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Resumen.

La actinobacteria Corynebacterium glutamicum es un microorganismo sapréfito que exhibe
una elevada resistencia a arsénico en comparacion con el resto de microorganismos
analizados. El arsénico es un elemento natural y ampliamente distribuido en la naturaleza que
resulta altamente téxico para los seres vivos, incluido los humanos. C. glutamicum utiliza un
sistema de desintoxicacién de arsénico basado en la presencia cromosomal de dos operones
ars en su cromosoma que contienen genes para arsenito permeasas, arseniato reductasas y

los reguladores transcripcionales.

C. glutamicum tiene tres genes que codifican para las arsenito permeasas: CgAcr3-1,
CgAcr3-2 y CgAcr3-3. Mediante estudios in vivo se ha identificado que las proteinas CgAcr3-1
y CgAcr3-2 son funcionales con un grado de participacion diferente, siendo CgAcr3-1 la
permeasa mas importante. Los estudios in vitro usando membranas invertidas junto con
andlisis in vivo han revelado que la proteina CgAcr3-1 esta exclusivamente ligada al transporte
de arsenito utilizando el motivo de fuerza proténica como mecanismo energético. La salida de
arsenito va acompafiada de una entrada de protones, es decir CgAcr3-1, actla como una
proteina antiportadora de arsenito y protones. Los analisis topolégicos de la proteina CgAcr3-1
han mostrado que CgAcr3-1 tiene diez segmentos transmembrana y varios aminoacidos

transmembranales implicados en el proceso de translocacion de arsenito.

La reduccién de arseniato citoplasmatico en C. glutamicum es un proceso realizado
principalmente por las arseniato reductasas CgArsCl y CgArsC2 dependientes del sistema
redox micotiol/micorredoxina 1. Otros dos genes que codifican para las enzimas arseniato
reductasas CgArsCl’ y CgArsC4 han sido identificados en el genoma de C. glutamicum.
Andlisis in vivo e in vitro han permitido estudiar y clasificar a la proteina CgArsC1’ dentro de la
familia de arseniato reductasas dependientes del par redox tiorredoxina/tiorredoxina reductasa.
Sin embargo, no hemos podido demostrar que la proteina CgArsC4 sea sintetizada en C.

glutamicum.

Finalmente, como aplicacién practica de los resultados obtenidos se han utilizado diferentes
mutantes afectados en los genes de resistencia a arsénico de C. glutamicum como
bioacumuladores de arsenito y arseniato, con objeto de usar los mutantes indicados en

procesos de eliminacion de arsénico.

15



Summary

Corynebacterium glutamicum is a saprophytic microorganism from the Actinobacteria group
which shows a high level of arsenic resistance when compared with other analyzed
microorganisms. Arsenic is a chemical element widely spread in enviroment and very toxic for
organisms included humans. The arsenic detoxification mechanism in C. glutamicum is based
on the presence of two chromosomal ars operons containing genes for arsenite permeases,

arsenate reductases and metalloregulatory proteins.

C. glutamicum has three genes coding for the arsenite permeases CgAcr3-1, CgAcr3-2 and
CgAcr3-3. In vivo studies have shown that the proteins CgAcr3-1 and CgAcr3-2 are functional,
with a more important detoxification role for CgAcr3-1. In vitro analyses using everted
membranes vesicles showed that arsenite permease CgAcr3-1 is only involved in the extrusion
of arsenite, using the cellular protonmotive force as energetic mechanism and the protein is
behaving as an antiporter As(lll)/H* pump. The topological analyses of CgAcr3-1 protein
showed the presence of 10 transmembrane domains with several aminoacids involved in the

As(IIl) translocation process.

The arsenate reduction in C. glutamicum is performed basically by the arsenate reductases
CgArsC1 and CgArsC2 which depend on the mycothiol/mycoredoxin 1 redox system. Two
additional genes coding for arsenate reductases CgArsC1’ and CgArsC4 have been identified in
C. glutamicum genome. In vivo and in vitro analyses of CgArsC1’ have shown that CgArsC1’
belongs to the thioredoxin/thioredoxin reductase arsenate reductase family; however we were

unable to identify the CgArsC4 protein by in vivo assays in C. glutamicum cells.

Finally, as a practical application of these results, several C. glutamicum mutants involved in
arsenic detoxification have been applied as arsenate or arsenite bacterial biocontainers in order

to remove arsenic from the environment.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. El género Corynebacterium.

El género Corynebacterium fue descrito por Lehmann & Neumann (1907) para clasificar
taxonémicamente a los bacilos de la difteria. Inicialmente el género fue definido en base a
caracteristicas morfolégicas: corynebacteria proviene del griego kopuvn (coruné), bastén
nudoso, y Baktepiou (bacterion), bastoncillo. En general las corinebacterias son bacilos Gram-
positivos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos y pleomorficos, con formas
bacilares de diversa longitud y frecuentes engrosamientos en los extremos. Su tamafio oscila
entre 2-6 um de longitud y 0,5 um de didmetro (Cure & Keddie, 1973).

La pared celular de las corinebacterias se estructura como un entramado complejo de
peptidoglicano con acido meso-diaminopimélico en el interpéptido, polimeros de
arabinogalactanos y cadenas de acidos grasos saturados y no saturados de 21-36 atomos de

carbono (Barksdale, 1970). A partir de estudios moleculares por ARNr 16S, las corinebacterias
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Introduccién

se agruparon en la subdivision de bacterias Gram-positivas de alto contenido en G+C en
estrecha relacion filogenética con Arthrobacter, Mycobacterium, Nocardia e incluso
Streptomyces (Fitch & Bruschi, 1987; Woese, 1987). A su vez, Goodfellow (1989) definié el
grupo de actinomicetos nocardiformes, en el que engloba los géneros Corynebacterium,
Mycobacterium, Gordonia, Nocardia, Rhodococcus y Tsukanella, y cuya caracteristica principal
es la presencia de acidos micdlicos y derivados en su pared celular. De acuerdo con estos
criterios filogenéticos, en la segunda ediciébn del Manual de Bergey de Bacteriologia
Sistematica, las corinebacterias apareceran en el volumen 5, dentro de la clase Actinobacteria

y englobandose dentro del suborden Corynebacterineae (Goodfellow, 2010) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Clasificacion de la clase Actinobacteria. Relaciones entre 6rdenes, subérdenes y familias basadas en
los datos de ARNr 16S. La barra representa sustituciones de cinco nucleétidos en cien nucleétidos. Tomada de
Stackebrandt et al., (1997).

Las corinebacterias estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza encontrandose en
mucosas Y piel del hombre y animales. Algunas especies de este grupo son conocidas por sus
efectos perjudiciales sobre el hombre, siendo Corynebacterium diphtheriae el patdgeno mas

conocido (Costa et al., 1981). En los dltimos afios, los avances en el campo de la microbiologia
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clinica han permitido la identificacion de un gran numero de especies del género
Corynebacterium en muestras clinicas de humanos, consideradas como agentes patégenos
oportunistas claramente asociados a enfermedades en pacientes inmunodeprimidos o con
tratamientos cronicos. Bacterias como Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium
urealyticum, Corynebacterium xerosis, Corynebacterium striatum y Corynebacterium freneyi se
aislan frecuentemente de muestras clinicas (de Miguel-Martinez et al., 1996; Esteban et al.,
1999; Renaud et al., 1998; Renaud et al., 2001; Fernandez-Natal et al., 2001).

El uso indiscriminado de antibiéticos en medicina, agricultura y sanidad animal ha
desencadenado una rapida diseminacion de los genes de resistencia a antibioticos entre las
bacterias, que a su vez se ha visto favorecida por el hecho de que estos genes se encuentran
mayoritariamente localizados en plasmidos o transposones (Amyes, 1997). Recientemente, se
ha obvervado la aparicion de cepas de corinebacterias patégenas que son resistentes a
diferentes antibiéticos como es el caso de C. striatum, C. amycolatum, C. urealyticum o
Corynebacterium jeikeium (Otsuka et al., 2006; Funke et al., 1996; Martinez-Martinez et al.,
1995; Olender & Letowska, 2010). En Corynebacterium sp. se han analizado los mecanismos
moleculares de resistencia a antibidticos macrdlidos (Ortiz-Pérez et al., 2010). Dichas
resistencias a antibiéticos han sido uno de los motivos que han llevado a la secuenciacion del

genoma de C. jeikeium y C. urealyticum (Tauch et al., 2005; Tauch et al., 2008).

Las especies de corinebacterias no patdgenas han sido ampliamente utilizadas en la
produccion de metabolitos primarios (aminoacidos, como el acido glutamico, o nucleétidos) o
secundarios, la produccion de queso, bioconversion de precursores de acido L-ascorbico,
conversion de esteroides y oxidacion de terpenoides. Algunas corinebacterias pueden producir

antibiéticos y compuestos antitumorales (Kwaszewska & Szewczyk, 2007).

Las corinebacterias también estan presentes en el suelo y el agua. Estudios de
caracterizacion microbiol6gica de ambientes contaminados por compuestos organicos (cresol)
0 metales pesados (mercurio, arsénico, cadmio, oro, zinc, plomo y cobalto) (Margesin et al.,
2011; Fanous et al., 2010; Lee et al. 2011) han demostrado la presencia de un considerable
nuamero de bacterias, la mayoria de ellas pertenecientes al grupo de las actinobacterias y mas
en concreto al género Corynebacterium (Margesin et al., 2011). Esto hace pensar que los
microorganismos se han adaptado a ambientes contaminados desarrollando mecanismos de
resistencia a dichos contaminantes. Asi, se han realizado analisis protedmicos en
corinebacterias en respuesta a metales pesados (cobalto, oro, cadmio o mercurio) para

elucidar los mecanismos de desintoxicacion (Fanous et al., 2010; Fanous et al., 2008).
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Parece evidente que existe una relacién entre el habitat natural de un microorganismo vy la
resistencia congénita del mismo a contaminantes o téxicos. La presién evolutiva ha podido
conducir a la adquisicion de sistemas de resistencia a metales pesados en corinebacterias
sapréfitas como Corynebacterium glutamicum, mientras que en patégenos oportunistas como
C. diphtheriae dichos sistemas han sido eliminados o podrian no haber existido nunca debido a
gue el contacto con los metales pesados de las corinebacterias que se encuentran en los

humanos es relativamente bajo.

Dado que en esta memoria se ha intentado analizar y caracterizar, desde un punto de vista
molecular, las proteinas implicadas en los procesos de resistencia a arsénico en C.
glutamicum, en los siguientes apartados de esta introduccién se realizara una vision global de
las caracteristicas del arsénico, asi como de los mecanismos de resistencia de los organismos

a dicho metal.

1.2. El arsénico: situacion actual.

El arsénico (As) es un elemento cancerigeno, mutagénico y terapéutico que desde la
antigiiedad ha estado ligado intimamente a la actividad humana. Actualmente el As es uno de
los metaloides mas ampliamente distribuido en la naturaleza, ocupando el numero 20 en la lista
de elementos mas abundantes de la corteza terrestre con una concentracién aproximada de 3
mg/Kg y formando parte de la composicion de mas de 200 minerales (Mandal & Suzuki, 2002;
Zhao et al., 2010). Su distribucion en los diferentes ambientes de la corteza terrestre es muy
variada y unido a que hasta la fecha y desde hace mas de 10 afios el As es el elemento
quimico con mayor toxicidad segun la Agencia de Sustancias ToOxicas y Registro de
Enfermedades de Estados Unidos (ATSDR) (http://www.atsdr.cdc.gov/cercla/Q7list.html), la

exposicién de los seres vivos (incluido el hombre) al As puede ser un hecho frecuente.

1.2.1. El arsénico como veneno.

El As es uno de los venenos mas antiguos y conocidos por el hombre a lo largo de la
historia. Su increible accion y su dificultad de deteccion (sus sintomas se pueden confundir con
los del célera) ha hecho que el As haya sido considerado desde la Edad Media hasta la época

del Renacimiento como “el rey de los venenos” por ser utilizado en diferentes conspiraciones y
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homicidios (Vahidnia et al., 2007). La idea de usar el As como un veneno ha sido incluso

llevada a varias obras del cine y teatro.

El triéxido de diarsénico (As,0s3), conocido antiguamente como anhidrido arsenioso, fue el
compuesto “preferido” por los envenenadores para la consecucion de sus fines. Entre los que
hicieron uso del As,O;en la Edad Media se encuentran la familia de los Borgia (Alexander VI y
su hijo Cesar Borgia) que utilizaron el As contra cardenales y obispos de la Iglesia Catodlica
para acrecentar su poder en ltalia. En esa misma época en Francia la marquesa de Brinvilliers
asesind a la mayor parte de su familia por venganza y fue Luis XIV de Francia quien la
descubrid, capturé y mandd decapitar y quemar en la hoguera. En la Inglaterra de la época
victoriana, el uso de As como producto de belleza para mejorar la suavidad de la piel y el
incremento notable del nimero de seguros de vida impulsé a utilizar el As para matar por
motivos econdmicos, de venganza o celos. Una de las victimas mas famosas de
envenenamiento por As es Napoledn Bonaparte. Aunque las ultimas investigaciones apuntan a
un cancer estomal como la causa mas probable de su muerte, el hallazgo de elevadas
cantidades de As en muestras de su cabello hizo postular la hipotesis de una posible
exposicién cronica externa al metaloide por un error en la medicacion o por el uso de
cosmeéticos con As (Lugli et al., 2007; Kintz et al., 2007). Recientes reanalisis sobre la muerte
de Simon Bolivar, lider politico Colombiano del siglo XIX, han apuntado a un posible asesinato
por intoxicacibn con As como causa de su muerte, en contra de la muerte por tuberculosis

como hasta ahora mencionaban los libros de historia (Auwaerter et al., 2011).
1.2.2. Especies de arsénico y su toxicidad.

El As es un elemento clasificado como metaloide, que posee caracteristicas quimicas tanto
de metales como de no metales y perteneciente al grupo XV y periodo 4 de la tabla periddica
de elementos, junto al nitrégeno, fésforo, antimonio y bismuto. Su nimero atémico es 33 y su
masa atomica es 74,92. El As se puede encontrar en la naturaleza en cuatro estados de
oxidacioén: elemental (0), dos trivalentes (-3 0 +3) y pentavalente (+5), donde el arseniato [+5,

As(V)] y el arsenito [+3, As(lIl)] son las formas inorganicas mas comunes.

El As en estado puro (As elemental) se encuentra en raras ocasiones en la naturaleza, no
obstante, se han localizado masas microcristalinas de este elemento en Siberia, Alemania,
Francia, ltalia, Rumania y EE.UU. presentando un color gris metalico. Lo mas comun es
encontrar el As combinado con azufre o con metales (manganeso, hierro, cobalto, niquel, plata,

cobre o estafio) formando parte de minerales, donde la mayoria de ellos tienen una coloracion
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blanca o incolora. Los arseniuros metalicos mas importantes son: arsenopirita (FeAsS),
lollingita o l6llingita (FeAs,), cobaltita o cobaltina (CoAsS), domeykita (CusAs), niquelina (NiAs),
rejalgar (As,;S,) y oropimente (As,Ss), todos ellos de origen hidrotermal; esto indicaria que se
depositaron a partir de disoluciones acuosas a altas temperaturas, relacionadas con las Ultimas
fases de la consolidacion magnética o con las manifestaciones finales de una erupcion
volcanica (Drahota & Filippi, 2009).

El As aparece predominantemente en la naturaleza en forma inorganica, As(V) o As(lll)
(Figura 1.2). El As(V) es mucho menos téxico que el As(lll). La toxicidad del arseniato viene
dada por la similitud quimica con el fosfato y por ende la capacidad de sustituir al fosfato en los
procesos bioquimicos donde éste participa (Fu et al., 2011), por ejemplo, la sintesis de ATP o
la fosforilacion oxidativa pueden verse afectadas en presencia de arseniato (Mead, 2005;
Gebel, 1997; Delnomdedieu et al., 1994). Recientemente, se ha identificado una bacteria de la
familia Halomonadaceae capaz de sustituir el fosfato presente en las macromoléculas (acidos
nucleicos y proteinas) por arseniato (Wolfe-Simon et al., 2010); no obstante hay ciertas dudas
acerca de la reproducibilidad de dicho trabajo (Rosen et al., 2011). ElI As(lll) es
considerablemente mucho mas téxico que el As(V). Su toxicidad es debida a la capacidad de
formar uniones covalentes fuertes y estables con los grupos sulfhidrilo de los residuos de
cisteinas o con los grupos imidazol de los residuos de histidinas de las proteinas, inhibiendo la
accion de las mismas (Rosen, 2002b). Una de las enzimas que es inactivada por el As(lll) es la
piruvato deshidrogenasa, cuya inactivacién provoca el bloqueo del ciclo de Krebs, interrupcién
de la fosforilacion oxidativa, disminucion de la formacion de ATP lo cual desencadena
finalmente en un desorden del metabolismo celular (Samikkannu et al., 2003).

El As también puede encontrarse en la naturaleza en formas organicas como compuestos
de As mono, di o trimetilado [MMA(III), DMA(II), TMA(III), MMA(V), DMA(V), TMA(V)], arsina
(AsH3) y metilarsinas, arsenobetaina, arsenoazlcares, arsenocolina y arsenolipidos (Figura
1.2). Generalmente las formas organicas de As son menos téxicas que las formas inorganicas,
sin embargo algunas formas de As metilado (ver apartado 1.5.1 de esta Introduccion) y las
arsinas presentan mayor téxicidad que el As(lll) inorganico (Qin et al., 2006). En condiciones
totalmente anoxicas el As(lll) puede ser reducido por los microorganismos del suelo a arsinas y
metilarsinas, las cuales son compuestos volatiles y estan consideradas como las especies de

As mas toxicas de la naturaleza (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Especies de As inorganicas [As(lll), arsenito, y As(V), arseniato] y organicas (el resto): MMA(lII),

monometilarsenito; DMA(III), dimetilarsenito; TMA(III), trimetilarsenito o trimetilarsina; MMA(V), monometilarseniato;

DMA(V), dimetilarseniato; TMA(V), trimetilarseniato. El arsenoazucar mostrado se ha identificado en Nostoc sp., y el

arsenolipido es uno de los méas de 100 arsenolipidos aislados de hongos, plantas, liguenes, invertebrados y peces
(Dembitsky & Levitsky, 2004). Figura modificada de McDermott et al., (2010).
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1.2.3. Distribucion ambiental del arsénico: ciclo

biogeoquimico.

Actualmente el As tiene una amplia distribucién en la corteza terrestre estando presente en
el suelo, el aire y el agua a diferentes concentraciones (Lieévremont et al., 2009). Se estima que
100 millones de personas de mas de 70 paises se encuentran expuestas, en el agua de
consumo, a niveles de As superiores a los permitidos. La zona del planeta méas castigada por la
presencia de altos niveles de As en el agua para uso alimentario es Asia, destacando
Bangladesh e India, donde millones de personas utilizan agua con 50 ug/L de As, y por lo tanto
superior a los 10 ug/L de As recomendados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(Bhattacharya et al.,, 2007). Estudios recientes han revelado que la calidad del agua
subterrdnea en otras areas de Asia como Nepal, Vietham y Camboya, también exceden las
cantidades de As permitidas por la OMS (Mukherjee et al., 2008). Otras zonas afectadas por
este problema son determinadas areas de Australia, Canada, EE.UU., paises latinoamericanos
como Méjico, Argentina, Bolivia, Brasil y Nicaragua y varios paises europeos como Eslovaquia,

Hungria, Polonia y Rumania (Silver & Phung, 2005b).

El As, al igual que otros elementos quimicos, presenta un ciclo biogeoquimico entre los
seres vivos y el ambiente (atmésfera, biomasa y sistemas acuaticos) con dos principales vias
de entrada del As en la biosfera: la via geoquimica y la via antropogénica (Centeno et al.,
2007) (Figura 1.3). En la primera de las vias el As es liberado de rocas y minerales por
fendmenos atmosféricos o procesos quimicos permitiendo movilizar el As presente en los
minerales en oxianiones solubles [As(lll) y As(V)] para depositarlos en el agua, el aire o el
suelo (Oremland & Stolz, 2005) Las emisiones volcanicas y el metabolismo del As por
determinados microorganismos también liberan a la atmosfera diferentes compuestos de As
volatiles como DMA(III), TMA(III), TMA(V), arsinas y metilarsinas.

En la via antropogénica, es la acciébn humana la cual acelera todo el proceso de
movilizacion del As a la atmdsfera, suelo y agua a través de procesos industriales, como el
refinado de cobre, plomo o zinc, la produccion de oro vy la utilizacibn de compuestos
arsenicales manufacturados por el hombre (Lightfoot et al., 2010). El 90% de estos compuestos
arsenicales manufacturados por el hombre son protectores de madera, siendo el mas utilizado
el arseniato de cobre y cromo (CCA) (Khan et al., 2006), estando prohibido su uso en EE.UU. y
en Europa desde 2004. El 10% restante son compuestos usados en la ganaderia como

controladores de plagas como la roxarsona (acido 4-hidroxi-3-nitrofenilarsénico), compuesto
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organoarsenicado sintético utilizado como paliativo frente a infecciones en granjas de cerdos y
pollos, que genera residuos con alta concentracién de As. Otros compuestos son utilizados
como fertilizantes, herbicidas [MMA(V)] o fungicidas en la agricultura, decolorantes en la
fabricacion del vidrio (triéxido de arsénico, As,03) y semiconductores (arseniuro de galio) en
diodos, emisores de luz y en células solares fotovoltaicas. Es también frecuente la utilizacién

de sulfuros de As como pigmentos y en aplicaciones pirotécnicas.
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Figura 1.3. Ciclo biogeoquimico del arsénico. Modificada de Bhattacharjee & Rosen, 2007.

El As en forma soluble en la naturaleza se encuentra como As(lll) o As(V). El As(lll) puede
oxidarse quimica o enzimaticamente a As(V), frecuentemente en zonas mas superficiales de
ambientes terrestres y acuaticos. El As(V), es el compuesto de As mas comun en las aguas
marinas, se incorpora por los organismos marinos (fitoplancton, peces, algas, moluscos y
crustaceos) y se transforma en compuestos organicos sencillos [MMA(V) o DMA(V)] o formas
organicas de As complejas o de almacenamiento (arsenobetaina, arsenoazulcares,
arsenocolina o arsenolipidos) que son finalmente liberadas al ambiente (Figuras 1.2 y 1.3). De
estos organismos marinos el fitoplancton y las algas son los principales productores de
compuestos arsenicales complejos, pero estos organismos son también la ruta de entrada de

As en las cadenas tréficas, por ser la fuente nutricional de los animales marinos. No se conoce
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todavia cual es la ruta de sintesis de los arsenoazucares y arsenolipidos pero se cree que su
precursor principal es DMA(V) (Rosen et al., 2011). Los peces Yy los invertebrados marinos
(gambas, almejas, langostas) que se alimentan del fitoplancton retienen en sus tejidos As, y
acumulan el 99% del As en forma de As organico como arsenobetaina. La arsenobetaina
presente en los sedimentos de las aguas subterraneas costeras es degradada por accién del
metabolismo microbiano a MMA(V) y finalmente a As(V), completando asi el ciclo

biogeoquimico del As (Figura 1.3).

1.2.4. Efectos del arsénico sobre la salud humana.

La elevada toxicidad del As y su ubicuidad en la corteza terrestre hace que la exposicién de
los seres humanos al As pueda ser habitual. En los animales, y mas concretamente en los
humanos, las vias de absorcion habituales de As son principalmente tres: (i) la ingesta de

alimentos; (ii) la inhalacién de aire; (iii) la ingesta de agua.

Los niveles de As en los alimentos son generalmente bastante bajos, pero en algunos
casos, como en los productos procedentes del mar (pescado, langostas, mejillones), estos
niveles pueden llegar a ser mayores por la absorcion directa del As a partir del agua. No
obstante, las especies quimicas de As que se acumulan en los organismos marinos son
generalmente formas de As organico, especies menos téxicas que las formas de As inorganico
(Rosen, 2002b). El verdadero problema de la ingesta de As se produce por el consumo de
alimentos que presentan cantidades significativas de As inorganico, como puede ocurrir con el
arroz (Agusa et al., 2010). El arroz es una importante fuente de entrada de As inorganico en la
cadena alimentaria debido a su capacidad de acumular grandes cantidades de As y a que es el
alimento que forma parte de la dieta de mas de la mitad de la poblacion del mundo (Meharg et
al., 2009).

Los riesgos de intoxicacién por As son significativamente mas elevados en aquellas
personas que trabajan en procesos en los que se utilizan o se generan compuestos arsenicales
(Katz & Salem, 2005), en individuos que toman grandes cantidades de vino (Greven et al.,
2007), en inquilinos de casas que contengan conservantes para la madera, como CCA
(arseniato de cobre y cromo) (Zagury et al., 2008) o en personas que vivan en granjas donde
se hayan aplicado pesticidas con As (Robinson et al., 2007). La mayor parte del As ingerido por
el ser humano es rapidamente excretado por via urinaria como As metilado, pero a pesar de

ello, grandes cantidades de As se acumulan en diferentes tejidos como huesos, piel, pelo y
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ufas, debido a la especial afinidad que tiene el As por la queratina (proteina muy rica en
cisteinas) (Rice et al., 2010).

La ingestion de elevadas cantidades de As inorganico provoca graves problemas de salud
(Centeno et al., 2002; Balakumar & Kaur, 2009). Entre los efectos adversos mas comunes
encontramos irritaciones y afecciones gastrointestinales, ademas de alteraciones del sistema
nervioso central que eventualmente causan la muerte (Vahidnia et al., 2007). En etapas previas
se observan disminuciones en la produccién de glébulos rojos y blancos (Heck et al. 2008),
vomitos, diarreas, convulsiones, hemodlisis, hepatomegalia, melanosis, polineuropatias y
encefalopatias (Kapaj et al., 2006). La ingesta de As inorganico puede causar también
patologias asociadas al sistema endocrino, como diabetes mellitus y bocio (Chen et al., 2007),
y al sistema vascular periférico, que en casos extremos evoluciona hacia episodios
gangrenosos en las extremidades inferiores, afecciébn mas conocida como “enfermedad de los
pies negros” (Pi et al., 2005). Esta enfermedad fue descrita en Taiwan, y se cree que esta
relacionada con el hidroarsenicismo y la mala nutricién poblacional de la zona (Yoshida et al.,
2004); hoy en dia la enfermedad de los pies negros es un grave problema en Bangladesh. Las
especies inorganicas de As estan también asociadas con el desarrollo de diferentes tipos de
cancer especialmente de piel, pulmoén, vejiga, higado y del tejido linfatico, siendo clasificado el
As inorganico dentro del Grupo | de agentes cancerigenos humanos por la Agencia
Internacional para la Investigacion contra el Cancer (Tokar et al., 2011). Las personas que
ingieren As presentan ademas problemas epidérmicos, como queratosis, cambios en la

pigmentacion de la piel o la enfermedad de Bowen (carcinoma epidérmico) (Kile et al., 2011).

El As organico resulta menos nocivo que el As inorganico, sin embargo se cree que los
humanos pueden metabolizarlo a especies de As mas toxicas, y a dosis elevadas puede
causar lesiones neuronales y dolores estomacales (Schmeisser et al., 2006; Soriano et al.,
2007).

1.2.5. Aplicaciones médicas del arsénico.

A pesar de su demostrada toxicidad, el As también se ha utilizado como agente terapeutico
frente a diversos procesos patologicos durante mas de 2.000 afios. En la época de HipOcrates
el As se us6 para tratar abscesos ulcerados. Posteriormente los médicos han prescrito
preparaciones de As para tratar alteraciones de la piel, tuberculosis, asma y lepra. Durante el
siglo XIX, Thomas Fowler desarrollé un agente terapeultico conocido como la solucién de

Fowler combinando trioxido de arsénico (As,O3) con bicarbonato potasico (Scheindlin, 2005).
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Esta solucion se utilizd durante unos 200 afios como tratamiento contra diferentes
enfermedades como la malaria, la leucemia, la psoriasis y la dermatitis (Kwong & Todd, 1997).
En 1905 se demostr6 que algunos compuestos de As eran eficaces contra la tripanosomiasis o
enfermedad del suefio. Esto llevé a Paul Ehrlich, (quien recibio el Premio Nobel de Fisiologia y
Medicina en 1908) a estudiar las propiedades del As y a sintetizar un compuesto conocido
como Salvarsan o compuesto 606, la arsfenamina, que resultd ser extraordinariamente efectivo
contra la sifilis y otras enfermedades infecciosas producidas por protozoos como la frambesia o
la disenteria amebiana. Hoy el As es considerado obsoleto en su uso como tratamiento contra
la sifilis, habiéndose reemplazado por antibiéticos mas eficaces como la penicilina, pero
todavia se utiliza contra la amebiasis y en estados avanzados de la enfermedad del suefio
(Vahidnia et al., 2007).

El Trisenox® es el farmaco derivado de As mas conocido y se utiliza en el tratamiento
paliativo de la leucema promielocitica aguda; su principio activo es el compuesto As,0;. Desde
1970 varios grupos de investigadores estan analizando el uso de As,O; en la terapia contra el
cancer. Estudios recientes han demostrado que el As provoca la degradacién de una proteina
oncogénica, PML-RARalpha (Promyelocytic Leukaemia Retinoic Acid Receptor Alpha),
causante de la proliferacién de las células APL (Acute Promyelocitic Leukaemia), a pesar de
que el mecanismo por el cual el compuesto As,0O; induce esa modificacion no esta del todo
claro (Zhang et al., 2010).

1.2.6. El arsénico y el estrés oxidativo.

Diversos estudios han demostrado que el As induce la formacion de especies reactivas del
oxigeno o especies ROS (Reactive Oxygen Species) en mamiferos y en levaduras, y disminuye
los niveles de glutation (GSH) reducido en el interior de la célula provocando un estado de
estrés oxidativo (Bernstam & Nriagu, 2000; Flora et al., 2011). En el ser humano, el estrés
oxidativo esta relacionado con diferentes enfermedades como el cancer, la enfermedad de
Parkinson y la enfermedad de Alzheimer, asi como con el envejecimiento. En los dltimos afios
se han encontrado evidencias de una correlacion entre la formacion de especies ROS,
proliferacion de canceres y exposicion a As (Shi et al., 2004).

El estrés oxidativo en una célula es causado por la pérdida del equilibrio redox, es decir por
un desequilibrio entre la producciéon de especies ROS y la capacidad de reparar el dafio
resultante, que causa efectos toxicos en la célula. Las formas mas importantes de especies
ROS son los radicales anion superdxido (O,") y el radical hidroxilo (OH®) y el peréxido de

hidrogeno (H,0,). Las células han desarrollado mecanismos de defensa para mantener el
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equilibrio redox y reparar el estrés oxidativo que se puede generar en su interior ante una
pérdida del equilibrio redox. En condiciones normales, el radical anién O,® generado se
convierte rapidamente a H,O, mediante la accién de la enzima superédxido dismutasa (Sod) y el
H,O, es seguidamente convertido a agua por la proteina catalasa (Kat) o por la glutatién
peroxidasa (Gpx) (Figura 1.4). Alternativamente, en presencia de metales de transicion
reducidos [Fe(Il) o Cr(V)] el H,O, puede reaccionar con el radical anién O,° y generar radicales
OH?* a través de la reaccion de Fenton, los cuales son altamente reactivos y poseen una vida
media muy corta y la habilidad de reaccionar con cualquier molécula que encuentren a su paso
(Liochev & Fridovich, 2002; Kitchin & Wallace, 2008).

Agentes
exogenos

Sod Kat
—> H,0, —> H,0

T~

Reaccion de Fenton

(Fe*2 0 Cr*3) Spx
GSH
H,O
_— GSSH
reductasa
OH

Figura 1.4. Formacion y metabolizacion celular de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Las especies ROS
(marcadas en verde) son generadas normalmente en respuesta a agentes exégenos como el arsénico. La enzima
superoxido dismutasa (Sod) transforma el radical anién O,* en H,0,, y el H,O, es degradado principalmente a H,O por
las enzimas glutation peroxidasa (Gpx) y catalasa (Kat). La enzima Gpx es regenerada a través del glutation (GSH) y la
glutation reductasa. Mediante la reaccién de Fenton el H,O, es capaz de formar radicales OH*. Modificada de Shi et al.,
(2004) y Vaquero-Raya & Molero-Richard (2005).

Las especies ROS causan graves dafios a las macromoléculas en el interior de las células.
El efecto méas importante es el dafio a nivel de ADN, como la rotura de la doble hélice de ADN,
la oxidacién o la mutagénesis, pero también pueden producir peroxidacion lipidica (Shi et al.,
2004; Beyersmann & Hartwig, 2008). En éste Ultimo caso, se produce malondialdehido (MDA),
una especie ROS extremadamente téxica que puede provocar la degradacion de lipidos de la

membrana celular y agregados de ADN-ADN o ADN-proteina debido a la formacién de
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conjugados MDA-guanina (Marnett, 1999; Valko et al., 2006). Las especies ROS también
provocan inhibiciéon de la funcién enzimatica y oxidacién de las proteinas de diversas formas.
Asi, los residuos proteicos arginina, glutamico, histidina, valina, tirosina, cisteina y metionina
son susceptibles de oxidacion por especies ROS, siendo los residuos de cisteina y metionina

los mas vulnerables a la oxidacion (Luo & Levine, 2009).

Analisis protedmicos realizados en la [B-proteobacteria Herminiimonas arsenicoxydans
demuestran que la catalasa (KatA), la superéxido dismutasa (SodB) y las proteinas implicadas
en la sintesis de GSH aumentan su expresion en presencia de As(lll) (Cleiss-Arnold et al.,
2010). Estos resultados indican que el As provoca la formacion de especies ROS, y por tanto,
causa estrés oxidativo en H. arsenicoxydans; las células responden contra ese estrés oxidativo
elevando la expresion de proteinas antioxidantes como SodB o KatA para disminuir las
especies ROS formadas. Los mecanismos por los cuales el As causa la formacién de especies
ROS aun no estan del todo claros pero pueden ser directos o indirectos. Ahmad et al., (2000)
demostraron que especies metiladas de As pueden provocar la liberacion del hierro de la
ferritina mediante la reaccion de Fenton, contribuyendo a la formacién directa del radical OH®.
Otras investigaciones han demostrado que el MMA(lIl) provoca dafios a nivel del ADN por la
formacion de radicales como O,° o OH® o el compuesto H,O, (Kligerman et al., 2010). Las
especies trivalentes As(lll) y MMA(lIl) pueden formar uniones directas con tiorredoxinas y
glutatién reductasas e inactivar de una forma indirecta a las tiorredoxinas y glutarredoxinas en
un estado oxidado (Kitchin & Wallace, 2008). Las tiorredoxinas y glutarredoxinas son el
principal sistema que protege a la célula del estrés oxidativo y su inhibicién provoca un
incremento de las especies ROS en el interior de la misma (Lu et al., 2007).

Recientemente se ha demostrado que el As(lll) puede interaccionar con otra serie de
proteinas como la actina y la tubulina, provocando una inhibicién enzimatica a nivel de la
sintesis de mondémeros de actina y de tubulina (Zhang et al., 2007). Sin embargo, la
inactivacion provocada por el As(lll) a otras enzimas como la piruvato kinasa o la piruvato
deshidrogenasa no es por una union directa del metal con la enzima, sino por la union de las
especies ROS producidas por el As y las proteinas (Samikkannu et al., 2003). Asi, ciertas
proteinas son susceptibles de ser inhibidas por la unién directa de As(lll), y en cambio otras

son oxidadas por una accion indirecta del As(l11).
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1.3. Metabolismo bioenergético microbiano ligado al

arsenico: el arsénico como fuente de energia.

A pesar de su reconocida fama como potente agente téxico, el As es utilizado por algunos
microorganismos en sus reacciones metabolicas como fuente de poder reductor o como fuente
de energia (reacciones bhioenergéticas) sin ser incorporado por los microorganismos. Sin
embargo, lo mas comuin es que el As sea incorporado por los microorganismos y que los
microorganismos desarrollen estrategias para evitar la toxicidad del metaloide (Oremland &
Stolz, 2003).

Las reacciones metabdlicas en las que el As participa en la generacién de energia son
realizadas por microorganismos taxondmicamente diversos y metabdlicamente versatiles, poco
habituales en el mundo microbiano y, en determinadas ocasiones, son reacciones metabdlicas
dificiles de diferenciar. Asi, por ejemplo, existen bacterias y arqueas oxidantes de As(lll) que
oxidan As(lll) a As(V) (Figura 1.5A). Estos microorganismos quimiolitotrofos utilizan oxigeno
(respiracién aerodbica) y en algunos casos nitrato (respiracién anaerébica) como aceptor final de
electrones, generando la energia necesaria para la fijacion de CO, atmosférico (Silver & Phung,
2005a). Existen también microorganismos oxidantes de As(lll) que utilizan el carbono organico
como fuente de carbono (mixotrofo). La oxidacién de As(lll) esta catalizada por una enzima
heterodimérica localizada en la membrana de la célula denominada arsenito oxidasa (Aso/Axo).
El proceso oxidativo de As(lll) habitualmente es considerado como un proceso desintoxicador y
biorremediador, pues transforma el As(lll) presente en las inmediaciones de la membrana
plasmatica de la célula en As(V), especie menos toxica que la anterior y que se puede

inmovilizar facilmente con diferentes adsorbentes (Bhattacharjee & Rosen, 2007).
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Figura 1.5 . Mecanismos microbianos ligados al arsénico. (A) La oxidacion de arsenito [As(lll)] en microorganismos
quimioautotrofos o quimioheterotrofos es realizada por una enzima arsenito oxidasa periplasmatica (Aso/Axo). (B) La
reduccién de arseniato [As(V)] mediante una respiracion desasimilativa del As(V) a través de una arseniato reductasa
periplasméatica (Arr). (C) Desintoxicacion del As(lll) y el As(V) incorporados en la célula a través de GIpF y
transportadores de fosfato (Pst y Pit), respectivamente, por la reduccién citoplasmatica de As(V) a As(lll) mediante la

arseniato reductasa (ArsC) y la expulsion de As(lll) a través de la arsenito permeasa (ArsB).

Otros microorganismos como bacterias (proteobacterias, bacterias Gram-positivas de bajo
contenido en G+C y bacterias termdfilas) y arqueas (crenoarqueas), realizan una respiracion de
As(V) o reduccion desasimilativa del As(V) utilizando el As(V) como aceptor terminal de
electrones (respiracion anaerodbica) (Ahmann et al.,, 1994) (Figura 1.5B). Estos organismos
oxidan diferentes compuestos, ya sean de origen organico (quimiorganotrofos) como el lactato,
acetato, formiato, piruvato, succinato, glucosa o compuestos aromaticos como el benzoato y el
tolueno (Niggemyer et al., 2001), o compuestos inorganicos (quimiolitotrofos) como el
hidrogeno o los sulfuros, provocando la formacion de As(lll) y energia (Silver & Phung, 2005a).
El acoplamiento de la reduccién de As(V) a As(lll) a procesos bioenergéticos impide que el
As(V) se incorpore por lo tanto a la ruta de desintoxicacién. A nivel molecular la enzima que
hace posible el proceso de reduccion es la denominada arseniato reductasa respiratoria (Arr),
una proteina generalmente heterodimérica localizada en la membrana que forma parte de la
cadena respiratoria de transporte de electrones (Figura 1.5B). La reduccion desasimilativa del
As(V) es un proceso frecuente en las zonas superficiales de los acuiferos e influye en la
movilizacion y especiacion del As(V). En colaboracién con las bacterias reductoras de Fe(lll),

los microorganismos que respiran As(V) movilizan y reducen el metaloide desde los minerales

34



Introduccién

(estado sélido), a las fases acuosas (estado en solucion), alterando significativamente la
calidad del agua (Islam et al., 2004).

Al margen de estos dos grupos de microorganismos que utilizan As en su metabolismo con
fines bioenergéticos, algunos microorganismos incorporan As(V) a su interior y posteriormente
lo reducen a As(lll) meramente por supervivencia, desintoxicando un compuesto quimico téxico
(Figura 1.5C). Estos microorganismos usan unos mecanismos moleculares que de forma
concisa se basan en la presencia de una enzima arseniato reductasa citoplasmatica para
reducir el As(V) incorporado en la célula a As(lll), y el As(lll) generado es inmediatamente
expulsado al exterior por arsenito permeasas (Bhattacharjee & Rosen, 2007); este proceso se

detallara en los apartados 1.5.3. y 1.6. de esta Introduccién.
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1.4. Sistemas de entrada de arsénico en las células

Todas las células poseen mecanismos que controlan el nivel de metales esenciales que
existen en su interior, metales como el zinc y cobre, o metaloides téxicos como el arsénico y el
antimonio (Sb) (Finney & O’Halloran, 2003). Estos mecanismos son necesarios porque incluso

los metales esenciales, cuando estan en exceso pueden llegar a ser toxicos para la célula.

El As puede actuar paradégicamente como un elemento tdéxico y cancerigeno asi como un
agente quimioterapéutico para varias enfermedades, para lo cual necesita ser incorporado por
las células. Para comprender y prevenir la toxicidad y carcinogénesis que ejerce el As, y
aumentar su mecanismo de accion en el tratamiento de enfemedades, es importante conocer
los sistemas de entrada de As en las células (Fu et al., 2011), asi como conocer la naturaleza
quimica del metaloide en el entorno extracelular, hecho que condiciona el tipo de

transportadores que utilizan las células para su incorporacion.
1.4.1. Entrada de arseniato en la célula.

El &acido arsénico (HzAsO,) en solucion presenta tres valores de pK, (2,2; 7,0 y 11,5)
similares a los valores de pK, del &cido fosférico (HsPOg; 2,1; 7,2 y 12,7). Esto significa que a
pH fisioldgico y neutro (pH 7) las especies HAsO,” y H,AsO," de arsénico y HPO,* y H,PO,"
de fésforo se mantienen en equilibrio. Debido a la similitud estructural y quimica del arseniato y
el fosfato (Figura 1.6A), el arseniato sustituye al fosfato en muchos procesos de fosforilacién
celular como en la glicdlisis o la fosforilacion oxidativa (Rosen et al., 2011).
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Figura 1.6. (A) Comparacion entre los aniones de fosfato y arseniato. Los angulos y las distancias de unién son
aproximados. Modificada de Rosen et al., (2011). (B) Estructura piramidal que presenta el As(lll) en solucion [As(OH)s].
Las tres uniones As-OH de 1,78 A forman una estructrura similar a la molécula de glicerol. Modificada de Meng et al.,
(2004). (C) La polimerizacion de tres moléculas de As(OH); en solucion forma un anillo que presenta una estructura
similar a una hexosa como la glucosa. Modificado de Liu et al., (2004b).

El ejemplo mas claro de sustitucion del fosfato por el arseniato se veria con la entrada del
arseniato en las células a través de los sistemas de transporte especificos para el fosfato
inorgénico (P;). En Escherichia coli existen al menos dos sistemas de entrada de fosfato: el Pit
(Phosphate Inspecific Transport) y el Pst (Phosphate Specific Transport) (Rosenberg et al.,
1977). Ambos sistemas parecen estar implicados en la entrada de As(V), aunque el sistema Pit
parece ser el sistema predominante (Willsky & Malamy, 1980a; Willsky & Malamy, 1980b).
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El sistema de transporte de fosfato Pit se expresa constitutivamente en E. coli, es de baja
afinidad y depende energéticamente del motivo de fuerza protonica para el transporte de P;. El
P; solamente es transportado a través de este sistema de transporte a alta concentracion de P;
(mas de 20 puM) (Willsky & Malamy, 1980b; Rosenberg et al., 1977). A baja concentracion de P,
se induce el sistema de transporte Pst (Willsky & Malamy, 1980b; Rosenberg et al., 1977). El
sistema Pst es un complejo proteico formado por cuatro proteinas (EcPstA, EcPstB, EcPstC y
EcPiBP), pertenece a la familia de transportadores de tipo ABC (ATP Binding Cassette) y utiliza
como fuente de energia para el transporte la hidrélisis de ATP. En este sistema, la proteina
EcPiBP (P-Binding Protein; codificada por el gen EcpstS) capta el P; libre formado en el
periplasma y lo dirige al canal transmembrana de la membrana citoplasmatica. El canal esta
formado por dos proteinas, EcPstA y EcPstC, con seis y cinco segmentos transmembrana,
respectivamente, y en la regiéon citoplasmatica de estas dos proteinas se une la proteina
EcPstB, en cuya estructura se encuentra un sitio de unién a ATP. La hidrolisis del ATP
proporciona la energia necesaria al sistema para el transporte del fosfato (Rao & Torrani,
1990).

En Bacillus subtilis, a diferencia de lo que ocurre con E. coli, el sistema Pst de transporte de
fosfato no participa en la entrada de arseniato (Qi et al., 1997). Sin embargo, recientes
investigaciones de Aaltonen y Silow (datos no publicados) demuestran que B. subtilis aumenta
Su resistencia a arseniato en presencia de grandes cantidades de fosfato. Puesto que sélo se
han encontrado dos sistemas de entrada de fosfato en B. subtilis, esto ha sugerido que el
arseniato entra por el sistema de transporte Pit. En C. glutamicum, como ocurre en otros
microorganismos, el arseniato también entra a través de los sistemas de transporte de fosfato;
sin embargo no se conoce el grado de implicacion de los sistemas Pit y Pst en el transporte del
metaloide (Feo et al., 2007).

En organismos eucariotas, el arseniato se incorpora tambien a través de los sistemas de
transporte de fosfato. En Saccharomyces cerevisiae los transportadores ScCPHO84, ScCPHO86 y
ScPHO87 estan implicados tanto en la incorporacién de fosfato como de arseniato (Bun-Ya et
al.,, 1992; Bun-ya et al., 1996). En la planta Arabidopsis thaliana, la interrupciéon del gen que
codifica para el transportador de fosfato AtPHT1;1 confirié resistencia a arseniato y redujo la
entrada de arseniato y de fosfato en las células (Catarecha et al., 2007; Huang et al., 2007). En
diferentes mamiferos, los cotransportadores intestinales Na'/P; de tipo Ilb participan en la
entrada de As(V) cuando se expresan en oocitos de Xenopus laevis (Villa-Bellosta & Sorribas,
2008; Villa-Bellosta & Sorribas, 2009; Villa-Bellosta & Sorribas, 2010). Recientemente se ha

identificado que la aguaglicerolporina hAQP9 de humanos participa en el transporte de As
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pentavalente metilado, como MMA(V) y DMA(V), las dos formas mayoritarias de As excretadas
en la orina de mamiferos (McDermott et al., 2010). Un homdlogo de hAQP9 en Oryza sativa
(arroz), OsLsil, también participa en el transporte de MMA(V) y DMA(V) (Li et al., 2009).

1.4.2. Entrada de arsenito en la célula.

En forma solida el arsénico trivalente se encuentra como trioxido de arsénico (As,03). En
solucién a pH neutro, el As,O3 se encuentra totalmente protonado y sin carga debido a que
posee un pK, de 9,2 por lo que se presenta como una molécula polihidroxilada [As(OH)s]. Los
andlisis de espectroscopia de rayos-X han corroborado que el As(lll) a pH neutro se encuentra
ligado a tres atomos de oxigeno, presentando una estructura que de alguna manera mimetiza
al glicerol (Ramirez-Solis et al., 2004) (Figura 1.6B). A partir de la estructura cristalina del
compuesto hexaoxido de arsénico, As;Os, se extrapol6 que el As polihidroxilado en solucién
puede encontrarse también como una estructura similar a una hexosa (Maxwell et al., 1937; Liu
et al., 2004b) (Figura 1.6C). Como consecuencia de la diversidad estructural del As(lll) en
solucién, hasta la fecha han sido identificados en las células dos sistemas de entrada de As(lIl):
aguaglicerolporinas y permeasas de hexosas. Ademas, debido a las similitudes estructurales,
termodinamicas y electrostaticas entre el As(lll) y el antimonito [Sb(ll)], el Sb(lll) presenta en
solucion una conformacion neutra similar a la del As(lll) en forma de Sb(OH); (pK, 11,8), lo que
indica que podria utilizar el mismo mecanismo de transporte que el As(lll) (Porquet & Filella,
2007).

En E. coli, el transportador de glicerol EcGIpF (Heller et al., 1980), fue el primer sistema
identificado de entrada de As(lll) y de Sb(lll) (Sanders et al., 1997; Meng et al., 2004). La
proteina EcGIpF es un miembro de la superfamilia MIP (Mayor Intrinsic Protein) de
aguaporinas, la cual tiene dos grandes ramas: (i) las aguaporinas, como la enzima hAQP1 de
humanos, que son proteinas con canales de pequefio tamafio que transportan principalmente
agua (Agre et al., 2002) y (ii) las aguaglicerolporinas, como EcGIpF, proteinas con poros de
diametro suficientemente grande como para permitir el paso de moléculas sin carga como el
glicerol o la urea (Borgnia et al., 1999). Los dos grupos de aguaporinas se encuentran en una

gran cantidad de organismos.

En eucariotas, las aguaglicerolporinas también participan en la entrada de As(lIl) y Sb(lll).
Asi, en S. cerevisiae, la proteina ScFpslp, un homdlogo de EcGIpF en levaduras, participa en
la entrada de As(lll) y Sb(lll) (Wysocki et al., 2001; Liu et al., 2002). Recientemente se ha

demostrado que la fosforilacion de Fpslp por la kinasa MAPK (Mitogen-Activated Protein
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Kinase) regula su actividad (Thorsen et al., 2006). En humanos se han identificado 13
aguaporinas, de las cuales cuatro pertenecen al grupo de las aguaglicerolporinas (Liu et al.,
2004a): hAQP3, hAQP7, hAQP9 y hAQP10. La proteina hAQP9 se expresa
predominantemente en los hepatocitos del higado, y es el principal mecanismo de entrada de
As(IIl) y Sb(lll) en ese 6rgano, seguida de hAQP7 (Liu et al., 2002). Sin embargo poco o nulo
transporte ha sido observado adscrito a hAQP3 y hAQP10.

El protozoo patégeno de humanos Leishmania major, también incorpora As(lll) y Sb(lll) a
través de una aguaglicerolporina, LmAQP1 (Gourbal et al.,, 2004). Esto es importante
clinicamente porque en el tratamiento contra la leishmaniasis se usa Pentostam
(estibogluconato de sodio) o Glucantime (antimoniato de meglumina), agentes
guimiterapeuticos que contienen como principio activo antimoniato [Sb(V)]. El mecanismo de
accion de los compuestos antimoniales pentavalentes es poco conocido pero se cree que el
Sb(V) se reduce a Sb(lll) en el interior del macréfago, donde reside Leishmania, y el Sb(lll)
formado entra en el parasito a través de la aguaglicerolporina LmAQP1 (Mukhopadhyay et al.,
2011).

En plantas también se han identificado proteinas de la superfamilia MIP (Mayor Intrinsic
Protein) la cual se divide en cuatro subfamilias de las cuales la subfamilia NIP (Nodulin 26-like
Intrisic Proteins) es la equivalente a las aguaglicerolporinas. Recientemente se ha demostrado
gue ciertas isoformas de proteinas NIPs de A. thaliana y O. sativa, como AtNIP7;1 y OsNIP2;1
son capaces de transportar As(lll) cuando se expresan en una cepa de levaduras carente de la

proteina ScFpslp (Bienert et al., 2008).

El segundo sistema de entrada de As(lll) es a través de las permeasas de hexosas, las
cuales pertenecen a la superfamilia MFS (Mayor Facilitator Superfamily). En S. cerevisiae se
han identificado 18 genes que codifican para permeasas de hexosas (Schxtlp-Schtx17p y
Scgal2p), de las cuales las proteinas ScHxt7p y ScHxt9p (especificas del transporte de
glucosa) fueron las mayores responsables del transporte de As(OH)s. La interrupcién del gen
gue codifica para la aguaglicerolporina ScFpslp en S. cerevisiae en ausencia de glucosa
redujo solo el 25% de la entrada de As(lll), atribuyendo el resto principalmente a la permeasas
de hexosas ScHxt7p y ScHxt9p (Liu et al., 2004b). En mamiferos la proteina GLUT1, homéloga
de las permeasas de hexosas de levaduras, también participa en los procesos de entrada de
As(OH); (Liu et al., 2006b). Liu et al., (2006a) demostraron que la proteina hAQP9 de humanos
también tiene como sustrato compuestos trivalentes organicos de arsénico como MMA(III).

Ademas se ha demostrado que la proteina hGLUT1 de humanos podria ser el sistema mas
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importante de entrada de compuestos arsenicales metilados en los eritrocitos y células
epiteliales de la barrera hematoencefalica (Liu et al., 2006b); sin embargo el mecanismo de
translocacion utilizado por los compuestos arsenicales metilados a través de la enzima

hGLUT1 es diferente al que realiza la glucosa (Jiang et al., 2010).

1.5. Mecanismos de resistencia a arsénico en
microorganismos.

Préacticamente todos los microorganismos han desarrollado mecanismos de resistencia a
metales toxicos como Ag®, AsO,” AsO,>, Cd**, Co®*, CrO,*, Cu®, Hg**, Ni**, Pb**, TeOs™, TI' y
zn** (Silver & Phung, 2005b). La mayoria de estos sistemas de resistencia consisten en una
entrada del téxico al interior de la célula y la posterior expulsion al exterior de la célula a través

de proteinas transportadoras que requieren gasto energeético.

Los mecanismos de resistencia al metaloide As han surgido a lo largo de la evolucion para
minimizar la toxicidad del As causada por su entrada en las células. A grandes rasgos se
diferencian tres estrategias: (i) metilacion del As incorporado en la célula; (i) quelaciéon o
secuestro del As en compartimentos u organulos intracelulares; (iii) transformacion del As(V) y
expulsién del As(lll) generado al exterior de la célula, haciendo uso de los operones ars de
resistencia a As. A continuacion se describen los tres mecanismos que intervienen en la
resistencia a As; en cualquiera de los tres casos la consecuencia inmediata es que la

concentracion intracelular de As disminuye drasticamente (Rosen, 1999).
1.5.1. Metilacion de arsénico.

A pesar de que la capacidad de metilar As estd ampliamente distribuida en bacterias,
arqueas, hongos, plantas y animales (Bentley & Chasteen, 2002), se sabe poco acerca del
proceso de sintesis de compuestos organoarsenicales y de las enzimas implicadas. Sin
embargo, la metilacion microbiana de As inorganico ha sido reconocida desde hace mas de
150 afios cuando dos médicos ingleses observaron sintomas de intoxicaciéon por As en su
propio organismo (Silver & Phung, 2005b). El origen de este As era el arsenito clprico usado
como conservante en la elaboracion del papel pintado que cubria las paredes de sus
despachos, el cual se transformaba en compuestos volatiles con olor a ajo debido a la accién

de un hongo (Scopulariopsis brevicaulis); este gas se denominé “gas gosio” en honor a su
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descubridor Bartolomeo Gosio. En 1945 Frederick Challenger demostré que el “gas gosio” era
TMA(II) (Scheindlin, 2005), y propuso una ruta en la cual el As(V) o As(lll) podia convertirse a
TMA(IN) (Figura 1.7A).

A (l)H CH, (le3 CH,4
_ + _ + _ + _ +
O’IAS\OH O"lAS\OH O’AS\OH O’IAS\CHs
OH OH CH;, CH;,
As(V) MMA(V) DMA(V) TMA(V)
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As(lll) MMA(II) DMA(II) TMA(I)
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4 e

0 "

. e
H \O/IAS\RI _— -O’lAS\Rl + S<C
R, R,

Figura 1.7. (A) Cascada de metilacion del arseniato inorganico [As(V)] a trimetilarsina [TMA(IIl)]. Las especies
arsenicales de la linea de arriba corresponden a intermediarios pentavalentes y las de la linea de abajo a
intermediarios trivalentes. Las flechas rojas (verticales) indican las reacciones de reduccién y las fechas verdes
(oblicuas) indican los pasos de metilacion. (B) Explicacion detallada de las reacciones de metilacién (fechas verdes).
Las reacciones de metilacion llevan consigo también una reaccién de oxidacion. Los compuestos trivalentes se metilan
por la adiciéon de un grupo metilo (-CHs) de una molécula de SAM [S-adenosil-metionina; abreviada como CHz-S*-(C)]
produciendo la liberacién de una molécula de S-adenosil-homocisteina [abreviada como S-(C);] y un compuesto
pentavalente metilado. Figura modificada de Bentley & Chasteen, (2002).

La metilacion de As se inicia a partir de As(V) con una reaccién de reduccion. La metilacién
sigue con un proceso de oxidaciéon de un compuesto en estado redox +3 a un producto en
estado redox +5 junto con la unién de un grupo metilo (-CHs3) del compuesto S-adenosil-
metionina (SAM) (Qin et al., 2006) (Figura 1.7B). La reaccion continla con otra reaccion de
reduccion en la que un compuesto pentavalente metilado se reduce a un compuesto trivalente
metilado, que constituye el sustrato de la préxima metilaciéon. Una cuestién importante que

todavia permanece sin respuesta es como se produce esa reaccion de reduccion. Aunque se
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cree que una tiorredoxina actlia en esa reduccién de un modo analogo a como reacciona con
las reductasas de arsénico (ver apartado 1.6.2.1. de esta Introduccién) (Thomas et al., 2004),
otros autores sostienen que la molécula realmente implicada en el proceso es el glutation
(Waters et al., 2004; Hayakawa et al., 2005).

Muchos mamiferos, incluyendo humanos y ratas, metilan el As inorganico en el higado. La
identificacién de especies de As en la orina de humanos revela que entre el 10 y el 15% del As
total excretado corresponde a As inorganico y MMA(V), y el 60-80% corresponde a DMA(V). No
obstante, también se han detectado cantidades traza de MMA(II) y DMA(Il) (Meza et al.,
2004). La metilacion hepdética esta catalizada por la enzima As3MT, enzima con actividad
As(ll)-S-adenosilmetiltransferasa, descrita en ratas y en humanos (Wood et al., 2006; Li et al.,
2005). En los roedores la actividad de la As3MT tiene localizacién multiorganica, pero en
humanos se limita a higado, rifiones y cerebro (Zakharyan & Aposhian, 1999). Se han realizado
mutaciones en las catorce cisteinas conservadas de la proteina hAs3MT de humanos y se

determind que la cisteina 72 es necesaria para la metilacion de As (Song et al., 2011).

Las bacterias, hongos y arqueas son también conocidos por producir compuestos
arsenicales volatiles extremadamente téxicos y sintetizados por proteinas homoélogas a As3MT,
denominadas genéricamente como ArsM, y codificados por los genes arsM (Bhattacharjee &
Rosen, 2007). Los genes arsM pueden formar parte de operones ars de resistencia a As, lo
que indica que ArsM podria participar en la resistencial al metaloide. Recientemente dos
proteinas ArsM han sido caracterizadas; el gen arsM de la bacteria Rhodopseudomonas
palustris fue expresado heterélogamente en una cepa hipersensible de E. coli (carente del
operon ars) confiriéndole resistencia a As(lll) y detectandose especies metiladas pentavalentes
como DMA(V), TMA(V) y trivalentes como TMA(II) (Qin et al., 2006). Dos genes arsM,
denominados arsM7 y arsM8, del alga extremofila Cyanidioschyzon sp., aislada de varios
ambientes geotermales del Parque Nacional de Yellowstone (EE.UU.), demostraron conferir
resistencia a As(lll) en la misma cepa hipersensible de E. coli y transformar in vitro As(lll) a
MMAC(II), DMA(V), TMA(V) y TMA(Il) a una temperatura de 60-70°C (Qin et al., 2009).
Recientemente el gen arsM de Cyanidioschyzon sp., 5508 ha sido purificado y cristalizado
(Marapakala et al., 2010).

Puesto que el grado de toxicidad in vivo de las diferentes especies de As de mayor a menor
toxicidad es el siguiente: TMA(III) = DMA(II) = MMA(II) > As(lll) > As(V) > DMA(V) = MMA(V)
= TMA(V) (Akter et al., 2005), la metilacion de As(lll) a DMA(V), MMA(V) o TMA(V) puede ser

considerada un proceso destoxicante de As. Por otro lado, la metilacién de As(lll) a MMAC(III),
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DMA(II1) o TMA(III) podria ser considerado como un proceso perjudicial ya que estas especies
son mas toéxicas que el As(lll). Sin embargo, la especie MMA(IIl) no se acumula en las células
que expresan el gen arsM, por ser un intermediario del proceso de formacién de las especies
DMA(II) y TMA(II), y las formas DMA(III) y TMA(IIl) tampoco se acumulan en las células que
expresan ArsM ya que son de naturaleza volatil (Qin et al., 2009). Esto pone de manifiesto que
la metilacion del As constituye un proceso de desintoxicacion del metaloide por obtencién de
especies arsenicales solubles, metiladas y volatiles, y tiene un importante papel en el ciclo

global del As en la naturaleza (Qin et al., 2009).

Recientemente algunas investigaciones han permitido conocer que existe una
transformacion bidireccional de especies inorganicas de As a especies metiladas. El MMA(V),
usado como herbicida, es desmetilado a compuestos arsenicales mas téxicos como el As(lll)
mediante un paso intermedio de reduccidon del compuesto MMA(V) a la especie metilada
MMA(IIl). Este proceso se ha identificado en microorganismos de los géneros Burkholderia y
Streptomyces pero el mecanismo por el cual se produce esta desmetilacién actualmente se

desconoce (Yoshinaga et al., 2011).

1.5.2. Quelacién o secuestro del arsénico en compar  timentos

u organulos intracelulares.

