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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS.

AADH: amino deshidrogenasa de aminoacidos aromaticos.
Abs: Absorbancia.

AFA: &cido fenilacético.

3-OHAFA: &cido 3-hidroxifenilacético.

4-OHAFA: &cido 4-hidroxifenilacético.

Ap: ampicilina.

ALDH: aldehido deshidrogenasa.

ATP: trifosfato de adenosina.

Cm: cloranfenicol.
CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.
CTQ: cisteina triptofilquinona.

DAO: diamino oxidasa.

DNA: acido desoxirribonucleico.
DNasa: desoxirribonucleasa.
DO: densidad éptica.

EC: comision enzimatica.
EDTA: &cido etilendiaminotetraacético.

FAD(Hy): flavin adenin dinucleotido oxidado (reducido).
fi: fragmento interno.

G-: Gram-negativas.

G+: Gram-positivas.

G+C: contenido de guanina y citosina.

GABA: acido y-aminobutirico.

GRAS: Generalmente Reconocido Como Seguro.
Gtm: gentamicina.

h: horas.

HCO: oxidasas hemo-cobre.

hin: genes catabdlicos de histamina.

his: genes catabdlicos de histidina.

HNMT: histamina N-metiltransferasa.

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion.



ABREVIATURAS

ImAA: acido imidazolacético.

ImAdh: imidazolacetaldehido.

IPTG: isopropil-p-D-galactopiranosido.
IR: espectroscopia de infrarrojo.

Km: kanamicina.

LB: Luria Bertani.
LTQ: lisina tirosilquinona.

MADH: metilamina deshidrogenasa.

MAOQO: monoamino oxidasa.

min: minuto.

MM: medio minimo de composicion definida.
Mw: peso molecular.

NAD(*/H): nicotinamida adenina dinucledtido (oxidado/reducido).
NADP(*/H): nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (oxidado/reducido).

OCT: transportador catidnico organico.
ORF: marco abierto de lectura.

pl: punto isoeléctrico.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PMAT: transportador de monoaminas a través de la membrana plasmatica.
p/v: relacién peso/volumen.

Q-AmDH: quinoproteina amino deshidrogenasa.
Q-AmO: quinoproteina amino oxidasa.
QH-AmMDH: quinohemoproteina amino deshidrogenasa.

Rf: rifampicina.

RMN: resonancia magnética nuclear.
RNA: acido ribonucleico.

RNasa: ribonucleasa.

rpm: revoluciones por minuto.

Rt: tiempo de retencion.

RT-PCR: PCR a tiempo real.

s: segundos.
Str: estreptomicina.
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ABREVIATURAS

Tc: tetraciclina.

TE: Tris-EDTA.

TLC: cromatografia en capa fina.
Tm: temperatura de fusion.
TTQ: triptofano triptofilquinona.
TPQ: topaquinona.

VMAT: transportador vesicular de monoaminas.

v/v: relacién volumen/volumen.

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido.

ABREVIATURAS DE AMINOACIDOS:

A: Alanina. I: Isoleucina.
C: Cisteina. K: Lisina.

D: Aspartico. L: Leucina.

E: Glutamico. M: Metionina.
F: Fenilalanina. N: Asparragina.
G: Glicina. P: Prolina.

H: Histidina. Q: Glutamina.
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R: Arginina.
S: Serina.

T: Treonina.
V: Valina.

W: Triptéfano.
Y: Tirosina.
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“Nunca consideres el estudio como una
obligacion, sino como una oportunidad
para penetrar en el bello y maravilloso
mundo del saber.”

Albert Einstein.






INTRODUCCION

INTRODUCCION.

1. BIODEGRADACION: ASPECTOS GENERALES.

La sociedad en la que vivimos est4 sometida a una revolucién tecnoldgica e industrial
tan intensa que, fruto de esa actividad, se han modificado numerosos nichos ecoldgicos. Por
esta razon, uno de los objetivos mas acuciantes es el de eliminar los compuestos
contaminantes que estamos generando antes de que provoquemaos alteraciones irreversibles de
nuestro ecosistema. Como consecuencia de esta necesidad imperiosa, han surgido nuevas
disciplinas cientificas que tienen como finalidad conseguir un planeta mas habitable y
salvaguardar su riqueza natural. Por esta razon, hoy en dia es comdn hablar de términos tales

como biodegradacion y, sobre todo, de biorremediacion.

La biodegradacion se define como el proceso por el cual las substancias organicas
con estructuras mas o menos complejas son transformadas en moléculas mas sencillas
mediante la accién de los microorganismos. Con este término se describen todos aquellos
cambios biologicos que acaecen sobre un contaminante concreto y que se realizan mediante
dos procedimientos diferentes. En unos casos, el contaminante organico se utiliza como
fuente de carbono y energia durante el crecimiento del microorganismo, dando como
resultado una completa biodegradacion (a este proceso se le denomina mineralizacion). En
otros casos, el metabolismo del compuesto organico requiere, ademas, la presencia de un
substrato que es utilizado para crecer. A este procedimiento se le denomina cometabolismo
porque para que se pueda biodegradar un compuesto se requiere otro que sirva como soporte
energético. La biodegradacion varia enormemente en funcion del compuesto organico y/o del

microorganismo que lo realiza (Joutey et al., 2013).

Cuando la biodegradacion se asocia con la remediacion medioambiental surge lo que
entendemos como biorremediacion, término que hace referencia a cualquier proceso que
utilice los microorganismos, las plantas, los animales o las enzimas derivadas de ellos para
restaurar un medio ambiente alterado por los contaminantes. La biorremediacion consta de
tres fases. En la primera tiene lugar una atenuacion natural de los contaminantes. Durante ella,
los microorganismos propios del ecosistema reducen los compuestos organicos sin ninguna

actuacion externa. En la segunda fase se produce una bioestimulacion, esto es, se aplican
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nutrientes y oxigeno para mejorar la eficacia y acelerar asi la biodegradacion. En la ultima
fase se lleva a cabo lo que se denomina bioaumentacidn, que consiste en la incorporacién de
nuevos microorganismos, usualmente mas eficientes que la flora propia del nicho natural
(Glazer and Nikaido, 2007; Joutey et al., 2013). A veces, el compuesto contaminante no se
puede eliminar totalmente, en tales casos hablamos de biotransformacion. Este proceso
implica la conversién de la molécula original en otro u otros productos menos toxicos,

reduciendo, asi, sus efectos nocivos sobre los ecosistemas.

Los compuestos organicos biodegradables pueden clasificarse en dos grupos: los
compuestos naturales, que son aquellos sintetizados por los seres vivos 0 por procesos
geoldgicos o ambientales y que existen en la naturaleza desde tiempo remoto, y los
xenobioticos, compuestos de origen industrial, que tienen estructuras moleculares usualmente
muy estables y que no suelen encontrarse en la naturaleza (Dagley, 1981; Leisinger, 1983).
Un grupo especial de compuestos organicos son los denominados aromaticos, caracterizados
por su gran estabilidad quimica. Dentro de los compuestos aromaticos se incluyen tanto
moléculas biodegradables como aquellas otras que solo pueden ser atacadas por algunos seres

VIVOS.

Los animales y las plantas son capaces de modificar Unicamente la estructura de
ciertas moléculas aromaticas. Por esta razén, estos seres vivos no contribuyen de manera
importante a la mineralizacion de los compuestos aromaticos tdxicos (Alexander, 1981;
Gibson, 1988). Sin embargo, la potencialidad catabolica de los microorganismos,
particularmente de las bacterias y de los hongos, les permite degradar numerosos compuestos
aromaticos, incluso algunos que son extremadamente toxicos. A pesar de lo expuesto, no
todos los compuestos arométicos pueden ser eliminados con facilidad ya que los microbios
poseen una capacidad limitada, lo que les impide introducir grupos funcionales que
incrementen la inestabilidad quimica de esas moléculas. En los Gltimos afios han surgido
distintas lineas de investigacion que tienen como finalidad obtener, bien mediante ingenieria
genética o bien aplicando ingenieria metabdlica microbiana, cepas capaces de degradar un

gran numero de compuestos xenobioticos.

En suma, el objetivo final es conseguir que en un Unico microorganismo se expresen
conjuntamente rutas de biodegradacion completas, o, al menos, ciertas enzimas que confieran
alguna ventaja metabdlica a la cepa degradadora (Dua et al., 2002). El hecho de que los genes

que pertenecen a la misma ruta catabdlica se encuentren generalmente asociados en
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agrupaciones llamadas clusters y que, en muchos casos, estén codificados en plasmidos,
facilita en gran medida el estudio y la transferencia de los genes que codifican enzimas

catabdlicas inusuales.

Como hemos indicado, numerosas especies bacterianas pueden catabolizar un amplio
rango de substratos, aunque las que pertenecen al género Pseudomonas poseen una
potencialidad catabdlica mucho mas elevada que el resto. Esto se debe a que esas bacterias
tienen una gran capacidad de adaptacion a muchos ambientes (suelen ser ubicuas) y ademas
son capaces de reaccionar frente a cambios en las condiciones fisico-quimicas y fisioldgicas.
Por esta razon, las cepas pertenecientes al género Pseudomonas, han sido utilizadas para el
estudio de las rutas catabdlicas responsables de la degradacion de diferentes compuestos con
naturaleza aromatica. Una especie en particular, Pseudomonas putida U, es capaz de degradar
un gran namero de compuestos entre los que se incluyen acidos organicos con estructura
aromatica, alifatica o mixta, ésteres, aminas (feniletilamina, tiramina, dopamina e histamina)
y muchas otras fuentes de carbono (Martinez-Blanco et al., 1990; Olivera et al., 1998; Arias
et al., 2008; Arcos et al., 2010). Esta cepa es una poderosa herramienta biotecnoldgica y, por
esta razon, ha sido utilizada en este trabajo para abordar el estudio de la ruta catabolica

responsable de la asimilacién de histamina.

2. AMINAS BIOGENICAS.

Las aminas son compuestos organicos nitrogenados derivados del amoniaco, de bajo
peso molecular y en las que se ha producido el reemplazamiento de alguno de los hidrégenos
por grupos alquilo. En funcion del nimero de hidrogenos substituidos se habla de aminas
primarias, secundarias o terciarias. Las aminas que se forman como consecuencia de la
actividad de organismos vivos, y que poseen actividad biolégica, se denominan aminas
biogénicas. Estas aminas biogénicas se pueden clasificar en dos grupos (Benkerroum, 2016):
las enddgenas que son sintetizadas en diferentes tejidos de los organismos superiores y las
exogenas que son ingeridas en la dieta, apareciendo durante el procesado o almacenaje de los
alimentos por accion de los microorganismos. Algunas aminas, tales como la putrescina, la
cadaverina, la agmatina y la histamina, pertenecen a ambos grupos (Emborg et al., 2015). Las
aminas también se pueden clasificar en funcién del nimero de grupos amino o de su

estructura quimica (Smith, 1981; Bardocz, 1995; Gloria, 2005). De acuerdo al nimero de
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grupos amino, pueden ser monoaminas (tiramina y feniletilamina), diaminas (histamina,
triptamina, putrescina y cadaverina) o poliaminas (espermidina, espermina y agmatina).
Basandose en su estructura quimica, se dividen en 3 grupos: aminas alifaticas (putrescina,
cadaverina, espermina, espermidina y agmatina); aminas aromaticas (tiramina y

feniletilamina) y aminas heterociclicas (histamina y triptamina) (Figura 1).

NH,
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HoNT >~ HoN NH,
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HoN H
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Figura 1. Estructura quimica de algunas aminas biogénicas.

Los primeros estudios realizados sobre las aminas biogénicas tuvieron lugar en el siglo
XVII. Surgieron como consecuencia del descubrimiento de la espermina en los seres
humanos, aunque esta amina no se nombro asi hasta el siglo XIX (A. Ladenburg y J. Abel) y
su estructura no se establecié hasta 1926 por H.W. Dudley, quien también identificd la
espermidina en tejidos animales (Dudley et al., 1927). En 1876, el profesor y quimico M.

Nencki hablé por primera vez de la feniletilamina, aislandola de la gelatina en
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descomposicion. Mas tarde, entre 1885 y 1886, se identificaron la cadaverina y la putrescina
en restos procedentes de animales en descomposicion. La agmatina se descubri6é en 1910 (A.
Kossel) en esperma de arenque y, mas adelante (1994), se vio que se sintetizaba y se
almacenaba también en 6rganos de mamiferos. La histamina se descubrié en 1910 y la
tiramina fue aislada por primera vez en los pulpos (1913). A pesar de que se creia que la
triptamina podia estar presente en los tejidos animales, no fue hasta 1959 cuando se confirmé
esta hipdtesis (Hess et al., 1959; Grandy, 2007; Sarkadi, 2009).

2.1. Aminas biogéenicas con funcién neurotransmisora.

Desde hace décadas se tiene constancia de que la transmision catecolaminérgica esta
mediada por ciertas aminas biogénicas entre las que se incluyen las catecolaminas (dopamina,
noradrenalina y adrenalina), que se denominan asi por poseer una estructura quimica derivada
del catecol, y otras que, como la serotonina e histamina, poseen una estructura diferente
(Deutch and Roth, 1999).

e Catecolaminas.

En este grupo de las catecolaminas se incluyen las aminas biogénicas derivadas de la
tirosina (dopamina, noradrenalina y adrenalina). Como hemos indicado, todas ellas contienen

un grupo catecol y un grupo amino (Figura 2).

La dopamina se obtiene por la descarboxilacion de la dihidrofenilalanina (L-DOPA)
mediante una reaccién catalizada por la enzima DOPA descarboxilasa. La dopamina ademas
de ser un importante neurotransmisor, también juega un papel importante en el sistema
inmune y estd asociada con problemas de salud (hipertension, desordenes psiquiatricos, y
enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson) (Olanow, 1997; Arreola et al.,
2016).

La noradrenalina se forma a partir de la dopamina, mediante una reaccion catalizada
por la enzima dopamina hidroxilasa (Figura 2). Esta catecolamina se produce
mayoritariamente en las neuronas de los ganglios simpaticos y su accion esta relacionada con

el suefio, la vigilia, la atencion y la conducta (Schwartz, 2001).
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La noradrenalina se convierte en adrenalina por medio de la enzima feniletanolamina
N-metiltransferasa que requiere S-adenosilmetionina (Figura 2). En la médula suprarrenal y
en el sistema nervioso simpatico algunas células adrenérgicas liberan adrenalina en lugar de
noradrenalina. Sin embargo, en el cerebro hay un menor nivel de adrenalina que de

noradrenalina y de dopamina (Schwartz, 2001).
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Figura 2. Etapas enzimaticas y precursores que conducen a la biosintesis de diferentes aminas con funcion
neurotransmisora tales como (A) las catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina), (B) la serotonina y

(C) la histamina.
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e Serotonina.

Esta amina, llamada también 5-hidroxitriptamina, se obtiene a partir del triptéfano que
previamente ha sido hidroxilado en las neuronas por la enzima triptéfano 5-hidroxilasa. El 5-
hidroxitriptofano formado se descarboxila por medio de la 5-hidroxitriptamina descarboxilasa
generandose serotonina (5-hidroxitriptamina) (Figura 2). Esta amina es un importante
neurotransmisor y las variaciones en su concentracion se han relacionado con importantes
enfermedades neurodegenerativas, tales como la depresion, el Alzheimer y el Parkinson.
Ademas, actla sobre la regulacion de procesos fisiolégicos complejos tales como el suefio y
la vigilia (1zzati-Zade, 2008; Olivier, 2015; Stahl, 2016).

e Histamina.

Esta amina biogénica se obtiene por descarboxilacién de la histidina mediante una
reaccion catabolizada por la enzima histidin descarboxilasa (Figura 2). Esta amina, tal y

como se vera mas adelante, esta relacionada con multitud de funciones.

e Aminas traza.

Una segunda clase de aminas enddgenas son las aminas traza, denominadas asi por
encontrarse en bajas concentraciones en el cerebro de mamiferos. Estos compuestos estan
relacionados estructural y fisiologicamente con la dopamina, la noradrenalina y la serotonina,
por lo que juegan un importante papel como “falsos neurotransmisores” (Axelrod and
Saavedra, 1977). Desde 1960 se han considerado muy importantes por actuar sobre el sistema
nervioso central y por estar involucradas en diversos desordenes neurolégicos y psiquiatricos
(Boulton, 1976; Khan et al., 2016). Las principales aminas incluidas en este grupo son la -
feniletilamina, la triptamina, la feniletanolamina, las m y p-tiramina, las m y p-octopamina y

la sinefrina (Narang et al., 2011).

Es interesante resefiar que los receptores especificos de estas aminas traza pertenecen
a la familia de receptores asociados a la proteina G y se denominan TA1 (especificos de 2-
feniletilamina y tiramina) y TA2 (especificos de 2-feniletilamina y triptamina). Debido a que

se activan por diferentes tipos de drogas alucinogenas, despertaron un gran interés cientifico y
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clinico, ya que podian actuar como “anfetaminas enddgenas” (Borowsky et al., 2001; Kim

and von Zastrow, 2001).

En resumen, el analisis de la funcion de estas aminas traza ha revelado que pueden
actuar como neuromoduladores o neurotransmisores. Un neurotransmisor es una molécula
liberada por una neurona al canal sindptico en respuesta a una actividad eléctrica y que,
posteriormente se va a unir especificamente a sus receptores post-sinapticos. Esto provoca la
induccion de un cambio en la excitabilidad de la célula post-sinaptica y, de este modo,
permite el paso de la informacién. Un neuromodulador es también una molécula liberada por
una neurona, pero con la diferencia de que no es capaz de provocar un cambio en la
excitabilidad de la membrana de la célula post-sinaptica por si mismo, necesitando de la
presencia de un neurotransmisor (Raiteri et al., 1977; Berry, 2004; Grandy, 2007). Debido a
estas funciones, las aminas traza se han asociado con varias enfermedades tales como la
esquizofrenia, la depresion, el desorden bipolar, la migrafia, los desoérdenes de alimentacion y
de hiperactividad y la falta de atencion (Boulton, 1980; Premont et al., 2001; Branchek and
Blackburn, 2003; Davenport, 2003).

2.2. Aminas biogenicas en los alimentos.

Debido a los efectos adversos que un incremento de los niveles de aminas biogénicas
tiene sobre la salud de los seres humanos, uno de los retos mas interesante es conseguir

reducir la concentracion de estas sustancias en algunos alimentos.

Para que se acumulen aminas biogénicas en los alimentos, tienen que darse las

siguientes premisas (Greif et al., 1997; Bodmer et al., 1999):

- Disponibilidad de aminoacidos libres.
- Presencia de microorganismos con actividades aminoacido descarboxilasicas.
- Las condiciones que permitan el crecimiento de la bacteria, la sintesis de las

descarboxilasas y las requeridas para su actividad.

Sin embargo, existen mecanismos que previenen la formacion de aminas biogénicas.
Los maés efectivos son: el control de temperatura, el uso de materiales de alta calidad, las

buenas practicas de manufacturacion (GMP), la utilizacién de cultivos starters (cultivos
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iniciadores), presencia de oxidantes de aminas y el mantenimiento de una alta presion
hidrostatica (Schirone et al., 2016).

Dentro de los alimentos ricos en aminas biogénicas, caben destacar la carne, el
pescado y algunas bebidas alcoholicas durante los procesos de produccion y/o

almacenamiento (Figura 3) (Ordofiez et al., 2016).

59, 3% 1%1%

m Otros m Carne

W Pescado ® Queso

mVino Cerveza
Fruta Vegetales
Zumos Vinagre

Yogur

Figura 3. Distribucion de las aminas biogénicas en los alimentos.

La concentracion de aminas biogénicas varia en funcién de si se trata de alimentos
frescos (en ellos la concentracion es muy baja, alrededor de 10 pg/g o no detectable), o de si
se trata de productos fermentados (donde la concentracion puede ser alta, alrededor de 50

ug/g), por lo que podrian comportarse como auténticos venenos quimicos (Naila et al., 2010).

En suma, la presencia de aminas biogénicas en alimentos no fermentados es un
indicador de la existencia de la actividad microbiana no deseada, indicandonos que dicho
alimento no se encuentra en las condiciones 6ptimas para ser tomado. Durante el procesado y
almacenaje de los alimentos, las concentraciones de algunas aminas tales como como la
histamina, la cadaverina y la putrescina aumentan, mientras que los niveles de espermidina y
espermina se mantienen o se reducen. Un pardmetro importante es el indice de aminas
biogénicas (IAB), el cual permite indicar la frescura y la calidad del alimento y que se expresa
en mg/kg (Karmas, 1981).

[HISTAMINA] + [PUTRESCINA] + [CADAVERINA]
1 + [ESPERMINA] + [ESPERMIDINA]
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Pescados o carnes con un valor de IAB por debajo de 1 son considerados de primera
calidad, mientras que valores alrededor de 10 indican una pobre calidad microbioldgica del

producto.

e Carney productos carnicos.

La carne y sus derivados son los productos mas demandados hoy en dia en todo el
mundo. Como indicdbamos anteriormente, los niveles mas altos de aminas biogénicas se
encuentran en productos carnicos fermentados, aunque también se han detectado en carne

fresca y en productos cocinados.

Cuando los valores de IAB son menores de 5 mg/kg, consideramos que la carne es
fresca. Cuando los valores oscilan entre 5y 20 mg/kg, se esta iniciando la putrefaccion y si
esta entre 20 y 50 mg/kg, se trata de carne de baja calidad. Finalmente, si el coeficiente IAB

es superior a 50 mg/kg, se trata de carne putrefacta (Hernandez-Jover et al., 1996).

Se ha visto que el cocinado de la carne reduce las concentraciones de aminas
bogénicas entre cuatro y diez veces con respecto a los productos maduros. Por esta razén se
buscan los mejores aditivos con el fin de contribuir a la conservacion, dar sabor o conferir
alguna caracteristica concreta a los alimentos. Asi, el sulfato de sodio inhibe la formacion de
la cadaverina y aumenta los niveles de tiramina y de putrescina, mientras que los aditivos mas
efectivos para inhibir la formacion de la tiramina, la triptamina y la histamina son el nitrato de

sodio, el cloruro de sodio y el difosfato disddico (Jastrzebska et al., 2016).

e Pescado.

El pescado es, junto a la carne, un alimento también muy consumido. La principal
amina biogénica en estos alimentos es la histamina. Los altos niveles de histamina en los

pescados se deben a:

- microbiota natural (varia dependiendo del habitat);

- latemperatura de almacenaje después de la captura;

- el manejo inadecuado a bordo del buque de pesca o durante el proceso de
conservacion (Schirone et al., 2016).
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Cuando se ingieren alimentos provenientes del mar que contienen altas
concentraciones de aminas biogénicas, hay riesgo elevado de intoxicaciones. La mas
frecuente se produce por histamina, cuando su concentracion esta proxima a 200 mg/kg. En
tales casos, se provoca un sindrome conocido como escombroidosis (Smith, 1981; Hu et al.,
2012).

e Queso.

El queso es uno de los alimentos mas consumidos en Espafia, y dentro de los derivados
lacteos es el segundo mas consumido [7,78 kilos por persona y afio] (Fuente: Ministerio de
Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente, afio 2015).

La primera intoxicacion descrita debida a la presencia de aminas biogénicas en quesos
ocurri6 en 1967 en Holanda en el queso Gouda (Taylor, 1983). Posteriormente, se
documentaron casos relacionados también con el consumo de queso suizo y con otro tipo de

guesos en Estados Unidos (Stratton et al., 1991).

Los quesos representan un substrato ideal para la produccidn de aminas, siendo varios
los factores que contribuyen a ello. Asi, el pH (entre 5,0 y 6,5 dependiendo de la edad y el
tipo), la concentracion de sal, la disponibilidad de agua, la temperatura y la duracion de la
maduracion y el almacenamiento, la densidad bacteriana y la presencia de cofactores,

modifican el contenido de aminas en esta clase de alimentos (Vale and Gléria, 1998).

Los quesos elaborados con leche cruda duplican la concentracion de aminas
biogénicas con respecto a los quesos elaborados con leche pasteurizada (72°C, 20 s). También
se ha visto que los niveles de putrescina, espermina y tiramina son mas altos en quesos
elaborados con leche de oveja Churra (Combarros-Fuertes et al., 2016). La concentracion de
aminas biogenicas, excepto la de triptamina, también varian en funcién de la parte del queso
analizada, siendo mayores en la parte central del queso que en la parte externa. Ademas, en
los quesos maduros se detecta un mayor contenido de aminas biogénicas que en los quesos

blandos y semiblandos (Novella-Rodriguez et al., 2003).

25



INTRODUCCION

e Vinoy cerveza.

Las aminas biogénicas tienen una importancia especial en las bebidas alcohdlicas ya
que el etanol puede actuar de una forma directa o indirecta sobre la detoxificacion de las
mismas al inhibir la actividad de las enzimas monoamina oxidasa (MAO) y la diamino

oxidasa (DAO), que son las responsables su catabolismo (ver mas adelante).

La concentracion de aminas biogénicas en vinos es muy variable, dependiendo de
numerosos factores entre los que cabe citarse: el proceso de elaboracion; el tiempo y las
condiciones de almacenamiento; la calidad de la materia prima, y la posible contaminacion
microbiana en las diferentes etapas que transcurren en la bodega (Ferreira and Pinho, 2006).
La concentracion de aminas biogénicas en el vino tinto oscila entre 0-60 mg/l, mientras que
para vinos blancos la concentracion es mucho mas baja, no superando los 4 mg/l (Pefia-
Gallego et al., 2012).

Aungue muchas aminas biogénicas estan presentes en el vino, hasta los afios 70 no se
hizo hincapié en su estudio. Una de ellas, la histamina, se detecté en el vino por Tarandola en
1954. Sin embargo, hasta 1968, no se habld del riesgo que habia al incrementarse la
concentracion de esta amina en el vino. Ademas, junto con la histamina, otras aminas tales
como la tiramina y la putrescina son las aminas biogeénicas mayoritarias. Otras aminas tales
como la cadaverina, la feniletilamina, la etilamina, la metilamina y la isoamilamina, aunque
estan presentes en la uva, suelen degradarse durante el proceso de vinificacion (Lonvaud-
Funel, 2001).

En vinos blancos, cantidades de 10 a 15 mg/l de putrescina producen un sabor
desagradable, mientras que una concentracion de entre 10 y 20 mg/l de esta amina puede
redondear el sabor de los vinos tintos. No obstante, a concentraciones superiores a 30 mg/l

estos vinos tienen un sabor raro, y su aroma es maloliente o putrido.

La cerveza es la quinta bebida mas consumida en el mundo, siendo muy importante
detectar la presencia de aminas biogénicas en ella (Pradenas et al., 2016). Las aminas que
proliferan en la cerveza dependen del proceso de fabricacion y del material empleado
(Izquierdo-Pulido et al., 1996). La histamina y la cadaverina pueden aparecer debido al
metabolismo de las bacterias acido lacticas, aunque la histamina también es un indicador de
las condiciones higiénicas en las que ha tenido lugar el proceso de fabricacion de la cerveza.

La putrescina y la agmatina son constituyentes naturales de la cerveza (provienen
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originalmente de la malta) y se encuentran en ella concentraciones muy bajas. La triptamina
normalmente no aparece en la cerveza, y cuando es asi, su concentracion esta siempre por
debajo de 2 mg/l. La etanolamina y la etilamina no suelen encontrarse en la cerveza, sino en
los vinos, ya que proceden de la uva. Sin embargo, ciertos articulos recientes sugieren que
también puede ser un constituyente comin en algunos tipos de cervezas (Redruello et al.,
2017).

e Frutasy verduras.

Las aminas se encuentran de forma natural en los alimentos de origen vegetal, es decir,
son enddgenas. Asi, la putrescina es la amina predominante en los diversos zumos de frutas, y
en el zumo de limon se han observado concentraciones elevadas de histamina. La
noradrenalina y la triptamina suelen aparecer en el zumo de naranja; la tiramina, la triptamina
y la histamina se han descrito en el tomate; y la tiramina, la noradrenalina, la triptamina y la
serotonina se han detectado en el platano. Finalmente, la tiramina y la noradrenalina se han

identificado en la ciruela (Halasz et al., 1994).

En el caso de las verduras, se ha visto que la histamina aparece en las espinacas; en
ciertas setas se han detectado concentraciones elevadas de tiramina y de feniletilamina; y la
espermidina se ha descrito en los vegetales verdes (Shalaby, 1996; Moret et al., 2005).
Usualmente, las aminas aromaticas estdn presentes en menor concentracion que las
poliaminas en las hortalizas, donde se cree que tienen un papel defensivo frente a insectos y a
herbivoros. En resumen, el creciente interés para conseguir una alimentacion sana y
equilibrada ha hecho que el andlisis de estas aminas en diferentes alimentos haya cobrado una

gran importancia.

2.3. Produccidn de aminas biogénicas.

Tal y como hemos indicado, la sintesis de aminas se lleva a cabo, en la mayoria de los
casos, mediante la descarboxilacion de amino&cidos libres catalizada por enzimas bacterianas.
Sin embargo, también puede tener lugar mediante la aminacién reductora de aldehidos y
cetonas; por medio de la transaminacion entre aldehidos y aminoacidos o por medio de la

degradacién hidrolitica de compuestos nitrogenados, como por ejemplo, fosfolipidos (Figura
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4) (Gloria, 2005; Baumlisberger et al., 2015). Asi, la metilamina, la etilamina y la
isoamilamina son aminas alifaticas volatiles que se originan por la aminacion de aldehidos y
cetonas (Vincenzini et al., 2009). Por ejemplo, la etilamina se ha obtenido por medio de la
aminacion reductora del acetaldehido en presencia de un catalizador complejo que contiene
niquel (52,2 %), cobre (14%), molibdeno (2%) vy tierra de diatomea (31,5 %) (Klyuev and
Khidekel’, 1980).

R R
| . .z |
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H H
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/c";\ T HN—C—H
R H H
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R™ H H H R” “COOH
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Figura 4. Mecanismos de formacion de aminas biogénicas: 1) descarboxilacion de aminoécidos; 2) aminacion
reductora de aldehidos y cetonas; 3) reaccion de transaminacion y 4) degradacién hidrolitica de compuestos

nitrogenados.

2.3.1. Descarboxilacién de aminoacidos.

En la descarboxilacion de aminoicidos se produce la eliminaciéon del grupo a-
carboxilo del aminoacido en cuestion, para dar lugar a CO;, y a la amina correspondiente
(Figura 4). Esta reaccion esta catalizada por descarboxilasas bacterianas que suelen ser

especificas para cada aminoacido (Tabla 1). En el apartado 4.4 se describird con mas detalle
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una de estas descarboxilasas, la histidin descarboxilasa, asi como los dos posibles

mecanismos de accion (Tolbert et al., 2003).

Algunos microorganismos utilizan esta reaccion para generar un gradiente de protones
que les proporciona energia y/o para aumentar el pH citoplasmatico, protegiendo a las células
en un medio &cido y, por tanto, dotando a los microorganismos que posean actividades
descarboxilasas de una notable ventaja ecol6gica (Vincenzini et al., 2009).

Tabla 1. Descarboxilasas bacterianas que producen aminas biogenicas.

ALIFATICAS

Putrescina Ornitina Ornitina Bello-Fernandez et al., 1993
descarboxilasa

Cadaverina Lisina Lisina Kikuchi et al., 1997
descarboxilasa

AROMATICAS

Tiramina Tirosina Tirosina Connil et al., 2002
descarboxilasa

Feniletilamina Fenilalanina Fenilalanina Kato et al., 2007

descarboxilasa
HETEROCICLICAS

Histamina Histidina Histidin Recsei and Snell, 1972
descarboxilasa

Triptamina Triptofano Triptofano Mitoma and Undenfriend, 1960
descarboxilasa

No hay homologia entre las descarboxilasas descritas en procariotas y en eucariotas,
excepto en el caso de la glutamato descarboxilasa, la histidin descarboxilasa y la
descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos (AADC) que si presentan similitud en ambos

tipos de organismos (Sandmeier et al., 1994).
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Las AADC poseen una menor especificidad de sustrato que las demas
descarboxilasas, siendo las encargadas de descarboxilar el L-DOPA, la tirosina, la

fenilalanina, el 5-hidroxitriptofano y el triptéfano (Zhu and Juorio, 1995; Ishii et al., 1998).

2.3.2. Organismos productores.

La produccion de las aminas biogénicas en los alimentos mediada por descarboxilasas
de aminoacidos, se lleva a cabo por un gran numero de bacterias entre las que se incluyen
enterobacterias, pseudomonénidos, enterococos y lactobacilos (Halész et al., 1994; Suzzi and
Gardini, 2003).

Las cepas que producen mayores cantidades de histamina son Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli o Morganella morganii y, aunque se encuentren en baja proporcién en los
productos finales, las malas practicas de elaboracion, asi como fallos en el almacenamiento o
la falta de control de los procesos de fermentacion, pueden hacer que aumente
significativamente su concentracién (Roig-Sagues et al., 1996; Santos, 1998; Bover-Cid et
al., 2001).

Otras aminas pueden aparecen durante la putrefaccion, tal es el caso de la putrescina y
de la cadaverina. Ambas son producidas principalmente por bacterias Gram-negativas (G-),
siendo Enterobacter cloacae un tipico ejemplo de bacteria generadora de tales compuestos
(Ten Brink et al., 1990; Bover-Cid et al., 2001).

Los alimentos en mal estado suelen ser ricos en microorganismos productores de
aminas biogénicas. Asi, en el pescado putrefacto se han identificado especies como
Shewanella putrefaciens, Aeromonas hydrophila y Plesiomonas shigelloides que poseen

descarboxilasas de aminoacidos (Shalaby, 1996).

Las bacterias acido lacticas participan en muchos procesos destinados a obtener
diversos alimentos, por lo que generalmente se reconocen como seguras (GRAS), y, aunque
no son especies toxicas ni patdégenas, muchas de ellas tienen una actividad metabolica que
propicia la formacion de aminas biogénicas, principalmente la de tiramina y de histamina
(Arena and Manca de Nadra, 2001). Dentro de los lactobacilos, las especies que producen
tiramina son Lactobacillus buchneri, L. alimentarius, L. plantarum, L. curvatus, L. farciminis,

L. bavaricus, L. homohiochii, L. reuteri y L. sakei (Masson et al., 1996; Bover-Cid and
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Holzapfel, 1999; Montel et al., 1999). Entre las productoras de histamina, se encuentran:
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus helveticus, L. casei, L. acidophilus y L.
arabinose (Stratton et al., 1991). También existen otras especies de bacterias acido lacticas
que producen otras aminas biogénicas, como por ejemplo, Lactobacillus hilgardii que
produce agmatina y putrescina en altas concentraciones (Arena and Manca de Nadra, 2001).
En quesos, se ha visto que Enterococcus faecalis produce gran cantidad de aminas
biogénicas, y entre ellas destaca la feniletilamina (Nout, 1994; Linares et al., 2011). La cepa
L. curvatus CTC273 también produce feniletilamina, putrescina, cadaverina y tiramina
(Latorre-Moratalla et al., 2012).

Pero en el mundo microbiano, no solo las bacterias Gram-positivas (G+) o Gram-
negativas (G-) tienen el potencial de producir aminas biogénicas, ya que los hongos y las
levaduras también poseen esta capacidad. En alimentos fermentados, las levaduras
pertenecientes a los géneros Debaryomyces y Candida, producen mas histamina que las
bacterias &cido lacticas. Ello se debe a que poseen mas actividad histidin descarboxilasa. La
especie Debaryomyces hansenii es la responsable de la aparicion de histamina en quesos
(Montel et al., 1999; Gardini et al., 2016).

A pesar de que se han identificado pocos microorganismos productores de triptamina,
Bacillus cereus, L. curvatus, L. bulgaricus y Clostridium sporogenes son capaces de

acumularla (Marcobal et al., 2012; Benkerroum, 2016).

La Tabla 2 recoge los microorganismos mas relevantes en cuanto a la produccion de
aminas biogénicas, indicando en cada caso la amina biogénica sintetizada (Benkerroum,
2016).
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Tabla 2. Organismos productores de las aminas biogénicas.

AMINA BIOGENICA

ORGANISMO PRODUCTOR

HISTAMINA Bacterias Gram-positivas: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus buchneri, L. parabuchneri,
L. curvatus, L. helveticus, L. sakei, L. reuteri, L. fermentum, L. rossiae, Clostridium
perfringens, Staphylococcus xylosus.

Bacterias Gram-negativas: Morganella morganii, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, E. gergoviae, Hafnia alvei,
Serratia liquefaciens, S. marcescens, Proteus vulgaris, Shewanella putrefaciens, Aeromonas
hydrophila.
Levadura: Debaryomyces hansenii.
TIRAMINA Bacterias Gram-positivas: Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, S.

thermophilus, Enterococcus faecalis, E. faecium, E. hirae, E. durans, L. brevis, L. curvatus, L.
divergens, L. buchneri, L. alimentarius, L. plantarum, L. curvatus, L. bavaricus, L. reuteri,
L. sakei, L. bulgaricus, L. acidophilus, L. bavaricus, L. bifermentans, L. casei, L. johnsonii,
L. paracasei subsp. paracasei, Pediococcus spp., Carnobacterium divergens,
Carnobacteriumgallinarum, C. piscicola, Leuconostoc mesenteroides.

Bacterias Gram-negativas: Pseudomonas putida, Escherichia coli, H. alvei, Citrobacter
braakii, C. freundii, Raoultella ornithinolytica, E. gergoviae, S. liquefaciens.

Levadura: Yarrowia lipolytica.

FENILETILAMINA

Bacterias Gram-positivas: L. brevis, Carnobacterium divergens, E. faecalis, E. faecium, E. hirae,
Bacillus cereus, Staphylococcus spp.

TRIPTAMINA L. curvatus, L. bulgaricus, B. cereus, Clostridium sporogenes.

CADAVERINA Bacterias Gram-positivas: L. brevis, L. curvatus, L. casei, L. paracasei.

Bacterias Gram-negativas: E. coli, E. fergusonii, E. aerogenes, E. cloacae, E. georgoviae, K.
oxytoca, K. terrigena, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P.
lundensis, P. luteola, P. putida, P. agglomerans, Psychrobacter celer.

Levadura: Y. lipolytica.

AGMATINA Bacterias Gram-positivas: E. faecalis, B. cereus, B. subtilis.

Bacterias Gram-negativas: E. coli, Salmonella typhimurium, E. aerogenes, P. aeruginosa,
Aeromonas spp.

PUTRESCINA Bacterias Gram-positivas: Lactobacillus mali, L. brevis, L. acidophilus, L. collinoides, L.
paracollinoides, L. fructivorans, L. curvatus, L. sakei, L. fermentum, L. lactis, L. paracasei, L.
plantarum, L. rhamnosus, L. sanfranciensis, Enterococcus casseliflavus, E. durans, E. faecalis,
E. faecium, E. hirae, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Leuconostoc lactis, S.
thermophilus, Pediococcus parvulus, P. pentosaceus, Listeria monocytogenes, B. subtilis, B.
licheniformis, B. cereus.

Bacterias Gram-negativas: E. coli, E. fergusonii, Citrobacter freundii, C. braakii, Cronobacter
sakazakii, E. aerogenes, E. cloacae, E. georgoviae, H. alvei, K. oxytoca, K. terrigena, M.
morganii, P. vulgaris, P. mirabilis, Salmonella enterica, Serratia grimesii, S. liquefaciens, S.
marcescens, Yersinia enterocolitica, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. lundensis, P. luteola, P.
putida, P. agglomerans, Psychrobacter celer, Acinetobacter spp., R. ornithinolytica.

Levaduras: Y. lipolytica, Candida intermedia, C. incospicua, Kluyveromyces marxianus, D.
hansenii, S. cerevisiae.

ESPERMIDINA Corynebacterium sp., Bacteroides spp., L. plantarum, L. acidophilus, E. coli, B. subtilis, P.
aeruginosa.

Patdgenos lacteos: Bacillus anthracis, Haemophilus influenzae, Salmonella paratyphi, S. typhi, S.
typhimurium, Shigella boydii, S. sonnei, S. dysenteriae, S. flexneri, Streptococcus pneumoniae, S.
pyogenes, Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis, M. bovis.

Levaduras: S. cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Sporobolomyces roseus, Candida albicans,
Kluyveromyces lactis.

ESPERMINA Bacterias Gram-positivas: Bacillus stearothermophilus, B. thermodenitrificans, B. acidocaldarius.

Levaduras: S. cerevisiae, C. albicans, K. lactis.
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2.3.3. Factores que afectan a la produccién de aminas biogénicas.

Entre los maltiples factores que pueden afectar a la produccion de aminas biogeénicas,

cabe destacar la temperatura, la concentracion salina y el pH.

La temperatura es un factor decisivo en la producciéon de aminas biogénicas. Se ha
visto que existe una correlacion muy estrecha entre la produccion de la putrescina, de
cadaverina y de triptamina, y el aumento de la temperatura. Normalmente la capacidad para
producir aminas biogenicas estd limitada por la baja temperatura, de ahi que sea muy
importante mantener la cadena de frio. En otros casos, es necesaria la aplicacion de
tratamientos térmicos. Asi, por ejemplo, bacterias G-, como las enterobacterias y especies de
Pseudomonas, son inactivadas a temperaturas superiores a 60°C. Sin embargo, esta
temperatura es insuficiente para inactivar las bacterias lacticas, que requieren tratamientos

térmicos mucho mas dréasticos (Gardini et al., 2016).

La concentracion de sal es otro factor importante, ya que altas concentraciones
salinas contribuyen a la reduccién de los niveles de estas aminas biogénicas, inhibiendo la
actividad descarboxilasa. Concretamente, las bacterias G- son mas sensibles a la
concentracion salina que las bacterias G+, aunque a veces, debido al efecto de la sal sobre la

tension arterial, se tiende a reducir su concentracion (Gardini et al., 2016).

El pH es otro factor importante porque, en un determinado rango de pH, la actividad de la
enzima descarboxilasa puede incrementarse. Se ha observado que a valores de pH bajos se
favorece una mayor actividad de las descarboxilasas. Los valores 6ptimos de pH pueden ser
distintos en el caso de que se trate de una enzima pura o del extracto celular. Asi, la enzima
comercial tirosina descarboxilasa tiene un maximo de actividad en el rango de pH entre 5y 6,
mientras que en microorganismos tales como L. brevis y E. faecalis, la actividad de la tirosina
descarboxilasa se favorece entre valores de pH comprendidos entre 4 y 5 (Gardini et al.,
2016).
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2.4. Toxicidad de las aminas biogénicas.

Como ya hemos indicado anteriormente, las aminas biogénicas se consideran toxicas
cuando se encuentran por encima de ciertas concentraciones. En esas condiciones pueden
originar sindromes y alteraciones patoldgicas (Ladero et al., 2010). Asi, una concentracion
elevada de histamina causa dolores de cabeza; sudoracién; secrecién nasal; erupciones;
edemas; dificultad al tragar; dificultad respiratoria; broncoespasmo; taquicardias y desordenes
de tension arterial. Del mismo modo, concentraciones altas de tiramina provocan migrafia;

desordenes neuroldgicos y respiratorios; nauseas; vomitos e hipertension.

De entre todas las aminas biogénicas presentes en los alimentos, caben destacar por su
elevada toxicidad a la histamina y a la tiramina, las cuales producen escombroidosis y la

enfermedad del queso, respectivamente.

Para la salud humana, la putrescina y la cadaverina no se consideran perjudiciales,
aunque hay estudios que han demostrado que la absorcion, el metabolismo y el potencial de
accion de una amina biogénica puede ser modificado por la accion de una segunda amina
biogénica. En los cobayas, la toxicidad de la histamina se incrementaba hasta diez veces tras
la administracion de la putrescina y también al administrar simultdneamente la cadaverinay la
histamina (Bjeldanes et al., 1978). Otras aminas potenciadoras de la toxicidad de la histamina
son la tiramina, que inhibe la MAO; la triptamina, que inhibe la DAO vy la feniletilamina, que
inhibe la DAO vy la histamina N-metiltransferasa (HNMT) (Stratton et al., 1991).

Otras evidencias han demostrado que en presencia de nitritos y de ciertos &cidos, la
espermidina y la espermina conducen a la formacion de nitrosamina. Asi por ejemplo, en el
tocino ahumado puede formarse desde espermidina y desde putrescina, N-nitropirrolidina, que

es un potente carcindgeno (Bardocz, 1995).

La determinacion del umbral de toxicidad causado por las aminas biogénicas en las
personas es una tarea dificil de establecer, ya que depende de la eficiencia de los mecanismos
de detoxificacion de cada individuo (Halasz et al., 1994; Bodmer et al., 1999). La escasa
legislacion referente al control de las aminas, asi como la referente al establecimiento de unas
concentraciones maximas en los alimentos, dificulta notablemente los intentos de corregir su
reduccion o su eliminacion. Los niveles maximos considerados aceptables para las aminas
biogénicas suelen oscilar entre 750-900 mg/kg, y en concreto, para la histamina el maximo

permitido es 50 mg/kg por parte de la Agencia de Drogas y Alimentos de Estados Unidos
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(FDA), y menor de 100 mg/kg por la normativa vigente en la Comunidad Europea (Erim,
2013). Para las demas aminas biogénicas solo existen sugerencias o simples
recomendaciones. Asi, por ejemplo, se recomienda que la concentracion de tiramina se
mantenga entre 100 y 800 mg/kg como maximo, y se ha propuesto un limite de 30 mg/kg para
la feniletilamina. En resumen, se requiere con urgencia una mayor concrecion a fin de llegar a
establecer un consenso con respecto a los limites que deben ser permitidos (Ten Brink et al.,
1990; Halasz et al., 1994; Ladero et al., 2010; Linares et al., 2011).

2.5. Métodos de identificacion y analisis cualitativos y cuantitativos.

La necesidad de detectar las aminas biogénicas en los alimentos ha conducido al
desarrollo de gran numero de métodos analiticos y a que se siga investigando con el fin de
proponer otros que nos permitan detectar concentraciones mas bajas. Ademas, dado que estos
compuestos derivan de aminodcidos, se han desarrollado técnicas que tienen como finalidad

cuantificar los aminoacidos precursores (Onal, 2007).

2.5.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Esta es una de las técnicas mas utilizadas. Las muestras se extraen con &cidos, tales
como el acido tricloroacético, el acido perclorico o el acido hidroclorico. El proceso de
derivatizacion es esencial, porque la mayor parte de estas aminas biogénicas no tienen
cromoforos, siendo necesario que los reactivos se unan al grupo amino para poder detectarlas.
Los mas utilizados son el o-ftaldehido (OPA), el cloruro de dansilo (dansil-Cl), la 1,2-
naftoquinona-4-sulfonato (NQS), la 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimida (AQC) y el éster
de N-hidroxisuccinimida. Los metodos de derivatizacién para la deteccion por fluorescencia
se pueden hacer pre-columna o post-columna, es decir, antes o después del proceso de
separacion cromatogréfica, siendo la primera de ellas la técnica mas utilizada por ser mucho
mas sensible (Onal et al., 2013; Orddiiez et al., 2016). Un método de deteccion, que
proporciona una gran sensibilidad, aunque tiene el problema del extremo cuidado que hay que
tener a la hora de trabajar, es el que utiliza un detector evaporativo de dispersion de luz
(ELSD), en el que el eluyente se nebuliza y se evapora, y, a continuacion, la muestra es
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irradiada con un haz de luz laser, de modo que lo que se mide es la radiacion dispersada. Para

aplicar estas técnicas se utilizan usualmente columnas C18 en fase reversa (RP-HPLC).

La técnica de UHPLC (cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucion) tiene los
mismos fundamentos que el HPLC. Este método es muy preciso y es bastante innovador,
permitiendo diferenciar claramente varias aminas biogénicas y aminoacidos, con tiempos de
eluciobn mas cortos, una mayor sensibilidad y una mayor resolucién de las distintas
substancias. Esto hace que se reduzcan los costes para la deteccion de aminoacidos y sus
derivados, aunque a dia de hoy, pocos laboratorios poseen el equipo necesario para aplicar

esta técnica (Redruello et al., 2017).

2.5.2. Electroforesis capilar.

Esta técnica, que se basa en la separacion de moléculas en funcion de su relacion
carga/masa, ha sufrido un gran desarrollo desde finales del siglo XX. Presenta ventajas
respecto al HPLC ya que proporciona una mayor eficiencia de columna (105-106 platos
tedricos de separacion); se requiere menor volumen de muestra (aproximadamente 10 nl), y su
sensibilidad y selectividad es muchisimo mayor. Es una técnica rapida, barata, efectiva y

permite analizar muchas muestras en un corto periodo de tiempo (Sun et al., 2003b).

Dentro de este grupo existen diferentes técnicas de analisis. A pesar de que la mas
utilizada es la deteccidon indirecta UV-Vis (Arce et al., 1998), hay un procedimiento
electroquimico en el que se utiliza un pulso amperométrico (PAD) que proporciona una
mayor sensibilidad (Sun et al., 2003b). Otros sistemas de deteccion se basan en la

espectrometria de masas y en la fluorescencia inducida por laser (LIF) (Chen et al., 2001b).

2.5.3. Cromatografia de gases.

En esta técnica la muestra se volatiliza y se introduce en la columna de relleno siendo
necesaria la derivatizacion previa de las muestras a analizar. Las aminas biogénicas son
extraidas en formas de derivado de trifluoroacetilo, trimetilsililo o derivados de 2,4-
dinitrofenilo. Los detectores mas utilizados son de conductividad, de ionizacion de llama o de

captura de electrones (Karovi¢ova and Kohajdova, 2005).

36



INTRODUCCION

A pesar de que las tres técnicas mencionadas son las mas utilizadas a la hora de
detectar aminas biogénicas en los alimentos, no son las Unicas. Asi, la cromatografia en capa
fina o las reacciones enzimaticas se utilizan con bastante asiduidad, aunque, en estos casos los

resultados son menos precisos.

2.5.4. Cromatografia en capa fina (TLC).

Inicialmente, se aislaban las aminas biogénicas de una forma individual, de ahi la
necesidad de encontrar técnicas que fuesen capaces de discernir la presencia entre varias
aminas biogénicas. Para la cromatografia de capa fina, inicialmente, era necesario utilizar
como reactivo el cloruro de dansilo, analizdndose tanto el Rf de la amina como el color del
producto de reaccion (Chin and Koehler, 1983). Ademas, se solian utilizar placas de silicagel,
que tenian que ser calentadas a 110 °C antes de ser reveladas para su activacion (Shalaby,
1994). Usando ensayos TLC monodimensionales no se podian identificar todas las aminas, de
ahi que fuera necesario poner a punto técnicas de TLC bidimensionales. Las placas, una vez
reveladas, informan sobre la presencia de aminas biogénicas y utilizando la densitometria se
puede establecer su cantidad relativa (Shakila et al., 2001). Esta técnica, que permite separar
una gran cantidad de aminas en diferentes muestras, es un método rapido, simple y versatil.
Por esta razon, es facilmente aplicable en la industria alimentaria, sobre todo cuando se trata
de determinar la calidad de un elevado nimero de muestras (Shalaby, 1995). Hoy dia, es una

técnica usualmente empleada en el analisis de ciertas bebidas tales como el vino (Erim, 2013).

2.5.5. Métodos enzimaticos.

Son aquellos en los que se usan enzimas que han sido inmovilizadas sobre
determinados substratos, generando biosensores (LOpez-Sabater et al., 1993). Una enzima
muy empleada es la DAO, la cual se obtiene de varias fuentes como microorganismos, plantas
y tejidos animales (Carelli et al., 2007). Hoy en dia se buscan biosensores con alta
especificidad, utilizando enzimas comerciales o purificadas. Asi, la empresa BIOLAN,
asentada en el Pais Vasco, es una empresa pionera en la utilizacién de biosensores para

detectar la presencia de histamina en productos lacteos, en vinos y en pescados.

37



INTRODUCCION

3. DEGRADACION DE AMINAS BIOGENICAS.

La cantidad de aminas que se encuentran en el medio ambiente estd incrementandose
de forma considerable como consecuencia de la actividad generada por diferentes industrias.
Sin embargo, muchas también pueden ser liberadas por los organismos vivos o generadas post
mortem. Algunas de estas aminas, especialmente las metiladas, son muy volatiles y estan
implicadas en la formacion de Oxido nitrico, un importante gas causante del efecto
invernadero (Van Neste et al., 1987; Chistoserdov, 2001). Como se ha descrito previamente,
el acumulo de determinadas aminas biogénicas en los alimentos y el consumo de estos,
conlleva la aparicién de una serie de efectos adversos. Por lo tanto, es deseable la utilizacion
de cualquier técnica que pueda ser usada por la industria alimentaria para disminuir o eliminar
estos compuestos de los alimentos. Una aproximacion a este problema se basa en un enfoque
biotecnoldgico que requiere la utilizacion de microorganismos, genes o proteinas para reducir
0 eliminar estas aminas durante el proceso de manufactura del alimento. Muchos
microorganismos convierten las aminas primarias en catabolitos centrales que pueden ser
utilizados como fuente de carbono y energia, como fuente de nitrégeno, o como ambas
(Yamada et al., 1965).

R-CH,NH; + H,O  —> RCHO + 2[H]" + NH3

El mecanismo méas habitual para la eliminacion del grupo amino de las aminas
primarias es la oxidacion. Este proceso esta ampliamente distribuido en la naturaleza,
habiéndose descrito tanto en organismos eucariotas como en procariotas. La oxidacion esta
catalizada por diferentes enzimas, entre las que se incluyen quinoproteinas amino oxidasas y
quinoproteinas o quinohemoproteinas amino deshidrogenasas (Hacisalihoglu et al., 1997).
Ambas catalizan la conversién de las aminas en sus correspondientes aldehidos. La diferencia
radica en que mientras las amino oxidasas, presentes tanto en eucariotas como en procariotas,
utilizan como aceptores de electrones el agua u otros compuestos produciendo perdxidos
toxicos, las amino deshidrogenasas, presentes exclusivamente en bacterias, producen
equivalentes reducidos que transfieren directamente los electrones a la cadena respiratoria
(Mclntire and Hartmann, 1993; Vandenberghe et al., 2001). Los aldehidos asi formados son
reducidos a los correspondientes acidos que se catabolizan a través de las rutas pertenecientes

al metabolismo general (Cooper, 1997).
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La localizacion de estas enzimas varia en funcion del tipo de microorganismo
analizado. Asi, en los microorganismos G-, la mayoria poseen localizacion periplasmica y
suelen estar unidas a la cara externa de la membrana citoplasmatica. Sin embargo, en los
microorganismos G+ estas enzimas se encuentran en el citoplasma o unidas a la membrana
citoplasmatica por su cara interna. Por el contrario, en algunas levaduras se ha visto que su
localizacion es exclusivamente citoplasmica, y, mas concretamente, peroxisomal
(Hacisalihoglu et al., 1997).

Ademas, las enzimas responsables de la desaminacion oxidativa de las aminas utilizan
distintos cofactores, que una vez reducidos tras la oxidacion del substrato suelen formar parte
de los mecanismos de transferencia de electrones a uno o dos aceptores exogenos (citocromo

¢, cupredoxinas u oxigeno molecular).

La mayoria de las enzimas implicadas en la oxidacion de aminas a aldehidos, son
oxidorreductasas que se caracterizan por utilizar cofactores distintos a los nucle6tidos de
nicotamida o de flavina. Estas enzimas se denominan quinoproteinas (Oubrie et al., 2002)
porque utilizan cofactores que presentan un grupo quinona tales como TPQ (topaquinona),
TTQ (triptéfano triptofilquinona), LTQ (lisina tirosilquinona) o CTQ (cisteina
triptofilquinona). Los cofactores suelen formarse durante el proceso de catalisis a partir de
uno o dos aminoacidos presentes en la propia estructura primaria de la enzima que sufre una
modificacion quimica postranscripcional (Stites et al., 2000; Matsushita et al., 2002;
Davidson, 2004).

En funcién del cofactor utilizado podemos diferenciar varios tipos de amino oxidasas:
quinohemoproteinas amino deshidrogenasas, quinoproteinas amino deshidrogenasas y amino

oxidasas.

3.1. Quinohemoproteinas amino deshidrogenasas.

Son enzimas (EC 1.4.9.1, QH-AmDH) heterotriméricas constituidas por tres
subunidades (afy) que utilizan como cofactor el CTQ, el cual se forma a partir de un residuo
de cisteina presente en la subunidad pequena (y). No se descarta la posibilidad de que una
cuarta proteina, cuya funcion es todavia desconocida, pudiera intervenir facilitando la

formacion del cofactor. Estas enzimas presentan, ademas del grupo quinona, dos grupos hemo
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¢, unidos a una de las subunidades de la enzima, que actian como grupos redox activos. En
este caso, los electrones liberados durante el proceso de oxidacién son transferidos en ultimo
término a una citocromo oxidasa presente en la cadena de transporte, via el citocromo Csso,
como se ha visto en Paracoccus denitrificans; o via la azurina como sucede en P. putida
(Vandenberghe et al., 2001; Satoh et al., 2003; Sun et al., 2003a; Ono et al., 2006).

La quinohemoproteina amino deshidrogenasa de P. putida U, responsable de la
desaminacion oxidativa de la 2-feniletilamina (Arias et al., 2008) pertenece a este grupo.
P. denitrificans posee dos enzimas con actividad amino deshidrogenasa en su periplasma: una
metilamina deshidrogenasa (MADH) que usa metilamina y una QH-AmDH que reconoce
aminas primarias alifaticas y aromaticas, aunque muestra mayor actividad con n-butilamina y
bencilamina (Takagi et al., 1999; Datta et al., 2001; Sun et al., 2003a). Otra QH-AmDH que
se encuentra dentro de este grupo ha sido purificada a partir de dos cepas de P. putida, la cepa
P. putida IFO 15633 y la cepa P. putida ATCC 12633 (Vandenberghe et al., 2001; Satoh et
al., 2003; Ono et al., 2006).

Los cuatro genes que codifican la QH-AmDH de P. putida U y de P. denitrificans han
sido identificados y secuenciados. EI ORF1 codifica la subunidad a, que presenta dos grupos
hemo que actian como grupos redox durante la oxidacion; el ORF2 codifica una proteina,
cuya funcion es desconocida, pero que desempefia un papel esencial en la oxidacion de estos
compuestos; el ORF3 codifica la subunidad pequefia y (es a la que se encuentra unido el
cofactor) y el ORF4 codifica la subunidad . Estos genes se transcriben conjuntamente, por lo

gue constituyen un Unico cluster (Vandenberghe et al., 2001).

El mecanismo de las reacciones catalizadas por este grupo de enzimas es el siguiente
(Satoh et al., 2003; Sun et al., 2003a) (Figura 5):

L La reaccion se inicia mediante el ataque nucleofilico del nitrogeno del grupo
amino al Cg perteneciente al grupo carbonilo del cofactor CTQ, dando lugar a

la formacion de un intermediario carbinolamina (a).

II. La carbinolamina pierde una molécula de agua y se forma una imina (b).

III. A continuacion, un residuo del sitio activo (probablemente el D33y) abstrac un
proton del C, de la amina para formar un intermediario carbanionico que

evoluciona (mediante resonancia) al compuesto (c). Al mismo tiempo se
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reduce el CTQ tras captar una molécula de H,0, dando lugar al intermediario
(d).

IV.  El producto resultante de esta oxidacidn, el aldehido (e), es finalmente liberado
mediante la hidrolisis del nuevo enlace imina que se habia formado entre el C,

y el grupo amino.

a b
H_H =
—l —_—

o} 0 HO NH O N (o}
NH |
| ? ICHz R#-IH
FH: ‘B B ‘B
R
R &
e d C
H,0
- —-————
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£H |-!e(i OH R B
R

Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo de reaccion utilizado por
las QH-AmDH para oxidar las aminas primarias. B indica una base. Los
intermediarios (), (b), (c), (d) y (e) se explican en el texto (Modificado de Sun et
al., 2003a).

Parece ser, por lo tanto, que hay una transferencia intramolecular de electrones desde
el complejo generado por el substrato reducido-CTQ al hemo I; desde aqui al hemo Il y, a
partir de él, se produce una transferencia intermolecular al aceptor exdgeno. Esta reaccion
oxidativa tendra lugar a través de dos reacciones secuenciales hasta que conducen a la

reoxidacion del cofactor y de los grupos hemo.

Se ha comprobado que la QH-AmDH de P. putida puede ser inhibida por p-
nitrofenilhidrazina. Este compuesto se une al sitio activo de la enzima, situado entre la
subunidad B y vy, del mismo modo que lo haria el substrato. Esta unién provoca algunos

cambios importantes en el cofactor CTQ y también cambios conformacionales en las cadenas
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laterales de los residuos pertenecientes a los aminoacidos que componen el sitio activo,

causando asi la pérdida de la actividad enzimatica (Satoh et al., 2003).

3.2. Quinoproteinas amino deshidrogenasas.

Estas enzimas (EC 1.4.9.2, Q-AmDH) utilizan como cofactor el TTQ que se forma a

partir de dos residuos de triptéfano presentes en la subunidad pequefia de la enzima.
Presentan una estructura de 4 subunidades oB,, dos ligeras () y dos pesadas (B), donde el

cofactor se encuentra unido a las subunidades B (Takagi et al., 1999; Davidson, 2005).

Dentro de este grupo de enzimas se incluyen la metilamina deshidrogenasa (MADH)
de Methylobacterium extorquens AM1 o de P. denitrificans y la amino deshidrogenasa de
aminoacidos aromaticos (AADH) descrita en A. faecalis. Esta ultima parece estar implicada
en el catabolismo de diferentes aminas primarias, tales como la feniletilamina, la tiramina y la
triptamina (Chistoserdov, 2001).

En cuanto a su organizacion genética, en A. faecalis se han identificado nueve genes
que se transcriben en el mismo sentido y que, aparentemente, estdn implicados en la
degradacion de aminas (ORF1, aauBEDA, ORF2, ORF3, ORF4 y hemE). Los genes aauA y
aauB codifican la subunidad pequefia y la grande de la AADH, respectivamente, y son
homdlogos de los genes mauA y mauB que codifican la MADH. Los genes aauE y aauD son
homologos de mauE y mauD vy, aparentemente, codifican proteinas que llevan a cabo la
misma funcion (el transporte y el plegamiento de la subunidad pequefia en el periplasma,
respectivamente). Los genes homélogos de mauF, mauG, mauL, mauM y mauN, que
participan en la biosintesis del cofactor TTQ, no se encuentran en el cluster aau. Sin
embargo, se han identificado otros ORFs, tales como el ORF2, que codifica un citocromo
monohemo de tipo ¢, y los ORF1, ORF3, y ORF4, a los que todavia no se les ha asignado
ninguna funcion, pero que parecen ser esenciales para la degradacion de ciertas aminas, ya

que su disrupcion es letal en esta bacteria (Chistoserdov, 2001).

El mecanismo catalitico descrito para las AADH y las MADH es similar al propuesto
para las QH-AmDH, aunque estas enzimas carecen de los dos grupos hemo. Una
caracteristica comun de los sitios activos de las dos enzimas (AADH y MADH) es que los
atomos de oxigeno del aspartato catalitico estan involucrados en las uniones de hidrégeno
(Zelleke and Marx, 2016).
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En las reacciones catalizadas por las Q-AmDH, la transferencia de dos electrones
desde el cofactor TTQ reducido hasta el aceptor externo de electrones se produce mediante
dos reducciones consecutivas. El aceptor de electrones es la azurina, en el caso de las AADH,
y la amicianina en el caso de las MADH. Ambos aceptores fisiologicos median la
transferencia de electrones hasta diferentes tipos de citocromo c solubles. En el caso de las
AADH, la reaccion se favorece cuando la fuerza idnica es alta, mientras que la actividad de
las MADH disminuye cuando aumenta la fuerza iénica (Hyun and Davidson, 1995; Takagi et
al., 1999). En ambos casos, tras la liberacion del producto, se genera una forma quinol del
TTQ. Por ejemplo, en la reduccion del TTQ por metilamina, el formaldehido es liberado, pero
el grupo amino permanece unido al cofactor. Por lo tanto, la reduccion del substrato implica
la génesis de una forma aminoquinol del TTQ en el que uno de los oxigenos del grupo
carbonilo es reemplazado por el grupo amino derivado del substrato. La liberacién del grupo
amino se produce tras la segunda transferencia de electrones, lo que permite la regeneracion

de la quinona (Hyun and Davidson, 1995).

3.3. Quinoproteinas amino oxidasas.

Estas enzimas (EC 1.4.3.6, Q-AmO) reciben también la denominacion de amino
oxidasas dependientes de cobre (Klinman and Mu, 1994). En cuanto a su estructura, son
generalmente homodimeros formados por dos subunidades idénticas. Se caracterizan porque
en cada subunidad se presenta una molécula de TPQ y un cofactor enzimatico que se forma
mediante modificacion postranscripcional a partir de uno de los residuos de triptéfano
existentes en la enzima. Ademas, llevan unido un 4&tomo de cobre (l1), necesario tanto para la
biosintesis del cofactor como para la catalisis de la enzima. Este Cu(ll) esta coordinado con
tres residuos de histidina y dos moléculas de agua (Hirota et al., 2001; Matsunami et al.,
2004).

Estas enzimas se caracterizan porque son las Unicas que estan ampliamente
distribuidas tanto en bacterias como en organismos superiores y catalizan la oxidacion de un
gran nimero de aminas primarias. Asi, en Klebsiella oxytoca se ha caracterizado una Q-AmO
que esté relacionada con la degradacion de feniletilamina y de tiramina (Hacisalihoglu et al.,
1997). Cuando E. coli (Cooper, 1997) o Klebsiella aerogenes (K. pneumoniae) se cultivan en
presencia de tiramina, también expresan una Q-AmO similar a la de K. oxytoca

(Hacisalihoglu et al., 1997). También se han identificado otras Q-AmO en bacterias G+ y en
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levaduras. Asi, por ejemplo, en Arthrobacter globiformis se ha caracterizado una Q-AmO que
contiene cobre y que utiliza como substrato feniletilamina (Hirota et al., 2001; Uchida et al.,
2003) y en la levadura Hansenula polymorpha se ha identificado una metilamina oxidasa
implicada en la degradacion de metilamina (Matsunami et al., 2004). En el plasma y en
tejidos animales, en plantas, en levaduras, en hongos y en bacterias se han descrito también
D-aminoacido oxidasas dependientes de cobre. Las DAO son las principales enzimas
responsables de la desaminacion oxidativa de la histamina en todos esos organismos

(Malmstrom et al., 1975), como se detallara en el apartado 6.1.

La reaccién catalitica llevada a cabo por estas quinoproteinas amino oxidasas,
transcurre mediante un mecanismo ping-pong de transaminacion que puede dividirse en dos
hemirreacciones o etapas, en funcién del estado de oxidacion del cofactor (Hirota et al.,
2001):

I.  Hemirreaccion reductiva; desaminacion oxidativa del substrato.

- El cofactor TPQ participa en esta etapa formando un enlace covalente con el
substrato (a través del grupo carbonilo del Cs y del grupo amino del substrato),
dando lugar a la formacion una base de Schiff (imina).

- La base de Schiff es entonces desprotonada por un residuo de aspartato
préximo al sitio activo y al mismo tiempo se reduce el cofactor. En este paso se
forma otra base de Schiff, pero ahora es producida entre el carbono adyacente
al grupo amino del substrato y el nitrdgeno derivado del grupo amino del
mismo substrato.

- A continuacién, se produce la hidrdlisis de esta base de Schiff, liberandose el

aldehido y dejando la forma aminoresorcinol del TPQ reducido.

La estereoespecificidad de la abstraccidn del protén de la posicion C; del substrato ha
sido estudiada en diferentes enzimas, tanto las de origen bacteriano como la aislada de
animales o de vegetales. Se ha visto que la especificidad varia en funcion de la naturaleza de
la enzima y de los substratos utilizados. Asi, por ejemplo, en el caso de la dopamina, en
ocasiones se abstrae el proton pro-R y en ocasiones el pro-S, dependiendo de si la reaccion es

catalizada por la enzima presente en plantas o en animales (Uchida et al., 2003).
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I1. Hemirreaccién oxidativa: reduccién del oxigeno molecular.

En esta etapa se produce la re-oxidacion del TPQ reducido (TPQreq) Y la liberacién de
amonio. La participacién del Cu(ll) en esta etapa se apuntd tras el descubrimiento de la forma
Cu(I)/topa semiquinona (TPQseq). Debido a que la transferencia de electrones desde el TPQyeq
al Cu(ll) para formar Cu(l)/TPQsq €s muy rapida, y debido a que el Cu(l) reacciona
facilmente con el Oy, el estado Cu(l)/TPQsq ha sido propuesto como un intermediario
cinéticamente competente con Cu(l) que oxida directamente al O,. De este modo, se establece
un equilibrio entre la forma Cu(I1)/TPQreq Y Cu(l)/TPQseq para la transferencia intramolecular
de electrones (Hirota et al., 2001).

3.4. Flavoproteinas amino oxidasas.

Hay enzimas implicadas en la oxidacién de diferentes aminas que utilizan FAD como
cofactor, son las flavoproteinas amino oxidasas (EC 1.4.3.4). Dentro de este grupo cabe
destacar las monoamino oxidasas (MAOSs), que se han aislado de varios tejidos y que estan
presentes en distintas formas Ilamadas MAO-A y MAO-B (Mondovi and Agro, 1982). En el
higado la isoforma MAO-B es la predominante, mientras que en la mucosa del duodeno la
isoforma mayoritaria es la MAO-A, siendo esta isoenzima la encargada de la desaminacion de
las aminas introducidas con la dieta. Por esta razon, se provocaran procesos de hipertension
criticos en aquellos pacientes que consuman alimentos ricos en aminas y sigan tratamientos
con inhibidores de la MAO-A. Esta es una de las causas por las que los tratamientos con
farmacos inhibidores de la MAO, actualmente estan dirigidos a la inhibicién de la actividad
de la isoforma MAO-B (Saura et al., 1996).

Cada una de estas isoformas tiene distinta especificidad de substrato e inhibidores. Las
MAO-A oxidan mejor la 5-hidroxitriptamina, la noradrenalina y la adrenalina y son inhibidas
por clorgilina, mientras que las MAO-B actuan sobre la tiramina, la dopamina, la bencilamina
y la feniletilamina y son inhibidas por deprenilo. También se ha relacionado a la isoforma
MAO-B con la degradacion de histamina (ver apartado 6.1) (Hough and Domino, 1979). Se
habla de una tercera isoforma, MAO-C, pero no hay practicamente informacion sobre ella
(Mondovi and Agro, 1982; Sugino et al., 1992).

La desaminacién de la tiramina en P. putida U, la bacteria utilizada en este trabajo,
transcurre a través de un proceso descrito en nuestro laboratorio en el que participan enzimas

de este tipo (Arcos et al., 2010).
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4. HISTAMINA.

La histamina (2-(4-imidazol)-etilamina) es una amina biogénica cuyo Mw es de 111
Da y que esta compuesta por 17 atomos. Se considera una hormona local o autocoide que,
como se ha mencionado con anterioridad, se sintetiza por la descarboxilacion de la

L-histidina, en una reaccion catalizada por la histidin descaboxilasa (Recsei and Snell, 1972).

