de la cadena respiratoria, via los citocromos ¢ que son
los grupos prostéticos de la subunidad Il por lo que, de acuerdo con la prediccion, esta

subunidad debe estar unida en algun punto a la membrana (Figura 19).
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VIIl. Conclusiones

1. A partir de la enzima purificada se obtuvieron las secuencias de 8 péptidos internos
gue nos permitieron localizar la secuencia de la subunidad | en el genoma de Ga.

diazotrophicus.

2. El andlisis "in silico" de la secuencia que codifica a la ALDH de Ga. diazotrophicus,
nos permitid identificar tres genes adyacentes en el genoma formando un probable

operon.

3. El arreglo de los genes identificados es B, C y A, codificando para la subunidad II, 1l
y | respectivamente, de manera semejante a lo que se presenta en Ga. europeaus.
Este resultado nos lleva a postular la presencia de una tercera subunidad en la ALDH
de Ga. diazotrophicus, la cual posiblemente se pierde durante su purificacién y cuya

funcion es desconocida.

4. El analisis "in silico" de la subunidad | de la ALDH, nos permitié localizar un 66.6%
de los aminoacidos implicados en el sitio de unién a PQQ que se encuentran presentes

en las ADH de bacterias acéticas asi como el dominio y sitio de unidén a citocromo b.

5. La identificacion del dominio de union a PQQ, aunada a los resultados del analisis
bioquimico reportados por Gomez-Manzo, llevan a concluir que la ALDH de Ga.

diazotrophicus es PQQ dependiente.
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6. El andlisis “in silico” de la subunidad Il de la ALDH, nos permiti¢ identificar el motivo

de unidn de tres citocromo ¢ como grupos prostéticos.

7. El analisis “in silico” de la subunidad Ill de la ALDH, nos permitié identificar a las

ocho cisteinas que son el motivo de unién a un cluster 2Fe:2S.

8. El analisis hidrofébico aunado al analisis de topologia, nos permiti6 modelar el
arreglo de la enzima en la membrana. La enzima se encuentra anclada a la membrana
por la subunidad Il, que es el medio por el cual los electrones son cedidos a la quinona
endbégena, Las subunidades Ill y | se encuentran localizadas hacia el espacio

periplasmico.
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