Un mecanismo general y recurrente para la desintoxicacion de metales pesados en los
organismos es la quelacion de dicho metal con un ligando, y en algunas ocasiones, la
compartimentacion del complejo metal-ligando en organulos intracelulares. La naturaleza de
estos ligandos es muy variada, abarcando desde &cidos organicos como el citrato y el malato,
determinantes en la resistencia a aluminio, hasta proteinas como pequefos péptidos ricos en

cisteinas como las fitoquelatinas, metaloquelatinas o incluso el glutation (Rauser et al., 1999).
1.5.2.1. Proteinas con capacidad quelante de arséni  co: fitoquelatinas

Las fitoquelatinas (PCs) son péptidos formados por residuos de glutamico, cisteina y glicina,
unidos por un enlace tipo y-carboxilamida (Figura 1.8A). Debido a su alto contenido en
cisteinas tienen la capacidad de unir iones metdlicos de cadmio, cobre, zinc, mercurio y
arsénico, lo que permite entre otras cosas mantener la homeostasis intracelular del metal
(Cobbett & Goldsbrough, 2002; Thumann et al., 1991) y participar en un proceso de

desintoxicacion de los mismos (Hirata et al., 2005). Ciertos estudios en el alga verde marina

44



Introduccién

Dunaliella tertiolecta ATCC 30929, han demostrado que las PCs también tienen un importante

papel en la proteccion contra el estrés oxidativo causado por especies ROS (Tsuiji et al., 2005).
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Figura 1.8. (A) Estructura primaria de las fitoquelatinas (PCs). La estructura de las PCs es generalmente indicada
como (y-Glu-Cys),-Gly, donde n esta entre 2 y 11 unidades. (B) Complejos inertes PC-Cd. Metales pesados como el
cadmio se pueden unir coordinadamente a uno, dos, tres o mas grupos sulfhidrilo de una o varias PCs, formando

complejos inertes. Modificada de Hirata et al., (2005).

Las PCs han sido identificadas en muchas especies de plantas, siendo la mas estudiada la
PC de A. thaliana (Ha et al., 1999), pero también se han descrito en algunos hongos como
Schizosaccharomyces pombe, en el nematodo Caenorhabditis elegans (Vatamaniuk et al.,
2005) y en la cianobacteria Nostoc sp. PCC7120 (Tsuiji et al., 2004).

La sintesis de las PCs se induce por la presencia de compuestos tdxicos como metales
pesados. La enzima y-glutamilcisteina dipeptidil transferasa o fitoquelatina sintasa (PCS)
realiza la conversion enzimatica del glutation en el polimero (y-Glu-Cys-),-Gly donde n esta
entre 2 y 11 unidades (Vatamaniuk et al., 2004). La reaccion enzimatica consiste en la
transferencia de un grupo y-Glu-Cys del glutation a otra molécula de glutation o al extremo de
una PC ya sintetizada (Kang et al., 2007). La unién coordinada de metales a varios grupos
sulfhidrilo de una o varias PCs permite formar estructuras de PC-metal que constituyen
complejos inertes (Cruz et al., 2005) (Figura 1.8B). Sin embargo la sintesis de PCs no esta
restringida a la presencia de una actividad PCS. La levadura S. cerevisiae sintetiza PCs
cuando se expone ante metales pesados (Kneer et al., 1992), aunque su genoma no presenta
genes homologos a los genes que codifican para las fitoquelatina sintasas. Recientes estudios
realizados en levaduras muestran que las proteinas carboxipeptidasa-Y (CPY) vy
carboxipeptidasa-C (CPC) parecen ser responsables de la sintesis de PCs en S. cerevisiae
(Wiinschmann et al., 2007).
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El As(lll) y el As(V) desencadenan la formacion de PCs en plantas (Grill et al., 1987; Maitani
et al., 1996), debido a la induccion de la expresion del gen que codifica para la PCS. Desde
hace una década, se conoce que las PCs tienen una elevada capacidad de unién a As(lll)
(Schmaoger et al., 2000), lo que conlleva a que las PCs sean consideradas candidatos naturales
con fines biorremediadores de As. En afios recientes, la biorremediacion ha sido sugerida
como una estrategia beneficiosa y efectiva para la eliminacién de As (Tsai et al., 2009).
Microorganismos como E. coli o S. cerevisiae modificados geneticamente con capacidad de
producir péptidos de union a metales, como las PCs de A. thaliana, S. pombe o Nicotiana
tabacum, han sido utilizados para este propdsito con diferentes grados de éxito (Sauge-Merle
et al., 2003; Singh et al., 2008a; Singh et al., 2010). Recientemente se ha realizado la
expresion del gen que codifica para la PCS de S. pombe en una cepa de E. coli carente de la
bomba de salida de As(ll). En ese mutante también se sobreexpres6é la enzima y-
glutamilcisteina sintetasa (Gshl) de E. coli y el transportador de As(lll) EcGIpF (Sanders et al.,
1997). La cepa resultante es capaz de acumular 16,8 pumol de As por gramo de peso seco, 80

veces mas la cantidad de As que la cepa sin PCs (Singh et al., 2010).
1.5.2.2. Proteinas con capacidad quelante de arséni  co: metalotioneinas.

Las metalotioneinas (MTs) son polipéptidos intracelulares de bajo peso molecular (3,5-14
kDa), con un gran ndimero de residuos con grupos tiol (30%), sin aminoacidos aromaticos en su
secuencia y que proceden de sintesis no ribosomal. La primera MT se aisl6 de rifion de caballo
(Thirumoorthy et al., 2007), pero muchos otros péptidos no proteindégenos con caracteristicas
similares han sido aislados a lo largo de toda la escala filogenética. Este conjunto de
polipéptidos constituye la amplia superfamilia de las metalotioneinas que, basandose en
homologias de secuencias y criterios filogenéticos, se ha subdividido en varias familias,

subfamilias y otras categorias inferiores (Sutherland & Stillmann, 2011).

Las MTs se encuentran principalmente en invertebrados (Drosophila melanogaster, C.
elegans), vertebrados (humanos) y hongos como Neurospora crassa (Kumar et al., 2005). Sin
embargo, se han identicado también MTs en procariotas como Mycobacterium tuberculosis con
capacidad de union a seis iones de Cu(l) (Gold et al., 2008) o Synechococcus (Turner et al.,
1995) y en algas marinas como Fucus vesiculosus. Las MTs presentan una gran variedad de
funciones como la metalorregulacién de procesos (crecimiento y divisién celular), antioxidantes
celulares, reguladores de la homeostasis de metales pesados, desintoxicacion de metales
pesados y xenobidticos y proteccion de la célula frente a la toxicidad asociada a los metales

pesados (Karin, 1985). No obstante, la principal funcién de las MTs es la elevada afinidad y
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capacidad de quelacién de iones metédlicos como cadmio, mercurio, platino o arsénico (Kagi,

1991), debido a su alto contenido en residuos de cisteina.

Las MTs presentan un papel importante en la atenuacién de efectos toxicos de compuestos
arsenicales. Una prueba tacita de ello es la induccién de los genes que las codifican en ratones
y ratas en presencia de arsenoderivados (Albores et al., 1992; Kreppel et al., 1993; Liu et al.,
2001). Se han descrito también casos de uniéon de As a MTs en el alga F. vesiculosus
(Merrifield et al.,, 2004). Estos resultados abren la posibilidad de disefiar absorbentes
especificos de As mediante estrategias genéticas como la expresioén intracelular de proteinas
guelantes de tipo MTs. Asi, la expresién de la MT de F. vesiculosus en E. coli constituye una

solucién econémica para la eliminacién de As(lll) de las aguas residuales (Singh et al., 2008b).
1.5.3. Operones ars de resistencia a arsenico.

Los genes de resistencia a As estan generalmente organizados en operones, los operones
ars, y constituyen la estrategia mas ubicua, importante y estudiada de resistencia a As de las
células (Oremland & Stolz, 2003; Paez-Espino et al., 2009). Mediante este mecanismo de

resistencia a As las formas inorganicas de As se liberan al exterior de la célula.

Los operones ars pueden encontrarse en el cromosoma o en plasmidos de bacterias Gram-
positivas o Gram-negativas (Paez-Espino et al., 2009). Generalmente, los operones ars se
encuentran en microorganismos con genomas de entre 1.000 y 2.000 genes, debido a que la
resistencia a As se desarrollé en fases tempranas al origen de la vida y en organismos
unicelulares (Mukhopadhyay et al., 2002a). Los operones ars mas comunes estan constituidos
por tres (arsRBC) o cinco genes (arsRDABC) que generalmente conforman una unidad

transcripcional (Silver & Phung, 2005b).

El sistema de tres genes esta compuesto por un represor transcripcional de As (ArsR), que
controla la expresion de los genes arsB y arsC; el gen arsB/acr3 que codifica para una arsenito
permeasa, y su funcién es expulsar As(lll) al exterior de las células; y el gen arsC que codifica
para una arseniato reductasa, que cataliza la reduccion de As(V) a As(lll) (Rosen, 2002a)
(Figura 1.9A). Los operones ars de tres componentes se han localizado en los cromosomas
bacterianos de E. coli (Carlin et al., 1995) Pseudomonas aeruginosa (Cai et al., 1998),
Pseudomonas fluorescens MSP3 (Prithivirajsingh et al., 2001), en Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 (Azevedo et al., 2008) y en los plasmidos pl258 y pSX267 del género
Staphylococcus (Ji & Silver, 1992; Rosenstein et al., 1992).
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Alternativamente algunos operones ars como los codificados en los plasmidos R773 y R46
de E. coli (Chen et al., 1986) y en el plasmido pKW301 de Acidiphilium multivorum (Suzuki et
al., 1998) tienen cinco genes (Figura 1.9B). Estos operones ademas de los tres genes ya
indicados, contienen dos genes adicionales que codifican para los productos ArsD y ArsA. La
proteina ArsD ha sido considerada como una proteina acompafiante de As que facilita la
accesibilidad del As(lll) a ArsA. La proteina ArsA es una ATPasa intracelular que forma un
complejo proteico con la proteina ArsB. La funcién de ArsA es la de suministrar la energia
necesaria a la proteina de membrana ArsB para la expulsién de As(lll) acoplandola a la
hidrélisis del ATP (Rosen, 2002b).
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Figura 1.9. Representacion esquematica de los genes implicados en la resistencia a arsénico organizados en los

resistencia a arsénico en el genoma de microorganismos.

operones ars (ver texto del apartado 1.5.3. de esta Introduccion para mas detalle). (A) Operones de resistencia a
arsénico de tres componentes. (B) Operones de resistencia a arséncio de cinco componentes. (C) Operones de

resistencia a arsénico con menos de tres componentes o con genes adicionales. (D) Presencia de varios operones de
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Ademas de la tipologia de los operones ars de tres y cinco elementos indicados, se han
encontrado operones de composicion génica diversa, con variabilidad tanto en el nGmero de
genes, como en la funcién y organizacion de los mismos (Paez-Espino et al., 2009) (Figura
1.9C). Un operén ars con tan solo dos componentes, arsR y arsB, ha sido identificado en la
arquea Ferroplasma acidarmanus (Baker-Austin et al., 2007). Otros operones ars presentan
genes adicionales que codifican para proteinas diferentes a las cinco anteriormente analizadas
o presentan duplicaciones de alguno de los genes anteriores, presentando una estructura de
cuatro o mas componentes (Figura 1.9C). Este tipo de operones ars se presentan en B. subtilis
(Sato & Kobayashi, 1998), Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 33020 (Butcher & Rawlings,
2002), Synechocystis sp. PCC 6803 (Lopez-Maury et al., 2003), Desulfovibrio desulfuricans
G20 (Li & Krumholz, 2007), Microbacterium sp. A33 (Achour-Rokbani et al.,, 2010),
Sinorhizobium meliloti (Yang et al., 2005), Campylobacter jejuni (Wang et al., 2009) y en los
plasmidos pHZ227 de Streptomyces sp. (Wang et al., 2006) y pBD2 de Rhodococcus
erythropolis (Silver & Phung, 2005b). Igualmente se ha descrito la presencia de varios
operones ars en el cromosoma de microorganismos como Pseudomonas putida KT2440
(Canovas et al., 2003), C. glutamicum ATCC 13032 (Ordéfiez et al., 2005), Ochrobactrum tritici
SClI24 (Branco et al., 2008), Alkaliphilus metalliredigens QYMF (Fu et al., 2010), Leptospirillum
ferriphilum (Li et al., 2010) y Herminiimonas arsenicoxydans (Muller et al., 2007) (Figura 1.9D).

Entre los genes adicionales integrantes de operones ars en diferentes microorganismos
encontramos el gen arsH que codifica para la proteina ArsH, el gen para la aguaglicerolporina
AqgpS descrita en el operén ars de S. meliloti (Yang et al., 2005), los genes arsO y arsT,
identificados en el plasmido lineal pHZ227 de Streptomyces sp. FR-008 (Wang et al., 2006) y el

gen arsN.

Algunos de los genes alternativos de los operones ars codifican para proteinas que
presentan un papel claro en la resistencia a As, pero en otros casos no es posible determinar
con certeza el papel que juegan esos genes en la desintoxicaciéon de As. Asi, la proteina ArsH,
en base a estudios de homologia de secuencias y a la conservacion de dominios consenso, se
ha catalogado como perteneciente a la familia de las proteinas FMN (Elavin MonoNucle6tido)
reductasas dependientes de NADPH. La proteina ArsH ha sido localizada en un amplio grupo
de organismos: bacterias Gram-negativas como Yersinia enterocolitica (Neyt et al., 1997), A.
ferrooxidans (Butcher et al., 2000) y P. putida (Canovas et al., 2003); en cianobaterias como
Synechocystis sp. (Lépez-Maury et al., 2003); en S. meliloti (Yang et al., 2005) e incluso en
arqueas, hongos, plantas y en el erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus, aunque no hay

evidencias de su presencia en bacterias Gram-positivas (Paez-Espino et al., 2009). La funcion
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de ArsH en el contexto de la ruta de desintoxicacion de As se puede catalogar como
desconocida, y su importancia en la desintoxicacion del metaloide es ambigua. El producto del
gen arsH en Y. enterocolitica confiere resistencia a As(lll) y As(V); la delecion del gen arsH del
plasmido IncHI2 provoca la pérdida de la resistencia a As (Ryan & Colleran, 2002) y en S.
meliloti ArsH podria estar implicada en la resistencia a As(lll) y a Sb(lll). Sin embargo en A.
ferrooxidans y en Synechocystis sp., la proteina ArsH parece no requerirse para la resistencia a
As, ya que no se han observado cambios fenotipicos en los mutantes; en otros muchos
microorganismos como P. putida aun no se ha analizado el fenotipo. Recientemente dos
grupos de investigadores han cristalizado la proteina ArsH de dos especies diferentes, Shigella
flexneri (Vorontsov et al., 2007) y S. meliloti (Ye et al., 2007), y es de esperar que estudios

posteriores permitiran desvelar el mecanismo de reaccién de la proteina ArsH.

La aguaglicerolporina AgpS de S. meliloti (SmAQpPS) es una proteina de membrana de 233
aminoacidos que pertenece a la superfamilia de las aguaporinas (King et al.,, 2004). Su
secuencia aminoacidica tiene una estrecha homologia con la proteina EcGIpF de E. coli,
ScFpslp de S. cerevisiae, y hAQP9 de humanos. El operén ars de S. meliloti esta formado por
los genes, arsR, agpS, arsC y arsH; carece del gen arsB el cual ha sido sustituido por el gen
agpS (Figura 1.9C). Esta combinacién de genes agpS y arsC ha sido también descrita en otros
organismos como Mesorhizobium loti, Caulobacter crescentus y Ralstonia solanacearum (Yang
et al.,, 2005). Diferentes interrupciones génicas y andlisis de transporte de As in vivo han
demostrado que la aguaglicerolporina SmAQpS participa en la salida de As(lll) generado de la
reduccion del As(V) incorporado mediante la arseniato reductasa SmArsC. Asi los genes aqpS-
arsC constituirian un sistema de desintoxicacion de As cuando S. meliloti se encuentra

expuesto a As(V) y a bajas concentraciones de As(lll) (Yang et al., 2005).

El gen arsT hasta la fecha solo se ha identificado en el plasmido pHZ227 de Streptomyces
sp. FR-008 (Wang et al., 2006), en Microbacterium sp. A33 vy en el plasmido pBD2 de R.
erythropolis (Achour-Rokbani et al., 2010). En Streptomyces el gen arsT codifica para una
tiorredoxina reductasa y se cotranscribe con el gen arsC que se encuentra aguas arriba de
arsT (Figura 1.9C). La proteina ArsT de Streptomyces sp. es esencial para la resistencia a
As(V) pero no para As(lll), lo que podria hacer pensar que ArsT colabora con la proteina ArsC,
esta Ultima perteneciente a la familia de las arseniato reductasas dependientes de
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (Wang et al., 2006). Otro gen que también podemos
encontrar en los operones ars es el gen arsO. El gen arsO se ha identificado en el plasmido
pHZ227 de Streptomyces sp. FR-008 y en C. glutamicum ATCC 13032. En Streptomyces el

gen arsO se expresa en un transcrito de sentido contrario junto con los genes arsR, acr3 y
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arsO del operon ars (Figura 1.9C); en C. glutamicum el gen arsO también se transcribe con
arsR (Figura 1.9C). La proteina ArsO tiene homologia con las reductasas de unién a flavinas
(FAD), por lo que podria tener una funcién similar a ArsH. Estudios in vivo en Streptomyces sp.
parecen indicar que ArsO no es esencial para la resistencia a As de este microorganismo
(Wang et al., 2006).

Otro de los genes adicionales que podemos encontrar en los operones ars es el gen arsN
que codifica para la proteina ArsN y se ha encontrado asociado a genes de resistencia a As de
operones ars, como al gen arsC de Methylibium petroleiphilum y a arsD en Burkholderia
vietnamiensis G4 (Chauhan et al., 2009). La proteina ArsN es homdéloga a las acetil-
transferasas y fue identificada en microorganismos aislados de fangos de una planta de
tratamiento residual utilizando una libreria metagenémica (Chauhan et al., 2009). Diferentes
andlisis in vivo han confirmado la participacion de ArsN en la resistencia a As(V),

incrementando hasta seis veces la resistencia al metaloide en la cepa silvestre E. coli W3110.

En el siguiente apartado se describira el mecanismo de accidon de los operones de

resistenca a arsénico en base a sus componentes.
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1.6. Mecanismo de accion de los operones  ars.

1.6.1. Regulacion transcripcional de los operones ars.

La expresion de los genes de resistencia a As de los operones ars en microorganismos
suele estar sujeta a una regulacion transcripcional por el propio As y por proteinas
metalorreguladoras. Las proteinas metalorreguladoras que controlan la respuesta
transcripcional pertenecen a la familia ArsR/SmtB cuyo nimero de miembros ha ido creciendo
hasta dos centenares, con homélogos en bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y arqueas.
La familia ArsR/SmtB incluye proteinas que responden a As(II)/Sh(Ill) como el regulador ArsR
(Wu & Rosen, 1991), a Zn(ll) como los reguladores SmtB y ZiaR (Morby et al.,, 1993), a
Pb(I/Cd(11)/zn(ll) como CadC (Endo & Silver, 1995), a Cd(Il)/Pb(ll) como CmtR (Cavet et al.,
2003) y a Co(IN/Ni(Il) como NmtR (Cavet et al., 2002).

Los metalorreguladores ArsR, SmtB y CadC, y por extrapolacién todos los miembros de la
familia ArsR/SmtB, son homodimeros que reprimen transcripcionalmente la expresion de los
genes de los operones ars por unién del metalorregulador al ADN en ausencia del inductor
(metal/metaloide). En presencia del inductor, el metalorregulador sufre un cambio
conformacional que provoca la disociacién del metalorregulador del ADN y la expresion de los
genes presentes en el operéon ars. Estos reguladores tienen en comun dos zonas de
dimerizacion y una regién HTH (Helix Turn Helix) de union al ADN o centro activo al final de
cada unidad del homodimero, cuyo origen podria tener un ancestro comun (Qin et al., 2007)
(Figura 1.10); a pesar de compartir ciertas caracteristicas difieren en otras muchas, las mas

significativas las encontramos en la zona reguladora de unién del metal/metaloide.
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Figura 1.10. Alineamiento de proteinas de la familia ArsR/SmtB: CgArsR1 y CgArsR2 (C. glutamicum), SaCadC
(Staphylococcus aureus), SynSmtB (Synechocystis sp. PCC 7942), AfArsR (A. ferrooxidans), MtCmtR (M. tuberculosis
H37Rv) y EcArsR (E. coli). Las cisteinas implicadas en el sitio de unién a metales de cada proteina aparecen indicadas
en amarillo; las zonas o loops de dimerizacion se indican en rojo y el centro activo o dominio de unién a ADN en verde.
Figura modifica de Ordéfiez et al., (2008).

Las proteinas metalorreguladoras de la familia ArsR/SmtB descubiertas hasta la fecha
presentan la zona reguladora de unién a metales cerca de la region de unién al ADN o en la
zona de dimerizacién (Figura 1.10). Este sitio de unién a metales esta tipicamente compuesto
de pares o triadas de residuos de cisteina y localizados frecuentemente en el extremo de la
hélice-a. Las cisteinas que conforman el sitio de union al inductor pueden proceder de uno de
los mondmeros del homodimero (intramoleculares), como ocurre en la proteina EcArsR del
plasmido R773 de E. coli (Rastorguev et al., 1998) (Figura 1.11A), o de los dos monémeros del
homodimero (intermoleculares), como sucede en la enzima CgArsR1 de C. glutamicum
(Ordoiiez et al.,, 2008) (Figura 1.11B). El sitio de unidon a metales es susceptible de sufrir
cambios conformacionales, por lo que la unién del metal/metaloide genera un desenrollamiento

de la hélice-a, que permite la disociacion del represor del ADN.
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Figura 1.11. Modelos estructurales de miembros de la familia ArsR/SmtB. (A) Estructura de la proteina EcArsR del
plasmido R773 de E. coli (Shi et al., 1996). (B) Estructura de CgArsR1 de C. glutamicum (Ordéfiez et al., 2008). Los
dos monémeros de los homodimeros se colorean de forma diferente en cada uno de los ejemplos. Las cisteinas estan

representadas como circulos morados (A) o amarillos (B). El inductor se representa como una esfera morada (A) o azul

B).

Los dos metalorreguladores de C. glutamicum, CgArsR1 y CgArsR2, son también miembros
de la superfamilia de reguladores ArsR/SmtB. Entre ellos existe una identidad del 66%, se
encuentran en cada uno de los dos operones ars y se expresan divergentemente al resto de los
genes del operon ars (Ordonez et al., 2005) (Figura 1.9D). Ambos tienen tres residuos de
cisteina, dos en el extremo N-terminal (Cysl5 y Cysl16) y una tercera (Cys55) cerca de la
regién central del dominio de unién al ADN, y que conforman el dominio de unién a As(lll)
(inductor) (Figura 1.10). El sitio de union a As(lll) no presenta la secuencia tipica CxCxxC del
regulador EcArsR y no esta relacionado con los sitios de uniéon de otros metalorreguladores
incluidos dentro de la familia ArsR/SmtB, como ocurre con AfArsR de A. ferrooxidans (Qin et

al., 2007). Esto confirma que el sitio de unién a metales de los reguladores de la familia
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ArsR/SmtB presenta una evolucibn convergente en respuesta a las condiciones

medioambientales (Ordofiez et al., 2008).

La realizacion de diferentes tipos de analisis como espectroscopia de rayos-X, cross-linking
0 anisotropia de fluorescencia, junto con el modelado de CgArsR1 a partir de la estructura del
regulador SaCadC de Staphylococcus aureus (Ye et al., 2005), permitio predecir que el sitio de
unién a metales de los reguladores de C. glutamicum esta formado por tres cisteinas, dos
procedentes de un mondémero del homodimero (Cysl15 y Cys16) y otra procedente del otro
mondémero (Cys55) (Ordéfiez et al., 2008) (Figura 1.11B). Esto es similar a lo que ocurre en el
regulador SaCadC (Kandegedara et al., 2009), aunque ninguno de los cuatro residuos de

cisteinas de SaCadC se alinean con las cisteinas de CgArsRs (Figura 1.10).
1.6.2. Sistemas de reduccion de arseniato.

Aunque el As(V) puede ser reducido a As(lll) abiéticamente, este proceso es muy lento para
ser considerado significativo, por lo que los seres vivos han desarrollado genes en los
operones ars que codifican para la enzima arseniato reductasa la cual cataliza esa reaccioén
(Mukhopadhyay & Rosen, 2002b). Las arseniato reductasas citoplasmaticas, a diferencia de las
ancladas a la membrana que reducen el As(V) bajo condiciones anaerdbicas (ver apartado 1.3.
de esta Intrduccién), son proteinas monoméricas de pequefio tamafio (135 residuos
aproximadamente) que llevan a cabo una reduccién catalitica de As(V) a As(lll) mediante
varios pasos de reacciones redox (Mukhopadhyay & Rosen, 2002b). La reduccion catalitica se
realiza a pH neutro donde la especie de As(V) en solucién se encuentra como un oxianion
tetrahédrico en equilibrio entre HAsO42' y HzAsO41'. Hasta la fecha se han descrito diferentes
tipos de arseniato reductasas que presentan diferencias muy claras, asociadas no solo a la
heterogeneidad de sus secuencias y su conformacion estructural, sino también a sus
mecanismos de reduccién y a la localizacién de las cisteinas cataliticas, caracteristicas éstas

gue permiten su diferenciacion y su clasificacion (Messens & Silver, 2006).

En todos los casos las arseniato reductasas son enzimas redox citoplasmaticas que
reducen As(V) a As(lll) gracias a la participacion directa de tres grupos tiol de caracter
nucleofilico que actian a modo de cascada con los sistemas de oxidacién-reduccion de las
células. Tanto las células procariotas como las eucariotas presentan como sistema de
reduccion de puentes disulfuro de las cisteinas proteicas las enzimas tiorredoxina (Trx) y
tiorredoxina reductasa (TrxR) (Arnér & Holmgren, 2000). Ademas, en la mayoria de los

organismos existen moléculas de bajo peso molecular que contienen grupos sulfhidrilo y que
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sirven como tampdn para prevenir el estrés oxidativo. La mas conocida es el glutation (GSH),
presente en animales, plantas, células eucariotas y en bacterias Gram-negativas. GSH
mantiene el estado redox de la célula mediante su propia oxidacion-reduccién ciclica, proceso
en el que participa activamente la glutarredoxina (Grx) y la glutation reductasa (GTR). Sin
embargo bacterias Gram-positivas como S. aureus, B. subtilis y el grupo de las actinobacterias
como Mycobacterium o Corynebacterium no sintetizan GSH, sino que presentan elevados
niveles de acetil-coenzima-A (Ac-CoA) reducido, bacilitiol o micotiol (MSH), respectivamente,
gue sustituyen a GSH como especie principal donadora de grupos tiol (delCardayré & Davies,
1998; Helmann, 2010; den Hengst & Buttner, 2008).

Todas las enzimas arseniato reductasas (ArsC) proceden de una evolucién convergente
clasificandose, en funcién del mecanismo de reduccién que realicen, en tres familias diferentes:
() aquellas dependientes del sistema Trx/TrxR, representadas por las enzimas ArsC del
plasmido pl258 de S. aureus (Ji et al., 1994) y ArsC de B. subtilis (Bennett et al., 2001); (ii)
arseniato reductasas dependientes de GSH/Grx, caracterizadas por ArsC del plasmido R773
de E. coli y Acr2p de S. cerevisiae (Mukhopadhyay & Rosen, 2002b; Mukhopadhyay et al.,
2000); (iii) arseniato reductasas dependientes de MSH y micorredoxina (Mrx) identificadas

hasta la fecha en C. glutamicum (Ordéfiez et al., 2009).
1.6.2.1. Arseniato reductasas dependientes del sist ema Trx/TrxR .

La arseniato reductasa del plasmido pl258 de S. aureus (SaArsC) es la reductasa mejor
caracterizada de las dependientes de Trx/TrxR. Los ensayos de mutagénesis revelaron que en
esta proteina los residuos cisteina 10, cisteina 82 y cisteina 89 (C10, C82 y C89) son
esenciales para la catdlisis enzimatica (Messens et al., 1999). Su estructura molecular es muy
parecida a las enzimas protein tirosin-fosfatasas de bajo peso molecular (LMW-PTPasa; Low-
Molecular-Weight Tirosin Phosphatase) (Zegers et al., 2001) (Figura 1.12A), aunque este
aspecto no se refleja a nivel de la homologia de sus secuencias aminoacidicas (20% de
identidad). La enzima SaArsC comparte con las proteinas LMW-PTPasas un plegamiento
caracterizado por cuatro laminas-B paralelas y tres hélices-a, y su centro catalitico conservado
(P-loop) donde el sustrato tirosina fosfato se aproxima al residuo C10 (cisteina activa) (Figura
1.12B). La estabilidad estructural de este centro catalitico requiere la presencia de un oxianién
tetraédrico, por lo que oxianiones como el fosfato y el sulfato actian como potenciadores de la
actividad de la arseniato reductasa SaArsC (Messens et al., 2003). En presencia del anién
sulfato, la enzima SaArsC tiene una especificidad de sustrato alta, y su producto As(lll), actda
como un inhibidor (Messens et al., 2002a).
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LMW-PTPasa bovina

Figura 1.12. (A) Similitud estructural de la enzima SaArsC del plasmido pl258 de S. aureus con la proteina tirosin-
fosfatasa de bajo peso molecular (LMW-PTPasa) bovina. Figura modificada de Zegers et al., (2001). (B) Esquema de
plegamiento de la proteina SaArsC en forma reducida. La regién catalitica C10xsR16 (P-loop) esta mostrada en rojo y

la parte de la proteina implicada en la reaccién redox en amarillo. Figura tomada de Messens & Silver, (2006).

La enzima BsArsC de B. subtilis es otra de las arseniato reductasas dependientes de
Trx/TrxR mas estudiadas. Presenta una identidad aminoacidica de 65% con SaArsC, contiene

139 residuos y es un mondémero en solucion (Sato & Kobayashi, 1998).

La estructura cristalina (Bennett et al., 2001) y la estructura en solucién (Guo et al., 2005) de
BsArsC sugieren que su mecanismo de accion esta basado en tres cisteinas (C10, C82 y C89),
las mismas que en SaArsC de S. aureus (Figura 1.12B) (Zegers et al., 2001; Messens et al.,
2002a). La combinacion de técnicas de cristalografia de rayos-X, resonancia magnética nuclear
y estudios cinéticos en SaArsC (Messens et al., 2002b) permitieron determinar el mecanismo
de accion de las enzimas ArsC dependientes de Trx/TrxR (Figura 1.13). El ciclo de reaccién
comienza con el ataque nucleofilico del residuo Cysl0 de la enzima ArsC sobre As(V),
resultando en un intermediario unido covalentemente Cys10-As(V). A continuacion la Cys82

realiza un ataque nucleofilico sobre Cys10 y forma un intermediario Cys10-Cys82, provocando
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la liberacién de As(lll). Finalmente el residuo Cys89 ataca a Cys82 y forma el intermediario
Cys82-Cys89. La arseniato reductasa oxidada presenta una elevada flexibilidad que podria
facilitar la reduccion de la enzima por reacciones redox intermediarias mediadas por la
tiorredoxina para regenerar la enzima ArsC activa (Li et al., 2007). En B. subtillis, la tiorredoxina
A (TrxA) interacciona con la enzima BsArsC mediante un ataque nucleofilico de la Cys29 de la
proteina TrxA sobre la Cys89 de BsArsC, regenerando la arseniato reductasa. Un siguiente
ataque de la Cys29 sobre la Cys32 de TrxA genera el intermediario Cys29-Cys32. Finalmente
la tiorredoxina TrxA es regenerada con participacion de la tiorredoxina reductasa (TrxR) y
NADPH (Li et al., 2007).
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Figura 1.13. Mecanismo de accién de las enzimas arseniato reductasas dependientes de Trx/TrxR. El As(V),
marcado en gris, marca el punto de comienzo de la reaccion.

La enzima SaArsC de S. aureus es la Unica arseniato reductasa que tiene sitio de unién
especifico para el potasio localizado proximo al P-loop. La interaccion del potasio con la Cys10
de SaArsC incrementa la actividad especifica de esta enzima y crea un ambiente favorable en
el entorno de la cisteina nucleofilica debido a la reduccion del valor de pK, de la Cys10 (Roos
et al.,, 2006). Ademas, las enzimas SaArsC y BsArsC presentan actividad tirosin fosfatasa

(PTPasa) en presencia de p-nitrofenil fosfato (pNpp), actuando el As(V) como inhibidor de esa

reaccion (Zegers et al., 2001).
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Muchas otras arseniato reductasas de esta familia han sido identificadas en bacterias Gram-
positivas de bajo contenido en G+C como Microbacterium sp. A33, asi como en operones ars
de proteobacterias Gram-negativas como O. tritici, D. desulfuricans, P. aeruginosa y A.
ferrooxidans (Cai et al., 1998; Butcher et al., 2000). En estos dos Ultimos casos hay evidencias
con estudios de mutagénesis que los genes arsC participan en la resistencia a As(V), pero
faltan analisis experimentales in vitro que confirmen las conclusiones de los andlisis de las

secuencias.
1.6.2.2. Arseniato reductasas dependientes del sist ema GSH/Grx.

La arseniato reductasa del plasmido R773 de E. coli (EcArsC) es la enzima dependiente de
GSH (glutation) y Grx (glutarredoxina) mejor caracterizada desde el punto de vista estructural y
enzimatico (Gladysheva et al., 1996). La enzima EcArsC utiliza en su catalisis tres residuos de
cisteina, al igual que ocurre en las enzimas dependientes de Trx/TrxR, pero la diferencia
fundamental es que tan solo uno de esos tres residuos lo aporta la enzima EcArsC (Liu et al.,

1995), los otros dos residuos son aportados por el GSH y la Grx, respectivamente.

Los parametros cinéticos de la enzima EcArsC estan muy alejados de los identificados para
la arseniato reductasa SaArsC de S. aureus, y no presenta actividad PTPasa (Mukhopadhyay
et al., 2002b), ni sitios de unién a potasio como si ocurre en ArsCs dependientes de Trx/TrxR
(Roos et al., 2006). El pH 6ptimo de EcArsC en la reaccion es de 6,5 en contraposiciéon al
optimo descrito para SaArsC que es de 8,0. En la proteina EcArsC el residuo cisteina 12 (C12)
es esencial para la catalisis (Liu et al., 1995), pero estudios y analisis de mutagénesis in vitro
revelaron que tres residuos de arginina que rodean a la C12 (R60, R94 y R107) disminuyen el
pK, del grupo tiol e intervienen en la unién del As(V) a ArsC y en la estabilizacion del estado de
transicion (Shi et al., 2003; DeMel et al., 2004) (Figura 1.14). Esos mismos andlisis revelaron
que cinco residuos (H8, C12, S15, R60 y R94) son importantes para la catdlisis de EcArsC. La
estructura cristalina de EcArsC puso de manifiesto que la secuencia catalitica de EcArsC es
Hx3Cx3R con una cisteina N-terminal (C12) que ocupa la posicién homologa a la que ocupa la
C10 en el P-loop de SaArsC (Martin et al., 2001).
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Figura 1.14. Estructura cristalina de la forma reducida de la enzima EcArsC del plasmido R773 de E. coli. Figura
tomada de Messens & Silver, (2006).

Como se menciond previamente la enzima EcArsC esta ligada a la actividad del GSH y Grx
para completar su ciclo catalitico. Grx es una proteina de pequefio tamafio que puede catalizar
tanto la reduccién de puentes disulfuro intramoleculares como intermoleculares (Bushweller et
al.,, 1992). E. coli tiene tres glutarredoxinas, EcGrx1, EcGrx2 y EcGrx3, que conservan el sitio
activo con la secuencia consenso CPYC (Aslund et al, 1994). De estas enzimas, la
glutarredoxina EcGrx2 es la oxidoreductasa de puentes disulfuros mas importante y efectiva en
E. coli, siendo también la mas efectiva en la cesién de los electrones necesarios para la
reduccion del As(V) por EcArsC (Shi et al., 1999).

Andlisis cristalogréaficos y bioquimicos han permitido proponer el mecanismo de accion de
EcArsC (Martin et al., 2001; DeMel et al., 2004) (Figura 1.15). La reaccién comienza por un
ataque nucleofilico de la Cys12 sobre el As(V) para formar el intermediario Cys12-As(V). En
ese momento la Arg94 se retira del sitio activo manteniéndose a una distancia de un puente de
hidrogeno de la Cys12. La Arg60 entra entonces en accion para estabilizar este intermediario,

mientras la Arg107 permanece en su sitio. En el segundo paso del mecanismo de reaccion, un
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ataque nucleofilico del GSH sobre el intermediario Cys12-As(V) resulta en la formacién de un
complejo ternario [Cys12-As(V)-GSH] (Liu & Rosen, 1997). En el siguiente paso la unién de Grx
provoca la formacion del complejo GSH-Grx. En dos pasos mas se acaba liberando el As(lll)
por hidroxilacion, con la regeneracion de enzima EcArsC reducida y activa. La proteina Grx es
también regenerada por accion de la glutation reductasa (GTR) y NADPH (Holmgren & Aslund,
1995).

/
Cys-SH g w0 Cys- S-As(V)=0
@ > on
OH
I Cys SH
As(Iln) %
/ N\

HO OH

H,0 H,0

/ -— - =
Cys-S-As(V)=0 ¢ Cvs S-As(V}=0
“oH ﬁ S
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Figura 1.15. Mecanismo de accion de arseniato reductasas dependientes de GSH/Grx. El As(V), marcado en gris,

indica el punto de comienzo de la reaccion.
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A pesar de que las arseniato reductasas de eucariotas difieren evolutivamente de las de
procariotas, varias arseniato reductasas han sido identificadas en S. cerevisiae (Bobrowicz et
al.,, 1997; Ghosh et al., 1999), Saccharomyces douglasii (Maciaszczyk et al., 2004), Pteris
vittata (helecho) (Sundaram et al.,, 2008) y O. sativa (arroz) (Duan et al.,, 2007), como
homologas a la enzima EcArsC en base al uso de GSH y Grx y al mecanismo de accion llevado
a cabo por las mismas. La mejor caracterizada de todas ellas es la arseniato reductasa Acr2p

de S. cerevisiae.

La enzima Acr2p de S. cerevisiae (ScAcr2p) constituye el sistema de desintoxicacion de
As(V) mas importante en eucariotas (Mukhopadhyay & Rosen, 1998). Esta proteina esta
codificada en el cromosoma XVI de S. cerevisiae y forma parte del agrupamiento ACR (Arsenic
Compounds Resistance) constituido por los genes acrl, acr2 y acr3, que -codifican
respectivamente para un regulador transcripcional, una arseniato reductasa y un transportador

de membrana que expulsa As(lll) de la célula (Bobrowicz et al., 1997).

A diferencia de EcArsC, la arseniato reductasa ScAcr2p actlla como un homodimero de 130
residuos aminoacidicos por cada monomero (Mukhopadhyay et al., 2000) y su actividad esta
ligada al sistema GSH/Grx como fuente de poder reductor para completar su catélisis. Esta
enzima es capaz de completar in vitro el ciclo catalitico en presencia de GSH y Grx
procedentes de S. cerevisiae o en presencia de cualquiera de las glutarredoxinas de E. coli, asi
como de complementar de forma heterdloga el fenotipo As(V) sensible de una cepa de E. coli
gue carece de su propia ArsC (Mukhopadhyay et al., 2000). La diferencia mas resefable entre
las dos arseniato reductasas dependientes de GSH/Grx (EcArsC de E. coli y ScAcr2p de S.
cerevisiae) lo constituye la posicidn de la cisteina catalitica. En EcArsC la cisteina catalitica,
C12, esta en posicion N-terminal, mientras que en ScAcr2p tiene una posicién central, C76. Sin
embargo, los pardmetros cinéticos y el mecanimo de accién de ScAcr2p y EcArsC son

equivalentes (Figura 1.15).

La enzima ScAcr2p presenta una homologia muy elevada con el centro activo de las
PTPasas y con las que comparte una secuencia consenso HCxsR que participa en la catalisis
(Figura 1.16A). Cualquier alteracion en la C76 o en la R82 de la secuencia consenso de la
enzima ScAcr2p elimina tanto la actividad arseniato reductasa de la enzima como la resistencia
a As(V) in vivo (Mukhopadhyay & Rosen, 2001). Estos resultados sugieren que la C76 y la R82
son esenciales para la catdlisis (Mukhopadhyay et al., 2000) y paracen participar en la union
del sustrato y en la estabilizacion del estado de transicion (Mukhopadhyay & Rosen, 2001).

Aunque la arseniato reductasa ScAcr2p es un miembro de la superfamilia de las PTP-asas, y
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se cree que tiene una estructura cristalina similar a la fosfatasa hCdc25b de humanos que
pertenece a esa misma superfamilia (Figura 1.16B), la enzima ScAcr2p no presenta actividad
PTPasa, es decir, no cataliza la hidrolisis del pNpp (p-nitrofenil fosfato) (Mukhopadhyay et al.,
2000). La carencia de la actividad fosfatasa es debida a que no posee el dominio de unién a
fosfato rico en glicinas (GxGxxG) tipico de muchas fosfatasas. La sustitucion de tres residuos
de ScAcr2p por glicinas en las posiciones 79, 81 y 84, origind una enzima con mayor actividad
fosfatasa, pero con una pérdida significativa de la actividad arseniato reductasa
(Mukhopadhyay et al., 2003). Esta actividad fosfatasa en la enzima con tres residuos de glicina

extra se perdié cuando se eliminaron los residos C76 y la R82.
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Figura 1.16. (A) Alineamiento de la enzima ScAcr2p de S. cerevisiae y la proteina hCdc25b de humanos la cual
pertenece a la superfamilia de proteinas tirosin fosfatasas (PTPasas). El centro catalitico HCxsR estd marcado en rojo.
Se han eliminado los primeros 339 aminoacidos de la proteina hCdc25b. (B) Estructura cristalina de la proteina tirosin
fosfatasa hCdc25b de humanos. Se cree que la enzima ScAcr2p tiene una estructura similar a hCdc25b. Modificada de
Messens & Silver, (2006).

Una variante interesante de arseniato reductasas dependientes de GSH/Grx es la enzima
ArsC de Synechocystis sp. PCC6803 (Li et al., 2003). La cianobacteria Synechocystis sp.
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posee tres diferentes arseniato reductasas, Arsll, Arsl2 y ArsC (SynArsll, SynArsi2 y
SynArsC), aunque soélo la ultima de ellas es la principal responsable de la resistencia a As(V)
(Lopez-Maury et al., 2003). Las enzimas SynArsll y SynArsI2 podrian jugar un cierto papel en
ausencia de SynArsC participando en la tolerancia de las células a bajas cantidades de As(V),
ya que las enzimas SynArsll y SynArsi2 se expresan a bajo nivel y de forma constitutiva
(L6pez-Maury et al., 2009). Las tres arseniato reductasas de Synechocystis sp. se consideran
proteinas hibridas con algunas caracteristicas de la familia ArsC dependiente de GSH/Grx y
otras de la familia dependiente de Trx/TrxR. La proteina SynArsC de Synechocystis sp.
contiene un P-loop con secuencias conservadas de las ArsC dependientes de Trx/TrxR, pero
utiliza GSH y Grx como mecanismo de accion catalitico, lo que la engloba dentro de las
arseniato reductasas dependientes de GSH/Grx (Li et al., 2003). La enzima SynArsC presenta
una débil actividad PTPasa en ensayos realizados con pNpp, y forma un complejo ternario con

GSH y As(V) durante su mecanismo de accion (Li et al., 2003).

La secuencia primaria de SynArsC de Synechocystis sp. contiene tres cisteinas (C8, C80 y
C82) esenciales para realizar su mecanismo de accién el cual ocurre de forma similar a lo
descrito para la reductasa SaArsC de S. aureus, mientras que las arseniato reductasas de E.
coli y S. cerevisiae tienen sélo una cisteina. Recientemente se han realizado andlisis
estructurales de SynArsC de Synechocystis sp. que permitiran descifrar el verdadero

mecanismo de accion de esta enzima (Yu et al., 2010).

1.6.2.3. Arseniato reductasas dependientes del sist ema MSH/Mrx.

En general, en los actinomicetos no existen genes para la sintesis del glutation (GSH), y
por ello, este grupo de microorganismos presenta un sistema alternativo que sustituye en
muchas de las funciones moleculares al GSH, el micotiol [MSH; 1-D-myo-inositol-2-(N-actyl-L-
cisteinil)-amido-2-deoxy-a-D-glucopyranoside; Figura 1.17A]. El MSH es un pseudoazucar con
una cisteina como centro activo, que se mantiene en estado reducido gracias a una micotiona
disulfuro reductasa (MTR); esta Ultima enzima cataliza la reduccion del enlace disulfuro del
micotiol oxidado o micotiona (MS-SM) obteniendo el poder reductor del NADPH. La proteina
MTR tiene un papel fisiol6gico similar al de la enzima glutatién reductasa (GTR). En los ultimos
afios se ha descubierto que C. glutamicum y Corynebacterium ammoniagenes sintetizan MSH
(Feng et al., 2006; Yin et al., 2010).

La ruta de biosintesis del MSH ha sido caracterizada en micobacterias patégenas y no

patdgenas como M. tuberculosis (Newton et al., 2008) y Mycobacterium smegmatis (Rawat &
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Av-Gay, 2007). El primer paso de la sintesis de MSH comienza con una reaccién de tipo
glicosiltransferasa, catalizada por la enzima MshA (Figura 1.17B). A continuacién la proteina
MshB participa en la formacion del pseudodisacarido GIcN-Ins-1, necesario para la siguiente
reaccion catalizada por la enzima MshC que produce Cys-Glc-Ins. El Gltimo paso de la ruta de
biosintesis se lleva a cabo por la enzima MshD que produce finalmente MSH a partir AcCoA y
el producto de la reaccion anterior (Rawat & Av-Gay, 2007) (Figura 1.17B). Los genes que
codifican para las enzimas responsables de la biosintesis de MSH se han encontrado

conservados en la mayoria de las actinobacterias.
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CoA AcCoA AMP + Pi ATP + Cys

Figura 1.17. (A) Estructura de la molécula de micotiol (MSH). Figura modificada Rawat & Av-Gay (2007) y Roy et
al. (2004). (B) Ruta de biosintesis de MSH. MshA, N-acetil glucosaminilinositol; MshB, micotiol desacetilasa; MshC,
micotiol ligasa; MshD, micotiol sintasa. Figura modificada de den Hengst & Buttner (2008).

Recientemente, dos de las cuatro arseniato reductasas de C. glutamicum, CgArsCl y
CgArsC2, han sido incluidas dentro de una nueva familia de arseniato reductasas dependientes
de MSH y micorredoxina (Mrx) (Ordéfiez et al.,, 2009). Las micorredoxinas son proteinas

homologas a las glutarredoxinas de E. coli con una secuencia consenso CxxC que participan
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junto con el MSH en el mantenimiento del equilibrio redox de C. glutamicum. En el genoma de
C. glutamicum se han identificado dos micorredoxinas codificadas por los ORFs cg0964,
denominada micorredoxinal (CgMrx1), y cg2789, denominada micorredoxina2 (CgMrx2); ésta
Ultima se ha observado que no funciona acoplada a MSH sino a Trx y TrxR (Ordéfiez et al.,
2009).

Los analisis de interrupcion génica de los genes CgarsCl y CgarsC2 demostraron que las
enzimas CgArsC1l y CgArsC2 constituyen el principal mecanismo de resistencia a As(V) en C.
glutamicum. Aunque andlisis de homologia de secuencias hicieron pensar inicialmente que
CgArsCl y CgArsC2 podrian actiar acopladas al mecanismo Trx/TrxR, estudios in vitro
revelaron que CgArsCl y CgArsC2 no se acoplan al sistema Trx/TrxR de C. glutamicum.
Estudios de mutagénesis in vivo permitieron determinar que las enzimas de C. glutamicum
CgArsC1 y CgArsC2 presentan un Unico residuo esencial para la catalisis enzimatica, C11 en
CgArsCl y C6 en CgArsC2, al igual que ocurre en la EcArsC de E. coli (Ordofiez et al., 2009).
Los andlisis in vitro revelaron que CgArsCl y CgArsC2 tampoco se acoplan al sistema
GSH/Grx de E. coli pero si se acoplan a MSH y a la enzima CgMrx1 de C. glutamicum. Los
parametros cinéticos de CgArsC1 y CgArsC2 son similares a los parametros cinéticos de las
enzimas ArsCs dependientes de GSH/Grx y marcadamente diferentes a los parametros de
SaArsC de S. aureus.

Un posible mecanismo de reaccion secuencial ha sido hipotetizado, aunque serian
necesarios analisis estructurales para desvelar el verdadero mecanismo de accion de las
arseniato reductasas dependientes de MSH/Mrx (Ordofiez et al., 2009) (Figura 1.18). El ciclo
de reaccién comenzaria con un ataque nucleofilico de la cisteina de CgArsC sobre el As(V),
resultando en un intermediario unido covalentemente Cys-As(V). A continuacion otro ataque
nucleofilico en este caso del MSH sobre el intermediario de Cys-As(V) provocaria la liberacién
de la arseniato reductasa reducida y activa y un nuevo intermediario As(V)-SM. En el siguiente
paso del mecanismo de reaccion la unién de la CgMrx1 provoca la liberacion del As(lll) y un
complejo MSH-CgMrx1. Finalmente la CgMrx1 se regenerara con la ayuda de otra molécula de
MSH, formando MS-SM que se acabara reduciendo con la ayuda de la enzima CgMTR y
NADPH (Ordofiez et al., 2009).

67



Introduccién

/0 2H*
As(V)=0
\OH H,0
Cys-S-A (V)/c:)
Cys- SH S s{V)=
ArsC ¥ ArsC ¥ OH

— s—As(V)EOO < — SH

OH

‘Cvs =5 A f NADP*

oH \. NADPH

Als(m)

HO ‘oM S ((
- &« @

Figura 1.18. Mecanismo de accién de las enzimas arseniato reductasas dependientes de MSH/Mrx. El As(V),

marcado en gris, marca el punto de comienzo de la reaccion.
1.6.3. Sistemas de salida de arsenito de las célula s.

La estrategia mas empleada en la resistencia frente a compuestos citotoxicos y metales
como el As es la expulsion del téxico al exterior de la célula a través de proteinas
transportadoras, codificadas por genes de los operones ars. El 70% de las bacterias aisladas
de suelos contaminados con As presentan genes arsB/acr3 que codifican para las enzimas
arsenito permeasas (Achour et al., 2007), pero la mayoria de las bacterias sensibles a
concentraciones de arsenito superiores a 1,7 mM carecen de genes para esas enzimas.
Actualmente existen tres familias diferentes de arsenito permeasas que presentan variabilidad
de especificidad y eficacia en la liberacion del As(lll) al exterior de la célula: las familias ArsB,
Acr3 y MRP (Castillo & Saier, 2010).
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Sin embargo, recientemente se ha descrito que las aguaglicerolporinas, las cuales
constituyen la principal via de entrada de As(lll) y Sb(lll) en las células (ver apartado 1.4.2. de
ésta Introduccidn), también facilitan la salida de metaloides de la célula. Las proteinas SmAqpS
de S. meliloti y ScFpslp de S. cerevisiae estan implicadas en la liberacion de As(lll) de la
célula. Ademas varias aguaglicerolporinas de plantas de la subfamilia NIP (Nodulin 26-like
Intrinsic Proteins), asi como la proteina hAQP9 de humanos, son igualmente consideradas
canales bidireccionales de metales trivalentes cuando se expresan en levaduras y en oocitos

de Xenopus laevis (Bienert et al., 2008; McDermott et al., 2010).

A continuacion pasamos a explicar en detalle cada uno de los tres tipos de proteinas

implicadas en la salida de As(lll) de las células.

1.6.3.1. Proteinas de la familia ArsB.

La primera de las proteinas de liberacion de As(lll) que se identificé pertenece a la familia
ArsB, codificada por el operon arsRDABC del plasmido conjugativo R773 de E. coli (Chen et
al., 1986; Tisa & Rosen, 1990). El gen arsB que codifica para la proteina ArsB esta
ampliamente distribuida en genomas y plasmidos de bacterias (sobre todo Firmicutes y y-
Proteobacterias) y arqueas, aunque ArsB esta ausente en eucariotas, y su proteina es similar a
los miembros de la superfamilia de transportadores de iones MFS (Mayor Facilitator
Superfamily) (Achour et al., 2007) .

La proteina ArsB del plasmido R773 de E. coli (EcArsB) tiene 45 kDa y su topologia es muy
similar a la de muchas proteinas de transporte; tiene 12 dominios transmembrana en hélices-a
con cinco loops citoplasmaticos (C1 al C5) y seis loops periplasmaticos (P1 al P6) (Figura
1.19). La topologia de la proteina EcArsB fue determinada experimentalmente mediante la
construccion de fusiones génicas del gen arsB a tres diferentes tipos de genes que codifican
para: fosfatasa alcalina, B-galactosidasa y B-lactamasa (Wu et al.,, 1992). Tres de los cinco
loops citoplasmaticos (C1, C3 y C5) tienen una carga neta positiva, mientras que cinco de los
seis loops periplasmicos o0 no estan cargados (P1 y P3) o tienen una carga negativa (P2, P4 y
P5).
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Figura 1.19. Modelo topoldgico de la proteina EcArsB del plasmido R773 de E. coli. Se representan doce
segmentos transmembrana hélices-a unidos por cinco loops citoplasmaticos (C1-C5) y por seis loops periplasmicos
(P1-P6). El extremo amino y carbixilo terminal se sugiere sean citoplasmaticos. Los residuos acidos son marcados en

cuadrados y los basicos en rombos. Modificada de Wu et al., (1992).

La proteina EcArsB no se limita sélo al transporte de As(lll), sino que también participa en la
expulsion de Sb(lll) al exterior de la célula, y con mayor afinidad por este Ultimo (Meng et al.,
2004). Andlisis in vivo e in vitro con membranas invertidas de E. coli demostraron que EcArsB
tiene dos métodos de obtencion de energia para llevar a cabo el transporte de metaloides al
exterior de la célula (Dey & Rosen, 1995; Dey et al., 1994) (Figura 1.20): (i) a partir de energia
asociada al motivo de fuerza protdnica, actuando la proteina ECArsB en este caso como un
transportador secundario y confiriendo un moderado nivel de resistencia a As(lll) (Kuroda et al.,
1997) y (ii) a partir de energia asociada de la hidrélisis de ATP, formando un complejo con la
ATPasa ArsA (complejo ArsAB) y confiriendo un elevado nivel de resistencia a As(lll) (Dey et
al., 1994).
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Figura 1.20. Modelo de transporte de metaloides trivalentes a través de EcGIpF y EcArsB en E. coli. En células de
E. coli el As(OH); y Sb(OH); entran a través de proteinas EcGIpF. La permeasa de arsenito EcArsB utiliza dos tipos de
fuente de energia: el motivo de fuerza proténica creado por la cadena de transporte de electrones o la hidrdlisis de ATP

cuando la proteina EcArsB se encuentra acoplada a la ATPasa EcArsA.

Asi, la extrusion de As(lll) en bacterias puede ser catalizada por la proteina ArsB sola, o por
el complejo ArsAB. E. coli puede utilizar cualquiera de los dos métodos de liberacion de As(lll)
de un modo fisiolégico ya que tiene en su cromosoma el operén arsRBC que cataliza la
translocacion de metaloides trivalentes a través de la proteina EcArsB (Carlin et al., 1995), y
puede tener plasmidos como R773 y R46 que contienen el operon arsRDABC, lo que permite a
E. coli utilizar ATP como mecanismo energético de liberacién de As(lll) (Rosen, 1999). La
principal diferencia entre los dos mecanismos es la eficacia, siendo el mas eficiente el sistema

que utiliza ATP como mecanismo de energia.

La proteina EcArsB actla como un antiportador de metales trivalentes y protones. Ensayos
in vitro con membranas invertidas procedentes de células de E. coli expresando sélo la
proteina EcArsB, a las cuales se les cred un gradiente electroquimico de protones (compuesto
de un potencial de membrana y un gradiente de pH) mediante la adicién de NADH como fuente
de energia (Figura 1.21A), demostraron que la expulsién de As(lll) y de Sb(lll) de las células se

realiza como moléculas neutras [As(OH); y Sb(OH)s] y asociado a la entrada de protones a
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través de la proteina EcArsB (Meng et al., 2004). En base a los experimentos indicados y a
otros experimentos de cotransporte utilizando Sb(lll) y As(lll), los autores sostienen que los
verdaderos sustratos de EcArsB son polimeros de As(lll) o Sb(lll) exclusivamente, o bien
copolimeros de As(lll) y Sb(lll) (Meng et al.,, 2004) (Figura 1.21B). La naturaleza de esos
polimeros es desconocida, pero Meng et al. (2004) propusieron una molécula ciclica de tres

componentes AsOz; 0 SbO3; como posibles sustratos.
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Figura 1.21. (A) Las membranas invertidas son estructuras con una orientacion opuesta a las células que se
utilizan para el estudio de proteinas de membrana. La adiciéon de energia externa como el NADH hace que las
membranas invertidas tengan energia en forma de motivo de fuerza proténica que después utilizaran las proteinas de
membrana para llevar a cabo su funcién. Mediante estudios con membranas invertidas se ha observado que la proteina
EcArsB de E. coli es un antiportador de As(OH); o Sb(OH); y protones. (B) El verdadero sustrato de EcArsB es
generado por un equilibrio de tres As(OH); 0 Sb(OH); en forma de una molécula circular formada por tres componentes
AsO; 0 ShO; [similares a los encontrados en el As,Og (Maxwell et al., 1937)]. De forma similar, se han propuesto como
sustratos mezclas de As(OH); y Sb(OH); en distintas proporciones (3-0, 2-1, 1-2 y 0-3). Figura modificada de Meng et
al., (2004).

El complejo ArsAB es el transportador de metaloides trivalentes, As(lll) y Sb(lll), mas
extendido dentro de los procariotas (Chang et al., 2008; Tseng et al., 2007). Se basa en un
sistema de dos componentes: una subunidad catalitica, ArsA, y una proteina transmembrana,
ArsB. La subunidad ArsA esta ampliamente distribuida en bacterias, arqueas y eucariotas
(Castillo & Saier, 2010; Tseng et al., 2007), es un miembro de la familia ABC (ATP Binding

Cassette) ATPasas, acoplada probablemente a GTPasas (Leipe et al., 2002), que se une in
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vivo a la proteina transmembrana ArsB (Dey et al., 1994). Tisa & Rosen (1990) demostraron
que la proteina EcArsB del plasmido R773 de E. coli actia como anclaje de membrana de la
enzima EcArsA. Aunque todos los loops citoplasmaticos son regiones potenciales de
interacciéon con la enzima EcArsA, los loops citoplasmaticos mas grandes y cargados
positivamente son los candidatos mas apropiados para la interaccion. Basandose en este
hecho se ha propuesto que el loop citoplasmatico C3, con veintidos residuos de los cuales diez
estan cargados, seria el mas adecuado como punto de anclaje de la proteina EcArsA sin
descartar alguna otra funcion diferente. Hay otros loops citoplasmaticos como el C1 y C4 con
cuatro y cinco residuos cargados, respectivamente, que también son candidatos adecuados

para la interaccion de la enzima EcArsA con la proteina EcArsB (Wu et al., 1992) (Figura 1.19).

La enzima EcArsA mas estudiada es la del plasmido R773 de E. coli con 583 amino &cidos.
EcArsA exhibe una actividad ATPasa dependiente de sustrato y puede ser purificada como una
proteina soluble del citosol (Hsu & Rosen, 1989), a pesar de encontrarse unida a EcArsB in
vivo. Presenta dos mitades homoélogas: mitad Al (en el extremo N-terminal del residuo 1 al
288) y mitad A2 (en el extremo C-terminal del residuo 314 al 583) conectadas por un pequefio
linker de 25 nucledtidos (del residuo 289 al 313) (Fu et al., 2011) (Figura 1.22A). Zou et al.
(1999) determinaron la estructura cristalina de la enzima EcArsA, a partir de la cual se
observaron dos dominios de unién NBD (Nucleotide Binding Domain; NBD1 y NBD2), una
secuencia similar entre ellos y necesarios para la actividad ATPasa (Walmsley et al., 2001)
(Figura 1.22B). En la interfase de las dos mitades y a 20 A de distancia de los dominios NBDs
se considero el sitio de uniéon a metaloide, MBD (Metalloid Binding Domain). Este sitio une tres
atomos de As(lll) o de Sb(lll) y participa en la actividad ATPasa. Las cisteinas C113 (de la
mitad Al) y C422 (de la mitad A2) del dominio MBD forman un sitio de union a metaloide de
gran afinidad (Ruan et al., 2006). En la unién del dominio MBD a los dominios NBD1 y NBD2 se
encuentran los dos dominios STDs (Signal Transductions Domain; STD1 y STD2), uno en cada
una de las mitades de EcArsA, formados por doce aminoacidos cada uno de ellos. Los
dominios STDs estan encargados de la transmisiéon de la energia procedente de la hidrdlisis del
ATP al transporte del metaloide (Fu et al., 2011).
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Figura 1.22. Estructura tridimensional de la enzima EcArsA ATPasa. (A) Visiéon de la enzima observando la
cavidad central de la misma. La mitad Al esta coloreada en gris y la mitad A2 en azul. (B) Zona ampliada de los
dominios STDs con doce aminoacidos en cada uno de ellos que conectan los dominios NBD1 y NBD2 con el dominio
MBD. Un atomo de Mg® ADP esta unido a cada dominio NBD y tres atomos de Sh(lll) al dominio MBD. Figura
modificada de Zhou et al., (1999).