Esta amina biogénica se conoce desde hace méas de 100 afios y fue sintetizada in vitro
por Windaus y Voght en 1907 (Windaus and Vogt, 1907). Més adelante, en 1910, Dale y
Laidlaw extrajeron esta molécula de Claviceps purpurea, estableciendo sus funciones
bioldgicas sobre el musculo liso, asi como su accién vasodilatadora (Barger and Dale, 1910;
Dale and Laidlaw, 1910). En este mismo afio, Ackermann y Kutscher sintetizaron la
histamina a través de la descarboxilacion de la histidina, incrementandose los rendimientos
del proceso de sintesis (Emanuel, 1999). Popielsky, discipulo de Pavlov, observo en 1916 que
la histamina actuaba como un agente que aumentaba la secrecion del &cido clorhidrico en el
estomago del perro, aunque este trabajo no se publicd hasta 1920 (Popielski, 1920). En 19109,
se aislé por primera vez histamina del cerebro por J. Abel (Abel and Kubota, 1919). En 1927,
el grupo cientifico dirigido por Best aislo la histamina de muestras frescas de higado y
pulmon, comprobando que estaba presente en muchos tejidos del organismo, razon por la que
se la denomino, histamina, derivado de histos (tejido) (Best et al., 1927). Este descubrimiento
dio pie a un gran nimero de estudios que han permitido establecer sus funciones e
interacciones metabdlicas, asi como definir agonistas, antagonistas y farmacos que modulan

su actividad.

Sobre los afios 30, se observd que las concentraciones de histamina eran distintas en
las cobayas y en los perros, antes y después de la reaccién anafilactica (Dragstedt and Mead,
1936; Code, 1937; Steinhoff et al., 2004) y permitié establecer una estrecha relacién entre la
anafilaxis y la presencia de histamina en mastocitos y basofilos (Riley and West, 1953;
Ishizaka et al., 1972; Hasala, 2006).
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4.1. Receptores de histamina y antihistaminicos.

e Receptores.

Debido a la multitud de funciones que desempefia la histamina, y dada su relacién con
las reacciones anafilacticas, en el primer tercio del siglo XX se empezaron a estudiar en el
Instituto Pasteur, compuestos que contrarrestasen los efectos de esta amina. A la vez que se
iban descubriendo compuestos que disminuian los efectos patoldgicos de la histamina, se iban
hallando nuevos receptores de esta amina biogénica. El receptor H1 (Tabla 3) se descubri6 en
1966, siendo antagonistas de este receptor los primeros antihistaminicos encontrados. En
1972, se descubrio el receptor H2 (Tabla 3) (Bachert, 1998). La aparicion del receptor H3
(Tabla 3) surgidé al comprobar que las acciones en el cerebro no estaban moduladas por
ninguno de los receptores descritos (ni por H1 ni por H2), sino por un tercero que se parecia

muy poco a los anteriores (Arrang et al., 1983; Lovenberg et al., 1999).

Posteriormente, se identifico un gen que codificaba una proteina que mantenia una
similitud de secuencia del 35% con la del receptor H3. La proteina expresada en sistemas
heter6logos tenia una alta afinidad por la histamina. Esta proteina, que correspondia a un
nuevo receptor de histamina, el receptor H4 (Tabla 3), fue descrito por seis laboratorios
distintos de forma simultanea (Thurmond, 2015). El receptor H4 se localiza en la médula
Osea, y, en menor concentracion, en el colon. Los antagonistas del receptor H1 no son
efectivos para combatir el asma bronquial, aunque se ha observado que en ratén, los
antagonistas del receptor H4 si son efectivos (Deml et al., 2009). La caracterizacion completa
de este nuevo receptor aun no ha sido completada.
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Tabla 3. Caracteristicas de los receptores de histamina metabotropicos. Adaptada de Ramos-Jiménez et al.,
20009.

- Musculo liso. - Células gés- |- Nervios sim- | - Médula dsea.
) - Células  endo- tricas  parieta- paticos y para- | - Leucocitos.
LOCALIZACION teliales. les. simpéticos del | - Neutrofilos.

- Médula de las | - Mausculo liso. corazon. - Eosindfilos.
glandulas  su- | - Células supre- [- Cerebro. - Mastocitos.
prarrenales. soras T. - Tracto gastro- | - Pulmon.

- Corazon. - Neutrdfilos. intestinal.

- SNC. - Corazon. - SNC.

- Utero.

- SNC.
TAMANO - Rata (486). - Rata y ratén - Ser humano: - Rata y raton
(Aminoacidos) - Rat6n (489). (358). isoforma mas (391).

- Ser humano - Perro, cobaya | abundante (445), - Cobaya, mono

(487). y ser humano [ otras isoformas y ser humano
(359). (de 326 a 453). (390).

- Mono:

3 isoformas (335,

410, 413).
INTRONES EN . i
EL GEN No No Si (2-3) Si (2)
ISOFORMAS No No Si No
AFINIDAD POR LA
HISTAMINA Micromolar Micromolar Nanomolar Nanomolar
UBICACION
CROMOSOMAL
DEL GEN EN EL 3p25 5035.3 20q13.33 18g11.2
SER HUMANO

SNC, sistema nervioso central.

Es interesante resefiar que los distintos receptores se han asociado con varias funciones
metabolicas importantes (Cianchi et al., 2005; Montes et al., 2005; Zampeli and Tiligada,
2009). Asi:

- Receptor H1: participa en la contraccion del masculo liso bronquial; prurito; dolor;
incremento de permeabilidad vascular; hipotension; rubicundez facial; liberacion de
mediadores de la inflamacion; generacion de prostaglandinas; reclutamiento de

células inflamatorias; secrecion de moco de la mucosa bronguial; cefalea;
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taquicardia; activacion de nervios aferentes vagales de vias aéreas y aumento del

tiempo de conduccidn del nodo atrioventricular.

Receptor H2: regula la permeabilidad vascular; secrecion gastrica del acido
clorhidrico; relajacion del musculo liso bronquial; controla la produccion de moco en
las vias aéreas; esta relacionado con la accién cronotrdpica en el musculo del atrio y
la accién inotropica del musculo ventricular. Interviene en el efecto lipolitico en
células sebaceas; estimulacion de células T supresoras; quimiotaxis de neutrofilos y
basofilos; liberacion de enzimas y en procesos de citotoxicidad y proliferacion de

linfocitos. Ademas, participa en la hipotension, rubicundez, cefalea y taquicardia.

Receptor H3: previene la broncoconstriccion excesiva; inhibe la secrecion de &cido
gastrico; aumenta la vasodilatacion de vasos cerebrales; actia como controlador
feedback de la liberacion de neurotransmisores en los nervios periféricos; controla la
produccién de histamina en neuronas histaminérgicas del sistema nervioso central y
controla la liberacion de neurotransmisores en el sistema nervioso central.

Receptor H4: participa en el prurito crénico; colitis y cancer colorrectal. Al igual
que otros receptores participa en procesos inflamatorios, tales como la alergia y el

asma.

e Antihistaminicos.

El término antihistaminico hacia referencia a los antagonistas del receptor H1 (Ash

and Schild, 1966), ya que compiten por la union de éste con la histamina de forma reversible

en los tejidos. El primer antihistaminico, el 2-isopropil-5-metil-fenoxietil-dietilamina, se

descubrio en 1933 por Forneau y Bovet, sin embargo, no fue hasta 1942 cuando se utilizo de

forma terapéutica la fenbenzamina en humanos (Bovet, 1950; Flowers et al., 1986; Hasala,

Los antihistaminicos H1 se han clasificado en 6 grupos quimicos: las etanolaminas, las

etilendiaminas, las alquilaminas, las piperazinas, las piperidinas y las fenotiazinas. Sin

embargo, actualmente se clasifican en antihistaminicos de primera generacion, que son

sedantes y pertenecen a este grupo los descubiertos antes de los afios 80 y antihistaminicos de

segunda generacion, que no son sedantes (Simons and Simons, 2003), siendo los

representantes de este segundo grupo el astemizol y la terfenadina (Emanuel, 1999).
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Hoy dia, ya se habla de antihistaminicos de tercera generacion, que son metabolitos
activos producidos a partir de los antihistaminicos de segunda generacion (Handley and Graff,
1998). Este tipo de antihistaminicos empezaron a surgir en 1990, aunque hasta 2003 no se
definieron las caracteristicas requeridas para pertenecer a este grupo (propiedades
antiinflamatorias, potencia, eficacia y efectividad, bloqueo de la cardiotoxicidad, falta de
interacciones con drogas, falta de efectos sobre el sistema nervioso central y enfoque

farmacologico) (Rico et al., 2009).

Aunque el término antihistaminico se utiliza de forma frecuente para designar aquellas
substancias antagonistas que actGan sobre los receptores H1, también hay sustancias
consideradas antihistaminicos que ejercen su accién como antagonistas de la histamina en la
unién al resto de receptores H2, H3 y H4 (Faustino-Rocha et al., 2017). Los antihistaminicos
H2 maés utilizados son la cimetidina, la ranitidina, la famotidina y la nizatidina, que alivian los
sintomas del reflujo gastroesofagico (Mahdy and Webster, 2014; D’Erme et al., 2015). En
cambio, los antihistaminicos H3 y H4 son importantes en el tratamiento de trastornos
alérgicos tales como la rinitis, el asma, el prurito y la dermatitis atopica. Los representantes
mas importantes dentro de los antihistaminicos H3 son el ciproxifan, el imoproxifan y la
impromidina, y dentro de los antihistaminicos H4, se encuentran la tioperamida, el JNJ-
7777120 y el VUF-6002. El problema de este tipo de antihistaminicos que acttan sobre los
receptores H3 y H4, es que su comercializacion ain no esta aprobada, aunque los ensayos
clinicos ya estan en curso (Tiligada et al., 2009; Thurmond, 2015; Faustino-Rocha et al.,
2017).

4.2. Funciones de la histamina.

Como ya se ha mencionado, dentro de las aminas biogénicas, la histamina ha sido la
mas estudiada por estar presente en gran variedad de alimentos y por jugar un importante
papel como neurotransmisor. Se sintetiza por muchos tipos de células en el cuerpo, entre las
gue se encuentran las neuronas, las células de la mucosa gastrica, los mastocitos, los basofilos
y los linfocitos T. La histamina causa la contraccion del musculo liso, vasodilatacion,
incremento de la permeabilidad vascular, secrecion mucosa, taquicardia, alteraciones en la
presion sanguinea, arritmias. Ademas, estimula la secrecion gastrica acida y participa en la
hematopoyesis, neurotransmision, inmunomodulacion, ritmos circadianos y en la regulacién

de la proliferacion y la angiogénesis de los modelos tumorales. Algunas de las funciones de la
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histamina se recogen en la Figura 6 (Aoi et al., 1989; Maintz and Novak, 2007; Shahid et al.,

2010):

HISTAMINA

-t

s

==

Figura 6. Algunos procesos fisiologicos desencadenados por la histamina en el organismo.

Las concentraciones de histamina en el plasma sanguineo oscilan entre 0,3 y 1 ng/ml,
y fuera de ese rango se puede dar histapenia (deficiencia de histamina) o histadelia
(abundancia de histamina) produciendo alteraciones fisicas y enfermedades neurolégicas en
ambos casos (Shahid et al., 2010).

4.3. Enfermedades asociadas con la histamina.

La intolerancia a la histamina es un proceso patolégico que ocurre cuando se da una
desproporciéon entre la toma de histamina y la eliminacion de ésta, generando altas
concentraciones de histamina en el organismo. Se ha descrito en humanos de mediana edad y
la prevalencia es del 1% de la poblaciéon. En esta patologia la mayoria de los sintomas se
deben principalmente al aumento de la concentracién de histamina en el organismo, pero los
sintomas secundarios se deben al hecho de que este aumento provoca la sintesis y liberacion

de catecolaminas produciendo taquicardia, dolor de cabeza, urticaria, incremento de la presion
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arterial, broncoespasmo y hasta paro cardiaco si los niveles de histamina son muy altos
(Wohrl et al., 2004; Kovacova-Hanuskova et al., 2015). Uno de los sintomas neuroldgicos
mas usuales es el dolor de cabeza, comprobandose que en pacientes que sufrian ataques de
migrafia habia un incremento de los niveles de histamina (Lassen et al., 1996).

En ciertas afectaciones respiratorias, como aquellas que causan ataques de asma
bronquial, obstruccién nasal y broncoconstriccion, se ha visto que la actividad de la enzima
histamina N-metiltransferasa (HNMT) ha disminuido considerablemente lo que conduce a

una alta concentracion de histamina (YYamauchi et al., 1994; Preuss et al., 1998).

En aquellos casos en los que se producen ciertas patologias de la piel, tales como la
urticaria crénica o la dermatitis atépica, se ha comprobado también que los niveles de la
actividad de la enzima DAO eran mas bajos que respecto a individuos normales (lonescu and
Kiehl, 1988), por lo que la concentracion de histamina es mayor que en aquellas personas que

no la sufren.

Ademas, se ha visto que la histamina juega un papel importante en la dismenorrea
(menstruacion dificil y dolorosa) ya que en el aparato genital femenino la histamina se
produce principalmente por los mastocitos, las células endoteliales y las células epiteliales en

el Utero y en los ovarios (Hamada et al., 2013).

La escombroidosis se conoce como sindrome de intoxicacion histaminica. Se
describié en 1799 en el Reino Unido, y suele aparecer cuando hay un consumo elevado de
pescado azul (de las especies pertenecientes a la familia Scombridae y Scomberesocidae,
entre los que se incluye el atin, el bonito y la caballa). Sin embargo, también se ha
comprobado que hay especies de pescado, que estan implicadas en esta enfermedad, y que no
pertenecen a la familia Scombridae (anchoas -Engraulis spp.-, arenque -Clupea spp.-, marlin -
Makaira spp.-, sardina -Sardina pilchardus-, sardinillas -Sardinella spp.-, pescado azul -
Pomatomus spp.-, salmon australiano del Oeste -Arripis truttaceus-, salmén rojo -
Oncorhynchus nerka-, pez limén -Seriola spp.-, y pez espada -Xiphias gladius-) (Hungerford,
2010). Los sintomas no aparecen hasta pasado un tiempo tras la ingestion (entre 10 minutos y
una hora) (Ansdell, 2008). Se considera como una enfermedad bastante leve, pero con
muchos sintomas diferentes en la piel, en el tracto gastrointestinal y en el sistema nervioso.
Entre los sintomas cutaneos, se incluyen la erupcidn, urticaria, edema e inflamacién

localizada alrededor de la boca (Gilbert et al., 1980; de Cerio et al., 2016). Entre los sintomas
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gastrointestinales, cabe destacarse diarrea, vomitos y calambres. Los sintomas neuroldgicos
mas importantes son el dolor de cabeza, las palpitaciones, la rubefaccién, una sensacion oral

ardiente, picazon e hipotension (Taylor et al., 1989).

La terapia mas efectiva para tratar estos sindromes es la limitacion de alimentos ricos
en histamina; la limitacion de farmacos que inhiban la actividad de las dos enzimas mas
importantes que inactivan la histamina (HNMT y DAO) y potenciar la accion de la enzima
DAO por medio de la suplementacién de sus cofactores, tales como el zinc, el cobre, la
vitamina C y la vitamina B6. En los casos mas severos, es necesario la administracion de
antihistaminicos H1 y H2 (Maintz and Novak, 2007; Kovacova-Hanuskova et al., 2015). Tal
es el caso de la escombroidosis, donde se administran la difenhidramina y la clorfeniramina
gue son antihistaminicos antagonistas de H1 (Dickinson, 1982). A veces también responde al
tratamiento con antagonistas de H2, tales como la cimetidina (Blakesley, 1983; Feng et al.,
2016).

Debido a la funcién de la histamina como neurotransmisor, se ha observado que esta
amina biogénica tiene un papel en enfermedades neurodegenerativas, tales como el Alzheimer

y el Parkinson (Fernandez-Novoa and Cacabelos, 2001; Haas and Panula, 2003).

En la enfermedad de Parkinson, los pacientes que padecen esta enfermedad tienen
unas concentraciones elevadas de los catabolitos de histamina en el fluido cerebroespinal
(Coelho et al., 1991; Garcia-Martin et al., 2008). Se ha observado que puede haber una
asociacion entre individuos con alto catabolismo de histamina, y un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad, sugiriéndose que la modulacion de la histamina cerebral puede
estar relacionada con el Parkinson, aunque, por el momento, se desconocen los mecanismos
moleculares responsables de esta interaccion (Agundez et al., 2008; Garcia-Martin et al.,
2008). Recientemente, se ha comprobado que una baja actividad de la enzima HNMT tiene un
efecto protector contra esta enfermedad, sugiriéndose que este efecto se debe al hecho de que
elevadas concentraciones de histamina podrian estimular las funciones cerebrales (Yang et al.,
2015; Yoshikawa and Yanai, 2016).

En la enfermedad del Alzheimer se ha observado que los niveles de histamina
disminuyen en las areas del cerebro afectadas por esta enfermedad, tales como el hipotalamo,
el hipocampo y el cortex temporal (Panula et al., 1997; Haas and Panula, 2003). Esta
disminucion de la concentracion de histamina se debe a la reduccion de los liberadores de esta

amina y de los receptores en el cortex temporal, dando como resultado la degeneracion de las
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neuronas de los nucleos tuberomamilares, responsables de la sintesis de histamina en el
cerebro (Airaksinen et al., 1991; Alraksinen et al., 1991).

La variacion de la concentracion de histamina en ambas enfermedades ha propiciado
el estudio sobre la participacion de los receptores de histamina, observandose que el receptor
H3 es importante. De ahi que la administracion de antagonistas H3 puedan servir para estas
enfermedades si se aplica el tratamiento en las primeras fases (Aquino-Miranda et al., 2012;
Vohora and Bhowmik, 2012; Grove et al., 2014; Hu and Chen, 2017).

4.4. Sintesis de histamina.

Los animales sintetizan histamina para llevar a cabo las funciones fisioldgicas, pero
distintos organismos también lo sintetizan como parte de su metabolismo para la obtencion de
energia. La histidin descarboxilasa (Hdc, EC 4.1.1.22) cataliza la reaccion de conversion de
histidina a histamina. Se han encontrado dos familias de histidin descarboxilasas distintas en
funcién del tipo de organismo que la produce. Las secuencias y las caracteristicas de estos dos
tipos de proteinas son diferentes. Asi, una familia incluye a las histidin descarboxilasas
dependiente de piridoxal-fosfato. Estas han sido descritas en bacterias G- y en mamiferos. El
grupo aldehido del piridoxal se une en el centro activo a uno de los grupos amino
pertenecientes a una lisina localizada en el centro activo de la enzima formando una base de
Schiff (aldimina interna). EIl grupo carbonilo del piridoxal-5-fosfato reacciona facilmente con
los aminoacidos para formar una nueva base de Schiff (aldimina externa) que funciona como
intermediario, y que permite que estos sean posteriormente descarboxilados para dar lugar a la

correspondiente amina y a la molécula de piridoxal fosfato original.

Otra familia incluye a las histidin descarboxilasas dependientes de piruvato que se
encuentran en bacterias G+ y, especialmente, en bacterias acido lacticas. En este caso, sera el
grupo piruvoil el que se une covalentemente al grupo amino del aminoacido formando una
base de Schiff y permitiendo que se produzca la descarboxilacion de la N-piruvoil-histamina

(cetimina).

El gen de la histidin descarboxilasa en humanos estad formado por exones y codifica
una proteina de 74 kDa, que posee muy baja actividad enzimatica. La generacion de la forma
activa (de 53-55 kDa) requiere una modificacion postraduccional compleja (Yatsunami et al.,
1994; Wu et al., 2008).
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En las bacterias G+, los genes involucrados en la sintesis de histamina y su regulacién
estan agrupados en un cluster, denominado cluster hdc compuesto por hasta cuatro genes:
hdcA, hdcB, hdcP y hisRS (Figura 7). El gen que codifica la histidin descarboxilasa, hdcA, se
ha identificado en diferentes bacterias G+, tales como Lactobacillus 30a, Oenococcus oeni,
Lactobacillus hilgardi, Lactobacillus buchneri, estando al lado del gen hdcB, que codifica una
enzima de maduracion de hdcA (Trip et al., 2011), pero no asi en Clostridium perfringens y
Staphylococcus capitis, los cuales no poseen el gen hdcB (Martin et al.,, 2005). En
Streptococcus thermophilus (Calles-Enriquez et al., 2010), entre ambos genes, hdcA y hdcB,
se encuentra el gen hdcP que codifica el sistema de transporte antiporte histamina/histidina, a
diferencia de lo que ocurre en algunas especies del género Lactobacillus, tales como L.
hilgardii y L. buchneri, donde dicho gen se encuentra corriente arriba de los genes hdcA y
hdcB (Martin et al., 2005; Landete et al., 2008; Diaz et al., 2015). Estos genes (hdcA, hdcB y
hdcP) estan seguidos y orientados en la misma direccion junto con el gen hisS, que codifica
una histidil-tRNA sintetasa (que muestra homologia con las histidil-tRNA sintetasa de clase
I1, HisRS) y que tiene una accién reguladora sobre el cluster hdc (Martin et al., 2005). En L.
buchneri, la expresion del gen hisRS depende de la concentracion de histidina en el medio
(Landete et al., 2008). Algunos microorganismos, tales como C. perfrigens y S. capitis, solo
poseen dos de los cuatro genes comentados, hdcA y hdcP, cuyos productos, la histidin
descarboxilasa y un transportador, se combinan para formar la via de descarboxilacion tipica
en bacterias (De las Rivas et al., 2008; Landete et al., 2008).

m Lactobacillus 30a
m Oenococcus oeni 9204

—hdcr >—1 hdcA >| hch>—| hisRS
—hdep >—{ hdcA >| hdc3>-{ hisRS

—{ hdca >-| hdcP
—{ hdca >| hdcP

—{ hdcA >—| hdcP >{ hdcs> Streptococcus thermophilus

Lactobacillus hilgardii 0006

Lactobacillus buchneriB301

Clostridium perfrigens

YYYY

Staphylococcus capitis IFIJ12

Figura 7. Organizacion génica del cluster de la histidin descarboxilasa en bacterias G+.
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Los bacterias G- en las que mas se ha estudiado el cluster que contiene el gen hdc (o
hdcA) que codifica la histidin descarboxilasa, son las bacterias entéricas, tales como
Klebsiella oxytoca, Morganella morganii, Raoultella planticola y Enterobacter aerogenes; y
en algunas bacterias marinas, tales como, Photobacterium phosphoreum y Photobacterium
damselae subsp. damselae. En este cluster, ademas del gen hdc, pueden estar presentes los
genes hdcT1 (ydjE o hdcT), hdcT2 y hisS (o hisRS). El gen hdcT1 codifica un sistema de
transporte antiporte histamina/histidina, al igual que el gen hdcT2. Ambos, se encuentran en
M. morganii y K. oxytoca. El gen hisS (o hisRS) que codifica una histidil-tRNA sintetasa esta
presente en las bacterias citadas, y algunos microorganismos (R. planticola y E. aerogenes)
poseen dos copias de este gen (hisS y hisS2) (Figura 8) (Kimura et al., 2009; Ferrario et al.,
2014; Bjornsdottir-Butler et al., 2016).

| hdeT1 >| hdc >—{ hdcT2 >—| hisRS >— Morganella morganii

~{ hdcT1 hisRS >— Klebsiella oxytoca

~{ hdeT >—| >—| hiss >— Photobacterium phosphoreum
—{ydie >—| hdcA >—| hisRS >—
>—{ >—| hisS >—| his§2 >— Raoultella planticola

his§2 >— Enterobacter aerogenes

Photobacterium damselae
subsp. damselae

Figura 8. Organizacion génica del cluster de la histidin descarboxilasa en bacterias G-.

Las condiciones requeridas para que la actividad descarboxilasa sea dptima dependen
de cada microorganismo. En general, la temperatura Optima para la histidin descarboxilasa
oscila en un rango de entre 30°C y 40°C, siendo aln activa a 5°C, pero inactivandose
rapidamente a 60°C (Kanki et al., 2007). La enzima de la especie Streptomyces thermophilus
muestra un maximo de actividad a 50°C, de tal manera que cuando se incuba en leche a 42°C
produce mas histamina que cuando se incuba a 4°C (Tabanelli et al., 2012). En algunos casos,
se ha comprobado que ciertos microorganismos (Photobacterium phosphoreum NUFM 262)
poseen dos histidin descarboxilasas, una constitutiva y otra inducible, y que cada una de ellas

tiene unas condiciones dptimas particulares (Morii and Kasama, 2004).
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5. TRANSPORTE DE HISTAMINA.

En mamiferos, el exceso de histamina es eliminado por varios transportadores.
Algunos de ellos se caracterizan por ser sistemas de transporte de baja afinidad, de alta
capacidad de transporte y Na*/CI" independiente, tales como los sistemas OCT y los sistemas
PMAT, los cuales son importantes en el proceso de almacenamiento de histamina (en
basofilos y en mastocitos) y en su eliminacion (en rifidn, en intestino y en sinapsis nerviosa)
(Ogasawara et al., 2006; Schwelberger et al., 2013; Yoshikawa and Yanai, 2016). La
histamina también puede ser transportada mediante los sistemas VMAT, que son
dependientes de H* (Parsons, 2000).

En bacterias existen otros sistemas de transporte, tales como los sistemas antiporte y
los transportadores ABC, estando estos Ultimos presentes también en los organismos
eucariotas (Higgins, 1992).

5.1. Sistemas OCT.

En el ser humano, se pueden encontrar los transportadores OCT (acronimo en inglés
de Transportador Cationico Organico). Estos sistemas participan en el transporte de aminas
enddgenas o de compuestos xenobidticos en el higado, en los rifiones, en el intestino y en
otros Grganos importantes para la eliminacion de estos productos (Schwelberger et al., 2013).
Son sistemas de difusion electrogénica que transportan los cationes en ambas direcciones a
través de la membrana plasmatica. Estos substratos suelen ser cationes monovalentes,
divalentes o bases débiles que se cargan positivamente a pH fisioldgico. Dentro de estas
bases, se incluyen monoaminas, neurotransmisores y neuromoduladores (Kim et al., 1998).
Los sistemas encargados del transporte de histamina son OCT2 y OCT3. El transportador
OCT?2 se expresa principalmente en los rifiones y utiliza como substratos los antagonistas del
receptor H2, tales como la acetilcolina, la dopamina, la norepinefrina y la serotonina ademas
de la histamina. El transportador OCT3 se expresa abundantemente en las células
endoteliales, el intestino, el corazon y el cerebro, y es capaz de transportar otros
neurotransmisores ademas de la histamina (Cerne et al., 2008; Cerne and Krzan, 2009;
Yoshikawa and Yanai, 2016).
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5.2. Sistemas PMAT.

Otro tipo de transportadores son los denominados PMAT (acrénimo en inglés de
Transportadores de Monoaminas a través de la Membrana Plasmatica). Es un nuevo
transportador poliespecifico de cationes que permite incorporar una gran variedad de aminas
biogénicas y cationes xenobioéticos, siendo el sistema predominantemente utilizado para la

toma de monoaminas con funcion neurotransmisora (Wang, 2016).

Los sistemas PMAT se expresan en el cerebro, en los musculos esqueléticos y en el
rifdn (Yoshikawa et al., 2013; Usui et al., 2016). Los astrocitos humanos incorporan la
histamina a través de este tipo de sistemas y, también parcialmente, mediante el sistema
OCT3. A continuacién, la histamina es inactivada por la enzima HNMT (Figura 9)
(Yoshikawa et al., 2013; Naganuma et al., 2014).

Figura 9. Mecanismo de transporte e inactivacién de histamina por los astrocitos humanos. La histamina
extracelular es transportada a través de los sistemas OCT3 y PMAT. A continuacion, esta amina biogénica es
degradada por la enzima HNMT (Yoshikawa and Yanai, 2016).

5.3. Sistemas VMAT.

Los neurotransmisores clasicos se almacenan en vesiculas secretoras especializadas,
de modo que su liberacion puede ser regulada por la actividad neuronal. La mayoria de los
neurotransmisores se forman en el citoplasma, de tal manera que el almacenamiento en estas
vesiculas requiere el transporte desde alli. Se han identificado unos Transportadores

Vesiculares de Monoaminas (VMAT) que difieren entre ellos atendiendo a sus propiedades
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funcionales y a su distribucion. El transportador vesicular de monoaminas 1 (VMAT1)
muestra mayor afinidad por las monoaminas que el transportador vesicular de monoaminas 2
(VMAT2), ya que éste sufre inhibicion por substrato (Merickel and Edwards, 1995). Esta
clase de transportadores estan integrados en la bicapa lipidica de las vesiculas secretoras en
las neuronas y en las células endocrinas. Los transportadores VMAT tienen muy baja afinidad
por la histamina, ya que ésta carece de grupos hidroxilo, que son generalmente necesarios
para ser reconocido como substrato, aunque la del VMAT2 es mayor que la del VMAT1.
Ademas, el transportador VMAT?2 esta asociado a la histidin descarboxilasa tanto en neuronas
como en células endocrinas (Schwelberger et al., 2013).

5.4. Sistemas antiporte.

Los sistemas antiporte son aquellos que transportan una molécula en un sentido a la
vez que otro soluto en sentido contrario. Las moléculas transportadas por este sistema pueden
tener carga positiva, negativa o neutra. Dentro de estos sistemas se encuentra el sistema de
transporte de un precursor y la excrecion de su producto (Konings et al., 1994). Los
transportadores incluidos en este grupo pertenecen a la familia de sistemas antiporte
aminoéacido/poliamina (APA, TC 2.A.3.2) (Jack et al., 2000).

Los transportadores APA se incluyen dentro de la superfamilia de transportadores de
Aminoacidos, Poliaminas y Cationes organicos (APC). Esta superfamilia esta presente en
bacterias, hongos, plantas y animales, aunque los transportadores de la familia APA solo se
encuentran en bacterias (Jack et al., 2000; Jung et al., 2006; Yen et al., 2009). Los genes que
codifican estos transportadores tanto en bacterias G- (hdcT) como en bacterias G+ (hdcP) ya
se mencionaron en el apartado 4.4, al explicar el mecanismo de descarboxilacion, ya que
ambos procesos estan acoplados (Figura 10), generdndose un gradiente transmembranal y un
potencial eléctrico (Lucas et al., 2005).

Dentro de esta familia, se encuentran otros intercambiadores de aminoacido/amina,
tales como ornitina/putrescina, tirosina/tiramina, lisina/cadaverina y arginina/agmatina
(Konings et al., 1994; Lucas et al., 2005; Gardini et al., 2016) (Figura 10).
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His Hin Tir Cad Orn Put Arg

Co, Co, o, ‘ ) co, ‘ ) co,
Lis

His —H2<%5 Hin Tir7—£>T Tin

H* H* H+ H* H+

Cad Orn Put Arg Agm

Intracelular

Figura 10. Reacciones de descarboxilacion de aminoacidos asociadas con el transporte mediante un sistema
antiporte. HDC, histidin descaboxilasa; TDC, tirosina descarboxilasa; LDC, lisina descarboxilasa; ODC, ornitina
descarboxilasa; ADC, arginina descarboxilasa; His, histidina; Hin, histamina; Tir, tirosina; Tin, tiramina; Lis,
lisina; Cad, cadaverina; Orn, ornitina; Put, putrescina; Arg, arginina; Agm, agmatina.

5.5. Transportadores ABC.

Los sistemas de transporte de tipo ABC (ATP binding cassette) estan presentes en
todos los grupos taxondémicos (arqueas, bacterias y eucariotas) y constituyen una de las
familias de proteinas mas amplias, desempefiando un papel esencial en el transporte activo de
una gran variedad de compuestos (desde iones hasta toxinas muy complejas) a través de las
membranas bioldgicas (Higgins, 1992; Locher, 2016; Lewinson and Livnat-Levanon, 2017).
En los seres humanos, alteraciones genéticas que afectan a estos transportadores estan
relacionadas con la fibrosis cistica y la enfermedad de Tangier (Higgins, 2001). Se han
descrito dos modelos de transporte de tipo ABC: sistemas ABC de importe (entrada) y

sistemas ABC de exporte (exportacion).

Los sistemas ABC de importe transportan compuestos tales como lipidos,
aminoéacidos, péptidos, iones inorganicos o vitaminas, desde el medio externo hacia el interior
celular. Se caracterizan porque reconocen el substrato a transportar en uno de los lados de la
membrana (en el lado periplasmético) y en el otro lado unen ATP, lo que implica que las
proteinas ABC no participan en el reconocimiento del substrato, ya que se encuentran en el

lado interno de la membrana.

Los Sistemas ABC de exporte estan implicados en la secrecién de factores de

virulencia, polipéptidos extracelulares, proteasas, antibidticos, drogas, compuestos
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xenobidticos o carbohidratos, en bacterias G- y en G+. Se caracterizan porque unen el
substrato y el ATP en la misma cara de la membrana (en el lado citoplasmatico) y, en este

caso, si participan en el reconocimiento del substrato.

La estructura basica de los transportadores ABC esta formada por cuatro o cinco
proteinas (0 dominios incluidos en la misma proteina) que se detallan a continuacién
(Schneider and Hunke, 1998; Holland and Blight, 1999; Higgins and Linton, 2004).

Usualmente existen:

- Dos dominios de membrana: que poseen seis regiones transmembranales cada uno, y que
forman un canal que permite el paso del substrato a través de la membrana. Estos
dominios suelen denominarse permeasas.

- Dos dominios ABC: implicados en la hidrolisis de ATP, que estan altamente conservados
en todos los sistemas de transporte y que reciben la sefial de los dominios transmembrana,
lo que supone la hidrolisis del ATP tras la union del substrato.

- Una proteina periplasmica o quimiorreceptora, que participa en la union del substrato y
que sblo aparece en algunos sistemas de transporte. Esta proteina se encuentra en el
periplasma de las bacterias G-, mientras que en las bacterias G+ esta unida a la superficie

celular fusionada al resto del sistema de transporte.

Los dos dominios transmembrana, los dos ABC y la proteina periplasmica pueden ser
proteinas individuales. Sin embargo, algunos sistemas de exclusion, pertenecientes tanto a
bacterias como a mamiferos, presentan fusionadas, dos a dos, las proteinas ABC con las
proteinas integrales de membrana. En otros sistemas, las dos unidades transmembrana y las

dos ABC estan fusionadas en una Unica proteina (Goldman et al., 1997; ter Beek et al., 2014).

Dentro de este tipo de transportadores, los encargados de transportar la histidina, el
aminoacido precursor de la histamina, son realmente transportadores ABC de aminoacidos,
los cuales se clasifican en dos subfamilias en funcion del tipo de aminoacido que transportan.
La subfamilia PAAT (TC 3.A.1.3) incluye sistemas de transporte de aminoacidos polares, y la
subfamilia HAAT (TC 3.A.1.4) agrupa sistemas de transporte de aminoacidos hidrofobicos.
La subfamilia PAAT se puede dividir en dos grupos en funcion de su especificidad de
substrato. Uno de ellos lo constituyen aquellos sistemas ABC que reconocen un solo
aminoéacido o un grupo de aminoacidos estructuralmente semejantes. El otro incluye aquellos

transportadores que pueden reconocer un amplio rango de aminoacidos, tanto acidos como
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basicos (Hosie and Poole, 2001). Dentro de la segunda division de la subfamilia PAAT, se
incluye el primer transportador ABC secuenciado, encargado de transportar la histidina, que
también fue el primero del que se obtuvo la estructura cristalizada (Hosie et al., 2002). En
Salmonella typhimurium, se estudi6 el sistema transportador ABC de histidina,
comprobandose que estaba compuesto por un receptor soluble de union al substrato HisJ
(proteina de union de la histidina), y un complejo de unién a membrana, HisQMP,, formado
por dos proteinas integrales de membrana, HisQ e HisM, y dos copias de HisP, proteina que

posee un dominio de union a ATP (Figura 11) (Ames et al., 2001).

Histidina

Figura 11. Sistema transportador ABC de histidina en S. typhimurium.

No se han encontrado evidencias de que los transportadores ABC de aminoacidos que
reconocen la histidina, sean capaces de transportar la histamina. La unica referencia sobre el
transporte de histamina por medio de un transportador ABC se ha observado en Drosophila
melanogaster. Este transportador ABC, codificado por el gen white, se encuentra en las
celulas ependimarias, y transporta histamina a su interior donde se conjuga con B-alanina (ver
apartado 6.4.3) (Borycz et al., 2008).

6. DEGRADACION DE HISTAMINA.

Para inactivar la histamina, esta amina biogénica debe ser: a) catabolizada y asi ser
convertida en metabolitos inactivos, y/o b) debe transportarse al interior de las células para

eliminar el exceso de histamina extracelular (Ogasawara et al., 2006). Los mecanismos
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responsables del catabolismo de histamina son diversos, y varian en funcion del organismo y
de la localizacion de la histamina. En los vertebrados, los mecanismos mas importantes lo
constituyen la desaminacion oxidativa y la metilacion de esta amina biogénica, pudiendo
existir también un mecanismo de acetilacion que suele ser minoritario (Figura 12). Por
ejemplo, tras la administracion de histamina radiactiva en ratas, los metabolitos que se
obtuvieron y que se excretaron posteriormente en la orina, fueron el &cido imidazolacético
(60,6%), la N-metil-histamina (7,3), el N-metil-imidazolacético (8,6%) y en menor

concentracion la acetil-histamina (4,5%) (Hui and Taylor, 1985).

M N.acetiltranst N
i -acetiltransferasa NT\/NYCH)
¢ - > { o}
N N
H H
Histamina N-acetil-histamina
Diamino oxidasa histamina N-metiltransferasa
(DAO) (HNMT)
NH,
%4 *8
0 U
(N 4N
H |
CH.

Imidazolacetaldehido Metil-histamina

Aldehido deshidrogenasa l (MAO-B)

7\ o
&L 9

H CH,

J{ Monoamina oxidasa

Acido imidazolacético Metil-imidazolacetaldehido

Imidazolacetato-fosforibosil- l

disfosfato ligasa l Aldehido deshidrogenasa

Ribosa CH,

Acido ribosil-imidazolacético Acido metil-imidazolacético

Figura 12. Rutas implicadas en la degradacion de la histamina. La desaminacion oxidativa, la metilacién y la

acetilacion de la histamina.

En el ser humano, tras una dosis oral de histamina, entre un 60% y un 80%, es
eliminada en la orina como catabolitos de histamina generados por la accion de las enzimas
diamino oxidasa (DAO) e histamina N-metiltransferasa (HNMT). En la Tabla 4 se describen
algunas de las diferencias entre ambas enzimas (Maintz and Novak, 2007). Una pequefia

cantidad de histamina también se puede eliminar a través de las heces (Emborg et al., 2015).
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Tabla 4. Caracteristicas de las dos enzimas mas importantes en humanos que intervienen en ruta de degradacion
de histamina: DAO y HNMT.

DAO HMNT
Locus Cromosoma 7935 Cromosoma 2q22
Gen 10 kbp, 5 exones, 4 intrones. 35 kbp, 6 exones.
- Alergia alimentaria. - Asma.
Enfermedades - Enfermedad de Crohn.
asociadas con - Adenoma de colon.
SNPs - Enteropatia sensible al gluten.
- Colitis ulcerativa.
- Glicoproteina homodimérica soluble. - Proteina soluble, citos6lica.
Proteina - Mw: 200.000 con subunidades de 70-124 - Mw: 33.000 con subunidades de 29-34
kDa. kDa.
- 750 aminoé&cidos. - 292 aminoécidos.
Grupo Oxidasas dependientes de cobre. Metiltransferasas.

Forma activa

Homodimero con sitio activo para el cofactor
2,4,5-trihidroxifenilalanina quinona.

Monémero con 2 dominios.

Cinética
enzimatica (km)

Histamina: 20 uM.
Putrescina, cadaverina: 350 uM.
Espermidina: 3 mM.

Histamina: 6-13 pM.
S-adenosil-L-metionina: 6-10 yuM.

pH 6ptimo

7,2

7,5-9,0

Inhibidores

Agentes quelantes de cobre (cianuro) y

reactivos de grupo carbonilo (aminoguanidina).

Productos de reaccion: N-metil-
histamina, S-adenosil-
L-homocisteina

Grupos sulfhidrilo: p-
cloromercuribenzoato.

Expresion

Intestino delgado, colon ascendente, rifiones,
higado y placenta.

Maxima: rifiones e higado.
Considerable: bazo, colon, prostata,
ovarios, células de la médula espinal,
traquea y bronquios.

Pequefia: expresion casi ubicua.

Almacenamiento

Estructura vesicular asociada a membrana
plasmatica en células epiteliales, secrecion a la
circulacion.

Compartimento citosélico de las
celulas.

Funcion

Inactivacion de histamina extracelular y de
otras diaminas por desaminacion oxidativa.

Inactivacion intracelular de la histamina
por metilacién de su anillo de imidazol.
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6.1. Desaminacién oxidativa.

La primera barrera contra la histamina ingerida se localiza en el intestino, donde las
células de la mucosa intestinal (los enterocitos) producen una enzima llamada diamino
oxidasa (DAO, EC 1.4.3.22), que degrada esta amina exdgena (Baenziger et al., 1994; Jarisch
et al., 2015). Esta enzima juega un papel muy importante ya que permite controlar la
histamina que va a pasar a la sangre. Ademas, también protege al organismo de la histamina

formada fisiolégicamente por las bacterias intestinales (Kovacova-Hanuskova et al., 2015).

La enzima DAO se ha aislado de diversos organos de cerdo (higado y rifiones),
placenta humana y plasma sanguineo, de microorganismos (Microbacterium laticum y
Arthrobacter crystallopoietes KAIT-B-007) (Naila et al., 2012), de hongos y de una amplia
variedad de plantas pertenecientes a las leguminosas (Lathryrus sativus y Vigna radiata)
(Karim et al., 2015). En el ser humano, la enzima DAO se expresa en el intestino delgado, el
colon ascendente, la placenta, los rifiones, el higado y los glébulos blancos (Tabla 4). Sin
embargo, la actividad de esta enzima no se ha detectado en el higado de rata, ni de raton, ni de

cobayas, y tampoco en el cerebro de conejo (Kitanaka et al., 2002).

La DAO cataliza la desaminacion oxidativa de la histamina generandose el
imidazolacetaldehido (ImAdh) y utiliza como cofactor la 2,4,5-trihidroxifenilalanina quinona
(Akdis y Blaser, 2003; McGrath et al., 2010). EI ImAdh formado es rapidamente oxidado por
una aldehido deshidrogenasa, NAD'-dependiente (EC 1.2.1.3), obteniéndose el acido
imidazolacético (IMAA). Este metabolito posee cierta actividad biol6gica, por ejemplo, como
agonista del receptor GABA-A o antagonista del receptor GABA-C. A continuacion, el ImMAA
es ribosilado por medio de la ligasa fosforibosildifosfato-imidazolacetato (EC 6.3.4.8)
(Figura 12) (Bahre and Kaever, 2017). El acido ribosil-imidazolacético, se encuentra en la
orina y en el plasma sanguineo, y ademas se detecta en concentraciones micromolares en el
sistema nervioso central (Schwelberger et al.,, 2013). En mamiferos, el 60-80% de los
metabolitos de histamina son generados a través de la ruta de desaminacion oxidativa (Gloria,
2005).

Este mecanismo también es utilizado por las bacterias. Por ejemplo, en Arthobacter
globiformis IFO12137 se lleva a cabo la desaminacion oxidativa de histamina por medio de la
enzima histamina oxidasa, obteniéndose ImAdh, amonio y perdxido de hidrégeno (Sekiguchi
et al., 2004). Otros microorganismos que poseen esta enzima, son Staphylococcus xylosus
(Martuscelli et al., 2000), Staphylococcus carnosus, Bacillus amyloliquefaciens (Zaman et al.,
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2010), Brevibacteiurm linens (Leuschner et al., 1998) y Lactabacillus sakei (Dapkevicius et
al., 2000). En otros casos, bacterias tales como Nocardiodes simplex (Rosini et al., 2014),
Rhizobium spp. (Sato et al., 2005) y Natrinema gari (Tapingkae et al., 2010), poseen una
histamina deshidrogenasa que cataliza también la desaminacion oxidativa de histamina

obteniéndose ImAdh y amonio.

6.2. Metilacion.

La metilacion es una de las vias mas importantes de biotransfomacién de numerosos
compuestos, tales como drogas, neurotransmisores y hormonas. Este mecanismo es ubicuo en
las especies de vertebrados, pero no estd presente en invertebrados, en plantas ni en
microorganismos (Schwelberger et al., 2013). En lo que respecta al catabolismo de histamina
mediante este proceso, en primer lugar se produce la metilacién del anillo imidazol de la
histamina, reaccion catalizada por la histamina N-metiltransferasa (HNMT, EC 2.1.1.8). Esta
utiliza la S-adenosilmetionina como donador del grupo metilo (Brown et al., 1959) y genera
N-metil-histamina (Figura 12) que tiene una afinidad considerablemente méas baja que la
histamina por los receptores H1-H4 (Bahre and Kaever, 2017). A continuacion, tiene lugar
una desaminacion oxidativa catalizada por una flavoproteina amino oxidasa. Esta enzima
denominada monoamina oxidasa B (MAO-B, EC 1.4.3.4), utiliza como substrato, la N-metil-
histamina, ademas de otras aminas biogénicas (dopamina y feniletilamina), pero no la
histamina (Schwelberger et al., 2013; Maldonado and Maeyama, 2015). Como producto de
reaccion se genera el N-metil-imidazolacetaldehido, el cual también se obtiene por la accién
conjunta de MAO-B y DAO fuera del sistema nervioso central. A continuacion, el N-metil-
imidazolacetaldehido es oxidado por accién de una aldehido deshidrogenasa citoplasmatica
NADP*-dependiente (EC 1.2.1.5) (Bahre and Kaever, 2017), dando lugar al acido N-metil-
imidazolacético (Figura 12), el cual es excretado en la orina (Gitomer and Tipton, 1983;
Holm-Bentzen et al., 1987).

La HNMT es la encargada de degradar la histamina del espacio intracelular
(Kovacova-Hanuskova et al., 2015), y se expresa principalmente en los rifiones, en el higado,
en el bazo, en la prostata, en los ovarios, en las células de la medula espinal, en los bronquios
y en la trdquea (Tabla 4). La actividad de esta enzima también se ha descrito en ratas, en

ratones y en cobayas (Kitanaka et al., 2002).
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La HNMT es muy selectiva para la histamina, mientras que la enzima DAO es capaz
de reconocer otras aminas biogénicas ademas de la histamina, tales como la putrescina, la
cadaverina y la espermedina (Tabla 4) (Taylor and Sumner, 1986; Elmore et al., 2002). Otra
diferencia con respecto a la enzima DAO, es que la enzima HNMT no requiere iones

metalicos (Gustafsson and Forshell, 1964).

En el intestino delgado del ser humano, la histamina es metabolizada tanto por la
enzima HNMT como por la enzima DAO, y ambas también actuan sobre la histamina del
higado que ha atravesado la pared intestinal y que ha sido llevada alli a través del torrente
sanguineo (Emborg et al., 2015).

6.3. Acetilacion.

Durante el siglo pasado, mientras se estudiaban las rutas de degradacion antes
indicadas y se iban descubriendo nuevos receptores de histamina, se estaban estudiando otras
rutas catabolicas alternativas. Asi en la orina de perros tratados con histamina radiactiva se
descubri6 un conjugado de acido acético e histamina, la N-acetil-histamina, lo que sugeria la
existencia de una ruta catabdlica en la que se generaba este compuesto (Figura 12) (Tabor
and Mosettig, 1949). Las enzimas encargadas de la acetilacion de histamina, se denominan
N-acetiltransferasas, y su funcion es la inactivacion de esta amina antes de ser excretada.
Ademas, se ha observado que estas enzimas pueden acetilar otras aminas biogénicas ademas
de la histamina, tales como la tiramina, la feniletilamina y la triptamina (Aisien and Walter,
1993).

Esta acetilacion constituye una via catabdlica minoritaria en mamiferos, pero muy
importante en las bacterias, concretamente en las bacterias intestinales. Parte de esta N-acetil-
histamina es excretada en las heces y otra parte es absorbida siendo eliminada en la orina
(Urbach, 1949; Schayer, 1959). Existen evidencias que sugieren que esta via catabdlica
también puede ser funcional fuera del tracto intestinal (Tabor, 1954). Ese derivado acetilado,
la N-acetil-histamina, se ha detectado tanto en humanos (Van Dyke and Woodfork, 1998),
como en el sistema nervioso central de langostas y de insectos, aunque el catabolismo de
histamina transcurre principalmente por las dos vias explicadas en los apartados anteriores.

En la retina de los insectos, el mecanismo de acetilacion junto con la desaminacion oxidativa
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se dan por igual, mientras que en el ganglio toracico la histamina se cataboliza principalmente

por la via que implica su acetilacion (Elias and Evans, 1983; Borycz et al., 2000).

6.4. Otras alternativas.

Ademdas de las vias descritas, existen otras rutas secundarias encargadas del
catabolismo de histamina. Sin embargo, estas son poco eficientes y solo se han descrito en

unas pocas especies.

6.4.1. Via del acido ascoérbico.

Este mecanismo promueve el catabolismo de histamina en presencia de &cido
ascorbico, utilizando cationes Cu®* como catalizador. Asi se obtiene 4cido hidantoin-acético
como intermediario y &cido aspartico como producto final (Figura 13). Durante este proceso
se produce una hidroxilacion del &cido imidazolacetico, generdndose el acido hidantoin-
acético (HA) tras un reordenamiento catalizado por el &cido monodehidro-ascérbico, siendo el
acido 2,4-dihidroxi-imidazolacético (tautomero del HA) un posible intermediario de esta ruta
(Chatterjee et al., 1975; Subramanian, 1978; Clemetson, 2004).

NH HO o) 0
o] e
B e
¢\ HO N)\OH HO N/\QO OH
N N N O NH,
H
Histamina Acido 2,4-dihidroxi- Acido hidantoin-acético Acido aspartico
imidazolacético

Figura 13. Degradacién de histamina mediada por &cido ascérbico.
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6.4.2. Glutamilacion.

En los cerebros de los vertebrados los dos mecanismos mas importantes para la
degradacion de histamina son la desaminacion oxidativa y la metilacion del anillo de
imidazol, pero en las neuronas de los gasterépodos no se detectaron ninguno de ellos y
tampoco parece que el proceso de acetilacion contribuya de una forma significativa al
catabolismo de histamina. En este caso, la ruta de degradacion de la histamina implica su
glutamilacion, generandose el dipeptido vy-glutamil-histamina mediante una reaccion
catalizada por la y-glutamil-histamina sintetasa (EC 6.3.2.18) (Figura 14). Este proceso se ha
descrito en el tejido nervioso de moluscos marinos, y mas concretamente, en el de Aplysia
californica (Weinreich, 1979; Stein and Weinreich, 1983).

NH> 0 i
QN{/ + HO/&\AOH _V-GS > gl/\NJ(]\/\‘)CLOH
N H
H NH, NH,

Histamina L-Glutamato y-Glutamil-histamina

Figura 14. Inactivacion de histamina por medio de la glutamilacién de histamina. y-GS, y-glutamil-histamina

sintetasa.

En el caso de mamiferos, también se ha demostrado glutamilacion, pero solo in vitro.
En estos casos se une el grupo glutamil de la glutamina de una proteina con la histamina y se
libera amoniaco. Esta glutamilacion permite su translocacion a través de la membrana celular

y la transmision sinaptica (Konishi and Kakimoto, 1976; Maslinski et al., 2012).

6.4.3. Alanizacion.

La condensacion de histamina con B-alanina, genera B-alanil-histamina (carcinina),
que es un producto fisiologicamente inactivo. Esta ruta, catalizada por la carcinina sintetasa,
se observo por primera vez en la especie de cangrejo Carcinus maenas (Arnould, 1985,
1987). Maés adelante, se descubri6 en Drosophila, donde el control de los niveles de histamina

es necesario para el proceso de transduccion visual (Gavin et al., 2007; Denno et al., 2016).
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La carcinina también esta presente en maltiples tejidos del ser humano y de roedores
(ratas, cobayas y ratones), ricos en histamina tales como el corazén, el rifidn, el estomago, el
intestino y el cerebro (Flancbaum et al., 1990; Chen et al., 2004). En ratas, tras la
incorporacion de histidina marcada, se detect6 la carcinina, la carnosina (analogo estable de la
carcinina que tiene una funcién antioxidante) y la histamina. Por tanto, la carcinina puede ser
considerada como un intermediario activo que participa en la sintesis de histamina o, por el
contrario, un metabolito de la ruta catabolica de histamina (Figura 15) (Flancbaum et al.,
1990; Babizhayev et al., 1994).
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Figura 15. Mecanismo de alanizacion de la histamina. Los nimeros indican una enzima: (1) carnosinasa, (2)
carnosina sintetasa, (3) histidin descarboxilasa y (4) carcinina sintetasa. La linea continua representa una

reaccion conocida, mientras que la linea discontinua representa una reaccion desconocida.

Este mecanismo no solo permite la eliminacion de histamina, sino que como se ha
visto en el sistema nervioso central del insecto Manduca sexta, también puede ser utilizado
para eliminar otras aminas biogénicas como la tiramina y la dopamina, obteniéndose B-alanil-
tiramina y N-p-alanil-dopamina (Maxwell et al., 1980; Geng et al., 1993). Alguno de estos
derivados (N-B-alanil-dopamina) juega un papel muy importante durante el proceso de muda
de algunos insectos (Schachter et al., 2007).
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En resumen, estos son algunos de los mecanismos que sirven para degradar la
histamina. Sin embargo, no son los Gnicos. Por esta razon es necesario seguir estudiando las
rutas catabolicas requeridas para degradar esta amina ya que ello proporcionaria informacion
acerca de nuevos genes, enzimas y de sus reguladores. Esta informacion nos permitiria
disefiar herramientas biotecnoldgicas que puedan ser aplicadas para la eliminacién o
reduccién de la histamina presente en diferentes fuentes. Adicionalmente, el conocimiento
genético y bioquimico de estas rutas permitird la seleccion de cepas capaces de degradar la
histamina y su utilizacién como cultivos starters (cultivos iniciadores), asi como el disefio de
nuevos agentes terapéuticos. Por todas estas razones, el estudio de estas rutas posee un

indudable interés cientifico, clinico, farmacoldgico y, en suma, biotecnoldgico.
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OBJETIVOS

“Lo conseguimos porque no sabiamos que
descubrirlo era imposible. ”

Jean Cocteau.






OBJETIVOS

OBJETIVOS.

En esta Tesis Doctoral se pretende llevar a cabo la caracterizacion genética y
bioquimica de la ruta responsable de la transformacién de histamina en acido imidazolacético
en Pseudomonas putida U. Ademas, se estudiaran las posibles aplicaciones biotecnoldgicas

de esta via aerdbica.
Los objetivos propuestos para su consecucion son los siguientes:

1. Aislamiento de mutantes de Pseudomonas putida U incapaces de degradar histamina,
pero que, por el contrario, catabolicen eficientemente el acido imidazolacético. Este objetivo
se abordara mediante un proceso de mutagénesis insercional que implica la utilizacion del

transposén Tnb.

2. Anadlisis del crecimiento de los diferentes mutantes en distintos medios e identificacion

mediante HPLC y TLC de los metabolitos acumulados en los caldos de cultivo.

3. ldentificacion del punto de insercion del Tn5 en cada uno de los mutantes y
secuenciacion de las zonas de DNA adyacentes.

4. ldentificacion y andlisis de los distintos marcos abiertos de lectura (ORFs) que han

sido afectados en cada mutante, asi como de aquellos otros localizados en sus inmediaciones.

5. Andlisis genético y bioguimico de las proteinas codificadas por los distintos ORFs

identificados.

6. Disrupcion de los genes que codifican las proteinas que constituyen la ruta catabdlica

estudiada y anélisis del efecto causado en cada caso.
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7. Anédlisis comparativo de la secuencia de estas proteinas con aquellas otras existentes

en las bases de datos y que pertenecen a otros microorganismaos.

8. Clonacién de los genes responsables de la degradacién de histamina en plasmidos, y

analisis de su expresion en diferentes organismos.

9. Estudio de las posibles aplicaciones biotecnoldgicas tanto de los diferentes mutantes
como de las cepas recombinantes obtenidas en este trabajo.
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“Si buscas resultados distintos, no hagas
siempre lo mismo.”

Albert Einstein.






MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS.

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

Para llevar a cabo todos los experimentos incluidos en el apartado Resultados y
Discusion se emplearon cepas bacterianas aisladas por miembros de nuestro laboratorio o

procedentes de diferentes colecciones tal y como se detalla en la Tabla 5.

1.1. Especies bacterianas de Pseudomonas.

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas (Holt et al., 1994) son bacterias
G- incluidas en el grupo de las y-proteobacterias. Muchos pseudomonadales son organismos
saprofitos y se caracterizan por poseer una gran versatilidad metabdlica y fisiologica. Estan,
ademas, presentes en numerosos ambientes, como son, el suelo, los medios acuaticos y
también se encuentran asociados a organismos hospedadores, tales como plantas y animales.
Suelen desempefiar un papel muy importante en biodegradacion y participan muy activamente
en los ciclos del carbono y del nitrégeno (Palleroni, 1993). Las especies pertenecientes al
género Pseudomonas, se distribuyen en cinco grupos en funcion de los estudios de
hibridacion de rRNA/DNA (Palleroni et al., 1973; Palleroni, 1993). Siguiendo esta
clasificacion, Pseudomonas putida U, la cepa objeto de estudio en esta Tesis Doctoral, esta
incluida en el grupo | de rRNA. El contenido de G + C en su cromosoma oscila entre el 60%
y el 62%.

1.1.1. Pseudomonas putida U.

La cepa silvestre de Pseudomonas putida, utilizada en este trabajo experimental,
pertenece a nuestra coleccion y esta depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT 4848). Esta bacteria fue aislada originalmente por el Prof. R. A. Cooper (Department
of Biochemistry, University of Leicester, Leicester, U.K.) a partir del lodo de un arroyo en la
ciudad de Urbana, Illinois (Estados Unidos) (Dagley and Gibson, 1965). A continuacion se

citan algunas de las caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas mas importantes de esta cepa.
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Caracteristicas morfoldgicas:
Son bacilos rectos con un tamafio que oscila entre 0,5-1,0 x 1,5-5,0 pm.
No producen prostecas y no se rodean por vainas.

Poseen varios flagelos polares.

Caracteristicas bioquimicas:

Son quimioorganotrofos. No crecen autotréficamente con hidrégeno.

No son desnitrificantes.

Dan reaccion positiva al test de la oxidasa (citocromo c oxidasa).

Poseen actividad lipasica, hidrolizan el Tween 80, y tienen actividad arginina
hidrolasa.

No poseen ciclo de las pentosas fosfato funcional.

No forman levanos a partir de sacarosa.

No acumulan como material de reserva poli-p-hidroxibutirato, pero si poli-3-
hidroxialcanoatos (Kessler and Palleroni, 2000).

No hidrolizan extracelularmente el poli-p-hidroxibutirato.

No hidrolizan la gelatina ni el almidon.

No hidrolizan la lecitina. Dan reaccion negativa en el test de la yema de huevo.
Degradan el catecol y el &cido protocatéquico, mediante reacciones de apertura en
orto.

Utilizan como fuentes de carbono D-fructosa, glucosa, manitol, y los acidos
glucdnico, sacarico, D-glucarico, acético, propionico, butirico, pentanoico, hexanoico,
heptanoico, octanoico, nonanoico, decanoico, B-hidroxibutirico, succinico, fumarico,
citrico, a-cetoglutarico, hidroximetilglutarico, L-malico, masénico, lactico, piravico,
y-aminobutirico (GABA), 6-aminovalérico, benzoico, p-hidroxibenzoico, fenilacético
(AFA), 3-hidroxifenilacético (3-OHAFA), 4-hidroxifenilacético (4-OHAFA), 4-
hidroxicinamico, quinico, vanilinico y Urico. Asimila bien betaina, vanilina, glicerol,
el n-butanol, y los aminoacidos L-alanina, D-alanina, B-alanina, L-aspartico, L-
glutamico, L-arginina, L-triptéfano, L-prolina, L-tirosina, L-leucina, L-isoleucina, L-
valina, L-histidina, L-fenilalanina, L-ornitina y sarcosina. Utilizan también aminas
tales como, histamina, tiramina, 2-feniletilamina, putrescina, cadaverina, espermina,
bencilamina, propilamina, butilamina, pentilamina o hexilamina, y algunos alcoholes

primarios, como por ejemplo, 2-feniletanol, alcohol bencilico, etanol, propanol,
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1.1.2.

butanol, pentanol, hexanol, heptanol, octanol, nonanol y decanol como fuentes de

carbono.

No catabolizan D-manosa, D-galactosa, D-pseudoheptulosa, D-lactosa, D-maltosa, D-
sacarosa, D-xilosa, D-ribosa, D-arabinosa, D-fucosa, maltosa, celobiosa, lactosa,
trehalosa, sacarosa, galactosa, D-rhamnosa, L-rhamnosa, almidén ni los &cidos
adipico, cindmico, 3-hidroxicinamico, 3-hidroxibenzoico, sebéacico, pimélico,
subérico, citraconico, oxalico, maleico, ftalico, pantoteico, levulinico y poli-p-
hidroxibutirico. Tampoco son capaces de degradar dodecano, hexadecano, inulina, L-
treonina, L-norleucina, heptilamina, octopamina, azelato, adonitol, sorbitol, eritritol,
meso-inositol, etilenglicol, isopropanol, geraniol, xantina y espermidina.

Producen pigmentos fluorescentes como pioverdina.

Condiciones de crecimiento:

Es un microorganismo que utiliza como aceptor final de electrones el O..

Su temperatura Optima de crecimiento es 30°C, aunque esta bacteria es capaz de crecer
en un rango de temperaturas situado entre 4°C y 40°C.

Es incapaz de crecer en condiciones de acidez (valores de pH<4,5).

No requiere factores organicos de crecimiento.

Pseudomonas putida KT2440 (Bayley et al., 1977).

Cepa derivada de Pseudomonas putida mt-2, una bacteria aislada del suelo y

caracterizada por su capacidad para utilizar m-tolueno como Unica fuente de carbono. El

contenido de G+C en el cromosoma de esta bacteria es de 61,6%, valor similar al estimado

para otras especies dentro de este mismo género.

Es una cepa bioldgicamente segura con una gran aplicacion en biotransformacion,

biorremediacion y agricultura. Su genoma ha sido secuenciado completamente por The

Institute for Genomic Research (TIGR) en colaboracion con un consorcio aleman (Nelson et
al., 2002; Belda et al., 2016).

P. putida KT2440 posee una elevada homologia en su secuencia gendmica con P.

putida U asi como una gran similitud metabdlica.
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Esta cepa degrada acido fenilacético (AFA) (Luengo et al., 2001), pero es incapaz de
utilizar como Unica fuente de carbono la amina biogénica tiramina. Sin embargo, si asimila la

histamina.

1.1.3. Pseudomonas putida DOC21 (Merino et al., 2013).

La cepa silvestre de P. putida DOC21 pertenece a nuestra coleccion, y fue aislada por
un miembro de nuestro grupo de investigacion (Dr. Joaquin Rodriguez) a partir de muestras

de suelos proximos a la Universidad de Leon.

Son bacilos rectos con un tamafio que oscila entre 1,6-2,4 um de largo y 0,4-0,7 um de
ancho, de aspecto irregular y superficie rugosa cubierta por ranuras similares a cicatrices.

Poseen flagelos polares.

Es aerobia estricta (metabolismo oxidativo no fermentativo). No forma esporas. Su
temperatura éptima de crecimiento es de 30°C, pudiendo crecer a temperaturas muy bajas
(4°C), pero no a aquellas iguales o superiores a 40°C. Es capaz de crecer en medios en los que
el rango de valores de pH oscila entre 5 y 11. Tolera concentraciones de sal (NaCl) del 6%

(p/v), viéndose reducido su crecimiento cuando esas concentraciones son superiores al 8%.

Debido a que esta cepa es incapaz de utilizar como Unica fuente de carbono la
histamina, ha sido utilizada en este trabajo para clonar y expresar genes implicados en el

catabolismo de esta amina biogénica.

1.2. Especies bacterianas de Escherichia coli.

1.2.1. Escherichia coli HB101 (Boyer and Roulland-dussoix, 1969).

Genotipo: F', thi-1, hsdS20, recAl3, ara-14, leuB6, proA2, lacY1l, galK2, rpsL20,
SUpE44, xyl-5 mtl-1.

Esta cepa, transformada con el plasmido pGS9, que incluye el transposén Tnb5, se utilizd

como bacteria donadora en los experimentos de mutagénesis.
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1.2.2. Escherichia coli DH10B (Grant et al., 1990).

Genotipo de E.coli DH10B: F’, araD139, A(ara, leu)7697, AlacX74, galU, galK,
rpsL, deoR, 80dlacZIM15, endAl, nupG, recAl, mcrA, A(mrr hsdRMS mcrBC).

Cepa empleada en los experimentos rutinarios de transformacion y amplificacion de
DNA plasmidico. Permite la obtencion de células competentes con alta eficiencia de
transformacion (superior a 1x10° transformantes/ug de DNA). Posee una delecién en el gen
lacZ, lo que hace que sea una cepa idonea para la seleccién de plasmidos capaces de originar
a-complementacion (por ejemplo los de la serie pBlueScript).

1.2.3. Escherichia coli W ATCC 11105 (Davis and Mingioli, 1950).

Esta cepa fue cedida por el Dr. José Luis Garcia (Departamento de Microbiologia
Molecular, Centro de Investigaciones Bioldgicas, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Madrid).

E. coli W, es un mutante auxétrofo de E. coli que requiere la adicion de cobalamina
cuando se cultiva en un medio minimo de composicion definida (MM). Es capaz de crecer en
MM suplementado con AFA, 3-OHAFA, 4-OHAFA, feniletilamina o tiramina como Unicas
fuentes de carbono, pero, por el contrario, no crece en dichos medios si la fuente de carbono
es tirosina, feniletanol o histamina. Esta cepa ha sido empleada para la expresion heteréloga

de los genes implicados en la ruta catabolica de histamina.

1.3. Otra especie bacteriana: Enterobacter aerogenes CECT 684 (Hormaeche
and Edwards, 1960).

Se trata de un bacilo G-, anaerobio facultativo, no esporulado, que posee flagelos. Es
resistente a antibioticos P-lactamicos, fluoroquinolonas, cloranfenicol, tetraciclina y
kanamicina. Causa infecciones oportunistas. E. aerogenes ha sido utilizada para aislar el gen

hdc que codifica una histidin descarboxilasa.
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A continuacion, se muestra una tabla (Tabla 5), donde, de forma esquematica y

resumida, se indican todas las cepas utilizadas.

TABLAS

Cepas utilizadas para este trabajo.

Escherichia coli

rpsL, deoR, ®80dlacZ1M15, endAl, nupG, recAl,
mcrA, A(mrr hsdRMS mcrBC)

E.coli HB101 F-, thi-1, hsdS20, recAl3, ara-14, leuB6, proA2, | Boyer and Roulland-
lacY1, galK2, rpsL20, supE44, xyl-5 mtl-1 Dussoix, 1969
E.coli DH10B F’, araD139, A (ara, leu)7697, AlacX74, galU, galK, | Grant et al., 1990

KT2440

E.coli W ATCC 11105 | Cepa derivada de E. coli ATCC 9637 auxdtrofa para | Davis and Mingioli,
(W) vitamina B12. 1950

W pMC Tc'. Este estudio

W pMChinC Tc". Este estudio

W pK18::mob Km'. Este estudio

W Km'. Este estudio
pK18::mobhinEABCD

Pseudomonas putida

Pseudomonas putida hsdMR, Ap". Bayley et al., 1977

Pseudomonas putida U
(PpY)

Cepa silvestre, Rf".

Dagley and Gibson,
1965

PpU mutante 25

transposon Tn5, Rf' Km'.

PpU mutante 1 ﬁgﬁg&gﬁn;ﬁf\knﬁfbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 4 ?rgrl:;ﬁo;nrlsTnglgf\r Kr?qe.bido a una insercion del Este estudio
PpU mutante 6 fArZrI]r;Eo;)TISTnSh"F]Q% Kr(]jqerz.bido a una insercion del Este estudio
PpU mutante 9 ﬁgilr;gc:):s"grf_.l_n;ji;%‘Kndq?.bido a una insercion del Este estudio
PpU mutante 10 @2:}2’33;?15:m£ 'g’i‘r K%?Pido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 12 ﬁg:gggs-réasirn;i;?Kr?]sbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 14 ﬁg:}gg&g&in;ig?Kn(i?lbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 19 @2:12%5225'Tn5w2?Kn(:sbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 20 ﬁgﬁg&sgginsdffé _Kr:fbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 22 ﬁggﬁo;;sTnSh ”;I?r Kg?Pido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 23 ﬁgéggo;llsTnSh ”;g?f K%?Pido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 24 ﬁgéggo;llsTnSh ”;g?f K%?Pido a una insercion - del Este estudio
AhinB::Tn5. hinB" debido a wuna insercion del

Este estudio
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PpU mutante 29 @;g;(g;;ﬂs.i_n;oé?}(n?sbido a una insercion  del Este estudio
PpU mutante 30 @:ﬁg&sgﬁm—,dffé kn?fbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 33 ﬁgﬁgg;gging?f'ﬁkn?,?bido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 34 ﬁggggggs.lln;jffekn?fbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 38 @Zgggé,:smsfngig?Knﬂ?,bido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 44 ﬁZ:}r;ﬁ;:;r;}S_.rngirF? Kgﬁbido a una insercion del Este estudio
PpU mutante 52 ﬁg:{;g’g;,;sirn; igl?r' Kgﬁ.bido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 54 ﬁgﬁg&;g:s.llngaéjﬁkrgfbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 55 ﬁgégﬁos-lt-)TTnSh igl?r' K%?Pido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 56 ﬁggﬁo;TTng ir;;?r' Kg?Pido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 57 ﬁggﬁo;TTng ig?r' Kr?]?Pido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 58 ﬁ;;}gﬁ;:;r:]sfnsﬁig;\;Kr(Tj](relbido a una insercion del Este estudio
PpU mutante 59 ﬁgﬁg&sgrqgjrn:?? kn?fbido a una_insercion - del Este estudio
PpU mutante 60 ﬁg:lgﬁo;rr]]sTnSh irF]{/;‘r_ Kg?Pido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 61 ﬁg:]gg;g;s:rngig?Kndq?.bido a una insercion - del Este estudio
PpU mutante 65 @gﬁg&;ﬁn;ﬂf\knﬂ?bido a una_insercion - del Este estudio
AdadA::Tn5. dadA™ debido a una insercion del

PpU mutante 66

transposon Tn5, Rf' Km'.,

Este estudio

PpU::Tn5 RfKm'. Este estudio
AhinA::Tn5 pMC RfKm'TC'. Este estudio
AhinA::Tn5 pMChinA RfKm'TC'. Este estudio
AhinB::Tn5 pMC RfKm'TC'. Este estudio
AhinB::Tn5 pMChinA RfKm'TC'. Este estudio
AhinB::Tn5 pMChinB RfKm'TC'. Este estudio
AhinB::Tn5 pMChinC RfKm'TC'. Este estudio
4hinB:Tn5 pK18::mob RfKm'. Este estudio
AhinB::Tn5 pK18::mob | RfKm'. Este estudio
hinEABCD (hin1)

AhinC::Tn5 pMC RfKm'TC'. Este estudio
AhinC::Tn5 pMChinC RfKm'TC'. Este estudio

AhinD::pK18::mob

hinD disrupto utilizando pK18::mob-hinD (fi), Rf Km'".

Este estudio.

AhinE::pK18::mob

hinE disrupto utilizando pK18::mob-hinE (fi), RFKm'".

Este estudio

AdadA::Tn5 pMC

RfKm'Tc".

Este estudio

AdadA::Tn5 pMCdadA | RFKm'Tc". Este estudio
AdadA::Tn5 pMCdadX | RFKm'Tc'. Este estudio
AdadR::Tn5 pMC RfKm'TC'. Este estudio
AdadR::Tn5 pMCdadR | RFKm'T¢". Este estudio
AdadR::Tn5 pMCdadA | RFKm'Tc'. Este estudio
AdadR::Tn5 pMCdadX | RFKm'Tc'. Este estudio
AdadR::Tn5 pMCdadA | RfKm'Tc" Gtm". Este estudio
pMC5dadX

AdadR::Tn5 pMCdadAX | RfKm'Tc'. Este estudio
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AcoxB::Tn5 pMC RfFKm'Tc". Este estudio
AcoxB::Tn5 pMCcoxB RfFKm'Tc". Este estudio
AcoxB::Tn5 pJQ RfFKm'Gtm". Este estudio
AcoxB::Tn5 pJQcoxB RfFKm'Gtm". Este estudio
AcoxB::Tn5 pJQcoxBA- | RFFKm'Ctm'". Este estudio

C

his™ (genes de histidina) debido a una insercion del

Ahis::Tn5 transpos6n Tns, RF K’ Este estudio
Ahis::Tn5 pMC Rff Km'Tc". Este estudio
Ahis::Tn5 pMChdc Rff Km'Tc". Este estudio

Pseudomonas putida
DOC21 (DOC21)

Cepa silvestre, Ap".

Merino et al., 2013

DOC21 pMC Ap'Tc". Este estudio
DOC21 pMChinC Ap'Tc". Este estudio
DOC21 pk18::mob Ap'km', Este estudio
DOC21 Ap'Km', Este estudio

pK18::mobhinEABCD

Enterobacter aerogenes

Enterobacter aerogenes
CECT 684

Cepa silvestre.

Hormaeche and
Edwards, 1960

2. VECTORES UTILIZADOS.

2.1. pGS9 (Selvaraj and lyer, 1983).

Es un plasmido suicida en P. putida U que actia como donador del transposén Tn5.
Este plasmido tiene un tamafio de 30,2 kb y posee el replicon pl5A y el sistema de
conjugacion bacteriana N-tra. Posee como marcadores genéticos un gen de resistencia a
cloranfenicol y otro de resistencia a kanamicina (codificado en el transposon Tn5), lo que

permite una rapida seleccion de las cepas que han incorporado el transposoén.

2.2. pUC18 (Norrander et al., 1983; Yanisch-Perron et al., 1985).

Es un vector plasmidico de clonacion que se mantiene en el hospedador en un elevado
namero de copias y su tamafio es de 2,8 kb. Los plasmidos de esta serie contienen el replicdn
pMBL1 vy el origen de replicacion ColE1 de pBR322 para E. coli. Como marcador genético de
seleccion poseen un gen de resistencia a ampicilina (bla, Ap'). El nimero 18, que
encontramos en su denominacion, hace referencia a la orientacion de la zona de clonacion

mdaltiple (polylinker) con respecto al extremo 5 del gen lacZ. La clonacion de cualquier
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fragmento de DNA en este plasmido, hara que el gen de la B-galactosidasa no se exprese, lo
que permite una facil y rapida identificacion de aquellas colonias en las que se haya insertado
en el vector el fragmento de DNA deseado, mediante seleccion blanco/azul al ser cultivadas
en los medios apropiados. Ha sido utilizado para la realizacion de la genoteca.

2.3. pGEM®—T Easy (Promega Co.,U.S.A).

Plasmido comercializado por Promega Co. (U.S.A.) como vector linealizado. Se
mantiene en el hospedador en alto nimero de copias. Su tamafio es de 3 kb y se utiliza
rutinariamente para la clonacion directa de los productos que han sido amplificados utilizando
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los productos obtenidos por PCR poseen en
sus extremos restos de adenina, mientras que el pPGEM®-T Easy es un plasmido abierto que
presenta restos de timina en sus extremos 3". Este plasmido presenta el origen de replicacion
ColE1l de pBR322 para E. coli y posee los promotores T7 y SP6 de la RNA polimerasa
flanqueando el polylinker, que se encuentra situado dentro de la region que codifica el péptido
a de la B-galactosidasa. La clonacién de cualquier fragmento de DNA (obtenido por PCR) en
este plasmido, hara que el gen de la B-galactosidasa no se exprese y, por lo tanto, esto
permitira la identificacidn de las colonias que posean el vector con el inserto mediante simple

seleccion blanco/azul tal y como se ha indicado en otros casos.

2.4. pTZ57R/T (Thermo Fisher Scientific, U.S.A).

Plasmido comercializado por Thermo Fisher Scientific (U.S.A.) y de caracteristicas
similares al pGEM®-T Easy. Se mantiene en el hospedador en alto nimero de copias. Su
tamafo es de 2886 pb y se utiliza rutinariamente para la clonacion directa de los productos
que han sido amplificados mediante PCR al poseer timinas libres en los extremos. Estas
timinas complementan con las adeninas que incorporan diferentes polimerasas (Taq, Tth, Tfl o
sus mezclas) en los extremos de los productos amplificados por PCR. Posee el promotor T7
de la RNA polimerasa, bajo el cual se expresa el gen clonado que se encuentra situado dentro
de la region que codifica el péptido o de la B-galactosidasa. Este hecho, permite que cuando
se clonan fragmentos de DNA obtenidos por PCR, el gen que codifica la B-galactosidasa no se

exprese, identificando las colonias que posean el vector mediante seleccién blanco/azul.
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Dispone del gen que codifica la B-lactamasa (bla), por lo que posee resistencia a ampicilina
(Ap"). Esta propiedad es utilizada para la seleccion y mantenimiento de las células

recombinantes de E. coli en diferentes medios selectivos.

2.5. pBlueScript Il (KS/ SK) (Short et al., 1988).

Son fagémidos comerciales, de alto nimero de copias distribuidos por Stratagene
(U.S.A)). Tienen un tamario de 2,9 kb y presentan el origen de replicacion ColE1 de pBR322
para E. coli, asi como el replicon pMB1. Como marcador de seleccion tienen un gen de
resistencia a ampicilina (bla, Ap") y un fragmento del gen lacZ capaz de complementar la
mutacion presente en la B-galactosidasa de algunas cepas de E. coli, permitiendo identificar
las colonias que posean el fragmento clonado mediante la seleccion blanco/azul. KS/SK
indican la orientacion del polylinker, orientado 5’-Kpnl ... Sacl-3’ con respecto al extremo 5’

del gen lacZ, y 5’-Sacl ... Kpnl-3’, respectivamente.

2.6. pK18::mob (Schafer et al., 1994).

Plasmido que se mantiene en alto nimero de copias, con un tamafio de 3,8 kb y que
posee un origen de replicacion ColE1 compatible con los sistemas de E. coli, pero que no es
reconocido por la maquinaria replicativa de P. putida U. Por eso, en esta bacteria puede
funcionar como plasmido suicida 0 como vector de integracion, pero nunca como vector con
replicacion autonoma. Tiene, como marcador genético, un gen de resistencia a kanamicina
(Km'") y el péptido o de la proteina LacZ. También posee la maquinaria de movilizacién del
plasmido RP4, lo que permite que este vector sea transferido mediante conjugacion. Debido a
ello, ha sido utilizado para llevar a cabo experimentos de disrupcion génica (knock-out) en P.

putida U mediante recombinacion homdloga.

2.7. pJQ200 (KS/SK) (Quandt and Hynes, 1993).

Plasmido de alto niumero de copias, con un tamafio de 5,4 kb, que posee el origen de

replicacion P15A compatible con los sistemas de E. coli, pero que no es reconocido por gran
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parte de las bacterias G- entre las que se incluye el género Pseudomonas. Presenta como
marcadores de seleccion un gen de resistencia a gentamicina (Gtm") y el sistema lacZa que
permite, como ya hemos indicado, la seleccion blanco/azul de los recombinantes que
contienen los fragmentos clonados. Ademas, este plasmido es movilizable e incorpora el gen
sacB de Bacillus subtilis, que es inducible por sacarosa y cuya expresion resulta letal en
bacterias G-, ya que provoca la acumulacion de polimeros (levanos) en el espacio
periplasmico. KS/SK indican la orientacion del polylinker, orientado 5°- Apal...SstXl -3’ con
respecto al extremo 5” del gen lacZ, y 5°- SstXI...Apal -3°, respectivamente. Este plasmido se
utiliza para obtener mutantes de P. putida U en los que se ha disrumpido el gen cuya funcion

quiere ser dilucidada.

2.8. pBBR1MCS-(3/5) (Kovach et al., 1995).

Plasmido de bajo nimero de copias y amplio rango de hospedador. Presenta el origen
de replicacion oriBBrl que le confiere capacidad de replicarse autbnomamente en multitud de
cepas bacterianas, incluidas E. coli, P. fluorescens y P. putida. Este plasmido es movilizable y
compatible con plasmidos pertenecientes a los grupos IncP, IncQ e IncW, asi como con los
origenes de replicacion ColE1 y P15a. Permite la seleccion directa de los recombinantes en E.

coli mediante interrupcion del péptido LacZa.

El plasmido pBBR1MCS se obtuvo por modificacion del pBBR1, un plasmido aislado
de una muestra ambiental al que se incorpor6 el pBluescript® 11KS-lacZa-polylinker. De este
modo, la nueva construccion contenia un polylinker con 16 sitios Unicos de restriccion, el gen
lacZa interrumpido y mantenia el marcador de seleccion original (un gen de resistencia a
cloranfenicol, Cm"). Debido a que este marcador de seleccion limitaba el uso en muchos
microorganismos G-, se generaron cuatro plasmidos derivados del pBBR1MCS con
resistencias a cuatro antibiéticos diferentes (tetraciclina-Tc'-; gentamicina-Gtm'-; ampicilina-

Ap'- y kanamicina-Km'-).

El pPBBR1IMCS-3 (5,2 kb), plasmido con resistencia a Tc, al que nos referiremos en
adelante como pMC, se utiliza habitualmente para la expresion en P. putida U de genes en
trans. En otras ocasiones se ha utilizado el plasmido pPBBR1MCS-5 (4,8 kb) con resistencia a

Gtm, al que denominaremos pMC5.
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En la Tabla 6 se recogen todos los plasmidos, vectores y construcciones geneticas

utilizadas en esta Tesis Doctoral.

TABLAG6

Plasmidos, vectores y construcciones genéticas utilizadas para este trabajo.

pGSq Cm" Km', plasmido conjugativo que contiene el | Selvaraj and lyer, 1983
transposén Tnb.

pRK600 Cm', oriColEL, oriV, Mob*, plasmido auxiliar utilizado | Herrero et al., 1990
en los experimentos de conjugacion.

puUC18 Ap', oriColE1, lacZa®, promotor lac, vector de | Norrander et al., 1983
clonacion.

pGEM®-T Easy

Ap', oriColE1, lacZo®, SP6 T7, promotor lac, vector
utilizado para clonar directamente los productos de
PCR.

Promega Co.

pTZ57RIT (pTZ) Cm', oriColE1, lacZo-+, promotor T7, vector utilizado | Thermo Fisher
para clonar directamente los productos de PCR. Scientific
pK18::mob Km', oriColE1, Mob®, lacZa®, promotor lac, plasmido | Schafer et al., 1994

utilizado para disrumpir genes mediante eventos de
recombinacion simple.

pJQ200 (KS/SK) (pJQ)

Gtm', oripl5A, Mob®, lacZa®, sacB, vector utilizado
para generar deleciones, mediante eventos de doble
recombinacion.

Quandt and Hynes, 1993

pBlueScript (KS/SK)

Apr, oriColEl, lacZo+, promotor lac, vector de
clonacion de genes.

Short et al., 1988

pBBR1IMCS-3 (pMC)

Tc'", oriBBrl, Mob®, lacZa®, promotor lac, vector de
expresion y clonacién de genes de amplio rango de
hospedador.

Kovach et al., 1995

PBBRIMCS-5 (pMC5)

Gtm', oriBBrl, Mob*, lacZa®, promotor lac, vector de
expresion y clonacién de genes de amplio rango de
hospedador.

Kovach et al., 1995

pJQ200KS-Tn5

Inserto de pGEM-T Easy desde la posicién +57 a la
+1269 de la secuencia I1S50L del transposén Tnb5,
clonado en el pJQ200KS usando los cortes Apal y Sall.

Arcos et al., 2010

pMChinA Inserto de pTZ desde la posicion -476 a la +1835 desde | Este estudio
el ATG de hinA de PpU, clonado en el pMC usando
los cortes de restriccion Apal y Sacl.

pMChinB Inserto de pTZ desde la posicion -346 a la +1046 desde | Este estudio
el ATG de hinB de PpU, clonado en el pMC usando
los cortes de restriccién Apal y Xbal.

pMC hinC Inserto de pTZ desde la posicion -137 a la +1668 desde | Este estudio

el ATG de hinC de PpU, clonado en el pMC usando el
corte de restriccion Kpnl.

pBlueScript KS-dadA

Inserto de pGEM-T Easy desde la posicion -223 a la
+1577 desde el ATG de dadA de PpU, clonado en el
pBlueScript KS usando los cortes de restriccion Spel y
Notl.

Este estudio
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pMCdadA

Inserto del gen dadA de PpU, clonado en el pMC desde
la construccion pBlueScript KS-dadA usando los cortes
de restriccion Apal y Sacl.

Este estudio

pMCdadX

Inserto de pTZ desde la posicién -56 a la +1110 desde
el ATG de dadX de PpU, clonado en el pMC usando
los cortes de restriccién Apal y Sacl.

Este estudio

pMC5dadX

Inserto de pTZ desde la posicién -56 a la +1110 desde
el ATG de dadX de PpU, clonado en el pMC5 usando
los cortes de restriccion Apal y Sacl.

Este estudio

pMC5dadAX

Inserto de pTZ que contiene los genes dadA y dadX
desde la posicion -223 a la +1110 desde el ATG de
dadA y dadX de PpU, respectivamente, clonado en el
pMC usando los cortes de restriccién Apal y Sacl.

Este estudio

pMCdadR

Inserto de pTZ desde la posicion -198 a la +599 desde
el ATG de dadR de PpU, clonado en el pMC usando
los cortes de restriccion Kpnl y Sacl.

Este estudio

pMCcoxB

Inserto de pTZ desde la posicion -246 a la +1275 desde
el ATG de coxB de PpU, clonado en el pMC usando
los cortes de restriccion Apal y Sacl.

Este estudio

pJQcoxB

Inserto de pTZ desde la posicion -246 a la +1275 desde
el ATG de coxB de PpU, clonado en PJQ utilizando los
cortes de restriccion Sacl y BamHl.

Este estudio

pMChdc

Inserto de pTZ desde la posicion -145 a la +1317 desde
el ATG de hdc de Enterobacter aerogenes, clonado en
el pMC usando los cortes de restriccion Xhol y Xbal.

Este estudio

pK18::mobhinl

Inserto de 7636 pb que contiene los genes hinEABCD
(hinl), clonados desde la posicion + 1732 a la +1658
desde el ATG de hinE y hinD, respectivamente, en el
plasmido pK18::mob, utilizando el corte de restriccion
Nhel.

Este estudio

pJQcoxBA-C

Inserto de 5479 pb que contiene los genes coxBA-C,
clonados desde la posicion -552 a la +1573 desde el
ATG de coxB y coxC, respectivamente, en el plasmido
pJQ, utilizando el corte de restriccién Xhol.

Este estudio

pK18::mob-hinD
fragmento interno (fi)

Inserto de pTZ desde la posicién +698 a la +1209
desde el ATG de hinD de PpU, clonado en el
pK18::mob usando los cortes de restriccion EcoRI y
BamHl..

Este estudio

pK18::mob-hinE (fi)

Inserto de pTZ desde la posicion +424 a la +957 desde
el ATG de hinE de PpU, clonado en el pK18::mob
usando los cortes de restriccion EcoRl y BamHI..

Este estudio

pK18::mob-hinl (fi)

Inserto de pTZ desde la posicion -350 a la +1732 desde
el ATG de hinE de PpU, clonado en el pK18::mob
usando los cortes de restriccion EcoRl y BamHI.

Este Estudio

pJQ-coxBA-C (fi)

Inserto de pTZ desde la posicién +1015 a la +1573 de
coxC de PpU, clonado en el pJQ usando los cortes de
restriccion Xhol y BamHI.

Este estudio
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3. REACTIVOS QUIMICOS Y BIOQUIMICOS.

Todos los productos quimicos utilizados han sido adquiridos a alguna de las casas
comerciales indicadas a continuacion: Merck (Alemania), Conda-Pronadisa (Espafia), Panreac
(Espafia), Probus (Espafia), Bachem AG (Suiza), Alfa Aesar (U.S.A.), Bio-Rad (U.S.A)),
Difco (U.S.A.), Perkin Elmer (U.S.A.), Promega Co. (U.S.A.), Sigma-Aldrich Co. (U.S.A.) y
Thermo Fisher Scientific (U.S.A.).

La histidina, histamina, acido imidazolacético, imidazolmetanol, cadaverina, AFA, 3-
OHAFA, 4-OHAFA, espermidina, tiramina, dopamina, triptamina, lisina, GABA,
asparragina, glutamina y D-alanina fueron suministrados por Sigma-Aldrich Co. (U.S.A)); la

espermina y la putrescina por Alfa Aesar (U.S.A.) y la L-alanina por Panreac (Espafia).

Los reactivos utilizados en los experimentos de Biologia Molecular procedian de
Promega Co. (U.S.A.), Roche (Alemania) y Takara (Japon). La DNA polimerasa termoestable
de Thermus thermophilus y la Taq polimerasa las suministro Biotools (Espafia); La Pfu DNA
polimerasa de Pyrocococcus furiosus se obtuvo de Promega Co. (U.S.A.); la DNA ligasa del
fago T4 y las enzimas de restriccion procedian de Takara (Japdén). EI marcador de peso
molecular, 1 Kb DNA ladder plus®, se adquiri6 de Invitrogen Co. (U.S.A.)

Los cebadores utilizados para la amplificacion génica mediante técnicas de PCR
fueron sintetizados por Biomers (Alemania) y Roche (Alemania).

Los diferentes reactivos comerciales (kits) utilizados para la extraccion de DNA
plasmidico y cromosémico, para la extraccion de RNA, para la limpieza de las reacciones
enzimaticas o de los productos obtenidos mediante PCR, asi como los empleados para la
recuperacion de DNA de geles de agarosa, fueron adquiridos a las casas comerciales GE

Healthcare (Gran Bretafia), Promega Co. (U.S.A), Roche (Alemania) y Quiagen (Alemania).
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4. MEDIOS DE CULTIVO.

4.1. Medio Luria Bertani (LB) (Miller, 1972).

Medio Luria Bertani (LB)

Bacto-triptona 10 g/l
Extracto de levadura 549/l
NaCl 10 g/l

Afadir agua destilada hasta 1 L y ajustar el pH a 7,5 con KOH. Para preparar medio

4.2. Medio P.

solido LB se afiadi6 agar purificado al 2,3% (p/v).

Medio ®
Bacto-triptona 20,0 g/l
Extracto de levadura 5,049/l
KCI 7,59/l
MgSO, 4,0 g/l

Afadir agua destilada hasta 1 L y ajustar el pH a 7,6 con KOH.

4.3. Medio SOC (Hanahan, 1983).

Medio SOB
Bacto-triptona 20,0 g/l
Extracto de levadura 5,00/
NaCl 10,0 mM
KCI 2,5 mM
MgSO, 10,0 mM
MgCl; 10,0 mM

El medio SOC se prepara afiadiendo glucosa 20 mM al medio SOB. La glucosa se
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4.4, Sales del medio minimo (MM) de Pseudomonas (Martinez-Blanco et al.,

1990).
Medio minimo (MM) de Pseudomonas
KH,PO, 13,60 g/l
(NH4)QSO4 2,00 g/l
MgSO,-7H,0 0,25 g/l
FeSO,4-7H,0 0,50 mg/I

Afadir agua destilada hasta 1 L y ajustar el pH a 7 con KOH. Para la preparacion de
medio solido se afiadio agar purificado al 2,3% (p/v). A este medio se le afiadieron las fuentes

de carbono requeridas en funcion del experimento que se fuese a realizar.

4.5. Aditivos suplementados.

Los antibioticos y las concentraciones utilizadas fueron ampicilina (Ap, 100 pg /ml);
kanamicina (Km, 25 pg /ml en medio solido y 12,5 pg /ml en medio liquido), rifampicina (Rf,
20 pg /ml en medio sélido y 5 pug/ml en medio liquido); estreptomicina (Str, 10 ug/ml);
cloranfenicol (Cm, 30 ug /ml); tetraciclina (Tc, 37,5 ug /ml) y/o gentamicina (Gtm, 30 pg
/ml). Todos los antibidticos utilizados fueron suministrados por la casa comercial Sigma-
Aldrich Co. (U.S.A)).

Para la induccion de los sistemas basados en promotores del tipo lac, que reconocen la
lactosa como inductor, se utiliz6 un andlogo no metabolizable del inductor natural, el
isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG), servido por la casa comercial Bachem AG
(Suiza). La concentracion final de IPTG en el medio de cultivo fue de 70 uM.

Cuando se utilizaron vectores en los que la presencia del péptido a de la proteina LacZ
permitia una seleccion blanco/azul, se afiadié a los medios de cultivo 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal), obtenido de la casa comercial Thermo Fisher

Scientific (U.S.A.). La concentracion final en el medio de cultivo fue de 34 pg/ml.
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E. coli W requiere vitamina B12 (cobalamina) para crecer. Por esta razon, cuando esta
cepa se cultivd en MM, hubo que suplementar esta vitamina (500 ng/ml). La cobalamina

empleada fue suministrada por Sigma-Aldrich Co. (U.S.A.).

5. MANTENIMIENTO Y CRECIMIENTO DE LGOS
MICROORGANISMOS.

Para cultivar las bacterias en medio solido se utilizd6 normalmente LB con agar
purificado al 2,3% (p/v), y como medio liquido LB, salvo que el microorganismo o el
experimento hiciesen necesaria la utilizacion de un medio quimicamente definido. Las cepas
de E. coli se cultivaron a 37°C y se conservaron en placas con medio LB sélido. Sin embargo,
las cepas de P. putida U y sus diferentes mutantes se cultivaron a 30°C y se conservaron en
placas con MM suplementado con 4-OHAFA 5 mM como unica fuente de carbono, ya que
esta estrategia facilitaba el crecimiento posterior en otros MM.

Una vez que habian crecido en LB 0 en MM, las cepas bacterianas se mantuvieron a
4°C en placas de Petri selladas con Parafilm™ durante un mes como méximo. Para conservar
las cepas durante largos periodos, los cultivos en LB (Absssonm=2,5) se diluyeron al 50% (p/v)

con glicerol, se repartieron en alicuotas de 1 ml en criotubos y éstos se mantuvieron a -80°C.

Para la realizacién de cultivos en medio liquido y la elaboracion de curvas de
crecimiento, se partio de placas de medio solido crecidas en las condiciones anteriormente
descritas (30°C o 37°C, 24 h) y a partir de las cuales se procedio a inocular P. putida o E. coli
en los diferentes medios liquidos. A cada matraz de vidrio, que contenia el medio deseado
(1/5 del volumen del matraz), se afiadio el volumen necesario de esta suspension bacteriana
para que la absorbancia (a 540 nm) inicial del cultivo fuese 0,05. Los matraces se incubaron
en un agitador orbital Innova 4330 (New Brunswick Scientific) a 250 rpm y 30°C o 37°C
durante el tiempo requerido para cada experimento. La determinacion de la cinética del
crecimiento bacteriano se llevo a cabo midiendo la absorbancia de la suspensién celular a 540
nm periddicamente en un espectrofotometro Bekman DU 640. Para la medicion de valores de
absorbancia superiores a 0,8 se realizaron diluciones pertinentes de los diferentes cultivos

bacterianos con el objeto de mantener la relacion lineal entre el valor de absorbancia y la
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concentracion de células del cultivo. Este criterio fue utilizado en todas las curvas de

crecimiento realizadas en esta Tesis Doctoral.

6. METODOS GENERALES PARA EL ANALISIS Y/O
TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE DNA.

Las etapas requeridas para el procesamiento de muestras que contenian DNA se
llevaron siempre a cabo en condiciones de esterilidad a fin de evitar la contaminacion de los

materiales y los reactivos, y la consiguiente degradacion de las muestras.

6.1. Determinacion de la concentracion y pureza del DNA/RNA.

El procedimiento utilizado consistio en la medida directa de la concentracion de 1 pl
de muestra en un espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000. El calculo de la concentracién y la
estimacion de la pureza de las muestras se realizd midiendo la absorbancia a longitudes de
onda de 260 y 280 nm. La pureza de la muestra viene determinada por la relacion entre los
valores de las absorbancias medidas a 260 y 280 nm, siendo una muestra de DNA o0 RNA mas
pura cuanto mas proxima sea esta relacion a 1,8 o a 2, respectivamente (Sambrook et al.,
1989).

6.2. Digestion del DNA.

Las digestiones de fragmentos de DNA con enzimas de restriccién se llevaron a cabo
utilizando las soluciones amortiguadoras y siguiendo los protocolos recomendados por las

diferentes casas comerciales para cada enzima.

Mezcla de reaccion:

1/10 del volumen total de reaccion de tampon de digestion (10x).
1 pg de DNA en H,0 milliQ.

1-3 unidades de la endonucleasa de restriccion/ug de DNA.

H,0 milliQ estéril hasta completar el volumen de digestion.
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La mezcla de reaccion se incubd a la temperatura adecuada (generalmente 37°C)

durante 2 h.

6.3. Desfosforilacion del DNA.

El DNA (0,5 pg) se disolvio en 45 pl de H,O milliQ con 1/10 del volumen total de
tampdn utilizado para la fosfatasa (10x), se calentd a 65°C durante 10 min para
asegurar la completa disolucion y la relajaciéon del DNA y se dejé enfriar a

temperatura ambiente durante 3 min.

Se afadieron 5 unidades de fosfatasa alcalina (SAP o CIAP) y la mezcla de reaccion

se incub6 durante 60-90 min a 37°C.

La enzima se inactivo calentando a 65°C durante 15 min y la fraccién proteica se
separé del DNA mediante fenolizacion. EI DNA se precipitd a -20°C con 1/10 de

volumen de acetato sddico 3 M, pH 6,5, y con 2,5 volumenes de etanol frio.

6.4. Ligacion de fragmentos de DNA.

Se midieron las concentraciones (ng/pl) del DNA vector y del DNA utilizado como
inserto, mediante un espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000.

Se mezclaron cantidades del DNA vector y del DNA utilizado como inserto

atendiendo a la siguiente ecuacion:

(longitud del inserto/longitud del vector) x ng vector x 3 = ng inserto

Se afiadié 1 pl de tampon de ligasa (10 x), 1 unidad de DNA ligasa del fago T4 y H,0O

milliQ hasta alcanzar un volumen final de 10 pl.
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- La mezcla de reaccion se incubd a 16°C durante toda la noche. Cuando las ligaciones
se llevaron a cabo en el plasmido pTZ57R/T, estas reacciones se incubaron a 22°C

durante 1 h y luego a 4°C durante toda la noche.

6.5. Analisis de las muestras de DNA mediante electroforesis en geles de

agarosa.

El analisis de las muestras de DNA se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa. La concentracion del gel se establecio en funcion del tamafio del fragmento de DNA
que se pretendia analizar. Generalmente, se utilizaron geles al 0,8% que nos permitian ver
facilmente fragmentos de entre 600 pb y 3.000 pb. Cuando se utilizaban fragmentos mas
grandes (mas de 10 kb) la concentracion de agarosa inicialmente empleada fue del 0,6%. Para

fragmentos inferiores a los 600 pb el porcentaje utilizado fue del 2%.

- Preparacion de las muestras: Las muestras se mezclaron con 1/10 del volumen total de

tampon de carga (10x) antes de proceder a depositarlas en el gel.

Como marcadores de tamafio se utilizé el 1 kb DNA ladder plus® (Invitrogen Co.) a

razén de unos 0,7 pg por carril.

Tampdn de carga: azul de bromofenol al 0,25%, azul de xileno al 0,25% y sacarosa al 40%.

- Preparacion de los geles: La preparacion de los geles se llevo a cabo disolviendo, mediante
calentamiento, la agarosa en TAE (ver composicion abajo) y afiadiendo aproximadamente 0,5
pg/ml de bromuro de etidio para visualizar las bandas de DNA mediante un transiluminador

de luz ultravioleta.

TAE 50 x: Tris base 242 gramos; acido acético glacial 57,1 ml; EDTA 0,5 M pH 8 100 ml; agua destilada
hasta 1 L.

Bromuro de etidio: Solucion 10 mg/ml en H,O milliQ; se conserva protegido de la luz a 4°C.

- Desarrollo de la electroforesis: La electroforesis se realizé en buffer TAE, utilizando una

fuente de alimentacion BIO RAD PowerPac Basic™ y aplicando una diferencia de potencial

98



MATERIALES Y METODOS

de 100 V durante el tiempo adecuado para obtener una correcta resolucion de las bandas de
DNA.

6.6. Recuperacion del DNA desde los geles de agarosa.

Rutinariamente utilizamos el kit comercial de Quiagen (Alemania) de extraccion de
DNA a partir de geles de agarosa. Como otros sistemas de purificacion, se basa en la
interaccion hidrofobica del DNA con una resina especifica que se suministra, bien en
suspension, o bien empaquetada en minicolumnas. En el paso previo a la purificacion, la
agarosa que contenia el DNA se disolvia por calentamiento moderado (50-65°C) en presencia
de una solucién salina de KI 6 M. Estos métodos son més rapidos que los que se basan en la
extraccion por congelacion y proporcionan un mayor rendimiento. Sin embargo, cuando se
trata de fragmentos de DNA de gran tamafio (10-20 kb), durante el proceso de purificacion

utilizando kits comerciales se produce una mayor fragmentacion.

6.7. Aislamiento de DNA genomico de Pseudomonas putida.

El protocolo utilizado fue el siguiente:

- Se inocularon 50 ml de medio LB liquido, con una absorbancia inicial de 0,05 y
suplementado con Rf, con la cepa P. putida U. Este cultivo se incubé toda la noche a
30°C.

- Las células se recogieron por centrifugacion (4.000 x g, 10 min a 4°C) y el precipitado
bacteriano asi obtenido se resuspendi6 en 20 ml de solucion GTE. A continuacion se
afiadieron 20 mg de lisozima y se incubo a 37°C durante 30 min.

Disolucion GTE: Tris-HCI 25 mM pH 8; glucosa 50 mM; EDTA 10 mM pH 8.

- Se afadieron 2 ml de SDS 10% de modo que la solucién final fuera del 1%. Esta

mezcla se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente (25°C).
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- Transcurrido este periodo de tiempo, se anadieron 300 pl de proteinasa K (10 mg/ml)

y la mezcla se incubd a 37°C durante, al menos, 30 min.

- A continuacion, se afiadieron 550 pul de NaCl 4 M, de modo que la concentracion final
fue 0,1 M.

- EIl DNA se extrajo con un volumen de fenol neutro dos veces. A continuacion, con un
volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1), otras dos veces, y por
ultimo, con un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), conservando la fase

acuosa en todos los casos.

Fenol neutro: antes de utilizar el fenol para extraer los &cidos nucleicos, debe ser equilibrado a pH 7,8, para

lo cual, se siguid el siguiente protocolo:
1. Fundir el fenol a 68°C y afiadir hidroxiquinoleina a una concentracion final de 0,1%.

2. Afiadir 1 volumen de tampén Tris-HCI 0,5 M pH 8 y mezclar durante 15 min. Dejar reposar y cuando las

dos fases se hayan separado, eliminar la mayor cantidad posible de tampén.
3. Afiadir 1 volumen de tampon Tris HCI 0,1 M pH 8 y proceder como en el paso anterior.

4. Afadir 1/10 de volumen de tampdn Tris-HC1 0,1 M pH 8 conteniendo 0,2% de B-mercaptoetanol y

conservar a 4°C.

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico: Mezcla de fenol (equilibrado con tampén Tris-HCI pH 8),

cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcion de 25:24:1.

Cloroformo: alcohol isoamilico (CIA): Mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcion

de 24:1.

- Se afadieron lentamente 2,5 volumenes de etanol frio (100%; -20°C). Las dos fases se
mezclaron suavemente, hasta que se aprecid la aparicion de un ovillo de DNA. Este
ovillo se recogi6 con ayuda de una pipeta Pasteur previamente cerrada en su extremo

mas fino.

- El DNA se lavo con etanol frio (70%; -20°C) para eliminar el exceso de sales y

posteriormente se dej6 secar al aire.

100



MATERIALES Y METODOS

- Una vez evaporado el agua, el DNA fue resuspendido en 5 ml de tampén TE.

TE: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8.

Cuando se empled el kit comercial de Quiagen (Alemania) para el aislamiento de

DNA gendmico, se siguieron las instrucciones recomendadas por el fabricante.

6.8. Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli.

Este procedimiento se llevo a cabo utilizando kits comerciales (Promega o Quiagen)
que permiten la purificacion de DNA plasmidico de forma sencilla y rapida, tanto a pequefia
como a gran escala. Para ello, con la ayuda de un palillo estéril, se inocularon, con una Unica
colonia, 10 ml de medio LB suplementado con el antibidtico adecuado. Los tubos se
incubaron a 37°C con agitacion (250 rpm) durante un minimo de 8 h. Las células fueron
recogidas por centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 min. Después, se siguieron las
instrucciones descritas por el fabricante en funcion del kit utilizado. EI fundamento del

proceso se resume a continuacion:

- Recoleccion de las células y resuspension de las mismas en un tampon que contiene
RNasa.

- Lisis alcalina de las células en presencia de SDS.
- Neutralizacion del lisado con acetato potasico (4-6 M) ajustado a pH 6-6,5.

- Eliminacién de los restos celulares, del DNA gendmico y de las proteinas por

centrifugacion (1 min, 13.200 rpm).

- Retencion especifica del DNA, mediante interacciones de tipo hidrofobico, sobre la
resina contenida en el interior de una columna. La elevada fuerza iénica de la solucion

favorece el establecimiento de estas interacciones hidrofébicas.

- Lavado del sistema resina-DNA plasmidico con una solucion de etanol.
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- Secado de la columna por centrifugacion (1 min, 13.200 rpm).

- Elucion del DNA mediante la adicion de agua milliQ o de un tampon de baja fuerza
ionica (TE).

7. TRANSFORMACION DE E. coli.

Para que las bacterias admitan DNA exdgeno (proceso de transformacion) han de estar
en un estado de receptividad denominado competencia. Se han descrito varios métodos para
obtener células competentes, alguno de los cuales se detalla a continuacion.

7.1. Obtencion de células competentes de E. coli.

7.1.1. Método del cloruro de rubidio.

Este método ha sido el empleado para obtener células competentes de la cepa E. coli
DH10B. Con este protocolo se consigue una elevada eficiencia de transformacion (hasta 10

transformantes por pg de DNA) (Hanahan, 1983, 1985). El procedimiento citado consiste en:

Cultivar la cepa de E. coli DH10B en medio LB solido suplementado con Str durante
12-14 h.

- Preparar un preindculo en 100 ml de medio ® liquido suplementado con Str,
sembrando éste con una colonia aislada. Incubar el cultivo a 37°C en agitacion (250
rpm) hasta que alcance un crecimiento adecuado para proceder a inocular dos
matraces de 2,5 L con 500 ml de medio cada uno.

- Incubar los matraces a 37°C hasta que el cultivo alcance una densidad Optica

(DOegoonm) de 0,4-0,5 medida en un espectrofotometro Beckman, modelo DU640.

- Enfriar el cultivo durante 30 min a 4 °C (hielo).

- Recoger las células por centrifugacion (5 min, 5.000 x g, 4 °C).
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Resuspender el sedimento celular resultante en una solucién TFB1 (1/3 del volumen

inicial) y mantener las bacterias en hielo durante 30 min.

Disolucion TFB1: RbCI 100 mM; MnCl, 50 mM; acetato potasico 30 mM; CaCl, 10 mM; glicerol al
15% (v/v). Ajustar el pH a 5,8 con &cido acético 0,2 M. Esterilizar por filtracion.

7.1.2.

Centrifugar la suspension bacteriana en TFB1 (5 min, 5.000 x g, 4 °C).

Resuspender el sedimento bacteriano en solucion TFB2 (1/12,5 del volumen inicial) y

mantenerlo en hielo durante 15 min.

Soluciéon TFB2: MOPS 10 mM pH 7; RbCI 10 mM; CaCl, 75 mM; glicerol al 15% (v/v). Ajustar el
pH a 6,8 con NaOH vy esterilizar por filtracion.

Las células competentes resultantes pueden ser usadas inmediatamente o bien
conservarse (convenientemente repartidas en alicuotas de 200 pl) a -80°C, previa

congelacion en nitrégeno liquido o en un bafio de hielo seco/etanol.

Obtencion de células electrocompetentes de E. coli W.

Para conseguir estas células se procedid tal y como se indica:

Se inocularon 100 ml de medio LB con una colonia de E. coli W y se incubé a 37°C
en agitacion (250 rpm) hasta que el cultivo alcanzé el crecimiento requerido para
proceder a inocular dos matraces de 500 ml con 100 ml de LB de modo que la DO
inicial fuese 0,05. Estos matraces se incubaron a 37°C hasta que el cultivo alcanzé
una DOggo nm de 0,6-0,8. Luego el cultivo se enfrié en hielo durante 30 min.

Las células se recogieron por centrifugacion (5 min, 5.000 x g, 4°C).
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- El sedimento de células resultante se resuspendié en 200 ml de glicerol al 10% (p/v).

- Las células resuspendidas se centrifugaron como en pasos anteriores, y el sedimento
de células se resuspendié en 100 ml de glicerol al 10% (p/v). Este paso se repitié una

Vez mas.

- La suspension de células obtenida se centrifugé (5 min, 5.000 x g, 4°C) y el sedimento
de células se resuspendi6 en 2 ml de glicerol al 10% (p/v) y se repartieron en alicuotas
de 40 pl. Las células competentes pueden ser empleadas inmediatamente, o
conservarse a —80°C, previa congelacion en nitrégeno liquido o en un bafio de hielo

seco/etanol.

7.2. Procedimiento de transformacion.

7.2.1. Choque térmico.

Para la transformacion de las células competentes de E. coli DH10B se ha seguido el

método descrito por (Hanahan, 1983):

- El DNA (en un volumen no superior a 10 pl) se afiadio a 200 pl de células

competentes y la mezcla se mantuvo en hielo durante 30 min.

- A continuacion, las células se sometieron a un choque térmico por inmersion en un
bafio de agua a una temperatura de 37°C durante 2 min. Se enfriaron en hielo 2 min y,

posteriormente, se aiadieron 800 pul de medio LB fresco.

- Las ceélulas se incubaron durante 1 h con agitacion en un bafio de agua a 37°C, con el

fin de restituir las membranas.

- Por dltimo, se sembraron alicuotas de 200-250 pl en placas de LB-agar que contenian
el antibidtico usado para la seleccion. Las placas se mantuvieron a 37°C durante 12 h o
durante el tiempo necesario para observar la aparicién de colonias, las cuales, bajo la
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presion selectiva del correspondiente antibidtico, expresan el marcador de seleccion
existente en el plasmido que han incorporado. La eficacia de transformacién obtenida

por este método fue del orden de 10° transformantes/pg de DNA plasmidico.

7.2.2. Electroporacion.

Para la electroporacion de células competentes de E. coli W se siguid el siguiente
protocolo:

- El DNA (en un volumen no superior a 2 ul) se afadid6 a 40 ul de ceélulas
electrocompetentes y la mezcla se puso en una cubeta de electroporacion (1 mm, 90ul)
(VWR Co.).

- A continuacion, la cubeta con la mezcla de electroporacién se introdujo en el
electroporador (Bio-Rad. Modelo Gen Pulser). Las condiciones de trabajo fueron:
potencial 18kV/cm, capacitancia 25 YF y resistencia 200Q. La mezcla se enfrio en

hielo y se le afiadié 1 ml de medio SOC fresco.

- Las celulas se incubaron durante 45 min con agitacion a 37°C con el fin de restituir las

membranas.

- Por ultimo, se sembraron alicuotas de 200 pl en placas de LB-agar que contenian el
antibidtico usado para la seleccion. Las placas se mantuvieron a 37°C durante 12 h o

durante el tiempo necesario para observar la aparicion de colonias.

8. TECNICA DE AMPLIFICACION MEDIANTE LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) descrita por K. Mullis
(Mullis et al., 1986) permite amplificar un fragmento de DNA a partir de dos oligonucle6tidos

(3" y 5°) que hibridan en los extremos del fragmento a amplificar y que actian como

cebadores en una reaccion catalizada por una DNA polimerasa termoestable.
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Para la reaccion de PCR se usaron tres DNA polimerasas termoestables:

Taq polimerasa procedente de Thermus aquaticus (Biotools). Es una polimerasa
termoestable, de alta procesividad, pero que carece de actividad correctora de copia. Los
productos de PCR generados al amplificar utilizando esta enzima, pueden ser directamente

clonados en el plasmido comercial pGEM®-T Easy y pTZ57R/T.

Pfu polimerasa procedente de Pyrococcus furiosus (Promega). Esta enzima posee
actividad correctora de copia (proofreading), pero no deja restos de adenina en los fragmentos
amplificados por PCR, lo que imposibilita la clonaciéon de los fragmentos obtenidos en el
plasmido pGEM®-T Easy o pTZ57R/T. Ademas, esta enzima, no tiene una procesividad tan

elevada como la Taq polimerasa.

FideliTag™ polimerasa (GE Healthcare). Se trata de una mezcla comercial de
polimerasas que contiene una Taq polimerasa recombinante de alta fidelidad y termoestable, y
una polimerasa con capacidad correctora de copia. Los productos amplificados con esta

enzima si pueden clonarse directamente en el vector pGEM®-T Easy y pTZ57R/T.

A continuacion se indica la composicion de la mezcla de reaccién de PCR empleada
(volumen final de 50 pl). En algunas ocasiones fue necesario modificar las condiciones de la
reaccion en funcion de la longitud del fragmento a amplificar, de la temperatura de

anillamiento de los cebadores, de la presencia de estructuras secundarias, etc.

Mezcla de reaccion:

Concentracion final

5 ul tampon (10 x) de la polimerasa ----------=-=------- 1x

2 pl de Cl,Mg (50 MM) =----m-mmmmmmm oo 2,0 mM
4 ul de desoxinucledtidos (2,5 mMM) ----------=--=------ 0,4 uM
5 ul del oligonucleotido 5° (2 uM) ---------=--=-==-=---- 0,4 mM
5 ul del oligonucledtido 37 (2 pM) -=-=============mmmm-- 0,4 mM
5 ul DNA (25 ng/pl) ---=-==-=n=-mmmmmmmmmmm oo 2,5 ng/ul

1 unidad de DNA polimerasa
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Rutinariamente, la PCR se realizd durante 35 ciclos en los que la temperatura de
desnaturalizacion del DNA (95°C) se mantuvo durante 30 s. El anillamiento de los
oligonuclettidos se realiz6 a una temperatura que dependia de la naturaleza de los propios
cebadores, es decir, de la Tm especifica (utilizando siempre la menor Tm de los pares de
oligonucleotidos). La extension se realizd a 72°C, temperatura Optima de la polimerasa (a
68°C en el caso de la Pfu y la FideliTaq). El tiempo de extensién se determind en cada caso,
considerando que la polimerasa sintetizaba una molécula de 1 kb de longitud en un minuto.
Asi mismo, en el protocolo seguido se agregd una etapa inicial de desnaturalizacion a 95°C (2
min) y una etapa final de extension a 72°C (10 min). Los termocicladores utilizados fueron: el
modelo Gene Amp PCR Sistema 2400 (suministrado por la casa comercial Perkin Elmer,
U.S.A.); el modelo 2720 de Applied Biosystems (U.S.A.) y el modelo MJ Mini™ Gradient de
Bio-Rad (U.S.A)).

9. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE DNA.

La secuenciacion de DNA fue llevada a cabo por la empresa Secugen, S.L.
(Sequencing and Molecular Diagnostic, Madrid, Espafia). Las secuencias obtenidas
experimentalmente fueron comparadas frente a otras depositadas en las bases de datos
publicas de GenBank (National Center for Biotechnology Information) (Benson et al., 2000;
NCBI Resource Coordinators, 2017), EMBL/EBI Nucleotide Sequence Database (Stoesser et
al., 2001) y DNA Data Bank of Japan (Tateno et al., 1998), utilizando los programas
BLASTP, BLASTN, BLASTX, TBLASTN (Altschul et al., 1990, 1997) y Fasta3 (Pearson
and Lipman, 1988; Pearson, 1990). Para ensamblar las secuencias obtenidas se utilizo el
programa CAP3 (Huang and Madan, 1999). Para el célculo de la masa molecular de las
distintas proteinas a partir de secuencias de aminoacidos se utilizo el servidor SMS (Sequence
Manipulation Suite). Los alineamientos multiples se realizaron con los programas ALING
(Wilbur and Lipman, 1983), Clustal X (Thompson et al., 1994) y Clustal Omega (Sievers et
al., 2011).

Las secuencias de aminodcidos fueron analizadas empleando las herramientas
disponibles en el servidor de Biologia Molecular del Instituto de Bioinformatica de Suiza
(EXPASY) (Hochstrasser et al., 1995).
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10. OBTENCION DE MUTANTES DE P. putida.

Los mutantes obtenidos mediante disrupcion genética causada por la insercion de Tn5

o0 del plasmido pK18::mob en un gen particular, se denominaran como P. putida U Agen::Tn5

0 P. putida U Agen::pK18::mob.

10.1. Mutagénesis con el transposon Tn5 (Norrander et al., 1983).

Las cepas bacterianas utilizadas en este proceso fueron E. coli HB101 (portadora del

plasmido pGS9) como cepa donadora del transposon Tn5 (Cm', Km'), y P. putida U como

cepa receptora (Rf") (Figura 16).
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Figura 16. Mapa genético y de restriccion del transposon Tn5. Se observan las secuencias de insercion 1S50L e
IS50R flanqueando la zona central, en la que se encuentran los marcadores genéticos de este transposén (un gen
de resistencia a kanamicina-Km'-, un gen de resistencia a bleomicina-Ble'- y un gen de resistencia a
estreptomicina-Str'-). También se observan los genes codificados en las secuencias 1S50 (transposasa, tnp;

inhibidor de la transposasa, inh; p3 'y p4).

Este método ofrece ventajas tales como que: (i) el Tn5 se integra una unica vez y al

azar en el genoma de la bacteria receptora; (ii) causa una mutacion estable; y (iii) el punto de

insercion puede ser identificado facilmente.
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El procedimiento que se siguio es el que se indica a continuacion:

La cepa E. coli HB101 (pGS9) se sembr6 en medio sélido LB suplementado con Km'y
Cm y se incubd a 37°C durante 24 h. EI mismo proceso se llevo a cabo con la cepa P.

putida U, pero suplementado con Rf e incubando a 30°C.

Se inocularon 10 ml de medio liquido LB suplementado con Km y Cm con E. coli
HB101 (pGS9). Del mismo modo, se inocularon 10 ml de medio liquido LB,
suplementado con Rf, con P. putida U. Ambas cepas se incubaron durante 8 h a 37°C

y 30°C, respectivamente. Previsiblemente, al cabo de 8 h, la AbSssonm= 2,5.

Se centrifugd una alicuota con el mismo numero de céelulas de cada una de las cepas
(proporcion final de cada una de las cepas 1:1), en un tubo Eppendorf a 12.000 rpm
durante 3 min y se desechd el sobrenadante. Las bacterias precipitadas se
resuspendieron en 0,5 ml de medio LB estéril, y se volvieron a centrifugar (12.000
rpm, 3 min), repitiendo este proceso dos veces. A continuacion, se desech6 de nuevo

el sobrenadante y la mezcla de células se resuspendié en 40 pl de medio LB.

En una placa de medio LB solido se dispuso un filtro bacteriologico (Millipore) estéril
(tamafio de poro 0,22 um) sobre el que se deposito la mezcla de bacterias resuspendida
(E. coli HB101 y P. putida U). La placa se incub6 durante 24 h a 30°C.

Una vez que las células habian crecido sobre el filtro, éste se retird de la placa y se
introdujo en un tubo de ensayo que contenia 3 ml de medio LB, sin antibidticos, y se

resuspendieron las bacterias.

A partir de esta suspension bacteriana se hicieron las diluciones necesarias (1:10, 1:20,
1:50 y 1:100) con medio LB fresco y con ellas se inocularon placas de LB
suplementado con Km y Rf a razon de 200 ul de cada dilucioén por placa. En esas
placas no pueden crecer las cepas parentales, ya que no tienen la resistencia a alguno
de los dos antibiéticos; sin embargo, si lo hacen los mutantes de P. putida U ya que,
ademas de la resistencia a Rf que presentan per se, poseen la resistencia a Km

adquirida a través del transposon Tnb5.
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- Los transconjugantes que aparecieron en estas placas tras 24-48 h de incubacion a
30°C, fueron seleccionados por crecimiento en MM+Rf+Km que se habia

suplementado con la fuente de carbono requerida para el experimento (Figura 17).
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Figura 17. Esquema del proceso de mutacion mediante conjugacion e insercion del transposén Tn5 en
P. putida U. En este ejemplo se seleccionaria un mutante en el que el Tn5 se ha insertado en un gen

implicado en el catabolismo de histamina. AFA, &cido fenilacético.

10.1.1. Identificacion del punto de insercion del transposén Tn5 en el DNA genomico.

Una vez obtenidos los diferentes mutantes por la insercion del transposon Tnb5, era
necesario conocer qué gen habia sido interrumpido. El procedimiento seguido fue el

siguiente:

- Se obtuvo DNA gendmico del mutante objeto de estudio.
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- Este DNA se digirié con una endonucleasa de restriccion que tuviera una frecuencia
de corte no muy elevada en el genoma de P. putida U y que no cortara dentro de la
resistencia de Km en el transposon, ya que esta resistencia sera utilizada como
marcador de seleccion. Algunas de las enzimas que cumplian ambos requisitos eran
BamHI y Sall (Figura 16), aunque también se hicieron combinaciones utilizando estas

enzimas junto con EcoRlI.

- Una vez digerido el DNA con Sall/EcoRIl o BamHI/EcoRl, se procedio a limpiar la
reaccion de digestion y, posteriormente, se ligé en el plasmido pUC18 previamente

cortado con las mismas dos enzimas con las que se habia digerido el DNA.

- La reaccion de ligacién se incub6 a 16°C durante 12 h y, posteriormente, se utilizo

para transformar la cepa E. coli DH10B.

- La seleccion de los transformantes se llevo a cabo en medio LB suplementado con los
antibiéticos Ap y Km. De este modo, sélo serian capaces de crecer aquellas cepas que
hubieran incorporado el plasmido pUC18 que llevase el fragmento de DNA
directamente unido al transposon, pues serian los Unicos que poseerian la resistencia a
Km (Tn5) y Ap (pUC18).

- Una vez seleccionados estos transformantes, se obtuvo el DNA plasmidico y se
secuencio el inserto que habia sido clonado en el polylinker del vector pUC18. Para
esta secuenciacion se utilizaron los oligonucledtidos directo (F24) y reverso (R24)
universales (del vector pUC18) y un oligonucleétido especifico del brazo de
transposén, denominado Tn5-2 (Figura 18, Tabla 7). El andlisis de la secuencia
obtenida nos permitio identificar el punto exacto en el que se habia integrado, asi
como el gen en el que se habia introducido el transposon Tnb.

Tabla 7. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la identificacién del punto de insercién del transposén

Tn5 en los diferentes mutantes.

Nombre del .
. Secuencia
Primer
F24 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
R24 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
Tn5-2 CCGCCGAAGAGAACAGGC
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EcoRl
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DNA gendmico Tn5

Figura 18. Procedimiento esquematico requerido para la identificacion del punto de insercion del transposon
Tn5 en el DNA gendmico de P. putida U.

10.1.2. Identificacion del punto de insercion del transposén Tn5 en el DNA gendmico

mediante la estrategia de “recombinacion en el brazo del Tn5”.

Mediante la estrategia de “recombinacion en el brazo del Tn5”, desarrollada en nuestro
laboratorio (Arcos et al., 2010), se ha identificado el punto de insercién del transposén Tn5 en
algunos de los mutantes obtenidos en este trabajo. En términos generales, esta técnica se basa

en la recombinacion homologa de un vector de clonacidén sobre una de las secuencias
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repetidas e invertidas (Figura 16) (secuencias 1S50, “brazos” del transposén) presentes en
ambos extremos del Tn5 (Reznikoff, 1993). Teniendo en cuenta que ambas secuencias son
idénticas (salvo en un nucle6tido), un plasmido suicida que contenga una secuencia homologa
a la de estas secuencias, tendria las mismas posibilidades de insertarse, mediante un fenémeno
de recombinacion homdloga, sobre cualquiera de los dos extremos del transposon. Esto
implicaria que, estadisticamente, la mitad de las colonias que se obtuvieran habrian
recombinado sobre la secuencia IS50R y la otra mitad de las colonias lo harian sobre la
secuencia IS50L. Utilizando un proceso de restriccion con endonucleasas especificas se
podran obtener, a partir del cromosoma de cada uno de los posibles mutantes, las secuencias
adyacentes al punto de insercion del transposon Tn5, tanto las que se encuentran corriente

arriba, como aquellas que se encuentren en direccion 3" respecto a dicho punto de insercién.

Para llevar a cabo esta técnica se utilizo el plasmido pJQ200KS en el que se clon6 un
fragmento de 1113 pb correspondiente a un trozo de una de las secuencias de insercion
(“brazos”) del transposén Tn5. Este plasmido, denominado pJQ200KS-Tn5, poseia,
flanqueando al brazo del Tn5 las siguientes dianas de restriccion (que no estaban presentes en
el interior del brazo ni del plasmido): BamHI, Xbal, Smal y Sall. El proceso seguido, se

detalla a continuacion.

- La construccion, que contenia el fragmento del brazo del transposon se transfirio por
conjugacioén triparental (Herrero et al., 1990) a los diferentes mutantes de P. putida U.
Para ello se utilizO como cepa donadora una E. coli DH10B, previamente
transformada con la construccion pJQ200KS-Tn5. Como cepa auxiliar se utilizé la
cepa E. coli HB101 (conteniendo el plasmido pRK600) que facilita la movilizacién de
aquellos plasmidos que contengan los genes mob. Para llevar a cabo esta conjugacion
triparental, se mezclaron distintas cantidades de cada una de estas tres cepas
(receptora, auxiliar y donadora en proporcion 1:0,5:0,75) en un tubo Eppendorf estéril.
La mezcla de bacterias se centrifug6 (6.000 rpm, 1 min) desechandose el
sobrenadante. Las bacterias asi precipitadas se lavaron con 0,5 ml de medio LB estéril,
volviéndose a centrifugar (6.000 rpm, 1 min). Se desech6 de nuevo el sobrenadante y

la mezcla de células se resuspendio en 30-50 pl de medio.

- En una placa que contenia medio LB solido se dispuso un filtro bacteriologico
(Millipore) esteril sobre el que se depositd la mezcla de bacterias. La placa se incubd
durante 12 h a 30°C.
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Tras este tiempo de incubacion, se procedio a la seleccion, utilizando los marcadores
de resistencia a antibioticos del plasmido, de aquellos transconjugantes de P. putida U
gue hubieran integrado en el cromosoma la construccién pJQ200KS-Tn5 (ya que este
plasmido carece de origen de replicacién autbnomo en Pseudomonas). Para ello se
resuspendio el filtro bacterioldgico en 2 ml de LB y se inocularon placas de LB

suplementadas con Rf, Kmy Gtm.

Hay que tener en cuenta que en esta conjugacion triparental se pueden producir dos
fenébmenos de recombinacion diferentes debido a que los brazos del Tn5 son
secuencias repetidas e invertidas. Por lo tanto, la construccion pJQ200KS-Tn5 podra
recombinar en cualquiera de los dos brazos del transposén (Figura 19), y este hecho
es el que nos va a permitir conocer las secuencias genéticas adyacentes al punto de

insercion del Tn5.

Una vez que se obtuvieron los transconjugantes de P. putida U, se extrajo DNA
gendmico de varios de ellos sin olvidar el hecho de que estamos trabajando con dos
poblaciones distintas de transconjugantes (segin en qué brazo del transposon haya
recombinado el plasmido). Dicho DNA se digirio en su totalidad con endonucleasas
de restriccion que cortaban en el polylinker del plasmido y que no lo hacian en el

interior del brazo del transposén, como es el caso de BamHI, Xbal, Smal y Sall.

A continuacion, se limpio la reaccion de restriccion y se realizo una religacion del
DNA obtenido.

La reaccion de ligacion se incubd a 16°C durante 12 h y, posteriormente, se empled
para transformar E. coli DH10B. La seleccidon de estos transformantes de E. coli
DH10B se realizo en medio LB suplementado con Gtm, de tal forma que solo
crecieran aquellas colonias que hubieran incorporado el plasmido pJQ200KS con el

inserto (brazo del Tn5 + DNA gendmico).

Se obtuvo DNA plasmidico de las dos poblaciones de transformantes y se secuencié el
inserto de dichas construcciones utilizando para ello los oligonucleétidos que figuran
en la Tabla 7. El inserto resultante consta de la secuencia del brazo del Tn5 mas una
secuencia de mayor o menor tamafio correspondiente al DNA genémico de P. putida

U que codifica funciones del catabolismo de histamina. La nueva secuencia
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corresponde al lado izquierdo o al derecho del punto de insercion del transposon Tn5,

dependiendo del brazo en el que se hubiera llevado a cabo la recombinacion.

5 3
N DNA&::&Ticu | W ! | \ Brazo DNAhqf<12mico L
¥ Tnd 5
Posibilidad de recombinacion A Posibilidad de recombinacién B
. BamH| BamHI|
5 i BamH| BamH| s
DNA genomico :_,1 DNA gendmico
g [Swe ey SRy

37" < >

BamHI Tabdt

DNA gendmico

Figura 19. Representacion esquematica del proceso de aislamiento y secuenciacion de la zona adyacente al
punto de insercidn del transposén Tn5 mediante la estrategia de “recombinacion en el brazo del Tn5”. En el
esquema aparecen reflejadas las dos posibilidades de recombinacién de la construccién pJQ-Tn5 en los brazos
del transposdn Tn5 que se ha insertado previamente en el genoma de P. putida U. En el ejemplo esquematizado

aqui se ha utilizado el corte BamH].

10.1.3. Secuenciacion de las zonas adyacentes a un fragmento de secuencia conocida.

Se disefiaron oligonucledtidos especificos sobre el fragmento de DNA de secuencia
conocida de la cepa relacionada Pseudomonas putida KT2440, y se utilizaron para hacer
amplificaciones (PCR) frente a un oligonucledtido especifico del brazo del Tn5. Estas

reacciones de PCR se limpiaron utilizando kits comerciales especificos para ello, y se
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secuenciaron. Cuando el experimento asi lo requeria, se ligaron en el pGEM®-T Easy 0 en

pTZ57R/T y, posteriormente, se clonaron en otro plasmido.

10.2. Obtencion de mutantes mediante disrupcion.

Para analizar la funcion de un gen en particular, éste fue interrumpido mediante
recombinacion homologa. Para ello, se utilizé un fragmento interno del gen que se deseaba
mutar (aproximadamente 1/3 del tamafio del gen) obtenido mediante amplificacién con

oligonucleotidos especificos. El procedimiento que se siguio se detalla a continuacion:

- Mediante amplificacién por PCR con oligonucleo6tidos especificos se obtuvo un
fragmento interno del gen (200-900 pb dependiendo del tamafio del gen) que se queria
interrumpir. Se cloné en pGEM®-T Easy o0 en pTZ57R/T y desde aqui, mediante la
utilizacion de alguna de las endonucleasas que cortan en el polylinker, se cloné en el
plasmido pK18::mob.

- La construccién resultante se introdujo en P. putida U mediante conjugacion
triparental (Herrero et al., 1990), un método que supone ciertas modificaciones sobre
la técnica empleada para la obtencion de mutantes mediante transposicion
conjugacional. En este caso se utilizaron como cepas donadoras del plasmido distintos
transformantes de E. coli DH10B que contenian las construcciones deseadas y como
cepa auxiliar en el proceso de conjugacion, la cepa E. coli HB101 (pRK600). Esta
ultima cepa facilita la movilizacion de las construcciones realizadas en el plasmido
pK18::mob desde el donador (E. coli DH10B) hasta la cepa receptora (P. putida U).

- Ante la presion ejercida por el antibiético Km durante la seleccion de los
transconjugantes, el sistema de recombinacion de la célula receptora inserta el
plasmido en el genoma mediante recombinacion homologa a través del inserto

clonado, permitiendo, de este modo, la supervivencia de la cepa (Figura 20).
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Gen cromosomico de Pseudomonas putida
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Figura 20. Esquema del evento de recombinacion genética mediante recombinacion homologa. Se utiliza un

fragmento interno del gen diana que se pretende mutar, clonado en un plasmido integrativo (pK18::mab).

- La comprobacion de la correcta insercion del plasmido en el gen diana se llevé a cabo
mediante amplificacion (PCR), utilizando para ello oligonucleétidos especificos
(externos al fragmento utilizado para la recombinacién) (Tabla 8), frente a los

oligonucleotidos universales F24 y R24 propios del plasmido.
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Tabla 8. Secuencia de los oligonucleétidos especificos utilizados para la comprobacion en los mutantes

disruptos.

Nombre del .
. Secuencia
Primer
HinD.F1 GGGCAACCGGTTTCCCCTGTGGGAG
HinD.R1 GATATCAGCCGCGCAGCTGGTACC
HinE.F1 CATGCGCCGTATCACACGGCGTCG
HinE.R1 TAATCATTATTCAGCCCCCCG

11. EXPRESION DE LOS GENES EN TRANS.

Para determinar si los mutantes obtenidos por la integracién del transposén Tn5
recuperaban su funcién original, esto es, eran de nuevo capaces de crecer en histamina, se
llevd a cabo la clonacion de los genes silvestres (correspondientes a los que habian sido
mutados) en el plasmido pBBR1MCS-3 (pMC). El protocolo seguido se describe a

continuacion:

- En primer lugar, se amplifico por PCR el gen que va a ser expresado en trans. Se ligo
el producto de amplificacion en un plasmido comercial (0GEM-Teasy o pTZ57R/T), y
se clono (en el sentido adecuado para que tenga lugar su expresion) en el plasmido
pMC (replicativo tanto en E. coli como en Pseudomonas). Posteriormente, se

transformo la cepa E. coli DH10B con este plasmido.

- El plasmido pMC que contenia el gen de interés, se transfirio mediante conjugacion
triparental (Herrero et al., 1990) a los mutantes de P. putida U siguiendo el mismo

proceso anteriormente descrito (ver apartado 10.2 de Materiales y Métodos).

- La seleccion de transconjugantes que habian incorporado el plasmido se realizo en
medio LB solido suplementado con Rf, Km (marcadores de resistencia de los

mutantes) y Tc (marcador de resistencia del plasmido pMC).

- Una vez que se obtuvieron los transconjugantes, se extrajo el plasmido y se secuencio

para comprobar su integridad.
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- Los transconjugantes obtenidos se cultivaron en MM liquido o sélido suplementado
con histamina para comprobar si el mutante habia incorporado el gen, es decir, si
habia revertido la mutacién y si, por tanto, crecia satisfactoriamente en medios que

contenian histamina como fuente de carbono.

12. ANALISIS DE LOS CALDOS DE CULTIVO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION
(HPLC).

Para determinar el consumo de histamina, asi como para observar la aparicion de
metabolitos durante la asimilacion de ésta, se utilizé la técnica cromatogréafica liquida de alta
resolucion (HPLC). El primer método empleado se describe a continuacion. Se tomaron
muestras de los caldos de cultivo (1 ml) a diferentes tiempos. Estas se centrifugaron (31.000 x
g, 20 min) para eliminar los restos celulares, se filtraron a través de filtros Millipore (tamafio
de poro de 0,22 um) y las diferentes alicuotas (20 pl) fueron analizadas mediante un aparato
de HPLC (Beckman System Gold Mod 126. Progamable Solvent Module) equipado con un
detector de longitud de onda variable UV/visible (Beckman System Gold Diode Array
Detector Module Mod 168), un integrador con el sistema de analisis informatico Waters
Millenium 32 y una columna de fase reversa (Nucleosil C-18, 250 x 4,6 mm de diametro
interno) microparticulada (tamafio de particula 10 um, tamafio de poro 1 um) (Phenomenex
Laboratorios U.S.A.) con una precolumna Analytical Guard Cartridge System, (KJ0-4282).
La fase movil empleada contenia KH,PO,4 (50 mM, pH 4) y acetonitrilo (CH3CN), en una
proporcion 99:1 (v/v). El flujo se mantuvo a 2,4 ml/min y el eluido se monitorizé a 254 nm.
En estas condiciones, los tiempos de retencién para la dopamina, la histamina, la tiramina, la
2-feniletilamina, el 3,4-dihidroxifenilacético, el 4-OHAFA vy el AFA fueron de 3; 3,3; 4,5;
9,6; 13; 24 y 54 minutos, respectivamente (Arias et al., 2008; Arcos et al., 2010).

Para el segundo método se utilizo el siguiente protocolo. Se tomaron muestras de los
caldos de cultivo (1 ml) a diferentes tiempos. Estas se centrifugaron (13.000 rpm, 1 min) para
eliminar los restos celulares y se filtraron a través de filtros Millipore (tamafio de poro de 0,22
um). Las diferentes alicuotas (10 ul) se analizaron mediante un equipo de HPLC (Waters 600
Controller acoplado a un Autosampler Waters 717plus) dotado con un detector de longitud de

onda variable UV/visible (Waters 2487 Dual A Absorbance Detector), un integrador con el
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sistema de analisis informatico Waters Millenium 32 y una columna de fase reversa Gemini
5um C18 110A (250 x 4.6 mm) (Phenomenex Laboratorios U.S.A.). La fase mavil que se
empled contenia (A) H3PO,4 59,4 mM, H,SO,4 5,4 mM (pH 1,0) y (B) acetonitrilo. El eluido se
monitoriz6 a 210 nm. El gradiente de flujo utilizado se indica a continuacién (Tabla 9).

Tabla 9. Gradiente de flujo.

0 100% A 0,5
0% B

13 100% A 0,5
0% B

14 0% A 1,0
100 % B

19 0% A 1,0
100% B

20 100% A 1,0
0% B

30 100% A 1,0
0% B

31 100% A 0,5
0% B

40 100% A 0,5
0% B

13. EXTRACCION, IDENTIFICACION Y SEPARACION DE
D-ALANINA Y L-ALANINA EN DIFERENTES MUTANTES.

13.1. Extraccion de alanina.

La D/L-alanina acumulada por diferentes mutantes se extrajo de los medios de cultivo
siquiendo el protocolo que a continuacion se detalla:

- La cepas P. putida U AhinA::Tn5 y P. putida U AhinA::Tn5 pMCdadX se cultivaron
en un matraz Erlenmeyer de 2 L/500 ml de MM modificado, en el que las
concentraciones de KH;PO, y (NH;).SO, se habian reducido 20 y 4 veces,

respectivamente, a fin de que el exceso de sales no interfiriese en el proceso final de
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extraccion. A este medio se suplement6 4-OHAFA (20 mM) como fuente de energia e

histamina (20 mM) como fuente de metabolitos.

Una vez que habia desaparecido toda la histamina (seguida por HPLC) y que también
se habia agotado el 4-OHAFA, se procedio a centrifugar el caldo de cultivo durante 10
min a 14.000 rpm a 4°C (Beckman Avanti J-25 utilizando el rotor JA-14). El
sobrenadante se filtré a vacio utilizando una bomba (Bio-Rad) y filtros Millipore®
(0,22 um de diametro de poro) y el filtrado una vez congelado (2 h a -80°C), se
liofiliz6 en un equipo Telstar Cryodos-50.

La muestra liofilizada se resuspendié en 150 ml de H,O milliQ y el pH se ajusté a 8,3.
A continuacién, este volumen se filtrd a través de una columna (27,5 x 16 cm) que
contenia 43 ml de resina aniénica fuerte (Purolite® A500Splus en forma cloruro) (Asia
Pacific, China). La columna se equilibré previamente con 2-3 volimenes de NaOH
2M.

En estas condiciones, mas del 90 % de L-alanina y D-alanina no se retenia. El filtrado
que contenia alanina (pureza superior al 80%), se liofilizd y se repurificd de nuevo
siguiendo el mismo protocolo. A continuacién, el producto obtenido se analiz6 por
distintas técnicas, tales como IR, RMN, HPLC o TLC.

13.2. ldentificacion de la alanina mediante cromatografia en capa fina
(TLC).

La identificacion de alanina acumulada por los mutantes P. putida U AdadA::Tn5, P.

putida U AdadA::Tn5 pMCdadX y P. putida U AdadR::Tn5 en el caldo de cultivo se llevo a

cabo mediante cromatografia en capa fina (TLC), utilizdndose placas de Silica-Gel (TLC

Silica gel 60, Millipore). Para ello se tomaron alicuotas de los caldos de cultivo a distintos

tiempos y se centrifugaron (10 min, 13.000 rpm a 4°C) para eliminar las células y se

depositaron en la placa de TLC (5 pl).

El sistema de desarrollo empleado consistié en etanol al 96% y agua (70:30 v/v), y

como revelador se utilizo el reactivo de ninhidrina-colidina (Moffat and Lytle, 1959). La

alanina adquiere una coloracion violeta en la placa.
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13.3. Separacion de D-alanina y L-alanina.

La separacion de D-alanina y L-alanina se llevd a cabo con el equipo de HPLC
Agilent 1100 acoplado a un espectrometro de masas Agilent Trap XCT. La columna utilizada
fue Chiralpak ZWIX(+) de 150 mm de largo y 3 mm de didmetro con un tamafio de particula
de 3 um. La fase moévil estaba formada por dos eluyentes. El eluyente A contenia acetonitrilo:
metanol: agua (78,5:19,5:2 v/v) con 20 mM de &cido férmico y 20 mM de formiato aménico,
mientras que el eluyente B se prepard con metanol: agua (98:2 v/v), 20 mM de &cido férmico

y 20 mM de formiato aménico. El gradiente de flujo empleado se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Gradiente de flujo.