La union del As(lll) del citosol de la célula a la proteina EcArsA ATPasa se produce con la
ayuda de una “metalo-chaperona” o proteina acompafiante de As. Las “metalo-chaperonas”
son proteinas de pequefio tamafio cuya funcidon quelante esta dirigida a facilitar el acceso de
los metales a las proteinas diana con las que se combinan (Rosenzweig et al., 1999; Finney &
O’Halloran, 2003; Rae et al., 1999). Entre las proteinas diana de algunas “metalo-chaperonas”
se encuentra la superéxido dismutasa (Sod), donde la chaperona Lys7 de S. cerevisiae facilita
la accesibilidad del cobre a la enzima Sod (Culotta et al., 1997); o la ureasa de Klebsiella
aerogenes, donde su chaperona, UreE, proporciona niquel al centro activo de la ureasa durante
su activacion (Mulrooney et al., 2005). Entre este tipo de proteinas acompafiantes también se
encuentra ArsD, una enzima que se expresa a partir del gen arsD presente en los operones de

resistencia a arsénico de cinco componentes (arsRDABC) (Rosen, 1999).

Hasta la fecha, todos los genes arsD y arsA se han encontrado juntos en operones de
resistencia a As en bacterias y arqueas, |0 que nos permite proponer que la agrupacion de
cinco genes arsRDABC probablemente ha evolucionado de la agrupacion de tres genes
arsRBC por insercion de los genes arsD y arsA como una unidad (Lin et al., 2007). Esa unién

de arsD y arsA sugiere que los dos genes han coevolucionado, y que la proteina ArsD tiene
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una funcidén bioquimica especialmente relacionada con la enzima ArsA y con la desintoxicacion
de As (Mukhopadhyay et al., 2002a). Se han localizado méas de 400 agrupaciones génicas de
resistencia a As donde los genes de arsD y arsA estan adyacentes, aunque el orden puede
estar alterado. En ocasiones los genes arsDA sigue a los genes arsRBC y otras veces se
transcriben de forma divergente con respecto a arsRC, como ocurre en la arquea

Halobacterium halobium (Rosen, 2006).

La enzima ArsD mas profundamente estudiada es la del plasmido conjugativo R773 de E.
coli (EcArsD). La proteina EcArsD es una chaperona de As(lll) que transfiere As(lll) o Sh(lll) a
la proteina EcArsA, incrementando la afinidad de EcArsA por el As(lll) o Sb(lll) a baja
concentracién del metaloide (Lin et al., 2007). EcArsD es una enzima citosélica que actiia como
un homodimero compuesto por dos subunidades de 120 residuos cada una (Chen & Rosen,
1997). Presenta tres residuos de cisteina conservados, C12, C13 y C18, (Lin et al., 2007) que
constituyen el sitio de unién del metaloide requerido por EcArsD para ceder el As(lll) o Sb(lll) a
EcArsA (Figura 1.23A), para la posterior liberacién del metaloide al exterior por la accién de la
correspondiente permeasa (Yang et al., 2011).

Recientemente se ha propuesto un hipotético mecanismo de transferencia del As(lll) o
Sh(lll) de la proteina EcArsD a la enzima EcArsA (Yang et al., 2011), basandose en el proceso
de transferencia de cobre de la chaperona Atx-1 a la permeasa de salida del cobre de la célula
(Boal & Rosenzweing, 2009) (Figura 1.23B). Se ha propuesto también un modelo de
interaccion de las enzimas EcArsA y EcArsD (Ajees et al., 2010) a partir de las estructuras
cristalinas de EcArsA y EcArsD (Zhou et al.,, 1999; Ye et al.,, 2011). Mediante estudios de
sistemas de dos componentes de levaduras (yeast two-hybrid) entre proteinas EcArsD
mutadas al azar y ECArsA, permitieron apoyar el mecanismo de transferencia de As(lll) o Sb(lll)
de la proteina EcArsD a la ATPasa EcArsA descrito por Yang et al. (2011), y confirmaron que el
sitio de union a metaloide y la hélice 1-a de la enzima EcArsD participan en la interaccion de
EcArsD con EcArsA (Yang et al., 2011).
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B ArsD + As(lll) + ArsA ArsD + As(lll) + ArsA + MgATP ArsA+ As(lll) +MgADP

OH ¢

g ArsA+ As(lll) + MgADP
HO OH

Figura 1.23. (A) Union del As(lll) a un monémero de la proteina EcArsD. Modificado de Ye et al., 2011. (B)
Mecanismo de transferencia de As(lll) de la proteina EcArsD a la proteina EcArsA. En el citosol el As(lll) en forma
neutra y por lo tanto hidroxilada, reacciona con tres moléculas de GSH para formar As(GH); (el sustrato de EcArsD)
(Yang et al., 2011). Aunque EcArsD acttia como dimero, en la reaccién se muestra como monémero. Paso 1: EcArsD
se une a As(lll) a través de tres residuos de cisteina (C12, C13 y C18). Paso 2: EcArsD unido a As(lll) se une a la
estructura abierta de EcArsA. Paso 3: As(lll) es transferido de los tres tioles de EcArsD a tres residuos de cisteina de
EcArsA (C113, C172 y C422). Paso 4: La transferencia final de As(lll) a EcCArsA provoca la disociacion del complejo
ArsD-ArsA. Paso 5: El complejo As(lll)-ArsA provoca un cambio conformacional originando la estructura “cerrada” de
EcArsA con la hidrélisis de ATP. Figura modificada de Ajees et al. (2010).

76



Introduccién

1.6.3.2. Proteinas de la familia Acr3.

La famila Acr3 estd formada por proteinas de membrana transportadoras de As(lll) y se
subdivide en dos subfamilias, Acr3(1)p y Acr3(2)p, en base a relaciones filogenéticas. Los
miembros de la familia Acr3 han sido encontrados en aproximadamente 1.700 bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, predominando la subfamilia Acr3(1)p en actinobacterias y Acr3(2)p
en o-Proteobacterias, asi como en arqueas, hongos y plantas (Achour et al., 2007). De forma
generalizada se pensaba que las proteinas transportadoras del tipo ArsB eran mas comunes
gue las proteinas de la familia Acr3, sin embargo los andlisis recientes en bacterias aisladas
principalmente de muestras de suelo contaminados con As mostraron que los miembros de la
familia Acr3 estdn mucho mas extendidos (Cai et al., 2009; Achour et al., 2007; Mansour et al.,
2007). La presencia de un transportador de la familia Acr3 o ArsB no parece ser el factor

determinante del nivel de tolerancia a As de un microorganismo (Cai et al., 2009).

La famila Acr3 de transportadores de As(lll) esta representada por la proteina Acr3 de B.
subtilis (BsAcr3) (Sato & Kobayashi, 1998) y la proteina Acr3p de S. cerevisiae (Bobrowicz et
al., 1997; Wysocki et al., 1997). Debido a que la proteina Acr3p de S. cerevisiae (ScAcr3p), con
404 residuos y 45,8 kDa de peso molecular, y EcArsB de E. coli, con 429 residuos y 45,6 kDa,
presentan un tamafio y un peso molecular similar y catalizan la misma funcién, muchos
miembros de la familia Acr3 han sido denominados erréneamente como proteinas ArsB, a
pesar de no presentar una sequencia similar. Sin embargo, los analisis de los tamafios de las
proteinas Acr3 revelaron que en la mayoria de los procariotas las permeasas Acr3 presentan
un tamafio de entre 320-390 aminoacidos, con algunas excepciones, y en hongos las proteinas

Acr3 suelen ser mas grandes, entre 389-454 residuos (Mansour et al., 2007).

Las proteinas Acr3 pertenecen a la superfamilia BART (Bile acid/Arsenite/Riboflavin
Transport) (Mansour et al., 2007) y han sido mucho menos estudiadas en comparacion con los
transportadores de la familia ArsB. La estructura y el mecanismo de transporte de la proteina
Acr3 es practicamente desconocido, aunque algunos estudios predicen que las proteinas Acr3
tienen 10 segmentos transmembrana hélice-a y no utilizan una actividad ATPasa como fuente
de energia. Sin embargo, se han identificado bacterias y arqueas, como A. metalliredigens
QYMF, en las que los genes arsA y acr3 se encuentran localizados en el mismo operoén ars, en
ausencia de arsB (Castillo & Saier, 2010; Fu et al., 2010).

Aaltonen & Silow (2008) analizaron la topologia transmembranal de la proteina BsAcr3 de B.

subtilis (346 amino acidos) mediante 42 fusiones traduccionales, en las cuales se crearon
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proteinas quimeras de formas truncadas de la proteina BsAcr3 con dos proteinas indicadoras
diferentes (fosfatasa alcalina y proteina fluorescente verde) en veintidds diferentes posiciones
en la secuencia aminoacidica de BsAcr3. De estos estudios se dedujo que BsAcr3 esta
formada por diez regiones transmembrana, con los extremos N-terminal y C-terminal orientados
hacia el citoplasma. La proteina parece tener unos loops similares a los de la proteina
bacteriorhodopsina (Belrhali et al.,, 1999), con loops extracelulares cortos y loops
citoplasmaticos ligeramente mas largos. La comparacion de BsAcr3 con otras proteinas Acr3
de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, cianobacterias y hongos muestran que a pesar
de tener unas identidades muy diferentes, comparten una topologia comun (Aaltonen & Silow,
2008). Todas las proteinas Acr3 homdlogas estudiadas mantienen entre 38 o 39 residuos de
los 41 conservados en regiones transmembrana, aunque también presentan residuos
conservados tanto en loops intracelulares como en loops extracelulares.

La proteina BsAcr3 presenta exclusividad de transporte para As(lll), sin embargo varios
homélogos de Acr3 parecen transportar ademas de As(lll) otros metales. Analisis de
resistencia e incorporacion de Sb(lll) en S. cerevisiae, indican que la proteina ScAcr3p de S.
cerevisiae transporta As(lll) y Sb(lll) aunque con mas afinidad por el primero (Maciaszczyk-
Dziubinska et al., 2010). No obstante, se deberian realizar mas estudios para determinar el
mecanismo de transporte a través de la proteina Acr3p y las formas quimicas de sus sustratos
en S. cerevisiae. Recientemente se ha desvelado que la proteina Acr3 de la bacteria
Shewanella oneidensis (SoAcr3) confiere resistencia a As(V) pero no a As(lll). La proteina
SoAcr3 purificada se une a As(V) y a no As(lll), lo que hace pensar que esta proteina no es un
ortélogo de Acr3 (Xia et al., 2008). Lépez-Maury et al. (2003) identificaron en el genoma de
Synechocystis sp. PCC 6803 una arsenito permeasa que se incluyd inicialmente dentro de la
familia ArsB, aunque realmente pertenece a la familia Acr3 (Achour et al., 2007), la cual parece

ser responsable de la resistencia a As(lll) y Sh(lll).

Se han identificado también unas proteinas homologas a Acr3 de levaduras, en plantas
como P. vittata (PvAcr3) y otras especies de helechos, musgos y gimnospermas. Sin embargo
estas proteinas estan ausentes en angiospermas como A. thaliana, O. sativa, Zea mays (maiz)
y Vitis vinifera (Indriolo et al., 2010). La proteina PvAcr3 se encuentra en la vacuola del
gametocito, participa en la resistencia a As(lll) y presenta una topologia similar a la de la
proteina ScAcr3p de S. cerevisiae (Wysocki et al., 1997).
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1.6.3.3. Proteinas de la familia MRP.

Las proteinas de la familia MRP (Multidrug Resistance-associated Protein) forman parte del
sistema de desintoxicacion de As de la mayoria de los organismos eucariotas. Las proteinas
MRP conforman un subgrupo de la superfamilia de transportadores de tipo ABC ATPasas
(Haimeur et al., 2004) que eliminan conjugados glutationilados (GS-conjugados) de drogas del
citosol celular asociando el transporte a la hidrdlisis de ATP (Keppler, 2011; Leier et al., 1994;
Deeley & Cole, 2006).

En S. cerevisiae la proteina ScYcflp (Yeast Cadmiun Factor) que confiere resistencia a
varios agentes citotoxicos, bombea conjugados de glutatién con arsénico, cadmio o antimonio
al interior de la vacuola celular, asociando el transporte a la hidrélisis de ATP (Mielniczki-
Pereira et al., 2008). La compartimentacion de los metales en la vacuola y su aislamiento del
citosol, provoca un incremento de la resistencia al metaloide por parte del microorganismo. La
interrupcién del gen que codifica para la proteina ScYcflp de S. cerevisiae origina un fenotipo
sensible tanto a As(lll) como a As(V) (Rosen, 2002a).

Los homélogos de ScYcflp en humanos son las proteinas hMRP1 y hMRP2 que confieren
resistencia a muchos compuestos téxicos, entre ellos el As(lll). El transportador hMRP1
cataliza el transporte de conjugados de glutation y téxicos o drogas, y se encuentra
frecuentemente extendido en células cancerigenas (Cole et al., 1994). El transporte de esos
conjugados se ve incrementado en presencia de As(lll), lo que sugiere que la proteina hMRP1
funciona como un transportador de triconjugados de glutatiéon y As(lll) [As(GS);s] con gasto de
ATP (Leslie et al., 2005; Cole & Deeley, 2006). La proteina hMRP2 se encuentra en el higado
humano y libera conjugados de As(GS); al tracto biliar, lo que hace pensar que ésta sea la
principal ruta de desintoxicacién de As en humanos (Nies et al., 2008; Carew & Leslie, 2010).
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1.7. Técnicas de eliminaciobn de arsénico del

ambiente: biorremediacion.

La eliminacion de As de aguas contaminadas se ha realizado a lo largo del tiempo mediante
diferentes técnicas o procedimientos. Métodos fisicos como la coprecipitacion o coagulacion,
son considerados demasiado caros, poco practicos a la hora de aplicarlos a gran escala,
ineficaces para distinguir formas de As no cargadas en condiciones fisiol6gicas como el As(lll)
e incapaces de eliminar cantidades traza del metaloide (Lee et al., 2007; Mathieu et al., 2010).
Una tecnologia emergente que ha recibido gran atencion en los ultimos afios es el desarrollo
de biosorbentes; sin embargo aunque una gran variedad de especies de bacterias han sido
aisladas de ambientes contaminados con arsénico (Canovas et al.,, 2003), muy pocas
investigaciones han sido realizadas relacionadas con el uso de microorganismos como
biosorbentes de As. Diferentes estudios demuestran que la mayoria de los biosorbentes de
metales carecen de especificidad y afinidad por el sustrato (Saleem et al., 2008; Eapen &
D'Souza, 2005).

La biorremediacion de As es el uso de organismos (algas, bacterias, levaduras, hongos o
plantas) para eliminar As de ambientes contaminados; la biorremediacion es considerada como
una alternativa efectiva y econémica a los métodos fisicos para eliminar As del medio ambiente
(Kim et al., 2006; Datta et al., 2011; Vala, 2010). El uso de bacterias como biosorbentes de As
presenta numerosas ventajas; las bacterias son de pequefio tamafio, su organizacion es
simple, presentan diversidad catabodlica y metabdlica en ambientes extremos y una capacidad
de crecimiento rapida. Ademas muchas especies de bacterias son capaces de usar nutrientes

inaccesibles para otros organismos o incorporar metales en diferentes fases de su crecimiento.

En los dltimos afios algunas cepas de E. coli modificadas genéticamente en los sistemas de
salida de As, han sido utilizadas como biosorbentes o bioacumuladores con la finalidad de
eliminar el metaloide de ambientes contaminados (Singh et al., 2010; Singh et al., 2008a). La
sobreexpresion de genes que codifican para proteinas implicadas en la entrada de As, como
GIpF o Hxt, junto con la modificacion de los mecanismos de salida, ha provocado un

incremento de la acumulacién del metaloide en S. cerevisiae (Shah et al., 2010).

Las fitoquelatinas (PCs) son polipéptidos identificados principalmente en plantas y hongos, y
caracterizadas por poseer una capacidad de unién con metales; a diferencia de las

metalotioneinas (MTs), las PCs presentan una capacidad de unién especifica con el As(lll) (ver

80



Introduccién

apartado 1.5.2. de esta Introduccion). Diferentes investigaciones han demostrado que cepas de
E. coli 0 S. cerevisiae con capacidad de producir PCs de N. tabacum, A. thaliana o S. pombe
acumulan grandes cantidades de As con diferente grado de éxito y han sido utilizadas en
procesos de biorremediacion de As (Singh et al., 2008a; Singh et al., 2008b; Singh et al., 2010).

En la ultima década ha aumentado el nimero de referencias bibliograficas en las que
microorganismos modificados genéticamente muestran incrementos en la acumulacién de As,
constituyendo estos microorganismos una tecnologia Util y barata para poder eliminar As de

ambientes contaminados (Vala, 2010; Datta et al., 2010).
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1.8. Objetivos.

Los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

1.- Analisis in vivo e in vitro de las arsenito permeasas de Corynebacterium glutamicum para

determinar el mecanismo de transporte asociado a estas proteinas.
2.- Caracterizacion de las arseniato reductasas de C. glutamicum, con énfasis en las
enzimas CgArsC1’' y CgArsC4, con objeto de conocer los mecanismos generales y particulares

de resistencia a arseniato en esta bacteria.

3.- Estudios de incorporacién de As en cepas mutantes y recombinantes de C. glutamicum

capaces de acumular el metaloide en su interior para procesos de biorremediacion.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales.

2.1.1. Medios de cultivo para microorganismos.

2.1.1.1. Medios de cultivo para Escherichia coli.

Medio LB (L_uria-B ertani) (Miller, 1972). Medio de cultivo para el crecimiento de cepas de

E. coli.
Bacto-triptona 109
NaCl 109
Extracto de levadura 59
H.Od hasta 11

Se ajusté el pH a 7,5 con NaOH. Para su utilizacién como medio sélido (Medio LA) se

afiadié un 2% de agar. Se esterilizé en un autoclave durante 20 minutos a 121°C.
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Medio SOB (Hanahan, 1983). Medio de cultivo para la obtencidon de células competentes

de E. coli.
Bacto-triptona 20g
NaCl 05¢g
Extracto de levadura 59
H,Od hasta 11

Se ajusto el pH a 7,5 con KOH y se esterilizé en un autoclave durante 20 minutos a 121°C.
Para su uso como medio sélido se afiadi®é un 2% de agar. Inmediatamente antes de ser
utilizado se afiadieron 1 ml de una solucién de MgCl, y MgSO, 2 M esterilizada a través de un
filtro estéril de 0,22 ym de diametro de poro y 2 ml de glucosa 50% por cada botella con 100 ml
de medio, obteniendo el medio SOC.

Medio TB ( Terrific B_roth) (Tartof & Hobbs, 1987). Medio utilizado para el crecimiento de

E. coli con el fin de obtener ADN plasmidico.

Bacto-triptona 12g
Glicerol 4 ml
Extracto de levadura 24 g
H.Od hasta 900 ml

Después de esterilizar en el autoclave durante 20 minutos a 121°C se afiadieron 10 ml de
una soluciéon estéril de KH,PO, 170 mM y K,HPO, 720 mM por cada botella con 90 ml de

medio.

2.1.1.2. Medios de cultivo para Corynebacterium glutamicum.

Medio TSB (Tryctic S oy Broth) (Maniatis et al., 1982). Medio utilizado para el crecimiento

de corinebacterias.

Peptona de caseina 16g
Peptona de soja 3g
NaCl 69
Glucosa 259
K2.HPO, 25¢g
H.Od hasta 11

Se ajusto el pH a 7,0. Para su utilizacién como medio sélido (Medio TSA) se afiadié un 2%

de agar. Se esteriliz6 en un autoclave durante 20 minutos a 121°C.
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Medio m.inimo para ¢_orinebacterias (MMC) (Kaneko & Sakaguchi, 1979). Medio de

cultivo para corinebacterias.

(NH4);SO04 109
Urea 39
KH,PO, 1lg
MgSO,7H,0 041g
FeSO,4H,0 2mg
MnSQO,4H,0 2mg
NaCl 50 mg
Biotina 50 pg
Tiamina 200 pg
Glucosa 20¢g
H.Od hasta 11

Se ajusté el pH a 7,3. Para su utilizacion como medio sélido se afadié un 2% de agar. El
medio minimo para corinebacterias bajo en fosfato (  MMCLP) presenta 100 mg de KH,PO,
por cada litro de medio. Las vitaminas se esterilizaron por filtracion; la glucosa y el KH,PO, se

esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 121°C por separado.
2.1.1.3. Aditivos de los medios de cultivo.

Los medios de cultivo descritos fueron suplementados con diversos aditivos cuando el
experimento lo requiera. Los mas utlizados fueron antibiéticos e indicadores de
complementacion del gen lacZ, que fueron preparados siguiendo las recomendaciones de
Maniatis et al. (1982). Estos compuestos, mientras no se indique lo contrario, fueron adquiridos

a la compafiia Sigma Chemical Co.

Acido nalidixico (Nal). Preparacion en solucién a 12,5 mg/ml en NaOH 1 N. La
concentracién final utilizada en los experimentos de conjugacion fue de 50 ug/mil.

Ampicilina (Ap). Preparada en solucién a 200 mg/ml en agua. La concentracion final
utilizada fue de 100 ug/ml para E. coli.

Apramicina (Am). Preparada en solucién a 100 mg/ml en agua. La concentracion final
utilizada fue de 100 yg/ml para E. coliy de 12,5 yg/ml para corinebacterias.

Cloranfenicol (Cm). Preparada en solucion a 34 mg/ml en etanol. La concentracion
final utilizada fue de 20 yg/ml para E. coli y de 6 ug/ml para corinebacterias.

Kanamicina (Km). Preparacion en solucidon acuosa a 100 mg/ml. La concentracion
final utilizada fue de 50 pg/ml para la seleccion de plasmidos en E. coli y de 12,5 pg/ml

para corinebacterias.
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Isopropil-B-D-galactopiranésido (IPTG). Preparacion en solucion acuosa a 100 mM.
Se empled a una concentracion final de 0,05 mM y fue adquirido a la casa comercial
Apollo (UK).

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal). Preparacion en solucion a 20
mg/ml en dimetilformamida utilizandose a una concentracién final de 40 ug/ml. El X-Gal

fue adquirido a la casa comercial Apollo (UK).

Las soluciones stock de antibidticos disueltas en agua fueron esterilizadas a través de un
filtro Millipore estéril de 0,22 um de didmetro de poro, mientras que las disueltas en etanal,

dimetilformamida o NaOH no fueron esterilizadas.

2.1.2. Microorganismos.

2.1.2.1. Cepas utilizadas.

Las cepas utilizadas en el presente trabajo se indican en el Anexo 4 (Tablas A4.4 y A4.5).
2.1.2.2. Crecimiento.

El crecimiento en medio sélido se llevd a cabo a 37°C en medio LA en el caso de E. coliy a
30°C en medio TSA en el caso de corinebacterias, salvo que el microorganismo o experimento

requiriera alguna variacion, lo que se indicara en cada caso concreto.

Los cultivos en medio liquido se realizaron en medio LB a 37°C para E. coli y en medio TSB
a 30°C para corinebacterias. En ambos casos se emplearon matraces Erlenmeyer y una

agitacion orbital de 220 rpm.

El crecimiento de las bacterias se determind midiendo la turbidez de los cultivos (DOggonm)

en un espectrofotometro.
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2.1.2.3. Mantenimiento.

Las diferentes cepas bacterianas utilizadas han sido conservadas por siembra periodica (2
meses para las cepas de E. coli y 4 meses para las cepas de corinebacterias) en placas de

agar con el medio de cultivo adecuado y los aditivos necesarios.

Las placas se mantienen selladas con Parafim® a 4°C. La conservacién a mas largo plazo
(entre 2 y 4 afios) se realiz6 mediante congelacion a -80°C del microorganismo en

suspensiones con una concentracion final de glicerol del 20% (v/v).

2.1.3. Vectores.

Los vectores utilizados se describen en el Anexo 4 (Tablas A4.2 y A4.3).

2.1.4. Acidos nucleicos.

El ADN del bacteriéfago lambda (fago A), utilizado como marcador de tamafio en los geles
de electroforesis tras su digestion con las endonucleasas Hindlll, Pstl o la que corresponda, fue

adquirido a la casa comercial MBI Fermentas.

Los oligonucleétidos sintéticos utilizados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich y se detallan en
el Anexo 4 (Tabla A4.1).

2.2. Introduccion de ADN.
2.2.1. Transformacion de E. coli.

A la hora de introducir ADN en E. coli por medio de procesos de transformacién se requiere
una “disponibilidad” de la bacteria que facilite el paso de las moléculas de ADN a través de las
barreras externas de la célula. Este estado es lo que se denomina competencia y las células
gue lo presentan células competentes. La preparacion de células competentes de E. coli se ha
realizado por distintos métodos dependiendo de la eficiencia (nimero de transformantes por ug

de ADN) deseada en cada caso.
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2.2.1.1. Preparacion de células competentes de  E. coli por el método del

TSS (Transformation S_torage S olution ).

Este método permite la obtencién de 10°-10" transformantes por pg de ADN. Normalmente
se utilizaron células competentes obtenidas por este método para transformaciones de
plasmidos y no de mezclas de ligacién, que requieren una mayor eficiencia de transformacion.

El proceso seguido, descrito por Chung et al. (1989), fue el siguiente:

1.- Se siembra una placa de medio LA con la cepa de E. coli que vaya a ser utilizada como
receptora en la transformacion y se incuba a 37°C durante 12-14 horas.

2.- Se inoculan 100 ml de medio LB con una colonia aislada y se incuba a 37°C hasta
alcanzar una DOggonm de 0,5.

3.- Se recogen las células por centrifugacion a 4.000 rpm y 4°C durante 10 minutos.

4.- Se resuspende el precipitado celular en 10 ml de soluciéon TSS fria y la suspensién
resultante se reparte en alicuotas, congelandose inmediatamente en nitrégeno liquido y

almacenandose a -80<T hasta su utilizacion.

Solucién TSS (T_ransformation s_torage s olution) . Bacto-triptona 10% (p/v); DMSO 5% (v/v); extracto de levadura 5%
(p/v); MgSQO,4 50 mM; NaCl 10% (p/v) y PEG de peso molecular 8.000 10% (p/v). El pH se ajust6 a un valor de 6,5y la
solucion se esteriliz6 a través de un filtro estéril de 0,22 ym de diametro de poro.

2.2.1.2. Preparacion de células competentes de  E. coli por el método de cloruro de

rubidio.

Este método fue descrito por Hanahan (1983) y se utilizé en todos aquellos casos en los
que se requeria una eficiencia de transformacion elevada (hasta 5 x 10° transformantes por ug
de ADN) como es el caso de la transformacién de mezclas de ligacién. Los pasos a seguir son

los siguientes:

1.- Se siembra una placa de medio SOB con la cepa de E. coli que vaya a ser utilizada
como receptora en la transformacion y se crece a 37°C durante 12-14 horas.

2.- Se inocula un matraz con 100 ml del mismo medio con una colonia aislada y se incuba a
37°C con agitacion hasta que el cultivo alcance una DOgym entre 0,4 y 0,5, manteniéndose
posteriormente a 4°C durante 20 minutos.

3.- Se recogen las células por centrifugacion a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C.
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4.- A continuacion se resuspenden las células (con suavidad y manteniendo su temperatura
alrededor de 4°C) en 30 ml de solucién RF1 fria y se mantienen en hielo durante 15 minutos.

5.- Se centrifuga en las mismas condiciones descritas en el paso 3, se resuspenden las
células en 8 ml de solucién RF2 fria y se mantiene la suspension en hielo durante 15 minutos.
Finalmente se reparte la suspension en alicuotas de 200 pl que se conservan a -80°C, previa

congelacion en nitrégeno liquido.

Solucién RF1. Acetato potasico 30 mM; CaCl, 10 mM; Glicerol 15% (v/v); MnCl, 50 mM y RbCI 100 mM. Se ajusta el
pH a 5,8 con acido acético 0,2 M. Se esteriliza por filtracién a través de un filtro estéril de 0,22 ym de didametro de poro.
Se utiliza agua de calidad MilliQ para preparar todas las soluciones y medios de cultivo, asi como para el lavado del
material utilizado en la preparacién y almacenamiento de soluciones y medios, y en el procesamiento de las células.

Solucién RF2. CacCl, 75 mM; glicerol 15% (v/v); MOPS 10 mM pH 7 y RbCl 10 mM. Se ajusta el pH a 6,8 con NaOH y

se esteriliza por filtracién a través de un filtro Millipore estéril de 0,22 um de diametro de poro.

2.2.1.3. Procedimiento de transformacion.

El protocolo de transformacién de las células competentes de E. coli fue basicamente el
descrito por Hanahan (1983), empleado independientemente del método seguido para inducir

la competencia de las células.

Los pasos que se siguen se detallan a continuacion:

1.- Se descongelan las células competentes en un bafio de hielo y agua y se mezcla el ADN
con 100 ul de células, manteniéndose en hielo durante 15-30 minutos. El volumen de la
solucion que contiene el ADN no debe superar el 5% del volumen de células utilizado.

2.- A continuacion se somete la mezcla a un choque térmico a 42°C durante 90 segundos,
seguido de un rapido enfriamiento en hielo durante unos 2-3 minutos.

3.- Se afiaden 900 ul de medio LB o medio SOC y se incuba a 37°C en agitacién durante
una hora con el fin de que las células que incorporen el plasmido expresen la resistencia al
antibiético utilizado como marcador de seleccién (expresion fenaotipica).

4.- Finalmente se siembra en placas de medio LA suplementado con el antibiético necesario

para la seleccién de los transformantes.
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2.2.2. Electrotransformacion de corinebacterias.

Los sistemas de electroporacion o electrotransformacion se basan en un generador que
produce pulsos eléctricos de alto voltaje y alta densidad de corriente. Estos pulsos se
transmiten mediante dos electrodos a una cubeta que contiene la preparacién celular, que de
este modo incrementa la permeabilidad de su pared celular. Este tipo de transformacién en
corinebacterias se utilizé para integraciones al azar de elementos transponibles en el genoma
de C. glutamicum como: el transposén Tn5 (Epicentre, Biotechnologies); el elemento 1S6100, a
través del plasmido pAT6100 (Mormann et al., 2006; Tabla A4.2) y el minitransposén Tn31831
mediante el plasmido pMV23 (Suzuki et al., 2006; Tabla A4.2).

El protocolo utilizado para la electroporacién de corinebacterias ha sido desarrollado a partir
de los trabajos de Dower et al. (1988), Mormann et al. (2006), Suzuki et al. (2006) y Heery &
Dunican (1989).

2.2.2.1. Preparacion de células electrocompetentes.

1.- Se inocula 1 litro de medio TSB con 1% de un cultivo de C. glutamicum crecido durante
toda la noche. Se incuban las células a 30°C con agitacion hasta que alcanzan una DOggonm
entre 0,6 y 0,8.

2.- Los matraces se mantienen en hielo durante 30 minutos recogiendo posteriormente las
células por centrifugacion a 5.000 rpm y 4°C durante 10 minutos.

3.- Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en 1 litro de agua MilliQ fria.
Se repite la centrifugacién y se efectla un nuevo lavado de las células con 500 ml de agua
MilliQ fria.

4.- Tras la centrifugacion el sedimento celular se resuspende en 2 ml de glicerol 10% frio, se
congela rapidamente en nitrogeno liquido y se deja descogelar en hielo lentamente. Se
completa el volumen hasta 20 ml con glicerol 10% y se centrifuga de nuevo.

5.- Finalmente se resuspenden las células en 2-4 ml de glicerol 10% de manera que resulte
una densidad aproximada de 3 x 10 células/ml. Se reparten en alicuotas de 40 pl y se vuelven

a congelar en nitrégeno liquido almacenandose a -80°C.
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2.2.2.2. Procedimiento de electrotransformacion.

1.- Se descongelan las células a temperatura ambiente y se trasladan inmediatamente a
hielo.

2.- Se mezclan 40 ul de la suspension celular con 0,1-1 pg de ADN (que debe estar
resuspendido en agua).

3.- Se transfiere la mezcla de células y ADN a la cubeta de electroporacion de 0,2 cm que
ha sido mantenida en hielo y se aplica un pulso de 2,5 kV.

4.- Se afiade inmediatamente a la cubeta 1 ml de medio TSB (la rapida adicién del medio
tras el pulso es importante para incrementar el nimero de transformantes) y se resuspenden
las células con una pipeta. Se transfiere la suspension celular a un tubo de 2 ml donde se
incuba a 30°C durante 3 horas.

5.- Transcurrido este tiempo se reparte la mezcla sobre las placas de medio TSA con el

antibiético adecuado para permitir la seleccion de los transformantes.

2.2.3. Conjugacion entre E. coli y C. glutamicum

El protocolo utilizado fue descrito por Schafer et al. (1990). En todos los ensayos de
conjugacion se utilizé como cepa donadora E. coli S17-1, transformada con las construcciones
adecuadas, y como cepas receptoras C. glutamicum RES167 o derivadas debido a su mayor

eficiencia de transformacion producida por una alteracién de sus sistemas de restriccion.

1.- Se incuba la cepa donadora E. coli S17-1, previamente transformada con el plasmido
que se quiere conjugar, en medio LB suplementado con el antibiético adecuado hasta alcanzar
unos valores de DOggonm €Ntre 1,5y 2.

2.- Se inoculan 100 ml de medio TSB con 1 ml de un precultivo de C. glutamicum incubado
durante toda la noche y se permite el crecimiento del microorganismo a 30°C en agitacion
hasta alcanzar una DOggonm €ntre 3y 4.

3.- Tanto las células donadoras como las células receptoras se lavan dos veces con medio
LB y TSB, respectivamente. Se centrifugan a 3.000 rpm y se resuspenden con agitacién suave.

4.- Para la mezcla de conjugacion se utilizan 4 x 10° células donadoras y 4 x 10° células
receptoras (relacion 1:1), centrifugandose a 3.000 rpm durante 5 minutos. La mezcla de
conjugacion se resuspende cuidadosamente en 0,5 ml de TSB y se aplica sobre un filtro de
acetato de celulosa estéril con un didmetro de poro de 0,45 um (Sartorius) colocado sobre una

placa de medio TSA.
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5.- Se incuba la placa con el filtro a 30°C durante 20 horas para permitir la transferencia del
plasmido desde E. coli a C. glutamicum.

6.- Se recoge el filtro con la muestra celular en condiciones de esterilidad y se resuspenden
las células en 5 ml de medio TSB. Se centrifuga posteriormente 5 minutos a 3.000 rpm y se
resuspende el sedimento celular en 0,1-1 ml de medio TSB.

7.- Las corinebacterias transconjugantes se seleccionan extendiendo la muestra celular en
placas de TSA suplementados con kanamicina o apramicina y acido nalidixico a 30°C durante
2-4 dias. En general las corinebacterias y la mayoria de los microorganismos Gram-positivos
presentan resistencia natural a acido nalidixico por lo que la adicidon de este compuesto a las

placas permitiria Gnicamente el crecimiento de las corinebacterias.
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2.3. Técnicas generales de manipulacion y analisis
del ADN.

2.3.1. Aislamiento de ADN total.

2.3.1.1. Aislamiento de ADN total a gran escala.

El método utilizado para obtener ADN total de los distintos microorganismos fue
esencialmente el descrito por Correia (1995). Este método permite la rapida preparacion de
ADN total a partir de cultivos con un volumen comprendido entre 5 y 100 ml, obteniéndose

entre 4-5 ug de ADN por ml de cultivo.

1.- Se inocula un matraz con 100 ml del medio de cultivo adecuado con una colonia de la
cepa deseada y se incuba en agitacion a la temperatura 6ptima de crecimiento durante 16-24
horas.

2.- A continuacién se recogen las células por centrifugacién a 4°C y 10.000 rpm durante 10
minutos. El sedimento celular se resuspende en 4 ml de TES y se le afiade lisozima a una
concentraciéon final de 20 mg/ml. Se incuba la mezcla a 30°C durante 2 horas, para las
bacterias Gram-negativas, 0 hasta 12 horas, para las bacterias Gram-positivas.

3.- Se afiaden 8 ml de una solucion: EDTA 25 mM pH 8,0, SDS 2% y proteinasa K 200
pg/ml, en presencia de la cual se incuba a 42°C durante 2 horas. En el caso de tratarse de
microorganismos Gram-positivos este tiempo puede ser incrementado hasta 12 horas.

4.- Transcurrido este tiempo se trata la mezcla con un volumen de fenol neutro. Se mezcla
suavemente para evitar la rotura mecanica del ADN y se centrifuga a temperatura ambiente y
13.000 rpm durante 10 minutos. Se recupera la fase acuosa (superior) y se desproteiniza
mediante una extraccion con 1 volumen de fenol-CIA hasta que se obtiene una interfase limpia.
Por Gltimo, se efectda una nueva extraccion con un volumen de CIA para eliminar los restos de
fenol que puedan interferir con el uso posterior del ADN purificado.

5.- Tras esta Ultima extraccion, se afiade 0,6 volimenes de isopropanol. En pocos instantes
se observa la precipitacion del ADN en forma de largas hebras que se recogen con una varilla
de vidrio y se depositan en un tubo Eppendorf. Se lava con etanol al 70%. Se seca el
precipitado y se resuspende en 0,1-5 ml de agua. La cantidad de ADN se cuantifica teniendo

en cuenta que un valor de DOy de 1 equivalente a 50 pg/,,, de ADN.
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TES. Tris-HCI 25 mM pH 8,0; EDTA 25 mM y sacarosa 10,3%.

Fenol &cido . Se mezclan 500 ml de fenol solido con 500 ml de H,Od. Se agita y se deja reposar retirando
posteriormente la fase superior acuosa. Se burbujea con nitrogeno gaseoso durante 15 minutos y se guarda a 4°C en
un recipiente oscuro. En este estado se puede mantener hasta 3 meses.

Fenol neutro . Se mezclan por agitacién 4 volimenes de fenol acido con 1 volumen de Tris-HCI 1 M pH 8,0 en la
campana de extraccién. Se mantiene la mezcla en reposo hasta que se separen la fase superior acuosa y la inferior
fendlica y que alcance pH 8,0. El fenol asi preparado se conserva a 4°C en un recipiente opaco, donde puede
mantenerse durante al menos 1 mes.

Fenol-CIA . Se prepara mezclando volimenes iguales de fenol neutro y de CIA.

CIA. Se prepara mezclando 24 volimenes de cloroformo con un volumen de alcohol isoamilico.

2.3.1.2. Aislamiento de ADN total a pequefia escala.

El método utilizado fue esencialmente el descrito por Vaneechoutte et al. (1995). Este
método permite obtener ADN total de manera rapida y con cantidades suficientes para realizar
un analisis por PCR utilizando el ADN extraido. Se utiliz6 para comprobar de manera rapida las
integraciones en el cromosoma de C. glutamicum de los vectores suicida derivados de
pK18mob y p0OJ260 (Tabla A4.2) utilizados en el presente trabajo. Estos vectores presentan
secuencias para los oligonucleétidos universales M13-26 y M13-20 (Tabla A4.1).

Se toma una pequefia cantidad de células crecidas en medio sélido con el asa de siembra.
Las células se resuspenden en 300 ul de agua en un tubo Eppendorf y se hierven durante 10
minutos. Posteriormente las muestras se centrifugan durante 2 minutos a 14.000 rpm y el

sobrenadante se utiliza directamente como ADN molde en ensayos de PCR.

2.3.2. Aislamiento de ADN plasmidico.

2.3.2.1. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli.

Para obtener ADN plasmidico de E. coli con un alto grado de pureza se utilizo el kit Nucleo

Spin® Plasmid Macherey-Nagel, siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN plasmidico
obtenido mediante este método fue utilizado posteriormente para realizar las construcciones
del presente trabajo. Para analizar multiples colonias procedentes de la transferencia de
mezcla de ligaciones de las correspondientes cepas se utilizé una modificacion del protocolo
descrito por Holmes & Quigley (1981) este metodo permite obtener ADN con una concentracion
y un grado de pureza suficiente para realizar reacciones de digestion con endonucleasas de

restriccion y es un método mas rapido y menos costoso.
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2.3.2.1.1. Minipreparaciones por el método de  Boiling Holmes & Quigley (1981).

1.- Se pica una colonia con un palillo estéril y se inocula en un tubo Eppendorf con 1,5 ml de
medio TB, al que se afiade el antibiético adecuado para el mantenimiento del plasmido en la
bacteria; se incuba a 37°C con agitaciéon durante 12-16 horas.

2.- A continuacién se recogen las células mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 5
minutos. El precipitado obtenido se resuspende en 350 pl de STET y se afladen 13 pl de una
solucién de lisozima preparada a una concentracion de 20 mg/ml en STET.

3.- Se mezcla con agitador durante 30 segundos y se hierve durante 45 segundos. Las
proteinas, restos celulares y el ADN cromosOmico se precipitan por centrifugacién a 14.000
rpm durante 10 minutos y el precipitado mucoso formado se elimina con la ayuda de un palillo
estéril. Posteriormente se afiaden 450 pl de isopropanol y se mantiene a temperatura ambiente
durante 10-15 minutos, tras los cuales el ADN plasmidico precipita.

4.- Se centrifuga a 14.000 rpm durante 10 minutos y el precipitado se lava con etanol al

70%. posteriormente se seca y se resuspende en 30 pl de agua o tampon TE.

STET. Sacarosa 8% (p/v); Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 50 mM pH 8,0 y Tritdn X-100 0,5% (v/v).
Tampon TE . Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y EDTA 1 mM pH 8,0.

2.3.2.2. Aislamiento de ADN plasmidico de corinebac terias.

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos en las conjugaciones de C. glutamicum
con vectores que presentaban origenes de replicacion de corinebacterias, se aislé el ADN
plasmidico de los transconjugantes obtenidos, siguiendo el método descrito para Streptomyces
por Kieser et al. (2000).

1.- Se inoculan 1,5 ml de medio TSB, suplementado con el antibidtico adecuado, con células
de C. glutamicum portadoras del plasmido que se pretende aislar y se incuban durante 24
horas a 30°C con agitacion.

2.- Las células se recogen por centrifugacion a 5.000 rpm durante 5 minutos, se
resuspenden en 500 ul de solucién TES con una concentracién de lisozima de 10 mg/ml y se
incuba durante 3 horas.

3.- Se afladen 250 pl de una solucion de SDS al 2% en NaOH 0,3 N precalentada a 55<C.
La mezcla se homogeneiza inmediatamente por agitacion y se incuba a 70°C durante 10

minutos, transcurridos los cuales se deja enfriar a temperatura ambiente.
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4.- A continuacion se afiaden 200 pl de fenol acido y se homogeneiza la mezcla. Las fases
se separan por centrifugaciéon a 14.000 rpm durante 10 minutos (alicuotas de la fase acuosa
pueden ser cargadas directamente en un gel para su analisis). Se recoge la fase superior, de
aproximadamente 700 pl, en un tubo y se realiza una nueva extraccién con fenol-CIA
centrifugandose como en el caso anterior.

5.- EI ADN plasmidico presente en la fase acuosa se precipita por adicion de 70 pl de
acetato sédico 3 M no tamponado y 700 pl de isopropanol. Los tubos se mantienen a
temperatura ambiente durante 10 minutos centrifugandose a continuacion durante 5 minutos. El

precipitado se lava con etanol al 70% y una vez seco, se resuspende en 100 ul de tampén TE.

Para la extraccion de ADN plasmidico de corinebacterias también se ha utilizado el sistema

comercial Nucleo Spin® Plasmid Macherey-Nagel, siguiendo las instrucciones indicadas por el

fabricante para microorganismos Gram-positivos.

2.3.3. Manipulacion de ADN.

2.3.3.1. Eliminacion de ARN y desproteinizacion de ~ ADN.

Una vez extraido el ADN por cualquiera de los métodos no comerciales que se han descrito
anteriormente puede ser necesario someterlo a un proceso de limpieza antes de que pueda ser

utilizado en otros ensayos.

1.- EI ADN obtenido se trata con ARNasa, en una concentracién final de 100 pg/ml,
incubandose a 37°C durante 90 minutos.

2.- Una vez transcurrido este tiempo se afiade un volumen de fenol neutro, se mezcla y se
centrifuga a temperatura ambiente y 14.000 rpm durante 5 minutos.

3.- Se recoge la fase acuosa (superior) y se homogeniza con un volumen de fenol-CIA,
centrifugando en las mismas condiciones descritas en el paso anterior. Se repite este proceso
hasta obtener una interfase limpia.

4.- Llegados a este punto se hace un Ultimo tratamiento con un volumen de CIA y se
precipita a -20°C con 1/10 del volumen de acetato sodico 3 M pH 5,2 y 2,5 volimenes de

etanol absoluto frio.

Para la limpieza del ADN también se ha utilizado el sistema comercial Nucleo Spin® Extract

Macherey-Nagel, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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ARNasa. Se disuelve la ARNasa a una concentraciéon de 10 mg/ml en una solucién con NaCl 15 mM y Tris-HCI 10 mM
pH 7,5. La mezcla se hierve durante 15 minutos y se deja enfriar lentamente. Posteriormente se reparte en alicuotas y

se conserva a -20<C.

2.3.3.2. Digestion y manipulacion de ADN.

Las enzimas de restriccion fueron utilizadas siguiendo las recomendaciones del proveedor:
MBI Fermentas. Como norma general, el volumen de las enzimas no debe superar 1/10 del
volumen total de la mezcla de reaccion debido a la alta concentracion de glicerol presente en

las soluciones de almacenamiento de las mismas.

2.3.3.2.1. Esquema general de la digestion de ADN c on una endonucleasa de

restriccion.

1.- En un tubo Eppendorf se mezclan, en el orden mencionado, los siguientes componentes
de la reaccion:

- Agua destilada estéril hasta completar el volumen final de la mezcla de digestion.

- Tampoén de digestién en la concentracion éptima descrita (normalmente se requiere un
volumen que sea la décima parte del volumen final de la mezcla, debido a que el tampdn se

distribuye con una concentracion 10 veces mayor de la recomendada para su uso).

- n yg de ADN disuelto en H,Od o en tampon TE (si el ADN esta disuelto en tampén TE es
recomendable que el volumen utilizado en la mezcla no supere la décima parte del total de la

reaccion, para evitar modificar las caracteristicas del tampén de digestion).
- 2n unidades de enzima.

2.- Posteriormente se incuba a la temperatura adecuada durante 2-3 horas. EI ADN se

analiza por migracion electroforética en geles de agarosa 0 se limpia mediante el sistema

comercial Nucleo Spin® Extract Macherey-Nagel, siguiendo las instrucciones del fabricante,

para su uso posterior.
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2.3.3.2.2. Esquema general de reaccion de las enzim as de manipulacion de ADN mas

usadas

Rellenado de los extremos protuberantes del ADN con el fragmento Klenow de la ADN

polimerasa | de E. coli.

Esta enzima ha sido utilizada para rellenar los extremos 3"-recesivos (polimerasa), o para
degradar extremos 3’-protuberantes (exonucleasa) creados en el ADN tras la digestién con
ciertas enzimas de restriccion, convirtiéndolos asi en extremos romos. Para que la enzima lleve

a cabo su actividad polimerasa se sigue el protocolo que se describe a continuacion:

1.- Se disuelve el precipitado de ADN obtenido tras su purificacion y limpieza en 13 ul de
H,Od y se afiaden 2 ul de tampdn de reaccion 10x para el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa-|.

2.- Se afiade 1 pl de cada uno de los nucleétidos (la concentracion final es de 0,1 mM para
cada uno) y 1 ul (4 unidades) del fragmento Klenow de la polimerasa, incubandose a 28°C
durante 20 minutos.

3.- Una vez finalizada la reaccion se inactiva la enzima por calentamiento y se limpia el ADN
mediante fenolizacion. El ADN se precipita a -20°C con 1/10 de volumen de acetato sédico 3 M
pH 5,2 y 2,5 volumenes de etanol frio, y posteriormente se recupera por centrifugacion a
14.000 rpm y 4°C durante 30 minutos.

Para la obtencidon de extremos romos a partir de extremos 3'-protuberantes mediante la
actividad exonucleasa del fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de E. coli, antes de afadir
los nucledtidos en el paso 2, se afiade 1 pl (4 unidades) del fragmento Klenow de la
polimerasa, incubandose a 37°C durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo se afiade 1 ul de
cada uno de los nucleétidos y se incuba a 30°C durante 30 minutos, continuando con el paso 3

anteriormente descrito.

Tampo6n de reaccion para el fragmento Klenow de la A DN polimerasa-l (10x). MgCl, 0,2 M; NaCl 0,5 M y Tris-HCI
0,4 M pH 7,5.
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Desfosforilacion de los extremos 5’ del ADN con la fosfatasa alcalina antartica.

Para evitar la recircularizacion de los vectores digeridos con enzimas de restriccion durante
las ligaciones, los vectores se trataron con fosfatasa alcalina. Esta enzima hidroliza los
extremos 5'-fosfato del ADN e impidiendo la formacién de los enlaces fosfodiéster en la misma
molécula, pero no la unién a otras moléculas intactas que tengan extremos 5'-fosfato
completos. Para que la enzima lleve a cabo su actividad se sigue el protocolo que se describe

a continuacion:

1.- Se disuelve el ADN (0,5 ug aproximadamente) en 30 ul de H,Od y se afiaden 2,5 ul de
tampoén de reaccion 10x para la fosfatasa alcalina antartica (BioLabs®, New England, Inc).

2.- Se afladen 2,5 pl (2,5 unidades) de fosfatasa alcalina antartica y se incuba 30 minutos a
37°C.

3.- Se afiaden otros 2,5 pl de enzima y se incuba la reaccién otros 30 minutos a 37°C.

4.- Se inactiva la enzima por calentamiento de la mezcla a 65°C durante 10 minutos.

Tampon de reaccion para la fosfatasa alcalina antar  tica (10x). MgCl, 1mM; ZnCl, 0,1mM; Bis-Tris-Propano-HCI 50
mM pH 6,0.

Ligacion de fragmentos de ADN con la ADN ligasa del bacteri6fago T4.

Esta enzima se utilizé para unir covalentemente los fragmentos de ADN originados por las
distintas enzimas de restriccion. La enzima cataliza la formacion de un enlace fosfodiéster entre
extremos 3'-hidroxilo y 5'-fosfato del ADN, bien dentro de la molécula o bien entre dos

fragmentos distintos, y requiere ATP y Mg>* como cofactores.

1.- A una cantidad de ADN del vector de entre 10 y 40 ng se le afiade una cantidad
equimolar de ADN del inserto (aunque normalmente la ligacion se favorece cuando la relacion
inserto/vector se triplica).

2.- Se afiade el H,0Od necesaria para alcanzar un volumen final de reaccion de 10 pl y se
calienta la mezcla a 65°C durante 15 segundos con el fin de relajar los fragmentos de ADN
presentes en la mezcla.

3.- A continuacién se enfria en hielo y se afiade 1 pl de tampdn de reaccion 10x para la
ADN ligasa y 1 pl (5 unidades) de ADN ligasa del fago T4 (MBI Fermentas).
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4.- Se incuba la reaccion a 22°C durante una hora, si el ADN a ligar posee extremos
cohesivos, 0 a 15°C durante 12 horas, si los fragmentos de ADN poseen extremos romos. Las
nuevas moléculas generadas durante este proceso serdn posteriormente introducidas en la

cepa adecuada mediante transformacion.

Tampo6n de reaccion para la ADN ligasa del fago T4 (10x). ATP 10 mM; BSA 500 pg/ml; DTT 200 mM; MgCl, 100
mM vy Tris-HCI 500 mM pH 7,8.

2.3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica permite la amplificacion de acidos nucleicos (Mullis et al., 1986), ya que,
mediante la utilizacion de unos oligonucleétidos o cebadores disefiados al efecto y partiendo de
una molécula de ADN diana, se puede amplificar entre 10° y 10° veces una secuencia

especifica contenida en ella.

El método se basa en la repeticiébn de un conjunto de tres pasos efectuados de forma
sucesiva en unas condiciones determinadas y controladas de temperatura. Cada conjunto de

estos tres pasos se denomina ciclo y consta de:

1. Desnaturalizacién: Las dos hebras del ADN utilizado como diana son separadas mediante

la incubacién a una temperatura elevada (92-96°C). Las hebras disociadas permaneceran en
esta forma en la solucion hasta que la temperatura baje lo suficiente como para permitir la
unioén de los oligonucledtidos.

2. Anillamiento de los oligonucleétidos: Consiste en la unién de los cebadores al ADN diana.

Los oligonucleotidos sintéticos disefiados son capaces de unirse a secuencias de ADN que
limitan fisicamente con la region que se pretende amplificar. Cada uno de ellos es una réplica
de una de las dos cadenas del ADN y su disefio es tal que quedan enfrentados por sus
extremos 3" tras la unién a la molécula de ADN diana. La distancia entre ellos en el conjunto
ADN-oligonucleétidos determinara la longitud de la secuencia de ADN amplificada.

3. Extensidén: Consiste en la elongacion de los oligonucleétidos en el conjunto ADN-
oligonucleotidos por la accion de una ADN polimerasa durante un tiempo que depende de la
longitud del fragmento a amplificar. El resultado es la formacion de las dos cadenas de ADN,
copiadas de las moléculas diana, que han incorporado en el extremo 5 de su secuencia la del

respectivo oligonucledtido.
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Se empled la enzima KAPATaq ADN polimerasa (Kapa Biosystems) para uso rutinario o

PfuUltra® Hotstart High-Fidelity ADN polimerasa (Stratagene) para conseguir PCRs de alta

fidelidad. El termociclador utilizado fue un Px2 Thermal Cycler (THERMO Electron Corporation).

1.- Se prepara en un tubo Eppendorf de 200 pl, que se mantiene en un bafio de hielo y

agua, la siguiente mezcla de reaccién en un volumen final de 50 pl:

Tamp6n 10x para ADN polimerasa

dNTPs (2 mM cada uno)
Oligonucleétido 1 (10 pM)
Oligonucledtido 2 (10 uM)
ADN polimerasa

MgCl, (25 mM)

DMSO 60% (opcional)
ADN molde

H,Od estéril

5ul
4 ul
2l
2 ul
1U
4l
5l
2ul

Hasta 50pl

2.- Se introduce el tubo en un termociclador programado con las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial

Amplificacion

Desnaturalizacion

Anillamiento

Extension

Extensién final

. 30 segundos 30 segundos X segundos** 10 minutos
5 minutos
95°C XoC* 72°C 72°C
95°C
) 30 ciclos 1 ciclo
1 ciclo

* Se determina la temperatura Optima segun la temperatura de anillamiento de los oligonucleétidos calculada

empiricamente.

** E| tiempo de extension varia en funcion del tamafio del fragmento esperado. Generalmente se utiliza 1 min/kb.

En las amplificaciones realizadas durante el desarrollo de esta memoria, se ajustaron las

concentraciones de los componentes de la mezcla de reaccibn y los parametros del

termociclador para que la fidelidad de la sintesis de ADN fuera maxima. En el proceso de PCR

ciertas combinaciones oligonucleétido-molde pueden dar lugar a amplificaciones inespecificas

de productos o a una baja eficiencia del producto deseado. Por modificacion de los

componentes de la mezcla de reaccion, es posible mejorar la eficiencia y especificidad del

producto de PCR deseado.
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Los fragmentos de ADN amplificados en los distintos experimentos se purificaron a partir de

geles de agarosa utilizando el sistema Nucleo Spin® Extract Macherey-Nagel, siguiendo las

instrucciones del fabricante (ver apartado 2.3.6.1. de Materiales y métodos).

Tampo6n de reaccién para la Taq polimerasa  (10x). KCI 0,5 My Tris-HCI 0,1 M pH 8,3.
Mezcla de nucledtidos (dNTPs). Mezcla de dATP, dCTP, dGTP y dTTP en una concentracion de 2 mM cada uno de
ellos.

2.3.5. Mutagénesis dirigida.

La técnica de mutagénesis dirigida utilizada permite, mediante PCR, introducir mutaciones
puntuales, cambiar la secuencia de tripletes que codifican para un determinado aminoacido y
eliminar o introducir determinados nucle6tidos en una secuencia de ADN generalmente clonada
en un plasmido. Para ello son necesarios dos oligonucledtidos mutagénicos que contienen la
mutacién deseada flanqueada aguas arriba y abajo por secuencias no modificadas de
aproximadamente dieciocho nucleétidos. Ambos oligonuclettidos anillan exactamente en la
misma secuencia en cada una de las cadenas del ADN plasmidico, reversa y complementaria.
Se siguieron las indicaciones del kit Quik-Change® Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, La

Jolla, CA) con pequefias modificaciones:

1.- Preparacion del ADN plasmidico que se usard como molde. Se crecen 5 ml de medio de
cultivo inoculado con una colonia de la cepa E. coli TOP10 transformada con el plasmido de
interés. Posteriormente, se extrae el ADN plasmidico utilizando los sistemas descritos en el
apartado 2.3.2.1.

2.- Reaccion de PCR utilizando como molde el plasmido en el que esta clonado el gen a

mutar. Se utiliza una enzima de alta fidelidad como la PfuUltra® Hotstart High-Fidelity.
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Tampon 10x para ADN polimerasa 5ul
dNTPs (2 mM cada uno) 4l
Oligonucledtido 1 (10 uM) 5ul
Oligonucleétido 2 (10 pM) 5ul
ADN polimerasa 1
MgCl, (25 mM) 4l
DMSO 60% (opcional) 4l
ADN molde 1l
H,Od estéril Hasta 50pl

El programa de PCR utilizado:

Amplificacién
Desnaturalizacion inicial Extensién final
Desnaturalizacion Anillamiento Extensién
. 30 segundos 30 segundos 15 minutos 10 minutos
5 minutos

95°C 55°C 72°C 72°C
95°C

) 20 ciclos 1 ciclo
1 ciclo

3.- Limpieza del producto de PCR mediante el sistema Nucleo Spin® Extract Macherey-
Nagel (descrito en el apartado 2.3.6.1) eluyendo con agua en un volumen final de 45 pl.

4.- Digestion con Dpnl del producto de PCR. Dpnl es una endonucleasa de restriccion que
actta sobre ADN metilado y hemimetilado. EI ADN plasmidico usado como molde procede de
una cepa de E. coli TOP10 que es dam’ por lo que estad metilado y en consecuencia, es
susceptible de ser digerido con Dpnl, sin embargo, el producto de PCR (plasmido con la
mutacién) no estd metilado y por lo tanto no es digerido por esta enzima. Para realizar la
digestion de los 45 pl de producto de PCR se le afiade 1 pl de Dpnl (10 U/ul) y 5 pl de tampon
de digestion. Se incuba 1 hora a 37°C y transcurrido este tiempo se afiade 1 ul de enzima y se
incuba 1 hora més a 37°C.

5- Transformar el producto de digestién en la cepa de E. coli TOP10. De los transformantes
obtenidos se seleccionan 2 6 3, y se extrae el plasmido utilizando los sistemas descritos en el

apartado 2.3.2.1.; la secuenciacion final comprobara la introduccién de la mutacion.
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2.3.6. Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Se siguieron, basicamente, los métodos descritos por Maniatis et al., (1982). Se utilizé
agarosa Gibco BRL (Life Technologies) disuelta por calentamiento en tampon TAE en
concentraciones de entre el 0,3 y el 2% (p/v). La concentracién de agarosa utilizada depende

del rango de tamario de los fragmentos de ADN a separar (Tabla 2.1).

Concentracion Tamario de los fragmentos
de agarosa (%) De ADN separados

0,3 5,0 — 60 kpb

0,5 1,0-30kpb

0,7 0,8 — 12 kpb

1,0 0,5 - 10 kpb

1,2 0,4— 7 kpb

1,5 0,2- 3 kpb

2,0 0,1- 2kpb

Tabla 2.1. Concentraciones de agarosa utilizadas en los geles para la resoluciéon de los distintos tamafios de
fragmentos de ADN.

Las muestras de ADN se mezclan con un sexto del volumen final del tampo6n de carga
concentrado. EI ADN se carga en el gel y la electroforesis se desarrolla en tampon TAE
mediante la aplicacion de una diferencia de potencial de entre 1 y 5 V/cm. La “tincién” del ADN
se realiza con una solucion de bromuro de etidio (BrEt; Fluka Biochemika) a una concentracion
final de 0,5 pug/ml (el BrEt se intercala en la doble cadena de ADN y permite su visualizacion
tras iluminar el gel con luz ultravioleta). Los geles se fotografian sobre un transiluminador
Spectroline TR-302, que emite luz con una longitud de onda de 302 nm, con el sistema Video
Graphic Printer UP-890CE.

Los marcadores de tamafio utilizados, junto con la longitud [en pares de bases (pb)] de los
fragmentos de ADN generados tras la digestion con determinadas endonucleasas de

restriccién, se muestran a continuacion:

a. ADN del fago A digerido con Hindlll (A Hindlll): 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027,
564 y 125.
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b. ADN del fago A digerido con Pstl (A Pstl): 11.509, 5.080, 4.649, 4.505, 2.840, 2.577,
2.454, 2.443, 2.140, 1.980, 1.700, 1159, 1092, 805, 516, 467, 448, 339, 265, 247 y 210.

Tampo6n TAE (50x). 57,1 ml acido acético glacial; 100 ml EDTA 0,5 M pH 8,0; 242 g de Tris base y agua destilada
hasta completar un litro.

Tampo6n de carga (6x). Azul de bromofenol 0,25% (p/v); sacarosa 40% (p/v) y xilencianol 0,25% (p/v). Se esteriliza en
una olla a presion durante 20 minutos. Se conserva a 4°C.