0 80% A 0,5
20% B

10 80% A 0,5
20% B

15 25% A 0,5
75% B

20 25% A 0,5
75% B

21 80% A 0,5
20% B

30 80% A 0,5
20% B

14. TECNICA DE ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (IR).

Para la determinacion de la estructura de algunos compuestos se empled la
espectroscopia de infrarrojo. En esos casos se uso un equipo Jasco FT/IR-4700. La obtencion

de espectros IR se llevo a cabo a través de dos técnicas:

- Cuando se aplico la espectroscopia de transmision en el infrarrojo con transformadas de
Fourier, se mezclaron 1 mg de muestra con 200 mg de bromuro de potasio, se
homogeneizaron ambos compuestos (sélidos), se introdujeron en el molde v,
posteriormente, se prensaron durante 10 min. Por Gltimo, la pastilla obtenida se colocé en

el lector del equipo IR.
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- Cuando se empled la espectroscopia de reflectancia total atenuada (ATR) en el infrarrojo
medio y cercano con transformadas de Fourier, la muestra sélida se colocé directamente

en detector y se realizo el espectro.

15. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

Para determinar la estructura molecular de algunos compuestos se utilizé la RMN,
cuyos analisis fueron realizados en el servicio de Resonancia Magnética Nuclear de la
Universidad de Salamanca. Los espectros ‘H-RMN y **C-RMN se llevaron a cabo a
temperatura ambiente utilizando los espectrometros Bruker WP-200-SY, Varian Mercury VS.
2000 o Bruker Advance DRX con agua deuterada (D,0). Las constantes de acoplamiento (J)
se expresan en hertzios (Hz) y los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por

millon (ppm) empleando la sefial del disolvente como estandar interno.

16. PCR ATIEMPO REAL (RT-PCR).

Para analizar la expresion de algunos de los genes hin, utilizamos la técnica de PCR a
tiempo real. Para ello, la cepa P. putida U y el mutante P. putida U AhinB::Tn5 se incubaron
en MM suplementado con 4-OHAFA (15 mM) y los correspondientes antibidticos (Rf para P.
putida U y Rf, Km para el mutante P. putida U AhinB::Tn5) en un incubador orbital a 30°C y
a 250 rpm. Tras 14 h de crecimiento y una vez alcanzado un valor de absorbancia de 2,65 a
540 nm, se afiadié 10 mM histamina (inductor) y se incubdé durante 30 min adicionales.
Transcurrido este tiempo, se recogieron 10 ml del medio de cultivo (de la cepa silvestre o de
los mutantes) y se centrifugaron (7 min, 7.500 rpm, 4°C). El precipitado obtenido se congel6 a
-80 °C. A partir de él se obtuvo el RNA utilizando el kit de Roche (Alemania) siguiendo las
instrucciones descritas por el fabricante. Después, se midio la concentracion del RNA
obtenido en el NanoDrop® ND-1000 y se traté con una DNasa (Invitrogen) para eliminar
cualquier resto de DNA. A continuacion, se realiz6 una PCR utilizando el RNA como DNA
molde para comprobar si estaba bien extraido y sin restos de DNA. El siguiente paso consistio
en la sintesis de cDNA a partir de 1 pg de RNA utilizando el kit de Thermo Fisher Scientific
(US.A).
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La PCR a tiempo real con el cDNA sintetizado se llevd a cabo empleando el kit Power
SYBR Green maxter mix (Applied Biosystems). El tamafio de las amplificaciones oscild entre
150-200 pb, usandose para cada gen (hinA, hinB, hinC, hinD, dadA y coxB) los
oligonucleétidos (0,01-0,05uM) que figuran en la Tabla 11. Se utiliz un equipo StepOne®
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) y se siguié un procedimiento similar al
descrito por Ugidos et al., (2008). Las muestras se desnaturalizaron inicialmente durante 10
min a 95°C, y a continuacién, se sometieron a 40 ciclos en los que habia una etapa de
desnaturalizacion a 95°C durante 15 s y una etapa de extension a 60°C durante 1 min, con una

Unica medida de fluorescencia por ciclo de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Los resultados obtenidos se normalizaron con respecto al gen housekeeping 16S (0,01
puM) amplificado con los oligonucledtidos que figuran en la Tabla 11. Los cambios de

expresion de los genes se compararon siguiendo el método 2*“; (Livak and Schmittgen,

2001).

Tabla 11. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados en la RT-PCR.

Gen control (Housekeeping).

16S.F
16S.R

ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTC
TGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC

Genes del catabolismo de histamina.

hinA.PCR.F
hinA.PCR.R
hinB.PCR.F
hinB.PCR.R
hinC.PCR.F
hinC.PCR.R
hinD.PCR.F
hinD.PCR.R
dadA.PCR.F
dadA.PCR.R
coxB.PCR.F
coxB.PCR.R

GGGACACCATGGCCGAGGCG
GCTGATCGGCGGCTTGCTGTTTC
CGTGAATGCCGTATCGCCCAGTTG
GCGTCGATGAACAGGGAAAACAGC
GGGCGCAGGCGGCATGATCTTC
AATCCGAAGTATTCATGGGCAAACCAC
GTACTCGGCGCAGTCCAACCTC
GAGCAGTACCTACCTCGCGACG
GAAACGGGTGATCGCGACCTTGTAGG
AAGCTGGAAACCGCCGACCGC
GGCACTACAAATACCTGGGCCAG
CCCACCAGGAGTGGATGACGTCG

16S, RNA ribosomal 16S.

124




MATERIALES Y METODOS

17. DETERMINACION DEL TRANSPORTE DE HISTAMINA
EN P. putida U.

Con el objeto de estudiar la capacidad de incorporar histamina por P. putida U y por
algunos de sus mutantes, las bacterias se cultivaron en MM que contenia esta amina y

ademas, otra fuente de carbono (usualmente succinato).

Para estos experimentos se utilizé 1-*H-histamina (12.54 Ci/mmol, 0.464 TBg/mmol)
que se adquirio a la casa comercial Perkin Elmer (U.S.A.). El liquido de centelleo empleado

(Ecoscint™ A) fue suministrado por Nacional Diagnostic (U.S.A.).

El protocolo seguido, muy similar al descrito por Schleissner et al., (1994), se detalla

a continuacion:

- Las cepas que iban a ser analizadas, se sembraron en placas que contenian MM
suplementado con 4-OHAFA (5 mM) mas los antibi6ticos correspondientes, y se

incubaron a 30°C durante 24 h.

- Pasado ese tiempo, se inocularon en matraces Erlenmeyer de 500 ml/100 ml de MM
suplementado con la fuente de carbono correspondiente (histamina 20 mM; succinato

40 mM; ImAA 30 mM o histidina 20 mM) mas los antibioticos correspondientes.

- Cuando el cultivo se encontraba en fase exponencial de crecimiento (AbSs4onm= 2,5),

se procedid a recoger 1 ml de muestra para hacer el transporte.

- Se centrifugd la muestra (2 min, 13.200 rpm), se tird el sobrenadante y las células se
lavaron con 1 ml de tampédn fosfato-citrato 50 mM, pH 6,5. La suspensién bacteriana
se centrifugo de nuevo (1 min, 13.200 rpm) y se resuspendié en el tampdn fosfato-
citrato. La absorbancia de la suspension celular se ajusté a 1,1 (a 540 nm) y se

depositd en matraces de 25 ml (conteniendo 950 ul de suspension bacteriana).
- Lacondiciones de transporte fueron las siguientes:

o Temperatura del bafio: 30°C
o Velocidad de agitacion del bafio: 100 rpm.
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o Tiempo de preincubacion del matraz en el bafio: 5 min.

o Concentracion de los efectores: 0,5 mM.

o Tiempo de actuacion de los efectores: 5 min.

o Volumen final: 1 ml en el que la concentracion de histamina fue 2,508 uM
(conteniendo 0,008 UM de 1-*H-histamina). Esta mezcla (1 ml) se depositd en
matraces de 25 ml que se incubaron durante diferentes tiempos (usualmente 30

s) procurando mantener la linealidad.

El transporte se detuvo tras la adicién de 20 ml de histamina fria (10 mM) seguido de
una rapida filtracion a través de filtros Millipore (0,45um de didmetro de poro). A

continuacion, las células se lavaron dos veces con 10 ml de histamina 10 mM.

Los filtros que contenian las células con el material radiactivo incorporado se
resuspendieron en 10 ml de liquido de centelleo y la radiactividad incorporada por las
bacterias se midié en un contador de centelleo liquido Beckman 1800 LS (Rodriguez-
Aparicio et al., 1987; Fernandez-Cafion et al., 1989; Minambres et al., 1992).

18. SINTESIS QUIMICA DE IMIDAZOLETANOL.

Para la sintesis quimica de imidazoletanol se siguié el protocolo empleado por

McKennon et al., (1993):

El primer paso consistio en pesar 1,62 gramos de ImAA, afnadiéndose 3,64 g de
borohidruro (NaBH,) y 200 ml de tetrahidrofurano (THF) en un matraz de 3 bocas con
una capacidad de 250 ml. Una boca se tapd, otra se uni6 a un serpentin de reflujo
conectado a una atmosfera de nitrogeno y en la tercera boca se colocé un embudo de

adicion de presion compensada.

Se afiadieron 10,16 g de 1, (resuspendidos en 30 ml de THF), gota a gota, mediante el

embudo de adicion, durante 1 h y manteniéndose una temperatura entre 8-10°C.

Luego, la mezcla se calenté a reflujo durante 12 h y se mantuvo la temperatura a 66°C.
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Posteriormente, a la mezcla de reaccion se afiadieron, gota a gota y en agitacion, 20 mi

de metanol.

El disolvente se evapor0 a vacio y el residuo obtenido se disolvié en 10 ml de HCI 2
M.

Esta disolucién se llevo a residuo seco bajo vacio y éste se resuspendié en 30 ml de

etanol a 40°C. La disolucidn se filtré a través de papel de filtro.

El filtrado se cristaliz6 a 4°C y se lavo con etanol frio.
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“Lo importante en la ciencia no es tanto
obtener nuevos datos, sino descubrir
nuevas formas de pensar sobre ellos.”

William Lawrence Bragg.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

1. JUSTIFICACION DEL PLANTEAMIENTO
EXPERIMENTAL.

El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido la caracterizacién bioguimica y genética de

las ruta responsable de la degradacion de histamina en la bacteria Pseudomonas putida U.

Como se ha descrito en el apartado de Introduccion, la histamina es una amina
biogénica que tiene multitud de efectos sobre el ser humano y que se encuentra
frecuentemente en gran variedad de alimentos (Maintz and Novak, 2007). Debido a la
estrecha relacion existente entre ciertos sindromes y/o enfermedades y la concentracién de
histamina en el cerebro, las cantidades de esta amina en los alimentos deben controlarse
estrictamente (Ladero et al., 2010). Por esta razon, conocer el catabolismo de esta amina
biogénica permitira su potencial aplicacion para la mejora de la salud humana. Una de las
principales aplicaciones seria la identificacion de genes analogos en otros organismos que,
como Lactobacillus, se utilizan en la industria alimentaria. Otro enfoque interesante, para
cuando la legislacion actual lo permita, seria el disefio de microorganismos transformados

genéticamente que, siendo seguros, pudiesen eliminar la histamina de los alimentos.

Todos los estudios bioquimicos y genéticos, que se describirdn a continuacion, se han
llevado a cabo en la cepa P. putida U. Esta bacteria posee una enorme versatilidad
metabdlica, lo que se traduce en una notable capacidad para utilizar como fuente de carbono
substratos muy variados. Por otro lado, P. putida U es una bacteria que ha sido ampliamente
utilizada por nuestro grupo de investigacion para abordar diferentes estudios encaminados a la
caracterizacion de las rutas catabdlicas de diferentes aminas biogénicas, tales como, la

feniletilamina (Arias et al., 2008), la tiramina y la dopamina (Arcos et al., 2010).

El primer abordaje experimental tuvo por objeto estudiar la asimilacion de histamina
por esta bacteria. Para ello, se suplementd en medio de composicion quimica definida (MM)
las diferentes concentraciones de histamina (5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM) como Unica
fuente de carbono. Los resultados mostrados en la Figura 21 indican que esta cepa es capaz

de asimilar la histamina, aunque concentraciones superiores a 20 mM no se traducen en un
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mayor crecimiento y, ademas, tardan méas horas en alcanzar la fase estacionaria. Por esta

razon, la concentracion utilizada en medio liquido para los experimentos que se detallaran a

continuacion fue de 10 mM (MMh).

3,0

Abs (540 nm)

Tiempo (h)

Figura 21. Curva de crecimiento (medida como Absss,m) de Pseudomonas putida U cuando se cultivaba en

MM suplementado con diferentes concentraciones de histamina: 5 mM (e), 10 mM (o), 20 mM (V) y 30 mM
(D).

El crecimiento se determind midiendo la turbidez de los cultivos a una longitud de
onda de 540 nm. Para la medicién de valores de absorbancia superiores a 0,8 se realizaron
diluciones pertinentes de los diferentes cultivos bacterianos con el objeto de mantener la
relacion lineal entre el valor de absorbancia y la concentracion de células del cultivo. Este

criterio fue utilizado en todas las curvas de crecimiento realizadas en este trabajo.
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2. AISLAMIENTO DE MUTANTES INCAPACES DE
DEGRADAR HISTAMINA.

Para afrontar el estudio de la ruta catabdlica de histamina en P. putida U, se procedio a
aislar mutantes incapaces de degradar esta amina biogénica. La técnica empleada fue la de
mutagénesis con el transposon Tn5 (ver apartado 10.1 de los Materiales y Métodos). Tras el
proceso de conjugacién, la seleccion de los diferentes transconjugantes se llevd a cabo
replicando cada una de las colonias en placas con MM que contenian histamina como Unica
fuente de carbono y, de forma paralela, en otras que contenian MM suplementado con
histidina o con acido fenilacético (AFA) como unicas fuentes de carbono (se afiadieron a una
concentracion final de 5 mM). También se adicionaron los antibioticos que se usaban como
marcadores genéticos para cada una de las cepas utilizadas (Km, es el marcador genético del
Tn5, y Rf, por ser la resistencia natural de P. putida U).

Mediante este procedimiento, se aislaron 96 mutantes, que se clasificaron en dos tipos
diferentes: (i) un primer tipo incluia 41 mutantes que eran incapaces de degradar histidina
pero que si catabolizaban la histamina y el AFA con la misma eficiencia que el control (P.
putida U Ahis::Tn5) (Figura 22); (ii) un segundo tipo incluia 55 mutantes que no podian
asimilar la histamina, pero si degradaban la histidina y el AFA con la misma eficiencia que el
control (P. putida U Ahin::Tn5) (Figura 22). La utilizacion de AFA como fuente de carbono
se debio a que en ese momento no sabiamos si la degradacion de histamina y de histidina
tenian etapas comunes, 0 no. Tras analizar las cinéticas de crecimiento de los distintos
mutantes, pudimos concluir que la degradacion de histamina y de histidina en P. putida U no
se lleva a cabo a traves de la misma ruta y que tampoco poseen intermediarios catabolicos
comunes. Ademas, el hecho de que exista un grupo de mutantes que no asimilan la histidina
como Unica fuente de carbono, pone de manifiesto que P. putida U no posee la actividad
histidin descarboxilasa, ya que en otro caso, los mutantes P. putida U Ahis::Tn5 asimilarian la
histidina a través de la ruta catabolica de histamina.
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Figura 22. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssnm) de P. putida control (e), de mutantes P. putida U
Ahis::Tn5 (o) y de mutantes P. putida U Ahin::Tn5 (') cuando se cultivaban en MM suplementado con: (A)

histamina 10 mM; (B) histidina 10 mM y (C) AFA 10 mM.

A continuacion, se procedié a estudiar con mayor detalle los mutantes P. putida U
Ahin::Tn5. Estos se cultivaron en MM suplementado con &cido imidazolacético (ImAA) como
unica fuente de carbono. Tras observar sus cinéticas de crecimiento, los 55 mutantes, se
clasificaron en dos grupos: i) en el primer grupo se incluyeron 30 mutantes que, aunque no
asimilaban la histamina, eran capaces de degradar el ImAA con la misma eficiencia que el
control (Figura 23); ii) en el segundo grupo se encuentran aquellos mutantes (25) incapaces

de asimilar tanto la histamina como el ImMAA (Figura 23).

Abs (540 nm)

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 23. Curvas de crecimiento (medidas como Absssnm) de P. putida U control (e), de los mutantes
afectados en la degradacién de histamina (o), y de los mutantes afectados en la degradacion de histamina y de

IMAA (o) cuando se cultivaban en MM suplementado con: (A) histamina 10 mM y (B) ImMAA 10 mM.
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Estos resultados nos permiten concluir que: (i) el ImMAA es un intermediario de la ruta
catabolica de histamina; (ii) los mutantes que no degradan histamina pero si ImMAA estan
afectados en los genes relacionados con la conversion de histamina en ImAA y (iii) los
mutantes que no crecen ni en histamina ni en IMAA estan afectados en genes relacionados
con las etapas que convierten el IMAA en intermediarios generales. En esta Tesis Doctoral se
han estudiado los genes de la primera parte de la ruta catabolica de histamina, mientras que
los de la segunda parte (conversion de ImAA en intermediarios generales) estan siendo objeto

de otra Tesis, que sera defendida en su momento por D. Manuel de la Torre.

3. ANALISIS DEL CONSUMO DE HISTAMINA Y DE LOS
METABOLITOS ACUMULADOS POR LOS DISTINTOS
MUTANTES.

Utilizando el sistema de HPLC empleado en nuestro laboratorio para determinar
aminas biogénicas (ver Materiales y Métodos) (Arias et al., 2008; Arcos et al., 2010),

comprobamos que aunque la histamina se resolvia bien (Rt= 3,3 min), el ImMAA se desdoblaba
en varios picos (Figura 24).

A B
20
1,501
1,00
0,504
0,001

'Q_m' . .”,m. . 'sfmv . ‘31({)0 e .2;“. . '4,1!11]' . 'sfmv . ‘sf)o

Figura 24. Deteccion de (A) la histamina y (B) el ImMAA mediante HPLC utilizando las condiciones
desarrolladas en nuestro laboratorio (Arias et al., 2008; Arcos et al., 2010). El eje Y representa la intensidad de

absorbancia (unidades arbitrarias) y el eje X representa el tiempo de retencién (min).

Como consecuencia de estos malos resultados, modificamos el protocolo basandonos
en el hecho de que en el andlisis de aminoacidos se suele utilizar como fase movil el &cido
ortofosférico y el acido sulfurico. Ademas, la absorbancia de la histamina es mayor a 210 nm

(Butler, 1961; Ching et al., 1995), por lo que se decidi6 cambiar el protocolo anterior
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introduciendo esas modificaciones. El nuevo método usaba como fase movil una mezcla de
HsPO, 59,4 mM, H,SO4 5,4 mM (pH 1,0) y acetonitrilo siguiendo el gradiente de flujo
descrito en el apartado 12 de Materiales y Métodos. Se utiliz6 una columna de fase reversa
(Gemini 5u C18 110A, 250 mm x 4.6 mm; Phenomenex Laboratories. U.S.A.) y el eluido se
determind a 210 nm. En estas condiciones los Rt (min) para la histamina y para el ImAA,
fueron, 4,8 y 5,9, respectivamente, y los cromatogramas generaban picos muy nitidos (Figura
25).

A 49 B 5,8
§ Figura 25. Deteccion de (A) la histamina (10 mM) y (B) del
IMAA (10 mM) mediante HPLC siguiendo las condiciones
indicadas en el texto. El eje Y representa la intensidad de
absorbancia (unidades arbitrarias) y el eje X representa el

tiempo de retencion (min).

Con este método de HPLC se detectan también otras aminas biogenicas y algunos
aminodcidos precursores de las mismas. Asi, los Rt (min) para la histidina, la lisina, la
ornitina, la asparragina, el GABA, la glutamina, la dopamina y la tiramina fueron 5,1; 5,2;
5,3;5,5; 5,6; 5,7; 11,7 y 15,0, respectivamente (Figura 26).

A |8 . C

Figura 26. Deteccion mediante HPLC de aminas y aminoacidos a
una concentracion de 0,1 mg/ml. (A) histidina, (B) tiramina, (C)
dopamina, (D) GABA, (E) glutamina, (F) lisina, (G) ornitina'y (H)

asparragina. El eje Y representa la intensidad de absorbancia

‘ (unidades arbitrarias) y el eje X representa el tiempo de retencion
"D | |"E F .G =~ H (min).
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En resumen, este protocolo nos permitire seguir eficazmente la degradacion de
histamina, y, probablemente, determinar la presencia de intermediarios catabdlicos de esta
ruta. Ademas, también sirve para detectar la presencia de otras aminas biogénicas y
aminoacidos. Sin embargo, la triptamina, la 2-feniletilamina, la hexilamina, la heptilamina, la

putrescina, la espermina, la espermidina y la cadaverina no se detectan por este método.

Una vez optimizado el protocolo para detectar estos compuestos, procedimos a
analizar el consumo de histamina por P. putida U. Para ello, la bacteria se cultivo en MMh,
observandose su crecimiento y la desaparicion de histamina del caldo de cultivo (Figura 27).
Como puede apreciarse, la histamina ha desaparecido totalmente de los caldos en 13 h vy,
curiosamente, entre las 9 h y las 13 h aparece cierta cantidad de ImAA en el medio, pero
después desaparece. Este resultado indica que parte del ImAA generado es expulsado al
medio y transportado de nuevo para ser metabolizado (Figura 27). Ello puede deberse a que o
bien la velocidad de degradacion de histamina es muy superior a la de IMAA, o que a partir de
ImMAA se generan intermediarios que pudieran ser toxicos para la bacteria, lo que le obliga a

liberar al caldo parte del ImMAA generado.

Abs (540 nm)
Concentracion (mM)

Figura 27. Curva de crecimiento (medida como Absssonm) de la cepa P. putida U cuando se cultivd en MMh (e);

concentracion residual de histamina (o) y concentracion de ImAA (D).

Con el fin de recabar informacidn acerca de las actividades enzimaticas responsables

de la degradacion de histamina, se procedié a cultivar los diferentes mutantes en MM
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suplementado con 4-OHAFA 10 mM (para soportar el crecimiento bacteriano), ademas de
histamina 10 mM (como fuente de los posibles catabolitos que fuesen excretados al medio).
Se tomaron muestras de los diferentes caldos de cultivo, se centrifugaron para eliminar las
células y restos celulares y, el sobrenadante se filtro a través de los filtros millipore de 0,22
um de tamafio de poro. Las muestras se analizaron mediante HPLC y, cuando fue necesario,

mediante cromotografia en capa fina (TLC) (Materiales y Métodos).

El estudio de la cinética de utilizacion de las fuentes de carbono y de la acumulacion
de metabolitos, permitié agrupar a los mutantes estudiados por estas técnicas en dos clases

(clase 1y clase 2).

Los mutantes pertenecientes a la clase 1 correspondian a aquellos que eran incapaces
de degradar la histamina aunque tengan otra fuente de carbono en el medio de cultivo (4-
OHAFA) (Figura 28).

Abs (540 nm)
Concentracion (mM)

T T 1
0 10 20 30 40

Tiempo (h)

Figura 28. Curvas de crecimiento (medidas como Absssonm) de la cepa P. putida U control (@) y de los mutantes
de la clase 1 (A) cuando se cultivaban en MM suplementado con 4-OHAFA 10 mM + histamina 10 mM.
Concentracion residual de histamina en los cultivos de la cepa P. putida U control (o) y en los de los mutantes

pertenecientes a la clase 1 (A).

La segunda clase (clase 2) incluye a los mutantes (P. putida U dadA::Tn5 y P. putida
U dadR::Tn5) afectados en genes que no impiden la transformacion de histamina, ya que en
ellos se observa la degradacion de histamina si suplementamos con otra fuente de carbono
(4-OHAFA) (Figura 29.A). Cuando en estos mutantes utilizamos la técnica TLC para
identificar posibles catabolitos acumulados, comprobamos que el compuesto presente en el

medio era el aminoacido alanina (Figura 29.B).
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Figura 29. (A) Curvas de crecimiento (medidas como AbSssnm) de la cepa P. putida U control (e) y de los
mutantes (P. putida U dadA::Tn5 y P. putida U dadR::Tn5) ( A) cuando se cultivaban en MM suplementado con
4-OHAFA 10 mM + histamina 10 mM. Concentracién residual de histamina en los cultivos correspondientes a
la cepa P. putida U control (o) y a la de los mutantes (A); (B) identificacion de la alanina acumulada (Rf= 0,47)
por algunos mutantes mediante TLC.

4. IDENTIFICACION DEL PUNTO DE INSERCION DEL
TRANSPOSON Tn5 Y SECUENCIACION DE LAS ZONAS
ADYACENTES.

Una vez que se estudio el crecimiento de los diferentes mutantes afectados en el
catabolismo de histamina, y tras haber analizado los metabolitos acumulados en sus caldos de
cultivo, se procedio a la localizacion del punto de insercidn del transposén en el genoma de
cada uno de ellos. Para esta tarea se emplearon dos estrategias diferentes. En una de ellas se
identifico el punto de insercion del transposén mediante restriccion del DNA genémico y
clonacion en un vector, para posteriormente seleccionar el clon idoneo por la doble
resistencia, tal y como se describe en el apartado 10.1.1 de los Materiales y Métodos. La otra
estrategia seguida fue la denominada “recombinacion en el brazo del Tn5”, desarrollada en
nuestro laboratorio (Arcos et al., 2010) y que se describe en el apartado 10.1.2 de los
Materiales y Métodos. A partir de la informacion obtenida, se abordd la secuenciacion de las
zonas adyacentes al punto de insercion del Tn5 con el objeto de caracterizar los genes que

codificaban todas las actividades implicadas en el catabolismo de la histamina. Su
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localizacion y la secuenciacion de las regiones adyacentes, reveld que los ORFs afectados
estaban repartidos en tres clusters diferentes (hin, dad, y cox), conteniendo un total de 12
genes. Estos tres clusters se encuentran bastante alejados en el cromosoma de P. putida U
(Figura 30).

Tn5(7) Tn5(7) Tn5(6)

|

cluster hin - - _ - —_ -
hinE hinA hinB hinC hinD
Tn5(1) Tn5(8)
clusterdad _ " — v " —_
dadR dadA dadX
Tn5(1)
cluster cox - v J X -

coxB coxA cox11 coxC

Figura 30. Esquema de la organizacion génica de los tres clusters (hin, dad y cox) implicados en la
transformacion de histamina en ImMAA. También se muestra en el esquema los genes afectados por el transposon
Tn5. En paréntesis se indica el nimero de mutantes en los que el transposén Tn5 se habia insertado en el mismo

gen.

5. ANALISIS DE LOS DIFERENTES CLUSTERS
IMPLICADOS EN LA DEGRADACION DE HISTAMINA EN P.
putida U.

En este apartado se van a describir los tres clusters que intervienen en la conversion de
histamina en IMAA. Se analizaran, por tanto, los diferentes marcos de lectura identificados

(ORFs) y se realizara un analisis genético y bioquimico de las proteinas codificadas por esos

ORFs. En aquellos casos en que se precise, se identificaran los genes que han sido disruptos
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mediante el transposon Tn5 o mediante la recombinacién del plasmido pK18::mob para
establecer su funcion, determinando cuél de ellos codifican proteinas que participan en la
asimilacion de histamina. Ademas, se analizara el efecto que provoca la expresion en trans de
determinados genes, utilizando los vectores pBBR1IMCS-3 (pMC) o pBBR1MCS-5 (pMC5).

Por ultimo, se realizara un estudio comparativo de la organizacion genética de esos clusters en

otros microorganismos.

5.1. Organizacion genética del cluster hinEABCD (hinl).

La secuencia del cluster hinl en P. putida U se muestra en la Figura 31. Este cluster
estd formado por los genes hinA, hinB, hinC, hinD y hinE, y se refleja la secuencia de

aminoéacidos de las proteinas que codifican, cuyas funciones se describiran en los sucesivos

apartados.

TGCCTGCTCAACATGCGCCGTATCACACGGCGTCGCGGCTGTTCACGCCATCGAGCAACCGCGCAATCCCCAGCG
ACGGACGAGTTGTACGCGGCATAGTGTGCCGCAGCGCCGACAAGTGCGGTAGCTCGTTGGCGCGTTAGGGGTCGC
vV A DR S N V G D L L R A I G L P

GGTTAGCGTTTTTCAATGCATCCGGCAGCAGTGCATCGGGGTAGTTCTGGAAGCACACCGGGCGCAGGAAGCGGT
CCAATCGCAAAAAGTTACGTAGGCCGTCGTCACGTAGCCCCATCAAGACCTTCGTGTGGCCCGCGTCCTTCGCCA
N A NK L A D P L L A D P Y N Q F C V P R L F R D

CGATGGCCAAGGTACCGACCGAGGTGCCGCGTGCGTCGGAGGTGGCCGGGTAAGGCCCGCCATGCACCATTGCAT
GCTACCGGTTCCATGGCTGGCTCCACGGCGCACGCAGCCTCCACCGGCCCATTCCGGGCGGTACGTGGTAACGTA
I A L. T GG Vv s T G R A D S T A P Y P G G H V M A D

CGGAAACCTCCACACCGGTCGGGTAGCCGTTGAGCAGCAGGCGCCCGGCCTTGCGCTCCAGCAACGGCACGAGCG
GCCTTTGGAGGTGTGGCCAGCCCATCGGCAACTCGTCGTCCGCGGGCCGGAACGCGAGGTCGTTGCCGTGCTCGC
s v E V 6 T P Y G N L L L R G A K URE L L P V L S

AGGCGAAGGCGCGTAGGTCATCAGGCTCGGCAATCAGCGTGGCGGTCAGTTGCCCTTGCAGGTGGCGCAGCGCTT
TCCGCTTCCGCGCATCCAGTAGTCCGAGCCGTTAGTCGCACCGCCAGTCAACGGGAACGTCCACCGCGTCGCGAA
A F A R L DD ?PEATI L TATTL Q G Q L H R L A E

CGGCCAGTTGCTCGGCGTCGGCCACCTCCACCACTACGGTGGTCGGGCCGAATACTTCTTCCTGCAGCAGCGGGT
GCCGGTCAACGAGCCGCAGCCGGTGGAGGTGGTGATGCCACCAGCCCGGCTTATGAAGAAGGACGTCGTCGCCCA
AL Q E A DAV E V V VT TP G F V EE Q L L P D

CGCCGTTCAGCAGCAGGCTTACGTCTGCCTTGAACAGCTGTGGCTGGGCCTGGTTGCCGGTGTGTGGCTGCCCGG
GCGGCAAGTCGTCGTCCGAATGCAGACGGAACTTGTCGACACCGACCCGGACCAACGGCCACACACCGACGGGLC
G N L L LS V DA K F L Q P Q A Q N G T H P Q G A

CCAGGTGCTGGATACCCGGGTGCGCCAGCAGGTGCTGCACACCGTTCTGGTAGCTGCGCAGGGTACCGGCGTTCA
GGTCCACGACCTATGGGCCCACGCGGTCGTCCACGACGTGTGGCAAGACCATCGACGCGTCCCATGGCCGCAAGT
L H ¢ I G P H AL L HQV GN QY S R L T G A N L

GCATGGTCTGCGGGCCCTGGTCGGCCATGTGTGCCACCAGCGTTTGCACGAAATGCTCGAATTGCGGCGACTGGA
CGTACCAGACGCCCGGGACCAGCCGGTACACACGGTGGTCGCAAACGTGCTTTACGAGCTTAACGCCGCTGACCT
M T Q P G Q DA MHA AV L T Q V F HE F Q P S Q I

TGCCCACCACCAGGCCAGGGTTGGTGCAGAACTGGCCGCAACCCATCACCACCGAGGCAGCCAGTTCGCCGGCTA
ACGGGTGGTGGTCCGGTCCCAACCACGTCTTGACCGGCGTTGGGTAGTGGTGGCTCCGTCGGTCAAGCGGCCGAT
G v v L G PNTCUF QG CGMV V S A A L E G A V

CCTGCTCGCCACGGGCTTGCAGCGCCTGGGGCAGGACGATCACCGGATTGATGCTGCTCATTTCGGCAAATACGG

GGACGAGCGGTGCCCGAACGTCGCGGACCCCGTCCTGCTAGTGGCCTAACTACGACGAGTAAAGCCGTTTATGCC
Q E G R A QL AQ P L VI VPNTI S S M EA F V P
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826

1651

1726

GGATTGGCTGCGGGCGTGCCGCCGCCATGTCGCACAGGGCGCGGCCACCGCGCAGCGAGCCGGTGAAACCGACCG
CCTAACCGACGCCCGCACGGCGGCGGTACAGCGTGTCCCGCGCCGGTGGCGCGTCGCTCGGCCACTTTGGCTGGC
I p Q P R A AAMDT CILAWRGSGIRIL s G T F G V A

CCTGGATGGCCGGGTGCTTGACCAGCGCTTCGCCCACGCCGGCACCGTAGATCAGGTTGAAAACACCCGCCGGCA
GGACCTACCGGCCCACGAACTGGTCGCGAAGCGGGTGCGGCCGTGGCATCTAGTCCAACTTTTGTGGGCGGCCGT
Q I A P H K VL A E GV G A G Y I L N F V G A P M

TACCGCTGCTGGCCACCGCGCGGTCAATGGCGCCAGCCACATGGGCGGCAGTAAGCATGTGCCCGCTGTGGGCCT
ATGGCGACGACCGGTGGCGCGCCAGTTACCGCGGTCGGTGTACCCGCCGTCATTCGTACACGGGCGACACCCGGA
G S s AV A R DI A G AV HAATUL MHG S H A K

TGAACACCACCGGGCAGCCAGCGGCCAGCGCCGAGGCGGTGTCCCCGCCAGCAGTGGAGAAGGCCAGCGGGAAGT
ACTTGTGGTGGCCCGTCGGTCGCCGGTCGCGGCTCCGCCACAGGGGCGGTCGTCACCTCTTCCGGTCGCCCTTCA
rF VVEPCGAALASATDGGA AT S F A L P F N

TGCTGGCACCGAACACGGCCACCGGGCCGACGCCGATGCGGTACTGGCGCAGGTCCGGACGCGGCAGCGGGGTAC
ACGACCGTGGCTTGTGCCGGTGGCCCGGCTGCGGCTACGCCATGACCGCGTCCAGGCCTGCGCCGTCGCCCCATG
s A G F V A V P GV G I R Y Q R L D P R P L P T R

GCTGGGGCAGGGCACGGTCGATGCGCGCGGCGTAGAAGTCGCCTCGGCGCACCACCTCGGCAAACAGGCGCAGCT
CGACCCCGTCCCGTGCCAGCTACGCGCGCCGCATCTTCAGCGGAGCCGCGTGGTGGAGCCGTTTGTCCGCGTCGA
Q p L A R DI R AAY F DGR RV V E A F L R L Q

GGTTGCTGGTACGGCTGCGTTCGCCACGGATGCGGGCTTCGGGCAGCGCGGTTTCGCGCATCACATGCTGGATGA
CCAACGACCATGCCGACGCAAGCGGTGCCTACGCCCGAAGCCCGTCGCGCCAAAGCGCGTAGTGTACGACCTACT
N S TR S R E G R I R A E P L A T EURMV H Q I F

AGTCGTCACCCAGTGCGTCCAGCTCGTTGGCAATGGCGTCGAGGAAAGCGGCACGCTGGGCCGGGCTGGTGCTGC
TCAGCAGTGGGTCACGCAGGTCGAGCAACCGTTACCGCAGCTCCTTTCGCCGTGCGACCCGGCCCGACCACGACG
p bp G L ADVLENWA ATIADTLU FAA AIROQA AP S T S R

GGTAGGCGGGATAGGCGGCGTCGGCGGCCTGCACGGCAGCCTCTACTTCGTCGCCGGTCGCCTGGTGGAAGGCGT
CCATCCGCCCTATCCGCCGCAGCCGCCGGACGTGCCGTCGGAGATGAAGCAGCGGCCAGCGGACCACCTTCCGCA
Yy A P Y A ADAAQV A A E V E DG T A Q H F A Y

AAGGCAGCGGCTCCCCGGTGTGGGCGTCGACGCTGTTCAGCAGCACGTCACCGTTGCCGCTGAGTTGGCCGGCGA
TTCCGTCGCCGAGGGGCCACACCCGCAGCTGCGACAAGTCGTCGTGCAGTGGCAACGGCGACTCAACCGGCCGCT
P L P E G T H A DV S N L L V D G N G S L Q G A I

TATGGTTCAGGCGATGTTCGATGGACATTTCGTTTCCCGTTGGCAATGACAGTCGTTGCACGGGGACTGTAGGTG
ATACCAAGTCCGCTACAAGCTACCTGTAAAGCAAAGGGCAACCGTTACTGTCAGCAACGTGCCCCTGACATCCAC
H N L R H E I S M HinE

GCGAACGGGGGGCTGAATAATGATTAATGCGGATCGGGTGATAACGACCAGTTATCACCCAGCGTGTAGCGTCAC
CGCTTGCCCCCCGACTTATTACTAATTACGCCTAGCCCACTATTGCTGGTCAATAGTGGGTCGCACATCGCAGTG

TCCGCCATCTGCAATTCCGGCAGCTTCACCCGAAACGCGCGGGTCAGCCCCATCAGCACCACCAGGCCCATGCCC
AGGCGGTAGACGTTAAGGCCGTCGAAGTGGGCTTTGCGCGCCCAGTCGGGGTAGTCGTGGTGGTCCGGGTACGGG
EAM QL E P L KV RFAURTL G ML V V L G M G

ATCCAGCACAGGCCGATGGTGAACGACAGGCTGGTCAGGCTGCTCCACAGCCATAGCGTGCTGAGAAAGCCCAGG
TAGGTCGTGTCCGGCTACCACTTGCTGTCCGACCAGTCCGACGAGGTGTCGGTATCGCACGACTCTTTCGGGTCC
M w C¢C&L G I T F S L S T L S S W L W L T S L F G L

CCTGGGATGGCGCCGTACAGCAGGTAGTTGCGGCCACCGCGCAGTTTCTGGTCGACCAGATAGTGCTTGACCACC
GGACCCTACCGCGGCATGTCGTCCATCAACGCCGGTGGCGCGTCAAAGACCAGCTGGTCTATCACGAACTGGTGG
G p I A G YL L Y NIRGGIRUL K QD V L Y HK V V

GCCAGGTTCACCGCCGAAAAGGCGAACAGCGCGCCAAAGCTGATCATGTTGGCCACGGTGTCGAGGGTGATCACC
CGGTCCAAGTGGCGGCTTTTCCGCTTGTCGCGCGGTTTCGACTAGTACAACCGGTGCCACAGCTCCCACTAGTGG
AL NV A S F A F L A G F s I M N AV T DL T I V

AGGGCGATCAGCGACAGCAGGCTGACCACCAGGATGGCAGTGGCTGGCACGCGTTTTTTCGTCACCAGTTGGCCG
TCCCGCTAGTCGCTGTCGTCCGACTGGTGGTCCTACCGTCACCGACCGTGCGCAAAAAAGCAGTGGTCAACCGGC
L A I L S L L s Vv Vv L I A T A P V R K K T V L QO G

AACGGCCGCGGCAACGCGCCGTCGCGGCCCATGGCGAACAGCACGCGCGACACGCTGGCCTGGGACACCATGGCC
TTGCCGGCGCCGTTGCGCGGCAGCGCCGGGTACCGCTTGTCGTGCGCGCTGTGCGACCGGACCCTGTGGTACCGG
F P R P L A G DU RGMAUZF L VR S VS A Q S V M A

GAGGCGAAGCAGCCGGCCACGTAGGTGGCAGTGAAGGCCGTTACCAGCAGTTCGCCGCCGACACGGCGCATCACA

CTCCGCTTCGTCGGCCGGTGCATCCACCGTCACTTCCGGCAATGGTCGTCAAGCGGCGGCTGTGCCGCGTAGTGT
s A Fr C G A VY T AT F ATV L L E G G V R R MV
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2251

3151

3226

3301

+2
3376

+2
3451

+2
3526

+2
3601

+2
3676

TCCACCGAAGCCGAATCCGGGTCGGCGAAGCTGCCCCAGTCGGGGAACACCATCTGCGCGCAGTACGACACCACC
AGGTGGCTTCGGCTTAGGCCCAGCCGCTTCGACGGGGTCAGCCCCTTGTGGTAGACGCGCGTCATGCTGTGGTGG
p v s A S bD P DAUF S G W D P F VM Q A C Y S V V

AGAAACAGCAAGCCGCCGATCAGCGAAACCGCCAGGATCGCCACCGGAATACGGTAGGTCGGGTTGGTCGTTTCT
TCTTTGTCGTTCGGCGGCTAGTCGCTTTGGCGGTCCTAGCGGTGGCCTTATGCCATCCAGCCCAACCAGCAAAGA
L r L L. G G I L S V AL I A YV P I R Y T P N T T E

TCGGCCATGGTCGAGACGGCATCAAACCCCAGGAAGGACAGGCACAGCACGGCAGCGCCGGTCATGATCAGCGGC
AGCCGGTACCAGCTCTGCCGTAGTTTGGGGTCCTTCCTGTCCGTGTCGTGCCGTCGCGGCCAGTACTAGTCGCCG
E aAaMT SV ADF G L F S L C L VAA G T M I L P

ACGCTGAAGCCTTCGTGATGGAAGGGGGCGAGTAGCGACACCGGCTCCGCGTGCCCGCTGAGCTTGAGCACGGALC
TGCGACTTCGGAAGCACTACCTTCCCCCGCTCATCGCTGTGGCCGAGGCGCACGGGCGACTCGAACTCGTGCCTG
v s F G E H H F P AL L S V P EAHG S L K L V S

AGGGCGACGAAGACGATGATGAACACCAGTTGCACCACTACCAGGATCCAGTTGACCCGGGTGATGGACTCGATG
TCCCGCTGCTTCTGCTACTACTTGTGGTCAACGTGGTGATGGTCCTAGGTCAACTGGGCCCACTACCTGAGCTAC
L AV F vV I I F VL Q V V VvV L I WDN V R T I S E I

CCGATCAGGTTGAGGAAGGTGACCAGGGCAATTGAGCCTGCCACCCACACCCAGGCGTGGATAGCCGGGAAGTAT
GGCTAGTCCAACTCCTTCCACTGGTCCCGTTAACTCGGACGGTGGGTGTGGGTCCGCACCTATCGGCCCTTCATA
G I L N L *F TV L A I S G A YV WV WA H I A P F Y

TCCGACATGTAGATGCCGATCAGCAGGTAGCTGAGCAGCGGCAGGAAGATGTAGTCGAGCAGCAGTGTCCAGCCG
AGGCTGTACATCTACGGCTAGTCGTCCATCGACTCGTCGCCGTCCTTCTACATCAGCTCGTCGTCACAGGTCGGC
E s MYy I 6 I L L Y s L L pPp L F I Y DL L L T W G

GTAATAAAGCCGATGTGGCTGCCGAAGGCCTTGCGCGTATAGGTGTAGACCGAGCCGGAGTAGGGGTGGGCCTGA
CATTATTTCGGCTACACCGACGGCTTCCGGAACGCGCATATCCACATCTGGCTCGGCCTCATCCCCACCCGGACT
T I ¥ G I H S G F A K R T Y T Y V S G S Y P H A Q

ACCATGCGGCCGTAGCTGTAGGCAGTCAGCAGCATGGCGGCGAGGGTGAGCAGGTAGGCGGTGGGCAGGTGCCCT
TGGTACGCCGGCATCGACATCCGTCAGTCGTCGTACCGCCGCTCCCACTCGTCCATCCGCCACCCGTCCACGGGA
v M R G Y S YyATL L M A AL T L L Y A T P L H G

TTGGTCATCTGGGTGACCAGCCCGTAGGTGGTGAATACGGCCAGGGGCACCATGTAGGCCAGGCCGAACAGGACC
AACCAGTAGACCCACTGGTCGGGCATCCACCACTTATGCCGGTCCCCGTGGTACATCCGGTCCGGCTTGTCCTGG
kK T M 9 T v L G Y T T F V A L P V MY A L G F L V

AGGGCAGTCAGCCCCATGGACTTGCGGAAGCGGCCGGTGTTGGCGCAGGGATGCGCGGCGGTGTCATGTGAGGGG
TCCCGTCAGTCGGGGTACCTGAACGCCTTCGCCGGCCACAACCGCGTCCCTACGCGCCGCCACAGTACACTCCCC
L A TL G M S KR F R G TN AC P H A A T D H S P

CTATGGGCTGTACTTGTTGTTGTATGCATTGCTAACTCCTGGAAGGGGATGCAAGACACCGCGGTACGCGAGCAG
GATACCCGACATGAACAACAACATACGTAACGATTGAGGACCTTCCCCTACGTTCTGTGGCGCCATGCGCTCGTC
s H A T s T T T H M HinA

GCTCGTTACCGGTGGGTGAAGTGCAAGGAGGTCGAGCGGAAGGCTCGCAGCGCTGGGGCGGGTTGATGCTCCCAC
CGAGCAATGGCCACCCACTTCACGTTCCTCCAGCTCGCCTTCCGAGCGTCGCGACCCCGCCCAACTACGAGGGTG

ACCCTGCAGGTACCCGGAATCACCCTTTGGGGTGAGCGGGTACAGCCTTGCCCGGCTCACCCCAAAGGGTGATTT
TGGGACGTCCATGGGCCTTAGTGGGAAACCCCACTCGCCCATGTCGGAACGGGCCGAGTGGGGTTTCCCACTAAA

CGGCGTCTGCGGTGGCGTGGGAGTATCTGGTCAACAACGCACCGCACTGGCGGCGGTGCCACTGAATAGAAACGG
GCCGCAGACGCCACCGCACCCTCATAGACCAGTTGTTGCGTGGCGTGACCGCCGCCACGGTGACTTATCTTTGCC

HinB v T N ¢ L L.S E Q W F E H L A K V T E A I G
CAGGCCCACAGTGACTAATCAATTGCTTTCAGAACAGTGGTTCGAGCACCTGGCCAAGGTCACCGAGGCAATCGG
GTCCGGGTGTCACTGATTAGTTAACGAAAGTCTTGTCACCAAGCTCGTGGACCGGTTCCAGTGGCTCCGTTAGCC

R P G F A A NTLF AAL GV I R P I QA T T V Y L
CCGACCGGGCTTTGCCGCTAACCTGTTTGCCGCACTTGGCGTTATCCGGCCGATCCAGGCGACCACGGTGTACCT
GGCTGGCCCGAAACGGCGATTGGACAAACGGCGTGAACCGCAATAGGCCGGCTAGGTCCGCTGGTGCCACATGGA

Yy p H D GM P C AL F E Q D D K A P W Q P E G N V
GTACCCGCACGACGGCATGCCTTGTGCGCTGTTCGAGCAGGACGACAAGGCGCCCTGGCAGCCTGAGGGCAATGT
CATGGGCGTGCTGCCGTACGGAACACGCGACAAGCTCGTCCTGCTGTTCCGCGGGACCGTCGGACTCCCGTTACA

S R YL s G F Yy L L. D P F Y G ACV E Q V A S G C
CAGCCGCTACTTGTCCGGCTTCTACCTGCTCGACCCGTTCTACGGTGCCTGTGTGGAGCAGGTAGCGTCGGGGTG
GTCGGCGATGAACAGGCCGAAGATGGACGAGCTGGGCAAGATGCCACGGACACACCTCGTCCATCGCAGCCCCAC

Yy 6 L ¥ EV A P D HF E V S E Y Y Q S F Y R H S H

CTATGGGTTGTTCGAAGTGGCACCCGACCATTTCGAGGTCAGCGAGTATTACCAGTCGTTCTACCGGCACTCGCA
GATACCCAACAAGCTTCACCGTGGGCTGGTAAAGCTCCAGTCGCTCATAATGGTCAGCAAGATGGCCGTGAGCGT
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+2
3751

+2
3826

+2
3901

+2
3976

+2
4051

+2
4126

+2
4201

+2
4276

+2
4351

+2
4426

+2
4501

+2
4576

+2
4651

+2
4726

+2
4801

+2
4876

+2
4951

+2
5026

+2
5101

L E D E L N Y I L Q V A P G Q S L A V s L A F T D
CCTGGAGGATGAGCTCAACTACATCCTGCAGGTTGCGCCGGGGCAGAGCCTGGCGGTGTCGCTGGCGTTCACCGA
GGACCTCCTACTCGAGTTGATGTAGGACGTCCAACGCGGCCCCGTCTCGGACCGCCACAGCGACCGCAAGTGGCT

K L.OD A H TR E L Y G R I T P WV L A V L S K H F
CAAGCTGGATGCACACACCCGCGAGCTGTACGGGCGCATCACGCCTTGGGTGCTGGCGGTGCTGAGCAAGCACTT
GTTCGACCTACGTGTGTGGGCGCTCGACATGCCCGCGTAGTGCGGAACCCACGACCGCCACGACTCGTTCGTGAA

A G L D S R A A R F E N I L E Q R I HA A L N N F
CGCCGGGCTGGACAGCCGCGCCGCGCGCTTCGAGAACATCCTCGAACAACGCATCCACGCCGCGCTGAACAACTT
GCGGCCCGACCTGTCGGCGCGGCGCGCGAAGCTCTTGTAGGAGCTTGTTGCGTAGGTGCGGCGCGACTTGTTGAA

G s s L L T ER E CUR I A Q L I L R G H S T K S L
CGGCAGCTCGCTGCTGACCGAGCGTGAATGCCGTATCGCCCAGTTGATCCTGCGTGGCCACTCGACCAAGTCGCT
GCCGTCGAGCGACGACTGGCTCGCACTTACGGCATAGCGGGTCAACTAGGACGCACCGGTGAGCTGGTTCAGCGA

A E R L G V s E D T I K S H R K N VY A K L D I G
GGCCGAGCGCCTGGGGGTGTCGGAAGACACCATCAAGTCGCACCGCAAGAACGTCTACGCCAAGCTCGACATCGG
CCGGCTCGCGGACCCCCACAGCCTTCTGTGGTAGTTCAGCGTGGCGTTCTTGCAGATGCGGTTCGAGCTGTAGCC

T ¢ S £ L ¥ S L F I D A L A N A Q G V L G K D P L
TACCCAGTCCGAGCTGTTTTCCCTGTTCATCGACGCGCTGGCCAATGCCCAGGGCGTGCTGGGCAAGGACCCGCT
ATGGGTCAGGCTCGACAAAAGGGACAAGTAGCTGCGCGACCGGTTACGGGTCCCGCACGACCCGTTCCTGGGCGA

E s vy M G K L rR | HinC M N
GGAAAGCTACATGGGCAAGCTGCGCTGAGCGCCGGCCACCCTGCAACCCCACCGCARAGGARAACCAACAATGAA
CCTTTCGATGTACCCGTTCGACGCGACTCGCGGCCGGTGGGACGTTGGGGTGGCGTTTCCTTTTGGTTGTTACTT

A P F A P Q R QT RDY QA AD A AUHUHTIHA A F L
TGCGCCTTTCGCCCCGCAACGCCAGACCCGCGACTACCAGGCAGCCGATGCCGCGCACCATATCCATGCCTTCCT
ACGCGGAAAGCGGGGCGTTGCGGTCTGGGCGCTGATGGTCCGTCGGCTACGGCGCGTGGTATAGGTACGGAAGGA

D Q K A L NAUE G PRV I V GG E IR L HUL W D S E
CGACCAGAAGGCGCTGAATGCCGAAGGGCCGAGGGTGATCGTCGGTGGCGAACGCCTGCACCTGTGGGACAGCGA
GCTGGTCTTCCGCGACTTACGGCTTCCCGGCTCCCACTAGCAGCCACCGCTTGCGGACGTGGACACCCTGTCGCT

G K R YL D GM s GG L wCT QL G Y G R R DL T V
GGGCAAGCGCTACCTGGATGGCATGTCTGGCCTGTGGTGCACCCAGCTCGGCTACGGGCGCCGCGACCTGACTGT
CCCGTTCGCGATGGACCTACCGTACAGACCGGACACCACGTGGGTCGAGCCGATGCCCGCGGCGCTGGACTGACA

A A AT QM D QL A Y Y NMU FF H T T H P A V I E
CGCTGCCGCCACGCAGATGGACCAGCTGGCGTACTACAACATGTTTTTCCACACCACCCACCCGGCGGTGATCGA
GCGACGGCGGTGCGTCTACCTGGTCGACCGCATGATGTTGTACAAAAAGGTGTGGTGGGTGGGCCGCCACTAGCT

L s L L F S L L P G H Y S HA I Y T N S G S E A
ACTGTCCGAGCTGCTGTTCAGCCTGCTGCCCGGCCACTACAGCCACGCGATCTACACCAACTCAGGCTCTGAAGC
TGACAGGCTCGACGACAAGTCGGACGACGGGCCGGTGATGTCGGTGCGCTAGATGTGGTTGAGTCCGAGACTTCG

N E VL I R T V R R Y W Q V V G Q P N K K V M I G
CAACGAAGTGTTGATCCGTACCGTACGCCGCTACTGGCAAGTGGTCGGGCAGCCGAACAAGAAGGTCATGATTGG
GTTGCTTCACAACTAGGCATGGCATGCGGCGATGACCGTTCACCAGCCCGTCGGCTTGTTCTTCCAGTACTAACC

R WNG Y H G S T L A A T AL G G M K F M H E M G
CCGCTGGAACGGTTACCACGGCTCGACCCTGGCGGCCACGGCGCTGGGCGGCATGAAGTTCATGCACGAAATGGG
GGCGACCTTGCCAATGGTGCCGAGCTGGGACCGCCGGTGCCGCGACCCGCCGTACTTCAAGTACGTGCTTTACCC

G L 1 p DVAHIDEPY WY A E G G E L T P A E
CGGGCTGATCCCGGATGTGGCGCACATCGACGAACCGTACTGGTACGCCGAGGGTGGCGAGCTGACCCCGGCCGA
GCCCGACTAGGGCCTACACCGCGTGTAGCTGCTTGGCATGACCATGCGGCTCCCACCGCTCGACTGGGGCCGGCT

F G R R CA L QL E E K I L E L G A E NV A G F I
GTTCGGCCGCCGCTGCGCCTTGCAGCTGGAGGAAAAAATCCTCGAACTGGGCGCCGAGAACGTTGCCGGCTTTAT
CAAGCCGGCGGCGACGCGGAACGTCGACCTCCTTTTTTAGGAGCTTGACCCGCGGCTCTTGCAACGGCCGAAATA

A E P F Q G A G G M TI F P P E S Y W P E I O R I C
CGCCGAGCCGTTCCAGGGCGCAGGCGGCATGATCTTCCCGCCGGAAAGCTACTGGCCGGAAATCCAGCGCATCTG
GCGGCTCGGCAAGGTCCCGCGTCCGCCGTACTAGAAGGGCGGCCTTTCGATGACCGGCCTTTAGGTCGCGTAGAC

R ¢ vy pwv?LL CADE VI GG F G R T G E W F A H
CCGCCAGTACGACGTGCTGTTGTGCGCCGATGAGGTGATTGGTGGCTTTGGCCGCACCGGCGAGTGGTTTGCCCA
GGCGGTCATGCTGCACGACAACACGCGGCTACTCCACTAACCACCGAAACCGGCGTGGCCGCTCACCAAACGGGT

E Yy rr G F E P DT L S I A K G L T S G Y V P M G G

TGAATACTTCGGATTCGAGCCCGACACCCTGTCGATCGCCAAGGGCCTGACCAGCGGCTATGTGCCCATGGGTGG
ACTTATGAAGCCTAAGCTCGGGCTGTGGGACAGCTAGCGGTTCCCGGACTGGTCGCCGATACACGGGTACCCACC
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+2
5176

+2
5251

+2
5326

+2
5401

+2
5476

+2
5551

+2
5626

5701

+3
5776

+3
5851

+3
5926

+3
6001

+3
6076

+3
6151

+3
6226

+3
6301

+3
6376

+3
6451

+3
6526

L v . s K R I A E AL V ERG GV F A HG L T Y S
CCTGGTGCTGAGCAAGCGCATTGCCGAGGCGCTGGTGGAACGTGGCGGGGTGTTTGCCCACGGCCTGACCTATTC
GGACCACGACTCGTTCGCGTAACGGCTCCGCGACCACCTTGCACCGCCCCACAAACGGGTGCCGGACTGGATAAG

G H P V A A AV A I A N1L K AL R D E G I V T Q V
CGGCCACCCGGTGGCGGCGGCGGTGGCGATTGCCAACCTGAAGGCGCTGCGCGACGAAGGCATCGTCACCCAGGT
GCCGGTGGGCCACCGCCGCCGCCACCGCTAACGGTTGGACTTCCGCGACGCGCTGCTTCCGTAGCAGTGGGTCCA

K b bTGUP YL Q R I L R EV F A DH P L I G Q V
GAAGGATGACACCGGGCCGTACCTGCAGCGCATCCTGCGCGAGGTGTTCGCCGACCACCCGTTGATCGGCCAGGT
CTTCCTACTGTGGCCCGGCATGGACGTCGCGTAGGACGCGCTCCACAAGCGGCTGGTGGGCAACTAGCCGGTCCA

Q G A G L VAAL Q F A E H K P TR KU R F AN E N
GCAGGGCGCCGGGTTGGTGGCAGCGTTGCAGTTCGCCGAGCACAAGCCGACGCGCAAACGCTTCGCCAACGAGAA
CGTCCCGCGGCCCAACCACCGTCGCAACGTCAAGCGGCTCGTGTTCGGCTGCGCGTTTGCGAAGCGGTTGCTCTT

p L. A W Q CI R T F G F E E GV I I R S T L G R M I
CGACCTGGCCTGGCAATGCCGCACTTTTGGTTTCGAGGAAGGCGTGATCATTCGCTCGACCCTGGGCCGGATGAT
GCTGGACCGGACCGTTACGGCGTGAAAACCAAAGCTCCTTCCGCACTAGTAAGCGAGCTGGGACCCGGCCTACTA

M A P A L I A N H S E L DE L V E K T R I A V D R
CATGGCGCCGGCCTTGATCGCCAACCACAGCGAGCTGGATGAGCTGGTAGAGAAAACCCGCATTGCCGTGGACCG
GTACCGCGGCCGGAACTAGCGGTTGGTGTCGCTCGACCTACTCGACCATCTCTTTTGGGCGTAACGGCACCTGGC

T A R L V G K L
CACCGCTCGGTTGGTTGGCAAGCTCTAAGCCGTTGCCAAGGGCAACCGGTTTCCCCTGTGGGAGCGGGCATGCCC
GTGGCGAGCCAACCAACCGTTCGAGATTCGGCAACGGTTCCCGTTGGCCAAAGGGGACACCCTCGCCCGTACGGG

GCAAACACCGGCGAAGCCGGTGCCATCCTTCGTGTCGCCTGATTCGCGGGCACGCCCGCTCCCACAGAGGAGGCG
CGTTTGTGGCCGCTTCGGCCACGGTAGGAAGCACAGCGGACTAAGCGCCCGTGCGGGCGAGGGTGTCTCCTCCGC

HinD
CGGCGCGCTTGCGGACTGTGTGGTACCTGTTACTTCCGCAAAAATGATCGCCACTGCGGTCGCCTGGAGTACAAA
GCCGCGCGAACGCCTGACACACCATGGACAATGAAGGCGTTTTTACTAGCGGTGACGCCAGCGGACCTCATGTTT

M Yy T L E F W OQ Q R A S DL Y L P S Q A L I N G K
TGTACACCCTCGAATTCTGGCAACAACGCGCCTCGGACCTGTACCTGCCATCCCAGGCGCTGATCAACGGCAAAC
ACATGTGGGAGCTTAAGACCGTTGTTGCGCGGAGCCTGGACATGGACGGTAGGGTCCGCGACTAGTTGCCGTTTG

pP VvV NA QD GATF AAINPATNTV L A Q V A
CCGTCAACGCACAGGATGGCGCCACGTTCGCCGCCATCAACCCCGCAACCAACACCGTACTGGCCCAGGTCGCTG
GGCAGTTGCGTGTCCTACCGCGGTGCAAGCGGCGGTAGTTGGGGCGTTGGTTGTGGCATGACCGGGTCCAGCGAC

A C G QA E VDL AV A S A RRAUFE Q G V W P R
CCTGCGGCCAAGCCGAGGTCGACCTTGCCGTGGCCAGCGCACGTCGGGCCTTCGAACAAGGCGTCTGGCCGCGCA
GGACGCCGGTTCGGCTCCAGCTGGAACGGCACCGGTCGCGTGCAGCCCGGAAGCTTGTTCCGCAGACCGGCGCGT

M A P G E R K K V L L R L A E L I M A HURE E L A
TGGCCCCAGGCGAGCGCAAGAAGGTGCTGCTGCGCCTGGCCGAGCTGATCATGGCCCATCGCGAAGAACTGGCAT
ACCGGGGTCCGCTCGCGTTCTTCCACGACGACGCGGACCGGCTCGACTAGTACCGGGTAGCGCTTCTTGACCGTA

L .. ps 5L NMGZ K PV VDA AYNTI DV P G S A H V
TGCTTGACTCGCTGAACATGGGCAAGCCGGTGGTGGACGCCTACAACATCGACGTGCCGGGCTCGGCCCATGTGT
ACGAACTGAGCGACTTGTACCCGTTCGGCCACCACCTGCGGATGTTGTAGCTGCACGGCCCGAGCCGGGTACACA

F A WY G EAL DK L Y D Q V A P T A AN AL A T
TCGCCTGGTACGGCGAGGCGCTGGACAAGCTGTATGACCAGGTGGCGCCCACTGCTGCCAATGCGCTGGCTACCA
AGCGGACCATGCCGCTCCGCGACCTGTTCGACATACTGGTCCACCGCGGGTGACGACGGTTACGCGACCGATGGT

I T R E A L GV V A A YV V P WNF P L DM A A W K
TCACCCGCGAAGCCCTCGGCGTGGTCGCTGCCGTGGTGCCATGGAACTTCCCGCTCGACATGGCCGCCTGGAAGC
AGTGGGCGCTTCGGGAGCCGCACCAGCGACGGCACCACGGTACCTTGAAGGGCGAGCTGTACCGGCGGACCTTCG

L AP AL AAGN SV VL K PAUEIOQ S P F S A L R
TCGCCCCGGCGCTGGCTGCCGGTAACAGCGTGGTGCTCAAACCTGCTGAACAATCACCGTTCTCGGCCCTGCGCC
AGCGGGGCCGCGACCGACGGCCATTGTCGCACCACGAGTTTGGACGACTTGTTAGTGGCAAGAGCCGGGACGCGG

L A Q0 L AL EA GV P E GV L NV V P G L G E Q A
TGGCCCAGCTGGCGCTGGAAGCCGGTGTGCCGGAAGGCGTGCTGAACGTGGTGCCTGGCTTGGGCGAGCAGGCTG
ACCGGGTCGACCGCGACCTTCGGCCACACGGCCTTCCGCACGACTTGCACCACGGACCGAACCCGCTCGTCCGAC

G 9 AL G L H P DVD CUL V F T G S T Q V G K Y F

GGCAGGCGCTGGGCCTGCATCCGGATGTGGATTGCCTGGTGTTCACCGGCTCCACCCAGGTGGGCAAGTACTTCA
CCGTCCGCGACCCGGACGTAGGCCTACACCTAACGGACCACAAGTGGCCGAGGTGGGTCCACCCGTTCATGAAGT
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+3M Q0 Y S A Q S N L K Q v W L E C GG G K S P N L V F
6601 TGCAGTACTCGGCGCAGTCCAACCTCAAGCAGGTGTGGCTGGAGTGTGGCGGCAAGAGCCCCAACCTGGTGTTCG
ACGTCATGAGCCGCGTCAGGTTGGAGTTCGTCCACACCGACCTCACACCGCCGTTCTCGGGGTTGGACCACAAGC

+3E N ¢C 9 D L D L A A E K A A F G I F F N Q G E V C
6676 AAAACTGCCAGGACCTGGACCTGGCGGCGGAAAAGGCCGCATTCGGTATTTTCTTCAACCAGGGCGAGGTGTGTT
TTTTGACGGTCCTGGACCTGGACCGCCGCCTTTTCCGGCGTAAGCCATAAAAGAAGTTGGTCCCGCTCCACACAA

+3s A N S R L ¥ V. Q R S I H D E F V E R L Q A K A R
6751 CGGCCAACTCGCGGCTGTACGTGCAGCGCTCCATCCATGACGAGTTTGTCGAGCGCCTGCAAGCCAAAGCCCGCC
GCCGGTTGAGCGCCGACATGCACGTCGCGAGGTAGGTACTGCTCAAACAGCTCGCGGACGTTCGGTTTCGGGCGG

+3Q w L P G N P L D P A S RAG A I V DAZE QT G R
6826 AGTGGTTGCCGGGCAACCCGCTGGACCCGGCGAGCCGTGCTGGTGCCATTGTCGATGCCGAACAAACCGGCCGCA
TCACCAACGGCCCGTTGGGCGACCTGGGCCGCTCGGCACGACCACGGTAACAGCTACGGCTTGTTTGGCCGGCGT

+3I E A A I V R A G Q E G A R L V C G G R R L T I E
6901 TCGAAGCCGCCATTGTGCGCGCCGGGCAAGAGGGCGCACGGTTGGTGTGTGGCGGTCGGCGCCTGACCATCGAAG
AGCTTCGGCGGTAACACGCGCGGCCCGTTCTCCCGCGTGCCAACCACACACCGCCAGCCGCGGACTGGTAGCTTC

+366 A D N Y I E P T I F A G V H G R M S L A R E E V
6976 GGGCGGACAACTACATCGAGCCGACAATTTTTGCCGGTGTCCATGGCCGCATGAGCCTGGCGCGGGAGGAAGTGT
CCCGCCTGTTGATGTAGCTCGGCTGTTAAAAACGGCCACAGGTACCGGCGTACTCGGACCGCGCCCTCCTTCACA

+3F G p VL A I S A F DT E E E A V R L A N D s I Y
7051 TCGGGCCGGTGCTGGCAATCAGCGCCTTCGACACGGAAGAAGAGGCGGTGCGCCTGGCCAACGACAGTATCTATG
AGCCCGGCCACGACCGTTAGTCGCGGAAGCTGTGCCTTCTTCTCCGCCACGCGGACCGGTTGCTGTCATAGATAC

+36 L. A A S V W s D D F N Q V HR V A R A L K A G T
7126 GCCTGGCGGCTTCGGTGTGGAGCGATGACTTCAACCAGGTGCACCGGGTAGCGCGGGCGTTGARAGCCGGTACCG
CGGACCGCCGAAGCCACACCTCGCTACTGAAGTTGGTCCACGTGGCCCATCGCGCCCGCAACTTTCGGCCATGGC

+3v. s v N~ T V D A L DV T V P F G G G K Q s G F G R
7201 TGTCTGTGAACACGGTAGACGCGCTGGATGTGACGGTGCCTTTCGGCGGTGGCAAGCAGTCGGGGTTCGGGCGCG
ACAGACACTTGTGCCATCTGCGCGACCTACACTGCCACGGAAAGCCGCCACCGTTCGTCAGCCCCAAGCCCGCGL

+3 D L s L H s F D K Y s Q L K T T W Y Q L R G
7276 ACCTGTCGTTGCATTCGTTCGATAAGTATTCGCAGCTCAAGACCACCTGGTACCAGCTGCGCGGCTGATATCACC
TGGACAGCAACGTAAGCAAGCTATTCATAAGCGTCGAGTTCTGGTGGACCATGGTCGACGCGCCGACTATAGTGG

Figura 31. Secuencia de nucleétidos del cluster hinl donde se localizan los genes hinA, hinB, hinC, hinD y

hinE, asi como la secuencia de aminoacidos de las proteinas que codifican cada uno de esos genes.

5.1.1. Transporte de histamina.

5.1.1.1. Gen hinA.

Como ya se ha indicado, mediante mutagénesis con el transposén Tn5 se obtuvieron
diversos mutantes incapaces de degradar la histamina y que no acumulaban ningun
intermediario. En estos siete mutantes se identifico el punto de insercién del transposén
siguiendo los protocolos descritos en los apartados 10.1.1 y 10.1.2 de Materiales y Métodos.
Comprobamos que en todos ellos se habia interrumpido el gen hinA (Tabla 12) y por ello los

hemos denominado P. putida U AhinA4::Tn5.
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Tabla 12. Descripcién de la secuencia en la que se ha insertado el transposén Tn5 en los mutantes P. putida U
AhinA::Tn5.

Mutante
4' 23 3076 CTATGGGCTGTACTTGTTGTTy Tn5 gGTATGCATTGCTAACTCCTGGAAGGGGATGCAAGACACCGCGGTA
GATACCCGACATGAACAACAAM BCATACGTAACGATTGAGGACCTTCCCCTACGTTCTGTGGCGCCAT
-1s H A T s T T T H M
Mutante
10’ 58 2776 GTAATAAAGCCGATGTGGCTGCCGAAGGCCTTGCGCGTATAGGTGTAGAC. Tn5 ICGAGCCGGAGTAGGGG
CATTATTTCGGCTACACCGACGGCTTCCGGAACGCGCATATCCACATCTG GCTCGGCCTCATCCCC
-1T I ¥ G I H S G F A K R T Y T Y V s G s Y P
Mutante
24 44 2551 AGGGCGACGAAGACGATGATGAACACH Tn5 gCAGTTGCACCACTACCAGGATCCAGTTGACCCGGGTGATG
! TCCCGCTGCTTCTGCTACTACTTGTGHE BGTCAACGTGGTGATGGTCCTAGGTCAACTGGGCCCACTAC
-1L A vV F Vv I I F V L ¢ vv Vv L I WN V R T I
Mutante
60 2251 TCCACCGAAGCCGAATCCGGGTCGGCGAAGCTGCCCCAGTCGGGGAACACCATCTGCGCG. Tn5 lCAGTAC
AGGTGGCTTCGGCTTAGGCCCAGCCGCTTCGACGGGGTCAGCCCCTTGTGGTAGACGCGC GTCATG
-1p v s A s D P DAVF S G W D P F V M Q A c Y

El nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero de nucleétidos de la secuencia

de la Figura 31.

Con el fin de determinar si la incapacidad de P. putida U AhinA::Tn5 para crecer en
MMh, se debia a la alteracion de la secuencia de este gen hinA tras la insercion del
transposén, o si se debia a un efecto polar causado por el Tn5 sobre la expresién de algin gen
situado corriente abajo de este gen, se llevd a cabo la expresion heter6loga de hinA en el
mutante P. putida U AkinA4::Tn5. Para ello se procedié a clonar este gen en trans siguiendo el
protocolo explicado en el apartado 11 de Materiales y Métodos. El primer paso consistio en
amplificar el gen hinA mediante PCR (Tabla 13) y clonarlo mediante los sitios de restriccion
Apal/Sacl en el plasmido pBBR1MCS-3 (pMC) (Kovach et al., 1995). La construccién asi
obtenida, pMChinA, se transfiri6 a la cepa mutante P. putida U AhinA::Tn5 mediante

conjugacion triparental (Herrero et al., 1990).

Tabla 13. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la clonacidn en trans del gen hinA en el mutante P.
putida U AhinA::Tn5.