Solucién de Bromuro de Etidio  (BrEt). La solucién stock de bromuro de etidio se conserva a 4T protegida d e la luz.

La solucién de uso (2 pg/ml) se prepara a partir de 200 ul de la solucién stock en un litro de agua destilada.

2.3.6.1. Extraccién de ADN a partir de geles de aga rosa.

Para la extraccion de fragmentos de ADN separados en geles de agarosa se utilizd el

sistema Nucleo Spin® Extract Macherey-Nagel, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
trata de un sistema comercial basado en la union especifica y reversible del ADN a particulas

de silica-gel. Este método permite extraer fragmentos de ADN de entre 100 pb y 15.000 pb.

2.3.7. Secuenciacion de ADN y analisis bioinformat ico.

Para la secuenciacion del ADN se utiliz6 el método enzimatico de terminacion de cadena o
método dideoxi de Sanger et al. (1977). Para la reaccion de secuenciacion se recurrio a ABI
PRISM® BigDye® Terminators (Applied Biosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para separar las moléculas de diferentes tamafios que se originaron se utilizé un secuenciador
automatico ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems).

Posteriormente se han utilizado los programas sefialados en la Tabla 2.2 para analizar las
secuencias obtenidas. Todas las construcciones obtenidas en la presente memoria fueron

verificadas por secuenciacion.

Programa Aplicaciones Origen y referencias

BLAST Identificacion por homologia (Altschul et al., 1997)
de secuencias

CHROMAS Programa de manejo de (Technelysium Pty Ltd)
cromatogramas

CLUSTAL W Estudios filogenéticos y (Thompson et al., 1997)

alineamientos de secuencias
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ADN
CALCULATOR

EBI

(European
Bioinformatics
Institute)

EDITSEQ

ESPript

FASTA

HeliQuest

MAPDRAW

MEGA4

(Molecular
Evolutionary
Genetics Analysis
Software)

NCBI (Pubmed)

(National Center
for Biotechnology
Information)

NCBI (Taxonomy)

(National Center
for Biotechnology
Information)

Neural Network
Promoter
Prediction

OLIGO
CALCULATOR

Pfam

PROSITE

PROTPARAM

PSIPRED
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Identificacion de estructuras
secundarias y dimeros entre
oligonucledtidos

Base de datos de secuencias
de genes o proteinas

Analisis y manejo de
secuencias nucleotidicas y
proteicas

Alineamiento de secuencias

Identificacion por homologia
de secuencias

Identificacién de la
hidrofobicidad de las hélices-
a transmembranales de las
proteinas de membrana

Establecimiento de mapas de
restriccion y marcos de lectura
abiertos en secuencias
nucleotidicas

Andlisis filogenéticos llevados
a cabo mediante el método
neighbour-joining

Busquedas bibliograficas

Busquedas taxonémicas

Identificacion de posibles
promotores

Calculo empirico de la
temperatura de fusion de los
oligonucledtidos

Determinacion de motivos y
dominios proteicos
conservados

Determinacion de motivos y
dominios proteicos
conservados con funcién
establecida

Obtencion de parametros
fisico-quimicos de proteinas

Andlisis de la estructura
secundaria de proteinas

http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp

(Wellcome Trust Genome Campus, Cambridge, UK)

DNASTAR

(Dnastar Inc., London, UK)

(Gouet et al., 1999)

(Lipman & Pearson, 1985)

http://heliguest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/CoputParams

DNASTAR

(Dnastar Inc., London, UK)

(Tamura et al., 2007)

(Rockville Pike, Bethesda, USA)

(Rockville Pike, Bethesda, USA)

(Kulp et al., 1996)

http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html

(Finn et al., 2008)

(Sigrist et al., 2002)

(Sigrist et al., 2002)

(Bryson et al., 2005)
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SOSuUI Prediccién de segmentos http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html
transmembranales en
proteinas

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cqi

TABLE Identificacion por homologia
de secuencias

T-Coffee Alineamiento de secuencias (Poirot et al., 2003)
TMHMM Prediccién de segmentos http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

transmembranales en
proteinas

TopPred2 Prediccién de segmentos http://www.sbc.su.se/~erikw/toppred2/
transmembranales en
proteinas

Tabla 2.2. Programas bioinformaticos utilizados en la presente memoria.
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2.4. Técnicas de analisis de proteinas.

2.4.1. Preparacion de extractos crudos de E. coli y C.

glutamicum.

Los cultivos bacterianos se incubaron hasta una DOgy,m apropiada en matraces
Erlenmeyer en agitacién con los medios oportunos en cada caso. En todos los casos las
células se recogieron por centrifugacion durante 10 minutos a 5.000 rpm y fueron
resuspendidas en solucion de lisis, generalmente PBS suplementado con Complete EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche). Se utilizaron distintos métodos de lisis en funcion

del volumen de cultivo requerido.

PBS (1x). Por cada litro de agua mezclar: 8 g NaCl, 0,02 g KCl, 1,44 g NaH,PO,y 0,24 g KH,PO,. Ajustar el pH a 7,4.

2.4.1.1. Perlas de vidrio ( FastPrep).

Se utilizé este método para cultivos bacterianos de pequefia escala (<10 ml). Las células
fueron resuspendidas en 600 ul de tampdn de lisis o PBS y se afiaden a microtubos Eppendorf,
en los que previamente se ha introducido un volumen aproximado de 50 pl de perlas de vidrio
con un diametro de entre 106-205 um (Sigma). Las células fueron homogeneizadas utilizando
FastPrep™ FP120 (Thermo BIO101, MA) mediante cuatro pulsos de 45 segundos, con
velocidad de 4 (para células de E. coli) o de 6 (para células de C. glutamicum) y un intervalo de
5 minutos de incubacién en hielo entre cada pulso. Las muestras fueron centrifugadas
posteriormente a 10.000 rpm durante 1 minuto a 4°C. Los sobrenadantes fueron utilizados

directamente como extractos crudos.
2.4.1.2. Sonicacion.

Los cultivos bacterianos de E. coli (100 ml) se resuspenden en 10 ml de solucién de lisis o
PBS. Se homogeneiza la mezcla y se somete a la accién de ultrasonidos con un sonicador a
4°C (o en un bafio de agua y hielo). Se aplican 5 pulsos de 10 segundos separados por
periodos de 30 segundos. Para eliminar los restos celulares se realizé una centrifugacion a 4°C

y 8.000 rpm durante 10 minutos recogiendo posteriormente el sobrenadante.
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La lisis de las corinebacterias resulta mas dificultosa por la presencia de acidos micoélicos
en su pared celular. EI método descrito con anterioridad es aplicable a corinebacterias si bien el

namero de pulsos debe ser de 5-7 con una duracién de 30 segundos a 1 minuto por pulso.
2.4.1.3. Prensa francesa .

Se utilizé este método para cultivos bacterianos a gran escala (>100 ml). Los cultivos se
resuspenden en solucién de lisis o PBS, en 1/20 del volumen inicial. Se aflade ADNasa-I
(Sigma) a una concentracion final de 2 mg/ml. Esta suspension se pasa 3 veces sucesivas por
la prensa francesa (French press) a una presion de 20.000 psi (pounds per square inch). La
temperatura del cultivo durante todo el proceso se mantiene a 4°C. El extracto se centrifuga a

8.000 rpm durante 30 minutos a 4°C y se recoge el sobrenadante.

2.4.2. Expresion heteréloga de proteinas en  E. coli para su

posterior purificacion.

Para la purificacién de proteinas de C. glutamicum los genes que codifican para las
proteinas de interés fueron expresados en E. coli mediante un sistema basado en el promotor
de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (Tabor & Richardson, 1992). En este sistema el
fragmento de ADN que se quiere expresar se introduce en el sitio de clonaciéon mdltiple situado
corriente abajo del promotor del bacteriofago T7 (P+;). Este promotor es reconocido
especificamente por la ARN polimerasa del propio fago, cuyo gen esta integrado en el genoma
de la cepa E. coli BL21(DE3) bajo el control del promotor del gen lacUV5 (P,cuvs; inducible por
IPTG). Asi, una exposicion de la cepa a este compuesto induce la expresion de la ARN
polimerasa del fago T7 y por lo tanto su unién especifica con el promotor T7, bajo cuyo control

se encuentra el gen de interés que se quiere expresar.
2.4.2.1. Expresion de los genes en E. coli.

El protocolo utilizado se detalla a continuacion:

1.- Se usa el plasmido de la serie T7 (que contiene el gen a expresar bajo el promotor para
la ARN polimerasa de T7) para transformar la cepa E. coli BL21(DE3) y se plaquea la
transformacion en medio LA suplementado con el antibidtico correspondiente, incubandose a

37°C hasta el crecimiento de los transformantes.
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2.- A continuacién se inocula un matraz con 100 ml de medio LB con una de las colonias
obtenidas en la transformacion anterior y se incuba a 37°C con agitacién durante 12 horas.

3.- Se pasan 2 ml del cultivo a un matraz con 100 ml de medio LB y se incuba a 37°C con
agitacion hasta que el cultivo alcance una DOgy,m de 0,6. En este momento se realiza la
induccion por adiccion de IPTG a una concentracion final de 0,5 mM y se incuba durante tres
horas mas.

4.- Se recogen las células por centrifugacién a 5.000 rpm durante 10 minutos.

Las temperaturas y los tiempos de crecimiento y de induccién fueron susceptibles de

modificacion dependiendo de las proteinas.

2.4.2.2. Andlisis de la expresion heterdloga de pr  oteinas solubles.

1.- Cada uno de los sedimentos celulares obtenidos tal y como se describe en el apartado
anterior se resuspenden en tampodn PBS. La cantidad de tampdn a afiadir se determina segun
el tamafio del precipitado.

2.- Se toman 5 pl de la suspension de células y se mezclan con 10 ul de tampén de
muestra desnaturalizante. La mezcla asi obtenida se hierve durante 10 minutos y se carga en
un gel de acrilamida, siguiendo la técnica que se describe en el apartado 2.4.5. La expresion de
proteinas heterdlogas se comprueba por comparacion de los extractos proteicos de cada

transformante en presencia y ausencia del compuesto inductor.

2.4.2.3. Analisis de la expresibn heterdloga de pro teinas

transmembranales.

1.- El sedimento celular obtenido tras la induccion se resuspende en 20 ml del tampén de
lisis-1 y se rompe mediante alguno de los métodos descrito en el apartado 2.4.1.

2.- Se centrifuga el extracto a 8.000 rpm durante 30 minutos. Se recupera el sobrenadante
y el precipitado. Este Ultimo se resuspende en tampén de lisis-I, la cantidad de tampén se
determina dependiendo del tamafio del precipitado.

3.- El sobrenadante se somete a ultracentrifugacién a 4°C durante 1 hora a 40.000 rpm,
tras lo cual las membranas celulares quedan retenidas en el precipitado.

4.- Estas membranas celulares se resuspenden en 50 pl de tampdn de lisis-I suplementado

con detergentes para solubilizarlas.
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5.- Se toman 10 pul de las membranas solubilizadas y se mezclan con 5 pl de tampén de
muestra desnaturalizante. La muestra asi obtenida sin hervir se carga en un gel de acrilamida,
siguiendo la técnica que se describe en el apartado 2.4.5. En las membranas podemos
comprobar la presencia de la proteina expresada comparando extractos proteicos inducidos y

sin inducir.

Tampo6n de lisis-I . Tris-HCI 20 mM pH 8,0; NaCl 100 mM.

2.4.3. Analisis del nivel de expresion de proteinas de C.

glutamicum.

Para analizar el nivel de expresion de proteinas de C. glutamicum en la propia
actinobacteria o en E. coli la preparacion de las muestras requiere un protocolo especial
diferente en funcién de si las proteinas problema son solubles o transmembranales. Las
muestras una vez preparadas fueron cargadas en un gel de acrilamida, transferidas a una
membrana (Western blot) y detectadas inmunolégicamente, como se detalla en los apartados
2.45.,2.4.7y24.8.

2.4.3.1. Expresion de los genes de  C. glutamicum.
El protocolo utilizado se detalla a continuacion:

1.- Se transforma el plasmido con el gen de C. glutamicum en la cepa E. coli AW3110
siguiendo la técnica que se describe en el apartado 2.2.1.3. o se conjuga a la cepa de C.
glutamicum RES167 o derivada, siguiendo la técnica que se describe en el apartado 2.2.3.

2.- A continuacion se inocula un matraz con 100 ml de medio LB (E. col)) o TSB (C.
glutamicum) con una de las colonias obtenidas anteriormente y se incuba a 37°C o 30°C con
agitacion durante 12 horas.

3.- Se pasan 2 ml del cultivo a un matraz con 100 ml de medio LB o TSB, respectivamente,
y se incuba a 37°C o 30°C con agitacion hasta que el cultivo alcance una DOggonm de 3. En este
momento se afiade arsenito (NaAsO,; Fluka) o arseniato (Na,HAsO,-7H,O; Fluka) a una
concentracion final de 1 mM o 5 mM, respectivamente (si fuera necesario), y se incuba durante
toda la noche. Si el cultivo no necesitara induccién se mantiene creciendo el mismo tiempo que
el cultivo inducido para alcanzar una masa celular equivalente.

4.- Se recogen las células por centrifugacién a 8.000 rpm durante 10 minutos.
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2.4.3.2. Andlisis de expresion de proteinas solubl  es de C. glutamicum.

1.- El sedimento celular obtenido se resuspende en 2 ml de tampén de lisis-1l y se rompe
mediante FastPrep, siguiendo la técnica que se describe en el apartado 2.4.1.1. Posteriormente
se centrifuga el extracto a 14.000 rpm durante 2 minutos y se recupera el sobrenadante.

2.- Se toman 10 pl de la suspensiéon de células y se mezclan con 3 pl de tampoén de
muestra desnaturalizante. La mezcla asi obtenida se hierve durante 10 minutos y se carga en

un gel de acrilamida.

Tampon de lisis-Il . Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 0,3 M; MgCl, 1 mM; glicerol 20% (v/v).

2.4.3.3. Andlisis de expresion de proteinas transme mbranales de C.

glutamicum.

1.- El sedimento celular obtenido se resuspende en 4 ml de tampon de lisis-lll y se rompe
mediante FastPrep, siguiendo la técnica que se describe en el apartado 2.4.1.1. Posteriormente
se centrifuga el extracto a 14.000 rpm durante 2 minutos y se recupera el sobrenadante.

2.- El sobrenadante se somete a ultracentrifugacién durante 1 hora a 40.000 rpm, tras lo
cual las membranas celulares quedan retenidas en el precipitado.

3.- Estas membranas celulares se resuspenden en 200 pl de tampén de lisis-Ill con 1% de
Triton X-100 (Sigma) para solubilizarlas y se incuba a 4°C durante 1 hora en la plataforma
agitadora.

4.- Se somete a ultracentrifugacién durante 1 hora a 40.000 rpm, tras lo cual en el
precipitado quedan las membranas celulares y en el sobrenadante quedan las proteinas de

membrana solubilizadas con el detergente.

Tamp6n de lisis-lll . HEPES-KOH 75 mM pH 7,5; KCI 150 mM; MgSO, 1 mM; Sacarosa 0,25 M.

2.4.4. Cuantificacion de proteinas.

En todos los casos la concentracion de las muestras proteicas se determind a partir del
método de Bradford (1976), basado en el cambio del maximo de absorcion de 465 a 595 nm

tras la union especifica del colorante Azul Brillante Coomasie G-250 a las proteinas. En el caso
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de proteinas de membrana solubilizadas en detergentes hay que tener en cuenta que éstos

detergentes interfieren con el reactivo de Bradford (Protein Assay, Bio-Rad Laboratories).

1.- Se realizan sucesivas diluciones acuosas de la solucion proteica a medir, manteniendo
un volumen final de 800 ul.

2.- A continuacion se afiaden 200 pl de reactivo de Bradford y tras mezclar y dejar reposar
durante 10-15 minutos, se mide la absorbancia a 595 nm de todas las reacciones.

3.- La concentracion de proteina se determina a partir de una recta patron previamente

elaborada con diluciones de concentracion conocida de la proteina BSA (Sigma).

La concentracion (C) de las muestras proteicas también se determind a partir del
coeficiente de su densidad dptica a 280 nm (DOygonm) ¥ del coeficiente de extincién molar (€) en

unidades molares de la proteina segun la formula siguiente (Pace et al., 1995): C = DOygonm/ €.

2.4.5. Electroforesis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

El dodecilsulfato sédico (SDS) es un detergente ionico que disocia las proteinas
oligoméricas en sus mondmeros y rompe los enlaces de hidrégeno e hidréfobos entre los
polipéptidos. El compuesto SDS desnaturaliza la estructura tridimensional de las proteinas y
por su fijacién uniforme les confiere una carga negativa proporcional a la longitud de la cadena
polipeptidica.

La electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) se realiz6
segun el método descrito por Laemmli (1970). Este sistema discontinuo se basa en la
utilizacion de dos geles contiguos: un gel separador, situado en la parte inferior, y un gel
concentrador, situado en la parte superior. Los dos geles presentan distintas caracteristicas de
porosidad, pH y fuerza i6nica. Ademas se utilizan distintos iones en los geles y en el tampén de
electroforesis. La discontinuidad en los tampones permite la reduccion del volumen de las
muestras incorporadas al gel concentrador, favoreciendo la resolucion de las bandas de

proteina en el gel separador de acuerdo a su tamafio molecular.
Para la realizacion de esta electroforesis se siguio el siguiente protocolo:

1.- En primer lugar se monta la cubeta para la polimerizacién de los geles, segun las

instrucciones del fabricante y se limpian los cristales con etanol 70%. En nuestro caso se utilizo
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el sistema Mini-Protean Ill (Bio-Rad) para geles de 7 x 8 cm. El grosor del gel fue de 0,75 - 1
mm.

2.- Se prepara la mezcla con la acrilamida para el gel separador, excepto el persulfato
amonico y el TEMED (catalizadores de la reacci6n). En la Tabla 2.3 se recogen los
componentes de la mezcla para la separacion de proteinas en distintos rangos de peso
molecular.

3.- A continuacion se afiaden los catalizadores de la polimerizacion, se mezcla ligeramente
y se deposita la solucién con una pipeta entre los cristales de la cubeta. Cuando se alcanza la
altura deseada para el gel separador, se cubre inmediatamente la solucién de gel con

isopropanol y se deja polimerizar durante 45-60 minutos.

Componente Concentracion de poliacrilamida (%)

75° 12° 15°
Agua MilliQ 4,85 ml 3,35 ml 2,35 ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,5ml 2,5ml 2,5ml
Acrilamida/bis-acrilamida 30% 2,5ml 4ml 5mil
SDS 10% 100 pl 100 pl 100 pl
Persulfato aménico 10% 50 pl 50 pl 50 pl
TEMED 5 ul 5 pl 5l

a : Para proteinas de peso molecular entre 250 y 50 kDa.
b : Para proteinas de peso molecular entre 100 y 30 kDa.

¢ : Para proteinas de peso molecular entre 60 y 10 kDa.

Tabla 2.3. Volumen necesario de los distintos componentes para la preparacion de 10 ml de mezcla de gel de
poliacrilamida (suficiente para dos geles de 7 x 8 cm y 1 mm de espesor).

4.- Se prepara la soluciéon del gel concentrador mezclando:

Agua MilliQ 6,1 ml
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 2,5ml
Acrilamida/bisacrilamida 30% 1,3ml
SDS 10% (p/v) 100 pl
Persulfato aménico 10% (p/v) 50 pl
TEMED 10 ul

Se afiade el gel concentrador y se coloca un peine para formar los pocillos entre los dos
cristales (donde se cargaran las muestras) dejandose polimerizar durante 15 minutos.
5.- Se diluyen las muestras con al menos dos volimenes de tampdén de muestra

desnaturalizante y se hierve la mezcla durante 10 minutos si es necesario.
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6.- Se ensambla la camara de electroforesis y se llenan las cubetas superior e inferior con
tampon de electroforesis. Se cargan las muestras en los pocillos.

7.- Se conectan los electrodos a una fuente de corriente continua a 100-150 V. La
electroforesis se detiene cuando la banda correspondiente al colorante del tampén de muestra

desnaturalizante comienza a salir del gel.

Los marcadores de peso molecular para la electroforesis de proteinas fueron adquiridos a
MBI Fermentas y son:

- Unstained SDS-PAGE Protein Ladder con tamafios: 200; 150; 120; 100; 85; 70; 60; 50;
40; 30; 25; 20; 15y 10 kDa.

- Prestained SDS-PAGE Protein Ladder con tamarfios: 170; 130; 100; 70; 55; 40; 35; 25; 15
y 10 kDa.

Mezcla concentrada de acrilamida-bisacrilamida . 29,2 g de acrilamida y 0,8 g de bisacrilamida. Se afiade agua
MilliQ hasta completar 100 ml en campana de extraccion y se cubre con papel de aluminio. Finalmente se filtra con
papel Whatmann 3MM.

Tamp6n de muestra desnaturalizante . Se mezclan 4,8 ml de agua MilliQ; 1,2 ml de tampdén Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 2
pl de SDS 10% (p/v); 1 ml de glicerol y 0,5% de azul de bromofenol 0,5% (p/v) en agua. Esta solucion se puede
conservar a temperatura ambiente. Si se desea reducir los puentes disulfuro de las proteinas, se afiaden 50 pl de B-
mercaptoetanol por cada 950 ul de tamp6n de muestra justo antes de utilizar el tampén.

Tampo6n de electroforesis  (1x). Por cada litro de agua mezclar 3 g Tris base; 14 g de glicina y 10 ml de una soluciéon

de SDS 10% (p/v). Comprobar sin ajustarlo que el pH es 8,3 (+ 0,2).

2.4.6. Tincién de geles de poliacrilamida.

Segun la sensibilidad deseada y el uso posterior de los geles de poliacrilamida se

realizaron distintas tinciones.
2.4.6.1. Tincion con azul de Coomassie.
La sensibilidad de este método detecta hasta 0,1 ug de proteina.

1.- Al finalizar la electroforesis se sumergen los geles en una solucion de tefiido durante 30-
60 minutos a temperatura ambiente.

2.- Una vez transcurrido este tiempo, se elimina la solucién anterior y se lavan los geles
con una solucién de destefiido varias veces hasta eliminar el color de fondo (generalmente

durante 1-3 horas).
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Solucién de tefiido. Azul brillante de Coomassie R-250 0,25% (p/v); metanol 45% (v/v) y &cido acético 10% (v/v). El
colorante se disuelve primero en metanol antes de afadir el resto de los componentes de la solucion.

Solucién de destefiido . Acido acético glacial 7% (v/v), metanol 20% (v/v) y rellenar el volumen con agua.

2.4.6.2. Tincién con plata.

Este método es mas sensible, permitiendo detectar cantidades de proteinas de hasta 10 ng

o0 incluso menos. El protocolo seguido se describe a continuacion:

1.- Se incuba el gel en la solucién de fijaciébn durante 30 minutos. A continuacién se
sumerge el gel durante 30 minutos en la solucién de sensibilizacién tras los cuales se realizan
3 lavados de 5 minutos cada uno en H,Od.

2.- Se incuba el gel en la solucion de reaccién durante 20 minutos y se lava 2 veces con
H,Od durante 1 minuto.

3.- Se sumerge el gel en la solucién de deteccidn durante 2-5 minutos (tiempo durante el
cual apareceran las bandas proteicas).

4.- Por ultimo, se detiene la reaccion manteniendo el gel en la solucién de paro durante 10

minutos, realizando posteriormente 3 lavados de 5 minutos cada uno con H,Od.

Solucién de fijacion. 100 ml de etanol 100%; 25 ml de acido acético y H,Od hasta 250 ml.

Solucién de sensibilizacién. 75 ml de etanol; 10 ml de tiosulfato sédico 5% (p/v); 17 ml de acido acético y H,Od hasta
250 ml.

Solucién de reaccion. 25 ml de nitrato de plata 2,5% (p/v) y H,Od hasta 250 ml.

Solucién de deteccion. 6,25 g de carbonato sédico; 100 ml de formaldehido 37% (p/v) y H.Od hasta 250 ml.

Solucién de paro. 3,65 g de EDTA-Na,2H,0 y H,Od hasta 250 ml.

2.4.7. Transferencia de proteinas a membranas.

La transferencia de proteinas desde un gel de poliacrilamida a un soporte solido recibe el
nombre de Western blot o transferencia de Western (Towbin et al., 1992) y se llevd a cabo

siguiendo el siguiente protocolo:

1.- Se equilibra el gel a transferir en un tampoén de transferencia durante 1-2 minutos a
temperatura ambiente. A partir de este momento es muy importante el uso de guantes para

evitar la aparicion de manchas inespecificas.
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2.- Se cortan 6 laminas de papel Whatman 3MM y una membrana de transferencia
Inmobilon-P® de difluoruro de polivinilo (PVDF; Millipore) o de nitrocelulosa de idénticas
dimensiones que la porcion resolutiva del gel que va a ser transferido. Las hojas de papel se
empapan en tampoén de transferencia mientras que la membrana de PVDF (extremadamente
hidrofébica) se humedece en metanol durante 1 minuto, tras lo cual se equilibra durante 1-2
minutos en tampon de transferencia. Las membranas de nitrocelulosa no necesitan ser
equilibradas en metanol. Las laminas de papel y las esponjas se equilibran también durante 1-2
minutos en tampén de transferencia.

3.- La transferencia se lleva a cabo con un equipo Mini Trans Blot (Bio-Rad). Para la
formacién del sandwich sobre el anodo se dispone una esponja y a continuacién 3 laminas de
papel Whatman 3MM, evitando la formacién de burbujas entre las distintas capas. Después se
coloca la membrana de transferencia e inmediatamente sobre ella el gel de poliacrilamida. Las
tres hojas restantes de papel Whatman 3MM se disponen sobre el gel de igual modo que las
anteriores y se coloca otra esponja. Finalmente se ensambla el sandwich en la unidad de
transferencia.

4.- La electrotransferencia se desarrolla durante 1 hora a 60 V (entre 100-170 mA).
Seguidamente se desmonta la unidad y el gel de poliacrilamida se tifie con azul de Coomassie

para verificar la calidad de la transferencia.

Se utilizaron marcadores de peso molecular pretefiidos que permiten determinar la
eficiencia de la transferencia, asi como calcular los pesos moleculares de las proteinas

transferidas.

Tampo6n de transferencia  (1x). Mezclar 3 g de Tris base; 14 g de glicina hasta 900 ml de agua. Luego afiadir 100 ml

de metanol hasta completar un volumen final de 1 litro.

2.4.8. Deteccion inmunolégica de proteinas inmovili  zadas.

La deteccion inmunoldgica de proteinas inmovilizadas requiere la separacion electroforética
de las proteinas y su posterior transferencia a una membrana (PVDF o nitrocelulosa). Una vez
en este soporte, las proteinas son expuestas a la unién de anticuerpos especificos para una
determinada secuencia de aminoacidos (los denominados epitopos antigénicos). El protocolo

utilizado fue el siguiente:
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1.- Cada conjunto de muestras que va a ser analizado mediante esta técnica se dispone en
dos geles de poliacrilamida en la forma ya descrita en el apartado 2.4.5. Tras la separacién
electroforética, una de las réplicas se somete a tincién con azul de Coomassie (apartado
2.4.6.1.) y la otra se transfiere a una membrana (apartado 2.4.7.).

2.- Con el objeto de bloquear los sitios activos de la membrana que no han sido ocupados
por proteinas, ésta se incuba durante 12 horas a 4°C o durante 1 hora a temperatura ambiente
en tampon de saturacion. A continuacion se sumerge durante 1-2 horas en una dilucion del
primer anticuerpo (dirigido contra la proteina de interés) en tampén I. Las diluciones del primer
anticuerpo oscilaron entre 1:1.000 y 1:10.000, segun la cantidad de anticuerpo especifico
presente en el antisuero.

3.- Tras 2 lavados de 5-10 minutos cada uno en tampoén | y otro de 5-10 minutos en tampén
Il a temperatura ambiente, el filtro se incuba durante 2 horas en tampén | con el segundo
anticuerpo, afiadido en una dilucion 1:10.000. El segundo anticuerpo puede ser una anti-
inmunoglobulina G de ratén o de conejo (dependiendo de si el primer anticuerpo es policlonal o
monoclonal) que lleva acoplada en su molécula una fosfatasa alcalina. Al finalizar este
tratamiento se lava de nuevo dos veces con el tampén | y otra vez méas con el tampén I
durante 5-10 minutos cada lavado.

4.- Para el revelado la membrana de transferencia se incuba en 30 ml del tampén de
reaccion suplementado con 30 ul de NBT y 30 pl de BCIP. Cuando se estime conveniente se
detiene la reaccion de revelado mediante la adicion de varios volimenes de agua destilada.
Para cuantificar las sefiales obtenidas se realizaron analisis de imagen mediante Image J (NIH,
USA).

Tampo6n de saturacion . Leche desnatada en polvo 5% (p/v) o BSA 3% (p/v) en Tampén |.
Tampon |. NaCl 0,3 My Tris-HCI 25 mM pH 7,5.

Tampo6n 1. NaCl 1 My Tris-HC1 25 mM pH 7,5.

Tampon de reaccion . NaCl 100 mM; MgCl, 50 mM y Tris-HCI 100 mM pH 9,5.

NBT. 100 mg/ml de NBT (cloruro de 4-nitroblutetrazolio) en 70% (v/v) de dimetilformamida.
BCIP. 50 mg/ml de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indololfosfato) en 100% (v/v) de dimetilformamida.

2.4.9. Purificacion de proteinas con cola de histid  inas.

2.4.9.1. Usando células de E. coli: purificacién in vivo .

La purificacion de proteinas que contienen una secuencia de seis histidinas se llevd a cabo

utilizando la resina Ni-NTA Agarose (Qiagen) o las columnas ya empaquetadas HisTrap HP
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(Amersham Biociences). Este proceso permite una purificacion rapida mediante cromatografia
de afinidad basada en la interaccién de la cola de histidinas presente en la proteina a purificar

con los iones Ni** de la resina de la columna.

El protocolo resumido de purificacion en columna se describe a continuacion:

1.- Una vez incubado el cultivo de E. coli hasta la absorbancia adecuada, se resuspende en
tampon de lisis-lavado y se rompen las células con alguno de los métodos descritos en el
apartado 2.4.1.

2.- A continuacion se afiade 50 pg/ml de ADNasa-I (Sigma) y 20 mM de MgCl, al lisado y se
incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos en agitacion.

3.- Se prepara la columna, si es necesario, siguiendo las instrucciones del fabricante y se
equilibra con 5 volimenes de tampén de lisis-lavado.

4.- Posteriormente se centrifuga el lisado a 4°C durante 10 minutos a 4.000rpm y se afiade
el extracto celular sobre la columna.

5.- Se realizan tres lavados afadiendo 5 voliumenes de tampén de lisis-lavado a la columna.

6.- Por (ltimo se realizan de 3 a 6 eluciones afadiendo 0,5 volimenes de tampon de
elucion.

7.- Las diferentes fracciones recogidas se analizan en un gel de acrilamida para comprobar
en cual de ellas se ha producido la elucion de la proteina de interés. Las muestras que
presentan mayores cantidades de proteina fueron concentradas con concentradores
adecuados a su peso molecular.

8.- Se mantuvieron congeladas a -80°C. Si las proteinas purificadas tienden a oxidarse se
incubaron durante 15 minutos con DTT 20 mM a temperatura ambiente para mantenerlas en un

estado reducido.

La purificaciéon-concentracion de proteinas con seis u ocho histidinas en el extremo C-
terminal de células de E. coli o C. glutamicum se llevé a cabo usando la resina Ni-NTA Agarose
(Qiagen) siguiendo el protocolo de purificacion anteriormente descrito pero sin preparacion de
la columna (purificacién en batch). Las proteinas con seis histidinas expresadas en células de

C. glutamicum fueron concentradas 20 veces en comparacion con la proteina silvestre.

Tampoén de lisis-lavado.  Tris-HCI 20 mM pH 7,9; Imidazol 5 mM; NaCl 1 M; DTT 1 mM; AEBSF [fluoruro de 4-(2-
aminoetil) benzenosulfonil] 0,1 mg/ml; leupeptina 1 pg/ml.
Tampo6n de elucién . Tris-HCI 20 mM pH 7,9; imidazol 1 M; NaCl 1 M; DTT 1 mM.
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2.4.9.2. Purificacion in vitro .

Para la purificacién in vitro de proteinas transmembranales se utiliz6 el kit RTS (Rapid
Translation System) 100 E. coli HY (5-PRIME), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
trata de un sistema comercial basado en la sintesis de proteinas en una reaccién in vitro (sin
expresion previa de la proteina en células) donde se mezclan todos los componentes
necesarios para llevar a cabo los procesos de transcripcion y traduccién: ADN molde, lisado de
E. coli HY (High-Yield) y los aminoacidos. Este método permite expresar proteinas de entre 10
kDay 120 kDa.

Los pasos a seguir son los siguientes:

1.- Se clona el gen que codifica para la proteina de interés en un plasmido de la familia
pIVEX (Tabla A4.2). El kit RTS requiere que el ATG inicial del gen que codifica para la proteina
de interés se encuentre bajo el promotor del bacteriofago T7 a una distancia de no mas de 100
pb y a una distancia de unos 5-8 pb del sitio de unién a ribosoma.

2.- Se prepara en un tubo Eppendorf de 1,5 ml, la siguiente mezcla de reacciéon en un

volumen final de 50 pl:

Lisado de E. coli HY 12l
Aminoacidos (excepto metionina) 12l
Metionina 1pl
Mix de reaccion 10 ul
Detergentes (opcional) 5ul
ADN molde 0,5-1 pg
H,Od estéril Hasta 50 pl

3.- Se incuba la mezcla de reaccién a 30°C durante 6 horas sin agitacion.

4.- Se purifica la proteina de interés usando el kit Dynabeads® Talon® (Invitrogene). Este
producto permite una purificacién rapida mediante bolas magnéticas basada en la interaccion
de la cola de histidinas presente en la proteina a purificar con los iones de cobalto de la resina.

Las proteinas se congelan inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenan a -80<T.

La temperatura y el tiempo de incubacién, asi como los detergentes y la cantidad del ADN

molde pueden modificarse dependiendo de cada proteina.

122



Materiales y métodos

2.4.10. Membranas invertidas.

Las membranas invertidas son vesiculas procedentes de células completas formadas por
membrana citoplasmatica con un menor tamafio y una lateralidad contraria a la presentada por
las células intactas y que carecen de los componentes citoplasmaticos. En las membranas
invertidas la actividad metabdlica es proporcionada exclusivamente por las proteinas de
membrana y el transporte de solutos a través de las mismas es practicamente nulo en ausencia
de una fuente de energia exégena apropiada. Los compuestos utilizados como fuentes de
energia con las membranas invertidas y la concentracion final utilizada han sido: NADH 5 mM,
D-lactato 20 mM, prolina 20mM, succinato soédico 20 mM, acetato sodico 20mM y el donador de

electrones artificial acido ascérbico 20 mM y fenazida metosulfato (PMS) 3 mM.

2.4.10.1. Preparacion de membranas invertidas.

Las vesiculas de membranas invertidas se prepararon a partir de células de E. coli o C.
glutamicum mediante la formacion de esferoplastos (E. coli) o de protoplastos (C. glutamicum)
y el lisado de los mismos por alguno de los protocolos descritos en el apartado 2.4.1. El

protocolo seguido fue el descrito por Schrempp et al. (1994) con algunas modificaciones.

2.4.10.1.1. Preparacion de membranas invertidas de  E. coli.

1.- Se cultiva un matraz con 1 litro de medio LB con E. coli y se incuba a 37°C con
agitacion hasta que el cultivo alcance una DOggg,m de 2.

2.- Se recogen las células por centrifugacion a 8.000 rpm durante 10 minutos, se
resuspenden en un tampon de lisis-1l y se rompen mediante alguna de las técnicas descritas en
el apartado 2.4.1.

3.- Al lisado celular se afiade el inhibidor de proteasas PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo;
20 mg/ml), para impedir la degradacion de la proteina de interés, y ADNasa-l 7,5 pg/ml, para
eliminar el ADN. Se centrifuga el extracto a 3.000 rpm durante 20 minutos a 4°C para eliminar
las células que no se han roto y se recupera el sobrenadante.

4.- El sobrenadante se somete a ultracentrifugacion durante 1 hora a 40.000 rpm, tras la
cual las membranas celulares quedan retenidas en el precipitado.

5.- Estas membranas celulares se resuspenden en tampén de lisis-IV. La cantidad de

tampodn se determina dependiendo del tamafio del precipitado.

Las membranas invertidas se congelan inmediatamente en nitrogeno liquido y se
almacenan a -80T hasta su utilizacion.
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Tampon de lisis-Il . Tris-HCI 50 mM pH 7,5; NaCl 0,3 M; MgCl, 1 mM; glicerol 20% (v/v).
Tampon de lisis-IV . HEPES-KOH 75 mM pH 7,5; KCI 150 mM; MgSO, 1 mM; sacarosa 0,25 M.

2.4.10.1.2. Preparacion de membranas invertidas de  C. glutamicum.

1.- Se cultiva un matraz con 1 litro de medio MMC (con &cido glucénico 4% como fuente de
carbono) con C. glutamicum y se incuba a 30T con agitacién hasta que el cultivo alcance una
DOgoonm de 3.

2.- Se afiade Penicilina G 0,3 U/ml en el litro de células y se incuba durante 5 horas a 30°C
con agitacion.

3.- Se recogen las células por centrifugacion a 8.000 rpm durante 10 minutos, se
resuspenden en 100 ml de un tampén de resuspensién-1 y se incuba toda la noche con lisozima
2 mg/ml a 30°C sin agitacion.

4.- Los protoplastos obtenidos se centrifugan a 4°C durante 10 minutos a 3.000 rpm, se
lavan dos veces con tampoén de lisis-IV, se resuspenden suavemente en 20 ml del mismo
tampodn y se rompen mediante alguna de las técnicas descritas en el apartado 2.4.1.

5.- Al lisado celular se afiade el inhibidor de proteasas PMSF 20 mg/ml, para impedir la
degradacion de la proteina de interés, y ADNasa-l 7,5 pg/ml para eliminar el ADN. Se
centrifuga el extracto a 3.000 rpm durante 20 minutos a 4°C para eliminar las células que no se
han roto y se recupera el sobrenadante.

6.- El sobrenadante se somete a ultracentrifugacién durante 1h a 40.000 rpm, tras lo cual
las membranas celulares quedan retenidas en el precipitado.
7.- Las membranas invertidas obtenidas se resuspenden en tampén de lisis-IV. La cantidad

de tampodn se determina dependiendo del tamafio del precipitado.

Las membranas invertidas se congelan inmediatamente en nitrégeno liquido y se

almacenan a -80°C hasta su utilizacion.

Tampon de resuspension-I . Medio MMC (ver apartado 2.1.1.2.) diluido a la mitad y estabilizado con sacarosa 0,25 M
y MgSO, 10 mM. Esterilizado durante 20 minutos en un autoclave.
Tampon de lisis-IV . HEPES-KOH 75 mM pH 7,5; KCI 150 mM; MgSO, 1 mM; sacarosa 0,25 M.
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2.4.10.1.3. Preparacion de membranas invertidas par a ser tratadas con agentes

bloqueantes de cisteinas.

El proceso de preparacion de membranas invertidas de E. coli y de C. glutamicum que son
tratadas con agentes bloqueantes de grupos sulfhidrilo de los residuos de cisteinas de las
proteinas es el mismo que el descrito en los dos apartados anteriores con la diferencia de un
tratamiento con EDTA para permeabilizar la membrana. Los compuesto bloqueantes utilizados
son: NEM (N-etiimaleimida), IAA (Acido indolacético) y DTNB (Acido 5,5-ditiobis-2-
dinitrobenzoico). Los compuestos NEM e IAA no atraviesan la membrana, mientras que el
DTNB es capaz de embeberse en la membrana citoplasmatica.

Las células de E. coli o los protoplastos de C. glutamicum obtenidos como se indica en los
apartados 2.4.10.1.1. y 2.4.10.1.2. fueron lavados dos veces con un tampén de resuspension-I|
sin MgSO,, equilibrados en ese mismo tampoén durante 1 hora a 37°C y resuspendidos
finalmente en un tampén de lisis-IV conteniendo EDTA 2 mM. A los 10 minutos se afiadid
MgSO,; a una concentracion final de 10 mM. Transcurridos 10 minutos las células se
centrifugaron y se resuspendieron en 20 ml de un tampdn de lisis-IV. El resto de los pasos son
iguales a los descritos anteriormente.

Tampon de resuspension-Il . HEPES-KOH 75 mM pH 7,5; KCI 150 mM; sacarosa 0,25 M.

2.4.10.1.4. Preparacion de membranas invertidas con  gradientes artificiales.

El proceso de preparacion de membranas invertidas de E. coli y de C. glutamicum con
gradiente de pH artificial es similar al descrito en los apartados anteriores 2.4.10.1.1. y
2.4.10.1.2. con alguna diferencia. El protocolo seguido fue el descrito por Nakamura et al.,

(1986) con algunas modificaciones:

1.- Se cultivan, se obtienen los esferoplastos o protoplastos de E. coli y C. glutamicum,
respectivamente, de la misma forma descrita en los apartados 2.4.10.1.1. y 2.4.10.1.2.

2.- Los esferoplastos o protoplastos fueron resuspendidos en un tampén P o S, para
obtener membranas invertidas con gradiente de iones potasio o de sodio, respectivamente.

3.- Al lisado celular se afiade el inhibidor de proteasas PMSF 20 mg/ml, para impedir la
degradacion de la proteina de interés, y ADNasa-l 7,5 pg/ml para eliminar el ADN. Se
centrifuga el extracto a 3.000 rpm durante 20 minutos a 4°C para eliminar las células que no se

han roto y se recupera el sobrenadante.
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4.- El sobrenadante se somete a ultracentrifugacion a 40.000 rpm durante 1 hora a 4°C,
tras lo cual las membranas celulares quedan retenidas en el precipitado.
5.- Las membranas invertidas obtenidas se resuspenden en el mismo tampén anterior, se

congelan inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenan a -80C hasta su utilizacion.

Tampo6n P. Tris-HCI 10 mM pH 7,0; KCI 0,5 M; sacarosa 0,25 M.
Tamp6n S . Tris-HCI 10 mM pH 7,0; NaCl 0,5 M; sacarosa 0,25 M.

2.4.10.2. Andlisis de fluorescencia con membranasi  nvertidas.

Los ensayos de fluorescencia se llevan a cabo para determinar el grado de funcionalidad
energética de las membranas invertidas procedentes tanto de células de E. coli como de C.
glutamicum. Para ello se analiza la formacion del gradiente ApH y Ay de las vesiculas
mediante cambios de fluorescencia de dos fluorocromos diferentes: naranja de quinacrina (para
determinar el gradiente ApH; Sigma) y oxonol-V (para determinar el gradiente Ay; Sigma). La
fluorescencia fue observada a lo largo del tiempo en un espectrofluorimetro PTI (Photo
Technology International, Inc) usando una cubeta de cuarzo con agitacion. El protocolo seguido
fue el descrito por Meng et al. (2004).

Antes de comenzar el ensayo se debe determinar la longitud de onda de emision (Ay) y de
excitacion (Ax) de cada fluorocromo. Para el fluorocromo naranja de quinacrina establecimos
como Ay 527 nm y Ax 492 nm, y para el fluorocromo oxonol-V, 616 nm como Ayy 589 nm como
Ax.

2.4.10.2.1. Andlisis del gradiente  ApH.

1.- Una cantidad de 0,13 mg de proteinas de membrana de las vesiculas invertidas fueron
incubados con naranja de quinacrina 2 pM en un volumen final de 2 ml de tampon Q. La
mezcla de reaccién se realiza directamente en la cubeta de cuarzo y se mide la fluorescencia
emitida por el fluorocromo a lo largo del tiempo a temperatura ambiente.

2.- Transcurridos 40 segundos, se afade la fuente de energia que se indique en cada caso
a la mezcla de reaccion y se continla observando la fluorescencia a lo largo del tiempo. Si las
membranas invertidas son energéticamente funcionales la fuente de energia afiadida provoca
una disminucién de la fluorescencia del fluorocromo que indica la formacién de gradiente de
ApH.
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3.- Transcurridos 3 minutos se afiade (NH,),SO, 10 mM a la mezcla de reaccion. El NH,"
provoca la pérdida del gradiente ApH en las membranas invertidas y por tanto la fluorescencia

emitida por la naranja de quinacrina vuelve a valores basales u originales.

El grado de disminucion de la fluorescencia determina el nivel de gradiente ApH que tienen

las membranas invertidas en presencia de una fuente de energia determinada.

Tampoén Q . HEPES-KOH 20 mM pH 7,2; KCI 0,1 M; MgSO, 2,5 mM.

2.4.10.2.2. Analisis del gradiente Aw.

1.- Una cantidad de 0,13 mg de proteinas de membrana de las vesiculas invertidas fueron
incubadas con oxonol-V 5 uM en un volumen final de 2 ml en tampén O. La mezcla de reaccién
se realizé directamente en la cubeta de cuarzo y se midié la fluorescencia emitida por el
fluorocromo a lo largo del tiempo a temperatura ambiente.

2.- Transcurridos 40 segundos, se afade la fuente de energia que se indique en cada caso,
a la mezcla de reaccion y se continGia observando la fluorescencia a lo largo del tiempo. Si las
membranas invertidas son energéticamente funcionales la fuente de energia afiadida provoca
una disminucion de la fluorescencia del fluorocromo que indica la formacion de gradiente de
Ay.

3.- Transcurridos 3 minutos se afiadié KSCN (tiocianato de potasio) 10 mM a la mezcla de
reaccion. El SCN’ provoca la pérdida del gradiente Ay en las membranas invertidas y por tanto

la fluorescencia emitida por el oxonol-V vuelve a valores basales u originales.

El grado de disminucion de la fluorescencia determina el nivel de gradiente Ay que tienen

las membranas invertidas en presencia de una fuente de energia determinada.

Tamp6n O . HEPES-KOH 20 mM pH 7,2; MgSO4 2,5 mM.
Oxonol-V . 1 mM de oxonol-V en DMSO.
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2.4.10.2.3. Analisis del gradiente ApH en membranas invertidas con gradientes

artificiales.

Para determinar el grado de funcionalidad energética de las membranas invertidas de C.
glutamicum con gradientes artificiales se analiza la formacién del gradiente ApH de la misma
manera que se indicé en el apartado 2.4.10.2.1. con algunas modificaciones.

1.- La mezcla de reaccion consiste de un volumen final de 2 ml en tampén G con naranja
de quinacrina 2 uM realizada directamente en la cubeta de cuarzo. Este tamp6n carece de
potasio y sodio.

2.- A continuacion se aflade una cantidad de 0,13 mg de proteinas de membrana de las
vesiculas en la mezcla de reaccion y la adicién de nigericina o valinomicina provoca la
inhibicién de la salida pasiva del potasio o del sodio, respectivamente, y por tanto se crea un
gradiente artificial ApH entre las membranas invertidas y en exterior.

3.- Transcurridos 4 minutos se afiadié (NH,),SO, 10 mM a la mezcla de reaccion. El NH,"
provoca la pérdida del gradiente ApH en las membranas invertidas y por tanto la fluorescencia

emitida por la naranja de quinacrina vuelve a valores basales u originales.

Tampon G. Tris-HCI 10 mM pH 8,0; cloruro de colina 0,5 M; MgCl, 5 mM.

2.4.10.3. Andlisis de transporte de metales con mem  branas invertidas.

Las membranas invertidas energéticamente funcionales, es decir que presentan un
gradiente de ApH y Ay cuando se les afiade una fuente de energia (apartado 2.2.10.2.) y
fueron analizadas mediante ICP-MS (Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de

Acoplamiento Inductivo) para detectar la cantidad de metaloide incorporado en ellas.

El protocolo seguido fue descrito previamente por Meng et al. (2004).

1.- La mezcla de reaccion conteniendo 1 mg/ml de proteinas de membrana de las vesiculas
invertidas y arsenito 100 uM o antimonito (40 uM para vesiculas de E. coli 0 4 uM para
vesiculas de C. glutamicum) en un volumen final de 600 pl en tampdén de transporte-l fue
iniciada con la adicion de un compuesto como fuente de energia. La reaccion se realizé a
temperatura ambiente.

2.- Alo largo de 20 minutos se tomaron muestras de 100 ul cada una y se filtraron a través
de filtros de 0,45 um (Millipore). Las células retenidas en los filtros fueron lavadas dos veces

con 5 ml de tampén de transporte-I. El proceso de filtrado y lavado se realiza usando un Ten
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place filter Manifold (Hoefer FH225V) acoplado a una bomba de vacio (ILMVAC GmbH,
MP104E).

3.- Cada filtro con las células retenidas se retira del aparato de filtracién con unas pinzas y
se somete a una digestién usando 170 pl de acido nitrico 70% (Sigma) durante 2 horas a 70°C.

4.- Finalmente, cada muestra se diluye en un volumen final de 10 ml con agua MilliQ
teniendo una concentracion final de acido nitrico de 2%.

5.- El As 0 Sb se mide mediante ICP-MS usando un espectrofotometro Varian (Varian Inc.,
Palo Alto, CA). Las soluciones patrén utilizadas (Ultra scientific, N. Kingstown, RI) fueron

realizadas en un rango de 0,1 a 50 ppb en &cido nitrico 2%.

Tampon de transporte-l . HEPES-KOH 75 mM pH 7,5; K,SO4 150 mM; MgSO, 1 mM; sacarosa 0,25 M.

2.4.10.3.1. Analisis de transporte de arsénico con membranas invertidas con

gradientes artificiales.

El ensayo de transporte con membranas invertidas de gradientes artificiales se realiz6 de la
misma manera que se indica en el apartado 2.4.10.3. con algunas modificaciones. La mezcla
de reaccion se realiza en un volumen final de 600 pl de tampon de transporte-Il al cual se le
aflade As(lll) 100 uM y 1 mg/ml de proteinas de membrana de las vesiculas invertidas. La
reaccion se inicia con la adicion de 5 pg/ml de nigericina o valinomicina en las membranas
cargadas con potasio o0 sodio, respectivamente, y se realiza a temperatura ambiente. La toma

de muestras y el andlisis por ICP-MS se realiza como se indica en el apartado anterior.

Tampon de transporte-ll . Tris-HCI 10 mM pH 8,0; cloruro de colina 0,5 M; MgCl, 5 mM.

2.4.11. Analisis de la actividad arseniato reductas a.

La actividad arseniato reductasa de las proteinas ArsCs fue analizada segun tres sistemas
de oxidacién-reduccion: sistema de Trx/TrxR, GSH/Grx y MSH/Mrx, siguiendo los protocolos

descritos por Messens et al. (2002b) y Ordéiiez et al. (2009).

En los tres sistemas redox la actividad arseniato reductasa se determiné mediante un

seguimiento del consumo del NADPH en una mezcla de reaccién por la disminucion de la
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absorbancia a DOass,, durante 20 minutos a 37°C. La absorbancia se mide en un
espectrofotometro SPECTRA-max 340PC (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) utilizando
placas de 96 pocillos (PolySorb, Nurc, Denmark). Como control negativo de cada reaccién

redox se pone una mezcla de reaccion sin As(V).

2.4.11.1. Sistema redox Trx/TrxR.

1.- Las proteinas CgArsCs y la tiorredoxina (CgTrx) de C. glutamicum purificadas como se
indica en el apartado 2.4.9.1. se descongelan en hielo y se reducen mediante incubacién con
DTT 10 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el DTT las proteinas se
dializan a 4°C en equipos de dialisis Slide-A-Lyzer (Thermo scientific) de tamafio de poro
adecuado, utilizando un tampdn de dialisis durante 2 horas y con dos cambios de tampon.

2.- La flavoproteina tiorredoxina reductasa (CgTrxR) se purifica segun Ordéfiez et al.,
(2009) y se mantiene a 4°C precipitada en sulfato aménico 80%. Se resuspende en 200 pl del
tampon de reaccion y se dializa de la misma manera que las proteinas anteriores.

3.- Se realiza la mezcla de reaccién que contiene: CgArsC 500 nM; CgTrx 10 uM; CgTrxR
2 uM; NADPH 250 uM; As(V) 100 mM y tampon de reaccion-I hasta 200 ul de volumen final. La

reaccidon comienza con la adicion del As(V).

Tampo6n de didlisis.  Tris-HCI 20 mM pH 8,0; 150 mM NacCl.
Tampo6n de reaccién-1 . HEPES 20 mM pH 8,0.

2.4.11.2. Sistema redox GSH/Grx.

1.- Las proteinas CgArsCs de C. glutamicum purificadas como se indica en el apartado
2.4.9.1. y la glutarredoxina 2 de E. coli (EcGrx2) purificada como se describe en Shi et al.,
(1999) se descongelan en hielo y se reducen mediante incubaciéon con DTT 10 mM durante 30
minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el DTT las proteinas se dializan a 4°C en
equipos de didlisis Slide-A-Lyzer (Thermo scientific) de tamafio de poro adecuado utilizando un
tampodn de didlisis durante 2 horas y con dos cambios de tampon.

2.- Se realiza la mezcla de reaccion que contiene: CgArsC 5 uM; EcGrx2 20 uM; GSH 5
mM (Sigma); GTR 3 uM (Sigma); NADPH 500 pM; As(V) 100 mM y tampon de reaccion-1l hasta

200 pl de volumen final. La reaccion se inicia con la adicion de As(V).

Tampo6n de reaccién-Il. MES 50 mM pH 6,5.
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2.4.11.3. Sistema redox MSH/Mrx.

1.- Las proteinas CgArsCs y la micorredoxina 1 (CgMrx1) de C. glutamicum purificadas
como se indica en el apartado 2.4.9.1. se descongelan en hielo, y se reducen mediante
incubacion con DTT 10 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente. Para eliminar el DTT
las proteinas se dializan a 4°C en equipos de dialisis Slide-A-Lyzer (Thermo scientific) de
tamafio de poro adecuado utilizando un tampon de dialisis durante 2 horas y con dos cambios
de tampon.

2.- La flavoproteina micotiona reductasa (CgMTR) de C. glutamicum se purifica segun
Ordéfiez et al., (2009) y se mantiene a 4°C precipitada en sulfato amoénico 80%. El micotiol
(MSH; ver apartado 2.4.11.3.1. de Materiales y métodos) se purifica también segin Ordofiez et
al., (2009). Se resuspende en 200 pul del tampdn de reaccién-l y se dializa de la misma madera
que lo indicado para las proteinas precedentes.

3.- Se realiza la mezcla de reaccion que contiene: CgArsC 200 nM; CgMrx1 10 uM;
CgMTR 3 pM; MSH 470 uM; NADPH 250 puM; As(V) 100 mM y tampon de reaccion-l hasta 200

pl de volumen final. La reaccidon comienza con la adicion de As(V).

2.4.11.3.1. Extraccion de micotiol (MSH).

El MSH no es comercial y so6lo es sintetizado por microorganismos del grupo de las
actinobacterias. La purificacion de MSH se lleva a cabo utilizando células de C. glutamicum y
una resina Thiopropyl Sepharose 6B (GE Healthcare, GEH). Este proceso permite una
purificacion mediante cromatografia de afinidad basada en la interaccion del grupo tiol de la
cisteina del MSH con el grupo 2-tiopiridil bisulfito de la resina. El protocolo seguido fue el

descrito por Ordéfiez et al. (2009):

1.- Una masa de 600 g de células de C. glutamicum ATCC 13032 crecidas en medio TSB
con una DOggonm de 3 se rompe con acido perclérico 0,75 M (200 ml por cada 100 g de células).

2.- A continuacion las células no rotas se eliminan por centrifugacion a 10.000 rpm durante
10 minutos a 4°C.

3.- Se ajusta el pH del sobrenadante (una solucion amarilla) a 4,5 con KOH 4 M. Al
aumentar el pH se observara la precipitacion de perclorato potasico.

4.- Se incuba la solucién a 0°C durante 30 minutos. Posteriormente, se centrifuga a 10.000
rpm durante 10 minutos para eliminar el perclorato potasico precipitado. La solucién obtenida

se puede guardar a 4°C toda la noche.
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5.- Se filtra la solucién con filtros estériles de 0,22 um de diametro de poro (Millipore) y se
mezcla la solucién en una proporcion 3:1 con un tampén A. Si la mezcla no ha alcanzo un pH
de 7,5 se afiade mas buffer A hasta alcanzarlo.

6.- A continuacién 7-8 g de resina se hidratan con 21 ml de agua desgasificada (relaciéon
1:3), se equilibra con 10 voliumenes de tampon B y se deja decantar. Se retira el sobrenadante
y se vuelve a repetir dos o tres veces mas el equilibrado con el tampon B.

7.- Una vez equilibrada la resina, se carga en la columna y se conecta al AKTA-FPLC
(Amersham Pharmacia Biotech AB 2000) donde se sigue equilibrando la resina con tampén B.

8.- Se carga la solucion de la muestra en la columna a una velocidad de flujo de 0,5-1
ml/min. Se lava la columna con tampdn B hasta que se vea totalmente limpia la columna.

9.- Se eluye la muestra con tampén C hasta observar el pico de la 2-tiopiridona a DOz43nm.
En ese pico eluyen también el MSH, el DTT y el AcCoA.

10.- Los 30-50 ml recogidos del MSH se acidifican con trifluoroacético (TFA) a pH 2-3. Se
aflade a la muestra un volumen de acetato de etilo en un embudo de decantacion y se agita
durante 5 minutos hasta observar dos fases. Se recoge la fase superior donde se encuentra el
MSH vy se repite 5 0 6 veces el paso anterior. En la fase inferior (amarillenta) se elimina la 2-
tiopiridona, el AcCoA y la mayor parte del DTT.

11.- La solucién final de MSH se liofiliza, paso en el que se concentra la muestra y se
evapora el acetato de etilo.

12.- El MSH se purifica mediante HPLC usando la columna Jupiter C18 (Phenomenex)
equilibrada con un tampdn D. La elucion del MSH se produce sobre el minuto 7. La presencia
de MSH se confirm6 mediante espectrometria de masas y la concentracién del micotiol
reducido se determina usando el kit Protein Thiol Florescent Detection (Arbor assays) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Tampo6n A. Tris-HCI 0,4 M pH 7,5; NaCl 2 M; EDTA 4 mM.
Tampo6n B. Tris-HCI 0,1 M pH 7,5; NaCl 0,5 M; EDTA 1 mM.
Tamp6n C. Tris-HCI 0,1 M pH 7,5; DTT 30 mM; EDTA 1 mM.
Tampon D. Formato amoénico 100 mM.
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2.4.12. Espectrometria de masas.

Todas las proteinas y el MSH purificados son analizados mediante espectrometria de
masas para determinar el tamafio real de las mismas. Las proteinas deben de ser inyectadas
en el HPLC antes de ser analizadas mediante espectrometria de masas utilizando una columna
Vydac C18 RPC.

El protocolo seguido es el siguiente:

1.- La proteina de interés se extrae del gel SDS-PAGE con la ayuda de un bisturi en un taco
de aproximadamente 1 mm®. Es importante durante todo el proceso evitar la contaminacion con
pelos o piel que provocaria la posterior identificacion de queratinas.

2.- Las bandas son lavadas con (NH;)HCO3; 25 mM y una solucion de CH3;CN 50% vy
(NH4)HCO3 25 mM y después se secan en una centrifuga de vacio.

3.- A continuacién los tacos se hidratan en un bafio de agua y hielo y se someten a una
digestion proteolitica usando 10 ng/ul de tripsina (Promega) durante toda la noche a 37°C.

4.- Posteriormente, los péptidos obtenidos se extraen secuencialmente del sobrenadante
mediante un solucién de (NH;)HCO3; 25 mM, CH3CN 50%, (NH,;)HCO3; 25 mM y una mezcla de
CH3CN 50% y HCOOH 5%.

5.- Las muestras obtenidas son desaladas en una columna Zip Tip C18 (millipore) y eluidas
con acetonitrilo 50% y acido férmico 1% (v/v).

6.- Finalmente, se realizaron los analisis de NanoLC/nanospray/MS/MS usando un Q-STAR
XL instrument (QqTOF; Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). La identificacion de una

proteina de interés se lleva a cabo con el software MassLynx 4.0 system.

2.4.13. Obtencion de anticuerpos policlonales.

Las proteinas CgArsC2, CgArsCl’ y CgArsC4 de C. glutamicum purificadas por colas de
histidinas (ver apartado 2.4.9.1. de Materiales y métodos) fueron utilizadas para inmunizar tres
conejos, siguiendo el protocolo de (De Kerpel et al., 2006). Los anticuerpos obtenidos fueron
purificados usando una columna de sefarosa 6MB con proteina-A de S. aureus (GE

Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los anticuerpos policlonales de la proteina transmembranal CgAcr3-1 de C. glutamicum se
obtuvieron a partir de la inmunizacién de un conejo con un péptido sintetizado comercialmente

por Cocalico Biologicals (Cocalico Biologicals, Inc, USA). El péptido utilizado
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GPKLFPNDPTLPSSARSTSQII (aminoacidos 347-366 y derivado del dltimo dominio intracelular
de la proteina CgAcr3-1) fue conjugado y posteriormente inmunizado en un conejo siguiendo
un protocolo de 91 dias. En el protocolo se realizaron cinco inmunizaciones del péptido a lo
largo de los dias 0, 14, 21, 49 y 70; cuatro sangrados durante los dias 35, 56, 77 y 84 y un

sangrado final el dia 91.