HinA.F GCTGGTTGCTGGTGCGGCTGCGTTCG
HinA.R GGGCGCTTCTCATCCTGCTCG
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La cepa recombinante (P. putida U Akind::Tn5 pMChinA), en la que el gen hinA se
expresaba bajo el control del promotor del plasmido, recuperaba su capacidad para crecer en
MMh (con un retraso de 6 horas respecto a la cepa control P. putida U A::Tn5). Sin embargo,
la cepa mutante transformada solamente con el plasmido, seguia sin asimilar la histamina
(Figura 32). Este hecho ponia de manifiesto que la construccion pMChinA era funcional y
que el crecimiento observado en la cepa mutante no se debia a la existencia de informacion
preexistente en el plasmido previa a la clonacién del gen hinA. Ambas cepas crecian de la

misma forma en MM suplementado con IMAA 10 mM o histidina 10 mM (Figura 32).

08 4

Abs (540 nm)

06 4

04 -

02 4

00

T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 20 0 & 10 15 20

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 32. Curvas de crecimiento (medidas como AbSss,m) de P. putida U control (e), de P. putida U
AhInA::Tn5 pMC (o) y de P. putida U AhinA::Tn5 pMChinA (V) cuando se cultivaban en MM suplementado
con: (A) histamina 10 mM; (B) ImMAA 10 mM y (C) histidina 10 mM.

En el caso hipotético de que el gen que codifica la proteina requerida para este paso
metabolico, se encontrase inmediatamente corriente abajo de este gen hinA (que se encuentra
interrumpido por el transposon) y que compartieran ambos el mismo promotor, la expresion
heterdloga del gen hinA no deberia haber conferido a este mutante P. putida U AhinA::Tn5 la
capacidad de degradar la histamina. Por lo tanto, los resultados obtenidos demuestran que este
gen hinA codifica una proteina que desempefia una funcién imprescindible para el
catabolismo de histamina y que no se afecta en este mutante ninguna otra funcion metabdlica
necesaria para el crecimiento en MM cuando se afiaden otras fuentes de carbono tales como
histidina o ImMAA (Figura 32).

La composicion, nimero y secuencia de aminoacidos, peso molecular y punto

isoeléctrico de la proteina HinA se indican a continuacion.
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460 aminoacidos

Mw: 49772,98 pl: 9,01

Composicion:
A 48 R 16 N 7 D 10 cC 5
Q 8 E 9 G 36 H 12 I 23
L 68 K 9 M 18 F 27 P 19
S 36 T 36 W 8 Y 18 V 47

Cuando se compar6 la secuencia de aminodcidos de la proteina HinA con otras
existentes en la base de datos (NCBI Resource Coordinators, 2017), se observo que tenia
homologia con diferentes transportadores anotados en esta base de datos como: (i) permeasa
perteneciente a un transportador de tipo ABC implicado en la toma de aminoacidos; (ii) como
un importador de putrescina y (iii) como un nuevo tipo de transportador denominado PAAT

(Probable Transportador de Amino&cidos).

La Figura 33 muestra la homologia existente entre HinA y otros transportadores
ABC.

HinA.PpU MHTTTSTAHSPSHDTAAHPCANTGRFRKSMGLTALVLFGLAYMVPLAVETTYGLVTQMTK 60
PermABC.H8234 MHTTTSTAHSPAHDTAAHPGANTGRFRKSMGLTALVLFGLAYMVPLAVFTTYGLVTQMTK 60
PermABC.Pm MHTTTSTAHSPASHAPSHPGTNTGRFRKSMGMTALVLFGLAYMVPLAVEFTTYGLVTQOMTK 60
PermABC.Pf MNTITNVADTPVHQTPTQP-TSSRRFRQPLGLVGLVLFGLAYMVPLAVFTTYGLVTQMTK 59
PermABC.Tb = —-=—==———————-—- MKTPQPTSGGTRLOQRVLGLPSLVLFGLAYMVPLTVEFTTYGIVTELTE 47
PermABC.Ro = —-———- MTVRPGPHNLSDHGPQHETELKRVLGMPSLVFFGLAYMVPLTVWTTYGVVTTSTE 55
o .. :*: ** ********* * * Kk kK . ** *:
HinA.PpU GHLPTAYLLTLAAMLLTAYSYGRMVQAHPYSGSVYTYTRKAFGSHIGFITGWTLLLDYIF 120
PermABC.H8234 GHLPTAYLLTLAAMLLTAYSYGRMVQAHPYSGSVYTYTRKAFGSHIGFITGWTLLLDYIF 120
PermABC.Pm GHLPTAYLLTLAAMLLTAYSYGRMVQAHPYSGSVYTYTRKAFGSHIGFITGWTLLLDYIF 120
PermABC.Pf GHLATAYLLTLAAMLLTAYSYGCMVKAHPYSGSVYTYTRKAFGASFGFIAGWTLLLDYIF 119
PermABC.Tb GHLPGAYVVTLIAMLFTAYGYGRMVQAHPYAGSAYTYAQQSFGPHVGFMTGWALMLDYVE 107
PermABC.RoO GHLPAAYIVTTLAMLLTAYSYGRMVVAHPRAGSAYAYAKSAFGKAVGFIVGWVLLLDYIF 115
* K Kk **::* ***:***.** * Kk kKK :**.*:*::.:** .**:.**.*:***:*
HinA.PpU LPLLSYLLIGIYMSEYFPAIHAWVWVAGSIALVTFLNLIGIESITRVNWILVVVQLVEITI 180
PermABC.H8234 LPLLSYLLIGIYMSEYFPAIHPWVWVAGSIALVTFLNLIGIESITRVNWILVVMQLVEII 180
PermABC.Pm LPLLSYLLIGIYMSEYFPAIHAWVWVAGSIALVTFLNLIGIESITRVNWILVVAQLVEII 180
PermABC.Pf LPLLSYLLIGIYLSEYFPTVPTAVWVLGSIALVTALNLVGIESITRVNWVLIVAQLVFEIV 179
PermABC.Tb LPMINYLVIGIYLHEAFPAVPTWVFILAAIILVTGLNVLGIRMVSRMNFILIAVQAIFLA 167
PermABC.Ro LPMICYLVIGLYMHDYFPSIPMWMWIVGSVLLTTLLNIIGIRVIAGVNFIFIAAQFVFIA 175

** . * K . ** * . ** . .. * * ** ~k~k .. oK o o o * ok .

149



RESULTADOS Y DISCUSION

HinA.PpU VEFVALSVLKLSGHAEPVSLLAPFHHEGFSVPLIMTGAAVLCLSFLGFDAVSTMAEETTNP 240
PermABC.H8234 VFVALSILKLSGQAEPVSLLAPFHHEGFSAPLIMTGAAVLCLSFLGFDAVSTMAEETTNP 240
PermABC.Pm VFVALSVLKLNGQAEPVSLLAPFHHEGEFNVPLIMTGAAVLCLSFLGFDAVSTMAEETSNP 240
PermABC.Pf VEVALSIHNLSGQAEPVSLLKPFHHEGFSVPLIMTGAAVLCLSFLGFDAVSTMAEETPDP 239
PermABC.Tb VFLVLALRTAAGQPVP-SLTAPFFDGETDFSKIFAGAAILCLSFLGFDAVSTLSEETHDP 226
PermABC.Ro VFVVLSVRKLGESGVH-SFTTPFLSSGMNVAAVFGGAAILALSFLGFDAVSTLSEETKNP 234
Kk ke X k% A e KKKk KKAKRKKARKKK L o KEAK o K
HinA.PpU TYRIPVAILAVSLIGGLLFLVVSYCAQMVFPDWGSFADPDSASVDVMRRVGGELLVTAFT 300
PermABC.H8234 TYRIPVAILAVSLIGGLLFLVVSYCAQMVFPDWGSFVDPDSASVDVMRRVGGELLVTAFT 300
PermABC.Pm TYRIPVAILAVSLIGGLLFLVVSYCAQMVFPDWGSFADPDSASVDVMRRVGGEWLVTAFT 300
PermABC.Pf RRTIPQAIMAVSLIGGLLFLVVSYCAQMVEFPEWNSFADPDSASVDVMRRVGGELLVSAFT 299
PermABC.Tb RRRVPLAIMVATLAGGVIYIVVSYVGHLAFPQWQSFSNVDSASLDVMQHVGGGLLTAFFT 286
PermABC.Ro TVRIPRAILLCTVLGGALYILESYIGHLIFPDYTLFSSVDVATVDVMKHVGGDLLNSFFT 294
EEETE e KK saee KK ee kkee ok Kk keekkkeokkk K . KX
HinA.PpU ATYVAGCFASAMVSQASVSRVLFAMGRDGALPRP-FGQLVTKKRVPATAILVVSLLSLIA 359
PermABC.H8234 ATYVAGCFASAMVSQASVSRVLFAMGRDGALPRA-FGQLMTKKRVPATAILVVSLLSLIA 359
PermABC.Pm ATYVAGCFASAMVSQASVSRVLFAMGRDGALPRA-FGQLVTKKRVPATAILVVSLMSLIA 359
PermABC.Pf ATYVAGCFASAMVSQASVSRVLFAMGRDGALPRV-FGKLVTTKRVPANAIMLVSLEFSLIA 358
PermABC.Tb AAYIAGAFASAMASQASVSRILYAMGRDGVLPKGFFGYLHPRFRNPSRATLAVGVLSLVA 346
PermABC.Ro AAYVAGCFASALASQASVSRILFAMGRDGVLPKPIFGHLHPRFRTPVVPNIIVGALGLSA 354
Kok ok k kkkks Khkkxhk ok okkxhkk Kkoks  kk K * % P I
HinA.PpU LVITLDTVANMISFGALFAFSAVNLAVVKHYLVDQKLRGGRNYLLYGAIPGLGFLSTLWL 419
PermABC.H8234 LVITLDTVANMISFGALFAFSAVNLAVVKHYLVDQKLRGGRNYLLYGAIPGLGFLSTLWL 419
PermABC.Pm LVITLDTVANMISFGALFAFSAVNLAVVKHYLVDQKLRGGRNYLLYGAIPGLGFLSTLWL 419
PermABC.Pf LFISLDTVANMISFGALFAFSAVNLAVIKHYLGDQKLRGTRNYLLYAALPGLGFLSTLWL 418
PermABC.Tb LVISLELASTMISFGALVAFSEFVNLSVIKHYVWDEGRRTAADLFRYGLLPAIGFLLCLWL 406
PermABC.Ro LFISLEKASSMISFGALAAFTFVNLAVIKHYVIDKGKRSPGDLLRYALVPGLGVAFNAYL 414
*.*:*: .:.******* **: ***:*:***: *: * . . *. :*.:*. :*
HinA.PpU WSSLTSLSFTIGLCWMGMGLVVLMGLTRAFRVKLPELQMAE-——-—-——-—-—-————————— 460
PermABC.H8234 WSSLTSLSFTIGLCWMGMGLVVLMGLTRAFRVKLPELQMAE-—————-—-—-————————— 460
PermABC.Pm WSSLTSLSFTIGLCWMGMGLVVLMGLTKAFRVKLPELQMAE-——-—-—-—-—-—-————————— 460
PermABC.Pf WITSLSGLSFTIGLCWMALGLLCLLCLTRGFRVRMPDLOMAE-—————-—-—————————— 459
PermABC.Tb WTSLSGMTFVVGLSWVGVGFIYLVALTRMFTQRPPELRLGEIDLEDEAASVPVAGS-- 462
PermABC.Ro WTSLSGPTFAIGLTWLAVGVAYLLTLTRGFSRPVPDLSMDKADHEGNGDIEVAAQAAR 472

* ook k . . % ek Kk k. . % * . * Kk . * * ok

Figura 33. Alineamiento de las secuencias de aminoécidos de la proteina HinA de P. putida U y de las proteinas
anotadas como permeasas de transportadores ABC en microorganismos, tales como P. putida H8234 (H8234),
P. monteilli (Pm), P. fluorescens (Pf), Thermobispora bispora (Tb) y Rhodococcus opacus (Ro). Los signos de
puntuacion localizados debajo de las secuencias de aminoacidos indican: (*) los residuos son idénticos, (:)
sustituciones conservativas que no afectarian al comportamiento de la proteina, (.) sustituciones menos
conservativas y (') sustituciones nada conservativas que indican un cambio importante en el aminoacido, ya que
son muy diferentes entre ellos. Las lineas entre residuos dentro de las secuencias, representan la ausencia de un
aminodcido; esto puede ser debido a un proceso de delecidn, translocacion, etc. Esta simbologia es aplicable para
todas las comparaciones entre secuencias que se indican a lo largo de esta Tesis Doctoral. Este alineamiento y

los sucesivos se han realizado con el Clustal Omega.

Como se deduce del alineamiento recogido en la Figura 33, HinA tiene porcentajes
mayores de identidad con permeasas de las especies que pertenecen al mismo género, tales
como con las de P. monteilli (96%), P. fluorescens (82%) y P. putida H8234 (98%). En las

especies pertenecientes a otros géeneros, Rhodococcus opacus y Thermobispora bispora, el
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porcentaje de identidad es mucho menor (aproximadamente del 50%). La caracteristica
comin de todas estas permeasas y de HinA es la presencia de doce hélices a de
transmembrana, identificadas por medio de la aplicacion Phyre2 (Figura 34) (Kelley et al.,
2015).

Membrana

85 106 59 168 230 246 3 389 405
Citoplasmatico U U U U U \\
C-Terminal

N-Terminal

Figura 34. Prediccion de la posible estructura secundaria de HinA de P. putida U.

Como se ha mencionado, HinA también tiene homologia con proteinas anotadas como
importadores de putrescina (PuuP) en diferentes microorganismos. El transportador de
putrescina de E. coli ha sido caracterizado demostrandose que participa especificamente en el
transporte de esta molécula (Kurihara et al., 2009). Dentro del género Pseudomonas, en P.
aeruginosa, se ha estudiado la degradacion de esta poliamina (Chou et al., 2008; Winsor et
al., 2009), mientras que en P. putida, aunque no se ha analizado el catabolismo de esta amina,
se ha identificado un gen que en P. putida KT2440 y en P. putida S12, codifica una proteina
gue ha sido anotada también como importador de putrescina (Nelson et al., 2002; Bandounas
et al., 2011). La secuencia de la proteina PuuP de P. putida U, identificada por homologia con
el importador PuuP descrito en P. putida KT2440, posee la estructura indicada en la Figura
35.

HinA.PpU MHTTTSTAHSPSHDTAAHPCANTGRFRKSMGLTALVLFGLAYMVPLAVEFTTYGLVTQMTK 60
PuuP.PpU ————————————— MQOPDHSASGNGQLRKTLRLWHVIIIGLAYLTPMTVFDTFGIVSGITA 47
PuuP.KT  ————————————= MQPDHSASGNGQLRKTLRLWHVIIIGLAYLTPMTVEDTFGIVSGITA 47
PuuP.S12 = MQOPDHSASGNGQLRKTLRLWHVIIIGLAYLTPMTVFDTFGIVSGITA 47
PuvuP.P2a @ - MSNPPPTAERTQLRKSLKLWQIVMIGLAYLTPMTVEDTFGIVSGISQ 47
PuuP.Ec = ——-—————-— MAINSPLNIAAQPGKTRLRKSLKLWQVVMMGLAYLTPMTVEFDTFGIVSGISD 52
HE R HEH R N R G S R :
HinA.PpU GHLPTAYLLTLAAMLLTAYSYGRMVQAHPYSGSVYTYTRKAFGSHIGFITGWTLLLDYIF 120
PuuP.PpU GHVPSAYILALAGILFTAVSYGTLVKRFPQSGSAYTYTQRAINPHVGFLVGWSSLLDYLL 107
PuuP.KT GHVPSAYILALAGILFTAVSYGTLVKRFPQSGSAYTYTQRAINPHVGFLVGWSSLLDYLL 107
PuuP.S12 GHVPSAYILALAGILFTAVSYGTLVKRFPQSGSAYTYTQRAINPHVGFLVGWSSLLDYLL 107
PuuP. Pa GHVPTAYLLALAGVLFTAISYGKLVRQFPTAGSAYTYAQRAINPHVGFMVGWSSLLDYLF 107
PuuP.Ec GHVPASYLLALAGVLFTAISYGKLVRQFPEAGSAYTYAQKSINPHVGFMVGWSSLLDYLF 112
**:*::*:*:**.:*:** * k *x :*: _* :**.*** ..... *:**:_**: ****::
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HinA.
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PuuP.
PuuP.
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PuuP.

PpU
KT
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PpU
PpU
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PpU
PpU
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PpU

. PpU
PuuP.
.S12
PuuP.
PuuP.

KT

Pa
Ec

LPLLSYLLIGIYMSEYFPATHAWVWVAGSIALVTFLNLIGIESITRVNWILVVVQLVFEFIT
LPMVNALLAKLYLSAMFPEVPEWIWVVGEVSLISLINMRSVNLVAHENLLEFVGVQVAIIA
LPMVNALLAKLYLSAMFPEVPEWMWVAGEVTLISLINMRSVNLVAHENLLEVGVQVAIIA
LPMVNALLAKLYLSAMFPEVPEWMWVAGEVTLISLINMRSVNLVAHENLLEFVGVQVATITIA
LPMINALLAKIYLTALFPEVAPWIWVVMEVLIMTLINIKSVNLVANENTVEVLVQLAIIV
LPMINVLLAKIYLSALFPEVPPWVWVVTFVAILTAANLKSVNLVANFNTLFVLVQISIMV

** . * % ok o o * % . * ** . .. * . .. .. * . * **

VEVALSVLKLSGH--AEPVSLLAPFHHEGFSVPLIMTGAAVLCLSFLGFDAVSTMAEETT
VEFIYLCVRGLGQGEGLGTTWSLLPFADNQTHLSALAAGATILCFSFLGFDAVTCLSEETR
VEFIYLCVRGLDQGEGLGTTWSLIPFADSQTQFSALAAGATILCFSFLGFDAVTCLSEETR
VEFIYLCVRGLDQGEGLGTTWSLIPFADSQTQFSALAAGATILCFSFLGFDAVTCLSEETR
VEIGLVIHGLNNGEGTATVLSTQPFFSEHAHLSAMVAGATILCFSFLGFDAVTTLSEETR
VEFIFLVVQGLHKGEGVGTVWSLOPFISENAHLIPIITGATIVCFSFLGFDAVTITLSEETP

* Kk . * . * * x . ekk e o okekkhkhkhkhkkhkkk o o ok kK

NPTYRIPVAILAVSLIGGLLFLVVSYCAQMVEFPDWGSFADPDSASVDVMRRVGGELLVTA
DPAKTIPRAIFLTALIGGVVFITVSYFIQAYFPTMARFHDQEAALPETALYVGGKLEQST
DPAKTIPRAIFLTALIGGVVFITVSYFIQAYFPTMARFHDQEAALPEIALYVGGKLFQST
DPAKTIPRAIFLTALIGGVVFITVSYFIQAYFPTMARFHDQEAALPETALYVGGKLEQST
DAGRVIPRAIFLTALYGGVIFITVSYFLOSYFPTNVRFKEPDAALPEIALYVGGKLFQST
DAARVIPKAIFLTAVYGGVIFIAASFFMQLFFPDISRFKDPDAALPETIALYVGGKLEQST

K,k kk . .. Kk oo ok o * . * * x * . . ok .. Kk koo koo

FTATYVAGCFASAMVSQASVSRVLFAMGRDGALPR-PFGQLVTKKRVPATAILVVSLLSL
FIACTVINTIASGLASQTSVSRLLYVMGRDNVIPASLFARLHSRYKTPVLNIAVVGLVAL
FIACTVINTIASGLASQTSVSRLLYVMGRDNVIPASVFARLHSRYKTPVLNIAVVGLISL
FIACTVINTIASGLASQTSVSRLLYVMGRDNVIPASVFARLHSRYKTPVLNIAVVGLISL
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Figura 35. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina HinA de P. putida U y de las proteinas
PuuP de diferentes microorganismos: P. putida U (PpU), P. putida KT2440 (KT), P. putida S12 (S12), P.

aeruginosa (Pa) y E. coli (Ec).

del 40% de identidad con respecto a las proteinas mencionadas, por lo tanto, la proteina
denominada PuuP en P. putida U, seria el verdadero importador de putrescina. Otra evidencia

La proteina PuuP de P. putida U tiene porcentajes de identidad por encima del 50%
con respecto a la proteina PuuP de P. putida KT2440 (97%), de P. putida S12 (97%), de P.
aeruginosa PAO1 (66%) y de E. coli (61%). Sin embargo, la proteina HinA tiene alrededor
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de que la proteina HinA no es un transportador de putrescina, es que el mutante afectado en el
gen que codifica este transportador (P. putida U AhinA::Tn5) crece perfectamente en medios
gue contienen putrescina como unica fuente de carbono (Tabla 40 correspondiente al
apartado 8 de Resultados y Discusion).

La existencia de cierta homologia entre el transportador de histamina HinA vy el
importador de putrescina (PuuP), se debe a que ambos pertenecen a la misma superfamilia
proteica de transporte APC (transportadores de Aminoacidos, Poliaminas y Cationes
organicos). Esta superfamilia esta presente tanto en eucariotas como en procariotas. El tamafio
de estas proteinas varia entre 350 y 850 aminoacidos, aunque en procariotas suelen ser un
poco pequefias. Se han descubierto 250 miembros dentro de esta superfamilia que funcionan
como simporte soluto-cation y antiporte soluto-soluto, y la mayoria poseen también doce
dominios de transmembrana (Reig et al., 2007). HinA posee una secuencia conservada que
estd presente en la familia de proteinas APA (Antiporte Poliamina-Aminoacido) (Jack et al.,
2000), siendo [FMVIL]-X(2)-[VCTSAG]-[LIVMA]-[LIVMSAN]-X-[TCLM]-[MFSVIL]-
[FW]-[VCGAS]-[FY]-[TDVIL]-G-[WMVIL] -[EAI]-[LBCAS]-[AFVIL]. En la proteina
HinA esta secuencia comprende desde el aminoacido 213 hasta el 230
(IMTGAAVLCLSFLGFDAYV). Sin embargo, no existen otros aminoacidos que se conservan
en todos los miembros de la familia APA, como son un residuo de asparragina (posicion 101
en el transportador AdiC y 102 en el transportador PotE en E. coli) y un residuo de triptéfano
(posicion 293 en el transportador AdiC y 292 en el transportador PotE en E. coli) (Gao et al.,
2009; Kowalczyk et al., 2011).

El gen hinA también tiene homologia con el gen ortélogo de P. putida KT2440, el
cual esta anotado como un supuesto transportador de aminoécidos (PAAP) (Nelson et al.,
2002), que también pertenece a la superfamilia APC. La familia PAAP carece de miembros
funcionalmente caracterizados, aunque la mayoria de los genes que codifican transportadores
de este tipo, se encuentran en clusters que codifican enzimas del metabolismo de
aminoacidos, tales como proteasas, proteinas de esporulaciéon, aminotransferasas,
oxidoreductasas de aminoacidos y oxoacidos y aminoacil-tRNA sintetasas. Ademas, los
transportadores de esta familia suelen poseer diez hélices a de transmembrana (Vastermark et
al., 2014). Aunque HinA se encuentra en un cluster donde también existe una
aminostransferasa, a diferencia de los miembros de esta familia, posee doce hélices o de

transmembrana (Figura 34).
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En resumen, los estudios comparativos nos permiten concluir que aunque este
transportador podria pertenecer a la superfamilia de transportadores APC, los datos
estructurales de los que disponemos no nos permiten clasificarlo dentro de una de las familias

incluidas en esta superfamilia.

e Caracterizacion del sistema de transporte de histamina.

Como hemos visto, el mutante afectado en el transportador (P. putida U AhinA::Tn5)
no crecia en MMh como unica fuente de carbono cuando se incubaba durante 20 h. Sin
embargo, a partir de las 30 h y hasta las 72 h crece y agota la histamina del medio (Figura
36). Este resultado sugiere que la histamina podria ser tomada por otro transportador, aunque

fuese de una forma menos eficiente que la dependiente de HinA.
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Figura 36. Curvas de crecimiento (medidas como Absssg.m) de la cepa P. putida U control (e) y del mutante P.

putida U AhinA::Tn5 cuando se cultivaban en MMh.

Con objeto de establecer el papel de HinA en el transporte de histamina, estudiamos la
toma de 1-*H-histamina (12.54 Ci/mmol, 0.464 TBg/mmol) tanto en P. putida U como en el
mutante P. putida U AkinA4::Tn5 cultivados en MM que contenia histamina (20 mM) y acido
succinico (40 mM) (MMHS). Este experimento se realizo tal y como se indica en el apartado
17 de los Materiales y Métodos. Como puede apreciarse en la Tabla 14, P. putida U
AhinA::Tn5 apenas transportaba histamina (5%), lo que demuestra que HinA es un

transportador de histamina. Ademas, la capacidad de transportar se reestablecié cuando se
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expresaba en trans el gen hinA en la cepa P. putida U AkinAd::Tn5 pMChinA (98%) (Tabla
14).

Tabla 14. Estudio del transporte de histamina en el mutante P. putida U AhinA::Tn5 pMChinA y en el
recombinante P. putida U AhinA::Tn5 pMChinA cuando ambos se cultivaron en MMHS.

P. putida U AhinA::Tn5 5%
P. putida U AhinA::Tn5 pMChinA 98%

El 100% del transporte equivale a 180 pmoles/min.

A continuacién, se procedio al estudio de la toma de histamina en la cepa P. putida U,
y a la comprobacién de si realmente habia mas de un sistema de transporte para esta amina.
Para ello, se analizo el transporte cuando esta cepa se cultivaba en MM suplementado con
histamina 20 mM (MMH), en MM suplementado con succinato 40 mM (MMS) o en MMHS.
Cuando P. putida U se cultivd en MMH, la velocidad de transporte fue diferente a la
observada cuando se cultivé en MMS, sugiriendo que la toma de histamina ocurria por medio
de dos sistemas de transporte distintos. Ademas, cuando se afiadié al medio succinato como
Unica fuente de carbono se observé una mayor velocidad de transporte (Tabla 15). Sin
embargo, en la cepa P. putida U cultivada en MMHS, la velocidad de transporte fue la misma
gue cuando crecia en MMH, indicando, que, a pesar de que hubiese succinato en el medio,

podia estar funcionando el mismo sistema de transporte en ambas condiciones.

Tabla 15. Transporte de histamina de la cepa P. putida U cuando se cultivaba en MMH, MMS 0 MMHS.

Medio de cultivo Velocidad de transporte

MMH 180 pmoles/min.
MMS 600 pmoles/min.
MMHS 180 pmoles/min.

Parece, por lo tanto, que hay dos sistemas de transporte, uno constituvo que tiene lugar
cuando no hay histamina en el medio (MMS), y otro inducible que aparece cuando esta amina
biogénica esta presente en el medio (MMH o MMHS). Para confirmar esta hipotesis, se
procedio a estudiar el efecto que tenian sobre estos sistemas algunos efectores (aminas,
aminoacidos y azucares) (Tabla 16). Cuando P. putida U se cultivd en MMS, el sistema de
transporte de histamina apenas se veia afectado por las aminas (bencilamina, dopamina,

tiramina, feniletilamina, etc), y era inhibido por algunos aminoécidos (arginina, glutamina,
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leucina, etc.). Sin embargo, cuando esta cepa se cultivaba en MMH, el sistema de transporte
que tenia lugar era estimulado por algunos aminoacidos, pero era inhibido fuertemente por las
aminas (Tabla 16). Este mismo efecto ocurria cuando P. putida U se cultivaba en MMHS, lo
que indicaba que tenia lugar el mismo sistema de transporte que en las condiciones anteriores,
y que por tanto, cuando hay histamina en el medio se induce un sistema de transporte, el cual
se inhibe por otras aminas. Los azUcares apenas tenian efecto cuando habia histamina en el
medio, mientras que cuando P. putida U se cultivaba en MMS el transporte de histamina era

ligeramente estimulado (Tabla 16).

Tabla 16. Caracterizacion de los sistemas de transporte existentes en P. putida U para la toma de histamina

estudiando el efecto que ejercen aminas, aminodcidos y azlcares.

CONDICIONES CONDICIONES

AMINAS AMINOACIDOS
Bencilamina Arginina

Dopamina Glutamina

1-feniletilamina

Leucina

B-feniletilamina

Lisina

Tiramina

4-fenilbutilamina

3-hidroxitiramina

Triptofano

CONDICIONES

AZUCARES

Triptamina

Glucosa

CONTROL (sin adicién): 100% Fructosa

MMS: 600 pmoles/min.
MMHS: 180 pmoles/min.

Manitol

MMH: 180 pmoles/min. Sacarosa

De esta manera, se pudo concluir que el transporte de histamina en esta bacteria tiene
lugar por medio de al menos dos sistemas: (i) uno denominado transportador de histamina
constitutivo (HCS) el cual seria responsable del transporte de histamina cuando P. putida U
crece en un medio que contiene succinato pero no histamina como Unica fuente de carbono y
(i) un sistema de transporte de histamina inducible (HIS) que esta presente cuando esta cepa

se crece en un medio al que se le ha afiadido histamina.
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Una vez establecida la existencia de los dos sistemas, pasamos a caracterizar aquel que
se inducia por histamina (HIS). En primer lugar tratamos de determinar si en este caso el
transporte de histamina transcurria mediante un mecanismo de difusion facilitada, es decir,
que no requeria energia para atravesar la membrana, o si, por el contrario, se trataba de un
sistema de transporte activo dependiente de energia. Los requerimientos energéticos de HIS se
establecieron analizando el efecto de determinados inhibidores metabolicos y proton6foros
sobre la capacidad de la velocidad de transporte. Las moléculas probadas y los resultados
obtenidos estan recogidos en la Tabla 17. Cuando se disipa el gradiente de protones
utilizando los proton6foros CCCP y el 2,4-DNF, se produce una fuerte inhibicién del
transporte de histamina (96% y 79%, respectivamente), lo que indica que se requiere un
estado de alta energia necesario para que el transporte sea eficaz. Ademas, los inhibidores
metabdlicos tales como el cianuro potésico, y sobre todo la azida sddica, inhibieron
potentemente el transporte de histamina (68% y 97%, respectivamente) (Tabla 17). Estos
resultados, unidos a la falta de inhibicidn causada por arseniato sédico, permiten concluir que
el transporte de histamina mediado por el sistema HIS es un transporte activo, dependiente
de un estado energetizado de la membrana generado por la cadena de transporte
electronico y que no utiliza la hidrolisis de ATP intracelular o algin otro compuesto
fosforilado como fuente de energia. Observaciones similares han sido descritas para otros
sistemas de transporte (Fernandez-Cafion et al., 1989; Minambres et al., 1992; Schleissner et
al., 1994).

Tabla 17. Efecto de diferentes moléculas con grupos tiol, de reactivos modificantes de grupos tiol, de agentes

desacoplantes y de inhibidores metabdlicos sobre el sistema HIS de P. putida U.

Efector % Transporte Efector % Transporte
Control (sin adicién) 100% ? 2,4-DNF 21%
2-mercaptoetanol 54% Azida sodica 3%
Ditiotreitol 76% Cccp 4%
GSH 79% Arseniato sdadico 88%
lodoacetato 14% Cianuro potésico 32%
p-cloromercuribenzoato 12%

GSH, glutation reducido; CCCP, carbonil cianida 3-clorofenilhidrazona; 2,4-DNF, 2,4-Dinitrofenol;

a. EI 100% del transporte equivale a 180 pmoles/min.
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Para establecer la presencia de grupos SH funcionales en el sistema HIS responsable
del transporte de histamina, se estudié el efecto causado por diferentes moléculas que
protegian o reaccionaban con grupos tiol (Tabla 17). Comprobamos que al ensayar el
transporte de histamina en presencia de compuestos protectores de grupos SH tales como
monotioles (glutation reducido y mercaptoetanol) y como ditioles (ditiotreitol), no se observa
efecto estimulador sobre la actividad de este sistema de transporte HIS, lo que sugiere que no
es imprescindible la presencia de un ambiente extracelular de grupos tioles reducidos para la
incorporacion de histamina. Dentro de estos reactivos, los que causan un mayor efecto
inhibidor, son los denominados compuestos modificantes del grupo SH (iodoacetato, p-
cloromercuribenzoato), sugiriendo la necesidad de grupos SH libres para mantener la
actividad de HIS. Efectos similares han sido descritos en otros sistemas de transporte

(Rodriguez-Aparicio et al., 1987; Ferndndez-Cafion et al., 1989; Schleissner et al., 1994).

Posteriormente, se cultivo la cepa P. putida U en MM suplementado con las siguientes
fuentes de carbono: 20 mM de histamina (MMH), 20 mM de histidina (MMHis) o 30 mM de
IMAA (MMIm). Se pretendia establecer el efecto que algunos analogos estructurales de la
histamina (histidina), o los catabolitos de ambos (IMAA y acido urocénico), ejercian sobre el
transporte de histamina en cada una de las condiciones (Tabla 18). Los resultados muestran
que el sistema de transporte HIS apenas esta afectado en presencia de histidina o de su
intermediario catabolico (acido urocanico), y como es ldgico, no se detecto transporte cuando
se puso la histamina como efector, la cual inhibe la toma de histamina en las otras dos
condiciones (MMHis y MMIm). La histidina solamente impedia el transporte de histamina
cuando la cepa P. putida U se cultivaba en MMHIis, y en estas condiciones, también se inhibia
ligeramente el transporte con acido urocanico (62%), pero no con IMAA (97%). El transporte
de histamina cuando P. putida U se cultivaba en MMIm se reducia en presencia de ImAA
(53%) (Tabla 18). Con estos resultados, se puede concluir que en P. putida U se inducian
otros dos sistemas de transporte diferentes, especificos para histidina o ImAA, que también

son capaces de tomar la histamina.

La existencia en P. putida U de otros mecanismos de transporte que pueden estar
implicados en la toma de histamina, justifica el hecho de que cuando se muta el gen hinA, esta
cepa (P. putida U AhinA::Tn5), aunque mucho mas lentamente, alin sea capaz de degradar
histamina (Figura 36).
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Tabla 18. Estudio del transporte de histamina en P. putida U cuando se cultivaba en MMH, MMHis 0 MMIm y
analisis del efecto causado por diferentes moléculas estructuralmente relacionadas con la histamina sobre el

sistema HIS.

Condiciones | MMH | MMHis | MMIm
Efector

Control (sin efector) | 100%°* | 100%° | 100%°
Acido urocénico 100% | 62% 101%

a. El 100% de transporte equivale a 180

pmoles/min.
ImMAA 74% 97% 53% b. El 100% de transporte equivale a 220
: : 5 5 5 pmoles/min.
Histamina 3% 8% 5% c. El 100% de transporte equivale a 400
Histidina 101% | 0% 103% | Pmoles/min.

5.1.2. Desaminacion de la histamina.

5.1.2.1. Gen hinC.

En seis mutantes que tampoco transformaban la histamina (Figura 28), el transposon
se habia insertado en varias posiciones del gen hinC (Tabla 19). Estos mutantes,
denominados P. putida U AkinC::Tn5, tenian afectados un gen que se encuentra corriente

abajo del gen anterior (hinA) y que se transcribe en sentido contrario (Figura 30).

Tabla 19. Identificacion del punto de insercién en los diferentes mutantes afectados en el gen hinC (P. putida U
AhinC::Tnb).

MUtante +2 D L A W Q C R T F G F E E G Vv I I R S T L G
9 5476 CGACCTGGCCTGGCAATGCCGCACTTTTGGTTTCGAGGAAGGCGTGATCATTCGCTCGAy Tn5 gCCCTGGG
GCTGGACCGGACCGTTACGGCGTGAAAACCAAAGCTCCTTCCGCACTAGTAAGCGAGCTE BcGeacce

MUtante +2 L I R T V R R Y W Q VvV V G Q P N K K V M I G
12 4660 GTTGATCCGTACCGTACGCCGCTACTGGCAAGTGGTCGGGCAGCCGAACAAGAAGGTy Tn5 gCATGATTGG
CAACTAGGCATGGCATGCGGCGATGACCGTTCACCAGCCCGTCGGCTTGTTCTTCCAM BGTACTAACC

MUtante +2 G K R Y L D G M S G L w ¢ T Q L G Y G R R D
14, 38 4426 GGGCAAGCGCTACCTGGATGGCATGTCTy Tn5 gGGCCTGTGGTGCACCCAGCTCGGCTACGGGCGCCGCGA
CCCGTTCGCGATGGACCTACCGTACAGAM BCCGGACACCACGTGGGTCGAGCCGATGCCCGCGGCGCT

MUtante +2 D V L L. C A D E V I G G F G R T G E W F A H
19 5035 CGACGTGCTGTTGTGCGCCGATGAGGTGATTGGTGGCTTTGGCCGCACCGGCGAGTGGy Tn5 gTTTGCCCA
GCTGCACGACAACACGCGGCTACTCCACTAACCACCGAAACCGGCGTGGCCGCTCACCH BANACGGGT

MUta‘nte +2 P D V A H I D E P Y W Y A E G G E L T P A E
61 4810 CCCGGATGTGGCGCACATCGACGAACCGTACTGGTACGCCGAGGGTGGCGAGCTGACCY Tn5 gCCGGCCGA
GGGCCTACACCGCGTGTAGCTGCTTGGCATGACCATGCGGCTCCCACCGCTCGACTGGE L elefolelelelohiy

El nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero de nucleétidos de la secuencia

de la Figura 31.
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Para comprobar si el mutante afectado en el gen hinC (P. putida U AhinC::Tnb5)
recuperaba su funcion original, se llevo a cabo la clonacion del gen en trans de la misma
forma que con el gen anterior. Para ello, el gen hinC fue amplificado mediante PCR (Tabla
20) y clonado en el plasmido replicativo pMC, que habia sido digerido con la enzima de
restriccion Kpnl. Previamente, con el fin de comprobar que dicho gen se habia insertado en la
orientacion correcta (bajo el promotor del plasmido pMC), se utilizd la enzima de restriccion

Pstl, la cual corta internamente en el gen.

Tabla 20. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la clonacion en trans del gen hinC en el mutante P.
putida U AhinC::Tn5.

NoPn;ibnr]ee;j 2 Secuencia
HinC.F CCGAGCTGTTTTCCCTGTTCATCGACGC
HinC.R TGTGCGTTGACGGGTTTGCCGTTGATCAG

A continuacion, se transfirid la construcciéon pMChinC a la cepa mutante mediante
conjugacion triparental. La cepa P. putida U AhinC::Tn5 pMChinC que ahora expresaba el
gen hinC bajo el promotor del plasmido, era capaz de crecer en MMh, aunque con algo de
retraso con respecto a la cepa control (Figura 37). Comprobamos, ademas, que la cepa
mutante P. putida U AhinC::Tn5, que habia sido transformada con el plasmido pMC vacio no
era capaz de crecer en el medio conteniendo histamina como Unica fuente de carbono. Sin
embargo, ambas cepas crecian igual que la cepa control en MM suplementado con 10 mM de
histidina o con 10 mM de ImAA (Figura 37).
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Figura 37. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssnm) de la cepa control (e), del mutante P. putida U
AhInC::Tn5 pMC (o) y del mutante complementado con el gen hinC (P. putida U AhinC::Tn5 pMChinC) (V)
cuando se cultivaban en MM suplementado con: (A) histamina 10 mM; (B) ImMAA 10 mM y (C) histidina 10
mM.
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Este gen codifica una proteina, HinC, cuya masa molecular, punto isoeléctrico,

secuencia, composicién y nimero de aminoacidos aparecen a continuacion.

460 aminoacidos
MNAPFAPQRQTRDYQAADAAHHTHAFLDQKALNAE
GPRVIVGGERLHLWDSEGKRYLDGMSGLWCTQLGY Mw: 50884,06 pl: 5,95
GRRDLTVAAATQMDQLAYYNMFFHTTHPAVIELSE
LLFSLLPGHYSHATYTNSGSEANEVLIRTVRRYWQ
VVGQOPNKKVMIGRWNGYHGSTLAATALGGMKFMHE
MGGLIPDVAHIDEPYWYAEGGELTPAEFGRRCALQ
LEEKILELGAENVAGFIAEPFQGAGGMIFPPESYW

Composicion:

PEIQRICRQYDVLLCADEVIGGFGRTGEWFAHEYF Bol =2y B2z D1y €5
GFEPDTLSIAKGLTSGYVPMGGLVLSKRIAEALVE Q19 E 34 G 48 H 17 I 25
RGGVFAHGLTYSGHPVAAAVAIANLKALRDEGIVT 45 K14 M 12 F 20 P 20
QVKDDTGPYLQRILREVFADHPLIGQVQGAGLVAA S 15 T29 W 8 vi7 v 28

LOFAEHKPTRKREFANENDLAWQCRTFGFEEGVIIR
STLGRMIMAPALIANHSELDELVEKTRIAVDRTAR
LVGKL

HinC tiene una elevada homologia con las transaminasas, llamadas también
aminotransferasas, que catalizan las reaccion de interconversion de aminoacidos y de aminas
intracelulares, llevando a cabo la reaccion que convierte un aminoécido en su correspondiente
a-cetoacido por medio de la transferencia de un grupo a-amino de un aminoacido (0 amina
como se ha visto en este trabajo), a su posible aceptor, normalmente a-cetoglutarato, aunque
el piruvato y el oxalacetato son también aceptores usados por transaminasas (Peralta et al.,
2016). Todos los organismos tienen varios genes que codifican transaminasas. La
nomenclatura internacional correspondiente a estos grupos de transaminasas las indica como
EC 2.6.1x donde x va de 1 a 86, definiendo cada ndmero un tipo distinto de
aminotransferasa. Originalmente, se dividian en seis clases, aunque mas tarde, la clase I, se

dividio, a su vez, en dos subgrupos (Ward and Wohlgemuth, 2010).

La aminotransferasa caracterizada en este trabajo (HinC) pertenece a la clase llI,
estando dentro de este grupo las transaminasas de los siguientes compuestos: putrescina (EC
2.6.1.82), acetilornitina (EC 2.6.1.11), ornitina (EC 2.6.1.13), glutamato-1-semialdehido (EC
5.4.3.8), D-fenil-glicina (EC 2.6.1.72), diamino-butirato (EC 2.6.1.62), alanina-glioxilato (EC
2.6.1.44), 4-aminobutirato (EC 2.6.1.19), L-lisina (EC 2.6.1.36), B-alanina (EC 2.6.1.18) y
taurina (EC 2.6.1.77) (Rausch et al., 2013).

A estas transaminasas (clase I11), se las denomina o-transaminasas, por la posicién que

ocupa el grupo amino que se va a transferir respecto al atomo de carbono unido al grupo
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carboxilo. En este grupo se incluyen las amino-piruvato transaminasas, que transfieren un
grupo amino de una amina al piruvato generandose alanina (Malik et al., 2012; Cassimjee et

al., 2015). Una reaccién de este tipo se muestra en la Figura 38.

NH, o
- (o) . NHy
©/k + oo M @ — @ + oL
‘ ‘
o o
1-feniletilamina Piruvato Acetofenona L-alanina

Figura 38. Reaccion catalizada por una o-aminotransferasa.

Esta reaccion (Figura 38) necesita la presencia de un cofactor, el piridoxal-5-fosfato
(PLP) y el mecanismo que tiene lugar se detalla a continuacién: i) la lisina presente en el
centro activo de la enzima se une con el PLP formando una base de Schiff (a, aldimina
interna); ii) a continuacién, se une el substrato con un grupo amino (1-feniletilamina)
origindndose una nueva base de Schiff (b, aldimina externa), reemplazandose el residuo de
lisina en el compuesto anterior iii); después, el atomo de carbono pierde un hidrogeno
obteniéndose un intermediario quinoide (c), que tras una reprotonacion, deriva en una
cetimina (d), quien se hidroliza, formandose una acetona (e, acetofenona) y piridoxamina-5-
fosfato (f, PMP). La transaminacion finaliza (iv) cuando se transfiriere el grupo amino del
PMP a una molécula aceptora (g, piruvato), generando L-alanina (k) que se libera (Figura 39)
(Koszelewski et al., 2010; Cassimjee, 2012; Cassimjee et al., 2015).
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Figura 39. Mecanismo de reaccién de la w-transaminasa. EI compuesto donador del grupo amino es la 1-
feniletilamina, que reacciona con el PLP, generandose PMP y la acetofenona. La transaminacién finaliza
transfiriendose el grupo amino de PMP a una molecula aceptora, el piruvato, obteniéndose L-alanina y la
regeneracion de PLP. Los intermediarios son: a, aldimina interna; b, aldimina externa; c, intermediario quinoide;
d, cetimina; e, acetofenona; f, PMP; g, piruvato; h, cetimina; i, intermediario quinoide; j, aldimina externa; k, L-

alanina (Modificado de Cassimjee, 2012).

Este tipo de transaminasas se conocen muy bien en Alcaligenes (Achromobacter)
denitrificans (Yun et al., 2004), y en P. putida, donde han sido bien caracterizadas (Yonaha et
al., 1992). También se ha estudiado profundamente en Vibrio fluvialis (Shin et al., 2003) y en
P. aeruginosa (Stover et al., 2000). En la Figura 40 se compara HinC con estas proteinas y se
indican los aminoacidos que constituyen secuencias consenso. Como puede apreciarse, el
porcentaje de identidad entre las secuencias de aminoacidos de estas enzimas no es muy alto
(30%). Esta clase de aminotransferasas tienen un motivo caracteristico (G-X-G-X-X-G) que
corresponde a la secuencia de union a nucleétidos (Naranjo et al., 2005). En HinC este
dominio esta bastante conservado G-F-G-R-T-G (GFGRTG) y se encuentra comprendido

entre el aminodcido 267 y 272 (Figura 40).
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La lisina K291 de HinC es la responsable de formar una base de Schiff con el cofactor
PLP (aldimina interna) y los residuos G124, S125, E229, D262 y T324 forman puentes de
hidrdgeno con dicho cofactor (Cha et al., 2014; Cassimjee et al., 2015). Los amino&cidos F26,
L63, W64, F93, Y157, G233, A234, 1265 y T324 forman la cavidad interna necesaria para la
unién con el substrato, y la arginina R414 forma un enlace covalente con éste (Figura 40).
(Yonaha et al., 1992; Shin et al., 2003; Cassimjee et al., 2015).

|
hinC.PpU MNAPFAPQRQTRDYQAADAAHHIHAFLDQKALNAEGPRVIVGGERLHLWDSEGKRYLDGM 60
AT.Pp -NMPEHAGASLAS--QLKLDAHWMPYTA-NRNFLRDPRLIVAAEGSWLVDDKGRKVYDSL 56
AT.Pa MNQPLNVAPPVSS--ELNLRAHWMPFSA-NRNFQKDPRI IVAAEGSWLTDDKGRKVYDSL 57
AptA.Ad = ——m————— MSAAK--LPDLSHLWMPFTA-NRQFKANPRLLASAKGMYYTSFDGRQILDGT 49
AT.Vf MNK---—--— POSWEARAETYSLYGFTDMPSLHQRGTVVVTHGEGPY IVDVNGRRYLDAN 53
. .. . K e . *
| | |
hinC.PpU SGLWCTQLGYGRRDLTVAAATOMDQLAYYNMFFHTTHPAVIELSELLFSLLPGHYSHATIY 120
AT.Pp SGLWTCGAGHTRKEIQEAVAKQLSTLDY-SPGFQYGHPLSFQLAEKITDLTPGNLNHVEFEF 115
AT.Pa SGLWTCGAGHSRKEIQEAVARQLGTLDY-SPGFQYGHPLSFQLAEKIAGLLPGELNHVFEF 116
AptA.Ad AGLWCVNAGHCREEIVSAIASQAGVMDY-APGFQLGHPLAFEAATAVAGLMPQGLDRVFE 108
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hinC.PpU MIFPPESYWPEIQRICRQYDVLLCADEVIGGFGRTGEWFAHEYFGFEPDTLSIAKGLTSG 296
AT.Pp VLVPPEGYLKRNREICNQHNILLVEFDEVITGFGRTGSMFGADSFGVTPDLMCIAKQVTNG 293
AT.Pa VLVPPVGYLQRLREICDQHNILLIFDEVITAFGRLGTYSGAEYFGVTPDLMNVAKQVTNG 293
AptA.Ad VLVPPKGYLEKLREITARHGILLIFDEVITAYGRLGEATAAAYFGVTPDLITMAKGVSNA 287
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AT.Pa AVPMGAVIASSEIYDTEFMNQALPEHAVEFSHGYTYSAHPVACAAGLAALDILARDNLVQQ 353
AptA.Ad AVPAGAVAVRREVHDAIVNG--PQGGIEFFHGYTYSAHPLAAAAVLATLDIYRREDLFAR 345
AT.VE FFPMGAVILGPELSKRLET--AIEAIEEFPHGFTASGHPVGCAIALKAIDVVMNEGLAEN 348
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AT.Pp VAEVAPHFEKAL--HGIKGAKNVIDIRNFGLAGAIQIAPRDGDAIVRPFEAG-—-—-————~ 403
AT.Pa SAELAPHFEKGL--HGLQGAKNVIDIRNCGLAGAIQIAPRDGDPTVRPFEAG-——-—-—-——— 403
AptA.Ad ARKLSAAFEEAA--HSLKGAPHVIDVRNIGLVAGIELSPREGAPGARAAEAF-———————- 395

AT.Vf VRRLAPRFEERL--KHIAERPNIGEYRGIGFMWALEAVKDK--ASKTPFDGNLSVSERIA 404

* .
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|
hinC.PpU WOCRTFGFEEGVIIRSTLGRMIMAPALIANHSELDELVEKTRIAVDRTARLVGKL 460
AT.Pp —-——--MALWKAGFYVRFGGDTLQFGPTEFNSKPODLDRLEFDAVGEVLNKLLD---—-— 449
AT.Pa —-——-MKLWQQGEFYVRFGGDTLQFGPTFNARPEELDRLFDAVGEALNGIA-—-—-——— 448
AptA.Ad -———-QKCFDTGLMVRYTGDILAVSPPLIVDENQIGQIFEGIGKVLKEVA-—----- 440
AT.VE NTCTDL----GLICRPLGQSVVLCPPFILTEAQMDEMFDKLEKALDKVFAEVA-— 453

* * . * . .

Figura 40. Alineamiento de las secuencias de aminoéacidos de la proteina HinC de P. putida U y de las
aminotransferasas de: P. putida (Pp), P. aeruginosa PAO1 (Pa), A. denitrificans (Ad) y V. fluvialis (Vf). El
dominio de unién a nucleétidos (GXGXXG) aparece sombreado en gris. Los residuos que son necesarios para la
union del substrato se indican con m. Los residuos que participan en la interaccion con el PLP se sefialan con
una flecha.

En P. putida U, HinC seria la enzima responsable de la desaminacion de histamina, y
por tanto la que generaria el imidazolacetaldehido (ImAdh) y la L-alanina. Se han descrito
otras enzimas que catalizan la reaccién de desaminacién, obteniendo ImAdh, y que se
denominan histamina deshidrogenasas (HDHs) e histamina oxidasas (HODs). Las mas
estudiadas son las de Nocardiodes simplex (Limburg et al., 2005), Arthrobacter
crystallopoietes (Sekiguchi et al., 2004), Rhizobium spp. (Bakke et al., 2005) y

Brevibacterium linens (Leuschner et al., 1998) (Figura 41).

hinC.PpU ---——---—- MNAPFAPQR-———---———--——--— QTRDYQAADAA---HHIH-----—- 24
HDH.Ns MTEQPAVAAPYDVLFEPVQIGPFTTKNRFYQVPHCNGMGYRDPSAQASMRKTIKAEGGWSA 60
HDH.Rs ----- MRDNKYDILFEPVRIGPHIAKNRFYQVPHCNGGGYRDPSAAAAMRGIKSEGGWGY 55
HOD. AC mm e 0
HOD.BLl mmm oo 0
hinC.PpU AFLDQKALNAEGPRVIVGGERLHLWDSEGKRYLDGMSGLWCTQLGYGRRDLTVAAATOMD 84
HDH.Ns VCTEQVEI--HATSDIAPFIELRIWDDQDLPALKRIADAIHEGGGLAGI---———---—- 107
HDH.Rs IFTEQTEM--HHTSEITPFIELRLWEDKDI PGLRRMSDAMKVHGALAGT -~ ———————-~- 102
HOD.AC  mm oo 0
HOD.Bl oo oo oo 0
hinC.PpU QLAYYNMFFHTTHPAVIELSELLFSLLPGHYSHAIYTNSGSEANE---VLIRTVRRYWQV 141
HDH.Ns ELAHNGMNA----PNQ---LSRETPLGPGHLPVAPDTIAPIQARAMTKQDIDDLRRWHRN 160
HDH.Rs QLAYSGING----PNF---YTKEVPLAPSALPTRTFTNDPVQARALDKQDIKNLRRWFVN 155
HOD.AC =~ —=—————mmmmmmmmmmmm o MAEYLLPGTALTQHPL--EQLTAMEIQEARRILAE 33
HOD.Bl =~ ————mmmmmmmm oo MSCHSSAPVAEATTATPF--TLPTEAEIRAVTAVLRS 35
* *
hinC.PpU VGQPNKKV-———==-———————————————— MIGRWNGYHGSTLA--———---———---—- 163
HDH.Ns AVRRSTEAGYDIVYVYGAHGYSGVHHFLSKRYNQRTDEYGGSLENRMRLLRELLEDTLDE 220
HDH.Rs AAKRSKIAGFDLICLYGAHGFGIFQHFLSRATNQRTDEYGGSLENRSRFAREVVEDIKEA 215
HOD.Ac AGLVSDATRFAYLGLVEPPKS———--———=-———--- ALHEDATNTARLVRAMLWDAG-- 75
HOD.B1 AGQFPDSARMAYVGLLDPVRG-——--——==-——==-— TDRTTA-EVDRRFRAFILDKS-- 76
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hinC.PpU = = —=——-—— - m oo oo 460
HDH.Ns ARVTDHAVVAVGAGGVTVRDTYAS-IERELECDTVVMVTARLPREELYLDLVARRDA--- 638
HDH.Rs DIRLNRGVTAIRAGEVETNCVYTG-KRSAIGCDAVLMVASRTSEDQLENDLIARQGDWPD 640
HOD.Ac I--DDQHTLNVPASPAGAHCGVTGGSECTHGARGVTAVAH--SRGPDFTGGGQDQGH-PC 677
HOD.B1 F--DRSPVLDVPAPESGPTCCDS—===-——=-—————————————————————————————— 645
hinC.PpU @ ——————mmm oo m e 460
HDH.Ns GEIASVRGIGDAWAPGTIAAAVWSGRRAAE-————— EFDAVLPSNDEVPFRREVTQLA-— 690
HDH.Rs AGIKSVKIIGDAAAPAPIAWATYAGHRYAR--—--—-- ELDTP-DIGDDLPFRREVTQLEPA 693
HOD.Ac D--DVRRAVGHCSPPRRIWSPGWRAPGSSAPRAPACARLRICGCGCRCPN-—-=-—==———— 725
HOD.B1 = = —-mmmmm e 645

Figura 41. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina HinC de P. putida U y de las proteinas
HDH (histamina deshidrogenasa) y HOD (histamina oxidasa) en diferentes microorganismos: N. simplex (Ns);
Rhizobium spp. (Rs); A. crystallopoietes (Ac) y B. linens (BI). Los residuos de union a substrato estan

sombreados en gris, y los conservados en la proteina HinC estan sefialados con una flecha.

Observando el alineamiento de la Figura 41 se puede deducir que el porcentaje de
identidad de HinC frente a los otros dos tipos de proteinas, es del 20%, aproximadamente.
Dos residuos presentes en las HDHs necesarios para la union del substrato se encuentran en la
proteina HInC (Q29 y D262) (Figura 41) (Fujieda et al., 2004). HinC, a diferencia de lo que
ocurre con algunas HDHs o HODs, usa fundamentalmente la histamina como substrato, ya
que el mutante P. putida U AzinC::Tn5 afectado en el gen que codifica esta proteina, crece
perfectamente en otras aminas biogénicas tales como putrescina, cadaverina, tiramina y

feniletilamina (ver Tabla 40 en el apartado 8 de esta misma seccion).

5.1.3. Otros ORFs presentes en el cluster hin.

La secuenciacion de las zonas adyacentes al gen hinC y hinA, permiti6 identificar
otros ORFs que tenian homologia con aldehido deshidrogenasas (ALDHS). Estas enzimas
catalizan la oxidacion irreversible de una gran cantidad de aldehidos. Algunas tienen una
elevada especificidad de substrato, mientras que otras reconocen numerosos aldehidos
(Perozich et al., 1999). De forma general, todas las ALDHs requieren como coenzimas
NAD(P)*. Asi, aunque la mayoria utilizan NAD", algunas son especificas de NADP", y otras,
usan ambas coenzimas (Perozich et al., 2000; Hempel et al., 2001). La variedad de ALDHSs
que existen es muy elevada debido a que los aldehidos son compuestos quimicos muy

abundantes en la naturaleza. Ademas, debido a que algunos de ellos presentan gran toxicidad,
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aungue sean en concentraciones muy bajas, su presencia esta bastante regulada para evitar su

efecto nocivo sobre la bacteria.

5.1.3.1. Gen hinD.

Adyacente al gen hinC, se encuentra el gen hinD, que codifica una proteina, HinD,

cuya masa molecular, punto isoeléctrico, secuencia, composicion y nimero de aminoacidos

aparecen a continuacion.

497 aminoacidos

Mw: 53455,71 pl: 5,20

Composicion:
A 73 R 26 N 20 D 25 C 6
Q 27 E 29 G 41 H 7 I 15

L 52 K 16 M 7 F 20 P 23
S 26 T 18 W 9 Y 12 V 45

HinD posee homologia con una aldehido deshidrogenasa que interviene en la ruta
catabdlica de putrescina y de cadaverina en E. coli (PuuC) (Kurihara et al., 2009) y en P.
aeruginosa PAOL1 (Chou et al., 2008, 2013; Yao et al., 2011). Este tipo de deshidrogenasas se
ha caracterizado también en K. pneumoniae, observandose que reconoce un gran nimero de
substratos, entre los que se incluyen tanto aldehidos aromaticos como alifaticos
(valeraldehido, butiraldehido, isovaleraldehido, 3-hidroxipropionaldehido, propionaldehido y
acetaldehido) (Raj et al., 2010).

El alineamiento de las secuencias correspondiente a las enzimas anteriormente citadas

y HinD se muestra en la Figura 42.

HinD.PpU —-—--MYTLEFWQQRASDLYLPSQALINGKPVNAQDGATFAAINPATNTVLAQVAACGQAEV 57
PuuC.PpU -MTTLTRADWEQRAQQLKIEGRAFINGEYTDAASGETFECLSPVDGRFLAKVASCDLADA 59
PauC.Pa -MTTLTRADWEARAKDLKIEGRAFVNGEYSNAASGETFDCLSPVDGRFLAKVASCDLADA 59
PuuC.Ec -MNFHHLAYWQDKALSLAIENRLEFINGEYTAAAENETFETVDPVTQAPLAKIARGKSVDI 59
PuuC.Kp MMNEFQHLAYWQEKAKNLATETRLEINGEYCAAADNTTFETIDPAAQQTLAQVARGKKADV 60

ko ex * . o e e kKoo * * % . K * koo ook .
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Figura 42. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina HinD de P. putida U y de las aldehido
deshidrogenasas PuuC de P. putida U y de otros microorganismos tales como P. aeruginosa PAO1 (Pa), E. coli
(Ec) y K. pneumoniae (Kp). La zona de unidn (GXGXXXG) a NAD(P)" aparece subrayada En gris se indican
los motivos conservados 5 y 6 donde estan localizados los residuos de acido glutamico (E) y de cisteina (C)

presentes en el centro activo (indicados con una flecha). ElI motivo conservado 7 aparece sombreado en gris y

subrayado.
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En P. putida U, hay otra aldehido deshidrogenasa denominada PuuC, que tiene mayor
porcentaje de identidad con respecto a las enzimas PuuC de otros microorganismos que la
proteina HinD (Tabla 21). Este hecho sugiere que en P. putida U, PuuC es la enzima que
realmente participa en la degradacion de putrescina y cadaverina, mientras que HinD sera la

aldehido deshidrogenasa implicada en la ruta catabolica de histamina.

Tabla 21. Porcentajes de identidad entre las dos aldehido deshidrogenasas con respecto a las de los otros

microorganismos.

HinD.PpU 53% 49% 51% - 53%

PuuC.PpU 86% 59% 59% 53% -
Pa, P. aeruginosa PAO1; Ec, E. coli; Kp, K. pneumoniae; PpU, P. putida U.

Tras analizar la secuencia de aminoacidos de la proteina HinD se identifico un
dominio denominado Aldedh (de Aldehido deshidrogenasa), asi como diferentes motivos que
estdn muy conservados en otras ALDHs (Steinmetz et al., 1997; Larson et al., 2005). Este
dominio Aldedh, que comprende casi toda la proteina (desde el aminodcido 31 al 490), es
tipico de las proteinas pertenecientes a la familia de deshidrogenasas que utilizan aldehidos
como substratos y NAD(P)" como cofactor (Steinmetz et al., 1997; Larson et al., 2005). En
cuanto al sitio de union de la coenzima, se encontr6 en HinD una secuencia consenso tipica de
unién a NAD(P)" en ALDHs, GLGEQAG (la secuencia consenso es GXGXXXG, siendo X
cualquier aminoacido) (Hidalgo et al., 1991), que se extiende desde el aminoacido 220 al 226,
encontrandose entre el motivo 3 y motivo 4 en todas las ALDHs comparadas (Figura 42).
Ademas, en esta proteina se identificaron diez motivos presentes en este tipo de
deshidrogenasas bacterianas (Tabla 22) (Perozich et al., 1999; Jo et al., 2008), siendo los
motivos 5y 6 los mas importantes, ya que contienen los residuos de acido glutamico (E264) y
cisteina (C300), que forman parte del centro activo de la enzima (Figura 42) (Weretilnyk and
Hanson, 1990). Como se puede ver en la Figura 42 los primeros aminoacidos del dominio 7
no se conservan en todas las ALDHSs (Jo et al., 2008; Raj et al., 2010).
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Tabla 22. Secuencia consenso de los motivos conservados en las ALDHSs y localizacidn en la secuencia de

aminodcidos de HinD.

[PASTI-[WFI]-[NE]-[FYGALV]-[PTL] 164-PWNFP-168

% [APNCI]-[LIAMV]-[AVSLCIMG]-[ACTLMVGF]-G-
[NCDIJ-[TAVCSPG]-[VAIMFCLTGY]-[VIL]-
[LVMIWAFHCY]-[KH]-[PTVGHMS]-[ASDHP]-
[EPSADQGILT]

179-ALAAGNSVVLKPAE-192

B [GRKPWHSAY]-[FLEIVQNARMHK]-[PG]-
[PLAKDIEVSRF]-[GNDE]-[VLIAT]-[VLIFYAC]- 209-GVPEGVLNVV-218
[NGLQSHAT]-[VILYAQGEST]-[IVLMS]

4 [IVLGFY]-[SATMNLFHQJ-[FYLAJ-[TVIL]-G-[SGEN]-
[TSVRINDEPAQK]-[EAPRQGKTVNLDH]-[VTIASGM]- 238-LVFTGSTQVG-247
[GAFI]

5 [LAMFGS]-[ENLQF]-[LTMCAGI]-[GS]-[GA]-
[KNLMQSHIV]-[SNADC]-[PAHFTSWV]-
[CNLFMGIVAHST]-[IVLYFA]-[VIAMT]- 263-LECGGKSPNLVFENCQD-279
[FDLMHCANYV]-[DAESKPRNT]-[DSNTAEV]-
[ACVISTEY]-[DNLERA]

6 [FYVLMAJ-[FGYLRMDAQETWSVIKP]-[NHSTYFACI]-

[QASNHTCMG]-G-[QE]-[CRVITKSANDI-[CR] 293-FFNQGEVC-300

7 [GDTSKAC]-[YFNARTHCLSWV]-[FYLWVIS]-
[IVLFYM]-[QEAPKGRMYNHLSWYV]-[PA] 378-DNYIEPTIF-386
[TACHLMY]- [VIL]-[FLIVWN]

o

[EKTDRQGS]-E-[IVTLNFSP]-F-[GA]-[PS]-[VILCF] 398-EEVFGPV-404

9 [NRST]-[DNASEQTKRCGI]-[TSRVNALCQGIK]-
[EPDTGQIKVRFSHYNCL]-[YFKQVM]-[GPA]-[LNMV]-
[ASTGVQCF]-[AGSLTFC]-[AGYSCT]-[VILFAMS]- 421-NDSIYGLAASVWSDD-435
[FHWY IVLEM]-[TSAG]-[KRNSQTEAHDP]
[DNSILEAKT]

10 [PASW]-[FWYAHV]-[GTQS]-G-[FVYESNIMTAWRQ]-
[KGRN]-[MQARELNSKGHDPT]-[STM]-[GFLS]- 465-PFGGGKQSGFGR-476
[IFNTLMYGSHRVQ]-[GDNHRSY]-[RDPSAGKTE]

5.1.3.2. Gen hinE.

El gen hinE, que se transcribe en el mismo sentido que el gen hinA, codifica una
proteina HIinE que también posee homologia con ALDHS, concretamente, con a-cetoglutarato
semialdehido deshidrogenasas (CGSALDHSs). La masa molecular, el punto isoeléctrico, la
composicion, la secuencia y el ndmero de aminodcidos de esta enzima aparecen a

continuacion.
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MSIEHRLNHIAGQLSGNGDVLLNSVDAHTGEP 526 aminoacidos
LPYAFHQATGDEVEAAVQAADAAYPAYRSTSP
AQRAAFLDATANELDALGDDFIQHVMRETALP Mw: 55452.97 pl: 5,77

EARTIRGERSRTSNQLRLFAEVVRRGDFYAART
DRALPQRTPLPRPDLRQYRIGVGPVAVEGASN

FPLAFSTAGGDTASALAAGCPVVFKAHSGHML Composicion:
TAAHVAGAIDRAVASSGMPAGVENLIYGAGVG A 78 R 32 N 18 D 27 c 5
EALVKHPAIQAVGFTGSLRGGRALCDMAAARP 0 31 E 22 G 49 q 17 I 18
QPIPVFAEMSSINPVIVLPQALQARGEQVAGE

LAASVVMGCGOFCTNPGLVVGIQSPQFEHEFVQ L et B9 M 10 F 20 P 36
TLVAHMADQGPQTMLNAGTLRSYQONGVQHLLA S 25 T 23 w O Y 10 V 43

HPGIQHLAGQPHTGNQAQPQLFKADVSLLLNG
DPLLQEEVEFGPTTVVVEVADAEQLAEALRHLQ
GQLTATLIAEPDDLRAFASLVPLLERKAGRLL
LNGYPTGVEVSDAMVHGGPYPATSDARGTSVG
TLAIDRFLRPVCFQONYPDALLPDALKNANPLG
IARLLDGVNSRDAV

Las CGSALDHs son dependientes de NAD(P)" y catabolizan la conversion del
semialdehido del acido a-cetoglutarico a a-cetoglutarato. Se ha obervado que estas enzimas
participan en las etapas finales de las rutas metabdlicas de L-hidroxiprolina, de D-glucarato y

D-galactarato y de L-arabinosa (Watanabe et al., 2007).

Se han descrito que hay varios genes que codifican CGSALDHSs en el genoma de cada
microorganismo (Adams and Rosso, 1967; Watanabe et al., 2007). En P. putida U hay otros
dos genes que codifican dos proteinas pertenecientes a este tipo (CGSALDH2 y CGSALDH3)
ademas de hinE. Estos genes se encuentran en loci que codifican enzimas responsables de la
degradacion del galactarato (CGSALDH2.PpU) y de la prolina (CGSALDH3.PpU). El gen
ortdlogo de hinE en P. putida KT2440 se encuentra dispuesto de la misma manera que en P.
putida U, mientras que en P. aeruginosa PAOL esté rodeado de genes que codifican proteinas
cuyas funciones son desconocidas. El alineamiento de las secuencias de estas proteinas se

muestra en la Figura 43.

HinE.PpU -MSIEHRLNHIAGQLSGNGDVLLNSVDAHTGEPLPYAFHQATGDEVEAAVQAADAAYPAY 59
CGSALDH.KT -MSIEHRLNHIAGQLSGHGDVLLHSLDAHTGETLPYAFHQATGDEVEAAAQAAEVAYPSY 59
CGSALDH. Pa -MTAILGHNFIGGARSAAGTLFLQSLDAASGEALPYRFVQATPEEVDAAAEAAASAYPHY 59
CGSALDH2 . PpU --MPLTGYMLIGQTPVTGSREAIRGIDPATGQPLEPAYLGGTGEHVAQACALAWAAFDGY 58
CGSALDH3.PpU -MPEILGHNFIAGQRSAAGPQRLOSLDASTGEALPYSFAQATEAEVDQAAKAAAAAFAEF 59
CGSALDH. Sm MIFTPKGKHLVAGEWLDGAGTF----ASAPAHGPAHDFAVGTVELVNRACEAAEEAFWTY 56
FALDH.Vh = ——mmm——————— - MNPQTDNVEYATNAFTGEALPLAFPVHTEVEVNQAATAAAKVARDE 46

* * * * .
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HinE.PpU
CGSALDH.KT
CGSALDH. Pa
CGSALDH2.PpU
CGSALDH3. PpU
CGSALDH. Sm
FALDH.Vh

HinE.PpU
CGSALDH.KT
CGSALDH. Pa
CGSALDH2 . PpU
CGSALDH3.PpU
CGSALDH. Sm
FALDH.Vh

HinE.PpU
CGSALDH.KT
CGSALDH. Pa
CGSALDH2. PpU
CGSALDH3.PpU
CGSALDH. Sm
FALDH.Vh

HinE.PpU
CGSALDH.KT
CGSALDH. Pa
CGSALDH2 . PpU
CGSALDH3.PpU
CGSALDH. Sm
FALDH.Vh

HinE.PpU
CGSALDH.KT
CGSALDH. Pa
CGSALDH2 . PpU
CGSALDH3.PpU
CGSALDH. Sm
FALDH.Vh

HinE.PpU
CGSALDH.KT
CGSALDH. Pa
CGSALDH2.PpU
CGSALDH3. PpU
CGSALDH. Sm
FALDH.Vh

HinE.PpU
CGSALDH.KT
CGSALDH. Pa
CGSALDH2.PpU
CGSALDH3. PpU
CGSALDH. Sm
FALDH.Vh

RSTSPAQRAAFLDAIANELDALGDDFIQHVMRETALPEARIRGERSRTSNQLRLFAEVVR
RSTRPDOQRAAFLDATIASELDALGDDFIQDVMRETALPEARIRGERSRTSNQLRLFAEVVR
ROLPASRRAEFLDTIAAELDALDDDEVAIVCRETALPATRIQGERSRTSGQLRLFAEVLR
RETTLEQRAQFLETIATQIEALGDALIDRAVAESGLPKARIQGERGRTCTQLRTFARVVR
ROLAPARRAEFLDATAAELDELDDAFVAIVCRETALPAARIQGERGRTSGOMRLFAQVLR
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HinE.PpU RGTSVGTLAIDRFLRPVCFONYPDALLPDALKNANPLGIARLLDGVNSRDAV- 526
CGSALDH.KT RGTSVGTLAIDRFLRPVCFONYPDALLPDALKNANPLGIARLLEGVSSREAV- 526
CGSALDH. Pa RGTSVGTLAIDRFLRPVCYQONYPDAWLPEALKDGNPLGIARLVDGIVTRAAVA 527
CGSALDH2 . PpU RTTSVGTAAILRFLRPVCYQDFPNALLPQALQHGNPLOQLRRLLDGKREG—-—-—-- 525
CGSALDH3.PpU RGTSVGTLAIDRFLRPVCYQONYPQALLPEALRDGNPLGLRRLVNGQWSDEAT - 526
CGSALDH. Sm GATSVGTMSIRRFLRPVAYQONMPEDLLPEDFLG--—-—-———-————————————— 505
FALDH.Vh ASTSVGAEAIHRWLRPVAYQALPESLLPDSLKAENPLEIARAVDGKAAHS-—-— 510

Kk Kk kK . ek ke kK kK . % * . * Kk .