Los anticuerpos anti-CgAcr3-1 obtenidos fueron purificados mediante el protocolo siguiente:

1.- Se crecen 100 ml de medio LB o TSB con E. coli o C. glutamicum durante toda la noche.

2.- Se centrifuga a 8.000 rpm durante 10 minutos a 4°C y se resuspende en 3 ml de tampdn
de resuspensién (Tampon R).

3.- A continuacion se rompen las células por prensa francesa, se centrifugan a 8.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C y se recoge el sobrenadante.

4.- Se diluye la muestra de anticuerpo que se va a purificar 1:10 con tampén de bloqueo
(Tampon BL).

5.- Se mezcla 0,5 ml del lisado celular (se coge uno u otro lisado celular dependiendo del
extracto crudo que vayamos a utilizar posteriormente en el Western blot) con 1 ml del
anticuerpo diluido y se incuba durante 4 horas a temperatura ambiente. La mezcla una vez
incubada se utiliza directamente como anticuerpo primario en el Western blot o se almacena a

4°C hasta su utilizacién.

Tamp6n R. Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM pH 8,0.
Tampon BL. Tris-HCI 10 mM pH 8,0; NaCl 150 mM; Tween-20 0,05% (v/v); BSA 3% (p/v) o leche en polvo 5% (p/v).

2.5. Analisis microbiologicos.

2.5.1. Analisis de resistencia a metales.

El protocolo seguido se describe a continuacion:

1.- Se incuba un cultivo de E. coli o C. glutamicum en medio LB o TSB, respectivamente,
con el antibiético correspondiente (si es necesario) toda la noche en agitacion a 37°C o 30°C.

2.- Se diluyen los cultivos 100 veces en medio LB o TSB conteniendo las concentraciones
indicadas de los metales. Los cultivos se incuban a 37°C o 30°C con agitaciéon durante 24

horas. En caso de medir la resistencia a arseniato se utilizé medio MMCLP para C. glutamicum.
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3.- Finalmente se mide la DOgynm de cada uno de los cultivos en un espectrofotometro
Hitachi V-200.

El nivel de resistencia de E. coli o C. glutamicum a un metal lo hemos definido como la
concentracién del metal que causa al menos una disminucion de la DOggonm del 80% de la
absorbancia obtenida por la misma cepa del microorganismo crecida en las mismas

condiciones en ausencia metal.

2.5.2. Analisis de entrada/acumulacion de metales e n células.

2.5.2.1. Cantidad total de metal retenido en célula s por ICP-MS.

El protocolo seguido se describe a continuacion:

1.- Se incuba E. coli en medio LB a 37°C o C. glutamicum en medio TSB a 30°C toda la
noche en agitacion.

2.- Se inoculan 100 ml de medio LB con el cultivo de E. coli 0 100 ml de medio MMC con el
cultivo de C. glutamicum incubado durante toda la noche diluyendo las células 100 veces y se
permite el crecimiento del microorganismo a 37°C o a 30°C, respectivamente, en agitacién
hasta alcanzar una DOggonm de 1 0 2, respectivamente.

3.- Se recogen las células, se resuspenden en el tampdn de transporte-lll y se lavan dos
veces con el mismo tampon.

4.- Finalmente se resuspenden a una densidad 6ptica de 10 y 6, respectivamente.

5.- La mezcla de reaccién contiene 100 ul de células, el metal a estudiar en la concentracién
adecuada y tampodn de transporte-lll hasta 1 ml de volumen final. La reaccién de transporte se
inicia con la adicion del correspondiente metal: arsenito 0,1 mM para células de E. colio 1 mM
para células de C. glutamicum; antimonito 50 pM para células de E. coli o 40 uM para células
de C. glutamicum; arseniato 100 pM para C. glutamicum.

6.- A lo largo del tiempo se tomaron muestras de 100 pl y se filtraron a través de filtros de
0,45 pm (Millipore). Las células retenidas en los filtros fueron lavadas dos veces con 5 ml de
tampon de transporte-lll. El proceso de filtrado y lavado es realizado usando un Ten place filter
Manifold (Hoefer FH225V) acoplado a una bomba de vacio (ILMVAC GmbH, MP104E).

7.- Cada filtro con las células retenidas se retira del aparato de filtracién con unas pinzas y
se somete a una digestién usando 170 pl de acido nitrico 70% (Sigma) durante 2 horas a 70°C.

8.- Finalmente, cada muestra se diluye en un volumen final de 10 ml con agua MilliQ

teniendo una concentracion final de acido nitrico de 2%.
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9.- El metal estudiado se mide mediante ICP-MS usando un espectrofotometro Varian
(Varian Inc., Palo Alto, CA). Las soluciones de referencia utilizadas (Ultra scientific, N.

Kingstown, RI) fueron realizadas en un rango de 0,1 a 50 ppb en acido nitrico 2%.

La cantidad de metal que retienen las células fue expresada por mg de peso seco de
células. Para ello diferentes volimenes de suspensiones celulares con una absorbancia similar
a la utilizada en los ensayos de acumulacioén fueron filtrados en filtros de 0,45 pum (Millipore) y
lavados con tampén de transporte-lll; los filtros deben haberse pesado anteriormente al
ensayo. A continuacién los filtros con las células son secados a 65°C y de nuevo pesados, para

determinar el peso seco aproximado de células que estamos utilizando en cada ensayo.

Tampon de transporte-lll . HEPES-KOH 75 mM pH 7,3; KCI 150 mM; MgSO,4 1 mM.

2.5.2.2. Andlisis de especies de arsénico por espec trometria de

absorcion atémica.

Los analisis de identificacién y cuantificacion de diferentes especies de As en muestras
celulares fueron realizados mediante espectrometria de absorcién atémica por el Dr. Joris
Messens en la Universidad Libre de Bruselas (VIB) en el Departamento de Interacciones

Celulares y Moleculares.

El protocolo seguido es el siguiente:

1.- Se preparan las muestras celulares como se indica en la apartado 2.5.2.1. de Materiales
y métodos hasta el punto 7. Una vez que tenemos los filtros digeridos con el acido nitrico se
llevan a un volumen aproximado de 2 ml con Tris-HCI 1 M pH 9,0 hasta que alcancen un pH
neutro (pH 7,0) y se incuban a 37°C durante 2 horas.

2.- A continuacion se eliminan todas las proteinas de la muestra mediante una columna de
afinidad (Waters Oasis HLB).

3.- La muestra es después filtrada e inyectada en una columna de intercambio iénico de 250
x 4,1 mm (Hamilton PRP-X100) con un tampén de 20 mM KH,PO4/K,HPO, pH 6,0 a un flujo de
1 ml/min.

4.- El eluyente de la columna es mezclado con HCI 1,5 M, NaBH, 2,5% y NaOH 2% para
formar arsina (AsHs). Las arsinas son analizadas y cuantificadas usando un espectrofotémetro
de absorcion atomica (Excalibur, PS Analytical, Orpington, UK) calibrado con muestras de

arsenito y arseniato.
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2.5.3. Observacion microscopica de microorgani  smos.
La observacion microscépica de las células se realizé de manera rutinaria mediante un

microscopio optico de contraste de fase (Eclipse E400, Nikon) montando las muestras en PBS
o H,Od.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Mecanismos de entrada y salida de arsenito

en Corynebacterium glutamicum.

3.1.1. Sistema de entrada de arsenito en C. glutamicum.

La especie C. glutamicum ATCC 13032 presenta una resistencia a arsenito [As(lll)] de entre
12 y 14 mM, valores significativamente superiores al resto de las especies analizadas (Ordéfiez
et al., 2005). Este elevado nivel de resistencia a As(lll) puede ser debido a varias causas: (i) a

una refractariedad de la célula a la incorporacion del metaloide como consecuencia de la
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ausencia de genes que codifican para las proteinas encargadas de la entrada de As(lll) o (ii) a
la presencia de potentes mecanismos de desintoxicacion intracelular de As(lll). Para
comprobar la primera de las hipétesis, se realizaron estudios de entrada de As(lll) en la cepa
C. glutamicum ATCC 13032 (Tabla A4.4), y para ello las células de C. glutamicum se
mantuvieron en un estado de reposo o0 no crecimiento (resting cells) para posteriormente ser
incubadas en presencia de diferentes concentraciones de As(lll); se tomaron muestras de la
mezcla de reaccién a diferentes tiempos y se analizaron mediante espectroscopia de masas
con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS). Como se observa en la Figura 3.1
C. glutamicum incorpora As(lll) y la cantidad de As(lll) acumulado va aumentando a lo largo del
tiempo y a medida que aumentamos la cantidad de As(lll) total afiadido; niveles similares de
entrada de As(lll) han sido encontrados en Saccharomyces cerevisiae (Singh et al., 2008a;
Shah et al., 2010), y alrededor de diez veces superiores en Escherichia coli (Singh et al.,
2008b). Estos resultados confirman que en C. glutamicum existe algin sistema de entrada de

As(lll), el cual se tratara de identificar a continuacion.
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Figura 3.1. Entrada de As(lll) en C. glutamicum ATCC 13032 en presencia de diferentes concentraciones de
As(lll): 0,2 mM (negra); 0,5 mM (roja) y 1 mM (verde).

Hasta la fecha se han identificado dos mecanismos de entrada de As(lll) en
microorganismos: (i) a través de aguaglicerolporinas (GlpF) (Meng et al., 2004) y (ii) a través de
permeasas inespecificas de hexosas (Liu et al., 2004b). Mediante analisis bioinformaticos
buscamos en el genoma de C. glutamicum proteinas que presentaran una elevada homologia
con proteinas GIpF de microorganismos como E. coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus, pero no encontramos ninguna. Por tanto se descart6 la

presencia de genes glpF para aguaglicerolporinas en el genoma de C. glutamicum.
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Los genes glpF suelen estar formando parte de un operdén junto con otros genes que
participan en el metabolismo del glicerol como glpK (gen que codifica para la enzima glicerol
kinasa, GIpK), y glpD (gen que codifica para la proteina glicerol 3-fosfato deshidrogenasa,
GIpD). El analisis del genoma de C. glutamicum, a pesar de no identificar genes glpF, confirmo
la existencia de los genes glpK (cg3198) y glpD (cg1853) separados en el cromosoma por 1,3
Mb pero sin funciones similares a una glicerol kinasa o glicerol 3-fosfato deshidrogenasa,
respectivamente (Rittmann et al., 2008). Estas indicaciones explican que C. glutamicum sea
incapaz de crecer en medios definidos de cultivo con glicerol como Unica fuente de carbono y
energia, resultado éste que también justifica la ausencia de la proteina transportadora GlpF en

C. glutamicum implicada de forma general en el transporte de glicerol al interior de la célula.

Dado que conocemos que C. glutamicum incorpora As(lll) y que no tiene genes para
aguaglicerolporinas en su genoma, se paso a identificar otras proteinas como las permeasas
de hexosas como posibles proteinas implicadas en el transporte del metaloide. Uno de los
microorganismos con permeasas de hexosas mejor caracterizadas es Streptomyces coelicolor
A3(2), un actinomiceto proximo filogenéticamente a C. glutamicum y que es capaz de
incorporar glucosa por la permeasa GlcP1 (ScGlcP1; Sco7153) (van Wezwel et al., 2005). En el
genoma de C. glutamicum se han identificado mas de diez proteinas homélogas a la proteina
ScGIcP1 de S. coelicolor, de las cuales las dos con mayor homologia con ScGlcP1 (28% vy
26%) estan codificadas por los marcos de lectura (ORFs) cg0223 y cg3387, respectivamente.
Ensayos de interrupcion simple y de sobreexpresién homologa en C. glutamicum RES167
(Tabla A4.4) y heteréloga en la cepa E. coli OSBR1 (mutante que tiene interrumpido el gen
para la aguaglicerolporina EcGIpF; Tabla A4.4) de los genes cg0223 y ¢cg3387 bajo el promotor
fuerte del gen de resistencia a kanamicina (Py,,) N0 mostraron una modificacién significativa de
la cantidad de As(lll) incorporado en ninguna de las cepas indicadas (Ordo6fez, 2009). Ademas
la presencia de diferentes azlicares en el medio extracelular como glucosa, sacarosa, fructosa,
galactosa o xilosa no provocé un efecto inhibitorio en la entrada de As(lll) ni en la cepa silvestre
C. glutamicum ATCC 13032 y ni en los mutantes de C. glutamicum o E. coli OSBR1 en los que
se sobreexpresaron las permeasas de hexosas Cg0223 o Cg3387 (Figura 3.2 y Tabla A4.4).
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Acumulacion de As(lll) (nmol/mg peso seco)

8 0 ; . y 8
Minutos

Figura 3.2. Entrada de As(lll) en diferentes cepas de C. glutamicum (A, B y C) y de E. coli (D y E) en presencia de
As(lll) 1 mM y en ausencia de azlcares (rosa) o en presencia de diferentes azlcares a una concentracion final de 2%:
glucosa (verde), sacarosa (roja), fructosa (azul), galactosa (amarillo) o xilosa (negro). Las cepas utilizadas son: (A) C.
glutamicum ATCC 13032, (B) C. glutamicum Cg0223, (C) C. glutamicum Cg3387, (D) E. coli Cg0223 y (E) E. coli
Cg3387.

A la vista de los resultados obtenidos, continuamos la busqueda de genes implicados en la
entrada de As(lll) en C. glutamicum con la realizacién de mutaciones al azar sobre el genoma

del mutante C. glutamicum 2Aars (Tabla A4.4), cepa que carece de los dos operones ars de
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resistencia a arsénico y que es extremadamente sensible a As(lll). Para ello se usaron
diferentes tipos de elementos transponibles que se integran al azar en el genoma: el
transposon comercial Tn5, el elemento 1S6100 y el minitransposén Tn31831, todos ellos
introducidos en C. glutamicum por electroporacion (ver apartado 2.2.2. de materiales y
métodos). Los transformantes obtenidos se sometieron a ensayos de resistencia a As(lll)
comparando los resultados con la cepa receptora C. glutamicum 2Aars, sin embargo ninguno
de los mutantes exhibié un incremento de la resistencia a As(lll); es posible que la baja
eficiencia de integracion de los transposones utilizados y del método de electroporacion en C.
glutamicum no nos permitié detectar ningun clon afectado en la resistencia a As(lll). Por ello se
utilizé otro mecanismo de integracion al azar basado en el plasmido movilizable suicida
pSUP301 (Tabla A4.2) el cual se introduce en C. glutamicum por conjugacion; mediante el uso
del plasmido pSUP301 se identificd en C. glutamicum el gen gntP, gen que codifica para la
proteina gluconato permeasa (Mateos et al., 1996). Tras varios ensayos de conjugacién
obtuvimos un mayor ndmero de transconjugantes que por cualquiera de los métodos de
electroporacién probados, pero ninguno de los transconjugantes obtenidos presenté un

incremento de la resistencia a As(lll).

Estos analisis no nos han permitido identificar el mecanismo de entrada de As(lll) en C.
glutamicum, sin embargo descartamos las aguaglicerolporinas como proteinas implicadas en el

proceso.

3.1.2.  Caracterizacion de las proteinas arsenito pe  rmeasas

de C. glutamicum.

Otro de los factores que podria condicionar la resistencia a As(lll) en C. glutamicum es la
presencia de potentes mecanismos de desintoxicacion intracelular de As(lll) a través de
arsenito permeasas. Sin embargo, en algunos microorganismos se han identificado
mecanismos de resistencia a As alternativos a las permeasas de arsenito, como la metilacién
de As(lll) a especies volatiles en el interior de la célula que posteriormente salen al exterior
(Qin et al., 2006).

En C. glutamicum se han identificado dos operones de resistencia a As separados en el
cromosoma y que presentan una estructura génica similar y basada en el sistema de tres
componentes (arsRBC) (Ordofiez et al., 2005) (Figura 3.3). En cada uno de esos dos operones

existe un gen que codifica para una arsenito permeasa, Cgacr3-1 (cg1705) en el operén arsly
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Cgacr3-2 (cg0318) en el operén ars2; estos genes se transcriben en sentido contrario al de los
reguladores transcripcionales (CgarsRs) situados corriente arriba de los genes Cgacr3.
Ademas se ha localizado otro gen para una arsenito permeasa adicional Cgacr3-3 (cgl661)
que se encuentra aislado en el cromosoma de C. glutamicum. El analisis del genoma de C.
glutamicum no nos han permitido identificar genes para metilasas de arsénico (arsM) que
pudieran estar implicadas en la resistencia a As(lll), lo que descarta definitivamente un proceso
de metilacién como mecanismo de desintoxicacion del metaloide en este microorganismo. Por
lo tanto, el inico mecanismo de resistencia a As(lll) presente en C. glutamicum se ha atribuido

a la salida del metaloide a través de las arsenito permeasas.
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Figura 3.3. Representacion esquematica de los genes que participan en la resistencia a arsénico en C. glutamicum
(arriba) y su localizacion en el genoma completo de C. glutamicum (abajo). Se ha indicado la localizacién de los genes
que codifican para las tres arsenito permeasas en el genoma de C. glutamicum de forma més exacta. La secuencia

promotora de los genes Cgacr3-1, Cgacr3-2 y Cgacr3-3 también se ha incluido.
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Hasta la fecha, la especie C. glutamicum es uno de los pocos microorganismos donde se
han identificado tres genes para arsenito permeasas en su genoma, sin embargo la presencia
de dos genes para arsenito permeasas en un mismo genoma es mas frecuente y se ha descrito
en microorganismos como Ochrobactrum tritici SCII24 (Branco et al., 2008) o Alkaliphilus
metalliredigens QYMF (Fu et al., 2010). Estas evidencias permiten especular que el elevado
nivel de resistencia a As(lll) (12 mM) de C. glutamicum pudiera ser debido al elevado nimero

de arsenito permeasas presentes.

3.1.2.1. Las arsenito permeasas de C. glutamicum
pertenecen a la familia Acr3.

En estudios iniciales de las arsenito permeasas de C. glutamicum, éstas fueron adscritas a
la familia ArsB (ArsB1, ArsB2 y ArsB3; Ordofiez et al., 2005). Sin embargo los analisis y
estudios posteriores de las mismas identifican a las arsenito permeasas de C. glutamicum
como pertenecientes a la familia Acr3 de actinomicetos y mas en concreto dentro de la
subfamilia Acr3(1) de acuerdo con sus relaciones filogenéticas (Figura 3.4). Las proteinas
CgAcr3 de C. glutamicum se encuentran relacionadas con las proteinas Acr3 de B. subtilis, S.
cerevisiae, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium smegmatis, Synechocystis sp. y S.
coelicolor, las cuales se encuentran filogenéticamente alejadas de las proteinas ArsB, como la
proteina EcArsB de E. coli o PaArsB de P. aeruginosa. Por esta razon las tres arsenito

permeasas de C. glutamicum han pasado a denominarse CgAcr3-1, CgAcr3-2 y CgAcr3-3.
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Figura 3.4. Andlisis filogenético de las proteinas ArsB y Acr3 de diferentes especies microbianas. Los nimeros
representados son porcentajes obtenidos por bootstapping (1.000 réplicas). Se muestran los cddigos de genes que

codifican para estas proteinas.
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3.1.2.2. Grado de implicacion de las proteinas arse nito

permeasas en la resistencia a arsénico de  C. glutamicum.

Estudios previos asociados a los genes Cgacr3 de C. glutamicum pusieron de manifiesto
que la interrupcion simple de los genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2 conducia a la disminucién de la
resistencia a As(lll) y arseniato [As(V)] de C. glutamicum; por el contrario, no se observo efecto

alguno en la interrupcién simple del gen Cgacr3-3 (Ordoiiez et al., 2005).

El analisis del efecto provocado por la interrupcién de los genes Cgacr3-1, Cgacr3-2 y
Cgacr3-3 se comprobd siguiendo una estrategia distinta a la utilizada por Ordoéfez et al.,
(2005), para lo cual los ensayos de resistencia se realizaron en medio liquido y mediante
seguimiento espectrofotométrico; este Ultimo método permite una mayor fiabilidad y
reproducibilidad de los resultados que el crecimiento en medio sélido. Los mutantes C.
glutamicum Acr3-1 y Acr3-2 (cepas interrumpidas en los genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2,
respectivamente; Tabla A4.4) mostraron una disminucién en los niveles de resistencia a As(lll)
en comparacién con la cepa original C. glutamicum RES167 (Figura 3.5), al igual que Ordéfiez
et al. (2005) habian observado en medio sdlido; sin embargo, la interrupcién del gen Cgacr3-3
(C. glutamicum Acr3-3; Tabla A4.4) no produjo cambios en los niveles de resistencia a As(lll)
(Figura 3.5), lo que apoya la implicacion mayoritaria de las proteinas CgAcr3-1 y CgAcr3-2 en

la salida de As(lll) de C. glutamicum.

El resultado anterior fue confirmado mediante un analisis de resistencia a As(lll) en el doble
mutante C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2, el cual presenta los dos genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2
interrumpidos (Ordofez et al., 2005; Tabla A4.4), y en el mutante C. glutamicum 2Aars, el cual
presenta los operones arsl y ars2 delecionados (Ordéfiez et al., 2008). Los resultados pusieron
de manifiesto que las dos cepas exhiben una gran sensibilidad a As(lll), del orden de 0,4 mM,
(Figura 3.5). En base a estos resultados se paso a determinar el grado de participacion de cada

una de las arsenito permeasa en la resistencia a As(lll) en C. glutamicum con un mayor detalle.
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Figura 3.5. Niveles de resistencia a As(lll) de diferentes cepas de C. glutamicum: C. glutamicum RES167
(RES167); C. glutamicum Acr3-1 (Acr3-1); C. glutamicum Acr3-2 (Acr3-2); C. glutamicum Acr3-3 (Acr3-3); C.
glutamicum Acr3-1_Acr3-2 (Acr3-1_Acr3-2); C. glutamicum 2Aars (2Aars); C. glutamicum 2Aars_Acr3-3 (2Aars_Acr3-
3). Los resultados representados son el resultado de tres experimentos independientes.

3.1.2.2.1. La proteina CgAcr3-3 no estd implicada e n la resistencia a

arsénico en C. glutamicum.

Hasta la fecha, no se ha observado participacion alguna de la permeasa CgAcr3-3 en la
resistencia a As(lll) en C. glutamicum, no obstante, el bajo nivel de resistencia a As(lll) (0,4
mM) de los mutantes C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 y C. glutamicum 2Aars podria estar
asociado a la actividad de la proteina CgAcr3-3. Por ello decidimos desvelar el hipotético papel

de la permeasa CgAcr3-3 en la resistencia a As(lll) en C. glutamicum.

Un gen equivalente a Cgacr3-3 ha sido también encontrado en el genoma de otras
actinobacterias como Corynebacterium efficiens, Arthrobacter aurescens, Nocardioides sp.,
Frankia sp., Thermobifida fusca y Brevibacterium linens lo que indica que el gen puede
haberse adquirido mediante una transferencia horizontal, como ocurre con muchos genes de
resistencia a agentes téxicos (Dobrindt et al., 2004). Como se comprueba del arbol filogenético
de la Figura 3.4, la proteina CgAcr3-3 se encuentra dentro de la familia Acr3 pero esta

filogenéticamente alejada de las otras dos arsenito permeasas de C. glutamicum (CgAcr3-1 y
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CgAcr3-2) con las que presenta un grado de homologia de 18 y 20%, respectivamente.
Ademas el tamafio de la proteina CgAcr3-3 es de 287 aminodacidos, aproximadamente 100
aminoacidos menos del tamafio medio de todas las proteinas Acr3 descritas hasta la fecha,

aspecto éste que podria cuestionar la funcionalidad de la proteina CgAcr3-3.

Para comprobar la posible implicaciéon de la permeasa CgAcr3-3 en la desintoxicacion de
As(lll) se intentd hacer un mutante triple para las tres arsenito permeasas de C. glutamicum.
Para ello se cloné un fragmento interno de 310 pb del gen Cgacr3-3 en el vector suicida y
movilizable de corinebacterias pK18mob, obteniéndose el plasmido pKacr3-3int (ver Anexo
A3.2 y Tabla A4.3). Este plasmido fue transferido mediante conjugacién a C. glutamicum 2Aars
y se integré en el cromosoma por recombinacion homoéloga simple a través del fragmento
interno a Cgacr3-3 clonado en pKacr3-3int, obteniéndose una copia del gen Cgacr3-3
interrumpida (Figura 3.6). Esta estrategia ha sido usada frecuentemente en corinebacterias
(Fiuza et al., 2008) y la razén de emplear vectores conjugativos-movilizables en los ensayos de
transferencia de ADN a C. glutamicum es porgue con este sistema se consiguen frecuencias
de entrada de ADN exdgenos mayores que las obtenidas mediante electroporacion (Schafer et
al., 1990).

La interrupcion del gen Cgacr3-3 fue confirmada por PCR usando los oligonucleétidos
universales M13 (Tabla A4.1), secuencias presentes a los extremos del lugar de clonacién
multiple (MCS) del vector pK18mob. Los transconjugantes obtenidos (C. glutamicum
2Aars_Acr3-3; Tabla A4.5) presentaron un nivel de resistencia a As(lll) similar al de la cepa
receptora C. glutamicum 2Aars y al del mutante C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 (Figura 3.5),
cepas éstas que presentan la copia original del gen Cgacr3-3 en su genoma. En estudios
previos se demostrd la expresidn constitutiva del gen Cgacr3-3 mediante andlisis de RT-PCR
(Ordoiiez et al., 2005) por lo que es posible que la proteina CgAcr3-3 presente un nivel de

expresion muy bajo o no detectable in vivo.
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Figura 3.6. Esquema del producto génico obtenido tras la integracion del plasmido pKacr3-3int por recombinacién
simple en el cromosoma de C. glutamicum 2Aars.

Para descartar que el problema fuera debido a una baja expresion de la proteina CgAcr3-3,
se incrementod la dosis del gen Cgacr3-3 mediante la generacién de un merodiploide que lleve
la copia original del gen Cgacr3-3 en el genoma y otra copia en otro punto del cromosoma bajo
su propio promotor. Para ello el gen Cgacr3-3 bajo su propia secuencia promotora (Figura 3.3)
se clond en el plasmido movilizable pKarslup, que actida como suicida en corinebacterias. El
plasmido obtenido pKacr3-3 (ver Anexo A3.3 y Tabla A4.3) se transfirio a C. glutamicum 2Aars,
favoreciéndose su integracion por la presencia de una region de 500 pb del genoma de C.
glutamicum procedente del extremo 5’ del operén arsl (ver Figura 3.9 mas adelante). Los
transconjugantes obtenidos (C. glutamicum pKacr3-3; Tabla A4.5) fueron confirmados por PCR
y presentaron un nivel de resistencia a As(lll) similar al de la cepa control C. glutamicum 2Aars
(Figura 3.7A). Otra herramienta Util para analizar el grado de implicacion de una proteina en la
resistencia a As consiste en cuantificar la cantidad de As que se acumula en las células,
aspecto éste que se valoré mediante ICP-MS. Para conocer la cantidad de As acumulado
mantuvimos los mutantes en un estado de reposo 0 no crecimiento (resting cells) para

posteriormente ser incubadas en presencia de As(lll). Muestras de esa mezcla de reaccion
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fueron tomas a diferentes tiempos y analizadas mediante ICP-MS. Como se observa en la
Figura 3.7A el nivel de As acumulado en el mutante C. glutamicum pKacr3-3 (presenta dos
copias del gen Cgacr3-3 bajo su propio promotor) es equivalente al de la cepa C. glutamicum

2Aars, la cual contiene una Unica copia del gen Cgacr3-3.

Estos resultados nos hicieron considerar la posibilidad de aumentar aiin mas el nimero de
copias del gen Cgacr3-3 mediante un ensayo de sobreexpresion homadloga y heteréloga en C.
glutamicum y en E. coli, respectivamente. Para ello un fragmento de ADN de 1.197 pb
conteniendo el gen Cgacr3-3 con su propia regién promotora se cloné en el plasmido
bifuncional pECM2, obteniéndose el vector pECacr3-3 (ver Anexo A3.3 y Tabla A4.3). Esta
construccion se introdujo en C. glutamicum 2Aars, para llevar a cabo la sobreexpresion
homologa, y el plasmido pKacr3-3 (descrito arriba) se introdujo en E. coli AW3110 (cepa que
tiene sustituido el operén ars por el gen de resistencia a cloranfenicol; Tabla A4.4), para la
sobreexpresion heteréloga. Los transconjugantes (C. glutamicum pECacr3-3) y transformantes
(E. coli pKacr3-3) obtenidos (Tabla A4.5), fueron sometidos a ensayos de resistencia y
acumulacion de As(lll) y todos ellos presentaron el mismo nivel de resistencia y de
acumulacion de As(lll) que las cepas receptoras originales, C. glutamicum 2Aars y E. coli
AW3110, respectivamente (Figura 3.7).

A la vista de los resultados obtenidos in vivo parece evidente que la proteina CgAcr3-3 no
participa en la resistencia a As en C. glutamicum. La arsenito permeasa CgAcr3-3 presenta 83
y 79 aminoacidos menos con respecto a las proteinas CgAcr3-1 y CgAcr3-2, respectivamente,
por lo que es logico pensar en una pérdida o un cambio drastico de parte de su secuencia y por
consiguiente la pérdida de su funcion.
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Figura 3.7. Andlisis de resistencia (morado) y acumulacion (verde) de As(lll) por aumento de la dosis génica del
gen Cgacr3-3 en células de C. glutamicum (A) y E. coli (B). Se comparan los resultados obtenidos en tres
experimentos independientes de los mutantes: (A) C. glutamicum 2Aars (2Aars), C. glutamicum pKacr3-3 (pKacr3-3) y
C. glutamicum pECacr3-3 (pECacr3-3); y (B) E. coli AW3110 (AW3110) y E. coli pKacr3-3 (pKacr3-3).

Para comprobar la hipotesis de que la proteina CgAcr3-3 pudiera haber perdido la topologia
tipica de 10 segmentos transmembrana (TM) de las proteinas Acr3, se comparé la prediccion
topologica de proteina CgAcr3-3 de C. glutamicum obtenida a partir de tres programas de
analisis topolégico diferentes. Como se observa en la Figura 3.8, hay dos propuestas de
prediccién topoldgica para la proteina CgAcr3-3, una con siete dominios transmembrana
(TopPred2) y las otras con ocho (SOSUI y TMHMM). La posible ausencia de tres o dos
segmentos transmembrana en comparacion con la topologia tipica de las proteinas Acr3

(Aaltonen & Silow, 2008) podria explicar la carencia de actividad in vivo de CgAcr3-3,
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impidiendo la correcta formacién del poro a través de la membrana y la posterior translocacién
de As(llI).

MALLYATFLGIPITRIGAALKDLRFLIVLMSVNFVAVPLVAFALSRFIAGDEALLIGF

LLVILAPCIDYVIVFAGLARAAQDKLLAATPILMLVQILLIPVFLAVFVGSDALGSISF

|
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Figura 3.8. Prediccion topoldgica transmembranal de la proteina CgAcr3-3 de C. glutamicum obtenida a partir de la
secuencia aminoacidica (primera linea) con los programas TMHMM (segunda linea con TMs en cajas verdes), SOSUI
(tercera linea con TMs en cajas rojas) y TopPred2 (cuarta linea con TMs en cajas grises).

3.1.2.2.2. Las proteinas CgAcr3-1 y CgAcr3-2 tienen  diferente grado de
participacion en la resistencia a arsénico en C. glutamicum.

Para conocer el grado de implicacién de las dos arsenito permeasas funcionales de C.
glutamicum, CgAcr3-1 y CgAcr3-2, se realizaron analisis de complementacion homdloga y
heter6loga de los genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2 en las cepas C. glutamicum 2Aars y E. coli
AW3110, respectivamente. Para realizar los andlisis de complementacién, los genes Cgacr3-1
y Cgacr3-2 se clonaron bajo sus respectivas regiones promotoras (Figura 3.3) en el plasmido
pKarslup para conseguir niveles de expresion adecuados de dichos genes en los ensayos de
complementacién. Los plasmidos resultantes pKacr3-1 y pKacr3-2 (ver Anexo A3.3 y Tabla
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A4.3) se introdujeron en C. glutamicum 2Aars por conjugacion y se integraron en el cromosoma
mediante recombinacion homologa en una region de 500 pb adyacente al operén arsl (Figura
3.9). Los analisis de PCR realizados con los oligonucleétidos universales M13 a los
transconjugantes obtenidos confirmaron la integracién de los plasmidos pKacr3-1 y pKacr3-2
en el lugar del operén arsl de C. glutamicum indicado. Cuando se utiliz6 como cepa receptora
E. coli AW3110 para los plasmidos pKacr3-1 y pKacr3-2, estos se introdujeron por

transformacion y no se integraron en el genoma por presentar el origen de replicacién de E.

coli.
region adyacente
al operén ars1
Cromosoma
__ de C. giutamicum 2Aars
acr3-1/2/3
lacZ
oriV-E
pKacr3-1/2/3
oriT
A\
acr3-1/2/3 _ | Cromosoma
i \ L/ _— de C. glutamicum

Figura 3.9. Esquema del producto génico obtenido tras la integracion de los plasmidos pKacr3-1, pKacr3-2 o
pKacr3-3 por recombinacion simple en el cromosoma de C. glutamicum 2Aars.

Los andlisis de los niveles de resistencia a As(lll) y de la cantidad de As(lll) acumulado tanto
en las cepas de C. glutamicum 2Aars y E. coli AW3110 originales como en las cepas que
contienen los genes Cgacr3-1 (C. glutamicum pKacr3-1 y E. coli pKacr3-1, respectivamente;
Tabla A4.5) y Cgacr3-2 (C. glutamicum pKacr3-2 y E. coli pKacr3-2, respectivamente; Tabla
A4.5) nos indicaron claramente que las dos permeasas para las que codifican estan realmente

implicadas en la resistencia a As(lll) (Figura 3.10A y B). Sin embargo, parece que el grado de
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participacion de las dos permeasas en la resistencia a As(lll) es diferente; considerando que el
100% de la resistencia se corresponde con la cepa de C. glutamicum RES167, la participacion
de la permeasa CgAcr3-1 se cifra en el 80% aproximadamente y el resto (20%) se deberia a la
accion de la permeasa CgAcr3-2. Un nivel de participacion similar al anterior de las permeasas
CgAcr3-1 y CgAcr3-2 se ve también reflejado en los valores de resistencia obtenidos en E. coli
AW3110 cuando la cepa contenia los genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2 de C. glutamicum en

comparacion con la cepa silvestre E. coli W3110 (Tabla A4.4 y Figura 3.10B).
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Figura 3.10. Analisis de resistencia (morado) y acumulacion (verde) de As(lll) en complementaciones génicas de
los genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2 en células de C. glutamicum (A) y E. coli (B). Se comparan los resultados obtenidos en
tres experimentos independientes de las cepas: (A) C. glutamicum RES167 (RES167), C. glutamicum 2Aars (2Aars), C.
glutamicum pKacr3-1 (pKacr3-1), C. glutamicum pECacr3-1 (pECacr3-1), C. glutamicum pKacr3-2 (pKacr3-2) y C.
glutamicum pECacr3-2 (pECacr3-2); y (B) E. coli W3110 (W3110), E. coli AW3110 (AW3110), E. coli pKacr3-1 (pKacr3-
1) y E. coli pKacr3-2 (pKacr3-2).
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Para completar el andlisis de complementacion homologa realizado con las permeasas
CgAcr3-1 y CgAcr3-2, los genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2 fueron sobreexpresados en C.
glutamicum. Para ello los dos genes se clonaron en el plasmido bifuncional pECM2, bajo sus
propias regiones promotoras, obteniendo los vectores pECacr3-1 y pECacr3-2 (ver Anexo A3.3
y Tabla A4.3). Estos vectores son capaces de replicarse autbnomamente en corinebacterias en
multicopia con lo que se consigue un incremento en la dosis génica de los mismos
(sobreexpresidn). Al introducir estos plasmidos en C. glutamicum 2Aars se obtuvieron los
transconjugantes C. glutamicum pECacr3-1 y C. glutamicum pECacr3-2 (Tabla A4.5) los
cuales presentan un nivel de resistencia a As(lll) similar al obtenido con los vectores
integrativos pKacr3-1 y pKacr3-2, lo que confirma la participacion de las dos arsenito
permeasas en la resistencia a As en C. glutamicum y la mayor implicacion de la permeasa
CgAcr3-1 en dicha resistencia (Figura 3.10.A). Estos resultados también fueron corroborados
mediante el analisis de As acumulado en los mutantes anteriormente indicados, observando
una menor cantidad de As(lll) en aquellas cepas que resisten mas al metaloide y una mayor

cantidad de As en las cepas que resisten menos al metaloie (Figura 3.10.A).

Segun lo indicado, el grado de participacién de la arsenito permeasa CgAcr3-1 en la
desintoxicacién de As parece ser mas importante que el de la proteina CgAcr3-2, a pesar de
que las dos arsenito permeasas presentan un elevado grado de homologia (72% de identidad)
y tienen practicamente el mismo tamafio (CgAcr3-1 tiene 370 aminoacidos y 367 aminoacidos
CgAcr3-2). Por otra parte la complementacion de Cgacr3-1 o Cgacr3-2 en C. glutamicum 2Aars
fue equivalente en términos de resistencia y acumulacién de As(lll), independientemente de si
los genes se integraron en el cromosoma (usando vectores suicidas) o estaban incluidos en
plasmidos multicopia en el citoplasma (Figura 3.10A). Este aspecto podria sugerir que la
membrana plasmatica admitiia un ndmero limitado de proteinas arsenito permeasas,
saturandose con la complementacion de los genes Cgacr3-1 y Cgacr3-2 en monocopia, como
ocurre con la complementacion de la proteina EcZitB de E. coli implicada en la salida de zinc
en E. coli (Chao & Fu, 2004).

Con el fin de comprobar la hipotesis de que la membrana plasmatica pudiera constituir un
espacio fisico limitado para las arsenito permeasas, se identific6 el nivel de expresién de la
arsenito permeasa CgAcr3-1 en mutantes de C. glutamicum donde la proteina es expresada en
monocopia o multicopia mediante analisis de Western blot, usando anticuerpos anti-CgAcr3-1 o
anticuerpos anti-histidinas. Los anticuerpos especificos de la proteina CgAcr3-1 fueron
obtenidos a partir de un péptido sintético de la proteina CgAcr3-1 el cual fue inyectado en un

conejo siguiendo el protocolo de inmunizacién indicado en el apartado 2.4.13. de Materiales y
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métodos. Para poder utilizar los anticuerpos anti-histidinas el gen que codifica la proteina
CgAcr3-1 de C. glutamicum fue fusionado a una cola de seis histidinas en el extremo C-
terminal y clonado bajo su propio promotor en los plasmidos pKarslup (vector suicida e
integrativo para corinebacterias) y pECM2 (vector bifuncional). Estas dos construcciones fueron
denominadas pKacr3His y pECacr3His, respectivamente, (Anexo A3.4 y Tabla A4.3) e
introducidas en C. glutamicum 2Aars por conjugacion; a partir de los transconjugantes
obtenidos (C. glutamicum pKacr3His y C. glutamicum pECacr3His; Tabla A4.5) se concentro6 la
proteina CgAcr3-1 tal y como se describe en el apartado 2.4.9.1. de Materiales y métodos. Con
las muestras de la proteina CgAcr3-1 concentrada procedentes de diferentes mutantes se
realiz6 un andlisis de Western blot, usando como control negativo la cepa C. glutamicum
2Aars_Acr3-3, la cual carece de arsenito permeasas. Como se observa en la Figura 3.11, la
proteina CgAcr3-1 concentrada (peso molecular deducido de 42 kDa con la cola de seis
histidinas) reacciona con anticuerpos anti-CgAcr3-1 y con anticuerpos anti-histidinas
practicamente con la misma intensidad, y como era de esperar no se observa reaccion con
proteinas inespecificas como se deduce por la ausencia de sefial en el control negativo (C.
glutamicum 2Aars_Acr3-3). Los niveles proteicos observados para la proteina CgAcr3-1 fueron
equivalentes, independientemente de si el gen Cgacr3-1 se expres6 en monocopia (vector
pKarslup) o multicopia (vector pECM2). De forma similar a lo observado en C. glutamicum, la
proteina CgAcr3-1 expresada en la cepa E. coli AW3110 a partir de los plasmidos pKacr3-1 o
pKacr3His fue también detectada con los anticuerpos anti-CgAcr3-1 y anti-histidinas (Figura
3.11). Estos resultados vienen a corroborar que la cantidad de proteina CgAcr3-1 que se
localiza en la membrana seria similar tanto en el mutante que contiene el vector bifuncional
(pECacr3His) como en el que tiene la construccion del vector integrativo (pKacr3His), y por

tanto que la membrana plasmatica podria ser considerada un espacio fisico limitado.
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Figura 3.11. Analisis de Western blot de las proteinas CgAcr3-1, CgAcr3-2 y CgAcr3-3 de C. glutamicum
expresadas en diferentes cepas de C. glutamicum y E. coli con anticuerpos anti-CgAcr3-1 y anti-histidinas. Los
mutantes de C. glutamicum utilizados son: C. glutamicum 2Aars_Acr3-3 (2Aars_Acr3-3; control negativo), C.
glutamicum pKacr3-1 (pKacr3-1), C. glutamicum pECacr3-1 (pECacr3-1), C. glutamicum pKacr3-2 (pKacr3-2), C.
glutamicum pECacr3-2 (pECacr3-2), C. glutamicum pKacr3-3 (pKacr3-3), C. glutamicum pECacr3-3 (pECacr3-3), C.
glutamicum pKacr3His (pKacr3His), C. glutamicum pECacr3His (pECacr3His). Los mutantes de E. coli utilizados son:
E. coli AW3110 (AW3110; control negativo), E. coli pKacr3-1 (pKacr3-1), E. coli pKacr3-2 (pKacr3-2), E. coli pKacr3-3
(pKacr3-3) y E. coli pKacr3His (pKacr3His).

Dada la homologia existente entre las permeasas CgAcr3-1 y CgAcr3-2, se planted la
posibilidad de identificar la proteina CgAcr3-2 expresada en mutantes de C. glutamicum
mediante analisis de Western blot usando anticuerpos anti-CgAcr3-1. Las cepas C. glutamicum
pKacr3-2 (monocopia) y C. glutamicum pECacr3-2 (multicopia) (ver Tabla A4.5) mostraron unos
niveles de expresion de la proteina CgAcr3-2 equivalentes entre si y similares a los observados
para CgAcr3-1 en las mismas condiciones (Figura 3.11). Estos resultados confirman que la
expresion del gen Cgacr3-2 en el vector multicopia no provoca un aumento de la incorporacion

de la proteina en la membrana celular, de la misma manera que ocurre con la arsenito
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permeasa CgAcr3-1. Ademas los resultados nos permiten constatar la existencia de una
reaccion serolégica cruzada entre las proteinas CgAcr3-1 y CgAcr3-2 cuando se usaron los
anticuerpos anti-CgAcr3-1, debido a su elevado grado de homologia y sobre todo al
determinante antigénico (epitopo) usado en la inmunizacién. No ocurrié lo mismo con la
proteina CgAcr3-3, la cual no fue detectada en C. glutamicum ni en E. coli, bien por un bajo
nivel de expresion, bien por falta de posicionamiento en la membrana o por falta de reaccion
serologica cruzada, ya que en los ensayos se usaron anticuerpos anti-CgAcr3-1 y el porcentaje

de homologia entre las proteinas es bajo (18%) (Figura 3.11).

Estos resultados indican que la sobreexpresiéon del gen que codifica para cada una de las
arsenito permeasas de C. glutamicum no repercute en una mayor presencia proteica en la
membrana y por tanto no incrementa el grado de resistencia al metaloide. Por otra parte el gen
Cgacr3-1 que codifica para la proteina CgAcr3-1 parece ser la proteina mas importante en el
proceso de desintoxicacion de As en C. glutamicum. Este resultado es consistente con los
datos de transcripcion y de resistencia a As donde se vio que el operén arsl es el mas

importante (Ordéfiez et al., 2005).

Por lo indicado anteriormente, los posteriores estudios de las arsenito permeasas se
centraron en el analisis de la proteina CgAcr3-1, utilizando los mutantes C. glutamicum pKacr3-
1y E. coli pKacr3-1, los cuales carecen que los operones ars y presentan el gen Cgacr3-1 en
monocopia (integrado en el cromosoma) o0 multicopia, respectivamente, bajo su propia region

promotora.

3.1.2.3. lIdentificacién de la fuente de energia aso ciada a la
proteina CgAcr3-1.

Todas las arsenito permeasas requieren energia para el transporte de As(lll) a través de la
membrana. Las proteinas de membrana en las células pueden utilizar dos tipos de energia: (i)
una energia quimica dependiente de nucledtidos trifosfato, principalmente ATP, o (ii) una
energia dependiente del gradiente electroquimico de protones (Ap o motivo de fuerza
protonica). El gradiente electroquimico de protones esta formado por dos componentes: el
potencial de membrana (Ay) y el gradiente de protones o de pH (ApH), los cuales derivan de la
liberacion de protones al exterior de la célula debido al transporte de electrones a través de la
cadena respiratoria presente en la membrana plasmatica (Harold, 1972; Mitchell, 1966; Nikaido

& Saier, 1992). La enzima arsenito permeasa EcArsB de E. coli puede utilizar dos tipos de
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energia, ATP o motivo de fuerza protdnica, dependiendo de si se encuentra acoplada a la
proteina EcArsA (formando el complejo ArsAB) o si se encuentra la proteina EcArsB soéla

anclada a la membrana, respectivamente (Dey & Rosen, 1995).

Células completas han sido usadas para la determinacién in vivo del mecanismo energético
que utiliza la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum para llevar a cabo el transporte de As(lll) a
través de la membrana siguiendo descripciones previas (Dey & Rosen, 1995; Kashket &
Wilson, 1978; Houssin et al., 2002). Para ello, tres diferentes cepas de C. glutamicum fueron
ensayadas con As(lll) en presencia o0 ausencia del iondforo carbonil cianida m-
clorofenilhidrazona (CCCP), el cual disipa el motivo de fuerza protonica; la cantidad de As(lll)
acumulado en las cepas fue analizada mediante ICP-MS. Como se observa en la Figura 3.12A
y C, las cepas C. glutamicum RES167 (cepa que contiene las dos arsenito permeasas
funcionales, CgAcr3-1 y CgAcr3-2) y C. glutamicum pKacr3-1 (cepa que contiene CgAcr3-1
como Unica arsenito permeasa funcional), presentan un pequefio nivel de acumulacion de As,
presumiblemente como resultado de la salida del metaloide a través de CgAcr3-1 (y CgAcr3-2,
en el caso de C. glutamicum RES167). Sin embargo en presencia del desacoplador CCCP, las
dos cepas incrementan la acumulacion de As(lll) hasta valores de 12-14 nmoles de As/mg de
peso seco. El mutante C. glutamicum 2Aars (cepa que carece de las arsenito permeasas
funcionales) no ve afectada la cantidad de As(lll) acumulada en presencia del ion6foro CCCP
(Figura 3.12B). Estos resultados demuestran que la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum (y
probablemente CgArcr3-2) utiliza el motivo de fuerza proténica como energia para transportar
As(lll) al exterior de la célula. No se han encontrado en el genoma de C. glutamicum genes que
codifiquen para una proteina ATPasa ArsA, evidencia ésta que nos hizo pensar que
probablemente el motivo de fuerza protonica fuera el mecanismo energético necesario y

suficiente para el transporte de As(lll) a través de CgAcr3-1 en C. glutamicum.

Aunque diversos estudios de transporte energético de proteinas de membrana han sido
llevados a cabo en células completas, muchas veces los resultados obtenidos en estas células
son dificiles de interpretar debido a la falta de controles sobre el complejo metabolismo
enddgeno de la célula. Para solventar algunos de estos problemas se han utilizado vesiculas
invertidas de membranas citoplasmaticas obtenidas mediante tratamientos fisicos a partir de
esferoplastos o protoplastos; estas vesiculas constituyen un modelo Util para estudiar in vitro el
mecanismo molecular de transporte activo de determinadas proteinas de membrana
(Schrempp et al., 1994). Las vesiculas invertidas presentan un tamafio menor que las células
de donde proceden y una lateralidad de membrana opuesta a la que presentan las células, por

lo que su comportamiento metabdlico es contrario al de las células completas (Kaback, 1974);
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la acumulacion de As(lll) en las vesiculas invertidas (analisis in vitro) reflejaria una liberacion
activa de As(lll) de las células completas (andlisis in vivo). Para examinar en mayor detalle la
fuente de energia implicada en la salida de As(lll) a través de proteinas CgAcr3 usamos
vesiculas invertidas de membrana de células de C. glutamicum pKacr3-1 y E. coli pKacr3-1, y
de C. glutamicum 2Aars y E. coli AW3110, como controles negativos. Las vesiculas invertidas
de C. glutamicum y E. coli fueron obtenidas siguiendo el método descrito en el apartado
2.4.10.1. de Materiales y métodos, utilizando el protocolo de sonicacion como método de rotura

e inversion.
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Figura 3.12. Efecto del desacoplador CCCP en el transporte de As(lll) en células de C. glutamicum: (A) C.
glutamicum RES167, (B) C. glutamicum 2Aars y (C) C. glutamicum pKacr3-1. La reaccion comenzé con la adicion de
As(lll) a una concentracion final de 1 mM. El desacoplador CCCP se afiadio (linea roja) justo antes de comenzar la

reaccion, a una concentracion final de 10 pM.

Las vesiculas invertidas de C. glutamicum y E. coli se analizaron en presencia de As(lll) y
usando NADH como fuente de energia exdgena. La oxidacion del NADH por la enzima NADH

deshidrogenasa provoca un transporte de electrones a lo largo de la membrana citoplamatica
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de las vesiculas, que conlleva la formacién de un gradiente Ay, y un movimiento de protones al
interior de las vesiculas, que implica la formacion de un gradiente ApH, generando finalmente
un ambiente positivo y acido en el interior de las vesiculas invertidas, y por tanto haciendo a las
vesiculas energéticamente funcionales (Schrempp et al., 1994). La acumulacién de As(lll) en el
interior de las vesiculas mediado por la proteina CgAcr3-1 fue valorada por ICP-MS, iniciando
la reaccion con la adiciéon de NADH. Como se observa en la Figura 3.13A y B, las vesiculas de
C. glutamicum pKacr3-1 y E. coli pKacr3-1 en presencia de NADH acumularon
aproximadamente la misma cantidad de As(lll), con valores de entre 4 y 5 nmoles de As/mg de
proteina. Sin embargo no se vio acumulacion de As(lll) en vesiculas procedentes de células de
C. glutamicum 2Aars y E. coli AW3110 o en ausencia de NADH. Las vesiculas invertidas de
membrana procedentes de células de C. glutamicum pKacr3-1 o de E. coli pKacr3-1 obtenidas
mediante otros métodos de rotura como “prensa francesa” (Figura 3.13C y D) o FastPrep

(Figura 3.13E y F) no acumularon As(lll) en presencia de NADH.

A la conclusion que podemos llegar es que el método de obtencién de vesiculas invertidas
afecta al transporte de As(lll) a través de la proteina CgAcr3-1. La rotura de las células y
posterior inversion de las vesiculas por “prensa francesa” o FastPrep no permite que la
proteina CgAcr3-1 sea funcional [no se observa acumulacion de As(lll) en las vesiculas
invertidas], y solo cuando las vesiculas invertidas fueron obtenidas por el protocolo de
sonicacion la proteina CgAcr3-1 fue activa [se observa acumulacion de As(lll) en las vesiculas
invertidas]. Estas diferencias en la actividad de la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum nos
hicieron pensar que probablemente los tratamientos con “prensa francesa” y FastPrep
afectarian a la integridad de la proteina y a su localizacion en la membrana. Diferencias en la
incorporacion de otros compuestos (prolina y calcio) en vesiculas invertidas obtenidas
mediante diferentes métodos de rotura también se han descrito para otros microorganismos
como E. coli (Rosen & McClees, 1974).
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Figura 3.13. Acumulacion de As(lll) en vesiculas invertidas de células de C. glutamicum (A, Cy E), o E. coli (B, D
y F) obtenidas por tres métodos de rotura diferentes: (A y B) sonicacién; (C y D) “prensa francesa” y (E y F) FastPrep.
Las vesiculas invertidas se obtuvieron de células de C. glutamicum 2Aars o E. coli AW3110 (representadas en verde) o
de los mutantes de C. glutamicum pKacr3-1 o E. coli pKacr3-1 (representadas en rojo). Los resultados proceden de tres

experimentos diferentes en presencia (circulos) o ausencia (triangulos) de NADH.

Para corroborar que la proteina CgAcr3-1 utiliza el gradiente electroquimico de protones
como fuente de energia para transportar As(lll) al exterior de la célula, se realizaron analisis de

incorporacion de As(lll) en vesiculas invertidas de células de C. glutamicum pKacr3-1 y E. coli
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pKacr3-1 (preparadas mediante el protocolo de sonicacion) en presencia del ionéforo CCCP.
La incorporacion de As(lll) en las vesiculas fue iniciada por la adicion de NADH (minuto 0);
varias muestras de la reaccién fueron tomadas a lo largo de 20 minutos y la cantidad de As
acumulado en las vesiculas fue analizada mediante ICP-MS. Como se observa en la Figura
3.14A y B, la adicion del iono6foro CCCP en el minuto 5 de la reaccién produce una rapida
pérdida del As acumulado en las vesiculas de C. glutamicum pKacr3-1 y de E. coli pKacr3-1.
Estos resultados y los mostrados en células completas (Figura 3.12) indican claramente que la
proteina CgAcr3-1 utiliza el motivo de fuerza proténica como fuente de energia para el
transporte de As(lll) a través de la membrana citoplasmatica en C. glutamicum; esto esta en
concordancia con lo descrito para la proteina EcArsB de E. coli que participa en el trasporte de
metaloides trivalentes como As(lll) o antimonito [Sb(lll)] en ausencia de la enzima EcArsA
(Meng et al., 2004).
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Figura 3.14. Efecto del desacoplador CCCP en el transporte de As(lll) en vesiculas invertidas de células de C.
glutamicum (A) o E. coli (B) obtenidas por sonicacion. Las vesiculas invertidas se obtuvieron de células de C.
glutamicum 2Aars o E. coli AW3110 (representadas en verde) o de los mutantes de C. glutamicum pKacr3-1 o E. coli
pKacr3-1 (representadas en rojo). Los resultados proceden de tres experimentos diferentes en presencia de NADH
(activador de la reaccion). El desacoplador CCCP se afiadid (representacion en triangulo) en el minuto 5 (flecha) a una
concentracion final de 10 uM.

A la vista de estos resultados parece claro que las vesiculas invertidas obtenidas por
sonicacion y utilizando NADH como fuente de energia exdgena constituyen un buen sistema
para estudiar in vitro el mecanismo de transporte de As(lll) a través de la proteina CgAcr3-1. A
continuacion nos preguntamos si otros tipos de fuentes de energia harian a las membranas

invertidas energéticamente funcionales para incorporar As(lll) mediante la proteina CgAcr3-1.

166



Resultados y discusién

Para ello, membranas invertidas procedentes de C. glutamicum pKacr3-1 obtenidas por
sonicacién, se ensayaron en presencia de As(lll) y con diferentes fuentes de energia: lactato,
acetato, prolina, succinato y ascorbato/fenazina metosulfato (PMS) (ver apartado 2.4.10. de
Materiales y métodos); el As(lll) acumulado fue medido mediante ICP-MS (Figura 3.15). Tres
experimentos independientes revelaron que en presencia de NADH se vio una acumulacién de
As(lll) de 3,76 nmoles/min-mg de proteina en las vesiculas invertidas, atribuyendo a este valor
un 100% de acumulacion, mientras que la acumulacién en presencia de lactato, acetato,
prolina, succinato y ascorbato/PMS fue de 0,07; 0,05; 0,08; 0,06 y 1,16 nmoles/min-mg de
proteina, respectivamente. Como se observa en la Figura 3.15 el efecto generado por el
ascorbato/PMS representa una reduccion de la acumulacion de As al 31% respecto de la
acumulacion producida por el NADH; en el resto de las fuentes de energia la acumulacién fue

practicamente inexistente.
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Figura 3.15. Acumulaciéon de As(lll) en vesiculas invertidas de células de C. glutamicum pKacr3-1. Los resultados
proceden de tres experimentos independientes en presencia de diferentes fuentes de energia: NADH; ascorbato/PMS;
succinato; prolina; acetato y lactato. A la acumulacion de As(lll) en presencia de NADH se le atribuye un 100% de

acumulacion.

Las diferentes respuestas de las vesiculas invertidas ante diferentes fuentes de energia
exogena podrian deberse a que las membranas invertidas de C. glutamicum no adquieren la
suficiente energia como para permitir la incorporacion de As(lll) a través de la proteina CgAcr3-
1. Para confirmar la hipétesis de que fuentes de energia diferentes al NADH no producen

suficiente motivo de fuerza protonica (Ap) como para permitir que la proteina CgAcr3-1 sea
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activa, se determiné el grado de funcionalidad de las membranas invertidas en presencia de las
diferentes fuentes de energia. Para ello se midié la generacion del Ap a través de sus dos
componentes, ApH y Ay. La generacion de ApH (acido en el interior de las vesiculas) y Ay
(positivo en el interior de las vesiculas) puede ser determinada por el seguimiento de la
fluorescencia emitida por dos diferentes fluorocromos: naranja de quinacrina y oxonol-V,
respectivamente. Para ello se pusieron en contacto las membranas invertidas de C. glutamicum
pKacr3-1 obtenidas por sonicacién con el fluorocromo correspondiente en una cubeta de
cuarzo y se incorpor6 al fluorimetro, monitorizando la fluorescencia en funcion del tiempo (ver
apartado 2.4.10.2. de Materiales y métodos). La adicion de NADH (u otra fuente de energia) en
la cubeta resulté en una inmediata disminucion (quenching) de la fluorescencia de naranja de
quinacrina (Figura 3.16A) o de oxonol-V (Figura 3.16B). El quenching fue abolido por la adicion
de (NH,),SO, (en la fluorescencia de naranja de quinacrina; Figura 3.16A) o por la adicion de

KSCN (en la fluorescencia de oxonol-V; Figura 3.16B).
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Figura 3.16. Formacion de ApH y Ay. El gradiente ApH y el gradiente Ay fueron estimados a partir del
quenching de la fluorescencia de naranja de quinacrina (A) u oxonol-V (B), respectivamente, en vesiculas invertidas de
C. glutamicum pKacr3-1 obtenidas por sonicacién. La formacién de ApH y Ay fue iniciada por la adicién (flecha negra)
de NADH (linea roja), ascorbato/PMS (linea verde), lactato (linea azul), acetato (linea gris), prolina (linea morada) o
succinato (linea naranja). Los compuestos (NH4),SO, (A) o KSCN (B) fueron afiadidos (flecha gris) para abolir los
gradientes ApH o Ay, respectivamente. La linea negra corresponde al control negativo sin adicion de energia.

Como se observa en la Figura 3.16A y B solo los donadores de energia NADH vy
ascorbato/PMS provocan una disminucién en el nivel de fluorescencia de los agentes naranja
de quinacrina y oxonol-V; sin embargo, no se observé cambio en la fluorescencia en presencia
de cualquiera de las otras fuentes de energia. Aunque la disminucién de la fluorescencia de la

naranja de quinacrina y del oxonol-V es un método indirecto y cualitativo para medir la
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formacion de ApH y Ay (respectivamente), podemos establecer que los gradientes ApH y Ay
generados en presencia de ascorbato/PMS (o lactato, acetato, prolina, succinato) son menores
gue los generados por NADH, y que por tanto a este hecho se podria deber la menor (o nula)
actividad de incorporacién de As(lll) en vesiculas invertidas de la proteina CgAcr3-1, con
fuentes de energia diferentes al NADH. Este resultado permite deducir que el NADH es la
fuente de energia mas eficiente en el transporte de As(lll) a través de la proteina CgAcr3-1 en
vesiculas invertidas preparadas por sonicacion, a pesar de que se habia considerado que el
NADH era una fuente de energia pobre y peor que el lactato en el transporte de vesiculas de E.
coli preparadas por “prensa francesa” (Kaback, 1974). Por ello a partir de ahora todos los
estudios in vitro de transporte se realizaron con vesiculas invertidas obtenidas por sonicacion y

con NADH como fuente de energia, siempre que no se indique lo contrario.

3.1.2.4. La proteina CgAcr3-1 actia como un antipor tador de

arsenito y protones.

Una vez identificada la fuente de energia que utiliza la arsenito permeasa CgAcr3-1 de C.
glutamicum para transportar As(lll), pasamos a identificar como se produce el mecanismo de
translocacion del metaloide a través de la proteina. La estructura quimica de compuestos
arsenicales en soluciones acuosas, como ocurre en el interior de las células, no esté del todo
clara, pero las Ultimas investigaciones parecen indicar que a pH fisiolégico (pH 7,0) el As(lll) se
encuentra totalmente protonado y sin carga [As(OH);] (Meng et al., 2004). Asi, la liberacion de
una molécula neutra como As(OH)s; de las células (ambiente basico y negativo) hacia el exterior
(ambiente acido y positivo) podria llevarse a cabo por un movimiento del As(lll) acoplado al
intercambio de un cation (Meng et al., 2004). Por ello analizamos una posible dependencia de
cationes en el transporte de As(lll) a través de la arsenito permeasa CgAcr3-1 de C.

glutamicum.

Para comprobar el acoplamiento del transporte de As(lll) con un catiéon inorganico en
sentido contrario (antiportador), se obtuvieron vesiculas invertidas de C. glutamicum pKacr3-1y
E. coli pKacr3-1, (usando vesiculas invertidas de C. glutamicum 2Aars y E. coli AW3110, como
controles negativos) con imposicién de gradientes artificiales de pH (ApH; acido o positivo en el
interior de las vesiculas) siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.4.10.1.4. de
Materiales y métodos. De esta forma se obtuvieron dos tipos de vesiculas invertidas para cada
tipo de células: (i) unas cargadas en su interior con iones potasio (K") y (ii) otras con iones

sodio (Na"). Los dos tipos de vesiculas fueron resuspendidas en un buffer con pH basico (pH 8-
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9) y sin potasio o sodio, respectivamente. La generacion del gradiente ApH artificial fue creado
por la adicion del ionéforo nigericina, el cual inhibe la salida de K* o Na' que se esta
produciendo pasivamente de las vesiculas al exterior (Nakamura et al., 1986), obteniendo un
ambiente positivo en el interior de las vesiculas. Los dos tipos de vesiculas invertidas de C.
glutamicum pKacr3-1 y de E. coli pKacr3-1 fueron sometidas a analisis de incorporacion de
As(lll) mediante ICP-MS siguiendo el protocolo indicado en el apartado 2.4.10.3.1 de
Materiales y métodos. En ninguno de los tipos de vesiculas invertidas se observé acumulacion
de As(lll) y presentaron un comportamiento equivalente a las vesiculas procedentes de células
de C. glutamicum 2Aars (Figura 3.17A y B) y E. coli AW3110 (Figura 3.17C y D) o de C.
glutamicum pKacr3-1 y de E. coli pKacr3-1 en ausencia de nigericina; esto parece indicar que
la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum no actiia como un antiportador de cationes inorganicos
(K" oNa").
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Figura 3.17. Acumulacién de As(lll) en vesiculas invertidas de células de C. glutamicum (Ay B) o E. coli (Cy D)
con gradientes artificiales de K" (A y C) o Na' (B y D). Las vesiculas invertidas se obtuvieron de células de C.
glutamicum 2Aars o E. coli AW3110 (representadas en verde) o de los mutantes de C. glutamicum pKacr3-1 o E. coli
pKacr3-1 (representadas en rojo). Los resultados proceden de tres experimentos diferentes en presencia (circulos) o

ausencia (triangulos) de nigericina como generador del gradiente ApH.

Una posible alternativa es que la proteina CgAcr3-1 actlie como un antiportador de arsenito
y protones como se ha observado con la proteina EcArsB en el transporte de Sb(lll) (Meng et
al., 2004). Para comprobar la hipétesis de que el transporte de As(lll) a través de CgAcr3-1
pudiera estar acoplado a un movimiento de protones en sentido contrario, se realizaron andlisis
de incorporacion de As(lll) en vesiculas invertidas de células de C. glutamicum pKacr3-1 y E.
coli pKacr3-1 en presencia de los inhibidores (NH4),SO, o KSCN (sulfocianato de potasio);
estos compuestos disipan respectivamente el gradiente de protones (ApH) o el potencial de
membrana (Aw). La incorporacién de As(lll) en las vesiculas fue iniciada por la adicién de
NADH (minuto 0), tomando varias muestras de la reaccion a lo largo de 20 minutos y

determinando el As acumulado en las vesiculas mediante ICP-MS. Como se observa en la
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Figura 3.18A y B la adicion conjunta de los inhibidores (NH;),SO, y KSCN en el minuto 5 de la
reaccion produce una rapida pérdida del As acumulado en las vesiculas de C. glutamicum
pKacr3-1 y E. coli pKaAcr3-1, similar a la que se producia en presencia del desacoplador
CCCP (Figura 3.14). Sin embargo la adicion por separado de estos inhibidores tiene un efecto
diferente; la adicion de (NH,4),SO, sélo (compuesto que disipa el gradiente ApH pero no Ay), o
la adicion de KSCN soélo (compuesto que disipa el gradiente Ay pero no ApH) no produjo

cambios en el nivel de acumulacion de As(lll) en las membranas invertidas (Figura 3.18A y B).
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Figura 3.18. Efecto de los inhibidores (NH;),SO4 y KSCN en el transporte de As(lll) en vesiculas invertidas de
células de C. glutamicum (A) o E. coli (B). Las vesiculas invertidas se obtuvieron de células de C. glutamicum 2Aars o
E. coli AW3110 (verde) o de los mutantes de C. glutamicum pKacr3-1 o E. coli pKacr3-1 (rojo). Los resultados proceden
de tres experimentos diferentes en presencia de NADH (activador de la reaccion). Las adiciones se realizaron en el
minuto 5 (flecha): (e y ¥) no adicién; (m) KSCN; (¢) (NH,)2SO,y (A) KSCN y (NH4),SO,.

Estos resultados claramente indican que cualquiera de los dos componentes del motivo de
fuerza proténica, ApH o Ay, es capaz por si solo de proporcionar la energia suficiente para
permitir que la proteina CgAcr3-1 realice el transporte de As(lll) a través de la membrana. En
consecuencia y debido a que se cree que a pH fisiolégico el As(lll) predomina en un estado
neutro y protonado (Meng et al., 2004), también parece razonable que la proteina CgAcr3-1
actle como una proteina antiportadora de moléculas neutras As(OH); y protones, en vez de
actuar cémo un uniportador de aniones AsO, ya que en este Ultimo caso sélo se necesitaria el
potencial de membrana y no el gradiente de pH para llevar a cabo el transporte de As(lll)
(Meng et al., 2004). Estos resultados son concordantes con los obtenidos para el transporte de
Sh(lll) por la permeasa EcArsB de E. coli en ausencia de la proteina EcArsA (Meng et al.,
2004).
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3.1.2.5. La arsenito permeasa CgAcr3-1 es especific a de

arsenito.

En estudios previos se observd que la proteina ScAcr3p de Saccharomyces cerevisiae
participa no soélo en la salida y resistencia de As(lll) sino que también participa en la tolerancia
a Sb(lll) (Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2010). El As(lll) y Sb(lll) son dos metaloides que
pertenecen al grupo XV de la tabla periddica y que presentan estructuras quimicas similares.
Puesto que la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum comparte una homologia del 35% con la
permeasa ScAcr3p de S. cerevisiae, pasamos a analizar si el Sb(lll) pudiera ser sustrato de la
proteina CgAcr3-1. Para ello tres cepas diferentes de C. glutamicum: C. glutamicum RES167,
C. glutamicum 2Aars y C. glutamicum pKacr3-1 fueron crecidas en presencia de diferentes
concentraciones de Sh(lll). Como se observa en la Figura 3.19A, las tres cepas presentan un
nivel de resistencia a Sb(lll) de en torno a 25 uM, uno de los niveles mas bajos descritos hasta
el momento (Achour et al., 2007). Este nivel tan bajo de resistencia podria deberse a la
existencia en C. glutamicum de un sistema poco eficiente para la entrada de Sb(lll), o bien por
la carencia de un sistema de salida de Sh(lll) celular; la segunda de las hipétesis se confirmé
posteriormente analizando la cantidad de Sb(lll) acumulado en cada cepa mediante ICP-MS.
Las tres cepas de C. glutamicum indicadas acumularon cantidades similares de Sb(lll) (Figura
3.19B), aproximadamente 0,15 nmoles de Sb(lll))mg de peso seco, resultado que pone de
manifiesto que ni la proteina CgAcr3-1 ni el resto de las arsenito permeasas de C. glutamicum

son capaces de liberar Sb(lll) al exterior de la célula.
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Figura 3.19. Resistencia (A) y acumulacion (B) de Sb(lll) en C. glutamicum RES167 (negra), C. glutamicum 2Aars
(roja) y C. glutamicum pKacr3-1 (verde). Los resultados representados son el resultado de tres experimentos

independientes.
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Para comprobar estos resultados se realizaron andlisis de incorporacion de Sh(lll) en
vesiculas invertidas de C. glutamicum pKacr3-1 y E. coli pKacr3-1. La incorporacion de Sh(lll)
en las vesiculas fue iniciada por la adicion de NADH vy la cantidad de Sb(lll) acumulado fue
analizada mediante ICP-MS. Como se observa en la Figura 3.20A y B las vesiculas invertidas
que contienen la proteina CgAcr3-1 presentaron valores de entorno a 0,15-0,03 nmoles de
Sb(lll)/mg de proteina, una cantidad de Sb(lll) equivalente a lo obtenido en las vesiculas
invertidas carentes de fuente de energia NADH o carentes de la proteina CgAcr3-1 (Figura
3.20A y B). La comparacion de estos resultados con los referidos a la cantidad de As(lll)
acumulado en vesiculas invertidas (Figura 3.13A y B) junto con los resultados obtenidos
anteriormente con células completas (Figura 3.19), corroboran que la proteina CgAcr3-1 no
esta implicada en el transporte de Sh(lll), como se ha descrito también en otras proteinas de la
familia Acr3 de B. subtilis (Sato & Kobayashi, 1998) y de Saccharomyces douglasii
(Maciaszczyk et al., 2004).
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Figura 3.20. Acumulacién de Sb(lll) en vesiculas invertidas de C. glutamicum (A) y E. coli (B). Las vesiculas
invertidas se obtuvieron de células de C. glutamicum 2Aars o E. coli AW3110 (representadas en verde) o de los
mutantes de C. glutamicum pKacr3-1 o E. coli pKacr3-1 (representadas en rojo). Los resultados proceden de tres

experimentos independientes en presencia (circulos) o ausencia (triangulos) de NADH.

Para determinar otros posibles sustratos de la permeasa CgAcr3-1, se analizo el efecto de
otros oxianiones relacionados con el As en el transporte de As(lll) a partir de membranas
invertidas de C. glutamicum pKacr3-1. Compuestos como AsO,* (Na;HAsO,), SbCls, tartrato
potasico de antimonio [KSb(OH)s], SO5> (Na,SO3), NO3 (KNOs), NO, (NaNO,), PO,* (K,PO,) 0
BO;> (H3BO,) fueron individualmente afiadidos a la vez que el As(lll) a las vesiculas invertidas,
justo antes del comienzo de la reaccion que tuvo lugar por adicion de NADH. Tres

experimentos independientes revelaron que la acumulacion de As(lll) en ausencia de
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oxianiones era de 3,76 nmoles/min-mg de proteina valor al que se le atribuyé un 100% de
acumulacion, mientras que la acumulacion de As(lll) en presencia de Na,HAsO,, SbCls, tartrato
potasico de antimonio, Na,SO3;, KNO3;, NaNO,, K,PO, o H;BO; fue de 3,48; 3,38; 3,33; 2,69;
3,62; 2,70; 3,02 y 2,67 nmoles/min-mg de proteina, respectivamente. Como se observa en la
Figura 3.21 el efecto generado por Na,HAsO,, SbCls, tartrato potasico de antimonio o KNO3
representa una reduccion de la acumulacion de As(lll) del 96 al 89% respecto de la
acumulacion de As(lll) en ausencia de otros oxianiones, y en presencia de Na,SOs3;, NaNO,,
K,PO, 0 H3BO; la acumulacion de As(lll) se vio algo mas afectada, pero sin ser considerada

una disminucion significativa.
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Figura 3.21. Acumulacion de As(lll) en vesiculas invertidas de células de C. glutamicum pKacr3-1 en ausencia
(nada) o presencia de los siguientes oxianiones en forma de sales a una concentracion final de 10 mM: Na,HAsO,
[As(V)], SbCl; [Sb(lll)], tartrato potasico de antimonio [KSb(OH)s; Sb(V)], Na;SO3;, KNO3z;, NaNO,, K,PO, o H3BOs. El
As(lll) fue afiadido a una concentracion final de 100 uM. Al valor obtenido para la acumulacion de As(lll) en ausencia

de otros oxianiones se le atribuye un 100% de acumulacion.

Estos resultados confirmarian que la arsenito permeasa CgAcr3-1 de C. glutamicum parece
presentar especificidad de sustrato y que soélo participa en el transporte de As(lll). Las
diferencias en la acumulacion de As(lll) en presencia de S05%, NO,, PO,* 0 BOs> no parecen
ser atribuibles a un proceso de competencia entre esos elementos y el As(lll), como se ha
podido constatar con el efecto que producen estos mismos oxianiones sobre el transporte de

Sh(lll) a través de la arsenito permeasa EcArsB de E. coli (Meng et al., 2004).
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3.1.2.6. Modelo topolégico transmembranal de la pro teina
CgAcr3-1.

Para conocer el verdadero mecanismo de transporte de As(lll) a través de la arsenito
permeasa CgAcr3-1 intentamos purificar la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum para su
posterior cristalizacién y andlisis estructural sin éxito (ver Anexo 1). Dados los problemas de
purificacion de CgAcr3-1 y la carencia de datos estructurales de proteinas similares de la
familia BART (familia a la que pertenece CgAcr3-1), se propuso como alternativa la realizacion

de un modelo topolégico para la proteina CgAcr3-1.

El gen Cgacr3-1 de C. glutamicum codifica para una proteina que tiene un porcentaje de
homologia de entre 62% y 28% con otras proteinas de la familia de Acr3 de bacterias, arqueas,
plantas y animales (Figura 3.22A). El perfil hidrofébico de la arsenito permeasa CgAcr3-1 de C.
glutamicum obtenido por tres programas informaticos (SOSUI, TopPred2, TMHMM) ha revelado
la presencia de nueve o diez segmentos transmembrana (TM) con el dominio amino terminal
localizado en la region intracelular y el carboxilo en la region extracelular o intracelular. De las
tres predicciones obtenidas se consiguieron unos segmentos TM de unos 23 aminodacidos de
longitud, y la principal diferencia entre ellas reside en los 85 Ultimos aminoacidos de la proteina
CgAcr3-1 donde los programas difieren en uno o dos segmentos TM; para los 285 aminoacidos
primeros de la proteina CgAcr3-1 todos los programas predicen ocho segmentos TM. Este

comportamiento también se mantiene con la permeasa CgAcr3-2 de C. glutamicum.

A partir de los datos informaticos obtenidos y del modelo topoldgico experimental de la
proteina AmAcr3 de Alkaliphilus metallirredigens, proteina con la que CgAcr3 comparte un 30%
de homologia, obtuvimos un hipotético perfil topolégico transmembranal para la proteina
CgAcr3-1 de C. glutamicum, en el que se identifican diez segmentos TM y el dominio amino y
carboxilo terminal de la proteina localizados hacia la region intracelular (Figura 3.22B). Un
andlisis experimental equivalente al de la proteina AmAcr3 también ha sido realizado con la
proteina BsAcr3 de B. subtilis, con la que CgAcr3-1 de C. glutamicum tiene un 49% de
homologia (19% mas de homologia que con AmAcr3), sin embargo el andlisis experimental
utilizado con la proteina BsAcr3 estd basado en fusiones de segmentos génicos, mientras que
en A. metallirredigens estd basado en analisis de SCAM (Scanning Cysteine Accessibilty
Method), el cual permite identificar claramente los 10 dominios TMs (Fu et al., 2009; Aaltonen &
Silow, 2008).
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Figura 3.22. (A) Alineamiento de las proteinas Acr3 de C. glutamicum (CgAcr3-1, CgAcr3-2 y CgAcr3-3), M.
tuberculosis (MtAcr3), Archaeoglobus fulgidus (AfAcr3), B. subtilis (BsAcr3), Physcomitrella patens (PpAcr3; helecho),
S. cerevisiae (ScAcr3), Candida albicans (CaAcr3), Pyrococcus furiosus (PfAcr3), Danio rerio (DrAcr3; pez cebra),
Ricinus communis (RcAcr3; planta). Las flechas rojas indican los residuos que se estudiaran en detalle. Se indican los
segmentos TM en verde obtenidos a partir del modelo topoldgico de la proteina AmAcr3-1 de Alkaliphilus
metallirredigens QYMF (Fu et al., 2009). (B) Modelo topoldgico de la proteina CgAcr3-1 basado en el modelo
experimental de la proteina AmAcr3 de A. metallirredigens QYMF. Los residuos marcados con rombos negros seran

Extracelular

reemplazados y estudiados en detalle en los dos apartados siguientes.
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La principal diferencia entre la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum y otras enzimas de la
familia Acr3 reside en el extremo amino terminal citoplasmatico, el cual varia desde 21 residuos
en la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum a 81 residuos en proteinas Acr3 de algunas plantas.
Los loops citoplasmaticos y extracelulares de la proteina CgAcr3-1 son similares en tamafio a
los loops de otras enzimas Acr3 con excepcion de la arsenito permeasa ScAcr3p de S.
cerevisiae cuyos loops son mucho mas largos (Wysocki et al., 1997); sin embargo, los loops
citoplasmaticos en comparacion con los extracelulares son claramente méas largos lo cual
parece estar acorde con la funcién de la proteina de captar el As(lll) presente en el interior de
la célula y liberarlo al exterior. Otra excepcion de la proteina CgAcr3-1 es el loop extracelular
de entre los dominios TM3 y TM4 el cual es mucho mas corto que el de otras proteinas Acr3
homoélogas (Figura 3.22).

Un andlisis de la secuencia primaria de diferentes proteinas Acr3 nos ha revelado que la
mayoria de los residuos aminoacidicos conservados en las proteinas de la familia Acr3 se
encuentran en los segmentos transmembrana, siendo los dominios TM2, TM3, TM4, TM9 y
TM10 los que mas residuos conservados presentan (Figura 3.22A). Un estudio mas exhaustivo
de la secuencia aminoacidica y de su relacién con la actividad de la proteina CgAcr3-1 de C.

glutamicum se detalla en el siguiente apartado.

3.1.2.7. ldentificacion de residuos de CgAcr3-1  implicados en

el transporte de arsenito.

La caracterizacién de residuos conservados en proteinas de membrana localizados
principalmente en segmentos transmembrana proporciona una herramienta Util para analizar el
mecanismo de translocacion de los sustratos a través de las proteinas. A partir de la prediccién
topologica de la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum se analizaron posibles residuos
aminoacidicos implicados en el proceso de translocacion de As(lll). Los analisis de
hidrofobicidad de los diez segmentos transmembrana de la proteina CgAcr3-1 mediante
programas informaticos permitieron desvelar que los dominios TM3 y TM5 son considerados
los mas hidrofilicos, con una serina en cada dominio (serina 91 y 155 respectivamente) como
Unico residuo hidrofébico aunque éste residuo no esta presente en todas las proteinas Acr3
analizadas (Figura 3.22A y 3.23). En el resto de los segmentos transmembrana de la proteina
CgAcr3-1 encontramos mas de dos aminoacidos de perfil hidrofébico en cada segmento
(Figura 3.23), sin embargo solo seis de ellos estan conservados en todas las proteinas Acr3
analizadas (Figura 3.22A): lisina 72 (K72), cisteina 129 (C129), arginina 210 (R210), treonina

179



Resultados y discusion

241 (T241), glutdmico 305 (E305) y glutamico 332 (E332), localizados respectivamente en los
segmentos transmembrana TM2, TM4, TM6, TM7, TM9 y TM10 (Figura 3.22B).

Figura 3.23. Perfil hidrofébico de cada uno de los diez segmentos TM de la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum
obtenido mediante el programa HeliQuest (ver apartado 2.3.7. de Materiales y métodos). Se indica el primer o segundo

aminoéacido de cada segmento TM.

Para analizar la contribucion individual de cada uno de los seis aminoacidos hidrofébicos en
la actividad de la proteina CgAcr3-1, se realizaron ensayos de mutagénesis dirigida (ver
apartado 2.3.5. de Materiales y métodos) para reemplazar los residuos K72, C129, R210, T241,
E305 y E332 a alanina; la mutacién a alanina de estos residuos provoca una pérdida de su
hipotética funcion en el transporte de As(lll). Para ello usamos como molde el plasmido pKacr3-
1 (Tabla A4.3; descrito en el apartado 3.1.2.2.2. de Resultados y discusion) y como resultado
se obtuvieron los plasmidos pKacr3-1K72A, pKacr3-1C129A, pKacr3-1R210A, pKacr3-1T241A,
pKacr3-1E305A y pKacr3-1E332A (Tabla A4.3). Los plasmidos generados fueron transferidos a
la cepa C. glutamicum 2Aars por conjugacién y a E. coli AW3110 por transformacion. En C.

glutamicum los plasmidos se integraron en el cromosoma mediante recombinacion homéloga y
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los transconjugantes fueron posteriormente analizados por PCR. Los mutantes obtenidos
fueron caracterizados in vivo por resistencia a As(lll) en medio liquido y por cuantificacion del
As(lll) acumulado mediante ICP-MS. Como resultado se observd que el nivel de resistencia a
As(lll) de dos de los seis mutantes de CgAcr3-1 en C. glutamicum (C. glutamicum C129A y C.
glutamicum E305A; Tabla A4.5) y en E. coli (E. coli C129A y E. coli E305A; Tabla A4.5), fue de
0,5 mM (Figura 3.24A), similar al de las cepas de C. glutamicum 2Aars y E. coli AW3110
carentes de los operones ars; para el resto de los mutantes (K72A, R210A, T241A y E332A
Tabla A4.5) la resistencia fue de 7-8 mM similar a las cepas que presentan la proteina CgAcr3-
1 silvestre. Este resultado es apoyado con los datos de incorporacién de As(lll) en los clones
de E. coli conteniendo los mutantes de la proteina CgAcr3-1, donde los mutantes E. coli C129A
y E. coli E305A acumularon 10 veces mas cantidad de As(lll) que los otros mutantes o que E.

coli con la proteina silvestre (Figura 3.24B).

Los estudios anteriores se corroboraron mediante analisis de incorporacién de As(lll) en
vesiculas invertidas de membrana procedentes de células de E. coli AW3110 expresando la
proteina CgAcr3-1 silvestre o los seis mutantes de CgAcr3-1 presentes en los vectores
derivados de pKarslup. Las vesiculas invertidas procedentes de la cepa carente de la
permeasa CgAcr3-1 (control negativo) y de las cepas con las versiones mutantes C129A y
E305A de CgAcr3-1 en presencia de NADH como fuente de energia presentaron valores de
acumulacion de As(lll) similares entre ellos, siendo estos valores mucho menores que los
obtenidos para las vesiculas que presentan la arsenito permeasa silvestre y el resto de los
mutantes (Figura 3.24C).
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Figura 3.24. (A) Resistencia a As(lll) en células de C. glutamicum (verde) y E. coli (rojo) careciendo de la
permeasa CgAcr3-1 (C. glutamicum 2Aars o E. coli AW3110; Control) o conteniendo la proteina CgAcr3-1 silvestre
(Silvestre) o mutada: K72A, C129A, R210A, T241A, E305A y E332A. Acumulacion de As(lll) en células (B) y
acumulaciéon de As(lll) en vesiculas invertidas (C) de E. coli AW3110 (careciendo de la permeasa CgAcr3-1; e) o
conteniendo la proteina CgAcr3-1 silvestre (0) o0 mutada: K72A (V¥), C129A (V o A), R210A (0), T241A (o), E305A (#)
y E332A (m). Los resultados representados son el resultado de tres experimentos independientes.

Esta diferencia en los valores de resistencia y acumulacion de As(lll) en células completas
de los mutantes C129A y E305A podria indicar una carencia de funcionalidad de la proteina
CgAcr3-1, pero también podria deberse a que las proteinas con los residuos mutados C129A y
E305A se expresaran a un nivel inferior que el resto de las proteinas mutadas. Para ello se
realizaron andlisis de expresion in vivo de las proteinas mediante Western blot. El gen que
codifica para la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum fue fusionado a una cola de histidinas en
el extremo carboxilo terminal y clonado en el vector pKarslup bajo su propio promotor. El
plasmido resultante pKacr3His (ver Anexo A3.4 y Tabla A4.3) se utiliz6 como molde en
ensayos de mutagénesis dirigida para obtener las seis versiones mutantes del gen Cgacr3-1
(Tabla A4.3): pKacr3-1K72AHis, pKacr3-1C129AHis, pKacr3-1R210AHis, pKacr3-1T241AHis,
pKacr3-1E305AHis y pKacr3-1E332AHis, pero en este caso conteniendo la cola de histidinas.
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Las seis versiones de proteina con los residuos mutados a alanina y la proteina silvestre se
introdujeron en la cepa C. glutamicum 2Aars por conjugacién y en E. coli AW3110 por
transformacion; los transconjugantes obtenidos se analizaron por PCR. De cada uno de los
mutantes de C. glutamicum y E. coli se concentré la proteina CgAcr3-1 mediante el sistema de
bolas de niquel (ver apartado 2.4.9.1. de Materiales y métodos). Con estas muestras se
realizaron andlisis de Western blot usando anticuerpos especificos anti-CgAcr3-1 y anticuerpos
anti-histidinas. Como se observa en la Figura 3.25 tanto la proteina CgAcr3-1 silvestre como
las proteinas mutantes presentaron niveles de expresion similares, independientemente del tipo

de anticuerpo utilizado para la deteccién y del microorganismo en el que se expresen.
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Figura 3.25. Analisis de Western blot de la proteina silvestre CgAcr3-1 de C. glutamicum y sus variantes (K72A,
C129A, R210A, T241A, E305A y E332A) expresadas en C. glutamicum y E. coli y con una cola de seis histidinas
siendo detectadas con anticuerpos anti-CgAcr3-1 y anti-histidinas. Como control negativo hemos utilizado las cepas C.
glutamicum 2Aars y E. coli AW3110.

Con los resultados obtenidos podemos establecer una perfecta correlacion entre el analisis
de la actividad in vivo e in vitro de la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum silvestre y de sus
mutantes, y se deduce que los residuos C129 y E305 estan implicados en la translocacion de
As(Ill) a través de la arsenito permeasa CgAcr3-1; de la misma forma los residuos K72, R210,
T241 o E332 no parecen tener un papel importante en el proceso de translocacion del

metaloide.
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3.1.2.8. Implicacion de los residuos C129 y E305 en el
transporte de arsenito a través de la proteina CgAc  r3-1.

Para conocer la importancia de los residuos C129 y E305 de la permeasa CgAcr3-1 de C.
glutamicum en el transporte de As(lll), los aminoacidos C129 y E305 fueron analizados en
mayor detalle. Para comprobar si el residuo C129 de la permeasa CgAcr3-1 es importante para
el transporte de As(lll), se analizé la actividad catalitica de la proteina silvestre expresada en C.
glutamicum 2Aars y en E. coli AW3110 mediante la incorporacion de As(lll) en vesiculas
invertidas obtenidas siguiendo el protocolo que se describe en el apartado 2.4.10.1.3. de
Materiales y métodos y ensayadas en presencia de diferentes agentes bloqueantes de grupos
sulfhidrilo (DNTB, NEM o IAA); como control negativo de este experimento se utilizaron
vesiculas invertidas obtenidas de C. glutamicum 2Aars y E. coli AW3110 sin permeasa y con la
proteina CgAcr3-1 mutada en el residuo C129 (C. glutamicum C129A y E. coli C129A; Tabla
A4.5), para comprobar que los efectos que se producen en la actividad de la proteina son
realmente consecuencia del bloqueo de la cisteina por los agentes. Los valores de As
acumulado reflejan que las vesiculas tratadas con los agentes bloqueantes permeables a la
membrana, NEM o IAA, son incapaces de incorporar As y presentaron niveles similares a los
obtenidos por las vesiculas carentes de arsenito permeasa 0 con la permeasa mutada en el
residuo C129 (Figura 3.26A y B); no ocurrié lo mismo cuando se afiadi6 el agente impermeable
de membrana DTNB, el cual permite la incorporacién de As(lll) en las vesiculas invertidas de
forma similar a las vesiculas invertidas con la arsenito permeasa silvestre sin tratar (Figura 3.26
Ay B).
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Figura 3.26. Estudios de acumulacién de As(lll) en vesiculas invertidas tratadas con diferentes agentes
bloqueantes de grupos sulfhidrilo. Las vesiculas fueron obtenidas a partir de células C. glutamicum 2Aars (A) o E. coli
AW3110 (B) sin permeasa CgAcr3-1 (e), expresando la permeasa con el residuo C129 mutado a alanina (m) o la
permeasa silvestre (resto). Las vesiculas con la permeasa CgAcr3-1 silvestre fueron tratadas con los agentes
bloqueantes (V) NEM, (A) IAA o (o) DTNB o no fueron tratadas (0). Los resultados representados son el resultado de
tres experimentos independientes.

Por lo tanto parece claro que la cisteina C129 de la proteina CgAcr3-1 es esencial para el
mecanismo de translocacion del As(lll) a través de la membrana. Ademas, este resultado
apoya la localizacion transmembranal del residuo C129 en la proteina CgAcr3-1 de C.
glutamicum y verifica el hipotético modelo topolégico de CgAcr3-1 propuesto anteriormente
(Figura 3.22B).

Para analizar el papel del residuo E305 de la arsenito permeasa CgAcr3-1 en la
translocacion de As(lll), se realizaron mutaciones dirigidas de este residuo a aminoacidos de
diferentes tamafios (fenilalanina) y carga (lisina o aspartico), usando los plasmidos pKacr3-1
(Tabla A4.3 y apartado 3.1.2.2.2. de Resultados y discusién) y pKacr3His (Tabla A4.3 y
apartado 3.1.2.2.2. de Resultados y discusion) como moldes. Los plasmidos generados
derivados de pKacr3-1: pKacr3-1E305D, pKacr3-1E305F y pKacr3-1E305K vy los derivados de
pKacr3-1His: pKacr3-1E305DHis, pKacr3-1E305FHis y pKacr3-1E305KHis, junto con los
vectores pKacr3-1E305A y pKacr3-1E305AHis obtenidos en el apartado anterior, fueron
usados para transformar la cepa E. coli AW3110. Los mutantes obtenidos a partir del vector
pKacr3His codifican para una proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum fusionada a una cola de
histidinas en el extremo carboxilo terminal. La proteina CgAcr3-1 expresada en los

transformantes derivados del plasmido pKacr3His se concentré mediante bolas de niquel y se
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analizé6 su expresion in vivo mediante Western blot usando anticuerpos anti-CgAcr3-1 y
anticuerpos anti-histidinas. Como se observa en la Figura 3.27 tanto la proteina CgAcr3-1
silvestre como las proteinas mutantes presentaron niveles de expresién equivalentes

independientemente del tipo de anticuerpo utilizado.

anti-CgAcr3-1

E. coli ’ Ry U Ry

o L 1 1

Figura 3.27 . Andlisis de Western blot de la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum con el residuo E305 mutado a
alanina (E305A), a aspartico (E305D), a fenilalanina (E305F) o a lisina (E305K), en comparacién con la expresion de
la proteina CgAcr3-1 silvestre (CgAcr3-1) expresadas en E. coli AW3110 y usando para la deteccién anticuerpos anti-

CgAcr3-1y anti-histidinas. Como control negativo hemos utilizado la cepa E. coli AW3110.

Los transformantes obtenidos derivados de pKacr3-1 se caracterizaron in vivo por
resistencia a As(lll) en medio liquido y por cuantificacion de As(lll) acumulado. El residuo E305
es un aminodcido polar, de tamafio grande y con carga negativa que esta localizado en el
segmento transmembrana TM9 (Figura 3.22). El aminoacido E305 se sustituyé por un
aminoacido de menor tamafio y no polar como la alanina (E305A), por un residuo cargado
positivamente como la lisina (E305K), por un residuo no polar y de gran tamafio como la
fenilalanina (E305F) o por un residuo de su misma carga pero de menor tamafio como el
aspartico (E305D); en todos los casos esa sustitucion provocé una disminucion del nivel de
resistencia y un incremento en la acumulacion de As(lll) en comparacion a la proteina CgAcr3-
1 silvestre (Figura 3.28A y B).
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Figura 3.28 . Efecto de las mutaciones en el residuo E305 de la proteina CgAcr3-1 en el transporte de As(lll). (A)
Resistencia a As(lll) en células de E. coli AW3110 (carente de la permeasa CgAcr3-1; AW3110), conteniendo la
proteina CgAcr3-1 silvestre (Silvestre) o mutada: E305A, E305D, E305F o E305K. Acumulacién de As(lll) en células
(B) y acumulacién de As(lll) en vesiculas invertidas (C) de E. coli AW3110 (e), conteniendo la proteina CgAcr3-1
silvestre (0) o mutada: E305A (¥), E305D (A), E305F (o) y E332K (m). Los resultados representados son el resultado
de tres experimentos independientes.

Para corroborar estos resultados, se analizé la actividad del residuo E305 de la proteina
CgAcr3-1 in vitro. Para ello se realizaron andlisis de entrada de As(lll) en vesiculas invertidas
de membrana de células de E. coli AW3110 expresando la proteina CgAcr3-1 silvestre y las
cuatro variantes del residuo E305. Las vesiculas invertidas de todos los mutantes del residuo
E305 en presencia de NADH como fuente de energia presentaron niveles de acumulacion de
As(lll) similares y mucho menores que las vesiculas invertidas que contenian la copia silvestre
para la arsenito permeasa (Figura 3.28C). Estos resultados indican que el ambiente hidrofobico
y la carga negativa proporcionada por el residuo E305 son importantes para el mecanismo de
translocacion de As(lll) a través de la permeasa y que los cambios realizados en el aminoacido
E305 provocan una inhibiciéon del transporte de As(lll).
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El hecho de que C. glutamicum incorpore As(lll) a pesar de no tener genes para
aguaglicerolporinas en su genoma, y expresar dos arsenito permeasas funcionales de la familia
Acr3 que no utilizan ATP como fuente de energia para la liberacion del As(lll) célular, permite a
esta actinobacteria vivir en ambientes conteniendo mas de 12 mM de As(lll) y sugiere que C.
glutamicum podria ser utilizada en procesos de biorremediacion como una biocontenedor de

As(lll) para posteriormente eliminar el metaloide del ambiente.

3.1.3. Incremento de la entrada de arsenito en C.

glutamicum y su aplicacion en procesos de biorremediacion.

Dada la dificultad en la identificacion del verdadero mecanismo de entrada de As(lll) en C.
glutamicum, se trataron de localizar posibles proteinas implicadas en la entrada de As(lll) en
microorganismos filogenéticamente relacionados. Se realizaron analisis de homologia de
proteinas GIpF en otras actinobacterias, observando que genes que codifican para
aguaglicerolporinas estan presentes en varios géneros de actinobacterias (Figura 3.29). En el
género Corynebacterium se identifico6 una U(nica aguaglicerolporina en la corinebacteria
patdogena Corynebacterium diphtheriae, cuyo gen forma parte de un operén con una estructura
CdglpD (DIP2237), CdglpK (DIP2235) y CdglpF (DIP2236).

Corynebacterium diphtheriae NTCC 13129 N glpK «_—_

Streptomyces coelicolor A3(2) —  gyiR ‘ gipK

Mycobacterium smegmatis MC2 155 _-‘ glpk _——
Propionibacterium freudenreichii _-' 8lpK —

Micrococcus luteus SK58 —-—

Figura 3.29 . Localizacién de los genes que codifican para aguaglicerolporinas GlpF en el genoma de diferentes

actinobacterias.

Para analizar la participacién de las proteinas GlpF de actinomicetos en la entrada de As(lll)
e incrementar la entrada de As(lll) en C. glutamicum se procedié a la clonacién y expresién
heteréloga de los genes glpF procedentes de C. diphtheriae (CdglpF) y S. coelicolor A3(2)
(ScglpF; SC01659) en C. glutamicum. Para ello los genes se clonaron en el plasmido
bifuncional pECM2 siendo expresados bajo el promotor Py, obteniendo de esta forma los
vectores pECd y pESc (Anexo A3.3 y Tabla A4.3). Al introducir estos plasmidos en C.
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glutamicum RES167 se observo una disminucion de la resistencia a As(lll) (Figura 3.30)
indicando la funcionalidad de los genes para aguaglicerolporinas y su posible implicacién en la
entrada de As(lll). Los andlisis de incorporacion de As(lll) mediante ICP-MS mostraron un
incremento en la entrada de As(lll) en los dos mutantes (C. glutamicum CdglpF y C.
glutamicum ScglpF; Tabla A4.5) en comparacién con los valores obtenidos para la cepa original
C. glutamicum RES167 (Figura 3.30), siendo este incremento mas evidente en el caso de la
expresion de las aguaglicerolporinas CdGIpF. Estos resultados corroboran que las proteinas
GIpF de C. diphtheriae y S. coelicolor A3(2) participan en la entrada de As(lll) y demuestran

una perfecta expresion heteréloga de los genes CdglpF y ScglpF en C. glutamicum.
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Figura 3.30. Andlisis de resistencia (morado) y acumulaciéon (verde) de As(lll) en los ensayos de expresion
heteréloga de los genes glpF procedentes de C. diphtheriae y S. coelicolor A3(2) en C. glutamicum. Se comparan los
resultados obtenidos en tres experimentos independientes de las cepas: C. glutamicum RES167 (RES167), C.
glutamicum CdglpF (CdglpF) y C. glutamicum ScglpF (ScglpF). El ensayo de acumulacién de As(lll) se presenta a los 7

minutos y en presencia de 1 mM de As(lll).

Debido a la elevada resistencia a As(lll) de C. glutamicum se pas6 a analizar la posibilidad
de que C. glutamicum pudiera ser utilizada en procesos de biorremediacién de As. Para ello
cepas mutantes de C. glutamicum carentes de las arsenito permeasas funcionales (C.
glutamicum Acr3-1_Acr3-2 y C. glutamicum 2Aars; Tabla A4.4) fueron analizadas en ensayos
de acumulacion de As(lll) a lo largo de 2 horas. Muestras de las células en un estado de
reposo o no crecimiento (resting cells) en contacto con As(lll) fueron tomadas a lo largo de ese

tiempo y analizadas mediante ICP-MS. Como se observa en la Figura 3.31A el mutante C.
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glutamicum Acr3-1_Acr3-2, carente de las dos arsenito permeasas funcionales, acumula 4
veces mas cantidad de As(lll) que la cepa C. glutamicum RES167 a las 2 horas de incubacion
con As(lll); cuando los andlisis de retencion se realizaron con el mutante C. glutamicum 2Aars,
el cual carece de los dos operones ars, la cantidad de As(lll) acumulada fue similar a la
observada en el mutante C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 (Figura 3.31B). Estos resultados
confirman que las arsenito permeasas realizan procesos de desintoxicacion de As(lll) de
manera muy eficaz en C. glutamicum y sugiere que los mutantes C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2
y 2Aars podrian ser utilizados en procesos de eliminacién de As(lll) de ambientes
contaminados.

—~ 50 5,0

- A B

=«

= 4,0

7,,'0 4,0

<5

28 30 3,0

cC O

:g B 20 2,0

© Q

=D

=) 1,0 1,0

g g 3 3

SE
c Al g & & v A o & o
& é.@ F & & v,gl‘ & IS vaé f Q\é s &

& ,.,-"? d ¢ & & & S ¢ F 5
&

Figura 3.31. Acumulacién de As(lll) en células de C. glutamicum a las 2 horas de incubacién en presencia de
As(lll) 1 mM en C. glutamicum RES167 (RES167; verde), C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 (Acr3-1_Acr3-2; naranja) y
mutantes derivados (A), y en C. glutamicum 2Aars (2Aars; naranja) y mutantes derivados (B). Ensayos de expresion
heteré6loga de los genes CdglpF y ScglpF (CdGIpF y ScGlpF, respectivamente; columnas moradas) en C. glutamicum
Acr3-1_Acr3-2 (A) y C. glutamicum 2Aars (B). Ensayos de expresién de los genes CgarsR1 y CgarsR2 (CgArsR1y
CgArsR2, respectivamente; columnas azules) en C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 (A) y C. glutamicum 2Aars (B). Los

resultados son obtenidos de tres experimentos independientes.

Con el objetivo de obtener un incremento de la acumulacién de As(lll) en C. glutamicum, se
expresaron los genes glpF para las aguaglicerolporinas de C. diphtheriae y S. coelicolor
analizados arriba en los mutantes C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 y C. glutamicum 2Aars. Para
ello los vectores pECd y pESc (Anexo A3.3 y Tabla A4.3) fueron introducidos por conjugacion
en C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 y C. glutamicum 2Aars; los transconjugantes obtenidos se
incubaron en presencia de As(lll) y se determiné la cantidad de As acumulado a lo largo de 2
horas. Como se pone de manifiesto en la Figura 3.31A y B, las dos cepas C. glutamicum Acr3-

190



Resultados y discusién

1 Acr3-2 y C. glutamicum 2Aars aumentan la acumulacién de As(lll) entre 1,5 y 2 veces en
comparacion con las cepas originales o con las cepas originales transformadas con los
plasmidos sin inserto (CdglpF o ScglpF), pasando de 1,8 nmol de As/mg de peso seco a 2,9 o
3,9 nmol de As/mg de peso en los mutantes con las aguaglicerolporinas; el mayor incremento
se consiguio utilizando el gen CdglpF de C. diphtheriae. Estos incrementos son equivalentes a
los observados anteriormente en la entrada de As(lll) en la cepa C. glutamicum RES167
comparandola con la que tiene las aguaglicerolporinas CdGIpF y ScGlIpF (Figura 3.30).
Estudios de sobreexpresion del gen para la aguaglicerolporina EcGIpF de E. coli, también han
producido incrementos en la acumulacién de As(lll) de hasta 2 veces mas que en la cepa
control (Singh et al., 2008b).

Otra estrategia desarrollada para obtener un mayor incremento de la acumulacion de As(lll)
en células de C. glutamicum fue la sobreexpresion de las proteinas ArsRs de C. glutamicum
(CgArsR1 y CgArsR2), ya que las proteinas ArsRs se ha descrito que contienen una
especificidad de unién a As(lll) (Scott et al., 1997). Para ello los genes CgarsR1 y CgarsR2 de
los operones arsl y ars2, respectivamente, de C. glutamicum fueron clonados bajo el promotor
Pwan €n el vector bifuncional pECM2, de forma similar a lo descrito para los genes de las
aguaglicerolporinas, obteniendo los plasmidos pER1 y pER2 (Anexo A3.3 y Tabla A4.3); estos
plasmidos se transfirieron por conjugacion a las cepas C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 y C.
glutamicum 2Aars. Los clones transconjugantes obtenidos se incubaron en presencia de As(lll)
y se determind la cantidad de As acumulado a lo largo de 2 horas mediante ICP-MS. Como
resultado se observé que los mutantes que sobreexpresaron las proteinas reguladoras
CgArsR1 o CgArsR2, acumularon cantidades inferiores de As(lll) que las cepas originales o
gue las cepas originales (C. glutamicum Acr3-1_Acr3-2 o C. glutamicum 2Aars) conteniendo
Unicamente el vector pECM2 sin los genes CgarsR (Figura 3.31A y B). Esto confirma que la
sobreexpresion del metalorregulador no provoca un incremento de la acumulacion de As(lll) en
C. glutamicum, quizds debido a un efecto toxico para las células como ha sido descrito en la

sobreexpresion del metalorregulador EcArsR en E. coli (Kostal et al., 2004).
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3.2. Mecanismos de reduccion de arseniato en C.
glutamicum
3.2.1. Anadlisis de las arseniato reductasas CgArsCl ' vy

CgArsC4 de C. glutamicum.

La presencia de varios operones de resistencia a arsénico en el genoma de una misma
bacteria no es muy comdn a tenor de lo descrito hasta estos momentos en la literatura
cientifica. Sin embargo si es mas frecuente la presencia en el mismo microorganismo de un
operén convencional ars y genes adicionales de resistencia a arsénico dispersos en su
genoma. El analisis del genoma de C. glutamicum ha revelado la presencia de cuatro genes
gue codifican para enzimas arseniato reductasas: CgArsCl, CgArsC2, CgArsC1l’ y CgArsC4
(Figura 3.3). Los genes CgarsCl y CgarsC1’ estan presentes en el operon arsl, y codifican
para proteinas de 141 y 241 aminoacidos, con unas masas moleculares de 15 y 23 kDa,
respectivamente; el gen CgarsC2 esta presente en el operén ars2 y codifica para una proteina
de 129 aminoacidos, con una masa molecular de 14 kDa. El gen CgarsC4 se encuentra de
forma independiente en el cromosoma y codifica para una proteina de 145 aminoécidos y 13
kDa. Hasta la fecha Unicamente las arseniato reductasas CgArsCl y CgArsC2 de C.
glutamicum han sido caracterizadas in vivo e in vitro, agrupandolas dentro de una nueva
familia de arseniato reductasas dependientes de micotiol (MSH) y micorredoxina 1 (CgMrx1)
como mecanismo de reduccion (Ordofiez et al., 2009). En la presente memoria se ha
identificado una nueva micorredoxina en el genoma de C. glutamicum, la micorredoxina 3
(Cgmrx3; cg0496); ensayos in vivo parecen indicar que la proteina CgMrx3 es la micorredoxina

mas importante en el proceso de reduccion de As(V) in vivo en C. glutamicum (ver Anexo 2).

Dado que C. glutamicum actualmente es uno de los pocos microorganismos donde se han
identificado cuatro arseniato reductasas y que los andlisis filogenéticos preliminares de las
arseniato reductasa de C. glutamicum hacian prever que algunas de estas enzimas
pertenecerian filogenéticamente a diferentes familias de reductasas (Figura 3.32), decidimos

analizar en mayor detalle la actividad in vivo e in vitro de las reductasas CgArsC1’y CgArsC4.
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Figura 3.32. Analisis filogenético de las proteinas ArsC de diferentes especies. Los nimeros representados son

porcentajes obtenidos por bootstapping (1.000 réplicas). Se muestran los cédigos de genes que codifican para estas

proteinas.
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La arsenito reductasa CgArsC4 de C. glutamicum esta relacionada filogenéticamente con
las reductasas dependientes de glutatiéon (GSH) y glutarredoxina (Grx), al igual que lo esta la
arseniato reductasa EcArsC de E. coli (Figura 3.32). En otras especies de actinobacterias como
Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium efficiens, Mycobacterium smegmatis,
Rhodococcus equi, Streptomyces coelicolor A3(2) y Nocardia farcinica han sido también
identificadas reductasas pertenecientes a esta familia, a pesar de que la presencia de GSH

constituye una excepcién en la mayoria de las actinobacterias (Johnson et al., 2009).

El andlisis de la secuencia primaria de la arseniato reductasa CgArsC4 de C. glutamicum y
el alineamiento de proteinas de actinobacterias relacionadas filogenéticamente con la
reductasa EcArsC de E. coli (Figura 3.33) ha revelado la presencia de aminoacidos y dominios
peptidicos esenciales de las arseniato reductasas de la familia GSH/Grx. La enzima EcArsC de
E. coli presenta cinco residuos criticos: histidina 8 (H8), cisteina 12 (C12), serina 15 (S15),
arginina 60 (R60) y arginina 94 (R94) que son coincidentes con los residuos de CgArsC4:
histidina 7 (H7), cisteina 11 (C11), serina 14 (S14), arginina 59 (R59) y arginina 92 (R92)
(Figura 3.33). Ademas en la proteina CgArsC4 se encuentran los cinco residuos basicos que
rodean estéricamente a la cisteina 12 (C12) de EcArsC y que ejercen un importante papel en la
disminucién del valor del pK, de la enzima. En CgArsC4 estos residuos se corresponden con la
histidina 7 (H7), arginina 15 (R15), arginina 59 (R59), arginina 92 (R92) y arginina 105 (R105)
(Figura 3.33). Sin embargo no se ha detectado en CgArsC4 la presencia de la cisteina del
extremo carboxilo terminal presente en ECArsC (cisteina que por otra parte no interviene en el
mecanismo de reduccién) y de la region carboxilo terminal presente en EcArsC de E. coli
(Figura 3.33). Una cisteina equivalente a la indicada asi como el dominio carboxilo terminal
estan también ausentes en otras arseniato reductasas de actinobacterias que pertenecen a
esta familia. Con los datos resefiados anteriormente se podria hipotetizar sobre la funcionalidad
de la enzima CgArsC4 en C. glutamicum, aunque se necesitan estudios adicionales in vivo e in

vitro para corroborar esta posibilidad.
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Figura 3.33. Alineamiento de las enzimas arseniato reductasas relacionadas filogéneticamente con GSH y Grx de
C. glutamicum (CgArsC4), C. efficiens (CeArsC3), C. diphtheriae (CdArsC), M. smegmatis (MsArsC2), R. equi
(ReArsC), E. coli (EcArsC) y S. coelicolor (ScArsC2). Las flechas indican los residuos importantes en el proceso

catalitico. La numeracion de las secuencias se realiz6 con respecto a la proteina CgArsCA4.
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La arseniato reductasa CgArsCl’ esta relacionada filogenéticamente con la arseniato
reductasa SaArsC de Staphylococcus aureus (Figura 3.32). En C. glutamicum el gen CgarsC1’
se transcribe principalmente como dos ARN mensajeros: uno policistrénico de 2,4 kb, que
incluye los genes Cgacr3-1, CgarsC1l y CgarsC1l’, y otro bicistronico de 1,1 kb, que incluye los
genes CgarsCl y CgarsC1l’ (Ordéfiez et al., 2005). Un andlisis filogenético de las enzimas
arseniato reductasas ha puesto de manifiesto que las enzimas pertenecientes al grupo ArsC1’
presente en C. glutamicum, también se encuentran en algunos representantes del grupo de las
actinobacterias como M. tuberculosis, M. smegmatis, C. efficiens, Rhodococcus erythropolis, N.
farcinica, S. coelicolor y en Brevibacterium linens. En una comparativa mas global, las
reductasas ArsC1’ indicadas presentan tres cisteinas que podrian estar implicadas en procesos
cataliticos ligados al par tiorredoxina (Trx)/tiorredoxina reductasa (TrxR), y cuyo ejemplo mas
significativo es la enzima SaArsC de S. aureus. En este Ultimo caso se ha establecido la
existencia de tres cisteinas esenciales para su actividad: cisteina 10 (C10), cisteina 82 (C82) y
cisteina 89 (C89), y que haciendo una comparativa del modelo para CgArsC1l de C.
glutamicum se corresponderian con la cisteina 88 (C88), cisteina 162 (C162) y cisteina 166
(C166) (Figura 3.34). Los aminoacidos integrantes del P-loop de SaArsC de S. aureus, serian
asparagina 13 (N13), arginina 16 (R16) y serina 17 (S17) y resultan necesarios para la catalisis
de SaArsC; estos residuos aparecen conservados en todas las secuencias alineadas en la
Figura 3.34, lo que confirma que la proteina CgArsC1’ de C. glutamicum contiene la mayoria de

los residuos caracteristicos de las arseniato reductasas dependientes de Trx/TrxR.

A partir del alineamiento de la Figura 3.34 se identific6 un claro dominio amino terminal (N-
terminal) presente en la proteina CgArsCl de C. glutamicum, y en otras proteinas de
actinobacteras como CeArsC1l’ de C. efficiens, ReArsC1l’ de R. erythropolis, NfArsC1’ de N.
farcinica y BIArsC1’ de B. linens y no compartido en otras arseniato reductasas. Las proteinas
ArsC1’ carentes del extremo N-terminal se denominaron ArsC1'T, donde T indica una hipotética

secuencia truncada.
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Figura 3.34. Alineamiento de las arseniato reductasas relacionadas filogenéticamente con Trx y TrxR de C.
glutamicum (CgArsC1’), C. efficiens (CeArsC1’), R. erythropolis (ReArsC1’), N. farcinica (NfArsC1’), B. linens (BIArsC1’)
y S. aureus (SaArsC) y con las proteinas ArsC1'T de M. tuberculosis (MtArsC1'T), M. smegmatis (MsArsC1'T), S.
coelicolor (ScArsC1'T), R. erythropolis (ReArsC1'T), N. farcinica (NfArsC1'T), B. linens (BIArsC1'T) y C. efficiens
(CeArsC1'T). Las flechas rojas indican los cisteinas esenciales implicados en el proceso catalitico. Se sefiala el

dominio N-terminal de las enzimas ArsC1’ con version larga en verde y el dominio P-loop en azul. La numeracion de las

secuencias se realizé con respecto a la proteina CgArsC1’ de C. glutamicum.
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3.2.1.1. Identificacidon in vivo de las arseniato reductasas en

C. glutamicum mediante Western blot.

Con el fin de comprobar la presencia y funcion de las arseniato reductasas CgArsCl’ y
CgArsC4 de C. glutamicum, decidimos realizar andlisis de Western blot de todas las reductasas
de C. glutamicum en diferentes cepas y condiciones de cultivo. Para ello, los genes CgarsCl1,
CgarsC2 (Ordofiez et al., 2009), CgarsC1’' y CgarsC4 se clonaron en el plasmido de expresion
pET28a(+) de forma que las proteinas CgArsCl, CgArsC2, CgArsCl y CgArsC4 resultan
fusionadas a una cola de histidinas en el extremo N-terminal (ver Anexo A3.1 y Tablas A4.2 y
A4.3). Las proteinas CgArsC2, CgArsC1' y CgArsC4 purificadas a partir de la cepa E. coli
BL21(DE3) (Tabla A4.4) se usaron para inmunizar tres conejos (ver apartado 2.4.13. de
Materiales y métodos). Los anticuerpos obtenidos después de los sangrados fueron purificados
y chequeados frente a sus propios antigenos purificados (arseniato reductasas) y de forma
cruzada frente a las otras proteinas arseniato reductasas. Como se observa en la Figura 3.35
los anticuerpos anti-CgArsC2 reconocen la proteina CgArsC2, pero también la proteina
CgArsC1 (con la que tiene un grado de homologia del 66%) y CgArsC1’. Los anticuerpos anti-
CgArsC1’ reconocen especificamente CgArsC1’ y por reaccion cruzada CgArsC2 (con la que
tiene un grado de homologia del 31%); los anticuerpos anti-CgArsC4 son especificos de la
proteina CgArsC4.
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Figura 3.35. Ensayos de Western blot usando anticuerpos: anti-CgArsC2 (A), anti-CgArsC1’ (B) o anti-CgArsC4
(C). Las proteinas puras CgArsC2, CgArsCl, CgArsC1’ y CgArsC4 estan incluidas en los carriles con sus nombres. La
induccién de las cepas con As(lll) o As(V) dio el mismo patrén de bandas. Carril 1: extracto crudo de C. glutamicum
RES167 no inducido; carril 2: extracto crudo de C. glutamicum RES167 inducido; carril 3: extracto crudo de C.
glutamicum 2Aars inducido; carril 4: extracto crudo de C. glutamicum ArsC1-C2 inducido; carril 5: extracto crudo de C.
glutamicum ArsC1 inducido; carril 6: extracto crudo de C. glutamicum ArsC2 inducido; carril 7: extracto crudo de C.
glutamicum ArsC1'His (B) o C. glutamicum ArsC4His (C) no inducido y concentrado con bolas de niquel; carril 8:

extracto crudo de C. glutamicum ArsC1'His (B) o C. glutamicum ArsC4His (C) inducido y concentrado con bolas de
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Para los andlisis in vivo de las arseniato reductasas de C. glutamicum se obtuvieron
extractos crudos en condiciones de induccién con As(lll) y con As(V) de la cepa C. glutamicum
RES167, se separaron mediante SDS-PAGE y se sometieron a ensayos de Western blot. Una
banda correspondiente a la proteina CgArsC2, y probablemente también de CgArsC1l por
reaccion cruzada, fue observada en condiciones de induccion por los anticuerpos anti-CgArsC2
(Figura 3.35A carril 2); en cambio las proteinas CgArsC1’ y CgArsC4 no fueron detectadas por
sus anticuerpos especificos, como se deduce por la ausencia de banda a la altura de la masa
molecular esperada para estas proteinas (Figura 3.35B y C carril 2). En los extractos crudos de
C. glutamicum RES167 en condiciones de no induccion, no se detectaron bandas
correspondientes a las reductasas, independientemente del anticuerpo utilizado (Figura 3.35
carril 1). Ademas las proteinas CgArsC2 y CgArsCl no se detectaron en cepas de C.
glutamicum que carecen o tienen interrumpidos los correspondientes genes como en C.
glutamicum 2Aars (operones arsl y ars2 estan delecionados; Tabla A4.4) o en C. glutamicum
ArsC1-C2 (genes CgarsC1 y CgarsC2 estan interrumpidos; Tabla A4.4) (Figura 3.35A carriles 3
y 4); tampoco se observé sefial para la proteina CgArsC1l’ a partir de extractos crudos de la
cepa C. glutamicum 2Aars (Figura 3.35B carril 3) Sin embargo, la reductasa CgArsC2 fue
identificada en el mutante interrumpido simple para el gen CgarsC1 (C. glutamicum ArsC1,;
Tabla A4.4) (Figura 3.35A carril 5) y por reaccién cruzada la proteina CgArsC1 fue detectada
en el mutante interrumpido simple en el gen CgarsC2 (C. glutamicum ArsC2; Tabla A4.4)
(Figura 3.35A carril 6). Estos resultados confirman que las proteinas CgArsCl y CgArsC2 en
condiciones de induccion presentan un nivel de expresién elevado, aspecto que no se observa

en condiciones de no induccion.

La ausencia de deteccién de las reductasas CgArsC1l’ y CgArsC4 en todas las condiciones
probadas podria deberse a una carencia total de la expresion de las proteinas o a una
expresion muy baja de las mismas, razén por la cual no se detectaban en las condiciones

ensayadas.

Para comprobar si las reductasas CgArsC1’ y CgArsC4 se expresan a un bajo nivel en C.
glutamicum, se realiz6 un proceso de concentracion de las proteinas. Para ello, se realizaron
fusiones génicas de forma que las proteinas CgArsC1l’ y CgArsC4 se acoplaron a una cola de
ocho histidinas en el extremo C-terminal; estas construcciones se clonaron en el plasmido
suicida pK18mob y los plasmidos generados pKarsC1'His y pKarsC4His (ver Anexo A3.4 y
Tabla A4.3) fueron transferidos por conjugacion a C. glutamicum RES167. Los
transconjugantes obtenidos (C. glutamicum ArsC1'His y C. glutamicum ArsC4His; Tabla A4.5)

presentaron una copia del gen CgarsC1’ o CgarsC4 fusionada a ocho codones de histidinas
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expresado bajo su propio promotor y generada mediante recombinacion homéloga con el

cromosoma (Figura 3.36); la integracion fue confirmada por analisis de PCR.
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Figura 3.36. Esquema del producto génico obtenido tras la integracion de los plasmidos pKarsC1'His o pKarsC4His
por recombinacion simple en el cromosoma de C. glutamicum.

Varios de los transconjugantes fueron usados de forma individual para el proceso de
purificacion y concentracion de las proteinas CgArsC1'His o CgArsC4His mediante bolas de
niquel (ver apartado 2.4.9.1. de Materiales y métodos); estas proteinas fueron utilizadas para
analisis de Western blot, usando como controles las proteinas CgArsC1’ o CgArsC4 de C.
glutamicum purificadas de E. coli BL21(DE3). Los resultados de este protocolo tanto en

condiciones de induccién con As(lll) o As(V) como de no induccién, mostrados en los carriles 7
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y 8 de la Figura 3.35C, indican que la proteina CgArsC1l’ estd presente en C. glutamicum,
siendo expresada de forma equivalente tanto en condiciones de induccidn como de no
induccion. Sin embargo, la proteina CgArsC4 no se detecté en cualquiera de las condiciones
ensayadas (Figura 3.35C carriles 7 y 8). Estos resultados confirman que la proteina CgArsC1’
se expresa constitutivamente y a un nivel muy basal en C. glutamicum, mientras que la
proteina CgArsC4 no esta presente en la célula, aunque el gen CgarsC4 parece expresarse

constitutivamente (Ordéiiez et al., 2005).

3.2.1.2. Andlisis in vivo de la actividad arseniato reductasa de
la proteina CgArsC1’ en C. glutamicum.

Hasta la fecha no se ha identificado una actividad enzimatica in vivo asociada a la proteina
CgArsC1’ en C. glutamicum (Ordofiez et al., 2009). Sin embargo, dado que conocemos que la
proteina CgArsC1l’ esta presente en C. glutamicum, se realizaron analisis adicionales para
determinar el grado de implicacion de CgArsC1’ en la reduccion de As(V) en C. glutamicum.
Una de las posibilidades consiste en la realizacion de un andlisis de interrupcién génica del gen
CgarsC1’, para ello un fragmento interno del gen CgarsC1’ se cloné en el vector suicida para
corinebacterias pK18mob, obteniendo el plasmido pKarsCl'int (ver Anexo A3.2 y Tabla A4.3).
Este plasmido fue transferido por conjugacion a C. glutamicum RES167 y se integré en el
cromosoma por recombinaciéon homéloga a través del fragmento interno clonado en el vector
(Figura 3.37A). La interrupcion de CgarsCl' fue confirmada mediante analisis de PCR; se
constaté que los transconjugantes obtenidos (C. glutamicum ArsC1’; Tabla A4.5) presentaron
un nivel de resistencia a As(V) similar a la cepa original C. glutamicum RES167 (Figura 3.37B),

por lo que la resistencia a As(V) mediada por CgArsC1’ no parece muy relevante.
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Figura 3.37. (A) Esquema resumido de la interrupcién génica de CgarsC1'. (B) Analisis de resistencia a As(V) en
las cepas: C. glutamicum RES167 (RES167); C. glutamicum ArsC1’ (ArsC1’); C. glutamicum ArsC1-C2 (ArsC1-C2); C.
glutamicum ArsC1-C2 con el vector pEC1 (pEC1); C. glutamicum ArsC1-C2 con el vector pEC1C1’ (pEC1C1"); C.
glutamicum ArsC1-C2 con el vector pEC1’ (pEC1’) y C. glutamicum ArsC1-C2 con el vector pEC1'T (pEC1'T). Los
resultados representados son el resultado de tres experimentos independientes.