Figura 43. Alineamiento de las secuencias de aminoécidos de la proteina HinE y de las proteinas CGSALDHs
de P. putida U y de diferentes microorganismos: P. putida KT2440 (KT), P. aeruginosa PAQO1 (Pa), S. meliloti y
V. harveyi (Vh). La zona de union (GXGXXXG) a NAD(P)" aparece subrayada. La secuencia de los motivos
donde figuran los residuos de acido glutdmico y cisteina (sefialados con una flecha) estdn sombreados en gris.

Los residuos que participan en la unién a NADP* se indican con l

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina HinE permitio identificar el
dominio Aldedh que comprende casi toda la proteina (desde el aminoacido 24 hasta el 466)
que es tipico de las proteinas pertenecientes a la familia ALDHSs que utilizan aldehidos como
substratos (Steinmetz et al., 1997; Larson et al., 2005). Los dominios donde se encuentran el
acido glutdmico (E264) y la cisteina (C301) que forman parte del centro activo se conservan

en todas las secuencias comparadas (Figura 43) (Weretilnyk and Hanson, 1990).

En cuanto al sitio de unién de la coenzima se encontrd una secuencia consenso tipica
de union a NAD(P)*, que se extiende desde el aminoacido 207 hasta el 213 (SSGMPAG),
aunque hay una variacion, ya que la primera glicina es una serina en la proteina HinE (Figura
43). Otros residuos de gran importancia, y que se han observado en una aldehido
deshidrogenasa (FALDH) que oxida aldehidos alifaticos para dar &cidos grasos en V. harveyi,
son una lisina (K172), una treonina (T175) y una arginina (R210), los cuales en esta enzima
interactian con el grupo fosfato y el grupo hidroxilo del NADP" por medio de puentes de
hidrogeno (Watanabe et al., 2007). La lisina esta conservada en HinE (K185), encontrandose
presente en todas las ALDHs, tanto NAD" como NADP® dependientes. Sin embargo, la
treonina es un aminodcido que esta Unicamente presente en las ALDHs dependientes de
NADP", pudiendo ser una serina tal como ocurre en HinE (S188). La arginina no aparece en
HinE, aungue si se encuentra en la secuencia de aminoacidos de la proteina CGSALDH2 de
P. putida U y de la proteina de S. meliloti (Watanabe et al., 2007; White et al., 2012;
Buchhaupt et al., 2013). De esta manera, podria sugerirse que HinE es una ALDH
dependiente de NADP”, mientras que HinD seria una ALDH dependiente de NAD™ porque en

su secuencia de aminoacidos solo esta presente la lisina (K189).

174



RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.3.3. Disrupcion de los genes hinD y hinE.

El analisis de secuencia de HinD y HinE podria sugerir que estas proteinas eran las
responsables de llevar a cabo la oxidacion del ImAdh (producto de la desaminacion de
histamina generado por la enzima HinC) a ImMAA. Con el fin de determinar si estos dos ORFs
estaban implicados en la degradacion de histamina en P. putida U, se llevd a cabo su
disrupcion, mediante recombinacion homdloga, usando para ello una construccion que
contenia en el vector pK18::mob, un fragmento interno del gen (bien del gen hinD o hinE).
Para la elaboracion de la construcciéon hinD::pK18::mob, se amplificé un fragmento de este
gen (Tabla 23) y se cloné en el plasmido por medio de los cortes enzimaticos BamHI/EcoRl.
A continuacién, mediante una conjugacion triparental, se obtuvo el mutante P. putida U
AhinD::pK18::mob. EI mismo proceso se siguio para disrumpir el otro gen (hinE). Primero se
amplificé un fragmento interno del gen hinE mediante PCR (Tabla 24), y a continuacion se
clond en el plasmido pK18::mob mediante los cortes enzimaticos BamHI/EcoRI. Una vez se
obtuvo esa construccién, se introdujo en P. putida U mediante conjugacion triparental,

obteniéndose la cepa P. putida U AhinE::pK18::mob.

Tabla 23. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados para la amplificacion de un fragmento interno del gen
hinD.

Nom .

g pre del Secuencia
Primer

HinD.Dis.F CCGGATGTGGATTGCCTGGTGTTC

HinD.Dis.R CGGCCCGAACACTTCCTCCC

Tabla 24. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de un fragmento interno del gen
hinE.

Nombre del .
Primer Secuencia
HinE.Dis.F GCACGAAATGCTCGAATTGCGGCGACTGG
HinE.Dis.R ACCTGCGCCAGTACCGCATCGGCGTC

El mutante P. putida U AhinE::pK18::mob no tenia alterada su capacidad para asimilar
histamina ya que crecia bien en MMh (Figura 44). Este hecho ponia de manifiesto que este

ORF no codificaba ninguna proteina esencial para el catabolismo de este compuesto.
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En cambio, el mutante disrupto afectado en el gen hinD, P. putida U
AhinD::pK18::mob si tenia alterada su capacidad en la degradacién de histamina, retrasandose
en su crecimiento cuando se cultivaba en MMh a diferencia de lo que se observaba en el otro
mutante disrupto, P. putida U AhinE::pK18::mob (Figura 44). La incapacidad del mutante P.
putida U AhinD::pK18::mob para desaminar la histamina como la cepa control se debia a la
alteracion por disrupcion de la secuencia del gen hinD, que impedia de este modo su correcta
expresion y no a un efecto polar que impidiera la expresion de otro gen situado corriente
abajo, ya que el siguiente gen (codifica un receptor de sidero6foro) se expresa en sentido

contrario al gen hinD.

Estos dos mutantes disruptos presentan la misma cinética de crecimiento que la cepa
de P. putida U control cuando se cultivaron en MM suplementado con otras fuentes de

carbono (histidina 10 mM o ImAA 10 mM) (Figura 44).

Abs (540 nm)

T T T T T T T T T T T T
4] 10 20 30 40 50 60 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 44. Curvas de crecimiento (medidas como Absssnm) de la cepa P. putida U control (e), del mutante
disrupto P. putida U AhinD::pK18::mob (o) y del mutante disrupto P. putida U AhinE::pK18::mob ('¥) cuando
se cultivaban en MM suplementado con: (A) histamina 10 mM; (B) ImAA 10 mM y (C) histidina 10 mM

Estos resultados nos permiten concluir que: (i) el gen hinD codifica una aldehido
deshidrogenasa responsable de llevar a cabo la oxidacion del ImAdh (producto de
desaminacion de la histamina generado por accion de la proteina HinC) a ImMAA vy (ii) el gen
hinE no contiene informacién codificante para ninguna proteina implicada en la degradacion
de histamina, o que la funcion desempefiada no es esencial en dicho proceso catabdlico,

pudiendo ser que supliera, cuando se requiriese, a HinD.
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5.1.4. Regulacion de la ruta hin.

5.1.4.1. Gen hinB.

En otros siete mutantes diferentes a los anteriores y que tampoco degradaban
histamina, el transposon Tn5 se habia insertado en el gen hinB. Todos ellos los
denominaremos genéricamente como P. putida U AkinB::Tn5. El gen hinB se encuentra
situado entre los genes hinA y hinC. La identificacion del punto de insercion en estos
mutantes afectados en este gen se muestra en la Tabla 25. Hay un punto en la secuencia de
este gen (posicion 3626) en el que la frecuencia de insercion del transposon es mas elevada ya
que como puede comprobarse, el Tn5 se ha integrado tres veces (mutantes 52, 56 y 57)
(Tabla 25).

Tabla 25. Descripcion de la secuencia en la que se ha insertado el transposén Tn5 en los mutantes afectados en
el gen hinB (P. putida U AhinB::Tnb).

Mutante
+2 v T N Q L L S E Q W F E H L A K Vv T E
6 3376 CAGGCCCACAG. Tn5 .TGACTAATCAATTGCTTTCAGAACAGTGGTTCGAGCACCTGGCCAAGGTCACCGA
GTCcCcGeeTaTCH B CTGATTAGTTAACGAAAGTCTTGTCACCAAGCTCGTGGACCGGTTCCAGTGGCT

Mutante
+2 K L D A H T R E L Y G R I T P W V L A V L S
22 3826 CAAGCTGGATGCACACACCCGCGAGC- Tnb5 .TGTACGGGCGCATCACGCCTTGGGTGCTGGCGGTGCTGAG
GTTCGACCTACGTGTGTGGGCGCTCG‘ .ACATGCCCGCGTAGTGCGGAACCCACGACCGCCACGACTC

Mutan
Uta te +2 Y G L F E V A P D H F E V S E Y Y O S F Y R
25 3676 CTATGGGT- Tnb5 .TGTTCGAAGTGGCACCCGACCATTTCGAGGTCAGCGAGTATTACCAGTCGTTCTACCG
caTACccAE M) CAAGCTTCACCGTGGGCTGGTAAAGCTCCAGTCGCTCATAATGGTCAGCAAGATGGC
Mutan

Uta te +2 S R Y L S G F Y L L D P F Y G A C V E Q VvV A
52,!56, 3601 CAGCCGCTACTTGTCCGGCTTCTACCTGCTCGACCC- Tnb5 .GTTCTACGGTGCCTGTGTGGAGCAGGTAGC
57 GTCGGCGATGAACAGGCCGAAGATGGACGAGCTGGCH BCAAGATGCCACGGACACACCTCGTCCATCG

Mutante
+2 S R Y L S G F Y L L D P F Y G A C V E Q VvV A
55 3601 CAGCCGCTACTTGTCCGGCTTCTACCTGCTCGACCCGTTCTACGG Gy Tnb5 m{GCCTGTGTGGAGCAGGTAGC
GTCGGCGATGAACAGGCCGAAGATGGACGAGCTGGGCAAGATGCCH M) CGGACACACCTCGTCCATCG

El nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero de nucleétidos de la secuencia

de la Figura 31.

Con el fin de determinar si los mutantes afectados en este gen recuperaban su funcion
original, se procedio a la clonacion del gen en trans siguiendo el mismo protocolo que con los

genes anteriores. Para ello, el gen hinB de P. putida U fue amplificado mediante PCR (Tabla
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26) y transformado en el plasmido replicativo pMC mediante los cortes de restriccion
Apal/Xbal. El plasmido recombinante se transfirio a los mutantes P. putida U AhinB::Tn5
mediante conjugacién triparental.

Tabla 26. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la clonacion en trans del gen hinB en el mutante P.
putida U AhinB::Tn5

Nombre del .
. Secuencia
Primer
HinB.F TTGGCGCAGGGATGCGCGGCGGTGTC
HinB.R TTGCCCTCGCTGTCCCACAGGTGCAGGC

A pesar de que el gen clonado se expresaba en trans, la cepa recombinante P. putida U
AhinB::Tn5 pMChinB no era capaz de crecer en MMh (Figura 45), lo que indica que la
construccion pMChinB no revertia la funcién metabolica perdida. Este hecho pudiera ser
debido a que el gen hinB pertenece a una unidad transcripcional formada por diferentes genes,
los cuales no se expresan debido al efecto polar de la insercion del transposon Tn5. En tal

caso, la expresion del gen hinB no podria revertir la funcién perdida.

Para intentar revertir la funcion, se procedié a expresar el cluster hinl (Figura 31),
que contenia, ademas del gen hinB, los genes hinA, hinC, hinD y hinE. Para ello, se procedid
a amplificar el gen hinE mediante PCR (Tabla 27). El producto de amplificacion se cloné por
medio de los cortes enzimaticos EcoRI/BamHI en el plasmido pK18::mob. Posteriormente, a
través de la conjugacion triparental se llevo a cabo la recombinacion de la construccion
obtenida en el genoma de P. putida U, y una vez conseguido, se digirié el DNA totalmente
con la enzima de restriccion Nhel. A continuacion, mediante una reaccion de religacion se

obtuvo la construccion pK18::mobhinl.

Tabla 27. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la obtencion de la construccion del pK18::mobhinl.

Nombre del

. Secuencia Modificaciones
Primer

C.hinl.F CGGAATTCCGATCCGCATTGCGCAGGACCCGGTG | EcoRl

C.hinl.R CGGGATCCCGGGCGGTGGTCAAGCACTATCTGGTC | BamHI

Una vez obtenida la construccion pK18::mobhinl, por medio de una conjugacion

triparental, ésta se transfirio al mutante P. putida U AiinB::Tn5. La cepa recombinante
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generada, P. putida U AhinB::Tn5 pK18::mobhinl, recuperaba la capacidad para crecer en
MMh (Figura 45), lo que indicaba que: (i) se habia restaurado la funcién metabdlica perdida
y (ii) el defecto de hinB solo puede ser compensado mediante la expresion de los genes

pertenecientes al cluster hinl.

Abs (540 nm)

0,2 et
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T
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Figura 45. Curvas de crecimiento (medidas como Absss,m) de la cepa P. putida U control (e), de P. putida U
AhinB::Tn5 pMChinB (o), de P. putida U AhinB::Tn5 pK18::mob (A) y de P. putida U AhinB::Tn5
pK18::mobhinl ('¥) cuando se cultivaban en MM suplementado con: (A) histamina 10 mM; (B) IMAA 10 mM y
(C) histidina 10 mM.

A continuacion, se indica el peso molecular, el punto isoeléctrico, la secuencia, la

composicion y el nimero de aminoacidos de la enzima HinB.

280 aminoacidos

Mw: 31361.5

pl:

Composicion:
A 28 R 15 N 9 D 13 C 4
Q 13 E 20 G 19 H 10 I 12
L 36 K 10 M 2 F 15 P 11
S 20 T 11 W 3 Y 13 vV 6

HinB tiene homologia con proteinas anotadas como reguladores de tipo LuxR. Estos

reguladores se dividen en dos grupos principales: los reguladores que pertenecen al sistema
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sensorial de dos componentes, que son activados por fosforilacion (por ejemplo FixJ de S.
meliloti), y los reguladores que son activados por medio de union a un autoinductor tal como,

la N-acilhomoserina lactona (De Bruijn and Raaijmakers, 2009).

Basados en analisis del dominio N-terminal, la familia LuxR se puede dividir en, al
menos, 4 grupos: FixJ, LuxR, LuxR de union a ATP y reguladores de tipo LuxR con dominio
efector autbnomo (Balasubramanian et al., 2013). Los reguladores de la familia LuxR tienen
una estructura caracteristica, un médulo C-terminal especifico de sitios de unién a DNA y un

dominio N-terminal de unién a autoinductores (Chen and Xie, 2011).

Cuando se compara LuxR (HinB) con sus homologos (Figura 46) se observo que
habia muy pocos residuos que estuviesen presentes en todas las secuencias analizadas,
concretamente, siete (Y48, W66, D83, P84, E206, G216, G227) (Whitehead et al., 2001).
HinB esta bastante conservado en otras cepas de P. putida, tales como P. putida BIRD1, P.
putida S16 y P. putida KT2440, donde el porcentaje de identidad es del 99%. También el
grado de identidad es alto (99%) cuando se compara con el regulador LuxR de
Stenotrophomonas rhizophila. Sin embargo, cuando se comparan con reguladores de este tipo
presentes en otros microorganismos (Tra de Agrobacterium tumefaciens; LuxR de Vibrio
fischery; SpnR de Serratia marcescens y CarR de Pectobacterium carotovorum) los
porcentajes de identidad son del 20%, 19%, 13% y 17%, respectivamente. La zona mas
caracteristica y responsable de la unién con autoinductores es DPFY, y estd comprendida
entre el aminoacido 83 y 86 (Figura 46) (Shadel et al., 1990; Chen and Xie, 2011).

HinB --VINQLLSEQWFEH---—-———=—=—=———-—————— LAKVTEAIGRPGFAANLFAALGVIRPI 40
Sr --MTNQLLSEQWFEH----———-—-—————-————— LAKVTEAIGRPGFAANLFAALGVIRPI 40
Sl6 —--MTDQLLSQOWFEH---—-———=—=—=————=————— QAKVTEAIGRPGFAATLFAALGVIRPI 40
BIRD1 --MTNQLLSAQWFEH----—————————————— QOAKVTEAIGRPGFAASLFAALGVIRPI 40
KT --MTNQLLSEQWFEH---—-————=—=—=———————— QAKVTEAIGRPGFAASLFAALGVIRPI 40
TraR —-—==————- MOHWLDKLTDLTAIE-SDQCTLEDALAGLAEQIGFGGYAYL-——-—-——— NIQPG 45
VE MNIKNINANEKIIDKIKTCNNNKDINQC-LSEIA----KIIHCEYYLFAII-YPHSIIKP 54
Spnk = === MFSAFNENQTITET-LREYIDRKLSSFGRLEYAYT---VVSKKNPS 42
CarR === MDHE-IHSFIKRKLKGVGDVWESYF---MMSKNSTS 32
HinB QATTVYLYPHDGMPCALFEQDDKAPWQPEGNVSRYLSGFYLLDPFYGACVEQVASGCYGL 100
Sr QATTVYLYPHDGMPCALFEQDDKAPWQPEGNVSRYLSGFYLLDPEYGACVEQVASGCYGL 100
S16 QATTVYLYPHDGMPCALFEQDDKAPWQPEGNVSRYLSGFYLLDPFYGACVEQVESGCYGL 100
BIRD1 QATTVYLYPHDGMPCALFEQDDKAPWQPEGNVSRYLSGFYLLDPEFYGACVEQVESGCYGL 100
KT QATTVYLYPHDGMPCALFEQDDKAPWQPEGNVSRYLSGFYLLDPFYGACVEQVESGCYGL 100
TraR HVRAITNYH---—-——————-—-——— PEWQSV----YFERNYSALDPVVKRAKSMKRTFTWAS 87
VE DVSIIDNYP-————————————— EKWRKY----YDDAGLLEYDPVVDYSKSHHSPINWNV 96
SpnR DVLIVSTYS-—-=-=-=-=-———————- DEWVEL----YRTNNFQLTDPVILTAFRRTSPFAWDE 84
CarR QPYIISNYP-————————————— EAWMKE----YIKKEMFLSDPIIVASLARITPFSWDD 74

* * * * .
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HinB
Sr
516
BIRD1
KT
TraR
i
SpnR
CarR

HinB
Sr
S16
BIRD1
KT
TraR
A\
SpnR
CarR

HinB
Sr
516
BIRD1
KT
TraR
A\
SpnR
CarR

HinB
Sr
S16
BIRD1
KT
TraR
A%
SpnR
CarR

FEVAPDHFEVSEYYQSFYRH---SHLEDELNYILQVAPGQSLAVSLAFTDKLDA-HTREL
FEVAPDHFEVSEYYQSFYRH---SHLEDELNYILQVAPGQSLAVSLAFTDKLDA-HTREL
FEVAPDHFEVSEYYQSFYRH---SHLEDELNYILQVAPGQSLAVSLAFTDKLDG-QTRAL
FEVAPDHFEVSEYYQSFYRH---SHLEDELNYILQVAPGQSLAVSLAFTDKLDG-QSRTL
FEVAPDHFEVSEYYQSFYRH---SHLEDELNYILQVAPGQSLAVSLAFTDKLDG-QSRTR
EQEGS---RLSKPERSFYAHAADFGIRSGITIPIKTANGSMSMFTLASEKLTID-LDREI
FEKK----TIKKESPNVIKEAQESGLITGFSFPIHTASNGFGMLSFAHSDKDI--YTDSL
NITL----MSDLKFTKIFSLAKHYNIVNGFTFVLHDHMNNLTLLSVIIANNEQGELEARL
NDIV----TLRAKNQDVFISSVQHDISSGYTEFVLHDHDNNVATLSIANH-LEDANFEKCM

Y----GRITPWVLAVLSKHFAGLDSRAARFENILEQRIHAALNNFGSSLLTERECRIAQL
Y----GRITPWVLAVLSKHFAGLDSRAARFENILEQRIHAALNNFGSSLLTERECRIAQL
F----ARITPWVLAVLSKHFAGLDSRAGRFENILEQRIHAALNNFGSSLLTERECRIAQL
F-—-—--GLITPWVLAVLGKHFAGLDSRAGRFENILEQRIHAALNNFGSSLLTERECRIAQL
F----GLITPWVLAVLGKHFAGLDSRAGRFENILEQRIHAALNNFGSSLLTERECRIAQL
DAVAAATA--—-V—-—————— AQLHARI-—————- AF-LOARPSAENAAYLDPKEAAYLKW
F-LHASTNVPLML------- PS-——----——- LVDNYQKINTTRKKSDSILTKREKECLAW
T-FE-RGAIQILL-—-—-—-——-— IDINEQMYCFAGTSSSGRQRHHMDRVKPIFTPRENEVLYW
K-NH-ENDLOMLL---—---- VNVHEKVMAYQRAINDQD-NPPDNSRNALLSPRETEVLFL

.k

ILRGHSTKSLAERLGVSEDTIKSHRKNVYAKLDIGTQSELFSLEIDALANAQGVLGKDPL
ILRGHSTKSLAERLGVSEDTIKSHRKNVYAKLDIGTQSELFSLEFIDALANAQGVLGKDPL
ILRGHSTKSLAERLGVSEDTIKSHRKNVYAKLDIGTQSELFSLEFIDALANAQGVLGKDPL

ILRGHSTKSLAERLGVSEDTIKSHRKNVYAKLDIGTQSELFSLEFIDALANAQGVLGKDPL
ILRGHSTKSLAERLGVSEDTIKSHRKNVYAKLDIGTQSELFSLEFIDALANAQGVLGKDPL
IAVGKTMEEAADLEGVKYNSVRVKLAETKKRFDVHTTTHLTALVIRRNL-—-—-—--— I-——-
ASEGKSTWDISKILGCSERTVTFHLTNTOMKLNTTNRCQSISKAILTGA-———— INCPYL
SSMGKTYGDIAATAGISISMVKFHMGNIVSKLGVSNARQAIRLGVELEL-———— IKRQRA
VSSGRTYKEVSRILGISEVTVKFHINNSVRKLDVINSRHAITKALELNL-—-——-- FHSPCE
* e . . * . . . .. . .
ESYMGKLR-- 280
ESYMGKLR-- 280
ESYMGKLR-- 280
ESYMGKLR-- 280
ESYMGKLR-- 280
—————————— 234
KN---——-—-- 250
R-=—=—————- 247

PVVMKHMDAR 244

156
156
156
156
156
143
150
140
129

212
212
212
212
212
184
193
191
179

272
272
272
272
272
234
248
246
234

Figura 46. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina HinB de P. putida U y de la proteinas:
LuxR de P. putida KT2440 (KT), de P. putida S16 (S16), de P. putida BIRD1 (BIRD1), de Stenotrophomonas

rhizophila (Sr), de Vibrio fischery (Vf); TraR de Agrobacterium tumefaciens; SpnR de Serratia marcescens y

CarR de Pectobacterium carotovorum. El motivo conservado responsable de la unién con autoinductores

aparece sombreado en gris.

responsable de la union a DNA en procariotas. Esta formado por dos hélices o unidas por
cuatro residuos, encontrandose un residuo de glicocola en la segunda posicion (Figura 47).
La segunda hélice o se denomina de reconocimiento porque determina la especificidad.

Ademas, es necesaria una tercera hélice o para estabilizar esta estructura (Figura 47)

(Huffman and Brennan, 2002).
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Figura 47. Identificacion en la secuencia de aminoacidos de HinB de las tres hélices a (B, C y D) y del residuo
de glicocola (A, punto rojo). (IZQUIERDA) Representacion tridimensional del regulador con el programa
swissmodel donde se muestran las dos hélices o (B y C) correspondiente al motivo de unién hélice-vuelta-hélice,
con el residuo de glicocola (A, punto rojo) entre ambas hélices, y a continuacion una tercera hélice o (D);

(DERECHA) Parte de la secuencia donde se localizan las tres hélices a y la glicocola.

Los genes regulados por LuxR se dividen en tres clases en funcion de su afinidad. La
clase | tienen baja afinidad por LUxR, requiriéndose altas concentraciones de reguladores. Los
genes de la clase Il necesitan un nivel intermedio de LuxR, mientras que genes de la clase IlI
requieren baja concentracion de LuxR ya que sus promotores tienen una alta afinidad por
LuxR (Chen and Xie, 2011).

A la hora de estudiar que genes podria regular la enzima codificada a partir del gen
hinB, lo primero que se observd, es que el mutante P. putida U AkinB::Tn5 tiene afectado

considerablemente (11%) la capacidad de transporte de histamina (Tabla 28).

Tabla 28. Estudio del transporte de histamina en el mutante que tiene afectado el gen que codifica el
transportador (P. putida U Ahind::Tn5) y en el mutante afectado en el gen que codifica el regulador LuxR (P.
putida U AhinB::Tn5) cuando se cultivaban en MMHS.

P. putida U AhinA::Tn5 5%
P. putida U AhinA::Tn5pMChinA 98%
P. putida U AhinB::Tn5 11%
P. putida U AhinB::Tn5 95%
pK18::mobhinl

El 100% del transporte equivale a 180 pmoles/min.
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Estos resultados sugieren que este regulador afecta al transportador por dos razones: la
primera es que se encuentra al lado del gen que codifica un transportador, expresandose en
sentido contrario, y en segundo lugar porgue en el estudio de la toma de histamina (Tabla
28), el transporte en el mutante con el Tn5 insertado en el gen hinB (P. putida U AkinB::Tnb5),
al igual que ocurre en el mutante P. putida U AhinA::Tn5, estd muy afectado. Estos datos nos
permiten proponer que HinB actia como un activador de HinA y probablemente de los genes

incluidos en el cluster hinl.

Esta hipdtesis de corrobord al comprobar que para revertir la funcion perdida en el
mutante P. putida U A#hinB::Tn5, era necesario expresar una contruccion donde se
encontrasen otros genes, tales como hinA, hinC y hinD, lo que ponia en evidencia, que el
regulador ejercia su efecto sobre dichos genes. Por esta razon, el siguiente abordaje
experimental que se llevo a cabo consistio en estudiar la expresion mediante PCR-RT de esos
genes (ver Materiales y Métodos). En la Figura 48, se observa como el mutante P. putida U
AhinB::Tn5, tiene afectada su propia expresion (hinB) y que la ausencia de este gen afecta a la
expresion del resto. Por tanto, este regulador ademés de actuar sobre el gen que codifica el
transportador (hinA), como ya se habia visto, ejerce una regulacion sobre hinC y hinD, que se
encuentran en el cluster hinl. Ademas, la interrupcion del gen hinB también afecta a la
expresion de otros genes (dadA y coxB) localizados en otros clusters y que también estan

implicados en el catabolismo de histamina (ver mas adelante) (Figura 48).

1.0 4
Q Figura 48. Estudio de la expresion de los genes hinA, hinB,
E el
.2 hinC, hinD, dadA y coxB en P. putida U (barras negras) y en el
&
g 08 1 mutante P. putida U AhinB::Tn5 (barras grises).
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&
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5.1.5. Analisis comparativo de otros posibles cluster hinl presentes en diferentes

microorganismos.

El cluster hinl de P. putida U est4 constituido por un cassette catabolico de 7,3 kb.
Otros probables clusters homologos han sido encontrados en otros microorganismos,
principalmente, de especies pertenecientes a Pseudomonas. En las cepas P. putida KT2440 y
P. putida S12, la organizacion de los genes no varia respecto a la descrita en P. putida U
(Figura 49).

En P. aeruginosa PAOL, los homologos de los genes hinC y hinD estan separados por
el gen pa0220 que codifica un transportador de la familia APC, familia a la que corresponde
el transportador de histamina. Sin embargo, el gen que codifica el transportador que posee

mas grado identidad con el hinA es el gen pa0322 (Figura 49).

En P. fluorescens NZ007, la organizacion de los genes es algo distinta. Los genes
homologos a hinB, hinC, hinA y hinD se encuentran en un cluster, mientras que en otro lugar
del genoma se encuentra el gen homologo de hinE. Otra diferencia, es el orden y la
orientacion de los genes, que difiere con respecto a la organizacion en P. putida U (Figura
49).

En Stenotrophomonas rhizophila, se ha observado que la organizacion de los genes es
idéntica a la descrita en P. putida U. Mientras que en Raoultella ornithinolytica B6 no se
encuentra un gen hémologo a hinB dentro del cluster hinl. Unicamente estan presentes los
genes homologos de hinC y hinD, que se encuentran contiguos. En otras enterobacterias como
E. coli, no se hallan genes homologos a los del cluster hinl, siendo los mas parecidos los
genes involucrados en la degradacion de putrescina (anotados en P. putida como puuP y

puuC) y de los cuales hemos hablado.

Tras la comparacion del cluster hinl (o equivalentes) en diferentes
microorganismos, cabe concluir que los genes homologos de hinC y hinD siempre se
encuentran adyacentes (o con un gen por medio), lo que sugiere que las enzimas HinC y HinD
son las que catalizan la reaccién de transaminacién de la histamina, y la posterior oxidacion

del aldehido precursor del ImMAA.
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P. putida U —_
hinE hinA hinB hinC hinD
P. putida KT2440 —
pp_2585 pp_2586 pp_2587 pp_2588 pp_2589
P.putida $12 G am- =) -
rppx_rs2 rppx_rs2 rppx_rs2  rppx_rs2 rppx_rs2
0145 0150 0155 0160 0165
P. aeruginosa PAO1 - —_ -
pa0219 pa0220 pa0221 pa0322 pa2217 pa2591
P. fluorescens N _
NZ007
pflnz007_ pflnz007_ pflnz007_ pflnz007_ pflnz007_
rs0100670 rs0100675 rs0100680  rs0100685 rs01212
Stenotrophomonas
rhizophila
as889 as889 as889 as889 rs 5889
rs0114 rs01140 rs01135 01130 R501125
Raoultella
ornithinolytica B6
rorb6 _ rorb6 _ rorb6 _ rorb6 _
09550 15480 22250 22255

Figura 49. Comparacion del cluster hinl implicado en el transporte y desaminacién de la histamina, y su
posterior oxidacion en P. putida U con otros probables clusters hinl identificados por homologia de secuencia en
otros microorganismos. Los genes son nombrados como estan anotados en la base de datos NCBI. El color
indica el gen con el que tienen mas grado de identidad: rojo (hinE), azul (hinA), amarillo (hinB), verde (hinC),
naranja (hinD). Las referencias de las secuencias son: P. putida KT2440 (Z_LT799039), P. putida S12
(NZ_CP009974.1), P. aeruginosa PAOl1 (NC_002516.2), P. fluorescens (NZ_AKBR01000012),
Stenotrophomonas rhizophila (NZ_LNNI01000002), Raoultella ornithinolytica B6 (CP004142).
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5.2. Organizacion genetica del cluster dad.

Algunos mutantes aunque eran incapaces de degradar histamina cuando se cultivaban
en MMh, si lo hacian cuando se afiadia al cultivo otra fuente de carbono precursora de
piruvato. El analisis del punto de insercion del transposén Tn5 revelé que en todos estos

mutantes se encontraba en un fragmento de DNA que constituye el cluster dadRAX (Lobocka

etal., 1994; He et al., 2011).

A continuacion, se muestra la secuencia de nucleétidos del cluster dadRAX formado

por los genes dadR, dadA y dadX, asi como la secuencia de aminoécidos de las proteinas que

codifican (Figura 50).

526

+3
601

+3
676

+3
751

+3
826

+3
901

ACAACCCGGCAGGTGCTGGTCTAGCCTCAGTCCGGGATCGGCAGGCAGAGGCTTTCCTTCACCTCTTCCATCACG
TGTTGGGCCGTCCACGACCAGATCGGAGTCAGGCCCTAGCCGTCCGTCTCCGAAAGGAAGTGGAGAAGGTAGTGC
I p p I P L CL S E K V E E MV

ATGTAGCTCTTCGATTCGCGCACGTGCGGCAGCTTCAGCAAGATGTCGCCAAGCAGCTTGCGGTACGACGCCATC
TACATCGAGAAGCTAAGCGCGTGCACGCCGTCGAAGTCGTTCTACAGCGGTTCGTCGAACGCCATGCTGCGGTAG
I ¥y s K s E R V H P L K L L I D G L L K R Y S A M

TCCGAAATGCGCGCCTTCACCAGGTAGTCGAAGTCACCTGACACCAGGTGGCATTCCAGCACGTGGGGCAGCTTC
AGGCTTTACGCGCGGAAGTGGTCCATCAGCTTCAGTGGACTGTGGTCCACCGTAAGGTCGTGCACCCCGTCGAAG
E s I R A K VL Y D F D G S V L H CE L V H P L K

AAGACCGCGCGGCGGAACTCCTCGAAGGTGTCGCCCGACTTGTAGTCCAGGCTGATTTCCACGAACACCAGCAGG
TTCTGGCGCGCCGCCTTGAGGAGCTTCCACAGCGGGCTGAACATCAGGTCCGACTAAAGGTGCTTGTGGTCGTCC
L v AR R F EE F TD G s K Y DL s I E V F V L L

CTGCCCTTGAGGTGCTGCGGGTTCAGACGGGCGTTGTAGCCCATGATGATGCCCTCGCGCTCCAGGCGGCGAACC
GACGGGAACTCCACGACGCCCAAGTCTGCCCGCAACATCGGGTACTACTACGGGAGCGCGAGGTCCGCCGCTTGG
s G K L. H Q P N L R A N Y G M I I G E R E L R R V

CGCTCGGTGCAAGGGGTGGTGGACAGCCCAACTTTCTCGCCCAGTTCGGTGAAGGAAATACGCCCGTCATTCTGC
GCGAGCCACGTTCCCCACCACCTGTCGGGTTGAAAGAGCGGGTCAAGCCACTTCCTTTATGCGGGCAGTAAGACG
R E T C&Ppp T T S L GV K E G L E T F S I R G D N Q

AGGATCCGCAGGATGTTACGGTCGATCTTGTCCAGTTCACGCTTGCTCTGGTGCTGGGTTCTCATAGGGGATGCC
TCCTAGGCGTCCTACAATGCCAGCTAGAACAGGTCAAGTGCGAACGAGACCACGACCCAAGAGTATCCCCTACGG
L I R L I N R D I K D L E R K S Q H O T R M DadR

CCTCCGTGAAAGGCGATTTTGCCGAGAATTCTCGCCAATAATAGGCTTTTATATAGTGAATTGCACTGGTCTCAA
GGAGGCACTTTCCGCTAAAACGGCTCTTAAGAGCGGTTATTATCCGAAAATATATCACTTAACGTGACCAGAGTT

DadA M
ATTCCTATACTGCGCCCATTCATGCCATATCAATAAAAGTCTGCGGCGTGCCGCGTGTGAGGGATATAACGATGC
TAAGGATATGACGCGGGTAAGTACGGTATAGTTATTTTCAGACGCCGCACGGCGCACACTCCCTATATTGCTACG

R v L vL. G S GV I G TASAY Y L A R Q G F E V
GAGTTCTGGTACTTGGTAGCGGTGTAATCGGAACCGCCAGTGCCTACTACCTGGCCCGGCAAGGTTTCGAAGTGA
CTCAAGACCATGAACCATCGCCACATTAGCCTTGGCGGTCACGGATGATGGACCGGGCCGTTCCAAAGCTTCACT

T v v D R Q P A V A M E T S F A NA G Q I s P G Y
CGGTGGTCGACCGCCAGCCGGCGGTGGCCATGGAAACCAGTTTTGCCAACGCCGGCCAGATCTCGCCCGGCTATG
GCCACCAGCTGGCGGTCGGCCGCCACCGGTACCTTTGGTCAAAACGGTTGCGGCCGGTCTAGAGCGGGCCGATAC

A S P W A A P GV P L KA TI KWL L E R H A P L A
CCTCGCCCTGGGCCGCCCCAGGCGTGCCGCTGAAGGCCATCAAGTGGCTGCTGGAGCGCCACGCTCCCCTGGCCA
GGAGCGGGACCCGGCGGGGTCCGCACGGCGACTTCCGGTAGTTCACCGACGACCTCGCGGTGCGAGGGGACCGGT

I K L. T 6 D V D Q ¥ L W M A O M L R N C T A S R Y

TCAAGCTCACCGGCGACGTCGACCAGTACCTGTGGATGGCACAGATGCTGCGCAACTGCACCGCCAGCCGTTACG
AGTTCGAGTGGCCGCTGCAGCTGGTCATGGACACCTACCGTGTCTACGACGCGTTGACGTGGCGGTCGGCAATGC
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AV N K ER MV RUL S E Y S R DCUL D E L R A E T
CGGTGAACAAGGAGCGCATGGTGCGCCTGTCCGAGTACAGCCGCGACTGCCTGGACGAACTGCGCGCCGAAACCG
GCCACTTGTTCCTCGCGTACCACGCGGACAGGCTCATGTCGGCGCTGACGGACCTGCTTGACGCGCGGCTTTGGC

G I A Y E S R s L G T T Q L F R T Q A Q V D A A A
GCATTGCCTACGAAAGCCGCTCTTTGGGTACCACCCAGCTGTTCCGCACCCAGGCCCAGGTGGATGCCGCGGCCA
CGTAACGGATGCTTTCGGCGAGAAACCCATGGTGGGTCGACAAGGCGTGGGTCCGGGTCCACCTACGGCGCCGGT

K b1 AV L EQ S GV P Y E L L DURE G I A R V E
AGGATATTGCCGTGCTCGAGCAGTCCGGCGTGCCTTACGAACTGCTGGACCGCGAGGGTATTGCCCGCGTCGAAC
TCCTATAACGGCACGAGCTCGTCAGGCCGCACGGAATGCTTGACGACCTGGCGCTCCCATAACGGGCGCAGCTTG

P A L A GV KD I L A G A L R L P N D Q T G D C Q
CCGCCCTGGCTGGCGTGAAGGACATTCTGGCCGGCGCCCTGCGCCTGCCTAACGACCAGACCGGCGACTGCCAGC
GGCGGGACCGACCGCACTTCCTGTAAGACCGGCCGCGGGACGCGGACGGATTGCTGGTCTGGCCGCTGACGGTCG

L T T K L A DMAI K L GV E F R F G Q D I 0O R
TGTTCACCACCAAGCTCGCCGACATGGCCATCAAGCTGGGTGTGGAGTTCCGTTTTGGTCAGGACATCCAACGCC
ACAAGTGGTGGTTCGAGCGGCTGTACCGGTAGTTCGACCCACACCTCAAGGCAAAACCAGTCCTGTAGGTTGCGG

L b F A G DI RTINGV VW I DGI KL E T AUDI R Y V L
TGGACTTCGCGGGCGACCGCATCAATGGCGTGTGGATCGACGGCAAGCTGGAAACCGCCGACCGCTACGTGCTGG
ACCTGAAGCGCCCGCTGGCGTAGTTACCGCACACCTAGCTGCCGTTCGACCTTTGGCGGCTGGCGATGCACGACC

AL G S Y s p o M L K P L G I K A P V Y P L K G Y
CGCTGGGCAGCTACTCGCCGCAGATGCTCAAGCCGCTGGGCATCAAGGCGCCGGTGTACCCGCTGAAGGGCTACT
GCGACCCGTCGATGAGCGGCGTCTACGAGTTCGGCGACCCGTAGTTCCGCGGCCACATGGGCGACTTCCCGATGA

s . T v ?P I T N G DM A P T S T I L D E T Y K V A
CGCTGACCGTACCGATTACCAACGGCGACATGGCCCCGACTTCGACCATTCTCGACGAGACCTACAAGGTCGCGA
GCGACTGGCATGGCTAATGGTTGCCGCTGTACCGGGGCTGAAGCTGGTAAGAGCTGCTCTGGATGTTCCAGCGCT

I T R F DN RTIRV GG GGMAE I AGUF DL S L N P
TCACCCGTTTCGACAACCGTATCCGGGTGGGCGGCATGGCTGAAATCGCCGGTTTTGACCTGTCGCTGAACCCGC
AGTGGGCAAAGCTGTTGGCATAGGCCCACCCGCCGTACCGACTTTAGCGGCCAAAACTGGACAGCGACTTGGGCG

R R R ETL EMTI VN DL Y P R G G D L S Q A S F
GTCGGCGCGAAACGCTGGAGATGATCGTCAACGACCTTTATCCTCGCGGTGGTGACCTGAGCCAGGCCAGTTTCT
CAGCCGCGCTTTGCGACCTCTACTAGCAGTTGCTGGAAATAGGAGCGCCACCACTGGACTCGGTCCGGTCAAAGA

w T™ G L R P A T P D G T P I V G A T A F R N L F L
GGACCGGCCTGCGCCCGGCGACCCCGGACGGCACGCCGATCGTTGGTGCCACGGCGTTCCGCAACCTGTTCCTGA
CCTGGCCGGACGCGGGCCGCTGGGGCCTGCCGTGCGGCTAGCAACCACGGTGCCGCAAGGCGTTGGACAAGGACT

N T G H G T L GW TMAC G S G R L L A D L I A R
ACACCGGTCACGGTACCCTGGGCTGGACCATGGCGTGCGGCTCCGGTCGCCTGCTGGCCGACCTGATTGCGCGCA
TGTGGCCAGTGCCATGGGACCCGACCTGGTACCGCACGCCGAGGCCAGCGGACGACCGGCTGGACTAACGCGCGT

K K p Q I S A E G L DI S R Y G N S R EA T K H G
AGAAACCGCAGATCAGTGCCGAAGGCCTGGACATTTCCCGTTATGGCAACAGCCGGGAAGCGACCAAGCACGGGL
TCTTTGGCGTCTAGTCACGGCTTCCGGACCTGTAAAGGGCAATACCGTTGTCGGCCCTTCGCTGGTTCGTGCCCG

Q G A P V H Q Q
AGGGCGCGCCGGTTCACCAGCAGTAARAGCCTGCACCGGCCTTTTCGCGGGCTCGCCCGCTCCCACAGGTACTGC
TCCCGCGCGGCCAAGTGGTCGTCATTTTCGGACGTGGCCGGAARAGCGCCCGAGCGGGCGAGGGTGTCCATGACG

ACAGTTTTCAATACCTGTGATGCTCCTGTGGAGCGGGCGAGCCCGCGAAGAATCCAGCACCGATTTCAACCCGAA
TGTCAAAAGTTATGGACACTACGAGGACACCTCGCCCGCTCGGGCGCTTCTTAGGTCGTGGCTAAAGTTGGGCTT

DadX M R P A R A L I DL Q A L R H N Y R L
CCACCATAAGGCAGCCGCCATGCGTCCCGCCCGCGCCCTGATCGACCTCCAGGCCCTGCGCCACAACTACCGTCT
GGTGGTATTCCGTCGGCGGTACGCAGGGCGGGCGCGGGACTAGCTGGAGGTCCGGGACGCGGTGTTGATGGCAGA

AR E L T G A K A L A V I K A DAY G H G A V R C
GGCCCGTGAACTGACCGGTGCCAAAGCCCTCGCAGTGATCAAGGCCGACGCCTATGGCCACGGTGCCGTACGCTG
CCGGGCACTTGACTGGCCACGGTTTCGGGAGCGTCACTAGTTCCGGCTGCGGATACCGGTGCCACGGCATGCGAC

A L A L E A EANGF AV A C I EE AL E L R A A
CGCCCTGGCCCTGGAGGCCGAAGCCAACGGCTTTGCCGTGGCCTGCATCGAAGAGGCGCTGGAGTTGCGCGCCGC
GCGGGACCGGGACCTCCGGCTTCGGTTGCCGAAACGGCACCGGACGTAGCTTCTCCGCGACCTCAACGCGCGGCG

G I K A PV L L L E G F F EA S E L A L I A E H D

CGGTATCAAGGCCCCGGTGCTGTTGCTGGAAGGCTTCTTCGAAGCCAGCGAGCTGGCGCTGATTGCCGAGCACGA
GCCATAGTTCCGGGGCCACGACAACGACCTTCCGAAGAAGCTTCGGTCGCTCGACCGCGACTAACGGCTCGTGCT
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+2 L w ¢C VvV Vv H S L W o L E A I E K T Q L H K P L T I
2401 CCTGTGGTGCGTGGTGCACTCGCTGTGGCAGCTGGAAGCTATCGAGAAAACCCAGCTGCACAAGCCGCTCACCAT
GGACACCACGCACCACGTGAGCGACACCGTCGACCTTCGATAGCTCTTTTGGGTCGACGTGTTCGGCGAGTGGTA

+2 w L K L b S G M HUR V G L H P K D Y HDA A Y Q R L
2476 TTGGCTGAAGCTGGACAGCGGCATGCACCGCGTCGGCCTGCACCCCAAGGACTACCATGACGCCTACCAGCGCCT
AACCGACTTCGACCTGTCGCCGTACGTGGCGCAGCCGGACGTGGGGTTCCTGATGGTACTGCGGATGGTCGCGGA

+2 L A S G XK VS R I VL M S HF A R ATDE L D A D A
2551 GCTGGCCAGCGGCAAGGTTTCGCGCATCGTGCTGATGAGCCACTTTGCCCGCGCTGACGAACTGGATGCCGACGC
CGACCGGTCGCCGTTCCAAAGCGCGTAGCACGACTACTCGGTGAAACGGGCGCGACTGCTTGACCTACGGCTGCG

+2 T A 0 9 I A V F EA A R Q G L A A E C S L R N S P
2626 CACCGCCCAGCAGATCGCCGTGTTCGAAGCCGCCCGCCAGGGCCTGGCTGCCGAGTGCAGCCTGCGTAACTCGCC
GTGGCGGGTCGTCTAGCGGCACAAGCTTCGGCGGGCGGTCCCGGACCGACGGCTCACGTCGGACGCATTGAGCGG

+2 G v . G W P QAU©P GDWV R P G L ML Y G A T P F
2701 CGGCGTGCTGGGCTGGCCGCAAGCGCCCGGCGATTGGGTACGCCCAGGCCTGATGCTGTACGGCGCCACGCCGTT
GCCGCACGACCCGACCGGCGTTCGCGGGCCGCTAACCCATGCGGGTCCGGACTACGACATGCCGCGGTGCGGCAA

+2 E vV P O A QA ARL OQ©PVMTIL Q S R V I S V R E
2776 CGAAGTGCCCCAGGCCCAGGCCGCACGCCTGCAACCGGTGATGACCCTGCAATCGCGGGTCATCAGCGTGCGCGA
GCTTCACGGGGTCCGGGTCCGGCGTGCGGACGTTGGCCACTACTGGGACGTTAGCGCCCAGTAGTCGCACGCGCT

+2 L P A G E PV G Y GA K F VS P R P TRV G V V A
2851 GCTGCCTGCCGGCGAGCCGGTGGGCTACGGCGCCAAGTTCGTCAGCCCACGGCCAACCCGTGTTGGCGTGGTCGC
CGACGGACGGCCGCTCGGCCACCCGATGCCGCGGTTCAAGCAGTCGGGTGCCGGTTGGGCACAACCGCACCAGCG

+2 M G Y A D GY P R QA P NG T S V L V A G Q R T Q
2926 CATGGGCTATGCCGATGGCTACCCACGCCAGGCGCCCAACGGCACCTCGGTGCTGGTCGCCGGCCAGCGCACCCA
GTACCCGATACGGCTACCGATGGGTGCGGTCCGCGGGTTGCCGTGGAGCCACGACCAGCGGCCGGTCGCGTGGGET

+2 L I G RV s MM DMILNTIDIL T DV P Q A T V G S P
3001 GCTGATCGGCCGGGTGTCGATGGACATGCTCAACATCGACCTGACCGACGTGCCGCAAGCCACCGTCGGCAGCCC
CGACTAGCCGGCCCACAGCTACCTGTACGAGTTGTAGCTGGACTGGCTGCACGGCGTTCGGTGGCAGCCGTCGGG

+2 v E L W G K ¢ vL A S EV A A Q A G T I P Y Q I F
3076 GGTCGAGTTATGGGGCAAGCAGGTGCTGGCCAGCGAAGTAGCCGCGCAAGCGGGCACCATTCCCTACCAGATCTT
CCAGCTCAATACCCCGTTCGTCCACGACCGGTCGCTTCATCGGCGCGTTCGCCCGTGGTAAGGGATGGTCTAGAA

+2 c N L K R V P R D Y I G E
3151 CTGCAATCTGAAACGGGTACCTCGGGACTACATCGGCGAATGAAACGCTGAAGCGGACAGGTTGCAGGGCGGTGT
GACGTTAGACTTTGCCCATGGAGCCCTGATGTAGCCGCTTACTTTGCGACTTCGCCTGTCCAACGTCCCGCCACA

Figura 50. Secuencia de nucledtidos del cluster dadRAX de P. putida U, donde se localizan los genes dadR,

dadA y dadX, asi como la secuencia de aminoacidos de las proteinas que codifican cada uno de esos genes.

5.2.1. Regeneracion del piruvato y participacion en el sistema de transferencia de

electrones.

5.2.1.1. Gen dadA.

Dentro de este cluster dadRAX, se encuentra el gen dadA, en el que se ha insertado el
transposén Tn5 en ocho mutantes a los que hemos denominado genéricamente P. putida U
AdadA::Tn5. Este gen codifica la sububidad pequefia de una deshidrogenasa de D-
aminoacidos (FAD-dependiente) asociada a membrana (He et al., 2011). La localizacién del

punto de insercién en cada uno de ellos se muestra en la Tabla 29.
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Tabla 29. Localizacién del punto de insercion de los diferentes mutantes afectados en el gen dadA (P. putida U
AdadA::Tn5).

Mutante
+3 A S P W A A P G V P L K A I K W L L E R H A
1 826 CCTCGCCCTGGGCCGCCCCAGGCGTGCC. Tn5 lGCTGAAGGCCATCAAGTGGCTGCTGGAGCGCCACGCTC
GGAGCGGGACCCGGCGGGGTCCGCACGGE CGACTTCCGGTAGTTCACCGACGACCTCGCGGTGCGAG
Mutan
Uta te +3 V L G S G V I G T A S A Y Y L A R Q G F E Vv
20,3() 684 GTACTTGGTAGCGGTGTAATCGGAACCGCCAGTGCCTACTACCTGGCCCGGCAAGGTTTCGAAGI Tn5 ITG
CATGAACCATCGCCACATTAGCCTTGGCGGTCACGGATGATGGACCGGGCCGTTCCAAAGCTTC AC
Mutan
Uta te +3A S P W A A P G V P L K A I K W L L E R H A
33 826 CCTCGCCCTGGGCCGCCCCAGGCGTGCCGCTGAAGGCCATCAAGTGGCTGCTGGAGCGCCACGCT. Tn5 IC
GGAGCGGGACCCGGCGGGGTCCGCACGGCGACTTCCGGTAGTTCACCGACGACCTCGCGGTGCGA! G
Mutan
Uta te +3A S P W A A P G V P L K A I K W L L E R H A
34 826 CCTCGCCCTGGGCCG. Tnb5 .CCCCAGGCGTGCCGCTGAAGGCCATCAAGTGGCTGCTGGAGCGCCACGCTC
GGAGCGGGACCccGecH BGGGGTCCGCACGGCGACTTCCGGTAGTTCACCGACGACCTCGCGGTGCGAG
Mutan
Uta te +3 N T G H G T L G Ww T™ M A C G S G R L L A D L
59 1801 ACACCGGTC- Tnb5 .ACGGTACCCTGGGCTGGACCATGGCGTGCGGCTCCGGTCGCCTGCTGGCCGACCTGA
TGTGGCCACH B TGCCATGGGACCCGACCTGGTACCGCACGCCGAGGCCAGCGGACGACCGGCTGGACT
Mutan
Uta te +3 A S P W A A P G V P L K A I K W L L E R H A
65 826 CCTCGCCCTGGGC. Tn5 lCGCCCCAGGCGTGCCGCTGAAGGCCATCAAGTGGCTGCTGGAGCGCCACGCTC
GGAGCGGGACCCE GCGGGGTCCGCACGGCGACTTCCGGTAGTTCACCGACGACCTCGCGGTGCGAG
Mutante
+36 I A Y E S R §$ L 6 T T Q L F R T Q A Q V D
66 1051 GCATTGCCTACGAAAGCCGCTCTTTGGGTACCACCCAGCTGTTCCGCACCCAG. Tn5 IGCCCAGGTGGATG
CGTAACGGATGCTTTCGGCGAGAAACCCATGGTGGGTCGACAAGGCGTGGGTC! CGGGTCCACCTAC

El nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero de nucleétidos de la secuencia

de la Figura 50.

Para determinar si el mutante P. putida U AdadA::Tn5 recuperaba su funcion original,
se procedid a la expresion heteréloga del gen dadA. Para ello se amplificé dicho gen de P.
putida U mediante PCR (Tabla 30). A continuacion, dicho fragmento se clond directamente
en el plasmido pGEM®-T easy. Después se introdujo en el plasmido pBlueScript KS
utilizando los sitios de restriccién Spel/Notl, y por Gltimo, mediante los cortes enzimaticos

Apal/Sacl, se obtuvo la contruccion pMCdadA.

Tabla 30. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la clonacion en trans del gen dadA en el mutante P.
putida U AdadA::Tnb5.

DadA.F GCGGGCGAGCCCGCGAAAAGGCCGG
DadA.R GCAGGATCCGCAGGATGTTACGGTCG
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La contruccion asi obtenida, pMCdadA se transfiri6 mediante conjugacion triparental
al mutante P. putida U AdadA::Tn5. La nueva cepa recombinante (P. putida U AdadA::Tn5
pMCdadA) en la que el gen dadA se expresaba bajo el control del pldsmido recuperaba su
capacidad para crecer en MMh aunque con cierto retraso con respecto al control (Figura 51).
Se comprobd que cuando se transformaba el mutante P. putida U AdadA::Tn5 con el
plasmido vacio pMC, este no era capaz de asimilar la histamina en el mismo periodo,
demostrandose asi que se estaba expresando dadA. Esta cepa, al igual que la que contenia el

gen en trans, es capaz de degradar la histidina y el ImMAA como la cepa control (Figura 51).
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Figura 51. Curvas de crecimiento (medidas como Absssnm) de P. putida U control (e), del mutante P. putida U
AdadA::Tn5 PMC (o) y de P. putida U AdadA::Tn5 pMCdadA (V) cuando se cultivaban en MM suplementado
con: (A) histamina 10 mM; (B) ImAA y (C) histidina 10 mM.

Se ha comprobado que para que tenga lugar la actividad de la enzima DadA
(subunidad pequefia de una deshidrogenasa de D-amino&cidos), se requiere la subunidad
grande, la cual se desconoce hasta el momento (He et al., 2011). El hecho de que la actividad
de la subunidad pequefa se exprese desde un plasmido, y no desde el propio genoma, puede
que dificulte la interaccion entre ambas y esa sea la causa del retraso observado en el

crecimiento (Figura 51).

La secuencia, la composicién, el nimero de aminoéacidos, asi como el peso molecular

y el punto isoléctrico de la proteina DadA se detallan a continuacion.
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434 aminoacidos

Mw: 47313,17 pl: 8,22

Composicion:
A 48 R 32 N 12 D 26 c 4

Q 19 E 20 G 41 H 4 I 23
L 47 K 16 M 11 F 12 P 22
S 22 T 28 W 6 Y 15 V 26

Esta deshidrogenasa se ha estudiado en muchos microorganismos, tales como E. coli
(Lobocka et al., 1994), P. aeruginosa PAO1 (He et al., 2011), E. aerogenes (Janes and
Bender, 1998) y S. typhimurium (Wasserman et al., 1983). En la Figura 52 se muestra el
alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina DadA en los microorganismos
mencionados. Los porcentajes de identidad de esta proteina en P. putida U frente a las que
se encuentran en P. aeruginosa PAOL, en E. coli, en E. aerogenes y en S. typhimurium, son
del 85%, 63%, 62% y 61%, respectivamente.

BRRBR aacacaacaacacoa PRRRAP

DadA.PpU MRVLVLGSGVIGTASAYYLARQGFEVTVVDRQPAVAMETSFANAGQISPGYASPWAAPGV 60
DadA.Pa MRVLVLGSGVIGTASAYYLARAGFEVVVVDRODGPALETSFANAGQVSPGYASPWAAPGI 60
DadA.Ec MRVVILGSGVVGVASAWYLNQAGHEVTVIDREPGAALETSAANAGQISPGYAAPWAAPGV 60
DadA.Ea MRVVILGSGVEFGVASAWYLSQAGHDVTVIDROQPGPAEETSAANAGQISPGYAAPWAAPGV 60
DadA.St MRVVILGSGVVGVTSAWYLSQAGHDVTVIDRESGPAQETSAANAGQISPGYAAPWAAPGV 60
***::*****.*.:**:** . *.:*.*:**: . * kKK *****:*****:******:
DadA.PpU PLKAIKWLLERHAPLAIKLTGDVDQYLWMAQMLRNCTASRYAVNKERMVRLSEYSRDCLD 120
DadA.PAO1 PLKAMKWLLEKHAPLAIKLTSDPSQYAWMLOMLRNCTAERYAVNKERMVRLSEYSRDCLD 120
DadA.Ec PLKAIKWMFQRHAPLAVRLDGTQFQLKWMWOMLRNCDTSHYMENKGRMVRLAEYSRDCLK 120
DadA.Ea PLKAIKWMFQRHAPLAIGLDGTSFQLKWMWOMLRNCDTRHYMENKGRMVRLAEYSRDCLK 120
DadA.St PLKAIKWMFQRHAPLAVRLDGTPFQLKWMWOMLRNCDTRHYMENKGRMVRLAEYSRDCLK 120
Kkkk okk oo o kkrKhk: K K kK kkAAKK o sk KKk KKK AK s KAKKARK
DadA.PpU ELRAETGIAYESRSLGTTQLFRTQAQVDAAAKDIAVLEQSGVPYELLDREGIARVEPALA 180
DadA.PAO1 ELRAETGIAYEGRTLGTTQLFRTQAQLDAAGKDIAVLERSGVPYEVLDRDGIARVEPALA 180
DadA.Ec ALRAETNIQYEGRQGGTLQLFRTEQQYENATRDIAVLEDAGVPYQLLESSRLAEVEPALA 180
DadA.Ea ALRDTTGIQYEGRQGGTLQLFRTAKQYENATRDIAVLEDAGVPYQLLEAKRLAEVEPALA 180
DadA.St TLRAATGIEYEGRQGGTLQLFRTAQQYENATRDIAVLEDAGVPYQLLESSRLAEVEPALA 180
* K *-* **-* *k Kk Kk Kk kK * H * :****** :****::*: . :*.******
DadA. PpU GVKDILAGALRLPNDQTGDCQLFTTKLADMAIKLGVEFRFGQDIQRLDFAGDRINGVWID 240
DadA.Pa KVADKLVGALRLPNDQTGDCQLFTTRLAEMAKGLGVEFRFGONIERLDFAGDRINGVLVN 240
DadA.Ec EVAHKLTGGLQLPNDETGDCQLEFTQONLARMAEQAGVKFRFNTPVDQLLCDGEQIYGVKCG 240
DadA.Ea EVSHKLTGGLRLPNDETGDCQLFTTRLAAMADQAGVTFREFNTAVDALLHEGDRIAGVKCG 240
DadA.St EVAHKLTGGLRLPNDETGDCQLFTQRLARMAEQAGVTFRFNTPVEKLLYENDQIYGVKCA 240

*o ok Kk kakkkkaokkkkkkokk kk kK *x kokok i x LTk Kk
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DadA.PpU GKLETADRYVLALGSYSPQMLKPLGIKAPVYPLKGYSLTVPITNGDMAPTSTILDETYKV 300
DadA.Pa GELLTADHYVLALGSYSPQLLKPLGIKAPVYPLKGYSLTVPITNPEMAPTSTILDETYKV 300
DadA.Ec DEVIKADAYVMAFGSYSTAMLKGI-VDIPVYPLKGYSLTIPIAQEDGAPVSTILDETYKI 299
DadA.Ea MRIIKGDAYVMAFGSYSTAMLKGL-VDIPVYPLKGYSLTIPIAQEDGAPVSTILDVTYTI 299
DadA.St DEIIKADAYVMAFGSYSTAMLKGI-VDIPVYPLKGYSLTIPIVEPDGAPVSTILDETYKI 299
..* **:*:**** :** . .. ***********:**.: . **.***** **.:
DadA.PpU AITRFDNRIRVGGMAEIAGEFDLSLNPRRRETLEMIVNDLYPRGGDLSQASFWTGLRPATP 360
DadA.Pa AITRFDOQRIRVGGMAEIAGFDLSLNPRRRETLEMITTDLYPEGGDISQATFWTGLRPATP 360
DadA.Ec AITRFDNRIRVGGMAEIVGENTELLQPRRETLEMVVRDLYPRGGHVEQATFWTGLRPMTP 359
DadA.Ea AITRFDQRIRVGGMAEIVGEFNKTLLOQPRRETLEMVVRDLFPRGGHVEQATFWTGLRPMTP 359
DadA.St AITRFDKRIRVGGMAEIVGENTDLLQPRRETLEMVVRDLFPRGGHIEQATFWTGLRPMTP 359
KKK KK s hokokokkkkkkx Kk K KAKKKRKK e | kok ek Kk . kkaokkokokkkk k%
DadA.PpU DGTPIVGATAFRNLEFLNTGHGTLGWTMACGSGRLLADLIARKKPQISAEGLDISRYGNSR 420
DadA.Pa DGTPIVGATRYRNLFLNTGHGTLGWTMACGSGRYLADLMAKKRPQISTEGLDISRYSNSP 420
DadA.Ec DGTPVVGRTRFKNLWLNTGHGTLGWTMACGSGQLLSDLLSGRTPAIPYEDLSVARYSRGE 419
DadA.Ea DGTPVVGRTAYKNLWLNTGHGTLGWTMACGSGQLISDLISGRTPAIPYDDLAVARYSPGE 419
DadA.St DGTPVVGRTRYKNLWLNTGHGTLGWTMACGSGQLLSDILSGRTPAIPYDDLSVARYRSDF 419
****:** * ::**:*****************: ::*::: : *x K% :.*k ::**

DadA.PpU EATKHGQGAPVHQQ 434

DadA.Pa ENAKNAHPAPAH-- 432

DadA.Ec TPSRPGHLHGAHS— 432

DadA.Ea TPARPQHLHGAHN- 432

DadA.St TPTPPORLHSAHN- 432

Figura 52. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina DadA de P. putida U y de otros
microorganismos: P. aeruginosa PAO1 (Pa), E. coli (Ec), E. aerogenes (Ea) y S. typhimurium (St). La secuencia

sombreada en gris corresponde con la zona de plegamiento Bof que esta relacionada con el sitio unién a FAD.

En las proteinas analizadas existe bastante conservacion de aminoacidos excepto en la
zona C-terminal (Figura 52). En la zona N-terminal estd presente una region que corresponde
con la zona de plegamiento Bafl en la que se encuentra el sitio de union a FAD (Wierenga et
al., 1986; Lobocka et al., 1994; Satomura et al., 2015). La secuencia consenso contenida en el
dominio estructural es algo semejante a: UsG(G/A)GUXGL(X3)LX6U(L/V)UE donde U es
un residuo hidrofébico y X cualquier residuo (Wierenga et al., 1986), siendo
VLVLGSGVIGTASAYYLARQGFEVTVVD que esta comprendida entre el aminoacido 3 y
30 en la proteina DadA de P. putida U (Figura 52). Esta zona N-terminal posee una elevada
similitud con los dominios de union de D-aminoacido oxidasas de distintos seres vivos

(hombres, cerdos, ratones y hongos) (Lobocka et al., 1994).

La enzima DadA cataliza la reaccién de oxidacion de D-alanina (producto generado
por la enzima DadX) a piruvato, acoplada con la reduccion del FAD a FADH; (He et al.,
2011), que participa en una cadena de transporte de electrones (ver apartado 5.3.1). Por lo

tanto, esta enzima, ademas de participar en la regeneracion del piruvato requerido para
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desaminar la histamina, estd involucrada en la generacion de la energia requerida para el

transporte.

e Estudio de la acumulacién de alanina.

En bacterias G+, la L-alanina es utilizada directamente por la L-alanina
deshidrogenasa, no siendo necesaria la racemizacion de este aminoacido, a diferencia de lo
que ocurre en bacterias G- (He et al., 2011). Se ha observado que el mutante afectado en la
actividad D-aminodcido deshidrogenasa (P. putida U AdadA::Tn5) no es capaz de crecer en
MM suplementado con alanina 20 mM como Unica fuente de carbono, mientras que otros
mutantes estudiados, como por ejemplo, P. putida U AhinC::Tn5 son capaces de asimilarla
como el control (Figura 53). Este resultado indica que el catabolismo de alanina en P. putida
U tiene lugar tras una isomerizacion catalizada por una alanina racemasa (DadX, ver a

continuacion).

2,5
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Abs (540 nm)
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9 =® Q00 O --Q0-0-0-0-0 00
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0 5 10 15 20 25 30
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Figura 53. Curvas de crecimiento (medidas como Absssonm de la cepa P. putida U control (e), de P. putida U
AdadA::Tn5 (o) y de P. putida U AhinC::Tn5 (V) cuando se cultivaban en MM suplementado con L-alanina 20
mM.

El mutante P. putida U AdadA::Tn5 al no ser capaz de catabolizar la alanina, la
acumula, como se demuestra al analizar el caldo de cultivo de este tras cerecer en MM
suplementado con 4-OHAFA (10 mM) e histamina (10 mM) (Figura 54). Esta acumulacion
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es patente al analizar los caldos de cultivo por TLC (ver apartado de 13.2 de Materiales y
Métodos). Para poder observar el acimulo de alanina es necesario que se suplemente una
fuente de carbono que, como el 4-OHAFA, genere piruvato. Este cetoacido es utilizado por
HinC y transformado en L-alanina (Figura 54).

Figura 54. Placa de TLC. (A) Histamina; (B) L-alanina y (C) 4-OHAFA.
Todos los patrones se prepararon a una concentracion de 10 mM. Muestras del
caldo del mutante P. putida U AdadA::Tn5 cuando se cultivaba en MM
suplementado con 4-OHAFA 10 mM + histamina 10 mM analizadas a las 0 h
(D); 16 h (E) y 24 h (F).

Como se observa en la Figura 54, la histamina (Rf=0,1) y la alanina (Rf=0,47) se
diferencian perfectamente con esta técnica cromatografica y no hay ninguna clase de
interferencia entre ambas. A las 16 h sigue habiendo histamina en el medio, pero al cabo de

24 h se ha degradado toda ella y se ha acumulado una gran cantidad de alanina (Figura 54).

Ademaés de utilizar la técnica TLC, la alanina se ha identificado por medio de IR
(Figura 55) y de RMN (Figura 56).
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Figura 55. (A) IR de L-Alaninay (B) IR de la D/L-alanina acumulada por el mutante P. putida U AdadA::Tn5.

Figura 56. *H-RMN de la D/L-alanina
acumulada por el mutante P. putida U
AdadA::Tn5

Ninguna de estas tres técnicas permite identificar si se acumula D-alanina o L-alanina.
La insercion del transposdn Tn5 en el gen dadA, podria estar interrumpiendo la expresion del
gen que esta a continuacion, la alanina racemasa, encargada, como se detallara en el apartado
siguiente, de la obtencion de D-alanina a travées de L-alanina. Para determinar los porcentajes
de D-alanina y L-alanina, se siguid el protocolo explicado en el apartado 13.3 de Materiales y
Métodos. El resultado obtenido indic6 que el mutante afectado en el gen dadA acumulaba
alanina y que el porcentaje de isomeros L y D correspondia a 55,2% y 44,8% (Figura 57,
Tabla 31), lo que demostraba que la insercion del Tn5 no afectaba a la expresion del gen

adyacente que codifica la alanina racemasa.
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Intens.
x10

Figura 57. Separacion de la L-alanina y D-alanina en el mutante P. putida U AdadA::Tn5.

Ademas, se ha comprobado gue la alanina racemasa posee la misma afinidad por la L-
alanina que por la D-alanina, ya que en otro caso, el producto acumulado no podria ser mezcla
racémica (Radkov and Moe, 2013).

Tabla 31. Resultados de la separacion de la L-alanina y la D-alanina.

1 L-alanina 6,8 6,6-7,3 | 92151 | 1607857 55,2%

2 D-alanina 7,5 7,3-8,6 | 61102 1304708 44,8%

Con el objetivo de confirmar el efecto estimulador de los aminoacidos sobre el sistema
de transporte de histamina HIS (ver el apartado 5.1.1 de Resultados y Discusién), se procedié
a estudiar la toma de esta amina biogénica por parte de la cepa P. putida U AdadA::Tn5, que
acumula alanina. Para ello, se siguié el mismo protocolo que con los mutantes anteriores,
observandose una notable estimulacion del transporte (500%) (Tabla 32), que podria
justificarse por el hecho de que la concentracidn de alanina era mucho mas alta (20mM) que
en los experimentos realizados con efectores (0,5 mM). En cambio, un mutante que no es
capaz de transformar la histamina, como por ejemplo, P. putida U AhinC::Tn5 (afectado en la
transaminacion de la histamina) apenas sufria cambios en la capacidad de transporte (Tabla
32).
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Tabla 32. Estudio del transporte de histamina en el mutante que tiene afectado el gen que codifica la
deshidrogenasa (P. putida U AdadA::Tn5) y en el mutante afectado en el gen que codifica la aminotransferasa
(P. putida U AhinC::Tn5) cuando se cultivaban en MMHS.

P. putida U AdadA::Tn5 500%
P. putida U AdadA::Tn5 pMCdadA 98%
P. putida U AhinC::Tn5 85%
P. putida U AhinC::Tn5 pMChinC 95%

El 100% del transporte equivale a 180 pmoles/min.

En resumen, la enzima DadA: (i) es la responsable de regenerar el piruvato necesario
para que se lleve a cabo la desaminacion de histamina catalizada por HinC; (ii) esta acoplada
a la cadena de transporte de electrones participando en la generacién de la energia requerida

para la toma de histamina y (iii) interviene en el catabolismo de alanina.

5.2.1.2. Gen dadX.

La secuenciacion de la zona adyacente al gen dadA permitié identificar un ORF
corriente abajo del gen mismo. Este ORF presentaba un alto grado de homologia con el gen
dadX que codifica la alanina racemasa, enzima que actuaria sobre el producto obtenido (L-
alanina) en la reaccion catalizada por HinC. La masa molecular, el punto isoeléctrico, la
secuencia, la composicion y el nimero de aminoacidos de la enzima DadX aparecen a

continuacion.

357 aminoacidos
MRPARALIDLQALRHNYRLARELTGAKALAVT
KADAYGHGAVRCALALEAEANGFAVACIEEAL Mw: 38735,75 pl: 6,76
ELRAAGTIKAPVLLLEGFFEASELALTAEHDLW
CVVHSLWQLEAIEKTQLHKPLTIWLKLDSGMH

RVGLHPKDYHDAYQRLLASGKVSRIVLMSHFA Composicion:
RADELDADATAQQIAVFEAARQGLAAECSLRN A 52 R 24 N 6 D 15 cC 5
SPGVLGWPQAPGDWVRPGLMLYGATPFEVPQA 0 19 E 21 G 28 q T 15
QAARLQPVMTLQSRVISVRELPAGEPVGYGAK

FVSPRPTRVGVVAMGYADGYPROAPNGTSVLY o <2 Ll L P 2l
AGQRTQLIGRVSMDMLNIDLTDVPQATVGSPV S 15 T 12 W 6 Y 10 VvV 30
ELWGKQVLASEVAAQAGTIPYQIFCNLKRVPR

DYIGE
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Las alanina racemasas (EC 5.1.1.1) son enzimas dependientes de PLP, que catalizan la
isomerizacién entre L-alanina y D-alanina (precursor esencial en la sintesis de la capa de
peptidoglicano tanto en bacterias G+ como bacterias G-). Esta enzima esta presente de forma
ubicua en bacterias, aunque también se puede encontrar en eucariotas, tales como animales
acuaticos, hongos (Tolypocladium niveum), levaduras y plantas (Strych et al., 2000; Conti et
al., 2011).

Las bacterias pueden poseer una o dos alanina racemasas. Asi, en E. coli, en S.
typhimurium y en P. aeruginosa se ha observado que existen dos genes que codifican sendas
alanina racemasas. El gen arl codifica una enzima que se expresa constitutivamente, que
proporciona suficiente D-alanina para la biosintesis de la pared celular. El otro, es un gen
catabolico, dadX, que codifica una enzima cuya expresion es inducible por L-alanina, de tal
manera que cuando hay una abundante concentracion de L-alanina, la convierte en D-alanina
que posteriormente se transforma en piruvato por accion de la deshidrogenasa (DadA, tal y
como ya hemos indicado) (Strych et al., 2000; Oikawa, 2006). En la mayoria de las bacterias
G+ estudiadas, tales como Bacillus stearoyhermophylus, Lactobacillus plantarum,
Corynebacterium glutamicum y ciertas especies de micobacterias, existe un gen que codifica
la alanina racemasa (Strych et al., 2001; Pierce et al., 2008). En un principio, se habia
observado que Bacillus subtilis solo tenia un gen que codificaba una alanina racemasa,
aunque mas adelante se demostrd que habia dos genes, alrl(dal) y arl2 (yncD) (Pierce et al.,
2008). En la mayoria de las bacterias, lo habitual es encontrar solo uno, siendo lo mas
frecuente hallar el gen alr. Estudiando la organizacion de estos genes en P. aeruginosa y en P.
putida, se comprobd que mientras el locus dadRAX estaba bien conservado en las diferentes

cepas, el locus alr difiere de una especie a otra (Winsor et al., 2011; Radkov and Moe, 2013).

Todas las alanina racemasas conocidas utilizan PLP como cofactor, mostrando un
motivo bien conservado V(V/I)KA(D/N)(G/A)YGHG, que en DadX de P. putida U esta
comprendido entre el aminoacido 31 y el 40 (VIKAAAYGHG) (Figura 58) (Strych et al.,
2000, 2001; Pierce et al., 2008). Dentro de esta zona, se encuentra una lisina (K33), que es
necesaria para la isomerizacion de L-alanina a D-alanina, y que se une de forma
covalentemente al PLP formando una aldimina interna. En el otro extremo de la proteina, hay
una zona conservada [G/P]XXV[G/S]YGXX[WI], que en la enzima DadX de P. putida U se
encuentra entre el aminoécido 248 y 257 (GEPVGYGAKF). En esta zona, se halla un residuo
de tirosina (Y253) que es necesario para llevar a cabo la reaccion inversa, esto es, la

transformacion de D-alanina en L-alanina. Ademas, se ha comprobado que los aminoacidos
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H158 y R208 son importantes para estabilizacion de la reaccién (Figura 58) (Sun and Toney,
1999; Watanabe et al., 1999; Strych and Benedik, 2002; Bernardo-Garcia et al., 2016).

DadX.PpU = = —-——mmmmmmm e MRPARALIDLQALRHNYRLA 20
Alr.PpU MPFRRTLLAASLALLITGQAPLYAAPPLSMDNGTNTLTVQONSNAWVEVSASALQHNIRTL 60
DadX.Pa = @ memmmm e e MRPARALIDLQALRHNYRLA 20
Alr.Pa e MRPLVATVDLSATRHNYALA 20
DadX.Ec = @ mmmmmmm e MTRPIQASLDLQALKQNLSIV 21
AlT.EC e MQAATVVINRRALRHENLQRL 20
Alr.Bs 0 e MSTKPFYRDTWAEIDLSAIKENVSNM 26
Alr2.Bs = e MIKLCREVWIEVNLDAVKKNLRAT 24
Alr.Ms = @mmmmmmmmm—m————————— MOTT----——~ EPMTPPAPLASAQTVIDLGAIDHNVRVL 32
Alr.Lp e MVVIGEHRHTQVTVDLQATKTNISNE 26
. * . *
PLP
DadX.PpU REL-T-GAKALAVIKADAYGHGAVRCAL-ALEAEANGFAVACIEEALELRAAGIKAPVLL 77
Alr.PpU QAELAGKSKLCAVLKADAYGHGIGLVMPSIIAQGVPCVAVASNEEARVVRASGFTGQLVR 120
DadX.Pa REA-T-GARALAVIKADAYGHGAVRCAE-ALAAEADGFAVACIEEGLELREAGIRQPILL 77
Alr.Pa KRC-APQRQAFAVVKANAYGHGAREVVT-ALHDDADGFAVACLEEAAEVRALHASARILL 78
DadX.Ec RQA-ATHARVWSVVKANAYGHGIERIWS-AIG-ATDGFALLNLEEAITLRERGWKGPILM 78
Alr.Ec REL-APASKMVAVVKANAYGHGLLETAR-TLP-DADAFGVARLEEALRLRAGGITKPVLL 77
Alrl.Bs KKHIGEHVHLMAVVKANAYGHGDAETAKAALDAGASCLAVAILDEAISLRKKGLKAPILV 86
Alr2.Bs RRHIPHKSKIMAVVKANGYGHGSIEVARHALEHGASELAVASVEEGIVLRKAGITAPILV 84
Alr.Ms REL-AGSADVMAVVKADAYGHGALPVARTALAAGAAALGVATIPEALALREGGITAPVLA 91
Alr.Lp MAQKDELTELWAVVKANGYGHGI IQVAQAAKEAGATGFCVAILDEALALRAAGFAEPILV 86
HE R I . .ot *. Hiad H
DadX.PpU LEGFFEASELALIAEHDLWCVVHS-LWQLEAIEK---TQLHKPLTIWLKLD-SGMHRVGL 132
Alr.PpU V-RLASLSELEDGLQYDMEELVGSAEFARQADAT--AARHGKTLRIHMALNSSGMSRNGV 177
DadX.Pa LEGFFEASELELIVAHDFWCVVHC-AWQLEAIER---ASLARPLNVWLKMD-SGMHRVGFEF 132
Alr.Pa LEGCFEASEYALAGQLRLDLVIQG-AEQGEAFLA---AGLDIPLNVWLKLD-SGMHRLGF 133
DadX.Ec LEGFFHAQDLEIYDQHRLTTCVHS-NWQLKALQN---ARLKAPLDIYLKVN-SGMNRLGF 133
Alr.Ec LEGFFDARDLPTISAQHFHTAVHN-EEQLAALEE---ASLDEPVTVWMKLD-TGMHRLGV 132
Alrl.Bs L-GAVPPEYVAIAAEYDVTLTGYSVEWLQEAARH----TKKGSLHFHLKVD-TGMNRLGV 140
Alr2.Bs L-GFTSLSCVKKSAAWNITLSAFQVDWMKEANE I LEKEASANRLATHINVD-TGMGRLGV 142
Alr.Ms WLHP-PGTDFAPAIAADVEVAVSS-RRQLEQVTA-AAAEVGRTATVTVKVD-TGLSRNGV 147
Alr.Lp L-GITEPEYAPLVAEKDISLAVGTQDWLTTAAAILAANQVTTPLHVHLALD-TGMGRIGE 144
. o Kk . *  *x
DadX.PpU HPK-DYHDAYQRLLA---SGKVSR-IVLMSHFARADELDADATAQQIA-—-———— VFEAAR 181
Alr.PpU EMA-TWSGRGEAL-QITDQKHLKL-VALMTHFAVEDKDDVRKGLAAFNEQTDWLIKHARL 234
DadX.Pa FPE-DFSAAHERLRA---SGKVAK-IVMMSHFSRADELDCPRTEEQLA-—-——-—— AFAAAS 181
Alr.Pa DPA-ALRAWHARLRS---HPGVRE-LNLISHFACADERNHPLTEQQLE-—-—-—-— SFLGLL 182
DadX.Ec QPD-RVLTVWQQLRA---MANVGE-MTLMSHFAEAEHPDGI --SGAMA-—-—-—-—— RIEQAA 180
Alr.Ec RPE-QAEAFYHRLTQ---CKNVRQPVNIVSHFARADEPKCGATEKQLA-—-—--—— IFNTFC 182
Alrl.Bs KTEEEVONVMAIL-DR--NPRLKC-KGVFTHFATADEKERGYFLMQFERFKELIAPLPL- 195
Alr2.Bs RTKEELLEVVKAL-KA--SKFLRW-TGIFTHFSTADEPDTTLTKLQHEKFISFLSFLKKQ 198
Alr.Ms GAA-DYPEVLDVLRRAQADGAIRV-RGLMSHLVHGDDPENPEFNGLQGQRLADMRVYAREH 205
Alr.Lp QTPEELATAVTITLRQP--QSPFDF-EGIFTHFATADQADDTYFTHQLNNWKHLIAVVDE- 200
* . ok o .
DadX.PpU QGLAAECSLRNSPGVLGWPQAPGDWVRPGLMLYGATPFEVPQ-AQAARLQPVMTLQSRVI 240
Alr.PpU DRSKLTLHAANSFATLEVPEARLDMVRTGGALFGDTVPAR-—-———— TEYKRAMQOFKSHVA 288
DadX.Pa QGLEGEISLRNSPAVLGWPKVPSDWVRPGILLYGATPFERAH-PLADRLRPVMTLESKVI 240
Alr.Pa DLDFDQRSLANSAAVLTIPAAHMDWLRPGIMLYGSTPLADLS-AAELGLKPAMSLGAQLI 241
DadX.Ec EGLECRRSLSNSAATLWHPEAHFDWVRPGIILYGASPSGQWRDIANTGLRPVMTLSSEII 240
Alr.Ec EGKPGQRSTIAASGGILLWPQSHFDWVRPGIILYGVSPLEDRSTGADFGCQPVMSLTSSLI 242
Alrl.Bs ——KNLMVHCANSAAGLRLKKGFFNAVRFGIGMYGLRPSADMSDEIPFQLRPAFTLHSTLS 253
Alr2.Bs GIELPTVHMCNTAAAIAFPEFSADMIRLGIGLYGLYPSAYIKQLNLVKLEPALSLKARIA 258
Alr.Ms GVDYEVAHLCNSPAAMTRPDLAFEMVRPGISLYGLSPIPERG---DMGLRPAMTLKCPVA 262
Alr.Lp —--LPRYVHVSNSATSLWHQACNGNMVRFGVALYGLNPSGRE-LSAPYPLQPALSLTARLT 257

ek Kk . ok .
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DadX.PpU SVRELPA-GEPVGYGAKFVSPRPTRVGVVAMGYADGYPRQAPNGTSVLVAGQRTQLIGRV 299
Alr.PpU AVHSYPA-GNTVGYDRTFTLARDSRLANITVGYSDGYRRVFTNKGHVLINGHRVPVVGKV 347
DadX.Pa SVRDLPA-GEPVGYGARYSTERSQRIGVVAMGYADGYPRHAADGTLVFIDGKPGRLVGRV 299
Alr.Pa SLREVAV-GESVGYGATWIAERPARIGTVSCGYADGYPRTAPAGTPVLVGGRRAILAGRV 300
DadX.Ec GVQTLKA-GERVGYGGRYTARDEQRIGIVAAGYADGYPRHAPTGTPVLVDGVRTMTIVGTV 299
Alr.Ec AVREHKA-GEPVGYGGTWVSERDTRLGVVAMGYGDGYPRAAPSGTPVLVNGREVPIVGRV 301
Alrl.Bs HVKLIRK-GESVSYGAEYTAEKDTWIGTVPVGYADGWLRKLKGTD-ILVKGKRLKIAGRI 311
Alr2.Bs YVKTMRTEPRTVSYGATYIAEPNEVIATLPIGYADGYSRALSNRGEFVLHRGKRVPVAGRV 318
Alr.Ms LVRSVHA-GDGVSYGHRWVADRDTTLGLLPIGYADGVYRALSGRIDVLIKGRRRRAVGRI 321
Alr.Lp FVKRLAR-GKSVSYGATYTAAQDEWIGTVPIGYADGYERRLOQGFH-VLVDGEFCEIVGRV 315
.. * Kk x . s, . *k kk * [ * *
DadX.PpU SMDMLNIDLTDVPQ-ATVGSPVELWGKQVLAS----EVAAQAGTIPYQIFCNL-KRVPRD 353
Alr.PpU SMNTLMVDVTDEFPD-VKGGNEVVLFGKQAGGEITQAEMEEINGALLADLYTVWGNSNPKI 406
DadX.Pa SMDMLTVDLTDHPQ-AGLGSRVELWGPNVPVG----ALAAQFGSIPYQLLCNL-KRVPRV 353
Alr.Pa SMDMLAVDLSDLPE-ARVGDPVELWGAGLSVD----EVARACGTLGYELLSKVTARVPRR 355
DadX.Ec SMDMLAVDLTPCPQ-AGIGTPVELWGKEIKID----DVAAAAGTVGYELMCALALRVPVV 354
Alr.Ec AMDMICVDLGPQAQ-DKAGDPVILWGEGLPVE----RIAEMTKVSAYELITRLTSRVAMK 356
Alrl.Bs CMDQFMVELDQ--E-YPPGTKVTLIGRQGDEYISMDEIAGRLETINYEVACTISSRVPRM 368
Alr2.Bs TMDMIMVSLGENGE-GKQGDEVVIYGKQKGAEISVDEVAEMLNTINYEVVSTLSRRIPRE 377
Alr.Ms CMDQFVVDLGPDADDVAVGDDAILFGPGANGEPTAQDWAELLDTIHYEVVTSPRGRVTRT 381
Alr.Lp CMDQLMVRLPH--E-VPVGAKVTLVGTDGARTISLQDIADYCGTIHYEIACGLAPRVPRV 372
* . . . . . * . * ..
DadX.PpU YIGE--——————————————— 357
Alr.PpU LVD-——=—————————————— 409
DadX.Pa YSGA--———————m—m - 357
Alr.Pa YSH-—=———————m—m— - 358
DadX.Ec TV-mmmm o 356
Alrl.Ec YVD-—-—m—mmmmmmmm o 359
Alr.Bs FLENGSIMEVRNPLLQVNISN 389
Alr2.Bs YIRDGEIFKVSTPVLYV---- 394
Alr.Ms YLPAGQQD————————————— 389
Alr.Lp YID-=——————m————————— 375

Figura 58. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas alanina racemasas (DadX y Alr) de
diferentes microorganismos: P. putida U (PpU); P. aeruginosa PAO1 (Pa); E. coli (Ec); B. subtilis (Bs);
Mycobacterium smegmatis (Ms) y Lactobacillus plantarum (Lp). La zona conservada de unién del PLP aparece
sombreada en gris. Los residuos de lisina y tirosina necesarios para la isomerizacion de la alanina estan

sefialados en negrita. Otros residuos de interés para que transcurra la reaccion de isomerizacion se marcan con I

La identidad de secuencia entre las enzimas Alr y DadX de un mismo microorganismo
no es significativamente mayor que entre las enzimas de bacterias distintas (Tabla 33). La
diferencia viene con respecto a la estructura. Mientras que las alanina racemasas de S.
enterica, T. thermophilus y Shigella se han descrito como monOmeros, en otros
microorganismos, tales como Geobacillus stearothermophilus, P. aeruginosa, P. putida,
Streptomyces lavendae, Mycobacterium tuberculosis, S. pneumoniae , B. anthracis y en E.
coli se han descrito como formas diméricas. Los dimeros se forman a traves de los dos
residuos necesarios para la isomerizacion de la alanina (K33, Y253) (Strych and Benedik,
2002; Ju et al., 2011).
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Tabla 33. Porcentaje de identidad entre las diferentes alanina racemasas de una misma bacteria y de diferentes

bacterias.

HinC.PpU 100 Alr.PpU
Alr.PpU 30,09 100 | DadX.Pa
DadXPa | 7059 | 28,37 100 Alr.Pa
Alr.Pa 49,72 | 27,92 | 49,44 | 100 | DadX.Ec
DadXEc | 47,73 | 28,45 | 48,86 | 43,50 | 100 | AlrEc
Alr.Ec 47,04 | 29,14 | 46,48 | 4594 | 41,41 | 100 | AlrBs
Alr.Bs 32,47 | 23,90 | 31,61 | 36,39 | 34,01 | 30,95 | 100 | Alr2.Bs
Alr2Bs | 32,68 | 28,19 | 31,27 | 34,55 | 29,66 | 32,30 | 42,30 | 100 | Alr.ms
Alr.Ms 35,03 | 37,06 | 3588 | 32,11 | 30,11 | 37,85 | 34,15 | 32,71 | 100 | AlrLp

Alr.Lp 35,92 | 26,50 | 34,47 | 36,29 | 35,63 | 31,71 | 46,22 | 38,25 | 31,61 | 100
PpU, P. putida U; Pa, P. aeruginosa PAOL; Ec, E. coli; Bs, B. subtilis; Ms, M. smegmatis; Lp, L. plantarum.

Con el fin de confirmar que el gen dadX (que codifica la alanina racemasa) se estaba
expresando en el mutante P. putida U AdadA::Tn5, se estudio si la mezcla racémica variaba
en la cepa recombinante P. putida U AdadA::Tn5 pMCdadX. Para llevar a cabo este
experimento, se amplificd el gen de la alanina racemasa (dadX) mediante PCR (Tabla 34), se
clond en el plasmido pMC (digestion enzimatica Apal/Sacl) y la construccion obtenida
(pMCdadX) se introdujo en la cepa mutante P. putida U AdadA4::Tn5 por medio de una

conjugacion triparental.

Tabla 34. Secuencia de los oligonucléotidos utilizados para amplifican el gen dadX.

Nom_bre del Secuencia Modificaciones
Primer
DadX.F ATGCGCGCCATGCCAGCCCGCGAAGAATCCAGC Apal
DadX.R ATGCGAGCTCATGCCAACACACCGCCCTGCAACC [ Sacl

La cepa P. putida U AdadA::Tn5 pMCdadX seguia acumulando alanina, y como era de
esperar, la mezcla racémica tenia las mismas proporciones de D-alanina y de L-alanina que
las que que se habian determinado en los caldos del mutante afectado en el gen dadA (Figura
57, Tabla 31). De esta manera, se confirmé que el transposon Tn5 no afectaba la expresion
del gen dadX en el mutante P. putida U AdadA::Tnb5.
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5.2.2. Regulacion del cluster dad.

5.2.2.1. Gen dadR.

Otro mutante tenia el transposon Tn5 alojado en el gen dadR. La localizacion exacta
se muestra en la Tabla 35. Este gen, como se muestra en la Figura 50, se encuentra corriente
arriba del gen dadA y se transcribe en sentido contrario. El mutante afectado en este gen se ha
denominado P. putida U AdadR::Tnb5.

Tabla 35. Localizacion del punto de insercién del transposén Tn5 en el mutante afectado en el gen dadR (P.
putida U AdadR::Tn5).

Mutante

54 TTCTG
3L Vv A RRT FETET FTTDG S K Y DTILS I EV F

226 AAGAC. Tn5 lCGCGCGGCGGAACTCCTCGAAGGTGTCGCCCGACTTGTAGTCCAGGCTGATTTCCACGAAC
GCGCGCCGCCTTGAGGAGCTTCCACAGCGGGCTGAACATCAGGTCCGACTAAAGGTGCTTG

El nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero de nucleétidos de la secuencia

de la Figura 50.

El abordaje experimental que se realizé a continuacion, consistio en determinar si la
incapacidad del mutante P. putida U dadR::Tn5 para catabolizar la histamina se debia a una
alteracion de la secuencia de este gen dadR tras la insercion del Tn5, o si por el contrario esta
se debia a un efecto polar causado por el Tn5. Para ello, se procedio a la clonacién del gen en
trans, amplificandolo mediante PCR utilizando los oligonucleétidos que figuran en la Tabla
36. A continuacion, se clono el gen dadR en el plasmido replicativo pMC utilizando las

enzimas de restriccion Kpnl/Sacl.

Tabla 36. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados para la clonacion en trans del gen dadR en el mutante P.
putida U AdadR::Tn5.

DadR.F | CGGGGTACCCCGGGCGGTTCCGATTACACCGCTACC Kpnl

DadR.R | ATGCGAGCTCGCTACCACGCATGGCCTGCCCGCGTGGC | Sacl
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La construccion asi obtenida, pMCdadR, se transfirié mediante conjugacion triparental
al mutante P. putida U AdadR::Tn5. Esta nueva cepa recombinante (P. putida U AdadR::Tn5
pMCdadR) en la que el gen dadR ahora se expresaba bajo el control del promotor de plasmido
recuperaba su capacidad de crecer en MMh, mientras que la misma cepa control transformada
solamente con el plasmido vacio seguia siendo incapaz de catabolizar dicha amina biogénica
(Figura 59). Este resultado ponia de manifiesto que la construccién pMCdadR era funcional y
que el crecimiento observado en la cepa mutante no se debia a la existencia de informacion

presente en el plasmido previa a la clonacion del gen dadR.

0.8

Abs (540 nm)
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Figura 59. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssnm) de P. putida U control (e), de P. putida U
AdadR::Tn5 pMC (V) y de P. putida U AdadR::Tn5 pMCdadR (o) cuando se cultivaban en MM suplementado
con: (A) histamina 10 mM; (B) ImMAA10 mM y (C) histidina 10 mM.

El gen dadR presenta una alta similitud con el gen que codifica el regulador de
respuesta a leucina (DadR). La secuencia, la composicion, el nimero de aminoécidos, el peso

molecular y el punto isoeléctrico de esta proteina se muestran a continuacion.
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162 aminoacidos

MRTQHQSKRELDKIDRNILRILONDGRISFTE Mw: 18753,80 pl: 8,43
LGEKVGLSTTPCTERVRRLEREGI IMGYNARL
NPOHLKGSLLVFVEISLDYKSGDTFEEFRRAV

LKLPHVLECHLVSGDFDYLVKARI SEMASYRK s

LLGDILLKLPHVRESKSYIVMEEVKESLCLPT A 4 R15 N 4 D 9 C 3

PD Q 4 E 15 G 9 H 5 I 11
L23 K11 M 4 F 5 P 6
s 12 T 6 W O Y 5 V11

Las proteinas reguladoras junto con los promotores regulados son los elementos llave
que permiten a los operones catabdlicos transcribirse cuando es requerido o cuando los
niveles de sustrato son lo suficientemente altos para que sea utilizado como fuente de
nutrientes. En este caso, el gen que codifica el regulador (Lrp) de este cluster es dadR. Este
gen se trascribe en sentido contrario a los otros dos que se encuentran dentro del cluster dad,

de los cuales ya se ha hablado.

Lrp, regulador de respuesta a leucina, es un activador transcripcional que aparece en
bacterias y arqueas como un importante agente de control en los procesos metabolicos en los
que intervienen aminoacidos y productos relacionados (de los Rios and Perona, 2007).

Los miembros de la familia Lrp son proteinas pequefias de union a DNA con una masa
molecular alrededor de 15 kDa. El estado multimérico de los Lrp homologos de distintos
organismos, tales como E. coli, Agrobacterium tumefaciens, P. aeruginosa y Pirococcus
furiosus, incluye dimeros, tetrdmeros, octdmeros y hexadecameros (Brinkman et al., 2003).
La estructura tridimensional predicha para el regulador Lrp de P. putida U (DadR), es similar
a la de E. coli (de los Rios and Perona, 2007), presentando una organizacion octomérica
(Figura 60). Esta estructura es la favorecida en presencia de leucina, que produce la

disociacion de la forma hexadecamérica (Chen et al., 2001a).
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Figura 60. Estructura tridimesional de (A) DadR de P. putida U y (B) Lrp de E. coli.

Ademas, el regulador Lrp contiene 3 dominios funcionales de igual tamafio (Chen and
Calvo, 2002; Hart and Blumenthal, 2011):

1. Dominio N-terminal que contiene un motivo hélice-vuelta-hélice de unién a DNA,
como se muestra en la Figura 62.

2. Dominio responsable de la activacién de la transcripcion de DNA.

3. Dominio C-terminal que es requerido para la respuesta a leucina, y es el que media

la formacion de multimeros (dimeros, octameros y hexadecameros).

Como se expondréd méas adelante, existen varios reguladores Lrp en el genoma de cada
microorganismo, pero solo hay uno responsable de la regulacion del cluster dad. Este
regulador se ha estudiado en distintas especies de Pseudomonas, tales como P. aeruginosa
PAQ1, P. stutzery y P. entomophila (He et al., 2011), y en bacterias entéricas, tales como E.
coli (Mathew et al., 1996), K. aerogenes (Janes and Bender, 1999) y S. typhimorium
(Wasserman et al., 1983). El alineamiento de las secuencias de aminoacidos presentes en las

enzimas de estos microorganismos se muestra en la Figura 61.
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DadR. PpU -MRTQHQSKRELDKIDRNILRILONDGRISFTELGEKVGLSTTPCTERVRRLEREGIIMG 59
Lrp.Pa -MRTQHQSKRELDKIDRNILRILQEEGRISFTELGERVGLSTTPCTERVRRLEREGLIMG 59
Lrp.Ps -MRTRHQTRRELDKIDRHILRILQAEGRLPFTELGERVGLSTTPCTERVRRLEREGIIMG 59
Lrp.Pe -MRTQHQSKRELDKIDRNILRILONDGRISFTELGEKVGLSTTPCTERVRRLEREGIIMG 59
Lrp.Ec MVDSKKRPGKDLDRIDRNILNELQKDGRISNVELSKRVGLSPTPCLERVRRLERQGFIQG 60
Lrp.Ka MVDSKKRPGKDLDRIDRNILNELQKDGRISNVELSKRVGLSPTPCLERVRRLERQGFIQG 60
Lrp.St MVDSKKRPGKDLDRIDRNILNELQKDGRISNVELSKRVGLSPTPCLERVRRLERQGFIQG 60
** *** ** * K ** ** . **** * K Kk ******** * * ok
DadR.PpU YNARLNPQHLKGSLLVEVEISLDYKSGDTFEEFRRAVLKLPHVLECHLVSGDEFDYLVKAR 119
Lrp.Pa YHARLNPQHLKASLLVEFVEISLDYKSGDTFEEFRRAVLKLPHVLECHLVSGHEDYLVKAR 119
Lrp.Ps YSARLNPQHLKAGLLVEFVEISLAYKSGDIFEEFRRAVLKLPHVLECHLVSGDEDYLVKAR 119
Lrp.Pe YNARLNPQHLKGSLLVEFVEISLDYKSGDTFEEFRRAVLKLPHVLECHLVSGDEDYLVKAR 119
Lrp.Ec YTALLNPHYLDASLLVEVEITLNRGAPDVFEQFNTAVQKLEEIQECHLVSGDEDYLLKTR 120
Lrp.Ka YTALLNPHYLDASLLVEFVEITLNRGAPDVFEQFNAAVQKLEEIQECHLVSGDEDYLLKTR 120
Lrp.St YTALLNPHYLDASLLVEVEITLNRGGPDVFEQFNAAVQKLEEIQECHLVSGDEDYLLKTR 120
* X ***::*_._*******:* . * **:*. **k kK .2 *******.**‘k*:*:*

DadR.PpU ISEMASYRKLLGDILLKLPHVRESKSYIVMEEVKESLCLPIPD- 162

Lrp.Pa ISEMASYRKLLGDILLKLPHVRESKSYIVMEEVKESLDLPVPD- 162

Lrp.Ps ISEMASYRKLLGDILLKLPHVRESKSYIVMEEIKESLDLPVPD- 162

Lrp.Pe ISEMASYRKLLGDILLKLPHVRESKSYIVMEEVKESLCLPIPD- 162

Lrp.Ec VPDMSAYRKLLGETLLRLPGVNDTRTYVVMEEVKQSNRLVIKTR 164

Lrp.Ka VPDMSAYRKLLGETLLRLPGVNDTRTYVVMEEVKQSNRLVIKTR 164

Lrp.St VPDMSAYRKLLGETLLRLPGVNDTRTYVVMEEVKQSNRLVIKTR 164

ek e o khkhkkk ko Kk ke Kk Kk CEEEE R **** * * *

Figura 61. Alineamiento de las secuencias de aminoécidos de la proteina DadR de P. putida U y del regulador
Lrp que actlia sobre el operon dad presente en diferentes microorganismos: P. aeruginosa PAO1 (Pa); P. stutzeri
(Ps); P. entomophila (Pe); E. coli (Ec); K. aerogenes (Ka) y S. typhimorium (St). Los residuos que participan en

la unién a DNA se muestran sombreados con color gris.

Como puede apreciarse en el alineamiento de la Figura 61, este regulador se
encuentra bastante conservado en las enterobacterias y pseudomonadales (Friedberg et al.,
1995; He et al., 2011; Unoarumhi et al., 2016), siendo los porcentajes de identidad de DadR
con respecto al regulador Lrp de P. aeruginosa PAQO1, de P. stutzery y de P. entomophyla, del
94%, 89% y 100%, respectivamente. Con respecto a las bacterias entéricas (E. coli, K

aerogenes y S. enterica), tiene una identidad del 58% (Figura 61).

Por medio de programas informaticos, como phyre2 (Kelley et al., 2015) y swiss-
model (Biasini et al., 2014) se puede ver la estructura tridimensional de dadR (Figura 62). La

presencia de laminas B y hélices a es fundamental para llevar a cabo su papel regulador.
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MRTQHQSKRELDKIDRNILRILONDGRISFETEL
ol o2
GEKVGLS GIIMGYNARLNP
o3 Bl
QHLKGS LDYKSGD RAVLKL
B2 o4
PH SGDFD SE
B3 B4 o5
ILLKLPHVR SLCLPIPD
R5
B

Figura 62. A) Estructura tridimensional del regulador Lrp de P. putida U (DadR). B) Secuencia proteica del
regulador Lrp de P. putida U (DadR) donde se refleja las hélices a (subrayado con linea) y las laminas f
(subrayado con puntos). Este abordaje se ha realizado con los programas phyre2 y swiss-model.

Los reguladores globales son factores de transcripcion que juegan un papel importante
en las bacterias, siendo los que ayudan a coordinar las respuestas celulares de cientos de genes
para hacer frente a los cambios complejos cambios medioambientales. En E. coli, Lrp junto
con otros reguladores globales, tales como ArcA, Fis, Fnr, Ihf, Lrp y Narl, controlan la
expresion de mas de la mitad de los genes. En enterobacterias, como es el caso de S. enterica,
de K. pneumoniae y de Proteus mirabilis, se ha comprobado que estos reguladores juegan un
papel global. Sin embargo, también se ha observado que, a veces, Lrp actla como un

regulador local (caso de Haemophylus enfluenzae) (Unoarumhi et al., 2016).

Lrp puede actuar como represor o como activador. Por lo general, Lrp regula
positivamente genes que estan involucrados en el anabolismo, y negativamente genes que
participan en el catabolismo (Janes and Bender, 1999; Chen and Calvo, 2002). En el caso
concreto del cluster dad, el regulador Lrp posee este doble papel. Por ejemplo, en E. coli
actGa como represor y activador (Mathew et al., 1996; Zhi et al., 1999), mientras que en P.
aeruginosa PAO1 actia como activador (He et al., 2011). Una de las teorias para explicar esta
doble funcionalidad es la presencia o ausencia de alanina. Asi, cuando no hay alanina, el

regulador Lrp funciona como represor, pero en presencia de alanina, ésta se une al regulador
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Lrp provocandole un cambio conformacional que permite que se una al DNA activando la

transcripcion de los genes dad (Brinkman et al., 2003).

En el caso del mutante P. putida U AdadR::Tnb5, el transposon Tn5 afecta la expresion
del gen que codifica el regulador DadR e impide el crecimiento en histamina, por lo que
hemos de asumir que activa uno o varios genes necesarios para el catabolismo de esta amina
biogénica. P. putida U AdadR::Tn5, al igual que el mutante afectado en el gen que codifica la
deshidrogenasa (dadA), no es capaz de crecer en alanina, y la acumula (Figura 63). Este
resultado indica que DadR regula la expresidn de algunos de los genes adyacentes, que, como

hemos visto, tiene que ver con el catabolismo de alanina.

Figura 63. Placa de TLC. (A) histamina; (B) alanina

AB CD EFGHI JKLM y (C) 4-OHAFA. Todos los patrones se prepararon a
una concentracion de 10 mM. Muestras del caldo del
mutante P. putida U AdadR::Tn5 cultivado en MM
suplementado con 4-OHAFA 10 mM + histamina 10
mM recogidas a distintos tiempos: 0 h (D); 12 h (E);
24 h (F); 36 h (G) y 48 h (H). Muestras del caldo del
mutante P. putida U AdadA::Tn5 cultivado en MM
suplementado con 4-OHAFA 10 mM + histamina 10
mM recogidas a distintos tiempos: 0 h (1); 12 h (J);

’ a ha

24 h (K); 36 h (L) y 48 h (M).

En la Figura 63, se observa que el mutante P. putida U AdadA::Tn5 acumula alanina
y no es capaz de catabolizarla aunque pase el tiempo, a diferencia de lo que ocurre en el
mutante P. putida U AdadR::Tn5, en cuyos cultivos a partir de las 20 h no se detectaba
alanina (Figura 64). Este fendbmeno pudiera ser explicado por la existencia de enzimas
constitutivas implicadas en la degradacion de alanina. Al no activarse la transcripcion (no
existe DadR), los niveles de expresion de los genes DadA y DadX seran basales y el
catabolismo de histamina generard demasiada alanina para ser catabolizada. Luego, cuando la
histamina se ha acabado, ya no se sintetiza mas L-alanina y la acumulada en el medio es
degradada por las enzimas DadA y DadX, que aunque a concentraciones bajas, seguirian

actuando sobre ese aminoacido.

208



RESULTADOS Y DISCUSION

A B CDE F G H I

Figura 64. Placa de TLC. (A) histamina y (B) alanina. Todos los
patrones se prepararon a una concentracion de 10 mM. Muestras del
caldo del mutante P. putida U AdadR::Tn5 cultivado en MM
suplementado con 4-OHAFA 10 mM + histamina 10 mM recogidas
- » a distintos tiempos: 0 h (C); 4 h (D); 8 h (E); 12 h (F); 16 h (G); 20 h
(H)yy 24 h (1).

El siguiente experimento consistio en expresar en trans el gen dadA (deshidrogenasa)
y dadX (alanina racemasa) en el mutante P. putida U AdadR::Tn5. Para ello, fue necesario
clonar ambos genes utilizando dos plasmidos de expresién pMC con distintas resistencias (de
la Torre et al., 2017). Primero, se expreso el gen dadX en el plasmido pBBR1MCS-5 (pMC5)
con resistencia a Gtm por medio de los cortes enzimaticos Apal/Sacl, y despues, esta
construccion se transfirié junto con pMCdadA al mutante P. putida U AdadR::Tn5. La cepa
recombinante obtenida, P. putida U AdadR::Tn5 pMCdadA pMCb5dadX, no fue capaz de
utilizar la histamina como unica fuente de carbono cuando se le habia afiadido al medio. Se
obtuvo el mismo resultado con la cepa recombinante P. putida U AdadR::Tn5 pMCdadAX, en
la que los genes dadA y dadX se clonaron juntos en el plasmido pMC (pMCdadAX). Este
hecho sugiere que DadR regula mas genes, ademas de los responsables del catabolismo de
alanina (dadA y dadX), por ser un regulador global como se ha comentado, y probablemente
tenga que ver también con aquellos otros responsables de la degradacion de ImMAA. El gen
dadR se encuentra dentro de una organizacion génica muy conservada en Pseudomonas,
donde estan presentes, ademas de dadA y dadR, unos genes que codifican un regulador
transcripcional (PuuR) y un citocromo C5 sobre los que podria ejercer alguna actividad
reguladora (Ju et al., 2005; Deeudom et al., 2008; Chou et al., 2013).

Se han estudiado la secuencias presentes en la region intergénica entre el gen dadA y
el gen dadR a las que se une el regulador Lrp para activar los genes. De esta manera, se ha

establecido que la secuencia consenso en esta zona intergénica en P. aeurginosa PAO1 es
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KCGGWWTTTTWCCWG (donde K es C/G; y W es A/T) (He et al., 2011). Mientras que en
E. coli, corresponde a YAHAWATTWTDCTR (donde Y es C/T; H es diferente de G; W es
A/T; D es diferente de C; y R es A/G) (Zhi et al., 1999). Como hemos comentado, el
regulador Lrp de E. coli puede ser un activador o un represor en funcién de la zona a la que se
una, y por esta razon, nosotros hemos seleccionado aquella regién que corresponde en E. coli,
a la requerida para Lrp actie como activador. Esta zona (Figura 65), también ha sido

identificada en. P. putida U y en P. aeruginosa PAOL.

A B
AGGGGATGCCCCTCCGTGAAAGGCGATTTTGCCGAGA S1.Pa GGTGATTATTTCTGC
S1.PpU S2.Pa CCGGTTTTTTACCTG
ATTCTCGCCAATAATAGGCTTTTATATAGTGAATTGC S3.Pa GCGGTATTTTTCCAG
S4 .Pa GCGGAATTTTTCCTG
S2.PpU S1.Pa AGGCGATTTTGCCGA
ACTGGTCTCAAATTCCTATACTGCGCCCATTCATGCCA | S2.Pa ATAGGCTTTTATATA
S1.Ec ACGGAATTTTATGCT

TATCAATAAAAGTCTGCGGCGTGCCGCGTGTGAGGGAT

ATAACGATG

Figura 65. (A) Secuencia intergénica de la zona reguladora del cluster dad en P. putida U comprendida entre el
gen dadR y el gen dadA. Los posibles sitios de unién del regulador DadR en P. putida U aparecen subrayados. El
ATG marcado en negrita corresponde con el triplete de inicio del gen dadA. (B) Sitios de union de DadR en la
zona reguladora del cluster dad en P. aeruginosa (PAO1) y en E. coli (Ec), comparadas con los posibles zonas

sobre las que se uniria DadR en el cluster dad en P. putida U.

Observando la region intergénica de P. putida U existente entre el gen dadA y el gen
dadR, y teniendo en cuenta las zonas de union del regulador Lrp descritas en P. aeruginosa y
en E. coli, habria dos posibles zonas a las que pudiera unirse DadR para llevar a cabo su

actividad reguladora sobre los genes del cluster dadRAX (Figura 65).

En el genoma de las bacterias, hay varios genes que codifican reguladores Lrp, por
ejemplo, en P. putida U se expresan otros diez reguladores Lrp, ademas de DadR. El grado de
identidad entre ellos oscila entre el 20% y el 40%. Los residuos presentes en la zona N-
terminal que son necesarios para interactuar con el DNA se encuentran conservados en la

mayoria de los reguladores (Figura 66).
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DadR MRTQHQSKRELDKIDRNILRILONDGRISFTELGEKVGLSTTPCTERVRRLEREGI IMGY 60
Lrpl KNFSTRLARDMDSEFDOQHILTLLORDASISLKDLAEAVNLSTTPCWKRVKRLEEEGY ILGK 61
Lrp2 === MHSELDAYDRRILELLQEDASLSSAQVAERVGLSQSPCWRRIQRLKEEGVIRGQ 54
Lrp3 - MPSSLDRTDRALLAALQDNARLTVAELADQVALTTSPCWRRVKLLEDNGYITGY 54
Lrpd - MRKLDRTDIGILNSLQENARITNAELARSVNLSPTPCEFNRVRAMEELGVIRQQ 53
Lrp5 === MRELDAKDREILEVLSKDARIALKALAGRIGLSRSATTERVANLERSGIIRGY 53
Lrp6 = = MDTIDRELIALLRDNARTPVLTLAKKLKVARATVONRITRLEEQGVIIGY 50
Lrp7 --MSDSRSITLDEIDRQLIALLQINARESVATLARQLGIARTTVNSRLERLEKNKVISGY 58
lrp8 = MDRTDRKILAELQKDGRLSVTELAERVGLSLSPCHRRLKALEESGAILGY 50
Lrp9 === MSKLDRYDLSILAELQRDARISNQELAERIGLSPSPCSRRVKQLEDDGYISRQ 53
Lrpl0 MTDAIDQLLINALMEDSRRSLKALAQVSGLSAPSVSERLRRLEERGVLRGY 51

* * .. * . . * .

Figura 66. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la zona N-terminal de las proteinas de la familia

Lrp presentes en P. putida U. Los residuos que interacttan con el DNA se muestran sombreados en gris.

5.2.3. Andlisis comparativo del cluster dad en otros microorganismos.

Como se ha explicado, en este cluster se encuentran los genes que codifican proteinas
que estan implicadas en la regeneracion del piruvato gastado en la transaminacion, asi como

en la transferencia de electrones y en el catabolismo de la alanina.

El cluster dad de P. putida U esta formado por un cassette catabolico de 3,1 kb. Este
cluster se ha estudiado principalmente en bacterias entéricas, siendo la mas caracteristica E.
coli (Janes and Bender, 1999; Mathew et al., 1996) y en distintas especies de Pseudomonas
(He et al., 2011). También se han encontrado clusters que podrian ser homologos en otros

microorganismos tales como R. leguminusarun y S. pneumoniae (Figura 67).

La organizacion de los genes dad dentro del género Pseudomonas tiene ligeras
modificaciones con respecto a la de P. putida U. Se conserva la misma estructura en P. putida
KT2440 y en P. entomophila. Sin embargo, en P. aeruginosa y en P. syringae, entre los genes
dadA y dadX o dadR aparecen otros ORFs que no existen en P. putida U (Figura 67). La
diferencia mas significativa dentro de este género se observa en P. stutzeri, donde no estan

presentes los tres genes de este cluster, sino que solo se encuentran dadA y dadR (Figura 67).

En bacterias entéricas, tales como E. coli y S. enterica, la diferencia con respecto a la
organizacion génica de P. putida U, es que el regulador no esta adyacente a los genes dadAX,

sino que se encuentra en otro punto del genoma bastante alejado (Figura 67).
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En otros microorganismos, se repite alguna de las organizaciones comentadas. Asi, en
S. pneumoniae se conserva igual que en P. stutzeri, mientras que en R. leguminosarum se

mantiene la misma organizacion genica que en P. putida U (Figura 67).

P. putida U -
dadR dadA dadX
P. putida KT2440 - —-‘—
dadR dadA dadX
P. entomophila -
dadR dadA dadX
P. syringae -
dadR dadA pspto_ dadX
0102
P. aeruginosa PAO1 - A
dadR pas5307 pa pa dadA pa  dadX
5306 5305 5303
P. stutzeri -
dadR dadA
5. enterica & ) -
dadR dadA dadX
E. coliK12 & “
dadR dadA dadX
R. leguminosarum - _-.-_
dadR dadA dadX
S. pneumoniae - —-—
dadR dadA

Figura 67. Comparacion del cluster dad implicado en la regeneracion del piruvato y en la transferencia de
electrones durante la asimilacion de histamina y de alanina en P. putida U, con otros probables clusters dad
identificados por homologia de secuencia en otros microorganismos. Los genes figuran en colores: amarillo
(dadR), azul (dadA) y rojo (dadX). Otros genes son nombrados como estan anotados en la base de datos NCBI.
Las referencias de las secuencias son; P. putida KT2440 (NC_002947.4), P. entomophila (CT573326.1), P.
syringae (NC_004578.1), P. aeruginosa PAO1 (NC _002516.2), P. stutzeri (CP007509.1). S. enterica
(NC_003197.2), E. coli K12 (NC_000913.3), R. leguminosarum (NZ_AQUD01000002.1), S. pneumoniae
(LJU01000002.1).
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5.3. Organizacién genética del cluster cox.

Un nuevo mutante, incapaz también de degradar histamina, poseia el transposén Tn5
integrado en uno de los genes pertenecientes al cluster cox, que codifica la enzima citocromo
c oxidasa de tipo aas de P. putida U y que esta integrado por los genes coxB, coxA, cox1ly

coxC. A continuacidn se indica la secuencia de este fragmento, asi como los marcos de lectura

que corresponden a las proteinas que expresan cada uno de ellos (Figura 68).
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CGTTGAACGTGATTCGTTGATGAGGCCCGACTGCTTTTGCAGGGGCTCGGTCGTCGAAGCCAGGCAGTCTTGACC
GCAACTTGCACTAAGCAACTACTCCGGGCTGACGAAAACGTCCCCGAGCCAGCAGCTTCGGTCCGTCAGAACTGG

CoxB M M R H
GCCGTTCCCTCTTGCCGCAGGCCACGCCTCCGGGACAACAAGAATTAGAAGGGGAACCCGCAATGATGCGACATC
CGGCAAGGGAGAACGGCGTCCGGTGCGGAGGCCCTGTTGTTCTTAATCTTCCCCTTGGGCGTTACTACGCTGTAG

p H VWM G L L L W S V F G QAN AWAWT V N M H
CACATGTCTGGATGGGCCTCCTGTTGTGGTCGGTTTTTGGTCAGGCCAACGCCGCCTGGACCGTGAACATGCACC
GTGTACAGACCTACCCGGAGGACAACACCAGCCAAAAACCAGTCCGGTTGCGGCGGACCTGGCACTTGTACGTGG

P G A T EV S N AV F D L HM T I F W I CV I I G
CGGGGGCGACGGAGGTTTCCAACGCCGTCTTCGACCTGCACATGACCATCTTCTGGATCTGCGTGATCATCGGCG
GCCCCCGCTGCCTCCAAAGGTTGCGGCAGAAGCTGGACGTGTACTGGTAGAAGACCTAGACGCACTAGTAGCCGC

v v VvV F GA M F W S MV V HRIR S T G Q O A A H F
TAGTTGTATTCGGCGCGATGTTCTGGTCCATGGTCGTCCACCGCCGCTCCACTGGCCAGCAGGCCGCGCATTTCC
ATCAACATAAGCCGCGCTACAAGACCAGGTACCAGCAGGTGGCGGCGAGGTGACCGGTCGTCCGGCGCGTAAAGG

H E H T w Vv E I M W T Vv VvV P F L I L vV V M A I P A
ACGAGCATACCTGGGTGGAAATCATGTGGACCGTGGTGCCCTTCCTGATTCTGGTGGTGATGGCCATTCCGGCCA
TGCTCGTATGGACCCACCTTTAGTACACCTGGCACCACGGGAAGGACTAAGACCACCACTACCGGTAAGGCCGGT

T K T L I D I Y D A S E s D I D I Q V T G Y Q W K
CCAAGACCCTGATCGACATCTACGACGCCAGCGAGTCGGACATCGACATCCAGGTCACCGGCTACCAGTGGAAGT
GGTTCTGGGACTAGCTGTAGATGCTGCGGTCGCTCAGCCTGTAGCTGTAGGTCCAGTGGCCGATGGTCACCTTCA

w H Y K Yy L G 9 DV E F F S N L A T P A D Q I H N
GGCACTACAAATACCTGGGCCAGGATGTGGAGTTCTTCAGCAACCTGGCCACCCCCGCCGATCAGATTCACAACA
CCGTGATGTTTATGGACCCGGTCCTACACCTCAAGAAGTCGTTGGACCGGTGGGGGCGGCTAGTCTAAGTGTTGT

K A p K DEUH Y L L E V D QP L V L P V G A K V R
AGGCCCCCAAGGACGAGCATTACCTGCTCGAAGTCGACCAGCCGCTGGTGCTGCCGGTGGGCGCCAAGGTGCGCT
TCCGGGGGTTCCTGCTCGTAATGGACGAGCTTCAGCTGGTCGGCGACCACGACGGCCACCCGCGGTTCCACGCGA

¥F L v T A A DV I H S W W V P A F A V K R D A I P
TCCTGGTGACTGCCGCCGACGTCATCCACTCCTGGTGGGTGCCGGCCTTCGCGGTCAAGCGCGACGCCATCCCCG
AGGACCACTGACGGCGGCTGCAGTAGGTGAGGACCACCCACGGCCGGAAGCGCCAGTTCGCGCTGCGGTAGGGGL

G F VN E AW TR I E K P G I ¥ R G Q C T E L C G
GCTTTGTCAACGAAGCCTGGACCCGTATCGAAAAGCCCGGCATCTACCGCGGCCAGTGCACCGAGCTGTGCGGCA
CGAAACAGTTGCTTCGGACCTGGGCATAGCTTTTCGGGCCGTAGATGGCGCCGGTCACGTGGCTCGACACGCCGT

K b H G F M PV VV EV K S K ADY DT W L G E R
AGGACCACGGCTTCATGCCGGTAGTGGTGGAGGTCAAGTCCAAGGCCGACTACGACACCTGGCTGGGCGAGCGCA
TCCTGGTGCCGAAGTACGGCCATCACCACCTCCAGTTCAGGTTCCGGCTGATGCTGTGGACCGACCCGCTCGCGT

K A E A A KL K E L T S K E W T L E E L V E R G D
AGGCTGAAGCCGCCAAGCTCAAGGAACTGACCAGCAAGGAGTGGACCCTGGAAGAGCTGGTGGAACGTGGCGACA
TCCGACTTCGGCGGTTCGAGTTCCTTGACTGGTCGTTCCTCACCTGGGACCTTCTCGACCACCTTGCACCGCTGT

K vy ®H T T CV A CH QA E G Q G L P P M F P A L
AGGTCTACCACACCACCTGCGTGGCCTGTCACCAGGCCGAAGGCCAGGGCCTGCCGCCGATGTTCCCGGCGCTCA
TCCAGATGGTGTGGTGGACGCACCGGACAGTGGTCCGGCTTCCGGTCCCGGACGGCGGCTACAAGGGCCGCGAGT

K 6 s K I A T G P K E G H L S I V F H G K P G T A

AGGGCTCGAAGATCGCCACCGGGCCGAAGGAAGGCCACCTGAGCATTGTCTTCCACGGCAAGCCCGGTACCGCCA
TCCCGAGCTTCTAGCGGTGGCCCGGCTTCCTTCCGGTGGACTCGTAACAGAAGGTGCCGTTCGGGCCATGGCGGT
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M A A F G K L S E V D I A A V V T Y E R N A W G
TGGCGGCGTTCGGCAAGCAGCTCTCGGAAGTCGACATTGCCGCCGTTGTCACCTACGAACGCAACGCCTGGGGCA
ACCGCCGCAAGCCGTTCGTCGAGAGCCTTCAGCTGTAACGGCGGCAACAGTGGATGCTTGCGTTGCGGACCCCGT

N N K G DMV T P K D VL A L K Q A E A K
ACAACAAGGGCGACATGGTCACGCCGAAGGACGTGCTGGCGCTGAAGCAGGCAGAAGCCAAGTGAACCGGGTTAC
TGTTGTTCCCGCTGTACCAGTGCGGCTTCCTGCACGACCGCGACTTCGTCCGTCTTCGGTTCACTTGGCCCAATG

CoxA M s T v I D D H A H G H E H
TCGCGGCAATCAATGGGTTGCAGGAGACAGGACATGAGCACAGTGATCGACGACCACGCCCACGGCCATGAGCAC
AGCGCCGTTAGTTACCCAACGTCCTCTGTCCTGTACTCGTGTCACTAGCTGCTGGTGCGGGTGCCGGTACTCGTG

A H G P A K G L MR W VL T TNUH K D I G T M Y L
GCCCACGGCCCGGCCAAGGGCTTGATGCGCTGGGTACTGACCACCAACCATAAAGACATCGGCACGATGTACCTG
CGGGTGCCGGGCCGGTTCCCGAACTACGCGACCCATGACTGGTGGTTGGTATTTCTGTAGCCGTGCTACATGGAC

w ¥ s ¥ I M F L L.G G S F A M Vv I R A E L F Q P G
TGGTTCAGCTTCATCATGTTCCTGCTTGGCGGCTCGTTCGCCATGGTGATCCGCGCCGAGCTGTTCCAGCCTGGC
ACCAAGTCGAAGTAGTACAAGGACGAACCGCCGAGCAAGCGGTACCACTAGGCGCGGCTCGACAAGGTCGGACCG

L o I V E P A F F N OM T TMHGUL I MV F G A V
CTGCAGATCGTGGAGCCAGCCTTCTTCAACCAGATGACCACCATGCACGGCCTGATCATGGTGTTTGGCGCGGTG
GACGTCTAGCACCTCGGTCGGAAGAAGTTGGTCTACTGGTGGTACGTGCCGGACTAGTACCACAAACCGCGCCAC

M P A F V G L AN WMTIUPIL M I GAUPDMA ATL P R
ATGCCGGCCTTCGTCGGCCTGGCCAACTGGATGATCCCGTTGATGATCGGCGCGCCTGACATGGCCCTGCCGCGC
TACGGCCGGAAGCAGCCGGACCGGTTGACCTACTAGGGCAACTACTAGCCGCGCGGACTGTACCGGGACGGCGCG

M NN F S F W L L P A A F L L L V S T L F S P G G
ATGAACAACTTCAGCTTCTGGCTGCTGCCGGCAGCCTTCCTGCTGTTGGTCTCGACCCTGTTCAGCCCGGGTGGC
TACTTGTTGAAGTCGAAGACCGACGACGGCCGTCGGAAGGACGACAACCAGAGCTGGGACAAGTCGGGCCCACCG

G p N F G W T ¥ YA P L s T T Y A P A S V T F F I
GGGCCGAACTTCGGCTGGACCTTCTACGCCCCGCTGTCGACTACCTACGCCCCCGCCAGCGTCACCTTCTTCATC
CCCGGCTTGAAGCCGACCTGGAAGATGCGGGGCGACAGCTGATGGATGCGGGGGCGGTCGCAGTGGAAGAAGTAG

¥F A I H L M G I s s I M G A I NV I A T I L N L R
TTCGCCATCCACCTGATGGGTATCAGCTCGATCATGGGCGCGATCAACGTGATTGCCACCATCCTCAACCTGCGT
AAGCGGTAGGTGGACTACCCATAGTCGAGCTAGTACCCGCGCTAGTTGCACTAACGGTGGTAGGAGTTGGACGCA

AP G M TL M KMUP L F VW TW L I T AU F L L I A
GCGCCTGGCATGACCCTGATGAAGATGCCGCTGTTTGTCTGGACCTGGCTGATCACGGCCTTTCTGCTGATTGCG
CGCGGACCGTACTGGGACTACTTCTACGGCGACAAACAGACCTGGACCGACTAGTGCCGGAAAGACGACTAACGC

v M P VL A GGV VTMM L M D I H F G T S F F S A
GTGATGCCGGTGCTGGCCGGTGTGGTGACCATGATGCTGATGGACATTCACTTCGGCACCAGTTTCTTCAGCGCG
CACTACGGCCACGACCGGCCACACCACTGGTACTACGACTACCTGTAAGTGAAGCCGTGGTCAAAGAAGTCGCGC

A G G G D P VL F Q HV F WF F G H P E VY I MI
GCCGGGGGCGGTGACCCAGTGCTGTTCCAGCACGTGTTCTGGTTCTTCGGCCACCCCGAGGTGTACATCATGATC
CGGCCCCCGCCACTGGGTCACGACAAGGTCGTGCACAAGACCAAGAAGCCGGTGGGGCTCCACATGTAGTACTAG

L P A F G AV s s I I PAF S R K PL F G Y T s M
CTGCCGGCCTTTGGTGCGGTCAGCTCGATCATTCCGGCGTTCTCGCGCAAGCCGCTGTTCGGCTACACCTCGATG
GACGGCCGGAAACCACGCCAGTCGAGCTAGTAAGGCCGCAAGAGCGCGTTCGGCGACAAGCCGATGTGGAGCTAC

vy A T GG A I A F L S F I VWA H H M F V V G I P
GTGTACGCCACCGGCGCAATTGCATTCCTGTCGTTCATCGTCTGGGCCCACCACATGTTCGTGGTCGGCATCCCG
CACATGCGGTGGCCGCGTTAACGTAAGGACAGCAAGTAGCAGACCCGGGTGGTGTACAAGCACCAGCCGTAGGGC

v v G E L F FMYATMULTI AV P T G V K V F N W
GTAGTCGGTGAGCTGTTCTTCATGTACGCCACCATGCTGATTGCCGTGCCCACCGGCGTGAAGGTGTTCAATTGG
CATCAGCCACTCGACAAGAAGTACATGCGGTGGTACGACTAACGGCACGGGTGGCCGCACTTCCACAAGTTAACC

v s T M w E G s L T F E T P M L F A I A F V I L F
GTCAGCACCATGTGGGAAGGCTCACTCACCTTCGAAACGCCGATGTTGTTCGCCATCGCCTTCGTCATCCTGTTT
CAGTCGTGGTACACCCTTCCGAGTGAGTGGAAGCTTTGCGGCTACAACAAGCGGTAGCGGAAGCAGTAGGACAAA

T I G G ¥F s G L ML A I A PADVF QY HD T Y F V

ACCATCGGCGGCTTCTCCGGGCTGATGCTGGCCATCGCCCCGGCGGACTTCCAGTATCACGACACCTACTTCGTG
TGGTAGCCGCCGAAGAGGCCCGACTACGACCGGTAGCGGGGCCGCCTGAAGGTCATAGTGCTGTGGATGAAGCAC
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vV A H F H ¥y Vv L Vv P G A I F G I F A S A Y Y W L P
GTGGCGCACTTCCACTACGTGCTGGTGCCCGGGGCAATCTTCGGCATCTTCGCCTCGGCGTACTACTGGCTGCCG
CACCGCGTGAAGGTGATGCACGACCACGGGCCCCGTTAGAAGCCGTAGAAGCGGAGCCGCATGATGACCGACGGC

K w T™ GG H M Y D E T L G K L HF WL S F I G M N M
AAATGGACCGGCCACATGTACGACGAAACCCTTGGCAAGCTGCATTTCTGGCTGTCGTTCATCGGCATGAACATG
TTTACCTGGCCGGTGTACATGCTGCTTTGGGAACCGTTCGACGTAAAGACCGACAGCAAGTAGCCGTACTTGTAC

A F F P M HFF VG L A GMUPURIRI P DY N L Q F A
GCCTTCTTCCCCATGCACTTCGTAGGGCTGGCCGGCATGCCGCGGCGCATCCCGGACTACAACCTGCAGTTCGCC
CGGAAGAAGGGGTACGTGAAGCATCCCGACCGGCCGTACGGCGCCGCGTAGGGCCTGATGTTGGACGTCAAGCGG

b F N MV s S I GA F M VF GA T O I F F L F I V I
GACTTCAACATGGTGTCGTCCATCGGCGCGTTCATGTTCGGCGCCACGCAGATCTTCTTCCTGTTCATCGTCATC
CTGAAGTTGTACCACAGCAGGTAGCCGCGCAAGTACAAGCCGCGGTGCGTCTAGAAGAAGGACAAGTAGCAGTAG

Kk ¢ I R G GA P A P A K P WD GAUEGULEW S I P
AAGTGCATCCGCGGCGGGGCGCCGGCACCGGCCAAGCCCTGGGATGGCGCCGAGGGCCTGGAGTGGTCGATCCCC
TTCACGTAGGCGCCGCCCCGCGGCCGTGGCCGGTTCGGGACCCTACCGCGGCTCCCGGACCTCACCAGCTAGGGG

Coxll M N G L S L

s P A P Y H T F Q T P P E V K
TCACCTGCGCCCTACCACACCTTCCAGACACCCCCGGAAGTGAAATAGGAAACCCGCCATGAACGGCCTGTCGCT
AGTGGACGCGGGATGGTGTGGAAGGTCTGTGGGGGCCTTCACTTTATCCTTTGGGCGGTACTTGCCGGACAGCGA

K R L VTR L L ML TV V M F A F G F A L V P I Y
GAAACGCCTGGTAACGCGCCTGCTGATGCTGACGGTGGTGATGTTCGCCTTCGGCTTCGCCCTGGTGCCGATCTA
CTTTGCGGACCATTGCGCGGACGACTACGACTGCCACCACTACAAGCGGAAGCCGAAGCGGGACCACGGCTAGAT

p v C K A F G I NG K T G G QY E G S Q V S D P
CGACGTGATGTGCAAGGCCTTCGGCATCAACGGCAAGACCGGAGGGCAATACGAGGGCAGCCAGGTCAGTGACCC
GCTGCACTACACGTTCCGGAAGCCGTAGTTGCCGTTCTGGCCTCCCGTTATGCTCCCGTCGGTCCAGTCACTGGG

s R S VvV RV Q F M S TN A S DMV W D F Y S T A D
GTCGCGTTCGGTGCGGGTGCAGTTCATGTCGACCAATGCCAGCGACATGGTCTGGGACTTCTACTCCACGGCTGA
CAGCGCAAGCCACGCCCACGTCAAGTACAGCTGGTTACGGTCGCTGTACCAGACCCTGAAGATGAGGTGCCGACT

Q L E VvV N P GA VN OMTIF V A HN P T D R P M S
CCAACTGGAGGTCAACCCGGGGGCGGTGAACCAGATGATCTTCGTCGCGCACAACCCGACCGACCGACCCATGAG
GGTTGACCTCCAGTTGGGCCCCCGCCACTTGGTCTACTAGAAGCAGCGCGTGTTGGGCTGGCTGGCTGGGTACTC

A Q A I P S I T P A E A A A Y F H K T E C F C F T
CGCGCAGGCGATACCCAGCATCACCCCGGCCGAGGCCGCAGCGTACTTCCACAAGACCGAGTGCTTCTGCTTTAC
GCGCGTCCGCTATGGGTCGTAGTGGGGCCGGCTCCGGCGTCGCATGAAGGTGTTCTGGCTCACGAAGACGAAATG

Q ¢ VL 9 P GG E R I EMUPV R F I VDIRDIL P A S
CCAGCAGGTGCTGCAGCCCGGCGAACGCATCGAGATGCCCGTGCGCTTCATCGTCGACCGCGACCTGCCGGCCAG
GGTCGTCCACGACGTCGGGCCGCTTGCGTAGCTCTACGGGCACGCGAAGTAGCAGCTGGCGCTGGACGGCCGGTC

vV K H L T L A Y T L ¥ D I T A R H P P V A H V A A
CGTGAAGCACCTGACACTGGCCTACACCTTGTTCGACATCACCGCTCGCCACCCGCCGGTCGCGCATGTCGCGGC
GCACTTCGTGGACTGTGACCGGATGTGGAACAAGCTGTAGTGGCGAGCGGTGGGCGGCCAGCGCGTACAGCGCCG

CoxC M A S H Q H Y Y V P A
Q D V QO G A R
CCAGGACGTCCAGGGCGCCCGTTAAGGGAAGGAGAACAGCAATGGCAAGTCATCAACACTACTACGTACCGGCGC
GGTCCTGCAGGTCCCGCGGGCAATTCCCTTCCTCTTGTCGTTACCGTTCAGTAGTTGTGATGATGCATGGCCGCG

Q s K w&ep I I A T I GMUF I TV F G L G T W F N D
AGAGCAAGTGGCCGATCATTGCCACCATCGGCATGTTCATCACGGTGTTCGGCCTGGGCACCTGGTTCAACGACA
TCTCGTTCACCGGCTAGTAACGGTGGTAGCCGTACAAGTAGTGCCACAAGCCGGACCCGTGGACCAAGTTGCTGT

M K A G H P E S H G P L I F F V GA L F L A Y M L
TGAAGGCCGGCCACCCGGAATCGCACGGGCCGCTGATCTTCTTCGTGGGTGCGTTGTTTCTGGCCTACATGCTGT
ACTTCCGGCCGGTGGGCCTTAGCGTGCCCGGCGACTAGAAGAAGCACCCACGCAACAAAGACCGGATGTACGACA

¥F G W F GAVV K E S RAGULY s P QL DR S F R
TCGGCTGGTTTGGCGCAGTGGTCAAGGAGAGCCGGGCCGGGTTGTACAGCCCGCAACTGGACCGCTCGTTCCGCT
AGCCGACCAAACCGCGTCACCAGTTCCTCTCGGCCCGGCCCAACATGTCGGGCGTTGACCTGGCGAGCAAGGCGA

w 66 ™M S W F I F S E V M F F L A F F G A L F Y V R
GGGGCATGAGCTGGTTCATCTTTTCTGAAGTCATGTTCTTCCTGGCCTTCTTCGGTGCGCTGTTCTACGTGCGCG
CCCCGTACTCGACCAAGTAGAAAAGACTTCAGTACAAGAAGGACCGGAAGAAGCCACGCGACAAGATGCACGCGC

v L A G P W L G G D G A K GV A HM L W P T F E F

TCCTGGCAGGGCCGTGGCTGGGTGGCGACGGGGCCAAGGGTGTTGCACACATGCTGTGGCCCACGTTCGAATTCA
AGGACCGTCCCGGCACCGACCCACCGCTGCCCCGGTTCCCACAACGTGTGTACGACACCGGGTGCAAGCTTAAGT

215



RESULTADOS Y DISCUSION

+3 T w p L L H T P D P K L F P P P K E V I D P W H L
3901 CCTGGCCGCTGCTGCACACGCCCGACCCGAAGCTGTTCCCGCCGCCCAAGGAAGTGATCGACCCGTGGCACCTGC
GGACCGGCGACGACGTGTGCGGGCTGGGCTTCGACAAGGGCGGCGGGTTCCTTCACTAGCTGGGCACCGTGGACG

+3p L I N T I L L V S s s Vv T I T I A H H A L R R D
3976 CGCTGATCAACACCATCTTGCTGGTCAGTTCCAGTGTGACCATCACCATTGCCCACCACGCCCTGCGCCGTGATC
GCGACTAGTTGTGGTAGAACGACCAGTCAAGGTCACACTGGTAGTGGTAACGGGTGGTGCGGGACGCGGCACTAG

+3H R G P L K F w MM~A L T I L L G L S F I A L Q A F
4051 ACCGCGGGCCGCTGAAATTCTGGATGGCCCTGACCATCCTGCTGGGGCTCAGCTTCATTGCATTGCAAGCCTTCG
TGGCGCCCGGCGACTTTAAGACCTACCGGGACTGGTAGGACGACCCCGAGTCGAAGTAACGTAACGTTCGGAAGC

+3BE Y #H E A Y T K L. 6 L. TL G S G I Y G A T F F M L
4126 AGTATCACGAAGCCTATACCAAGCTGGGGCTGACGTTGGGGTCGGGGATCTATGGCGCGACGTTCTTCATGCTCA
TCATAGTGCTTCGGATATGGTTCGACCCCGACTGCAACCCCAGCCCCTAGATACCGCGCTGCAAGAAGTACGAGT

+3 T G F H G A H V T L GG T I I L I VvV M F V R I L R G
4201 CCGGGTTCCACGGTGCCCACGTGACCTTGGGCACGATCATCCTGATCGTGATGTTCGTGCGCATCTTGCGCGGGC
GGCCCAAGGTGCCACGGGTGCACTGGAACCCGTGCTAGTAGGACTAGCACTACAAGCACGCGTAGAACGCGCCCG

+3H F N P E K H F G F E A A S WY WH F V D V V W V
4276 ATTTCAACCCCGAGAAACACTTCGGGTTCGAGGCAGCCAGCTGGTATTGGCACTTCGTCGACGTGGTGTGGGTGG
TAAAGTTGGGGCTCTTTGTGAAGCCCAAGCTCCGTCGGTCGACCATAACCGTGAAGCAGCTGCACCACACCCACC

+36 L F I F V Y V L
4351 GGTTGTTCATCTTTGTGTATGTGCTGTAGGGCCAATCGCCGGCAAAACGAGTGCAGTTTCAGAAGGGCGCGTGTG
CCAACAAGTAGAAACACATACACGACATCCCGGTTAGCGGCCGTTTTGCTCACGTCAAAGTCTTCCCGCGCACAC

Figura 68. Secuencia de nuclettidos del cluster cox compuesto por los genes coxB, coxA, cox1l y coxC, asi
como la secuencia de aminoécidos de las proteinas que codifican cada uno de esos genes.

5.3.1. Generacion de la energia requerida para la incorporacion de histamina.

La respiracion aerobica, fundamental para los animales y las plantas, es un proceso
que implica la transferencia de electrones desde distintos donadores (por ejemplo, NADH,
FADH,, etc) hasta el oxigeno molecular. En este proceso participan diferentes cofactores
redox unidos a complejos proteicos asociados a membrana o que forman parte integral de la
misma, generandose la energia requerida para maultiples actividades metabolicas. En la
respiracion bacteriana, la energia se obtiene a través de la fosforilacion oxidativa, de tal modo
que se transfieren electrones desde substratos reducidos hasta aceptores finales de electrones.
La diferencia con respecto al sistema respiratorio mitocondrial, estriba en que en las especies
bacterianas hay mas flexibilidad respiratoria al haber mdaltiples oxidasas terminales que
permiten a las células adaptarse tanto a las condiciones ambientales cambiantes, como a la
disponibilidad de aceptores finales. Asi, dependiendo de las condiciones de crecimiento, una
de las diferentes oxidasas terminales sera la predominante (Richardson, 2000; Morales et al.,
2006).

En las Gltimas etapas del proceso respiratorio se produce el transporte de electrones

hasta dos tipos de oxidasas terminales: citocromo ¢ oxidasas y quinol oxidasas, que son las
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encargadas de reducir el oxigeno (Figura 69). Las primeras, son mas eficaces desde el punto
de vista energético por generar mayor proporcion H*/e” que las quinol oxidasas (Carmona
Gallardo, 2016). La mayoria son miembros de la superfamilia oxidasa de hemo-cobre (HCO),
y forman parte de las cadenas respiratorias tanto en eucariotas como en procariotas (Pitcher
and Watmough, 2004; Carmona Gallardo, 2016). La diferencia entre las distintas oxidasas que
se van a describir a continuacion, es que cada una tiene una afinidad especifica por el
oxigeno, una eficiencia de traslocacion variable y un potencial redox distinto (Kawakami et
al., 2010; Arai et al., 2014).

Donador de
electrones

Je )
o

Ubiquinona Oxidasa

insensible a o
e . 2
cianuro

Complejo bc,

N
CitocromoC ——— | Oxidasa cbb,-1
™~

—

Figura 69. Cadena respiratoria de P. aeruginosa PAO1 en condiciones aerdbicas. El oxigeno se reduce a agua
por alguna de las cinco oxidasas terminales: dos quinol oxidasas (bos e insensible a cianuro) y tres citocromo ¢
oxidasas (aas, cbbs-1y cbbs-2) (modificado de Arai, 2011).

e Citocromo bos oxidasa (cyo).