Para completar el analisis de las alteraciones producidas por modificaciones en los niveles
de expresion de CgarsC1’, este gen se sobreexpesd en combinacién con el gen CgarsCl, el
cual se localiza inmediatamente aguas arriba en el operén arsl (Figura 3.3). Para ello los
genes CgarsC1-CgarsC1l’ se clonaron como un cassette en el plasmido pHXisNpro bajo el
promotor Pya,, Y @ continuacion se subcloné el fragmento Bglll-Bglll (conteniendo Py,,-CgarsC1-
CgarsC1’ flanqueado por dos terminadores) en el lugar BamHI del vector pECM2, obteniendo
el plasmido pEC1C1’ (ver Anexo A3.3 y Tabla A4.3). Al introducir el plasmido pEC1C1’ en la
cepa doble interrumpida para los genes CgarsCl y CgarsC2 de las arseniato reductasas (C.
glutamicum ArsC1-C2; Ordéfiez et al. 2009) se observd un nivel de resistencia a As(V) similar
al que observaron Ordéfiez et al., (2009) para la cepa C. glutamicum ArsC1-C2 conteniendo el
vector bifuncional pEC1 (el gen CgarsCl esta expresado bajo el Py,,; Tabla A4.2) (Figura

3.37B). Estos resultados nos hicieron pensar si el extremo N-terminal de 78 residuos presente
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en la proteina CgArsCl’, pero ausente en la mayoria de las proteinas homodlogas a la
reductasa SaArsC, podria causar un efecto negativo en la actividad arseniato reductasa de la

proteina CgArsC1'.

Por lo tanto, para determinar si el extremo N-terminal presente en la proteina CgArsC1’ de
C. glutamicum pudiera ser el causante de la aparente carencia de actividad por parte de
CgArsC1’, se cloné y sobreexpreso la version truncada del gen CgarsC1' (CgarsC1'T; sin los
234 nucledtidos del extremo 5’ que codifican para los 78 residuos del extremo N-terminal de la
proteina CgArsC1'T) bajo el promotor P,,, siguiendo un protocolo equivalente al descrito
previamente. El plasmido bifuncional obtenido pECL1'T (ver Anexo A3.3 y Tabla A4.3) se
introdujo en la cepa C. glutamicum ArsC1-C2; la cepa recombinante presenté niveles de
resistencia a As(V) similares a los de la cepa original C. glutamicum ArsC1-C2 y a los del
mutante C. glutamicum ArsC1-C2 conteniendo el vector bifuncional pEC1’ (el gen CgarsC1’ se
encuentra bajo el Py,,; Tabla A4.2) que observaron Ordéfiez et al., (2009) (Figura 3.37B). Con
estos resultados se deduce que el extremo N-terminal no parece tener un efecto directo en la
actividad arseniato reductasa de la proteina CgArsCl en C. glutamicum; la presencia o

ausencia del extremo N-terminal no modificé los niveles de resistencia a As(V).

Dado que los resultados de interrupcion y sobreexpresion anteriores no dan evidencia de
una participacion de la proteina CgArsC1’ en la resistencia a As(V), se realizaron analisis mas
precisos de identificacion de la actividad arseniato reductasa en la proteina CgArsC1'. Para
ello, se realizaron estudios de acumulacién de As total mediante analisis de ICP-MS a lo largo
del tiempo en presencia de bajas cantidades de As(V) en los siguientes mutantes de C.
glutamicum: C. glutamicum ArsC1-C2 (mutante carente de las proteinas CgArsC1 y CgArsC2),
C. glutamicum MshC [mutante incapaz de sintetizar micotiol (MSH), Tabla A4.4], y C.
glutamicum 2Aars (mutante delecionado en los operones arsl y ars2 que por tanto carece de
los genes CgarsC1, CgarsC2 y CgarsC1’). Como se observa en la Figura 3.38A el nivel de As
acumulado en los mutantes incremento a lo largo de 180 minutos en comparacion con la cepa
original C. glutamicum RES167, donde la cantidad de As acumulada es muy baja. Sin
embargo, en las cepas C. glutamicum ArsC1-C2 y MshC, las cuales presentan el gen CgarsC1’
y todas las arsenito permeasas, se observo una pequefia disminucién de la cantidad de As
acumulado a lo largo del tiempo cuando las concentraciones de As(V) afiadidas en la mezcla
de reaccion fueron bajas (menores de 25 pM), efecto que no se observé en el mutante C.
glutamicum 2Aars. Estos resultados parecen indicar que en ausencia de las arseniato
reductasas CgArsC1 y CgArsC2 (las dos dependientes de MSH) o en ausencia de MSH el cual

impide el reciclaje de las arseniato reductasas CgArsC1 y CgArsC2 y la reduccion del As(V), un
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cierto porcentaje del As(V) incorporado en la célula parece ser reducido a As(lll) y este As(lll)
recién formado podria liberarse al exterior de la célula a través de las arsenito permeasas
presentes en las cepas C. glutamicum ArsC1-C2 y MshC. En cambio en el mutante C.
glutamicum 2Aars la ausencia de arseniato reductasas y de arsenito permeasas funcionales

impediria en primer lugar la reduccion del As(V) y su posterior salida del As(ll) formado.
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Figura 3.38. (A) Acumulacion de As total en presencia de As(V) 10 uM a lo largo de 180 minutos. (B) Cantidad de
As(lll) (verde) y As(V) (azul) acumulada en presencia de As(V) 10 uM a las 2 horas de incubacion. Las cepas utilizadas
en Ay B son: C. glutamicum RES167 (negra; RES167); C. glutamicum 2Aars (roja; 2Aars); C. glutamicum ArsC1-C2
(verde; ArsC1-C2); C. glutamicum MshC (amarilla; MshC).

Para comprobar esta hipétesis, se midié la cantidad de As(lll) y As(V) en los tres mutantes
de C. glutamicum indicados anteriormente a baja concentracién de As(V) y a tiempos largos
mediante técnicas de espectrometria de absorcion atémica. En la cepa C. glutamicum RES167
la cantidad de As(V) presente fue mucho menor que en los mutantes C. glutamicum ArsC1-C2,
MshC o 2Aars (Figura 3.38B), lo que refleja el prefecto funcionamiento de las arseniato
reductasas y arsenito permeasas en C. glutamicum RES167. En cuanto a la cantidad de As(lll),
el mutante C. glutamicum 2Aars acumul6 similares cantidades de As(lll) que la cepa original C.
glutamicum RES167, lo que significa que el As en C. glutamicum 2Aars se acumula
principalmente en forma de As(V) (Figura 3.38B); sin embargo en los mutantes C. glutamicum
ArsC1-C2 y MshC la cantidad de As(lll) acumulada fue 3-4 veces mayor que en la cepa original
(Figura 3.38B), y el nivel de As(V) retenido se vio disminuido en comparacién con la cantidad
de As(V) acumulado en el mutante C. glutamicum 2Aars. Esto parece confirmar que en los
mutantes C. glutamicum ArsC1-C2 y MshC algo de As(V) se esta reduciendo a As(lll) y esa
produccion de As(lll) podria ser atribuida a la arseniato reductasa CgArsC1’ presente en ambos

mutantes. En todo caso la actividad reductasa asociada a la enzima CgArsC1’ in vivo seria
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residual y no seriamos capaces de detectarla mediante ensayos de resistencia/sensibilidad en

medios de cultivo liquido.

3.2.1.3. La arseniato reductasa CgArsC1l’ esta acopl ada al

sistema redox Trx/TrxR.

Los andlisis filogenéticos realizados relacionan a la proteina CgArsC1l’ de C. glutamicum
con la arseniato reductasa SaArsC del plasmido pl258 de S. aureus (Figura 3.32). Ademas, la
identificacién en el genoma de C. glutamicum de un par redox Trx/TrxR funcional (Ordéfiez et
al., 2009) y la conservacion de las tres cisteinas criticas del proceso de catélisis, hacen pensar
que la reductasa CgArsC1’ podria estar acoplada al sistema Trx/TrxR indicado de transferencia

de electrones.

Para corroborar esta hip6tesis se reprodujo in vitro el modelo establecido por Messens et al.
(2002a) donde la reductasa SaArsC de S. aureus cataliza la reduccion de As(V) a As(lll); en
esta reaccién el As(V) actia como aceptor final de electrones mientras que la reductasa
SaArsC y los componentes del par Trx/TrxR son intermediarios de una cascada redox en la
gue el NADPH es el donador inicial de electrones. Para ello el gen CgarsC1’ de C. glutamicum
y la version truncada CgarsC1l'T (careciendo del fragmento génico que codifica para los
primeros 78 aminoacidos) se clonaron en el plasmido pET28a(+) quedando las proteinas
fusionadas a una cola de histidinas en el extremo amino terminal obteniendo los plasmidos
pETarsCl’' y pETarsC1'T, respectivamente (Anexo A3.1). A partir de estas construcciones las
reductasas CgArsC1l’ y CgArsC1'T se sobreexpresaron y purificaron de E. coli BL21(DE3); las
enzimas CgTrx y CgTrxR de C. glutamicum fueron purificadas segun se describid
anteriormente (Ordoéfiez et al.,, 2009). En la mezcla de reaccion las proteinas CgArsCl’ y
CgArsC1'T se incubaron por separado en presencia de CgTrx, CgTrxR, NADPH y adicionando
As(V) como activador y Gltimo componente de la reaccion. La monitorizacion de la reaccion se
llevé a cabo mediante el seguimiento del consumo de NADPH vy valorado por la disminucién de
la absorbancia a 340 nm en un espectrofotbmetro. Como se observa en la Figura 3.39A las
proteinas CgArsC1’ y CgArsC1'T de C. glutamicum son capaces de recibir electrones del par
redox Trx/TrxR, al observarse disminucion de la absorbancia. Esto confirma que la proteina
CgArsC1’ y su version truncada CgArsC1'T se acoplan al mecanismo de accion dependiente
de Trx/TrxR, de forma similar a lo descrito para la proteina SaArsC (Messens et al., 2002a) y

que el dominio N-terminal no es esencial para la actividad catalitica de la enzima.
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Figura 3.39. Analisis de acoplamiento de la proteina CgArsC1’ y la version truncada CgArsC1'T a los sistemas
redox Trx/TrxR (A) y MSH/Mrx1 (B), en presencia de As(V) 100 mM. El acoplamiento se sigui6 observando el
consumo de NADPH mediante la disminucion de la absorbancia a 340 nm. Los simbolos blancos representan las
reacciones en ausencia de arseniato reductasa (controles negativos; o, A y o) y los simbolos negros representan las

reacciones en presencia de arseniato reductasa: (m 6 ) CgArsC1'y (A) CgArsC1'T.

Recientemente se ha identificado en C. glutamicum un sistema redox formado por micotiol
(MSH) y micorredoxina 1 (CgMrx1) (Ordéfiez et al., 2009) que se asocia con la reduccién de
As(V) a As(lll) mediante las reductasas CgArsCl y CgArsC2. Para descartar que la enzima
CgArsC1’ de C. glutamicum y su version truncada CgArsC1'T pudieran actuar con un sistema
diferente al mecanismo redox Trx/TrxR, las reductasas CgArsCl y CgArsCl'T fueron
acopladas in vitro al sistema MSH/Mrx1 siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.4.11.3.
de Materiales y métodos. Sin embargo no se observé acoplamiento alguno entre las proteinas
CgArsC1’ y CgArsC1'T y el sistema MSH/Mrx1, como se constata por la no diferencia de
consumo de NADPH en presencia y ausencia de arseniato reductasa CgArsC1’ o CgArsC1'T

en la mezcla de reaccion (Figura 3.39B).

3.2.1.4. La proteina CgArsC4 no esta implicada en | a

resistencia a arseniato en  C. glutamicum.

Hasta la fecha no hemos detectado ni la actividad arseniato reductasa ligada a la enzima
CgArsC4 (Ordofiez et al., 2009) ni la presencia de la proteina en ensayos in vivo. Puesto que
filogeneticamente CgArsC4 parece tener un mecanismo de accién diferente al resto de las
arseniato reductasas de C. glutamicum se pas0 a analizar la proteina CgArsC4 in vitro e in vivo

en mayor detalle.
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Para evaluar la actividad arseniato reductasa de la proteina CgArsC4 in vitro mediante
acoplamiento enzimatico ligado a los dos sistemas redox presentes en C. glutamicum
MSH/Mrx1 (Ordoéfiez et al., 2009) y Trx/TrxR (Fanous et al., 2008), inicialmente se purificaron
los diferentes componentes para cada uno de los dos sistemas redox; la proteina CgArsC4
fusionada a la cola de histidinas procedente de la expresién del plasmido pETarsC4 (ver Anexo
A3.1 y Tabla A4.3) en la cepa E. coli BL21(DE3) fue purificada, las proteinas CgTrx, CgTrxR,
CgMrx1 y micotiona reductasa (CgMTR) y el compuesto micotiol (MSH) fueron purificados
como se ha descrito previamente (Ordofiez et al., 2009). En la mezcla de reaccion la proteina
CgArsC4 se incubd en presencia de CgMrx1, CJMTR y MSH (para el sistema MSH/Mrx1) o en
presencia de CgTrx y CgTrxR de C. glutamicum (para el sistema Trx/TrxR), junto con NADPH y
As(V). Las dos reacciones se siguieron por la disminucion de la absorbancia a 340 nm,
disminucién que esta acoplada al consumo de NADPH (Figura 3.40A y B). Ninguna de estas
dos reacciones generd transferencia de electrones, por lo que parece que la proteina CgArsC4

no se acopla a cualquiera de estos sistemas de reduccion indicados.

Dado que la proteina CgArsC4 se encuentra filogenéticamente relacionada con la arseniato
reductasa EcArsC del plasmido R773 de E. coli (Figura 3.32), esta enzima podria estar
acoplada al sistema glutation (GSH)/glutarredoxina (Grx) de transferencia de electrones.
Debido a ello nos propusimos evaluar esta posibilidad mediante acoplamiento de la proteina
CgArsC4 al sistema redox GSH/Grx. Para ello seguimos el consumo de NADPH de una mezcla
de reaccion formada por glutarredoxina 2 de E. coli (EcGrx2), glutation reductasa (ECGTR) de
E. coli, CgArsC4, NADPH y As(V). La mezcla de reaccién de todos los componentes excepto la
reductasa CgArsC4 provocod una importante disminucién de la absorbancia a 340 nm, sin
embargo esa disminucion no se vio modificada al afiadir la proteina CgArsC4, lo que implicaria
una carencia de acoplamiento de la enzima CgArsC4 al sistema redox GSH/Grx (Figura 3.40C).
El resultado obtenido es coherente dado que en general las actinobacterias carecen de GSH
(Johnson et al., 2009), lo que en sentido estricto imposibilitaria un mecanismo de reaccion de
este tipo para sus representantes. Estos resultados abundarian en la posibilidad de que la

reductasa CgArsC4 no sea funcional.
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Figura 3.40. Andlisis de acoplamiento de la proteina CgArsC4 a los sistemas redox MSH/Mrx1 (A), Trx/TrxR (B) y
GSH/Grx (C), en presencia de As(V). El acoplamiento se siguié observando el consumo de NADPH mediante la
disminucién de la absorbancia a 340 nm. En los paneles (A) y (B) los circulos blancos representan las reacciones en
ausencia de arseniato reductasa (controles negativos) y los circulos negros representan las reacciones en presencia de
arseniato reductasa. En el panel (C) los simbolos contienen los siguientes componentes en la mezcla de reaccion
ademas de As(V) y NADPH: (o) EcGTR; (0) ECGTR y EcGrx2; (e) ECGTR, EcGrx2 y GSH y (m) EcGTR, EcGrx2, GSH
y CgArsC4.

También se analizé6 en mayor detalle la funcionalidad de la proteina CgArsC4 in vivo. Para
ello se pas6 a interrumpir el gen CgarsC4; un fragmento interno del gen CgarsC4 fue clonado
en el plasmido movilizable y suicida de corinebacterias pOJ260 (ver Anexo A3.2 y Tabla A4.2).
El plasmido obtenido (pOarsC4int; Tabla A4.3) fue transferido mediante conjugacion a las
cepas C. glutamicum RES167 y a C. glutamicum 2Aars donde se integra mediante
recombinacion homoéloga, obteniendo la copia del gen CgarsC4 interrumpida (Figura 3.41A).
Tras este proceso, los transconjugantes obtenidos carentes de la proteina CgArsC4 (C.

glutamicum ArsC4; Tabla A4.5) o carentes de las cuatro arseniato reductasas (C. glutamicum
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2Aars_ArsC4; Tabla A4.5) presentan el mismo nivel de resistencia a As(V) que sus respectivas
cepas originales (Figura 3.41B); tampoco se observaron variaciones en los niveles de
resistencia a As(V) de aquellos clones que fueron complementados homoéloga vy
heter6logamente en E. coli con el gen CgarsC4 (Orddéfiez et al., 2009). La combinacion de
todos los resultados in vivo e in vitro, sugieren que la proteina CgArsC4, no tiene actividad
arseniato reductasa en C. glutamicum.

A Interrupcion CgarsC4

Cromosoma darsC4 |\ \ AarsC4
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Figura 3.41 . (A) Esquema resumido de la interrupcion génica de CgarsC4. (B) Andlisis de resistencia a As(V) en
las cepas: C. glutamicum RES167 (RES167); C. glutamicum ArsC4 (ArsC4); C. glutamicum 2Aars (2Aars); C.
glutamicum 2Aars_ArsC4 (2Aars_C4). Los resultados representados son el resultado de tres experimentos
independientes.
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3.2.2. Analisis de acumulaciéon de arseniato en C.
glutamicum y su aplicacibn en procesos de

biorremediacion.

El As(V) es la forma mas oxidada de As y la especie dominante en ambientes aerdbicos y
con valores de pH proximos a la neutralidad. Por lo tanto el As(V) es quizas la especie de As
con mayor interés para conseguir su inmovilizacion o eliminacion de ambientes acuaticos o del

suelo.

Feo et al. (2007) determinaron que la entrada de arseniato en C. glutamicum se realiza a
través de los sistemas de incorporacion de fosfato, y que se observa una inhibicion de la
entrada de arseniato en C. glutamicum en presencia de concentraciones de fosfato superiores
a 1 mM. Al igual que el fosfato, también se ha observado que los nitratos producen
interferencias en la entrada de arseniato en C. glutamicum (Figura 3.42A). Concentraciones
superiores a 10 mM de nitrato disminuyen drasticamente la incorporacion de arseniato; es
posible que exista igualmente una competencia en la entrada entre el arseniato y el nitrato
dado que el nitrogeno pertenece al mismo grupo de la tabla periédica que el arsénico. En
cambio el antimoniato no influye en la incorporacion de arseniato en C. glutamicum (Figura
3.42B) incluso en presencia de mil veces mas cantidad de antimoniato, elemento éste que
pertenece también al mismo grupo de la tabla periédica y que presenta una estructura quimica

muy parecida al fosfato y al arseniato (Bienert et al., 2008).

Hasta la fecha no se han descrito sistemas de expulsién de arseniato en las células. La
existencia de posibles transportadores para la salida de arseniato correria el riesgo de una
expulsion también del fosfato (por su homologia estructural), de forma similar a lo que ocurre
en los sistemas de entrada, y esta situaciéon no seria nada ventajosa para la célula dado que el
fosfato es un elemento esencial y escaso. De esta forma los mutantes de C. glutamicum

incapaces de transformar As(V) a As(lll) constituirian un buen sistema de retencion de As(V).
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Figura 3.42. Competencia de incorporacién de arseniato en C. glutamicum en presencia de diferentes
concentraciones de nitrato (A): 0 mM (negra); 1 mM (roja); 10 mM (verde); 2 M (amarilla) o 5 M (azul) o antimoniato
(B): 0 mM (negra); 5 mM (amarilla); 15 mM (azul); 40 mM (roja); 80 mM (gris) o 100 mM (verde). Los resultados
representados son el resultado de tres experimentos independientes y en presencia de 100 pM de As(V) total.

Para comprobar la hipotesis de que mutantes de C. glutamicum incapaces de llevar a cabo
la reduccién de As(V) a As(lll) pudieran ser capaces de acumular As(V), se utilizaron células en
reposo (resting cells) de diferentes mutantes de C. glutamicum en ensayos de incorporacién de
As(V) bajo condiciones éptimas de incorporacion a lo largo de 2 horas. La acumulacion de
As(V) en diferentes microorganismos se ha visto afectada por parametros fisicos como el pH y
la temperatura y por factores quimicos como la concentracion de fosfato y de arseniato
presente en el medio (Partey et al., 2008). Por ello se realizaron analisis para optimizar los
ensayos de acumulacién de As(V) en la cepa C. glutamicum ATCC 13032 variando los factores
anteriormente mencionados; como condiciones o6ptimas de acumulacion de As(V) en C.
glutamicum se establecieron las siguientes: pH 7,3; temperatura 37°C; 100 uM de arseniato; en
ausencia de fosfato y a dos horas de incubacion. Como se observa en la Figura 3.43 el
mutante que carece de las reductasas CgArsC1l y CgArsC2 (C. glutamicum ArsC1-C2) acumula
30 veces mas cantidad de As(V) que la cepa silvestre (C. glutamicum ATCC 13032). Por el
contrario, en los mutantes interrumpidos simple de los genes para las arseniato reductasas
CgarsC1 (C. glutamicum ArsC1; Tabla A4.4) o CgarsC2 (C. glutamicum ArsC2; Tabla A4.4)
retienen la misma cantidad de As(V) que la cepa silvestre (Figura 3.43); esto indicaria que las
dos arseniato reductasas tienen un grado de participacién equivalente en la resistencia a As(V)
y la ausencia de una de las reductasas es contrarrestada con la actividad de la otra. Cuando
los analisis de retencién se realizaron con el mutante C. glutamicum 2Aars (cepa que carece de

los dos operones ars), la cantidad de As(V) acumulada fue similar a la observada en la cepa C.
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glutamicum ArsC1-C2 (Figura 3.43). De igual manera, los ensayos de resistencia a As(V)
corroboraron estos resultados; una mayor acumulacion del metaloide en la célula conlleva una
mayor sensibilidad a arseniato, ya que el arseniato presente en la célula ejerce efectos téxicos
por sustitucién del fosfato por el arseniato en muchos procesos metabolicos (Rosen et al.,
2011).
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Figura 3.43. Andlisis de resistencia (morado) y acumulacién de As(V) (verde) en diferentes mutantes de C.
glutamicum. Se comparan los resultados obtenidos en tres experimentos independientes de las cepas: C. glutamicum
ATCC 13032 (Silvestre), C. glutamicum ArsC1l (ArsCl), C. glutamicum ArsC2 (ArsC2), C. glutamicum ArsC1-C2
(ArsC1-C2), C. glutamicum 2Aars (2Aars), C. glutamicum MshA (MshA), C. glutamicum MshB (MshB), C. glutamicum
MshC (MshC) y C. glutamicum MshD (MshD). El ensayo de acumulacion de As(V) se presenta a las 2 horas y en
presencia de 100 uM de As(V) total.

Las enzimas arseniato reductasas CgArsC1 y CgArsC2 de C. glutamicum necesitan micotiol
(MSH) para realizar su proceso catalitico. Debido a la implicacién del MSH en la reduccion de
As(V) en C. glutamicum, se pensé que la utilizacién de mutantes afectados en los genes de la
sintesis de MSH de C. glutamicum podrian ser capaces de acumular As(V). Para comprobar
esta hipotesis los diferentes mutantes afectados en la sintesis de MSH (C. glutamicum MshA,
MshB, MshC, MshD; Tabla A4.4) fueron analizados en ensayos de retencion de As(V) y
valorados mediante ICP-MS. Como era de esperar los mutantes C. glutamicum MshA y C.
glutamicum MshC fueron los clones con mayor capacidad para retener As(V) (Figura 3.43), al

tener bloqueada practicamente por completo la sintesis de MSH (Feng et al., 2006). El resto de
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los mutantes afectados en los genes de la sintesis de MSH (C. glutamicum MshB y C.
glutamicum MshD) mantienen cierta capacidad para sintetizar MSH aunque en niveles
inferiores a la cepa silvestre y presentan un nivel de resistencia y acumulaciéon de As(V) mas

similares a la cepa silvestre C. glutamicum ATCC 13032 (Figura 3.43).

Se han desarrollado diferentes estrategias en bacterias para aumentar la acumulacién de
As(lll), como la sobreexpresién de metalotioneinas o fitoquelatinas (Singh et al., 2008a; Singh
et al.,, 2010), sin embargo, la utilizacién de secuestradores intracelulares con capacidad
guelante de As(V) no han sido suficientemente investigados. La especie C. glutamicum
presenta la capacidad de sintetizar granulos de polifosfato inorganicos (granulos de volutina)
mediante la accién de las enzimas polifosfato kinasas (CgPPKs), existiendo dos en C.
glutamicum, CgPPK2A y CgPPK2B (Lindner et al., 2007). Debido a la similitud estructural entre
el fosfato y el arseniato, decidimos investigar si la sobreexpresion de CgPPKs en C.
glutamicum provocaria un incremento en la acumulacion de As(V) como una posible
generacion de estructuras inertes de arseno-volutina. Para ello los genes Cgppk2A y Cgppk2B
fueron clonados en el plasmido pHXisNpro, para ponerlos bajo el promotor Py VY
posteriormente fueron subclonados en el vector pECM2, obteniendo los plasmidos pEPPK2A y
pEPPK2B (ver Anexo A3.3 y Tabla A4.3); estos plasmidos se transfirieron mediante
conjugacion a los mutantes C. glutamicum ArsCl1-C2 y C. glutamicum 2Aars. Los
transconjugantes obtenidos se incubaron en presencia de As(V) y se determiné la cantidad de
As(V) acumulado a lo largo de 2 horas mediante andlisis de ICP-MS. Como resultado de los
ensayos se observé que los mutantes que sobreexpresan las enzimas polifosfato kinasas
CgPPK2A y CgPPK2B acumulan cantidades de As(V) similares a las cepas originales (C.
glutamicum ArsC1-C2 o 2Aars) o a las cepas originales con el vector pECM2 sin los genes
Cgppk2s (Figura 3.44).
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Figura 3.44 . Acumulacién de As(V) en células de C. glutamicum a las 2 horas de incubacién en presencia de As(V)
100 pM: C. glutamicum ArsC1-C2 (ArsC1-C2) y C. glutamicum 2Aars (2Aars). Ensayos de expresion de los genes
Cgppk2A (PPK2A) y Cgppk2B (PPK2B) en C. glutamicum ArsC1-C2 (azul) y en C. glutamicum 2Aars (morado). Los
resultados son obtenidos de tres experimentos independientes.

Los resultados mostrados anteriormente, sugieren que los mutantes C. glutamicum ArsC1-
C2, C. glutamicum 2Aars, C. glutamicum MshA y C. glutamicum MshC podrian ser utilizados en
procesos de bioacumulacion de As(V) de ambientes contaminados.
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3.3. Discusion general.

Los mecanismos de resistencia a As han sido estudiados en una gran variedad de
organismos: bacterias, hongos, arqueas, plantas e incluso animales. Los andlisis genético-
moleculares de los sistemas de resistencia a As han sido realizados en muchos
microorganismos, y los genes que participan en esa resistencia se encuentran ampliamente
distribuidos, incluso con mayor frecuencia que los genes implicados en la via de biosintesis de
aminoacidos como el ftriptéfano (Silver & Phung, 2005b). En la especie saprdfita
Corynebacterium glutamicum se han identificado dos operones ars de resistencia a arsénico
funcionales (arsl y ars2) y dos genes adicionales dispersos por el cromosoma (Cgacr3-3 y
CgarsC4) (Ordoiiez et al., 2005). Otros miembros saprofitos del grupo de las corinebacterias
como Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium efficiens y otras especies
flogenéticamente relacionadas como Brevibacterium linens y Microbacterium sp. (Achour-
Rokbani et al., 2010) también presentan al menos un operén ars y genes ars adicionales en su
genoma (Figura 3.45). Por otro lado, especies patdégenas como Corynebacterium jeikeium,
Corynebacterium urealyticum o la micobacteria Mycobacterium tuberculosis tienen un Unico
operén ars con una estructura de tres componentes arsRBC; en la corinebacteria patdégena
Corynebacterium diphtheriae, sin embargo, se han identificado dos genes ars, CdarsC y
CdarsR, distantes el uno del otro en el cromosoma (Figura 3.45). Por lo tanto parece que una
presion evolutiva podria conducir a una mayor o menor presencia de genes y operones de
resistencia a arsénico en el genoma de los microorganismos dependiendo del habitat en el que
se encuentren. Las bacterias saprdéfitas pueden encontrarse con mayor frecuencia en contacto
con As, lo que condicionaria la presencia de un mayor nimero de genes ars en sus genomas,
mientras que las ocasiones en las que se pueden encontrar las especies patégenas con el As

son mas bien escasas conllevando a la presencia de un menor nimero de genes ars.

La existencia de varios operones de resistencia a As en el genoma de la misma bacteria
como se observa en C. glutamicum (Ordéfiez et al., 2005) no es un hecho frecuente, aunque se
han encontrado también en bacterias como Pseudomonas putida (Canovas et al., 2003),
Ochrobactrum tritici (Branco et al., 2008) y Herminiimonas arsenicoxydans (Muller et al., 2007),
entre otros (Figura 1.9). Sin embargo se han realizado pocos andlisis de caracterizacion

detallada del papel de cada uno de los genes en los respectivos operones ars.
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En esta memoria se han estudiado los genes CgarsCs y Cgacr3s de C. glutamicum siendo
analizadas in vivo e in vitro las proteinas para las que codifican (en su caso) lo que nos han
permitido conocer el mecanismo de accién y el funcionamiento de las proteinas CgArsCs y
CgAcr3s para desvelar el mecanismo global de resistencia a As de C. glutamicum y para poder
utilizar algunos de sus mutantes en procesos de biorremediacién de ambientes contaminados.
Alguno de los resultados obtenidos pueden también contribuir a mejorar los tratamientos de
determinadas enfermedades como la leucemia donde el As se utilizada como agente

terapéutico.
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Figura 3.45. Genes y operones de resistencia a arsénico de diferentes actinobacterias. En azul se indican las
arsenito permeasas; en verde los reguladores; las arseniato reductasas se representan en diferentes colores segun a la
familia a la que pertenezcan: en rojo las arseniato reductasas dependientes de Trx/TrxR, en amarillo las dependientes
de MSH/Mrx y en gris las dependientes de GSH/Grx; el resto de los genes se indican en negro. En la parte superior se
indica la disposicion del operén ars1 de C. glutamicum mostrando el hipotético promotor del gen CgarsC1’ (cajas -10 y -

35), el inicio de transcripcion (+1) y el ATG inicial de la proteina CgArsC1'.
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El primer paso de la desintoxicacién de As consiste en la transformacion de As(V) a As(lll).
La ubicuidad de la especie oxidada As(V) en un ambiente mayoritariamente aerdbico ha
permitido la evolucién convergente de las enzimas arseniato reductasas (Messens & Silver,
2006). Actualmente se han identificado tres familias de arseniato reductasas en funcion de su
mecanismo de accién: (i) las arseniato reductasas dependientes de tiorredoxina (Trx) y
tiorredoxina reductasa (TrxR); (ii) las dependientes de glutation (GSH) y glutarredoxina (Grx) y
(iii) las dependientes de micotiol (MSH) y micorredoxina (Mrx) (Ordéfiez et al., 2009). Segun la
bibliografia cientifica, hasta la fecha todas las enzimas arseniato reductasas presentes en el
mismo microorganismo se acoplaban al mismo sistema redox. Sin embargo, recientemente en
el genoma de Ochrobactrum tritici se han identificado arseniato reductasas que aparentemente
pertenecen a dos familias diferentes, aunque el mecanismo redox de estas proteinas no ha
sido desvelado (Branco et al., 2008). El analisis de homologia de secuencias en diferentes
especies de actinobacterias como B. linens, Rhodococcus erythropolis y Mycobacterium
smegmatis ha desvelado la presencia de genes pertenecientes a dos familias de arseniato
reductasas en el mismo microorganismo (Figura 3.45), pero también se han identificado
miembros de actinobacterias con genes pertenecientes a tres familias de arsenito reductasas

como C. efficiens, Nocardia farcinica y C. glutamicum (Figura 3.45).

C. glutamicum es uno de los pocos microorganismos donde se han identificado cuatro
genes que codifican para cuatro hipotéticas arseniato reductasas y donde se ha desvelado el
mecanismo redox de todas ellas. Dos de las arseniato reductasas, CgArsC1l y CgArsC2, han
sido recientemente caracterizadas in vivo e in vitro, estando asociadas al sistema redox de
MSH/Mrx1 (Ordoéfiez et al. 2009); durante el desarrollo de la presente memoria hemos

analizado las otras dos arseniato reductasas de C. glutamicum, CgArsC4 y CgArsC1'.

La proteina CgArsC4 esta relacionada filogenéticamente con las arseniato reductasas
dependientes de GSH/Grx, sin embargo no ha podido ser detecta in vivo en C. glutamicum
(Figura 3.35C). Este resultado se ha visto corroborado con la carencia de funcionalidad de la
enzima CgArsC4 en los ensayos in vitro e in vivo realizados (Figuras 3.40 y 3.41). En general
las actinobacterias carecen de GSH (Johnson et al., 2009), por lo cual no pareceria normal la
presencia de estas arseniato reductasas en diferentes especies de actinobacterias (Figuras
3.32 y 3.45); pero por otra parte parece coherente que la proteina CgArsC4 no se exprese en
C. glutamicum y que haya perdido la capacidad de reduccién de As(V) in vitro o que

simplemente nunca la haya adquirido.
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La enzima arseniato reductasa CgArsCl’ esta relacionada filogenéticamente con las
arseniato reductasas dependientes de Trx/TrxR (Figura 3.32) y presenta un funcionamiento
residual in vivo (Figura 3.38), quizas debido a su bajo nivel de expresion en comparacion con
las arseniato reductasas CgArsC1 y CgArsC2 (Figura 3.35). Sin embargo, los analisis in vitro
permiten acoplar la proteina CgArsC1’ con el sistema redox de Trx/TrxR (Figura 3.39), con una
constante especifica (Ky) de 3x10° M* s (Messens, comunicacion personal); valor de tres
ordenes de magnitud superior al identificado para las otras arseniato reductasas funcionales
CgArsCl y CgArsC2 de C. glutamicum (Ordoiez et al., 2009). Asi, su bajo nivel de expresién
se contrarrestaria con una elevada velocidad enzimatica, similar a la de la proteina SaArsC de
S. aureus (Zeger et al., 2001), liberando As(lll) a partir de As(V) antes de que CgArsCl’ sea

regenerada por la Trx.

El alineamiento de las diferentes proteinas ArsCl’ nos ha permitido identificar un claro
dominio amino terminal (N-terminal) presente en las proteinas ArsC1l' de C. glutamicum
(CgArsCl’), de C. efficiens (CeArsCl’), de R. erythropolis (ReArsCl’), de N. farcinica
(NfArsC1’) y de B. linens (BIArsCl’) y no compartido por otras arseniato reductasas de
actinobacterias (Figura 3.34). Todos los microorganismos que tienen el gen para la proteina
ArsC1’ (con el dominio N-terminal), presentan ademas otro gen que codifica para una arseniato
reductasa truncada ArsC1'T (sin el dominio N-terminal) (Figura 3.45), excepto la especie C.
glutamicum que solo tiene la version CgArsC1’ con un extremo N-terminal de 78 aminoacidos.
Por otra parte las especies M. tuberculosis, M. smegmatis y S. coelicolor presentan solo la
version truncada de la proteina ArsCl’ (ArsC1'T) (Figura 3.34 y 3.45). La eliminacién del
extremo N-terminal de la proteina CgArsC1’ de C. glutamicum ha provocado una disminucién
de la actividad reductasa in vitro (Figura 3.39). Se ha observado que la proteina CgArsC1’
actia como un homodimero y presenta actividad tirosina fosfatasa (PTPasa) en presencia de
pNpp (p-nitrofenil fosfato) (Messens, comunicacion personal), al igual que la proteina SaArsC
de S. aureus (Zeger et al., 2001); la actividad fosfatasa de la preoteina CgArsC1’ desaparece
en la version truncada CgArsC1'T (Messens, comunicacion personal). Por lo tanto parece que
el extremo N-terminal de CgArsC1l’ es importante para la dimerizacién, la funcionalidad y la

actividad fosfatasa de la proteina CgArsC1'.

Durante el desarrollo de esta memoria también se han caracterizado las arsenito permeasas
de C. glutamicum implicadas en la liberacion del As(lll) formado o recién incorporado. La
especie C. glutamicum es uno de los pocos microorganismos donde se han identificado tres
arsenito permeasas (CgAcr3-1, CgAcr3-2 y CgAcr3-3) y pertenecientes a la misma familia. La

familia Acr3 es el grupo de arsenito permeasas mas extenso y cuyos miembros se encuentran
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presentes tanto en eucariotas como en procariotas (Achour et al., 2007). Sin embargo,
solamente las proteinas CgAcr3-1 y CgAcr3-2 son funcionales en C. glutamicum; el 80% de la
resistencia a As(lll) de C. glutamicum es proporcionada por la arsenito permeasa CgAcr3-1,
mientras que el 20% restante es aportado por la proteina CgAcr3-2 (Figura 3.10). El diferente
nivel de participacion de las dos proteinas podria ser causado por una mayor expresion de la
proteina CgAcr3-1 debido a una mayor eficiencia transcripcional del operén ars1l (Ordéfiez et
al., 2005), sin embargo la cantidad de proteina CgAcr3-1 y CgAcr3-2 en la fraccién de
membrana en C. glutamicum ha resultado ser equivalente (Figura 3.11). Las proteinas CgAcr3-
1 y CgAcr3-2 presentan un elevado grado de homologia (72%), siendo esta homologia mas
elevada en las regiones transmembrana y no tanto en los loops intra y extracelulares (Figura
3.22A). Un menor grado de homologia de los loops intracelulares entre las proteinas CgAcr3-1
y CgAcr3-2 podria estar relacionado con una menor capacidad de captacion inicial del As(lIl)
citoplasmatico por parte de la proteina CgAcr3-2, justificando asi su menor grado de

participacion en la resistencia a As(lll).

La permeasa CgAcr3-3, a diferencia de las proteinas CgAcr3-1 y CgAcr3-2, no participa en
la resistencia a As(lll) en C. glutamicum (Figura 3.5 y 3.7), quizas debido a la ausencia de dos
o tres segmentos transmembrana (Figura 3.8) que provocarian una localizacion anormal de la
proteina en la membrana, o por la ausencia de diferentes aminoacidos hidrofébicos
transmembranales conservados en otras proteinas Acr3 (Figura 3.22A; K72, R210 o E305 en la
proteina CgAcr3-1) que podrian estar participando en la formacién del poro. Por otra parte, la
expresion constitutiva del gen Cgacr3-3 a unos niveles considerados basales (Ordofiez et al.,
2005) y su alejada relacion filogenética con el resto de las arsenito permeasas de C.
glutamicum (Figura 3.4) ya hacia pensar en un papel poco importante de la proteina CgAcr3-3

en la resistencia a As(lll).

Uno de los aspectos importantes del transporte activo de solutos a través de la membrana
es el mecanismo energético que utilizan las proteinas de membrana. Una de las hipétesis
sugeridas para explicar la energia que utiliza la proteina CgAcr3-1 se basa en la hidrolisis de
ATP. El andlisis de la estructura primaria de la proteina CgAcr3-1 no nos ha permitido
identificar sitios de union a nucleétidos en su secuencia, lo que sugiere que la proteina CgAcr3-
1 actuaria como un transportador secundario de As(lll), sin estar implicado el ATP como fuente
de energia; sin embargo recientemente se han identificado microorganismos con proteinas
Acr3s asociadas a enzimas ArsA (Castillo & Saier, 2010) elucidando un posible mecanismo de
salida de As(lll) similar al complejo ArsAB de E. coli (Dey et al., 1994).
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Otra hipétesis sugerida para explicar el mecanismo energético de CgAcr3-1 en C.
glutamicum se basa en la accién de los componentes del motivo de fuerza proténica (ApH o
Awy). El andlisis de la proteina CgAcr3-1 in vivo e in vitro tanto en C. glutamicum como en E. coli
nos ha proporcionado la primera evidencia de que la permeasa CgAcr3-1 utiliza cualquiera de
los componentes del gradiente electroquimico (ApH o Ay) para el transporte de As(lll) a través
de la membrana (Figuras 3.12 y 3.14), de una forma analoga a lo que ocurre con la proteina
EcArsB de E. coli cuando transporta Sb(lll) (Meng et al., 2004). Dado que a pH fisiolégico el
As(lll) se encuentra en forma polihidroxilada [As(OH)s;] (Meng et al., 2004), los estudios
realizados in vitro con membranas invertidas conteniendo la permeasa CgAcr3-1 de C.
glutamicum desvelaron que esta proteina se comporta como un antiportador de arsenito y
protones (Figura 3.18); un mecanismo equivalente ha sido descrito muy recientemente para la
proteina ScAcr3p de S. cerevisiae que pertenece a la misma familia de arsenito permeasas
(Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2011).

Las dos grandes familias de arsenito permeasas, ArsB y Acr3, estan implicadas en el
transporte de As(lll). Sin embargo, las proteinas ArsB pueden transportar también Sb(lll) con
eficiencias mucho mayores que el As(lll), mientras que las permeasas Acr3 estan asociadas
fundamentalmente al transporte de As(lll) (Achour et al., 2007); recientemente se ha descrito
gue en el eucariota S. cerevisiae la proteina arsenito permeasa ScAcr3p presenta capacidad
para liberar As(lll) pero también Sh(lll), aunque este Ultimo con una eficiencia mucho menor
(Maciaszczyk-Dziubinska et al., 2011). En el caso de C. glutamicum, las proteinas CgAcr3s
estan exclusivamente implicadas en la salida de As(lll) (Figuras 3.13 y 3.20). Este resultado
estaria en consonancia con dos aspectos relevantes en relacién con el comportamiento de C.
glutamicum en presencia de Sb(lll); por una parte el bajo nivel de acumulacion de Sb(lll) en C.
glutamicum (Figura 3.19B) concuerda con una pobre eficiencia en la entrada celular del mismo,
y por otra parte el bajo nivel de resistencia de Sh(lll) en C. glutamicum (Figura 3.19A)
concuerda con la elevada toxicidad celular del Sb(lll) [similar a la del As(lll)] y con la carencia
de eficientes sistemas implicados en su salida. Los problemas asociados con la entrada de
Sb(lll) explicarian el porqué de la no induccion in vivo de los operones ars por parte de Sbh(lll)
en C. glutamicum (Ordofiez et al., 2005), aunque en los analisis in vitro el Sb(lll) resulté ser un
eficiente inductor de la expresion de los operones ars (Ordofez et al., 2008). Considerando que
la entrada de Sb(lll) en C. glutamicum es muy baja y que por lo tanto la cantidad de Sh(lll)
intracelular no deberia de ser elevada, podemos hipotetizar que en este microorganismo no ha
habido una elevada presidn evolutiva encaminada a la liberacion de Sb(lll) por las proteinas
CgAcr3s.
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Una de las principales diferencias estructurales entre las proteinas ArsB y Acr3 podria
consistir en el requerimiento de diferentes aminoacidos implicados en el proceso de
translocacion de As(lll), como ocurre con la cisteina 148 de la proteina AmAcr3 de A.
metallirredigens (Fu et al., 2009). Tras la propuesta de un modelo topolégico con 10 segmentos
transmembrana de la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum a partir del la topologia experimental
de la proteina AmAcr3 de A. metallirredigens (Fu et al., 2009) (Figura 3.22), se identificaron dos
residuos conservados en la mayoria de las proteinas Acr3 analizadas que parecen estar
implicados directamente en el transporte de As(lll), y que en el caso de la proteina CgAcr3-1
resultaron ser los residuos hidrofébicos cisteina 129 (C129) y glutdmico 305 (E305) (Figura
3.24). La drastica disminucion del transporte de As(lll) a través de CgAcr3-1 por el bloqueo del
grupo sulfhidrilo de la C129 (Figura 3.26) o por la sustitucién del residuo E305 por otros
aminoacidos de diferente carga y/o tamafio (Figura 3.28), sugiere que el ambiente hidrofébico
creado tanto por el residuo C129 como la carga negativa proporcionada por E305 serian
importantes para el mecanismo de translocacion de As(lll). Ademas, la posicion
transmembranal y central de estos dos residuos y la elevada conservacion de los segmentos
TM4 (X3GxIX;AXCXAMVX,WX3) y TM9 (X;AXNXFELAXAVXs) donde se localizan respectivamente
los dos aminoacidos (Figura 3.22), podria formar una especie de poro o cavidad hidrofébica
gue actuaria de forma selectiva en el paso de As(lll) a través de las proteinas Acr3. Los
residuos de acido glutamico en proteinas de membrana parecen jugar un papel clave en los
procesos de translocacién de protones, como ya se ha descrito previamente (lwata et al.,
1995), lo que apoyaria el movimiento antiportador de arsenito y protones a través de la proteina
CgAcr3-1.

Basandonos en los resultados obtenidos y en lo conocido de la literatura, hemos propuesto
el siguiente modelo de resistencia a As para C. glutamicum (Figura 3.46). En presencia de As y
bajo condiciones aerobicas, C. glutamicum estaria predominantemente expuesto a arseniato (y
no a arsenito), el cual entraria en C. glutamicum a través de los sistemas de entrada de fosfato
(Feo et al., 2007) [Paso (i) de la Figura 3.46]. En ausencia de arsenito los metalorrepresores
(CgArsRs) del mecanismo de resistencia al metaloide se encontrarian unidos a las regiones
promotoras-operadoras de los operones arsl y ars2; para permitir la expresion del operon ars
el arsenito necesita unirse a los represores (Ordofiez et al., 2008) [Paso (iii) de la Figura 3.46].
En ausencia de arsenito no se observa expresion de las arseniato reductasas CgArsCl o
CgArsC2 (Figura 3.35A), sin embargo si que se detectaria la proteina CgArsC1l’, aunque en
muy baja cantidad y siendo su expresion independiente de las condiciones de induccion (Figura
3.35B). Los genes CgarsC1l y CgarsC2 que codifican para las proteinas CgArsCl y CgArsC2

se expresan mediante dos ARNm, uno tricistronico, y otro bicistronico (Ordofiez et al., 2005)
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(Figura 4.46), sin embargo si el gen CgarsC1’ se expresara a partir de esos mismos transcritos
policistronicos la cantidad de proteina CgArsC1’ existente deberia de estar al mismo nivel que
las proteinas CgArsC1 y CgArsC2, y eso no ocurre asi. Una de las hipétesis que justificaria la
baja presencia de CgArsC1l’' en C. glutamicum seria la degradacion postraduccional de la
proteina, pero esta idea esta descartada ya que la proteina CgArsC1’ si que se detecta cuando
se fusiona a una cola de histidinas (Figura 3.35B). Estas observaciones nos hicieron pensar en
la existencia de un nuevo promotor situado aguas arriba del gen CgarsC1’, el cual seria
constitutivo y generaria un ARNmM monocistrénico (Figura 3.46); mediante analisis
bioinformaticos de los 75 nucle6tidos que separan el final del gen CgarsC1l y el comienzo de
CgarsC1’ se determiné la presencia de un hipotético promotor con un score de 0,62 sobre un
valor maximo de 1 (Figura 3.45). La ausencia de expresion de la proteina CgArsC1’ a partir de
los transcritos policistronicos podria deberse a la formacion de una estructura secundaria en la
zona unioén a ribosoma (RBS) en los ARNm policistrénicos para expresar la proteina CgArsC1’,
estructura que no se formaria en el ARNm monocistrénico. Los efectos negativos de estas
estructuras internas en la expresion de los transcritos son descritos frecuentemente, y en
algunos casos también para genes del operén ars como ocurre con el gen arsC de P.
aeruginosa en su expresion heteréloga en E. coli (Cai et al., 1998). La expresién constitutiva de
la proteina CgArsCl’' conllevaria a la expresién de la proteina en ausencia de As(lll) y
permitiria la reduccién del arseniato recientemente incorporado en la célula a arsenito [Paso (ii)
de la Figura 3.46], el cual induciria la expresidon de los dos operones ars permitiendo la
expresion de las otras dos arseniato reductasas (CgArsCl y CgArsC2) y de las arsenito
permeasas (CgAcr3-1 y CgAcr3-2) [Paso (iv) de la Figura 3.46]. Un mecanismo similar ha sido
indicado por Li & Krumholz (2007) para describir el mecanismo de resistencia a As en

Desulfovibrio desulfuricans.
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Figura 3.46. Modelo de resistencia a As en C. glutamicum. (i) Entrada de As(V); (ii) expresién constitutiva de la
proteina CgArsC1’ y reduccion del As(V) a As(lll); (iii) uniéon del As(lll) a los reguladores (CgArsR1/CgArsR2) y
desrrepresién de la expresion de los operones ars; (v) transcripcion de los genes que codifican para las arseniato
reductasas (CgArsCl y CgArsC2) y arsenito permeasas (CgAcr3-1 y CgAcr3-2); (v) reduccion del As(V) por las
reductasas CgArsC1 y CgArsC2 usando el sistema MSH/Mrx1 y (vi) liberacién del As(lll) formado de la célula a través

de las arsenito permeasas CgAcr3-1 y CgAcr3-2.

La presencia de las arseniato reductasas dependientes de MSH/Mrx1 (CgArsC1 y CgArsC2)
permitiria una mayor reducciéon del As(V) que esta siendo incorporado a As(lll) [Paso (v) de la
Figura 3.45]. Una Unica arseniato reductasa dependiente de MSH/Mrx1 seria suficiente para
afrontar el estrés provocado por As(V) en C. glutamicum, ya que la ausencia de CgArsC1 o
CgArsC2 es complementada por la actividad arseniato reductasa de la otra (Figura 3.43), a
diferencia de lo que ocurre con las arsenito permeasas las cuales presentan un efecto
sumatorio, ya que la ausencia de una de ellas no es complementada por la actividad de la otra
(Figura 3.5). Finalmente el As(lll) formado es liberado al exterior a través de las dos arsenito

permeasas [Paso (vi) de la Figura 3.45].
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4. CONCLUSIONES

4.1. Conclusiones.

1.- En C. glutamicum se han identificado tres genes que codifican para arsenito permeasas
pertenecientes a la familia Acr3 y que constituyen el principal mecanismo de desintoxicacién de
As(lll) en este microorganismo. La arsenito permeasa CgAcr3-1 participa con un 80% en la
resistencia a As(lll), CgAcr3-2 participa con el 20% restante y la proteina CgAcr3-3 no es

funcional.

2.- Sélo las membranas invertidas de C. glutamicum o E. coli obtenidas por sonicacién como
método de rotura e inversién y con NADH como fuente de energia, nos han permitido obtener
proteinas Acr3 funcionales en vesiculas invertidas y permitir el estudio in vitro de transporte de

metales a través de la proteina CgAcr3-1.
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3.- La arsenito permeasa CgAcr3-1 utiliza el motivo de fuerza protonica para realizar la
liberacién de As(lll) al exterior de la célula; tanto el gradiente quimico (ApH) como el gradiente

eléctrico (Ay) pueden realizar de forma independiente el transporte de arsenito.

4.- Las proteinas CgAcr3-1 y CgAcr3-2, segln confirman analisis de topologia comparativa,
presentan una topologia de diez dominios transmembrana de unos 23 residuos cada uno,
siendo los segmentos TM2, TM3, TM4, TM9 y TM10 los méas conservados en comparacién con
otras proteinas Acr3. Los extremos amino y carboxilo terminal de la proteina CgAcr3-1 estan

localizados en la regidn citoplasmatica.

5.- Las arsenito permeasas CgAcr3-1 y CgAcr3-2 presentan exclusividad de sustrato
transportando As(lll), pero no Sb(lll) ni otros oxianiones relacionados, y actlan como
antiportadores de moléculas neutras de arsenito y protones. Dos residuos transmembranales
de la proteina CgAcr3-1 (cisteina 129 y acido glutdmico 305) realizan un papel clave en el

proceso de translocacién de arsenito.

6.- La incorporacion de As(lll) en C. glutamicum no se produce a través de
aguaglicerolporinas, ya que carece de los genes que las codifican. Mutantes de C. glutamicum
interrumpidos o delecionados en sus arsenito permeasas Yy sobreexpresando las
aguaglicerolporinas de S. coelicolor o C. diphtheriae disminuyen su resistencia a As(lll), pero
acumulan hasta 7-8 veces mas As(lll) que la cepa silvestre, lo que convierte a estos mutantes

en eficientes cepas biorremediadoras.

7.- De las cuatro arseniato reductasas presentes en C. glutamicum (CgArsC1, CgArsC2,
CgArsCl1l’ y CgArsC4), solamente las proteinas CgArsCl y CgArsC2 se expresan en
condiciones de induccion por As. Segun andlisis filogenéticos estas cuatro proteinas

pertenecen a tres familias de arseniato reductasas diferentes.

8.- La proteina CgArsCl' parece expresarse constitutivamente en C. glutamicum y
pertenece a la familia de arseniato reductasas dependientes de Trx/TrxR como se ha
demostrado en estudios in vitro. CgArsC1l’ presenta un dominio amino terminal de 78
aminoacidos identificado sélo en algunas actinobacterias que es importante para su funcién

biolégica.
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9.- La proteina CgArsC4 contiene aminoacidos y dominios peptidicos caracteristicos de las
arseniato reductasas dependientes de GSH/Grx aunque parece que no se expresa en C.
glutamicum. La purificacion de la proteina CgArsC4 a partir de células de E. coli y los intentos
de acoplamiento in vitro de CgArsC4 a los sistemas redox Trx/TrxR, MSH/Mrx o GSH/Grx

resultaron en todos los casos infructuosos.
10.- El nivel de acumulacion de As(V) en mutantes de C. glutamicum carentes de las

proteinas CgArsCl y CgArsC2 y en los mutantes incapaces de sintetizar micotiol aumenta

hasta 30 veces en comparacion con la cepa silvestre.
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4.2. Conclusions.

1.- C. glutamicum contains genes for the arsenite permeasas CgAcr3-1, CgAcr3-2 and
CgAcr3-3, which are the main As(lll) detoxification mechanism in C. glutamicum. The CgAcr3-1
protein is involved in 80% of the As(lll) resistance, the remainder 20% is ascribed to CgAcr3-2

while CgAcr3-3 is not functional.

2.- Only everted membranes vesicles of C. glutamicum or E. coli obtained by sonicator and
with NADH as energy source, are able to achieve active Acr3 proteins in everted membranes

vesicles in order to analyze in vitro studies of metals transport by CgAcr3-1.

3.- CgAcr3-1 uses the protonmotive force by releasing As(lll) outside the cell; the chemical
(ApH) and electrical (Ay) gradients can be used independently by CgArc3-1 protein for the
As(IIl) transport.

4.- The CgAcr3-1 and CgAcr3-2 proteins contain 10 transmembrane domains with 23
aminoacids in each one, and the TM2, TM3, TM4, TM9 and TM10 domains are the most
conserved when compared with other Acr3 proteins, as observed by topological analyses. The

N- and C-terminal of CgAcr3-1 are found in the cytoplasmic region.

5.- CgAcr3-1 and CgAcr3-2 are specific for As(lll) transport but not for Sb(lll) or for other
examined oxianions. CgAcr3-1 and CgAcr3-2 proteins work as antiporter pump As(lll)/H" and
two transmembranal residues from CgAcr3-1 (cysteine 129 and glutamic acid 305) seem to play

a key role in the As(lll) translocation process.

6.- The As(lll) uptake in C. glutamicum is not based on aquaglyceroporins because this
bacteria lacks the corresponding genes. C. glutamicum mutants with disrupted or deleted
Cgacr3s genes and expressing the aquaglyceroporins from S. coelicolor o C. diphtheriae,
causes a decrease of the As(lll) resistance. However the indicated mutants accumulate 7 or 8
times more As(lll) than the wild type strain, allowed us to use these mutants as efficient

bioremediation strains.
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7.- C. glutamicum contains four arseniato reductases (CgArsC1, CgArsC2, CgArsCl’ and
CgArsC4) belong to three different arsenate reductasas families. Only two of the four
hypothetical arsenate reductases CgArsCl and CgArsC2 are expressed under induced

conditions by arsenic.

8.- The protein CgArsCl’ seems to be constitutively expressed in C. glutamicum and
belongs to the Trx/TrxR arsenate reducatase family as we could observe in in vitro analyses.
CgAcrsCl’ contains a N- terminal domain of 78 aminoacids only identified in certain

actinobacterias which seems to be involved for its biological activity.

9.- The protein CgArsC4 contains aminoacids and domains corresponding to the GSH/Grx
arsenate reductases family, however the protein seems not to be expressed in C. glutamicum.
The purified protein CgArsC4 obtained from E. coli cells was coupled to the Trx/TrxR, MSH/Mrx

or GSH/Grx redox systems, but results were unsuccessful in all the cases.
10.- C. glutamicum mutants lacking the CgArsC1 and CgArsC2 activities or mutants unable

to synthesize mycothiol were able to accumulate 30 folds more As(V) than the control C.

glutamicum wild type strain.

231






Anexos







Anexos

5. ANEXOS

Anexo 1. Intento de purificacion de la proteina ars enito permeasa
CgAcr3-1 de C. glutamicum .

Anexo 2. Identificacion y estudio de las micorredox inas de C.

glutamicum .

Anexo 3. Estrategias de clonacion.

Anexo 4. Oligonucledtidos, plasmidos y cepas usadas
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Anexo 1. Intento de purificacion de la proteina ars  enito
permeasa CgAcr3-1 de C. glutamicum

La proteina CgAcr3-1 es una proteina transmembranal y por tanto muy insoluble, lo que
complicé en gran medida el proceso de purificacion. El gen Cgacr3-1 que codifica para esta
arsenito permeasa fue clonado en el plasmido pET28a(+) (ver Anexo A3.1 y Tablas A4.2 y
A4.3) de forma que en su expresion se le fusiona una cola con seis histidinas en el extremo
amino terminal. Con el plasmido resultante, pETacr3-1, se transformaron las cepas de E. coli
BL21(DE3) y E. coli C43(ADE3) (Tabla A4.4); la cepa E. coli C43(ADE3) es especifica para la
expresion de proteinas muy téxicas como las proteinas de membrana. Frecuentemente al
sobreexpresar proteinas de membrana de procariotas en E. coli, éstas tienden a situarse en la
membrana celular o en cuerpos de inclusion citoplasmaticos (Gordon et al., 2008; Drew et al.,
2006). En consecuencia durante los posteriores procesos de purificacién se recuperan las
membranas celulares de las que se extrae la proteina con el uso de detergentes (Noirclerc-
Savoye et al., 2003).

Las cepas de E. coli transformadas con el plasmido pETacr3-1 se crecieron hasta
densidades 6pticas de entre 0,5-2 tras lo cual se indujo la expresion de la proteina mediante la
modificacion de diferentes parametros: temperatura, tiempos de induccién y concentraciones
utilizadas de IPTG. La produccién de la proteina se monitoriz6 mediante tincién con azul de
Coomassi y ensayos de Western blot sobre la fraccion de membrana celular. Tras multiples
intentos y ensayos de recuperacion de las proteinas de las membranas celulares utilizando
diferentes tipos y concentraciones de detergentes como Tritbn X-100, SDS (dodecilsulfato
sédico), Brig-35 o DDM (N-dodecil-B-D-maltésido), se observé una banda tenue de 40 kDa en
el gel de acrilamida teflido con Coomassi y en el Western blot bajo las siguientes condiciones:
crecimiento celular a 30°C, induccién posterior con 1 mM de IPTG durante 3 horas a 30°C e
incubacion de las membranas en presencia de DDM 2% durante 1 hora a 4°C (Figura Al.1); el
tamafio fue algo menor del esperado (42 kDa), sin embargo es frecuente que las proteinas de
membrana migren con pesos moleculares ligeramente diferentes por la presencia de
detergentes (Rath et al., 2009).
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Figura Al.1. Analisis de células de E. coli C43 (C43) y BL21 (BL21) transformadas con el plasmido pETacr3-1
crecidas a 30°C no inducidas o inducidas (1 mM de IPTG durante 3 horas) e incubacién de las membranas en
presencia de DDM 2% mediante deteccion por: (A) gel de acrilamida tefiido con azul de Coomassi y (B) Western blot
realizado con anticuerpos anti-histidinas. Se observa una banda en torno a 40 kDa reactiva a los anticuerpos anti-
histidinas (flecha roja). El control positivo para el Western blot (Control) corresponde a la proteina citosélica CgMurC de

C. glutamicum purificada con colas de histidinas.

La banda obtenida y separada en el gel de acrilamida fue aislada del gel y analizada
mediante espectrometria de masas, sin embargo no se identifico la proteina CgAcr3-1 en la
muestra; por lo que se considera que la sobreexpresion de la proteina CgAcr3-1 en E. coli bajo
el promotor del fago T7 [como ocurre en las cepas BL21(DE3) y C43(ADE3)] puede resultar
toxica para las células.

Para solventar los posibles problemas de toxicidad de la proteina en E. coli, decidimos
purificar la proteina CgAcr3-1 mediante un sistema in vitro (ver apartado 2.4.9.2 de Materiales y
métodos), en el que la sintesis de la proteina de interés no se produce en el interior de E. coli si
no en un tubo “eppendorf” donde se afiaden todos los componentes necesarios para llevar a
cabo el proceso de transcripcion y traduccion a partir de un ADN molde donde se encuentra el
gen que codifica para la proteina de interés. Para ello el gen que codifica para la proteina
CgAcr3-1 fue clonado en el plasmido pIVEX2.4d. En el plasmido obtenido, plVacr3-1 (ver
Anexo A3.1y Tabla A4.3), el ATG inicial del gen Cgacr3-1 se encuentra a menos de 100 pb del
promotor P17y a 5-8 pb del sitio de union a ribosoma, asi como fusionado el gen Cgacr3-1 a

seis codones para una cola de histidinas en el extremo 5’ (amino terminal de la futura proteina);
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esta posicion del gen Cgacr3-1 es necesaria para que la ARN polimerasa y los ribosomas
afladidos en la mezcla de reaccion realicen los procesos de transcripcion y traduccién y se
obtenga finalmente la proteina CgAcr3-1.

Se realizaron diferentes pruebas cambiando la cantidad de plasmido plVacr3-1, la
temperatura y el tiempo de incubacion de la mezcla de reaccion, asi como la concentracién y el
tipo de detergentes y nos permitieron observar bandas proteicas en geles de acrilamida tefiidos
con azul de Coomassi con un tamafio alrededor de 45 kDa, que posteriormente se
corroboraron en analisis de Western blot (Figura A1.2). Sin embargo, en ninguno de los casos
las bandas fueron identificadas como una proteina arsenito permeasa mediante andlisis de
espectrometria de masas, sino mas bien como artefactos.

- — 80kDa

L | 60kDa

‘-.5 | a5kDa

e e | 35kDa

——— 25kDa

Coomassie Western blot

Figura A1.2. Andlisis de expresion de la proteina CgAcr3-1 in vitro bajo diferentes condiciones detectada mediante
dos condiciones: (A) gel de acrilamida tefiido con azul de Coomassi y (B) andlisis de Western blot realizado con
anticuerpos anti-histidinas. Composicion de las diferentes mezclas de reaccion: Carril 1, DDM 2%, 1 pg de plasmido,
30°C durante 12 horas de incubacién; Carril 2, Brig-35 1%, 0,5 pg de plasmido, 20°C durante 4 horas de incubacion;
Carril 3, sin detergentes, 0,5 pg de plasmido, 30°C durante 6 horas de incubacion.

Hasta la fecha ninguna de las proteinas arsenito permeasas descritas, ni proteinas
relacionadas como proteinas de la familia BART, han sido purificadas. Por tanto se necesitan
mas analisis para obtener la estructura de la proteina CgAcr3-1 de C. glutamicum y poder

explicar en mayor detalle el mecanismo de translocacion de As(lll) a través de la permeasa.
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Anexo 2. ldentificacion y estudio de las micorredox inas de C.

glutamicum

Recientemente se han identificado dos micorredoxinas en el genoma de C. glutamicum,
CgMrx1 y CgMrx2 (Ordéfiez et al., 2009), y solamente la proteina CgMrx1 esta acoplada al
mecanismo redox dependiente de micotiol (MSH) y participa in vitro en la cascada enzimatica
de reduccion de As(V) de las arseniato reductasas CgArsCl y CgArsC2 de C. glutamicum
(Ordéfiiez et al., 2009). La proteina CgMrx2 tiene un 76% de homologia con la enzima NrdH de
Corynebacterium ammoniagenes, la cual se ha identificado con una actividad similar a una
tiorredoxina acoplada a la tiorredoxina reductasa (TrxR) (Stehr & Lindqvist, 2004); la proteina
CgMrx2 también se acopla in vitro a la proteina CgTrxR de C. glutamicum (Ordoéfiez et al.,
20009).

Las micorredoxinas (Mrx) son proteinas con una funcién similar a las glutarredoxinas (Grx)
pero que desempefian su funcién de una manera especifica para el MSH. El MSH es un
pseudoazlcar exclusivo de actinobacterias y un estudio detallado de la distribucién de
proteinas homélogas a CgMrx1 y CgMrx2 en actinobacterias puso de manifiesto la presencia

de las dos Mrxs en practicamente todas las familias del orden Actinomycetales (Figura A1.1).

Un rastreo al genoma de C. glutamicum en busca de nuevas micorredoxinas ha permitido
identificar una nueva micorredoxina, la micorredoxina 3 (CgMrx3; cg0496), que conserva una
identidad de un 23% con la glutarredoxina 3 de E. coli (EcGrx3) y la glutarredoxina GrxB de
Synechocystis sp. PCC 6803 (SynGrxB). Proteinas homologas a la enzima CgMrx3 se han
encontradas también ampliamente distribuidas en actinobacterias (Figura A2.2), encontrandose
en practicamente todos los microorganismos donde antes se habian identificado proteinas

homologas a CgMrx1 y CgMrx2.
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Figura A2.1. Andlisis filogenético de las proteinas homologas a las proteinas Mrx1 y Mrx2 de diferentes especies

de actinobacterias. Los nimeros representados son porcentajes por bootstrapping (1.000 réplicas). Las proteinas Mrx1
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Figura A2.2. Analisis filogenético de las proteinas homélogas a la proteina Mrx3 de diferentes especies de
actinobacterias. Los numeros representados son porcentajes por bootstrapping (1.000 réplicas). Se muestran los

cédigos de los genes que codifican para estas proteinas.

La proteina CgMrx3 presenta un tamafio similar a la proteina EcGrx3, sin embargo carece
del dominio catalitico tipico de las glutarredoxinas (CPYC), que si que esta presente en
CgMrx1 (Figura A2.3). A partir del alineamiento de la Figura A2.3 se constanta la ausencia de
cinco aminoacidos aproximadamente a la mitad de la proteina CgMrx3 que estan presentes en
el resto de las proteinas analizadas y de la existencia de una tercera cisteina (cisteina 65) en la

secuencia de CgMrx3 y que esta conserva en las enzimas EcGrx3 y SynGrx1.
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Figura A2.3. Alineamiento de las micorredoxinas del subgrupo de Mrx3: C. glutamicum (CgMrx3 y CgMrx1), M.
tuberculosis (MtMrx3), Synechocystis sp. NCC 6803 [SynGrxB; Kaneko et al., (1996)], E. coli [EcGrx3; Aslund et al.,
(1996)], Rhodococcus equi (ReMrx3) y M. smegmatis (MsMrx3). Se sefiala el dominio catalitico CxxC (verde) y la

tercera cisteina de CgMrx3 (flecha roja).

La proteina CgMrx3 tiene un peso molecular de 8,71 kDa y esta codificada por el gen
Cgmrx3, el cual tiene 237 pb y se encuentra en un operon junto a otros genes implicados en la
sintesis de grupos hemo o porfirinas (Figura A2.4A). Esta organizacion se mantiene en otras
actinobacterias, como M. tuberculosis, M. smegmatis, N. farcinica, R. erythropolis y S.
coelicolor A3(2), y en diferentes especies de corinebacterias como C. efficiens y C. jeikeium.
Sin embargo, el gen Cgmrx1 (240 pb) que codifica para la proteina CgMrx1 (8,72 kDa) se
encuentra formando parte de un operén junto con otros genes sin una funciéon aparentemente

relacionada entre ellos (Figura A2.4B).
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Figura A2.4. (A) Localizacién del gen Cgmrx3 que codifica para la proteina CgMrx3 en el genoma de C.
glutamicum. cg0495: hipotética fosfatasa de fosfoserina; hemA (cg0497): glutamil t-ARN reductasa; hemC (cg0498):
porfobilinégeno desaminasa. (B) Localizacion del gen Cgmrx1 que codifica para la proteina CgMrx1 en el genoma de
C. glutamicum. folA (cg0965): dihidrofolato reductasa; thyA (cg0966): timidilato sintasa; cysQ (cg0967): 3’
fosfoadenosina 5’ fosfosulfato (PAPS) 3’ fosfatasa.

A2.1. Inactivacion de los genes que codifican para las micorredoxinas

en C. glutamicum .

Para analizar las funciones de las micorredoxinas en C. glutamicum, intentamos interrumpir
y delecionar los genes que las codifican. El intento de interrupcién y delecién del gen Cgmrx2
resultd ser fallido (Ordofiez E., datos no publicados), por lo que parece que ser esencial para la
viabilidad celular. Esta conclusion es consistente con los datos obtenidos en C. ammoniagenes,
donde el gen que codifica para la enzima NrdH es esencial y la proteina estaria implicada en el
proceso de reduccion de los desoxirribonucleétidos (Stehr & Lindqvist, 2004). Por ello se pasé
a intentar interrumpir los genes Cgmrx1l y Cgmrx3 de C. glutamicum; para ello fragmentos
internos de 99 y 123 pb, respectivamente, fueron clonados en el plasmido suicida de
corinebacterias pK18mob, obteniéndose los plasmidos pKmrxlint y pKmrx3int (ver Anexo A3.2
y Tabla A4.3). Estos plasmidos fueron transferidos por conjugacion a C. glutamicum RES167 y
se integraron en el cromosoma por recombinacién homéloga a través del fragmento interno
clonado en ellos. Por otro lado, se intentaron delecionar los genes por un sistema de doble
recombinacion usando el método de sacB (Schafer et al., 1994; Jager et al., 1992), el cual

permite obtener mutantes sin ningin marcador de seleccion (ver Anexo A3.2).
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Tras varios intentos de conjugacion en C. glutamicum, se obtuvo un mutante interrumpido y
otro delecionado para el gen Cgmrx1, denominados C. glutamicum Mrx1 y C. glutamicum
DELMrx1 (Tabla A4.5), respectivamente, y un mutante interrumpido para el gen Cgmrx3,
denominado C. glutamicum Mrx3 (Tabla A4.5), por lo que se deduce que estos dos genes no
son esenciales para la viabilidad celular. Los analisis de PCR realizados a los transconjugantes
obtenidos mediante los oligonucleétidos M13 universales o chegM1 (Tabla A4.1) confirmaron la
integracion de los plasmidos pKmrxlint y pKmrx3int en los genes Cgmrxl o Cgmrx3 de C.

glutamicum y la delecién del gen Cgmrx1.

Los transconjugantes obtenidos anteriormente fueron sometidos a analisis de resistencia a
As(V) en medio liquido de forma que solo el mutante C. glutamicum Mrx3 exhibia una
sensibilidad de 0,2 mM a As(V) (Figura A2.5A); esta sensibilidad fue similar a la que presentan
los mutantes que carecen de las dos arseniato reductasas CgArsC1l y CgArsC2 dependientes
de MSH/Mrx1 (cepas C. glutamicum ArsC1-C2 y C. glutamicum 2Aars). Los mutantes C.
glutamicum Mrx1 y C. glutamicum DELMrx1 no presentan cambios en el nivel de resistencia a
As(V) en comparacion con lo observado para la cepa silvestre C. glutamicum ATCC 13032
(Figura A2.5A). Sin embargo, el nivel de resistencia a As(lll) de los tres mutantes afectados en
las micorredoxinas fue similar al de la cepa C. glutamicum ATCC 13032 y al mutante C.
glutamicum ArsC1-C2 (Figura A2.5B). A la vista de estos resultados, todo parece indicar que
ninguna de las dos micorredoxinas esta implicada en la resistencia directa a As(lll) y que
solamente la micorredoxina CgMrx3 estaria implicada in vivo en el proceso de reduccién de

As(V) a As(lll) en C. glutamicum.

Para completar estos estudios se obtuvo un doble mutante de micorredoxinas (C.
glutamicum Mrx1-Mrx3; Tabla A4.5); para ello el vector pKmrx3int se transfirié por conjugacién
a la cepa C. glutamicum DELMrx1 que tiene el gen Cgmrx1l delecionado. El mutante C.
glutamicum Mrx1-Mrx3 como se esperaba presentd el mismo nivel de resistencia a As(V) que la
cepa carente de CgMrx3 (Figura A2.5A) y no presenté cambios en la resistencia a As(lll) en
comparacion con la cepa silvestre (Figura A2.5B). Esto confirmaria que la proteina CgMrx1 no
parece ser la micorredoxina preponderante en el proceso de reduccion in vivo de As(V) por las
arseniato reductasas dependientes de MSH/Mrx (CgArsC1l y CgArsC2), a pesar de que in vitro
estas reductasas si se acoplan a CgMrx1 (Ordéiez et al., 2009). Un resultado similar ha sido
detectado con la glutarredoxina SynGrxB (slr1562) de Synechocystis sp. PCC 6803, la cual a
pesar de participar conjuntamente con las arseniato reductasas SynArsC y SynArsl en el
proceso de reduccién de As(V) in vitro, la inactivacion del gen SyngrxB no provoca cambios en

la resistencia a As(V) in vivo en Synechocystis sp. (L6pez-Maury et al., 2009).
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Figura A2.5. Resistencia a As(V) (A) y As(lll) (B) en C. glutamicum ATCC 13032 (negra), C. glutamicum 2Aars
(roja), C. glutamicum ArsC1-C2 (verde), C. glutamicum Mrx1 (azul), C. glutamicum DELMrx1 (amarilla), C. glutamicum
Mrx3 (rosa) y C. glutamicum Mrx1-Mrx3 (naranja). Los resultados representados son el resultado de tres experimentos

independientes.

Las enzimas Grx son proteinas que participan en mantener el equilibrio redox de las células,
y protegen a las células frente a agentes exdgenos que causan estrés oxidativo (Lillig et al.,
2008; Storz & Toledano, 1994). Para comprobar si las micorredoxinas llevan a cabo también
esa funcion, los mutantes de micorredoxina obtenidos: C. glutamicum Mrx1, Mrx3 y Mrx1-Mrx3
se crecieron en medio MMC junto con diferentes estreses fisicos, como la temperatura o el
estrés osmotico (KCI 0,2 M), y quimicos por la presencia de diferentes elementos quimicos
como cobre, cadmio, mercurio, cromo, niquel, plomo o zinc; sin embargo en ninguno de los
casos se vio afectado el crecimiento de los mutantes de micorredoxina en comparacion con la
cepa silvestre. Solamente la exposicién a peroxido de hidrogeno y a diamida provoco un
cambio en el crecimiento de los mutantes de micorredoxina en comparacion con la cepa
silvestre C. glutamicum ATCC 13032 (Figura A2.6). Se observé un incremento de la resistencia
a peroxido de hidrégeno en los mutantes de micorredoxina en comparacién con la cepa
silvestre, cambio que fue algo mas acusado cuando se uso el doble mutante C. glutamicum
Mrx1-Mrx3 (Figura A2.6A). Sin embargo, los mutantes simples y dobles de las micorredoxinas
presentaron una disminucién similar de la resistencia a diamida en comparaciéon con la cepa
silvestre C. glutamicum ATCC 13032 (Figura A2.6B).
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Figura A2.6. Andlisis de resistencia a peroxido de hidrégeno (H,O,) (A) y diamida (B) en diferentes cepas de C.
glutamicum. Al lado de cada placa se indica la concentracion final de H,O, 0 diamida utilizada. (1) C. glutamicum ATCC
13032, (2) C. glutamicum Mrx1, (3) C. glutamicum Mrx3, (4) C. glutamicum Mrx1-Mrx3.

Estos resultados parecen indicar que las micorredoxinas de C. glutamicum no son solo
exclusivas del proceso de reduccién de As(V), sino que también participan en la proteccion de

la célula frente a agentes oxidantes, al igual que ocurre con las glutarredoxinas EcGrx1,
EcGrx2 y EcGrx3 de E. coli (Vlamis-Gardikas et al., 2002).
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A2.2. Analisis invitro de la proteina CgMrx3 de C. glutamicum .

Para analizar la posibilidad de que la proteina CgMrx3 se acoplara in vitro al sistema
MSH/Mrx de C. glutamicum y por tanto participara en la reduccion de As(V) junto con las
arseniato reductasas CgArsC1 y CgArsC2 (sistema al cual si se acopla la enzima CgMrx1), se
pasé a purificar la proteina CgMrx3. Para ello se clon6 el gen Cgmrx3 en el plasmido
pET28a(+) obteniendo los vectores pPETmrx3N y pETmrx3C (ver Anexo A3.1 y Tabla A4.3), los
cuales mantienen el gen Cgmrx3 fusionado a seis codones que codifican para una cola de
histidinas en el extremo amino o carboxilo terminal, respectivamente. Con estos vectores se
transformé la cepa de E. coli BL21(DES3), pero solamente en el caso del plasmido pETmrx3C la

proteina CgMrx3 pudo ser sobreexpresada y purificada mediante cromatografia de afinidad.

La enzima CgMrx3 purificada fue oxidada con diamida y sometida a ensayos in vitro
incubandola con MSH, CgMTR y NADPH y observando el consumo de NADPH mediante
disminucién de la DOz4nm. Tras probar diferentes concentraciones de cada uno de los
componentes de la reaccion, tampones de reaccion y ordenes de adicion de los diferentes
componentes en la mezcla de reaccion, no se observé reaccion in vitro de la proteina CgMrx3
con el sistema redox MSH/Mrx (Figura A2.7A).
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Figura A2.7. Andlisis de acoplamiento de la proteina CgMrx3 a los sistemas redox MSH/Mrx (A) y Trx/TrxR (B). El
acoplamiento se sigui6é observando el consumo de NADPH mediante la disminucién de la absorbancia a 340 nm. Las
lineas indicadas como control (controles positivos) corresponden a las proteinas CgMrx1 (A) o CgTrx (B) en ambos
casos oxidadas con diamida. Resto de las lineas corresponden a diferentes condiciones en la mezcla de reaccién con
variacion de la concentracion de la proteina CgMrx3: (o) 10 uM; (A) 20 pM; (0) 50 pM; (o) 100 pM.

Dado que en C. glutamicum se ha identificado el sistema de oxidacién-reduccion Trx/TrxR
(Fanous et al., 2008) y que se ha descrito que la glutarredoxina SynGrxA de Synechocystis sp.
es reducida por la proteina TrxR (Li et al., 2007), se pasO a analizar si la proteina CgMrx3
pudiera estar asociada a dicho sistema. Para ello seguimos el consumo de NADPH acoplado a
la disminucién de la absorbancia a 340 nm de la mezcla de reacci6on formada por CgMrx3
oxidada con diamida, CgTrxR, NADPH y As(V); sin embargo tampoco se observo acoplamiento

alguno de la proteina CgMrx3 al sistema Trx/TrxR (Figura A2.7B).
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A la vista de los resultados, parece que en C. glutamicum y para las arseniato reductasas
CgArsCl y CgArsC2 existe una dependencia de la proteina CgMrx3 como donador de
electrones y que la enzima CgMrx1 no puede complementar la carencia de CgMrx3 in vivo. Sin
embargo, el funcionamiento in vitro de la proteina CgMrx3 necesita ser analizado en mayor

detalle para determinar cual es su mecanismo exacto de accion.
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Anexo 3. Estrategias de clonacion.

A3.1. Clonacién de genes en vectores para expresion de proteinas.

El gen que codifica para la arsenito permeasa CgAcr3-1 fue amplificado usando el ADN total
de C. glutamicum ATCC 13032 con las parejas de oligonucleétidos Pacr3-1Fw/Pacr3-1Rv
(Tabla A4.1). El fragmento resultante fue digerido con Ndel/BamHI y clonado en el vector
pET28a(+) (Tabla A4.2 y Figura A3.1), obteniéndose el vector pETacr3-1 (Tabla A4.3), en
donde queda fusionado el extremo amino terminal de la arsenito permeasa a una cola de
histidinas. Ese mismo fragmento del gen Cgacr3-1 amplificado y digerido con las mismas
enzimas de restriccion fue clonado en el plasmido pIVEX2.4d (Tabla A4.2 y Figura A3.1)
obteniéndose el vector plVacr3-1. La clonacién de ambos vectores permite obtener dos
versiones de la arsenito permeasa que se utilizaran en procesos de purificacion dependiendo

del tipo de ensayo a realizar, in vivo o in vitro, respectivamente.
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Figura A3.1. Esquema de los vectores pET28a(+) y pIVEX2.4d.

Los genes que codifican para las proteinas CgArsC1’, CgArsC4 y la version truncada de la

proteina CgArsC1l’ que carece de los 78 aminoacidos del extremo amino terminal (CgArsC1'T)
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fueron amplificados usando los oligonucleétidos arsCl'Fw/arsC1’'Rv, arsC4Fw/arsC4Rv y
arsC1'TFw/arsC1'TRv (Tabla A4.1). Los fragmentos resultantes (640 pb, 442 pb y 348 pb,
respectivamente) fueron digeridos por Ndel/Xhol y clonados en pET28a(+) obteniendo los
vectores pETarsC1’, pETarsC4 y pETarsC1'T (Tabla A4.3).

En el caso de la proteina CgMrx3 clonamos el gen que la codifica en el plasmido pET28a(+)
obteniendo dos construcciones diferentes, una con el gen fusionado a seis codones que
codifican para una cola de histidinas en el extremo amino y otra construccién con la cola de
histidinas en el extremo carboxilo. Para ello el gen fue amplificado con las parejas de
oligonucledtidos mrx3NFw/mrx3NRv y mrx3CFw/mrx3CRv (Tabla A4.1) y los fragmentos
amplificados fueron digeridos Ndel/Hindlll y Ncol/Xhol, obteniéndose los vectores pETmrx3N y

pPETmrx3C, respectivamente (Tabla A4.3).
A3.2. Interrupcion génica.

Para la interrupcion génica por simple recombinacion de los genes estudiados se han
clonado fragmentos internos de los genes de interés en los plasmidos suicidas y movilizables
pK18mob y pOJ260 (Tabla A4.2).
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Figura A3.2. Esquema de los vectores pK18mob y pOJ260.
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En el caso de la arsenito permeasa CgAcr3-3, de la arseniato reductasa CgArsC1’ y de las
micorredoxinas CgMrx1 y CgMrx3 se clonaron fragmentos internos de 310 pb, 282 pb, 99 pb y
123 pb respectivamente, que se amplificaron usando las parejas de oligonucleétidos acr3-
3intFw/acr3-3intRv, arsCl'intFw/arsC1'ntRv, mrxlintFw/mrxlintRv y mrx3intFw/mrx3intRv
(Tabla A4.1). Los fragmentos obtenidos fueron digeridos usando las enzimas BamHI/Hindlll y
subclonados en el plasmido pK18mob digerido con las correspondientes enzimas,

obteniéndose los vectores pKacr3-3int, pKarsCZl'int, pKmrxlint y pKmrx3int (Tabla A4.3).

En el caso del gen CgarsC4 se amplifico un fragmento interno de 235 pb con la pareja de
oligonucledtidos arsC4intFw/arsC4intRv (Tabla A4.1); posteriormente, se digirié el fragmento
amplificado con las enzimas de restriccion BamHI/Hindlll para clonarlo en el plasmido pOJ260.

Como resultado se obtuvo el vector pOarsC4int (Tabla A4.3).

Los genes Cgmrx1l y Cgmrx3 se intentaron delecionar utilizando la estrategia del sistema
sacB. Para la delecion se cloné en el plasmido pK18mobsacB (Figura A3.3 y Tabla A4.2) un
fragmento de 1.000 pb para cada gen generado mediante PCR de fusion. Las bandas de 1.000
pb para la delecion incluyen 500 pb de la region situada aguas arriba de los genes Cgmrx1 o
Cgmrx3 fusionadas a otro fragmento de 500 pb situado aguas abajo de los genes Cgmrx1 o
Cgmrx3. Los dos fragmentos de 500 pb para la delecion de cada una de las micorredoxinas
fueron amplificados utilizando las parejas de oligonucle6tidos mrxlsaclFw/mrxlsaclRv y
mrxlsac2Fw/mrxlsac2Rv para el gen Cgmrxl, y mrx3saclFw/mrx3saclRv vy
mrx3sac2Fw/mrx3sac2Rv para el gen Cgmrx3 (Tabla A4.1). Las reacciones de PCR de fusién
de 1.000 pb fueron generadas utilizando las dos PCRs anteriores de 500 pb de cada
micorredoxina como moldes con las siguientes parejas de oligonucleétidos
mrxlsaclFw/mrxlsac2Rv para la delecion de Cgmrxl y mrx3saclFw/mrx3sac2Rv para
Cgmrx3. Finalmente las bandas de 1.000 pb fueron digeridas con EcoRI/Hindlll o BamH/Xbal y
ligadas a pK18mobsacB digerido con las mismas enzimas, obteniendo los plasmidos

pKsacmrx1 y pKsacmrx3, respectivamente (Tabla A4.3).
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Figura A3.3. Esquema del vector pK18mobsacB.

A.3.3. Complementacion o aumento de la expresién gé  nica.

Para aumentar los niveles de las proteinas estudiadas (sobreexpresién) se clonaron los
genes que las codifican en plasmidos bifuncionales de corinebacterias-E. coli, como el vector
pECM2 (Figura A3.4 y Tabla A4.2).
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Figura A3.4. Esquema de los vectores pECM2 y pHXisNpro.

Los genes que codifican para las aguaglicerolporinas CdGIpF y ScGlpF de Corynebacterium

diphtheriae y Streptomyces coelicolor A3(2), los reguladores CgArsR1 y CgArsR2 de C.
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glutamicum y las polifosfato kinasas CgPPK2A y CgPPK2B de C. glutamicum fueron
amplificados  con los  oligonucleétidos  glpFcdFw/glpFcdRy, glpFscFw/glpFscRy,
arsR1Fw/arsR1Rv, arsR2Fw/arsR2Rv, ppk2AFw/ppk2ARV y ppk2BFw/ppk2BRYv (Tabla A4.1), y
digeridos con Ndel/Xhol. Estos fragmentos fueron clonados primero en el vector pHXisNpro
(Figura A3.4 y Tabla A4.2) igualmente digerido con las mismas enzimas, quedando asi el
fragmento clonado bajo el control del promotor Py,,. De los vectores resultantes, pHCd, pHSc,
pHR1, pHR2, pHPPK2A y pHPPK2B, respectivamente (Tabla A4.3), fueron liberados dos
fragmentos usando la enzima de restriccion Bglll; los fragmentos Bglll/Bglll conteniendo el
promotor Py, con el gen de interés flanqueados por los terminadores T1 y T2 (cassettes de
Bglll) fueron subclonados en el plasmido pECM2 (previamente digerido con la enzima BamHl),
obteniéndose los vectores pECd, pESc, pER1, pER2, pEPPK2A y pEPPK2B (Tabla A4.3),

respectivamente.

El fragmento cromosomico formado por los genes CgarsCl y CgarsCl' fue amplificado
como un cassette usando el ADN total de C. glutamicum ATCC 13032 con las parejas de
oligonucleétidos arsClFw/arsC1’'Rv (Tabla A4.1). El fragmento de 1.135 pb amplificado fue
digerido con Ndel/Xhol y clonado primero en el vector pHXisNpro digerido con las mismas
enzimas quedando asi el gen CgarsC1 bajo el control del promotor Py,, y €l gen CgarsC1’ bajo
su propio promotor. El vector resultante (pHC1C1’; Tabla A4.3) fue digerido con la enzima de
restricciéon Bglll y el fragmento Bglll/Bglll conteniendo el promotor Py,, con los genes de interés
flanqueados por dos terminadores fueron subclonado en el plasmido pECM2 digerido con la
enzima BamHI, obteniéndose el vector pEC1C1’ (Tabla A4.3). La version truncada de la
proteina CgArsC1’ fue clonada en el vector pECM2 siguiendo un protocolo similar; el fragmento
de 348 pb del gen CgarsC1'T, careciendo de los 234 nucledtidos que codifican para los 78
aminoacidos del extremo amino terminal de la proteina CgArsC1’, fue amplificado con la pareja
de oligonucleétidos arsC1 TFw/arsC1'Rv colocando un coddn para una metionina como primer
aminoacido de la proteina y usando como molde el ADN total de C. glutamicum ATCC 13032.
El fragmento amplificado fue digerido con Ndel/Xhol y clonado primero en el vector pHXisNpro.
El vector resultante, pHC1'T, (Tabla A4.3) fue digerido con la enzima de restricciéon Bglll y
subclonado en el plasmido pECM2 digerido con la enzima BamHI, obteniéndose el vector
PECL'T (Tabla A4.3).

Los genes que codifican para las proteina CgAcr3-1, CgAcr3-2 y CgAcr3-3 junto con su
propias secuencias promotoras fueron amplificados con las parejas de oligonucleétidos acr3-
1Fw/acr3-1Rv, acr3-2Fw/acr3-2Rv y acr3-3Fw/acr3-3Rv, respectivamente (Tabla A4.1). Los
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fragmentos obtenidos (1.275 pb, 1.230 pb y 1.197 pb) se digirieron con Dral y se clonaron en el
vector pECM2, obteniéndose los vectores pECacr3-1, pECacr3-2 y pECacr3-3 (Tabla A4.3).
Esos mismos fragmentos amplificados fueron digeridos con BamHI/Hindlll y clonados en el
vector pKarslup (Figura A3.5 y Tabla A4.2), previamente digerido con las mismas enzimas. El
plasmido pKarslup presenta una region de 500 pb del genoma de C. glutamicum procedente
del extremo 5’ del operén arsl y que es usada como regidon de homologia para el proceso
recombinativo. Los vectores resultantes fueron llamados pKacr3-1, pKacr3-2 y pKacr3-3 (Tabla
A4.3). Estos vectores derivados de pKarslup introducidos en C. glutamicum 2Aars permiten
obtener una sola copia cromosomica de Cgacr3-1 o Cgacr3-2 bajo su propio promotor 0 un
merodiploide con dos copias cromosomicas del gen Cgacr3-3 intactas. La transformacion de E.
coli AW3110 con estos plasmidos permitido sobreexpresar los genes de las arsenito permeasas

de forma heterologa.
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Figura A3.5. Esquema del vector pKarslup.
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A.3.4. Fusion de proteinas a cola de histidinas

La estrategia utilizada para concentrar proteinas en C. glutamicum y en E. coli ha sido la

fusion del gen que las codifica a una cola de seis u ocho histidinas.

El gen Cgacr3-1 fue amplificado con la pareja de oligonucleétidos siguiente acr3-1Fw2/arc3-
1HisRv (Tabla A4.1) con lo que se amplifica el gen bajo su propia secuencia promotora, se
elimina el codén de fin del gen y se afiaden codones para una cola de seis histidinas en el
extremo carboxilo terminal. Los fragmentos obtenidos se digirieron con Dral y se clonaron en el
vector pECM2 digerido con EcoRV, obteniéndose el plasmido pECacr3His (Tabla A4.3). Ese
mismo fragmento amplificado fue digerido con BamHI/HindlIIl y clonado en el vector pKarslup,
previamente digerido con las mismas enzimas. El vector resultante fue llamado pKacr3His
(Tabla A4.3).

Los genes CgarsC1l' y CgarsC4 fueron amplificados con las parejas de oligonucleétidos
siguientes arsC1'Fw2/arsC1’'HisRv y arsC4Fw2/arsC4HisRv (Tabla A4.1) con lo que se elimina
el coddn de fin del gen y se afiaden codones para una cola de ocho histidinas en el extremo 5’
de cada gen. Los fragmentos obtenidos (664 pb y 372 pb, respectivamente) se digirieron con
BamHI/Hindlll y se clonaron en el vector pK18mob, previamente digerido con las mismas

enzimas. Los vectores resultantes fueron llamados pKarsC1'His y pKarsC4His (Tabla A4.3).
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ANEXO 4. Oligonucledtidos, plasmidos y cepas.

Los oligonucleétidos utilizados en este trabajo se han disefiado segun la secuencia del

genoma de C. glutamicum anotada en la base de datos EMBL (NC_006958.1).

Tabla A4.1. Oligonucleétidos usados en el presente trabajo.

Los sitios de corte para enzimas de restriccion aparecen subrayados y las mutaciones

introducidas en algunas secuencias se resaltan en negrita y subrayado.

Experimento Nombre Gen | Secuencia de nucleétidos (5'- 3%)
Inactivacion de acr3-3intFw acr3-3 | CGGGATCCCGATTCTCGCGCCGTGCATTGATTAC (BamHl)
Cgacr3-3 acr3-3intRv acr3-3 | CCCAAGCTTGGGCTGCCACTTTCTTGCCACTTGCTGAG
(Hindlll)
arsC4intFw arsC4 | TATTTTAAA GGATCCTTCAGTATCTCAAAGACACG
Inactivacion de (Dral/BamHlI)
CgarsC4 arsC4intRv arsC4 | TATTTTAAA AAGCTTGCTCAGTTTCAGGTGTTTCTG
(Dral/HindlIl)
Inactivacion de arsCl'intFw arsCl’ | CGGGATCCCGCTGAAGGTAAGGTGGCTTCAC (BamHI)
, arsCl'intRv arsCl’ | CCCAAGCTTGGCACACATCTCCACATCCCATTGTTATG
CgarsC1 (HindIll)
mrxlintFw mrxl | TAATTTAAA AAGCTTACCTCATCGACGTCGACC (Dral/BamHI)
mrxlintRv mrxl | TAATTTAAA GGATCCATCGGAGTAGCGCAC (Dral/Hindlll)
mrx3intFw mrx3 | TAATTTAAA GGATCCCCAGATTTTGCCGATTGTTGAGG
(Dral/BamHI)
mrx3intRv mrx3 | TAATTTAAA AAGCTT GGCACGCGATCACCGAATTCC
(Dral/HindlIl)
mrxlsaclFw | ------ TAATTTAAA GAATTC
CATTGATGCAGTTCAATGGGGGTAAATTG (Dral/EcoRl)
Inactivacion de mrxlsaclRv | - GTTTAAGGAGCAAACTCTAGAGCAAAAAAGAGCCTTTC (Xbal)
C 1 mrxlsac2Fw | ------ GAAAGGCTCTTTTTTGCICTAGAGTTTGCTCCTTAAAC (Xbal)
gmrx. 0 MIXLSAc2RY | ~-ooeev TAATTTAAA AAGCTT
Cgmrx3 ATTTATGACAACCACAAGGAACAGGTCG (Dral/HindIll)
chegM1 | - AAGCAGTTGAGTGCGGCATGTG
mrx3saclFw | ------ TAATTTAAAGGATCCCTTCCGGAAGAGTCCTTGGGCG
(Dral/BamHI)
mrx3saclRv | - ATGGCTTTCATTCGCGGATTGCGCCCACTCCCTC
mrx3sac2Fw | ------ GAGGGAGTGGGCGCAATCCGCGAATGAAAGCTAC
mrx3sac2Rv | ------ TAATTTAAA TCTAGA GTATGCAGCGCGGTCCTGGGTAAGTG
(Dral/Xbal)
chegM3 | - TCTTCCTTCAGAGCTCATGAGACAAAC
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Experimento Nombre Gen Secuencia de nucleétidos (5'- 3)
Pacr3-1Fw | acr3-1 TAAAAATTT CATATG ACAAACTCAACTCAGACGCGGG
(Dral/Ndel)
Pacr3-1Rv | acr3-1 TAA AAATTT GGATCC CTATGAGTTGATGATTTGGCTGG
(Dral/BamHI)
arsC4Fw arsC4 ATTITTAAA CATATGAAAGTCACGATTTTCCATAATCCG
(Dral/Ndel)
Purificacion de arsC4Rv arsC4 ATTTTAAA CTCGAGTCACAAGATGCTGTCAATG (Dral/Xhol)
proteinas arsC1'Fw arsCl’ ATTITTAAA CATATGACCGGGCAAGCTGC (Dral/Ndel)
arsC1'TFw | arsCl’ TAT CATATG CTGCACGCACTTGCG (Ndel)
arsC1'Rv arsCl’ ATTITTAAA CTCGAGCTAGTTTTGCGATAATTGAATG
(Dral/Xhol)
mrx3NFw mrx3 TAA TTTAAA CCATGG GCCATTCGGTGGAG (Dral/Ndel)
mrx3NRv mrx3 TAA TTTAAA CTCGAG CAACAAAGCATTGGCTAAC (Dral/Xhol)
mrx3CFw mrx3 TAA TTTAAA CATATG GGCCATTCGGTGGAG (Dral/Ncol)
mrx3CRv mrx3 TAA TTTAAA CTCGAG TCACAACAAAGCATTGGC (Dral/Xhol)
Sobreexpre acr3-1Fw acr3-1 TAATTTAAA GGATCCATCACTGGACAGGGGTC (Dral/BamHl)
- acr3-1Rv acr3-1 TAATTTAAA AAGCTTCTATGAGTTGATGATTTGGCTGG
sién de las (Dral/Hindlll)
arsenito acr3-2 Fw | acr3-2 TAAGATATC GGATCC GGGACAGGATTCTTAAAC-(Dral/BamHI)
permeasas acr3-2Rv | acr3-2 TAA GATATC AAGCTT TCATGATCCTGCATTCTCC
(Dral/HindlIl)
acr3-3Fw | acr3-3 TAA TTTAAA GGATCC GGGCAGCATCACCTTCGC
(Dral/BamHI)
acr3-3Rv | acr3-3 TAA TTTAAA AAGCTT TCATGACTCCCCTATGCC (Dral/Hindlll)
Sobreexpre glpFcdFw | glpFed TATTTTAAA CATATGACCGCCCTACAAGCATTC (Dral/Ndel)
it glpFcdRy glpFed TATTTTAAA CTCGAGCTACAGCACTACAGTG (Dral/Xhol)
sién de las | gipFscFw | glpFsc | TATTTITAAA CATATGGTGTCCAGCTCCGAC (Dral/Ndel)
aguaglicerolporin | gipFscRrv glpFsc TTATTTAAA CTCGAGTCAGGCGAACGCG (Dral/Xhol)
as
Sobreexpresion arsR1Fw arsR1 GGAATTC CATATGAGATTCGGGCTGGCTTGG (EcoRI/Ndel)
arsR1Rv arsR1 CCGCTCGAGCAAACGACTCATCATAATTCC (Xhol)
de los arsR2Fw arsR2 GGAATTC CATATGCTATTTAGTAAGGGTCATGAG
reguladores (EcoRI/Ndel)
arsR2Rv arsR2 CCGCTCGAGTTATCCGATTTGCAGGATTGTG (Xhol)
Sobreexpresion ppk2AFw ppk2A GGAATTC CATATGCGAAAGAAAAAAGACG (EcoRI/Ndel)
. ppk2ARv ppk2A CCGCTCGAGCTATTTCTTGGACTTC (Xhol)
de las polifosfato | [ hioprw | ppk2B | GGAATTC CATATGGTGGGTAAACTTCCC (EcoRI/Ndel)
kinasas ppk2BRV ppk2B CCGCTCGAGACCTTCTACTGAAAG (Xhol)
Sobreexpresion
de las arseniato | _ <~y arsCl ATTTTAAA CATATGAATAATCAACCATCAGTACTTTTCG

reductasas

(Dral/Ndel)
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Experimento Nombre Gen | Secuencia de nucleétidos (5'- 3)
acr3-1Fw acr3-1 | CACCTTTAAA GGATCCATCACTGGACAGGGGTCCCG
(Dral/BamHI)
) acr3-1HisRv | acr3-1 | TTTAAAAAGCTTCTAATGATGATGATGATGATGTGAGTTGATG
Fusiones a ATTT (Dral/HindIll)
histidinas , i
arsC1'Fw2 arsCl’ | TAT GGATCC ATGACCGGGCAAGCTGC (BamHI)
arsCl'HisRv | arsCl' [ TATAAGCTTCTAATGATGATGATGATGATGATGATGGTTTTGC
GATAATT (Hindlll)
arsC4Fw2 arsC4 | TAT GGATCC ATGAAAGTCACGATTTTCCATAATCCG (BamHI)
arsC4HisRv | arsC4 | TATAAGCTTCTAATGATGATGATGATGATGATGATGCAAGATG
CTGTCAATG (Hindlll)
N-acr3K72A | acr3-1 | ATGTACCCACCGTTGGCCGCAGTTCGGTATGACAAAACT
C-acr3K72A | acr3-1 | AGTTTTGTCATACCGAACTIGCGGCCAACGGTGGGTACAT
N-acr3C129A | acr3-1 | AATTGTAGGACTCGCACGAGCTATTGCGATGGTCTTGGTT
C-acr3C129A | acr3-1 | AACCAAGACCATCGCAATAGCTCGTGCGAGTCCTACAATT
N-acr3R210A | acr3-1 | CTTGCTGGAGTTTTCTCGGCAATTATTGGCGAAAAGATC
C-acr3R210A | acr3-1 | GATCTTTTCGCCAATAATTGCCGAGAAAACTCCAGCAAG
.. N-acr3T241A | acr3-1 | CTAATCGGTCTGCTTTATGCGATCGTCTTGTTGTTTTCA
Mutagénesis
dirigida de C-acr3T241A | acr3-1 | TGAAAACAACAAGACGATCGCATAAAGCAGACCGATTAG
Cgacr3-1 N-acr3E305A | acr3-1 | GCAGCTGGCAACAATTTTGCACTTGCGATTGCGGTGTCG
C-acr3E305A | acr3-1 | CGACACCGCAATCGCAAGIGCAAAATTGTTGCCAGCTGC
N-acr3E305D | acr3-1 | GCAGCTGGCAACAATTTTGCACTTGCGATTGCGGTGTCG
C-acr3E305D | acr3-1 | CGACACCGCAATCGCAAGIGCAAAATTGTTGCCAGCTGC
N-acr3E305F | acr3-1 | GCAGCTGGCAACAATTTTGCACTTGCGATTGCGGTGTCG
C-acr3E305F | acr3-1 | CGACACCGCAATCGCAAGIGCAAAATTGTTGCCAGCTGC
N-acr3E305K | acr3-1 | GCAGCTGGCAACAATTTTGCACTTGCGATTGCGGTGTCG
C-acr3E305K | acr3-1 | CGACACCGCAATCGCAAGIGCAAAATTGTTGCCAGCTGC
N-acr3E332A | acr3-1 | ACGATTGGTCCCTTGATTGCAATTCCAGTACTTGTCGGC
C-acr3E332A | acr3-1 | GCCGACAAGTACTGGAATIGCAATCAAGGGACCAATCGT

Oligonucle6tidos

universales

M13-20
M13-26
T7p
T7t

GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC
TAATACGACTCACTATAGGG
GCTAGTTATTGCTCAGCGG

259



Anexos

Tabla A4.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Tamafio Descripcion Referencia
5,3 kb Vector de expresion que contiene el origen de replicacion Novagen
+

pET28a( ) ColE1 de E. coli y un gen de resistencia a kanamicina.
Permite fusionar a un gen en los extremos 5 o 3
secuencias que codifican para seis histidinas.

PIVEX2 4d 3,5kb Vector que contiene el origen de replicacién de E. coliy un  5-PRIME

’ gen de resistencia a ampicilina. Permite fusionar a un gen

en el extremo 5 secuencias que codifican para seis
histidinas.

pK18mob 3,7 kb Vector movilizable que contiene el origen de replicacion (Schafer et al.,
ColE1l de E. coli y un gen de resistencia a kanamicina. 1994)
Puede ser transferido por conjugacién mediada por el RP4
de E. coli a otras bacterias.

p0OJ260 3,5kb Vector movilizable que contiene el origen de replicaciéon Col (Bierman et al.,
E1 de E. coli y un gen de resistencia a apramicina. Puede 1992)
ser transferido por conjugacién mediada por el plasmido
RP4 de E. coli a otras bacterias.

pK18mobsacB 5,6 kb Vector movilizable derivado del pK18mob que contiene el (Schafer et al.,
gen de resistencia a kanamicina y el gen sacB. El vector es  1994)
usado para generar mutantes delecionados en un
determinado gen.

pECM2 10,8 kb Vector movilizable capaz de replicarse en E. coli (origen de (Jager et al.,
replicacion p15A) y C. glutamicum (origen de replicacion 1992)
pHM1519). Contiene los genes de resistencia a kanamicina
y cloranfenicol.

pEC1 12 kb Derivado del pECM2 que contiene el gen CgarsC1 bajo el (Ordoéiiez et al.,
promotor Pian. 2009)

pEC1’ 12,3 kb Derivado del pECM2 que contiene el gen CgarsC1’ bajo el (Ordofiez et al.,
promotor Pyan. 2009)

. 5,2 kp Vector que contiene el origen de replicacién ColE1l de E. (Adham etal.,

pHXisNpro coli, un gen de resistencia a ampicilina y el dominio 2001)
catalitico de la xilanasa (xysA) de Streptomyces halstedii
con una cola de histidinas, bajo el promotor del gen de
resistencia a kanamicina y flanqueado por los terminadores
del gen de resistencia a metilenomicina (T1) y del fago fd
(T2).

pKars1up 4,3 kb Derivado de pK18mob que contiene un fragmento de 500 (Ordofiez et al.,

pb procedente de una zona aguas arriba del extremo 5’ del
oper6n ars1 de C. glutamicum.

2008)
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Nombre Tamario Descripcion Referencia
pETarsC2 5,6 kb Derivado de pET28a(+) que contiene el gen CgarsC2 de C. (Ordoiiez et al.,
glutamicum. 2009)
pETarsC1 5,6 kb Derivado del pET28a(+) que contiene el gen CgarsC1 de C. (Ordofiez et al.,
glutamicum. 2009)
PETMtr 6,7 kb Derivado de pET28a(+) que contiene el gen Cgmtr de C. (Ordofiez et al.,
glutamicum. 2009)
pETmrx1 5,6 kb Derivado de pET28a(+) que contiene el gen Cgmrx1 de C. (Ordofiez et al.,
glutamicum. 2009)
PETTIXR 6,2 kb Derivado de pET28a(+) que contiene el gen CgtrxR de C. (Ordofiez et al.,
glutamicum. 2009)
PETGrx2 6,0 kb Derivado de pET28a(+) que contiene el gen Ecgrx2 de E. Prof. Barry
coli. Rosen,
Universidad de
Florida
PETTrx 5,6 kb Derivado de pET28a(+) que contiene el gen Cgtrx de C. (Ordoiiez et al.,
glutamicum. 2009)
pAT6100 6 kb Vector que contiene el origen de replicacion de E. coliy un  (Mormann et al.,
gen de resistencia a kanamicina. Contiene el elemento 2006)
transponible 1S6100.
pMV23 5,2 kb Vector que contiene el origen de replicacion de E. coli y (Suzuki et al.,
genes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol. Contiene  2006)
el minitransposén Tn31831 y el gen tnpA de 1S31831 en cis.
pSUP301 5 kb Vector movilizable que contiene el origen de replicacién de  (Mateos et al.,

E. coli y genes de resistencia a ampicilina y kanamicina.
Puede ser transferido por conjugacion mediada por el
plasmido RP4.

1996)
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Tabla A4.3. Plasmidos construidos en este trabajo.

Nombre Resistencia Descripcién
R . . .
pETacr3-1 Km Derlvado_de; pET28a(+) que conuyene el gen Cgacr3-1 fusionado a una
cola de histidinas en el extremo 5'.
Ap" Derivado de pIVEX2.4d que contiene el gen Cgacr3-1 fusionado a una
plVacr3-1 ok ;
cola de histidinas en el extremo 5’.
R : . , .
pETarsC1’ Km Derlvado_d(-? pET28a(+) que contl(’ene el gen CgarsC1’ fusionado a una
cola de histidinas en el extremo 5'.
) KmR Derivado de pET28a(+) que contiene la version truncada del gen
pETarsCl T CgarsC1’ fusionado a una cola de histidinas en el extremo 5'.
R . . .
pETarsC4 Km Derlvado_dg pET28a(+) que contlfene el gen CgarsC4 fusionado a una
cola de histidinas en el extremo 5'.
R . . .
PETmMrx3N Km Denvado_de_: pET28a(+) que conuyene el gen Cgmrx3 fusionado a una
cola de histidinas en el extremo 5'.
R . . .
PETmrx3C Km Derlvado_de pET28a(+) que contlyene el gen Cgmrx3 fusionado a una
cola de histidinas en el extremo 3'.
. R : . .
pKacr3-3int Km Derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno de 310 pb
del gen Cgacr3-3.
. R . . .
pKarsC1l'int Km Derivado de pK1‘8mob gue contiene un fragmento interno de 282 pb
del gen CgarsC1'.
) R : . .
pOarsCdint Am Derivado de pOJ260 que contiene un fragmento interno de 235 pb del
gen CgarsC4.
. R . . .
pKmrxlint Km Derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno de 99 pb del
gen Cgmrx1.
. R : . .
pKmrx3int Km Derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno de 123 pb
del gen Cgmrx3.
pECd cm® KmR Derivado de pECM2 que contiene el gen CdglpF bajo el promotor Pyan.
pHCd Ap® Derivado de pHXisNpro que contiene el gen CdglpF.
pESC cm® Km® Derivado de pECM2 que contiene el gen ScglpF bajo el promotor Pyan.

262



Anexos

Nombre Resistencia Descripcion
pHSC Apt Derivado de pHXisNpro que contiene el gen ScglpF.
pER1 cm® KmR Derivado de pECM2 que contiene el gen CgarsR1 bajo el promotor
Pkan-
pHR1 Apf Derivado de pHXisNpro que contiene el gen CgarsR1.
pHR2 Apf Derivado de pHXisNpro que contiene el gen CgarsR2.
pER2 cm® KmR Derivado de pECM2 que contiene el gen CgarsR2 bajo el promotor
Pkan-
pHPPK2A Apf Derivado de pHXisNpro que contiene el gen Cgppk2A.
PEPPK2A cm® Km"® Eerivado de pECM2 que contiene el gen Cgppk2A bajo el promotor
kan-
pHPPK2B Apf Derivado de pHXisNpro que contiene el gen Cgppk2B.
pEPPK2B cm® Km® Eerivado de pECM2 que contiene el gen Cgppk2B bajo el promotor
kan-
pHC1'T Ap? Derivado’ de pHXisNpro que contiene la version truncada del gen
CgarsCl'.
ECLT cm® KmR Derivado de pECM2 que contiene la version truncada del gen
P s
CgarsC1’ bajo el promotor Pyan.
EC1C1’ cm® KmR Derivado de pECM2 que contiene el cassette de los genes CgarsCl y
p bai
CgarsC1’ bajo el promotor Pian.
) Apf Derivado de pHXisNpro que contiene el cassette de los genes
pHClCl CgarsCly CgarsCl'.
pKsacmrx1 KmF® Derivado de pk18mobsacB que contiene un fragmento de 1.000 pb
que incluye 500 pb de aguas arriba del gen Cgmrx1 y 500 pb aguas
abajo del gen Cgmrx1.
R . .
pKsacmrx3 Km Derivado de pkl18mobsacB que contiene un fragmento de 1.000 pb

que incluye 500 pb de aguas arriba del gen Cgmrx3 y 500 pb de
aguas abajo del gen Cgmrx3.
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Nombre Resistencia Descripcion
Km~ Derivado de pKarslup que contiene un fragmento de 1.275 pb que
pKacr3-1 ;
incluye el promotor y el gen Cgacr3-1.
KmR Derivado de pKarslup que contiene un fragmento de 1.230 pb que
pKacr3-2 ;
incluye el promotor y el gen Cgacr3-2.
Km~ Derivado de pKarslup que contiene un fragmento de 1.197 pb que
pKacr3-3 ;
incluye el promotor y el gen Cgacr3-3.
R R . .
pECacr3-1 Cm™ Km !I)erlvado de pECM2 que contiene un fragmento de 1.275 pb que
incluye el promotor y el gen Cgacr3-1.
R R . .
pECacr3-2 Cm™ Km !Derlvado de pECM2 que contiene un fragmento de 1.230 pb que
incluye el promotor y el gen Cgacr3-2.
R R . .
pECacr3-3 Cm™ Km Derlvado de pECM2 que contiene un fragmento de 1.197 pb que
incluye el promotor y el gen Cgacr3-3.
; Km~ Derivado de pKarslup que contiene el gen Cgacr3-1 bajo su propio
pKacr3His ) A !
promotor y fusionado a una cola de histidinas en el extremo 3'.
. R R . . _ . .
pECacr3His Cm™ Km Derivado de pE_CM2 que contiene el gen (_Zgacr3 1 bajo su proP|o
promotor y fusionado a una cola de histidinas en el extremo 3'.
. R . . s .
pKarsC1'His Km Derlvado_dg pK18mob que contle:ne el gen CgarsC1’ fusionado a una
cola de histidinas en el extremo 3'.
. R . . .
pKarsC4His Km Denvado_de_: pK18mob que cont|e’ne el gen CgarsC4 fusionado a una
cola de histidinas en el extremo 3.
R . ) i
pKacr3-1K72A Km Esgxado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
R . . L
pKacr3-1C129A Km Derivado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
C129A.
R . ) i
pKacr3-1R210A Km Derivado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
R210A.
R . . L
pKacr3-1T241A Km Derivado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
T241A.
KmR Derivado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion

pKacr3-1E305A

E305A.
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Nombre Resistencia Descripcion

R . . L

pKacr3-1E305D Km Derivado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
E305D.

R . ) i
pKacr3-1E305F Km Egggﬁdo de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion

R . ) i
pKacr3-1E305K Km Derivado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion

E305K.

R . . L

pKacr3-1E332A Km Derivado de pKacr3-1 que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
E332A.
R . . . .
pKacr3-1K72AHis Km Esgxado de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacién
KmF® Derivado de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacién
pKacr3- C129A
1C129AHis '
KmR® Derivado de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacién
pKacr3- R210A
1R210AHiIs '
KmR® Derivado de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
pKacr3- T241A
1T241AHis '

R . . . o
pKacr3- Km Egggido de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
1E305AHis '

R . . . o
pKacr3- Km Eggggdo de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
1E305DHis ]

R . . . o
pKacr3- Km ggg;le;do de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacion
1E305FHis '

KmF® Derivado de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacién
pKacr3- E305K
1E305KHis '

KmF® Derivado de pKacr3His que contiene el gen Cgacr3-1 con la mutacién
pKacr3- E332A
1E332AHis '
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Tabla A4.4. Cepas utilizadas en este trabajo.

Nombre Descripcién Origen o
referencia
E. coli TOP10 Cepa utilizada en experimentos de clonacion. Invitrogen
Genotipo: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL endAl nupG.
E. coli S17-1 Cepa utilizada como donadora en el proceso de conjugacion entre E. coliy C.
. . . (Schafer et al.,
glutamicum. Contiene integrados en su cromosoma los genes tra del
P . . 1990)
plasmido conjugativo RP4.
Genotipo: hds pro recA Tc::Mu
E. coliw3110 Cepa silvestre. (Bachmann.,
1972)
Genotipo: F- (rmD-rmE)
E. coli AW3110 Cepa derivada de E. coli W3110 que tiene sustituido el operén ars por el gen  (Carlin et al.,
de resistencia a cloranfenicol. 1995)
Genotipo: Cm~
E. coli BL21(DE3)  Cepa utilizada para la expresion de proteinas recombinantes en E. coli. Stratagene
Star
Genotipo: F2 omp T hdSB(rB2 mB2) gal dcm (DE3)
E. coli C43 (ADE3) Cepa derivada de la BL21(DE3) utilizada para la expresiéon de proteinas Lucigen

téxicas.

Genotipo: F — ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)

E. coli OSBR1 Cepa derivada de E. coli AW3110 que tiene interrumpido el gen EcglpF a (Sanders et al.,
través del transposon TnphoA. 1997)

E. coli Cg0223 Cepa derivada de E. coli OSBR1 que contiene el gen cg0223 en alto nimero  (Ord6fiez E. no
de copias y bajo el promotor Pyan. publicado)

E. coli Cg3387 Cepa derivada de E. coli OSBR1 que contiene el gen cg3387 en alto nimero  (Ordéfiez E. no
de copias y bajo el promotor Pyan. publicado)

C. glutamicum Cepa silvestre. Colonias amarillas en medio sélido. ATCC

13032
Fenotipo: Nal®.

C. glutamicum Cepa derivada de C. glutamicum ATCC 13032 utilizada como cepa receptora (Tauch et al.,

RES167 de plasmidos introducidos mediante conjugacion. Presenta una modificacion  2002)
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Nombre

Descripcion

Anexos

Origen o
referencia

C. glutamicum
2Aars

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta los dos operones ars
delecionados.

(Ordoiiez et al.,
2008)

C. glutamicum
Acr3-1

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen Cgacr3-1
interrumpido. Anteriormente llamada C. glutamicum ArsB1.

(Ordéfiez et al.,
2005)

C. glutamicum
Acr3-2

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen Cgacr3-2
interrumpido. Anteriormente llamada C. glutamicum ArsB2.

(Ordoiiez et al.,
2005)

C. glutamicum
Acr3-3

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen Cgacr3-3
interrumpido. Anteriormente llamada C. glutamicum ArsB3.

(Ordéfiez et al.,
2005)

C. glutamicum
Acr3-1_Acr3-2

Cepa derivada de C. glutamicum Acr3-1 que presenta el gen Cgacr3-2
interrumpido. Anteriormente llamada C. glutamicum ArsB1-B2.

(Ordéfiez et al.,
2005)

C. glutamicum
ArsC1

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen CgarsC1
interrumpido.

(Ordoiiez et al.,
2009)

C. glutamicum
ArsC2

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen CgarsC2
interrumpido.

(Ordéfiez et al.,
2009)

C. glutamicum
ArsC1-C2

Cepa derivada de C. glutamicum ArsC1 que presenta el gen CgarsC2
interrumpido.

(Ordoiiez et al.,
2009)

C. glutamicum
MshC

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen CgmshC
delecionado.

(Ordéfiez et al.,
2009)

C. glutamicum
MshA

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen CgmshA
delecionado.

(Ordéfiez et al.,
2009)

C. glutamicum
MshB

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen CgmshB
delecionado.

(Ordoiiez et al.,
2009)

C. glutamicum
MshD

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que presenta el gen CgmshD
delecionado.

(Ordéfiez et al.,
2009)

C. glutamicum
Cg0223

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen cg0223 en alto
numero de copias y bajo el promotor Pkan.

(Ordofiez E. no
publicado)

C. glutamicum
Cg3387

Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen cg3387 en alto
numero de copias y bajo el promotor Pkan.

(Ordofiez E. no
publicado)

S. coelicolor A3(2)

Cepa silvestre. Forma colonias que penetran en el agar (micelio vegetativo) y
gue posteriormente generan un micelio aéreo con esporas.

Prof. David A.
Hopwood, John
Innes Institute ,
Norwich, UK
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Nombre

Descripcion

Origen o
referencia

C. diphtheriae
NCTC 13129

Cepa silvestre.

Prof. Aruni De
Zoysa, Health
Protection
Agnecy,
London, UK
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Tabla A4.5. Cepas obtenidas en el presente trabajo.

Nombre Resistencia Descripcion

E. coli pKacr3-1 cm® KmR Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el plasmido pKacr3-1.

E. coli pKacr3-2 cm® KmR Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el plasmido pKacr3-2.

E. coli pKacr3-3 cm® KmR Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el plasmido pKacr3-3.

E. coli pKacr3His cm® KmR Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el plasmido
pKacr3His.

E. coli K72A KmF® Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el gen Cgacr3-1 bajo
su propio promotor y con la mutacion K72A.

E. coli C129A KmR Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el gen Cgacr3-1 bajo
su propio promotor y con la mutacion C129A.

E. coli R210A KmR Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el gen Cgacr3-1 bajo
Su propio promotor y con la mutacion R210A.

E. coli T241A KmR® Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el gen Cgacr3-1 bajo
su propio promotor y con la mutacion T241A.

E. coli E305A KmR Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el gen Cgacr3-1 bajo
Su propio promotor y con la mutacion E305A.

E. coli E332A KmF® Cepa derivada de E. coli AW3110 que contiene el gen Cgacr3-1 bajo
su propio promotor y con la mutacién E332A.

C. glutamicum pECacr3-1  Cm" Km® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido
pECacr3-1.

C. glutamicum pECacr3-2  Cm® KmR Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido
pECacr3-2.

C. glutamicum pECacr3-3  Cm® KmR Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido
pECacr3-3.

C. glutamicum pKacr3-1 KmR Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido
pKacr3-1.

C. glutamicum pKacr3-2 KmR® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido

pKacr3-2.
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Nombre Resistencia Descripcion

C. glutamicum pKacr3-3 Km® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido
pKacr3-3.

C. glutamicum pKacr3His KmF® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido
pKacr3His.

C. glutamicum cm® KmR Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el plasmido

pECacr3His pECacr3His.

C. glutamicum K72A KmF® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen Cgacr3-1
bajo su propio promotor y con la mutacion K72A.

C. glutamicum C129A KmR Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen Cgacr3-1
bajo su propio promotor y con la mutacion C129A.

C. glutamicum R210A KmF® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen Cgacr3-1
bajo su propio promotor y con la mutacion R210A.

C. glutamicum T241A KmR® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen Cgacr3-1
bajo su propio promotor y con la mutacion T241A.

C. glutamicum E305A KmR Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen Cgacr3-1
bajo su propio promotor y con la mutacion E305A.

C. glutamicum E332A KmF® Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen Cgacr3-1
bajo su propio promotor y con la mutacion E332A.

C. glutamicum CdGIpF cm® KmR Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el plasmido
pECd.

C. glutamicum ScGIpF cm® Km"® Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el plasmido
pESc.

C. glutamicum KmR Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen Cgacr3-3

2Aars_Acr3-3 interrumpido.

C. glutamicum ArsC1’ KmR Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen
CgarsC1’ interrumpido.

C. glutamicum ArsC4 Am*® Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen
CgarsC4 interrumpido.

C. glutamicum Am? Cepa derivada de C. glutamicum 2Aars que contiene el gen CgarsC4

2Aars_ArsC4

interrumpido.
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Nombre Resistencia Descripcion

C. glutamicum ArsC21'His KmR Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen
CgarsC1’ fusionado a una cola de histidinas en el extremo 3'.

C. glutamicum ArsC4His KmF® Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen
CgarsC4 fusionado a una cola de histidinas en el extremo 3'.

C. glutamicum Mrx1 KmR Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen
Cgmrx1 interrumpido.

C. glutamicum DELMrx1 Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen
CgarsC1’ delecionado.

C. glutamicum Mrx3 KmR® Cepa derivada de C. glutamicum RES167 que contiene el gen

Cgmrx3 interrumpido.
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