Este tipo de oxidasa forma parte de la superfamilia HCO. Es homdlogo al complejo
citocromo c oxidasa de tipo aas, pero contiene un grupo hemo b y un grupo hemo o. No posee
el sitio de union de Cua (el cual participa en la interaccion con el citocromo C) y recibe
electrones del ubiquinol (Arai, 2011). Este tipo de oxidasas son muy importantes y, tal como
se demostrado en P. putida, juegan un doble papel, actuando como una oxidasa terminal y
como un componente de una red de regulacién global (Ugidos et al., 2008). La cepa P. putida
U al igual que P. putida KT2440 posee los genes que codifican este tipo de oxidasas
(cyoABCDE) que son homologos de los correspondientes genes de E. coli (Morales et al.,

2006). Los genes cyoA, cyoB, cyoC y cyoD codifican las subunidades II, I, 1l y 1V,
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respectivamente. El gen cyoE codifica una farnesil transferasa requerida para la produccion

del grupo hemo o, desde hemo b (Arai, 2011).

Otra Pseudomonas donde esté presente este tipo de oxidasa es P. aeruginosa PAO1, pero
en este caso, la enzima tiene baja afinidad por el oxigeno, y a diferencia de lo que ocurre en P.
putida KT2440, juega un papel menos importante ya que cuando se cultiva en LB el nivel de
expresion de los genes cyo es muy bajo. En esta bacteria, los genes cyo estan regulados
positivamente por Oxido nitrico, generando S-nitrosoglutation (GSNO); o por la falta de
hierro, lo que demuestra que estos genes se expresan bajo condiciones de estrés (Arai et al.,
2014).

A pesar de que este complejo parece ser muy importante en Pseudomonas, algunas
especies (P. pseudoalcaligenes) no poseen este cluster al completo, aunque suelen mantener

en el genoma un fragmento del primer gen, cyoA (Carmona Gallardo, 2016).

e Oxidasa terminal insensible a cianuro (CIO).

Este tipo de oxidasa terminal es una quinol oxidasa que no posee cobre y que
pertenece a la familia bd, sin embargo, es funcional y filogenéticamente distinta de las bd
oxidasas tipo. Las bd oxidasas muestran una alta afinidad por el oxigeno y contienen un hemo
b558 de bajo spin, un hemo b595 de alto spin y un hemo d, mientras que las CIOs de P.
aeruginosa carecen de las caracteristicas espectrales tipicas del hemo b595 y del hemo d. Se
considera que estos grupos hemo han sido reemplazados por centros redox. La enzima CIO
consiste en dos subunidades codificadas por los genes cioAB gque son homdlogos a los genes

cydAB (expresan los citocromos quinol oxidasas de tipo bd) (Arai, 2011; Arai et al., 2014).

Este tipo de oxidasas se ha estudiado en algunas especies de Pseudomonas, tales como
P. pseudoalcaligenes (Carmona Gallardo, 2016), P. aeruginosa (Kawakami et al., 2010) y P.
putida KT2440 (Morales et al., 2006; Ugidos et al., 2008). Sin embargo, mientras que en P.
pseudoalcaligenes existen tres clusters cio, en P. aeruginosa, en P. putida KT2440 y en P.
putida U solo aparece uno por genoma. Ademas, en P. aerugiosa se ha visto que este tipo de
oxidasas actia como una enzima complementaria cuando las HCO no funcionan o estan
inhibidas (Arai et al., 2014). Lo mismo ocurre en P. putida KT2440 (Morales et al., 2006).
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e Citocromo oxidasas cbbs.

Este tipo es el mas distante filogenéticamente de la superfamilia HCO y se ha
encontrado exclusivamente en bacterias (Pereira et al., 2001; Pitcher and Watmough, 2004).
Se inducen bajo condiciones de poco oxigeno en algunas bacterias, tales como P.
denitrificans, R. sphaeroides y R. capsulatus (Arai, 2011). En B. japonicum, bacteria fijadora
de nitrégeno, la oxidasa cbbs lleva a cabo su funcién en condiciones de concentracion de
oxigeno extremadamente bajas (Preisig et al., 1993). Esta oxidasa esta codificada por los
genes incluidos en un cluster tetracistrénico denominado ccoNOQP. El producto del gen ccoN
es la subunidad | catalitica que contiene el centro binuclear y consta del hemo b3 de alto spin
y Cug. Los genes ccoO y ccoP codifican las subunidades 11 y Il1, y el gen ccoQ codifica una

proteina que estabiliza el complejo Cbbs; (Arai, 2011).

P. putida, P. fluoresecens, P. aeruginosa y P. stutzeri (Arai et al., 2014) poseen dos
clusters que codifican la citocromo oxidasa Chbs ( Cbbs-1 y Chbs-2). Concretamente, en P.
aeruginosa PAQO1, Chbs-1 y Cbbs-2 son codificados por los genes ccoN101Q1P1 (PA1552-
PA1554) y los genes ccoN202Q2P2 (PA1555-PA1557) (Arai et al., 2014). Cbbs-1 tiene
importancia en el crecimiento aerdébico, mientras que Cbbs-2 juega un papel compensatorio o
suplementario cuando tiene lugar una disminucion de oxigeno (Kawakami et al., 2010). En P.
putida KT2440, el comportamiento de Cbbs-1 es similar al de Cbbs-2 de P. aeruginosa,
mientras que Cbbs-2 de P. putida KT2440 actua de forma similar a Cbbs-1 de P. aeruginosa.
En P. aeruginosa, los genes que codifican Cbbs-2 estan localizados corriente arriba de los
genes de Cbbs-1, sin embargo, en P. putida KT2440 al igual que en P. putida U, la

orientacion es opuesta (Ugidos et al., 2008).

e Citocromo oxidasas de tipo aas.

Este tipo de enzimas pertenecen a la superfamilia HCO, se encuentran en gran
cantidad de bacterias y estan relacionadas filogenéticamente con las oxidasas terminales
mitocondriales. La cadena de transporte de electrones con la oxidasa terminal de este tipo
genera un mayor gradiente de protones que con el resto de oxidasas terminales, indicando que
la enzima citocromo ¢ oxidasa de tipo aas es la mas eficiente, obteniendo ATP desde
diferentes nutrientes, y ademas, es la mas importante para conservar energia en condiciones
de baja disponibilidad de nutrientes (Pitcher and Watmough, 2004; Arai et al., 2014).
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Este tipo de oxidasas tienen baja afinidad por oxigeno y juegan un papel predominante
cuando algunas bacterias se cultivan bajo condiciones en las que la concentracion de oxigeno
es elevada (P. denitrificans, B. japonicum, R. sphaeroides y B. Subtilis) (Richardson, 2000;
Arai, 2011).

Cada uno de los genes que codifican las diferentes oxidasas terminales estan
controlados, principalmente, por dos reguladores transcripcionales: ANR y RoxSR. El
regulador ANR es un sensor de oxigeno mientras que RoxSR es un regulador transcripcional
de dos componentes. Uno de estos componentes, RoxS, es una kinasa sensora de union a
membrana, mientras que el otro, RoxR, es el regulador de respuesta (Arai, 2011). Se ha visto
que en fase estacionaria el promotor cox es dependiente del factor sigma RpoS y es reprimido
por RoxSR, debido a que, en estas condiciones, RpoS se expresa en grandes cantidades
(Kawakami et al., 2010; Arai, 2011).

A continuacion, se va a detallar cada uno de los genes que estan presentes en el cluster
cox y que codifican las diferentes subunidades de la enzima citocromo ¢ oxidasa de tipo aas.
Este cluster se puede encontrar nombrado de diversas maneras, tanto cox (poniendo las
subunidades en numeros romanos, como con letras), como cta. Asi por ejemplo, el gen que
codifica la subunidad Il puede ser nombrado como coxll, coxB o ctaC (Alge and Peschek,
1993).

5.3.1.1. Gen coxB.

El mutante 29, denominado P. putida U AcoxB::Tn5 esta afectado en un nuevo gen
que no pertenece a ninguno de los dos loci mencionados con anterioridad (hin y dad). Solo se
ha obtenido un mutante que afecte genes cox, y la localizacion del punto de insercion se

refleja en la Tabla 37.

Tabla 37. Localizacién del punto de insercion del transposén Tn5 en el mutante afectado en el gen coxB (P.
putida U AcoxB::Tn5).

Mutant
uae +3 K VvV Y H T T C V A C H QO A E G Q G L P P M F
29 976 AGGTCTACCACACCACCTGCGTGGCCTGTCACCAGGCCGAy Tnb5 mAGGCCAGGGCCTGCCGCCGATGTTCC
TCCAGATGGTGTGGTGGACGCACCGGACAGTGGTCCGGCTE BTCCGGTCCCGGACGGCGGCTACAAGG

El nimero de nucleétidos de la secuencia de esta tabla hace referencia al nimero de nucleétidos de la secuencia
de la Figura 68.
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Con el fin de determinar si el mutante afectado en el gen coxB recuperaba su funcion
original, se procedio a la clonacion del gen en trans siguiendo el mismo procedimiento que en
el estudio de los genes anteriores. Para ello, el gen coxB de P. putida U se amplificé mediante
PCR (Tabla 38), y se clon¢ utilizando los cortes de restriccion Apal/Sacl en el plasmido
replicativo pMC. A continuacion, la construccion pMCcoxB se transfirio al mutante P. putida
U AcoxB::Tn5 mediante conjugacion triparental, obteniéndose el recombinante P. putida U
AcoxB::Tn5 pMCcoxB.

Tabla 38. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la clonacion en trans del gen coxB en el mutante P.
putida U AcoxB::Tnb.

Nombre del .
. Secuencia
Primer
CoxB.F CATTATTGCGCCACACCCTATCAAGC
CoxB.R CGATGTCTTTATGGTTGGTGGTCAGTACC

A pesar de que el gen clonado se expresaba en trans, la cepa recombinante no era
capaz de crecer en MMh (Figura 70), lo que indica que la expresion de esta construccion en
este mutante no revierte la funcion metabdlica perdida. Este hecho podria deberse a que como
el gen coxB pertenece a una unidad transcripcional formada por diferentes genes situados
corriente abajo, éstos no se expresasen debido al efecto polar causado por la insercion del

transposon Tn5.

Por esta razén, el mutante P. putida U AcoxB::Tn5 se transformd con una construccion
genética en la que se encontraban los cuatro genes que codifican la enzima citocromo c
oxidasa de tipo aaz (coxB, coxA, cox1l y coxC). Para ello se amplificé un fragmento del gen
adyacente al gen coxC mediante PCR (Tabla 39), y se clond en el plasmido pJQ por medio de
los cortes de restriccion Xhol/BamHI. Después, se llevd a cabo la recombinaciéon de la
contruccién obtenida en el genoma de P. putida U, y se digirié el DNA totalmente con la
enzima Xhol. Posteriormente, se realizo la religacion de los fragmentos obtenidos, lograndose

clonar los cuatro genes en el plasmido pJQ (pJQcoxBA-C).
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Tabla 39. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para la clonaciéon de un fragmento interno del gen

adyacente a coxC en el plasmido pJQ.

Nombre del . e .
. Secuencia Modificaciones
Primer
C.cox.F CCGCTCGAGCGGTTCAGCAGACGCGTCGAGTTTTCGTCGTCC | Xhol
C.cox.R CGCGGATCCGCGAGTGCCATGGCGTGTGCAGGGGTATCG BamH]I

El siguiente paso consitié en transformar E. coli DH10B con la contruccién
PJQcoxBA-C vy, seguidamente, transferirla al mutante P. putida U AcoxB::Tn5 mediante una
conjugacién triparental. Una vez obtenida la cepa recombinante de este mutante (P. putida U
AcoxB::Tn5 pJQcoxBA-C) se procedié a cultivarla en MMh, ademas de en MM con otras
fuentes de carbono tales como histidina 10 mM e ImAA 10 mM (Figura 70). Los resultados
obtenidos en la graficas de la Figura 70 demuestran que al clonar el cluster pJQcoxBA-C en
el mutante P. putida U AcoxB::Tn5, esta cepa recuperaba la capacidad para degradar la

histamina.

Abs (540 nm)

R Y
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 70. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssnm) de la cepa P. putida U control (e), de P. putida U
AcoxB::Tn5 pMCcoxB (o), de P. putida U AcoxB::Tn5 pJQ (A) y de P. putida U AcoxB::Tn5 pJQcoxBA-C (V)
cuando se cultivaban en MM suplementado con: (A) histamina 10 mM; (B) ImMAA 10 mM y (C) histidina 10
mM.

Otra estrategia que se disefid para que este mutante fuese capaz de crecer en
histamina, consistié en clonar el gen coxB en el plasmido pJQ (por medio de los mismos
oligos que aparecen en la Tabla 38) y utilizando los cortes de restriccion BamHI/Sacl, de tal

manera, que cuando la recombinacidn ocurriese en cualquier punto posterior a la insercion de
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transposon Tnb, la funcion del mutante se revertiria. Tal y como se esperaba, el recombinante
P. putida U AcoxB::Tn5 pJQcoxB fue capaz de degradar la histamina de una manera similar a
como lo hacia P. putida U AcoxB::Tn5 pJQcoxBA-C. Queda claro, pues, que el gen coxB
forma parte del cluster cox que participa en una cadena de transporte de electrones y que, por
tanto, es responsable de la génesis de la energia requerida para la incorporacion de histamina

desde el caldo de cultivo.

La proteina CoxB tiene homologia con la subunidad Il de la enzima citocromo c
oxidasa de tipo aaz. Su peso molecular, punto isoeléctrico, secuencia, composicion y numero

de aminoacidos se muestran a continuacion:

367 aminoacidos
MGLLLWSVFGQANAAWTVNMHPGATEVSNAVE
DLHMTIFWICVIIGVVVFGAMFWSMVVHRRST Mw: 40958,25 pl: 6,10
GOQAAHFHEHTWVE IMWTVVPFLILVVMATPA
TKTLIDIYDASESDIDIQVTGYQWKWHYKYLG

ODVEFFSNLATPADQIHNKAPKDEHYLLEVDQ Composicion:
PLVLPVGAKVRFLVTAADVIHSWWVPAFAVKR A 38 R 9 N 9 D 18 cC 5
DAIPGFVNEAWTRIEKPGIYRGQCTELCGKDH 0 13 E 23 G 26 H 15 I 19
GFMPVVVEVKSKADYDTWLGERKAEAAKLKEL

TSKEWTLEELVERGDKVYHTTCVACHQAEGQG Lo2e . b 11 - Bl
LPPMFPALKGSKIATGPKEGHLSIVFHGKPGT S 13 T 22 W 14 Y 9 VvV 39
AMAAFGKQLSEVDIAAVVTYERNAWGNNKGDM

VTPKDVLALKQAEAK

Esta subunidad se encuentra bastante conservada en muchas bacterias. El alineamiento
de la enzima CoxB de diferentes microorganismos mostrado en la Figura 71, ha permitido
ver que los procentajes de identidad de CoxB de P. putida U frente a CoxB de P. putida
KT2440, P. aeruginosa, P. denitrificans, B. subtilis y R. palustris, son del 99%, 81%, 31%,

25% y 34%, respectivamente.

CoxB.PpU ————————mm— e mmm MGLLLWSVEFGQANAAWTVNMHPGATEVSNAV 31
CoxB.KT MMR-—-——————————————————— HPHVWMGLLLWSVEFGQANAAWTVNMHPGATEVSNAV 39
CoxB.Pa MILR-=——====—————————————— HPRVWMGFLLLSAISQANAAWTVNMAPGATEVSRSV 39
CoxB.Pd MMAIATKRRGVAAVMSLGVATMTAVPALAQDVLGDLPVIGKPVNGGMNFQPASSPLAHDQ 60
coxB.Bs = ——m————-—- MVKHWRLILLLA-—-——==————— LVPLLLSGCGKPFLSTL-KPAGEVADKQ 39

CoxB.Rp -MKVSKERLG---RWSLGLAIACCAAAVGG---TAFAEMGQPAPWEVTLQQPASPVMQONI 53
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CoxB.PpU FDLHMTIFWICVIIGVVVFGAMFWSMVVHRRS---TGQQAAHFHEHTWVEIMWTVVPFLI 88
CoxB.KT FDLHMTIFWICVIIGIVVFGAMFWSMVIHRRS---TGQQAAHFHEHTWVEILWTVVPFLI 96
CoxB.Pa FDLHMTIFWICVVIGVLVFGAMFWSMIVHRRS---TGQQPAHFHESTTVEILWTVVPFVI 96
CoxB.Pd QWLDHFVLYIITAVTIFVCLLLLICIVRENRR---ANPVPARFTHNTPIEVIWTLVPVLI 117
coxB.Bs YDLTVLSTLIMVVVVAVVSVIFFYVIVRFRRSRVGENTIPKQVEGNKFLEITWTVIPILL 99

CoxB.Rp VWEFHSFLLWLITLITLFVLALLVIVVVKENAK---ANPVPSKTTHNTLIEVAWTIVPVLI 110

* . .. ek e kke ok e

CoxB.PpU LVVMAIPATKTLIDIYDAS-———————- ESDIDIQVTGYQWKWHYKYLGQDVEFFSNLAT 139
CoxB.KT LVVMAIPATKTLIDIYDAS-—-—-—=—— ESDIDVQVTGYQWKWHYKYLGQDVEFFSNLAT 147
CoxB.Pa LVVMAVPATRTLIHIYDTS-—--—-—--- EPELDVQVTGYQWKWQYKYLGODVEYFSNLAT 147
CoxB.Pd LVAIGAFSLPILFRSQEMP-———-—-— NDPDLVIKAIGHOWYWSYEYPNDGVAFDALMLE 169
coxB.Bs LIILVIPVVLYTLELADTSPMDKKGRKAEDALVVNVRANLYWWEFEYPDYGIT-—-—-—— 152
CoxB.Rp LVAVAVPSFRLLFLELDIP--—-—-——- KPDLTVKATGNQWNWTYTYPDDKIEFTSIMLT 161
* . . . . . .. * . *
C
CoxB.PpU PADQIHNKAPKDEHYLLEVDQPLVLPVGAKVRFLVTAADVIHSWWVPAFAVKRDAIPGEV 199
CoxB.KT PTDQIHNKAPKDEHYLLEVDQPLVLPVGAKVRFLVTAADVIHSWWVPAFAVKRDAIPGEV 207
CoxB.Pa PODQIHNRQAKDEHYLLEVDEPLVLPVGTKVRFLITSSDVIHSWWVPAFAVKRDAIPGEV 207
CoxB.Pd -KEALADAGYSEDEYLLATDNPVVVPVGKKVLVQVTATDVIHAWT IPAFAVKQDAVPGRI 228
coxB.Bs = @ ——m————————-——-————- TSQELIVPTDQRVYFNLKASDVKHSFWIPSVGGKLDTNTDNE 194
CoxB.Rp -DEERAKMNP-VPPRLLGVDNEMVVPVDKVVRIQTTAADVIHSWAIPSFGVKIDAIPGRL 219
: R * o R O T
C
CoxB.PpU NEAWTRI-==--—-- EKPGIYRGQCTELCGKDHGFMPVVVEVKSKADYDTWLGERKAEAAKL 253
CoxB.KT NEAWTRI-=-——--- EKPGIYRGQCTELCGKDHGFMPVVVEVKSKADYDTWLGERKAEAAKL 261
CoxB.Pa NEAWTKV-————— DEPGIYRGQCAELCGKDHGFMPIVVDVKPKAEFDQWLAKRKEEAAKV 261
CoxB.Pd AQLWEFSV-——=——— DQEGVYFGQCSELCGINHAYMPIVVKAVSQEKYEAWLAGAKEEFAAD 282
coxB.Bs NKFFLTFDSKRSKEAGDMFFGKCAELCGPSHALMDFKVKTMSAKEFQGWTKEMKNYKSTA 254
CoxB.Rp NEAWFKA-—-—-—-—— VKEGRYYGQCSELCGRDHAFMPIVVRVVNEQEYEAWKKKQQVASRMR 273
. . *:*:**** ‘*. * . * . L * H

CoxB.PpU KELTSKEWTLEELVERGDKVY-HTTCVACHQAEGQGLP--—-—-—-—— PMFPALKGSKIATGP 305
CoxB.KT KELTSKEWTLEELVERGDKVY-HTTCVACHQAEGQGLP--—-—-—-—— PMFPALKGSKIATGP 313
CoxB.Pa KELTSKEWTKEELVARGDKVY-HTICAACHQAEGQGMP-—-————-— PMFPALKGSKIVTGP 313
CoxB.Pd ASD----YLPASPVKLASA-———————————— rF-- 298
coxB.Bs ES-————————- DLAKQGEELFKEKNCLSCHAVEPNDKRAEAARTAPNLATFGERTKVAGV 305
CoxB.Rp DDS—--=-YASAASATR-————— == m 285
CoxB.PpU KEGHLSI---—----— VFHGKPGTAMAAFGKQLSEVDIAAVVTYERNAWGNNKGDMVTPKDV 358
CoxB.KT KEGHLSI---—---- VFHGKPGTAMAAFGKQLSEVDIAAVVTYERNAWGNNKGDMVTPKDV 366
CoxB.Pa KEHHLEV--—-—-—---— VFNGVPGTAMAAFGKQLNEVDLAAVITYERNAWGNDDGDMVTPKDV 366
CoxB.Pd = = —mmm o e e oo e 298
coxB.Bs KEANKENVKAWLKDPDSIKPGNKMTGTYPKLSDSETNALYEYLKGLKAESK--—-=-==——— 356
CoxB.Rp = —mmm o e e o e 285
CoxB.PpU LALKQAEAK 367

CoxB.KT LALKQAEAK 375

CoxB.Pa VAYKQKQQ- 374

CoxB.Pd = ————————= 298

coxB.Bs = —-——————= 356

CoxB.Rp = —=—==————- 285

Figura 71. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina CoxB de P. putida U y las proteinas
CoxB de P. putida KT2440 (KT), de P. aeruginosa PAQO1 (Pa), de P. denitrificans (Pd), de B. subtilis (Bs) y de
R. palustris (Rp). Los residuos del centro binuclear de Cup Se muestran sombreados en gris. Los residuos que

participan en la interaccion con el citocromo C se indican con la letra C.
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Esta subunidad Il alberga el centro binuclear de Cua donde se produce la transferencia
de electrones con el citocromo C. Los residuos conservados de este centro binuclear son
H181, C216, E218, C220, H224 y M227, mientras que los aminodcidos D178 y E218
participan en la interaccion con el citocromo C (Figura 71) (Witt et al., 1995; Pereira et al.,
2001).

5.3.1.2. Gen coxA.

La secuenciacién masiva del genoma de la cepa silvestre, permitié observar que
corriente abajo del gen coxB (mutado por insercion del transposén Tn5), se encontraba un
ORF que se transcribia en el mismo sentido que coxB y que presentaba homologia con la
subunidad | de la enzima citocromo ¢ oxidasa. Su secuencia, nimero de amino&cidos,

composicion, peso molecular y punto isoeléctrico se muestran a continuacion.

529 aminoacidos
MSTVIDDHAHGHEHAHGPAKGLMRWVLTTNHK
DIGTMYLWFSFIMFLLGGSFAMVIRAELFQPG Mw: 58720,73 pl: 6,45
LOIVEPAFFNQMTTMHGLIMVEGAVMPAFVGL
ANWMIPLMIGAPDMALPRMNNFSFWLLPAAFL

LLVSTLFSPGGGPNFGWTFYAPLSTTYAPASY Composicion:
TFFIFATHLMGISSIMGAINVIATILNLRAPG A 53 R 8 N 12 D 12 c 1
MTLMKMPLEVWTWL I TAFLL IAVMPVLAGVVT g 8 — ¢ i w26 oA
MMILMDTHFGTSFFSAAGGGDPVLFQHVEWFFG

HPEVYIMILPAFGAVSSIIPAFSRKPLFGYTS L 48 K 10 M 37 F 59 B 37
MVYATGAIAFLSFIVWAHHMFVVGIPVVGELF S 26 T 31 W 16 Y 15 VvV 38

FMYATMLIAVPTGVKVENWVSTMWEGSLTFET
PMLFAIAFVILFTIGGFSGLMLATAPADFQYH
DTYFVVAHFHYVLVPGAIFGIFASAYYWLPKW
TGHMYDETLGKLHEFWLSFIGMNMAFFPMHEVG
LAGMPRRIPDYNLQFADFNMVSSIGAFMEGAT
QIFFLFIVIKCIRGGAPAPAKPWDGAEGLEWS
IPSPAPYHTFQTPPEVK

La comparacién de CoxA presente en diferentes microorganismos, tales como P.
putida U, P. putida KT2440 (Ugidos et al., 2008), P. aeruginosa (Kawakami et al., 2010), P.
denitrificans (Garcia-Horsman et al., 1991), B. subtilis y R. palustris (Matsutani et al., 2014)
mostrada en Figura 72, permite deducir los porcentajes de identidad de CoxA de P. putida U
frente a los microorganismos nombrados, siendo del 99%, 94%, 52%, 51%, 44% y 57%,

respectivamente.
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CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

D
—-—--MSTVIDD-HAHGHEHAHGPAKGLMRWVLTTNHKDIGTMYLWFSFIMFLLGGSFAMVI
—-—--MSAVIDD-HAHGHDHAHGPAKGLMRWVLTTNHKDIGTMYLWFSFIMFLLGGSFAMVI
—-—--MSAVIDTPDHHAGDHHHGPAKGLMRWVLTTNHKDIGTLYLWFSEFMMFLLGGSMAMV I

—--MA----DAAVHGH-GDHHDTRGFFTRWEMSTNHKDIGILYLFTAGIVGLISVCFTVYM
————————— MSAQIS-DSIEEKRGFFTRWEMSTNHKDIGVLYLFTAGLAGLISVTLTVYM
--MLNA---—-———-—— LTEKRTRGSMLWDYLTTVDHKKIAILYLVAGGFFFLVGGIEAMFTI
MAMEAARVAHSEHAHDDHAHAHPTGWRRYLYSTNHKDIGTMYLVFAVMAGVIGAAMSIAT
kK k| axk

\ 0
RAELFQPGLQIV-—-——————————————— EPAFFNOMTTMHGLIMVEFGAVMPAF-VGLAN
RAELFQPGLQIV-—-——————————————— EPAFFNOMTTMHGLIMVEFGAVMPAF-VGLAN
RAELFQPGLQIV-—-———=——————————— EPAFFNOMTTMHGLIMVEFGAVMPAF-VGLAN

RMELQHPGVQYMCLEGARLIADASAECTPNGHLWNVMITYHGVLMMEFEFVVIPALEFGGEGN
RMELQHPGVQYMCLEGMRLVADAAAECTPNGHLWNVVVTYHGILMMEFFVVIPALEFGGEFGN

RIQLAKPENAFL-—-——————————————— SAQAYNEVMTMHGTTMIFLAAMPLLEF-ALMN
RVELMFPGIQIF--—-——=—=—==——-————— HNTHTYNVEFVTSHGLIMIFFMVMPAMIGGEGN
* :* * . . :* . *x kK *:* -:* . . *
D D
WMIPLMIGAPDMALPRMNNFSFWLLPAAFLLLVSTLFSPGGG----PNFGWTFYAPLSTT
WMIPLMIGAPDMALPRMNNFSFWLLPAAFLLLVSTLFSPGGG----PNFGWTFYAPLSTT
WMIPLMIGAPDMALPRMNNFSFWLLPAAFGLLVSTLFMPGGG----PNFGWTFYAPLSTT

YFMPLHIGAPDMAFPRLNNLSYWMYVCGVALGVASLLAPGGNDOMGSGVGWVLYPPLSTT
YFMPLHIGAPDMAFPRLNNLSYWLYVCGVSLAIASLLSPGGSDQPGAGVGWVLYPPLSTT

AVVPLQIGARDVSFPFLNALGEWLFFFGGIFLNLSWFLGGA-—-——— PDAGWTSYASLSLH
WEVPLMIGAPDMAFPRMNNISFWLLPAAFALLIISTEFVEGEPSSNGVGAGWTMYAPLSTI
ckk KKK Ke ek sk s sk 3 . s X LRk ok koK

D

-YAPASVTFFIFATHLMGISSIMGAINVIATILNLRAPGMTLMKMPLEVWTWLITAFLLT
—YAPASVTFFIFATHLMGISSIMGAINVIATILNLRAPGMTLMKMPLEVWTWLITAFLLI
—FAPHSVTFFIFATHLAGISSIMGAINVIATILNLRAPGMTLMKMPLEVWTWLITAFLLT
-EAGYSMDLAIFAVHVSGASSILGAINIITTFLNMRAPGMTLFKVPLFAWSVFITAWLIL
-EAGYAMDLAIFAVHVSGASSILGAINIITTFLNMRAPGMTLFKVPLFAWAVFITAWMIL
—SKGHGIDFFVLGLQISGLGTLIAGINFLATIINMRAPGMTYMRLPLFTWTTFVASALIL
GHPGPAVDFAILALHLAGASSILGAINFITTIFNMRAPGMTLHKMPLEVWSVLITAFLLL

* ... * * o ek e * *kkkkx . *** *

DDL D K K
AVMPVLAGVVTMMLMDIHFGTSFFSAAGGGDPVLFQHVEFWFFGHPEVYIMILPAFGAVSS
AVMPVLAGVVTMMLMDIHFGTSFEFSAAGGGDPVLFQHVFWEFGHPEVYIMILPAFGAVSS
AVMPVLAGVVTMMLMDIHFGTSFFSAAGGGDPVLFQHVEWFFGHPEVYIMILPAFGAVSA
LSLPVLAGAITMLLMDRNFGTQFFDPAGGGDPVLYQHILWFFGHPEVYIIILPGEFGIISH
LSLPVLAGGITMLLMDRNFGTQFFDPAGGGDPVLYQHILWFFGHPEVYMLILPGFGIISH
FAFPPLTVGLALMMLDRLEGTNFENPELGGNTVIWEHLFWIFGHPEVYILILPAFGIFSE
LSLPVLAGAITMLLTDRNFGTTFFSAEGGGDPLLFQHLFWFFGHPEVYILILPGEFGMISQ

ek ke e e e e * *kk k*k * Kk . e e e e ke ek khkAkhkAAhkKhk o o kAKX kK *

..... i K

IIPAFSRKPLFGYTSMVYATGAIAFLSFIVWAHHMFVVGIPVVGELFFMYATMLIAVPTG
IIPAFSRKPLFGYTSMVYATGAIAFLSFIVWAHHMFVVGIPVVGELFFMYATMLIAVPTG
IIPTFARKPLFGYTSMVYATASIAFLSFVVWAHHMFVVGIPVTGELFFMYATMLIAVPTG
VISTFAKKPIFGYLPMVLAMAAIGILGEVVWAHHMYTAGMSLTQQAYFMLATMTIAVPTG
VISTFARKPIFGYLPMVLAMAATIAFLGFIVWAHHMYTAGMSLTQQTYFOMATMTIAVPTG
VIPVFARKRLEFGYSSMVFAIVLIGFLGEFMVWVHHMFTTGLGPIANAIFAVATMAIAIPTG
IVSTFSKKPVFGYLGMAYAMVAIGVIGFVVWAHHMYTVGMSSTTQAYFVAATMVIAVPTG

ke ok o kkk * * * o Kk ekk kkk . * . . * *khkx  kk e kKkk
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56
56
57
53
50
49
60

98
98
99
113
110
91
104

154
154
155
173
170
146
164

213
213
214
232
229
205
224

273
273
274
292
289
265
284

333
333
334
352
349
325
344
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CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.PD
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

CoxA.PpU
CoxA.KT
CoxA.Pa
CoxAl.Pd
CoxA2.Pd
CoxA.Bs
CoxA.Rp

K v

VKVENWVSTMWEGSLTFETPMLFAIAFVILFTIGGFSGLMLATIAPADFQYHDTYFVVAHE 393
VKVENWVSTMWEGSLTFETPMLFAIAFVILFTIGGFSGLMLAIAPADFQYHDTYFVVAHE 393
VKVENWVTTMWEGSLTFETPMLFAVAFVILFTIGGFSGLMLAIAPADFQYHDTYFVVAHE 394
IKVFSWIATMWGGSIEFKTPMLWAFGFLFLETVGGVTGVVLSQAPLDRVYHDTYYVVAHF 412
IKVFSWIATMWGGSIEFKTPMLWAFGFLFLFTVGGVTGVVIAQAPLDRVYHDTYYIVAHFE 409
IKIFNWLLTIWGGNVKYTTAMLYAVSFIPSFVLGGVTGVMLAAAAADYQFHDTYFVVAHE 385
VKVESWIATMWGGS IEFKTPMLWAVGFIFLFTVGGVTGVVLANAGVDRVLQDTYYVVAHE 404

ek ek ke * ek Kk . . *  kk ek * . * . kK ek e o o . * * e kk ko o kkk Kk

\’

HYVLVPGAIFGIFASAYYWLPKWTGHMYDETLGKLHFWLSFIGMNMAFFPMHEVGLAGMP 453
HYVLVPGAIFGIFASAYYWLPKWTGHMYDETLGKLHFWLSFVGMNMAFFPMHEFVGLAGMP 453
HYVLVPGAIFGIFASAYYWLPKWTGHMYDETLGKLHFWMSFIGMNLAFFPMHFVGLAGMP 454
HYVMSLGAVFGIFAGVYYWIGKMSGRQYPEWAGQLHFWMMFIGSNLIFFPQHFLGRQGMP 472
HYVMSLGAVFAIFAGTYYWIGKMSGRQYPEWAGQLHFWMMEIGSNLIFFPQHFLGRQGMP 469
HYVIIGGVVFGLLAGVHFWWPKMFGKILHETMGKISFVLFFIGFHLTFFIQHFVGLMGMP 445
HYVLSLGAVFAIFAGWYYWEFPKMTGYMYNETIGKLHFWLTFIGVNMVEFFPQHFLGLSGMP 464

* kK o * ek e ek ook * * * koo Kk e kek o k% * Kk ok * x *

RRIPDYNL--QFADFNMVSSIGAFMFGATQIFFLFIVIK--CIRGGAPAPAKPW-DGAEG 508
RRIPDYNL--QFADFNMVSSIGAFMEFGATQIFFLFIVIK--CIRGGAPAPAKPW-DGAEG 508
RRIPDYNL--QFADFNMVSSIGAFMFGTTQLLFLFIVIK--CIRGGKPAPAKPW-DGAEG 509
RRYIDYPV--EFAYWNNISSIGAYISFASFL-FFIGIVFYTLFAGKRVNVPNYWNEHADT 529
RRYIDYPV--EFSYWNNISSIGAYISFASFL-FFIGIVFYTLFAGKPVNVPNYWNEHADT 526
RRVYTFLPGQGLETGNLISTIGAFFMAAAVILLLVNVIW-T-SVKGEYVGADPWHDG-RT 502
RRYVDYPD--AFAGWNLVSSIGSYISGFAVLVFLYGMTL--AFIRKERAADNPWGAGATT 520

* Kk . . * ok o kk oo oo . *

LEWSTPSPAPYHTFQTPPEVK— === == === === === —————m e e 529
LEWSIPSPAPYHTFQTPPEVK————————=———— - — oo 529
LEWSTPSPAPYHTFSTPPEVK——— === === === === —————m—m e 530
LEWTLPSPPPEHTFETLPKREDWDRAHAH-——————————————— oo 558
LEWTLPSPPPEHTFETLPKPEDWDRAQAHR —— === == === === === ——— e 556
LEWTVSSPPPEYNFKQLPFVRGLDPLWIEKQAGHKSMTPAEPVDDIHMPNGSILPLIISF 562
LEWTLSSPPPFHQFEVLPQVR= === == === === m—m e e oo 541
***:: **x  x . *_ *

———————————————————————————————————————————————————————————— 529
———————————————————————————————————————————————————————————— 529
———————————————————————————————————————————————————————————— 530
———————————————————————————————————————————————————————————— 558
———————————————————————————————————————————————————————————— 556
GLFVAAFGLLYRSDYAWGLPVIFIGLGITFITMLLRSVIDDHGYHIHKEELPNDDKGVKA 622
———————————————————————————————————————————————————————————— 541

Figura 72. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteinas CoxA de P. putida U y de otros
microorgranismos, tales como P. putida KT2440 (KT), P. aeruginosa PAOL1 (Pa), P. denitrificans (Pd), B.
subtilis (Bs) y R. palustris (Rp). Las histidinas de union a algin grupo se muestran sombreadas en gris y
sefialadas con una flecha. El motivo conservado responsable de la union del Cug se encuentra sombreado. La
letra D indica los residuos que estan presentes en el canal de protones D. La letra K indica los residuos que estan
presentes en el canal de protones K. Los residuos subrayados corresponden a aquellos que participan en la unién
con Mn?* (Mg*").

En la Figura 72, se observan seis histidinas que estan conservadas en las secuencias

comparadas, las cuales se unen a distintos grupos: el grupo hemo a (H80 y H394); el grupo
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hemo a3 (H392) y el Cug (H257, H306 y H307) (Pereira et al., 2001; Bossis et al., 2014). La
zona en la que se encuentra H257, GHEPEVY (que abarca desde el aminoacido 256 al 262),
también participa en la union al centro binuclear de Cug (Ishikawa et al., 2002; Pereira et al.,
2001). En la enzima citocromo c oxidasa, existe un centro activo de magnesio (0 manganeso)
localizado en la zona de contacto entre la subunidad | y la subunidad Il. Se ha observado que
al menos dos residuos de cada una de estas subunidades participan en este proceso. En el caso
de la subunidad 1, los residuos H384 y D385 son los responsables de esta unién,
conservandose la zona adyacente TYFVVAHFHYV (que comprende desde el aminoacido
386 al 396) (Figura 72) (Hosler et al., 1995; Hiser et al., 2000; Nomura et al., 2006). Por el
contrario, en la subunidad Il, los aminoacidos D178 y E218 son los encargados de este
mecanismo (Figura 71) (Ostermeier et al., 1997; Zhen et al., 1999).

Esta enzima cataliza la reduccion de O, a H,0, y en este proceso participan cuatro

electrones:
0, + 4e + 4H" - 2H,0

Los sitios de reaccion estan dentro de la proteina, y los canales de protones (D y K)
que asi permiten este mecanismo, estan presentes en esta subunidad. Los residuos de CoxA
que pertenecen al canal D, son Y38, N98, D109, N116, S173, F255, G256 y E259. El canal K
estd compuesto por los residuos Y261, S272, T332 y K335 (Figura 72). Este canal se une
directamente al centro binuclear Cug por medio de un enlace covalente que se establece entre
la tirosina Y261 y la histidina H257, interviniendo en el ciclo catalitico y formando un radical
tirosil transitorio que permite la rotura del enlace del oxigeno molecular (Proshlyakov et al.,
1998; Pereira et al., 2001).

5.3.1.3. Gen cox11.

Continuando con nuestro estudio acerca de los ORFs que hay corriente abajo de coxB y
con ayuda de la secuenciacion masiva, se observd un ORF que presentaba homologia con un
gen que codifica la proteina de ensamblaje (Cox11 o Cox-). A continuacién se muestra su

secuencia, numero de aminoacidos, composicion, punto isoeléctrico y peso molecular.
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188 aminoéacidos

Mw: 20772,95 pl: 6,50

Composicion:

A 20 R 10 N 6 D 10 c 3
0 11 E G 10 H 5 I 8
L 13 K 5 M 9 F 12 P 12
s 11 T 12 w 1 Y 5 Vv 19

La proteina de ensamblaje se ha estudiado mucho en P. denitrificans (Greiner et al.,
2008), y en R. sphaeroides, se denomina CtaG y es requerida para la insercion del cobre en la
citocromo c oxidasa (Thompson et al., 2010). Las secuencias de aminoacidos de esta proteina
en los microorganismos mencionados se ha comparado con las de la proteina Cox11 en P.

putida U, P. putida KT2440, P. aeruginosa y R. palustris (Figura 73).

V

Cox1l.PpU = ——————mmmm——————————— MNGLSLKRLVTRLLMLTVVMFAFGFALVPIYDVMCKAFG 39
Cox11.KT ~ ———————————————————— MNGLSVKRLVTRLLMLTVVMFAFGFALVPIYDVMCKAFG 39
Coxll.Pa =—=————-— MS—===———————== DAKVDTRRLVGRLLLVTVLMFAFGFALVPLYDVMCRALG 41
coxll.pd  -————-— MSG-——===——————— GKPRSNTRTVAMLAGVVVLMGALSWAAVPFYSWFCKVTG 42
Cox11l.Rp MREVQPMSPPLPQAPQQPAPRRGLGRDTAVAAVCGLVVALMVGASFAAVPFYNWFCRTTG 60
Cox1ll.Rs —=————-— MS—=—==——————————= LSPHQKTAGGLVLVVAVMGAASFAAVPEFYNWFCRVTG 39
: HER S o R S S
HE
Cox11l.PpU INGKTGG-QYEGSQVSDPSRSVRVQFMSTNASDMVWDFYSTADQLEVNPGAVNQMIFVAH 98
Cox11.KT INGKTGG-QYEGSQVSDPTRAVRVQFMSTNASDMVWDFYSTADQLEVNPGAVNQMIFIAH 98
Cox11l.Pa INGKTAGSAYSGEQQVDVGREVKVQFMTSNNIDMVWEFRSAGDQLVVHPGAVNQMVFYAR 101
cox11l.Pd FAGTTNVAE-AASD-TVLDEKIRVRFDANADSNLGWTFRPMOQREMELKIGENAIAFYEAI 100
Cox11l.Rp FNGTTQVAR-AVPSSAPLDRTVMVSFDSNV-NGLPWKFEPEQREIEVPIGKVVTVYYRIT 118
Cox11.Rs FAGTTAVAT-EAPA-EVLDRTVKVRFDASREAGMPWEFRPLOQREMKLKIGETGLAFYEAY 97
*Lx Lono xR, A H * :
| | HE ¢”L | | I |
Cox11l.PpU NPTDRPMSAQAIPSITPAEAAAYFHKTECFCFTQQVLQPGERIEMPVRFIVDRDLPAS—-- 156
Cox11.KT NPTDRPMSAQAIPSITPAEAAAYFHKTECEFCEFTQQVLQPGERIEMPVRFIVDRDLPAS-- 156
Cox1l.Pa NPSDKPMTAQAIPSIAPAEAAAYFHKTECFCEFTQQVLQPGESIEMPVRFIVDRDLPKD-- 159
coxll.Pd NNTDEPVTGTASYNVAPDAAGYFFNKIECEFCEFTEQTLQPGERVEMPVSFFVDADLVNDRD 160
Cox11l.Rp NLSRSDTVGQAAYNVTPLTVGSYFTKINCFCFTEQPLAAGESRDMPVVEFYIDPAFAADSE 178
Cox11.Rs NPTDRTVAGTASYNVTPDAAGGYFAKIACFCFTEQVLAPGERVEMPVTEFYVDPAIIDDPD 157

* . * o ek ok % *hkxkk ok *x * % ekXxk X ex
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HE
Cox11l.PpU -—-—-VKHLTLAYTLFDITARHPPVAHVAAQD-VQGAR 188
Cox11l.KT —-—-VKHLTLAYTLFDITARHPPVAHVAAQD-VQGAR 188
Coxll.Pa -—-—VRHVTLAYTLFDITARKPPVPVAGR--—-————— 184
coxll.Pd AGRIRDITLSYTFHRTDPPAPKQAALDAKTEPTVN- 195
Cox11l.Rp NDTVKTITLSYTYYPVRDPAPKPVASSEPAPRKGNL 214
Cox1l1l.Rs GRYVRQITLSYTFHETALTEE-QAALAAESATDVN- 191

ek Kk ek k

Figura 73. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina de ensamblaje (Cox11) de P. putida U
y de otros microorganismos, tales como P. putida KT2440 (KT), P. aeruginosa (Pa), P. denitrificans (Pd), R.
palustris (Rd) y R. sphaeroides (Rs). El motivo conservado de unién a metal esta sombreado en gris. Las flechas
indican las cisteinas que se unen al cobre. Los residuos conservados que intervienen en la interaccion de esta

enzima con la subunidad I del complejo citocromo c oxidasa se sefialan con m.

El porcentaje de identidad de Cox11 de P. putida U es mas alto con respecto a la
proteinas del género de Pseudomonas, tales como P. putida KT2440 (97%) y P. aeruginosa
(71%), que con respecto a especies de otos generos, P. denitrificans (35%), R. sphaeroides
(34%) y R. palustris (28%) (Figura 73). La funcion de esta enzima Cox11 es la transferencia
de cobre hasta los sitios de unén de Cug en la subunidad I (residuos H306 y H307 sefialados
en la Figura 72). Para llevar a cabo dicho mecanismo, el cobre se une a la enzima Cox11 por
medio de las cisteinas del motivo conservado CFCF (que extiende desde el aminoécido 127 al
130) y una tercera cisteina (C35) (Morales et al., 2006; Sanders et al., 2008; Thompson et al.,
2010; Arai, 2011). Ademas, hay otros residuos que participan en la interaccion de esta
proteina con la subunidad I, los cuales son de distinto tipo: cargados (E139, D150, K124),
polares (T131, A163, T165) y apolares (W73, F75, A109, P115, F122, M143, P144, \/145)
(Figura 73) (Greiner et al., 2008).

5.3.1.4. Gen coxC.

Este ORF presenta homologia con los genes que codifican la subunidad Ill de la
citocromo ¢ oxidasa de tipo aas, siendo éste el Gltimo gen que contenia la construccion
pJQcoxBA-C, la cual se utiliz6 para revertir la funcion metabdlica perdida en P. putida U
AcoxB::Tn5. A continuacion figuran la secuencia, la composicion, el nimero de aminoacidos,

el peso molecular y el punto isoeléctrico de esta proteina.
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295 aminoéacidos

Mw: 33580 pl: 8,76

Composicion:

A 23 R N 3 D 7 c 0
Qo 4 E G 28 H 16 I 19
L 35 K M 10 F 32 P 17
S 14 T 16 W 13 Y 10 vV 21

Como en casos anteriores, se procedidé a comparar la secuencia de aminoacidos de la
proteina CoxC de P. putida U con las que se encuentran en otros microorganismos (Figura
74). De este alineamiento se puede deducir que los porcentajes de identidad de CoxC de P.
putida U son mas altos con respecto a la de P. putida KT2440 (98%) y de P. aeruginosa
79%), que con respecto a las de los otros tres microorganismos, tales como P. denitrificans
(39%), R. palustris (42%) y R. sphaeroides (45%).

CoxC.PpU —-—-—-MASHQHYYVPAQSKWPIIATIGMFITVFGLGTWFNDMKAGHPESHGPLIFFVGALF 56
CoxC.KT —-——-MASHEHYYVPAQSKWPITATIGMFITVFGLGTWFNDMKAGHPDSHGPLIFFVGALF 56
CoxC.Pa -—-—-MASHEHYYVPAQSKWPIIASIGLLVITVFGLGTWEFNDLTAGHKESHGPWIFFVGGLI 56
CoxC.Pd —-—-MAHVKNHDYQILPPSIWPFFGAIGAFVMLTGAVAWMKGITFFGLPVEGPWMFLIGLVG 58
CoxC.Rp MATAHVKHHDYHLVDPSPWPFVGSVSAFVMALGAVSWMHHMY ——=—--— QGAPIVFGVGVIG 55
CoxC.Rs --MAHAKNHDYHILPPSIWPFMASVGAFVMLFGAVLWMHG-—-—-————— SGPWMGLIGLVV 50
..... * o KokKkrLoLoin. ot * *it LR HE
CoxC.PpU LAYMLFGWFGAVVKESR-AGLYSPQLDRSFRWGMSWFIFSEVMEFFLAFFGALFYVRVLAG 115
CoxC.KT LAYMLFGWFGAVVKESR-AGLYSPQLDRSFRWGMSWFIFSEVMEFFLAFFGALFYVRVLAG 115
CoxC.Pa IAYMLFGWFGNVIRESR-AGLYSAQMDRSFRWGMSWEIFSEVMFFAAFFGALFYVRHFAG 115
CoxC.Pd VLYVMFGWWADVVNEGE-TGEHTPVVRIGLQYGFILFIMSEVMFEVAWEFWAFIKNALYPM 117
CoxC.Rp VLYTMASWWSDVIREAQYQHDHTRVVQLSHRYGMILFIASEVMEFFVAWFWAYFNAALEPA 115
CoxC.Rs VLYTMFGWWSDVVTESL-EGDHTPVVRLGLRWGFILFIMSEVMFFSAWFWSFEFKHALYPM 109
. * . .*:. *: *. R . -:*: * Kk Kk Kk Kk kK *:* .
CoxC.PpU PWLGGDGAKGVAHMLWPTFEFTWPLLHTPDPKLFP-PPKEVIDPWHLPLINTILLVSSSV 174
CoxC.KT PWLGGEGAKGVTHMLWPTFEFTWPLLHTPDPKLFP-PPKEVIDPWHLPLINTILLVSSSV 174
CoxC.Pa PWLGGEGAKGVAHMLWPNEFQYSWPLLOQTPDPKLFP-PPSAVIEPWKLPLINTILLVTSSF 174
CoxC.Pd G---PDS————————- PIK-————————- DGVWPPEGIVTFDPWHLPLINTLILLLSGV 154
CoxC.Rp D---PVHAT--—--- REALF-——————————- GGVWPPKGIETFDPWHLPLLNTLILLTSGT 156
CoxC.Rs G---PES-—-—-——=-——-— PIT-——————————- DGIFPPEGIITFDPWHLPLINTLILLCSGC 146
-:* .::**:***:**::*: 'k.
CoxC.PpU TITIAHHALRR-DHRGPLKFWMALTILLGLSFIALQAFEYHEAYTKLGLTLGSGIYGATF 233
CoxC.KT TITIAHHALRR-DHRGPLKFWMALTIVLGISFIALQAFEYYEAYTKLGLTLGSGIYGATF 233
CoxC.Pa TVTFAHHALKK-NKRGPLKAWLALTVLLGIAFLILQAEEYVHAYNELGLTLGAGIYGSTF 233
CoxC.Pd AVTWAHHAFVHEGDRKTTINGLIVAVILGVCFTGLOQAYEYSHAA----FGLADTVYAGAF 210
CoxC.Rp TVTWAHHALLQ-NDRKGLKQGLICTVLLGATEFSCVQVYEYSHAT----FSFAGNIYGATF 211
CoxC.Rs AATWAHHALVHENNRRDVAWGLALAIALGALFTVFQAYEYSHAA----FGFAGNIYGANF 202

* kk kK . . * . .. * x * * * % * . . . % *
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CoxC.PpU FMLTGFHGAHVTLGTIILIVMFVRILRGHFNPEKHFGFEAASWYWHEVDVVWVGLFIFEFVY 293
CoxC.KT FMLTGFHGAHVTLGTIILIVMFVRILRGHFNPEKHFGFEAASWYWHEVDVVWVGLFIFVY 293
CoxC.Pa FMLTGFHGAHVTLGALILGIMLIRILRGHFDAEHHFGFEAASWYWHEVDVVWIGLFIFEFVY 293
CoxC.Pd YMATGFHGAHVIIGTIFLEFVCLIRLLKGOMTOKQHVGFEAAAWYWHFVDVVWLELEVVIY 270
CoxC.Rp FMATGFHGFHVLVGTIFLLVCLIRAYAGHFTPKQHLGFEFAAWYWHEVDVVWLFLFVCIY 271
CoxC.Rs FMATGFHGFHVIVGTIFLLVCLIRVQRGHFTPEKHVGFEAAIWYWHEVDVVWLFLFASTY 262
:* * Kk Kk kk Kk :*:::* : ::* *:: ::*_*** * **********: * * :*
CoxC.PpU Vi-—————————~ 295
CoxC.KT VL--—=——————— 295
CoxC.Pa VIi-—————————~ 295
CoxC.Pd IWGR-—=—=———- 274
CoxC.Rp VWGHGASTMAHGG 284

CoxC.Rs IWGQ-——=————— 266

Figura 74. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de las proteinas CoxC de P. putida U y de otros
microorganismos tales como P. putida KT2440 (KT), P. aeruginosa (Pa), P. denitrificans (Pd), R. palustris (Rp)
y R. sphaeroides (Rs). Los residuos que intervienen en la interaccién de esta subunidad con CoxA se muestran

sombreados en gris.

En R. sphaeroides se ha descrito que la funcion de esta subunidad es la estabilizacién
del complejo citocromo ¢ oxidasa por medio de la interaccion con la subunidad | (Varanasi et
al., 2006). Los residuos encargados de esta funcion (W64, P92 y R257) estan presentes en
todas las secuencias comparadas (Figura 74). Esta interaccion es importante para la
estabilizacion del sitio activo de la enzima citocromo c oxidasa durante el cambio
conformacional catalitico y para prevenir su inactivacion (Varanasi et al., 2006; Sanders et
al., 2008).

En algunos genomas de Pseudomonas (P. putida S12, P. fluorescens F113, P.
capeferrum, etc.) y de bacterias pertenecientes a otros géneros (Hahella chejuensis,
Endozoicomonas arenosclerae, Stenotrophomonas rhizophila, etc.), se han anotado genes
homologos de coxC. Tal es el caso del gen que codifica un transportador de tipo MFS. Estas
proteinas, que se encuentran en todos los reinos y que representan una gran familia de
trasportadores secundarios, participan en la incorporacién de una gran cantidad de substratos,
entre los que se incluyen iones, carbohidratos, lipidos, aminoacidos y peptidos, nucledsidos y

otras moléculas (Yan, 2013).

La mayoria de los miembros que pertenecen a esta familia de transportadores poseen
doce hélices de transmembrana, a diferencia de lo que ocurre en CoxC de P. putida U, que
posee solo siete (Figura 75). Ademas, se ha observado que en la mayoria de las proteinas que
pertenecen a este grupo de transportadores, estan presentes unos dominios conservados,

DRXXRR, por duplicado, a pesar de que existe una muy baja identidad de secuencia entre los
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diferentes miembros (Yan, 2013). En la proteina CoxC de P. putida U no se encuentra este

dominio, por lo que no deberia incluirse en esta familia de transportadores MFS.

A

Extracelular /\

Membrana

Citoplasmatico/

N-Terminal

Figura 75. (A) Prediccion de la estructura secundaria de CoxC de P. putida U y (B) estructura terciaria de

CoxC.

5.3.2. ORFs adyacentes al cluster cox.

Una vez caracterizado el cluster cox, pasamos a analizar los ORFs que existian
corriente abajo, y vimos que habia unos genes que codifican proteinas que participan en la
biosintesis de este tipo de citocromos, como surfl, cox15, ctaB y senC. Estos genes también
estan presentes en otras cepas de Pseudomonas, tales como P. aeruginosa PAO1 y P. putida

KT2440 y aparecen de manera semejante (Figura 76).

— o = ) m— m— m—

coxC surfl cox15/ctaA ctaB senC

Figura 76. Organizacion de los genes que se encuentran corriente abajo del cluster cox en diferentes cepas de
Pseudomonas (P. putida U, P. putida KT2440 y P. aeruginosa PAQ1). h, gen que codifica una proteina con
funcién desconocida.
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Como se vera en otros microorganismos, tales como P. denitrificans, B. subtilis y R.
palustris, la mayoria de estos genes se encuentran intercalados entre los genes coxB, COXA y
coxC (Figura 77). Asi, ctaA, ctaB y surfl codifican factores de biosintesis del grupo hemo a;
mientras que senC, al igual que cox11, codifica chaperonas de cobre (Sanders et al., 2008;
Hannappel et al., 2012; Dash et al., 2015).

5.3.3. Transferencia de electrones a la enzima citocromo ¢ oxidasa.

Los citocromos C son los encargados de transportar los electrones liberados en la
primera oxidacion de ciertas aminas y de algunos alcoholes hasta una citocromo ¢ oxidasa
existente en la membrana plasmatica (Garcia-Horsman and Escamilla, 1989). Concretamente,
se ha observado que el principal donador de electrones bajo condiciones normales de
crecimiento de las oxidasas de tipo cbbs-1y cbbs-2 es el citocromo C4 (Arai et al., 2014).

En la degradacion de feniletilamina por P. putida U, se han obtenido mutantes en
algunos de los genes que codifican proteinas que intervienen en la biosintesis del citocromo
C. Uno de los mutantes estaba afectado en el gen ccmE, que codifica una chaperona que
permite la liberacion del grupo hemo al espacio periplasmico; el otro mutante estaba afectado
en el gen ccml, la proteina codificada por este gen presenta el apocitocromo a la proteina
CcmF que participa junto con otra proteina (CcmH) en la ligacion de este apocitocromo C al
hemo, obteniéndose el holocitocromo C (Arias et al., 2008). Pensamos que este citocromo C
podria intervenir también en la ruta catabolica de histamina transfiriendo el electron desde el
complejo bcl hasta la enzima citocromo ¢ oxidasa de tipo aas. Si esto fuese asi, los mutantes
en este citocromo C no podrian crecer en MM suplementado con histamina. Los dos mutantes
crecieron perfectamente, lo que nos permite concluir que este citocromo C no es el encargado
de transferir electrones a la oxidasa terminal que participa en la degradacion de histamina. De
igual modo, es evidente que la oxidasa terminal que participa en la asimilacion de histamina,
no participa en la ruta catabolica de feniletilamina, ya que el mutante afectado en el gen coxB
(P. putida U AcoxB::Tn5) crece en MM suplementado con feniletilamina 5 mM como Unica
fuente de carbono (Tabla 41).
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5.3.4. Analisis comparativo del cluster cox en otros microorganismos.

Como ya hemos visto, el cluster cox de P. putida U esta constituido por un cassette
catabolico de 4,3 kb. Otros clusters homologos han sido encontrados en otras Pseudomonas
(P. putida KT2440, P. aeruginosa PAOL y P. fluorescens), asi como en D. radiodurans, B.
subtilis, R. palustris y P. denitrificans (Figura 77).

La organizacion génica en P. putida KT2440 (Ugidos et al., 2008), en P. aeruginosa
PAOL (Arai et al., 2014) y en P. fluorescens es idéntica a la que est& presente en P. putida U
(Figura 77).

En otros géneros se observan diferencias notables. Por ejemplo, en D. radiodurans
solamente se encuentran coxA y coxB, orientados de la misma manera que en Pseudomonas,
aunque algunos de los genes (ctaA y ctaB) que codifican enzimas para la biogénesis de la
enzima citocromo c oxidasa, estan situados corriente arriba de los genes del cluster. B. subtilis
también tiene los genes ctaA y ctaB corriente arriba del cluster, pero el gen cox1l se
encuentra situado después del gen coxC, a diferencia de lo que ocurre en otros
microorganismos. Ademas, en el cluster cox de B. subtilis existe un gen, ctaF, que codifica
una cuarta subunidad que no estd presente en el cluster cox de los otros microorganismos
(Figura 77).

En otros microorganismos, tales como P. denitrificans y R. palustris, los genes ctaA y
ctaB estan situados entre los genes del cluster cox. El caso de P. denitrificans es curioso
porgue es un microorganismo que no posee juntos los dos genes que codifican la subunidades
I y Il (coxA y coxB). Ademas, este microorganismo posee dos genes paralogos de coxA
(Figura 77).

Como se ha indicado, tras analizar la comparacion del cluster cox en diferentes
microorganismos, podimos concluir que la organizacion genética esta muy conservada dentro
del género Pseudomonas, pero varia enormemente en otros géneros de bacterias. Algunos de
los genes, tales como cox11y coxC, asi como el orden de estos, varia en funcién de la especie
que se estudie. Los genes que siempre estan presentes, y que se organizan en la mayor parte
de los microorganismos de la misma forma, son los genes coxB y coxA (en este orden), que
codifican las subunidades donde se encuentran los centros binucleares Cua Yy as-Cug,

respectivamente.
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P. putida U
coxB CcOXA cox11l coxC
P. putida KT2440
coxB coxA cox11 coxC
P. aeruginosa PAO1
coxB coxA cox11l coxC
P. fluorescens F113
coxB coxA cox11 coxC
D. radiodurans F1
ctaA ctaB coxB COXA
B. subtilis _
ctaA ctaB coxB coxA coxC ctaF  cox11
R. palustris w - =
coxB coxA ctaB h' cox11 coxC
P. denitrificans - -E—- —‘E{}ﬁ} - -
coxA CcOXA coxB ctaB h  cox11 coxC

Figura 77. Comparacion del cluster cox implicado en la generacidn de la energia requerida para la incorporacién
de histamina en P. putida U con otros probables clusters cox identificados por homologia de secuencia en otros
microorganismos. Los genes figuran en colores: verde (coxB), rojo (coxA), amarillo (cox11), azul (coxC) y
blanco (otros genes). Las referencias de las secuencias son: P. putida KT2440 (NC_002947.4), P. aeruginosa
(NC_002516.2), P. fluorescens F113 (NC _016830.1), D. radiodurans (NC _001263.1), B. subtilis
(NC_000964.3), R. palustris (NC_014834.1) y P. denitrificans (NC_008686.1, NC _008687.1). h, gen que

codifica una proteina con funcién desconocida.
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6. POSIBLE INTERMEDIARIO CATABOLICO:
IMIDAZOLETANOL.

Como hemos comprobado experimentalmente (ver apartado 2 de Resultados y
Discusion), el ImMAA es un intermediario catabdlico que se genera en la ruta de degradacion

de histamina.

En la orina de algunas personas se ha detectado el imidazoletanol (histaminol) como
un intermediario metabdlico originado desde el ImAdh. También se ha encontrado en
microorganismos pertenecientes al género Mycobacterium y concretamente, en las especies
M. dierhofori, M. fortuitum y M. cheloni, ademas de en Saccharomyces rouxii (Tarnok and
Tarnok, 1986; Bordiga et al., 2010).

Por las razones expuestas, pudiera ser que parte del ImAdh generado se redujera a
imidazoletanol de forma que este compuesto se excretase como tal al caldo y permanecer alli,

o fuese oxidado a ImAA.

Con objeto de comprobar si el imidazoletanol era generado en P. putida U desde
histamina, se sintetizo siguiendo el procedimiento descrito por McKennon et al., (1993). A
continuacion, el producto obtenido se analizé por RMN y HPLC (Figura 78 y 79).

=
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Figura 78. *C- RMN del imidazoletanol.
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Ademas, se comprob6 por medio de HPLC que el imidazoletanol que se habia
sintetizado no se correspondia con el ImMAA ni con el imidazolmetanol, ya que cada uno de
estos posee un Rt (min) diferente (imidazolmetanol, 5,4; ImAA, 5,8 e imidazoletanol, 7,1)
(Figura 79).

0,351
0,30
0,25 '
0,20+

0,15

|
0.05] Il

0,00

Figura 79. Comparacion de los perfiles de elucién mediante HPLC del (A) imidazolmetanol, (B) ImMAA y (C)
imidazoletanol. El eje Y representa la intensidad de absorbancia (unidades arbitrarias) y el eje X representa el Rt

(min).

Ni en P. putida U ni en ninguno de los mutantes que se estudiaron se pudo detectar
imidazoletanol. Ademas, P. putida U no era capaz de crecer en MM suplementado con
imidazoletanol como Unica fuente de carbono, por lo que se descartd que el catabolismo de
histamina en esta cepa tuviera este compuesto como intermediario a pesar de que sea asi en

otros microorganismos (micobacterias).
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7. ESTUDIO DE LA EXPRESION HETEROLOGA DE LOS
GENES |IMPLICADOS EN LA DEGRADACION DE
HISTAMINA EN P. putida U EN OTROS
MICROORGANISMOS.

E. coli es el microorganismo mejor estudiado tanto a nivel bioquimico como genético
y ha sido ampliamente utilizado para la expresion de genes sencillos o clusters. La cepa E.
coli W (Davis and Mingioli, 1950) es incapaz de crecer utilizando histamina como Unica
fuente de carbono, lo que facilita su utilizacibn como modelo de expresidn heterdloga de

genes encargados de codificar las proteinas necesarias para la degradacion de histamina.

Por lo tanto, mediante expresion en E. coli W del cluster hinl de P. putida U y de uno
de los genes pertenecientes a este cluster, hinC, se pretendié determinar si con este gen que
codifica la enzima responsable de la desaminacion de histamina (HinC) era suficiente o si se
precisaba la expresion de todo el cluster hinl, para poder convertir esta amina biogénica en
IMAA. Esa construccion podria ser utilizada para transformar otros microorganismos con
mayor interés industrial y en los que la expresion de estos genes representase un importante

avance biotecnoldgico.

El mismo abordaje, se llevé a cabo con una cepa filogenéticamente cercana a P. putida
U, como es el caso de P. putida DOC21, una cepa silvestre aislada en nuestro laboratorio, y
que es incapaz de degradar histamina y que puede asimilar diferentes esteroides (Merino et
al., 2013; Barrientos et al., 2015).

A continuacion se exponen las diferentes cepas recombinantes de E. coli W y de P.
putida DOC21 obtenidas en esta Tesis Doctoral mediante transferencia de diferentes

contrucciones genéticas y los distintos efectos observados en cada uno de los casos.

e E. coli W pMChinC.

La primera construccion genética que se transfirié a E. coli W, es la que se comenté en
el apartado 5.1.2.1 de Resultados y Discusion. Esa construccién denominada pMChinC
contenia el gen que codifica la aminotransferasa dependiente de piruvato y que cataliza la

desaminacion de la histamina. Al ser transferida pMChinC a E. coli W, deberia conferir a esta
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cepa la capacidad para desaminar la histamina, y si actuasen aldehido deshidrogenasas
inespecificas que reconociesen el ImAdh, deberia ser capaz de transformar la histamina en
ImMAA. Comprobamos que el recombinante E. coli W pMChinC era capaz de convertir la
histamina en ImAA (Figura 80).

5 5
A L 12 B 12
4 4
(e O 10 Pa 10
z z
g & 8 < g 3 \ g <
= s g S
o) o ) i
~— ) E ~ F6 E
8 21 g 8z 3
< . 5
-4 -4
O &)
14 14
J /_/D—Gz
0 T T T T O DEJ T T T T D

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 80. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssonm) de (A) la cepa E. coli W pMC (e) y (B) la cepa E.
coli W pMChinC (A) cuando se cultivaban en MM con 4-OHAFA 20 mM maés histamina 10 mM. Estudio del
consumo de histamina y aparicion de ImAA mediante el andlisis de los caldos de cultivo por HPLC: (A)
concentracion residual de histamina (o) en la cepa E. coli W pMC y (B) concentracion residual de histamina (A)

y de ImAA (D) en la cepa E. coli W pMChinC.

En resumen, se demostraba que en la célula habia enzimas aldehido deshidrogenasas
que eran capaces de oxidar el ImAdh, sin presencia de la aldehido deshidrogenasa codificada
por el gen hinD. Estos resultados corroboran en cierta medida el retraso apreciado en la
degradacién de histamina cuando el mutante P. putida U AhinD::pK18mob se cultivaba en
MMh.

Comprobamos ademas, que la cepa E. coli W transformada con el plasmido pMC,
cuando se cultivaba en las mismas condiciones que la cepa E. coli W pMChinC era incapaz de
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transaminar la histamina (Figura 80), demostrandose que el gen hinC era el responsable de la

desaminacion de histamina en la cepa recombinante E. coli W pMChinC.

Sin embargo, como puede apreciarse en la Figura 80, el proceso de obtencion de
IMAA no era muy eficiente, ya que la conversion solo se producia en las primeras 40 h
(Figura 80), y luego no se incrementaba. De hecho solo se transformaba una parte de la
histamina afiadida, lo que sugiere que se precisan mas genes, ademas del que codifica la

primera enzima de la ruta catabolica.

e E. coli W pK18::mobhinl.

El segundo abordaje consistio en introducir el cluster hinl, que ademas del gen hinC,
contiene los genes hinA, hinB, hinD y hinE, en la cepa E. coli W, para comprobar si la
conversion de histamina en IMAA era mas eficiente que con la cepa anterior, y por tanto, ser
capaz de transformar toda la histamina en ImAA. La obtencién de la construccion
pK18::mobhinl se explicO en el apartado 5.1.4.1 de Resultados y Discusion. Esta
construccion deberia conferir a la cepa E. coli W (el plasmido pK18::mob es replicativo en E.
coli) mayor capacidad de degradar la histamina que en el caso anterior, ya que estan presentes
todos los genes que integran el cluster hinl (hinEABCD).

Se transfiri6 dicha construccion a la cepa E. coli W siguiendo el mismo protocolo que
en el caso anterior. Cuando esta cepa recombinante E. coli W pK18::mobhinl se cultivaba en
MM liquido suplementado con 4-OHAFA 20 mM més histamina 10 mM, toda la histamina se
transformé en ImAA en 42 h (Figura 81). Sin embargo, la cepa E. coli W pK18::mob
cultivada en las mismas condiciones no modifico la histamina presente en el medio (Figura
81).
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Figura 81. Curvas de crecimiento (medidas como Absssonm) de (A) la cepa E. coli W pK18:mob (e) y (B) la
cepa E. coli W pK18::mobhinl (A) cuando se cultivaban en MM con 4-OHAFA 20 mM mas histamina 10 mM.
Estudio del consumo de histamina y aparicién de ImMAA mediante el anlisis de los caldos de cultivo por HPLC:
(A) concentracion residual de histamina (o) en la cepa E. coli W pK18::mob y (B) concentracion residual de
histamina (A) y de ImAA (o) en la cepa E. coli W pK18::mobhin1.

e P. putida DOC21 pMChinC.

El mismo desarrollo experimental que se realiz6 con la cepa E. coli W, se llevo a cabo
con esta cepa filogenéticamente proxima a P. putida U, P. putida DOC21. La primera
construccion génica gque se introdujo en esta cepa fue pMChinC, debiéndole conferir cierta

capacidad de degradacion de histamina como ocurria en la cepa E. coli W.

Cuando se transfirio mediante mating triparental la construccion pMChinC a la cepa
P. putida DOC21, y se cultivé en MM suplementado con 4-OHAFA (20 mM) + histamina (10
mM), la cepa recombinante P. putida DOC21 pMChinC era capaz de convertir cierta parte de
histamina en IMAA en la misma proporcién que lo hacia la cepa E. coli W pMChinC (Figura
82). Como en los casos anteriores, para comprobar que esta accion se debia Unicamente a la
expresion del gen hinC, se procedio a transformar la cepa P. putida DOC21 con el plasmido
pPMC, y esta cepa transformada (P. putida DOC21 pMC) se cultivé en las mismas condiciones
que P. putida DOC21 pMChinC. El resultado fue que la cepa transformada con el plasmido
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pMC vacio era incapaz de desaminar la histamina, no habiendo por lo tanto, transformacion
de ésta en ImMAA (Figura 82).
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Figura 82. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssnm) de (A) la cepa P. putida DOC21 pMC (e) y (B) la
cepa P. putida DOC21 pMChinC (A) cuando se cultivaban en MM con 4-OHAFA 20 mM mas histamina 10
mM. Estudio del consumo de histamina y aparicion de ImAA mediante el analisis de los caldos de cultivo por
HPLC: (A) concentracion residual de histamina (o) en la cepa P. putida DOC21 pMC y (B) concentracion
residual de histamina (A) y de ImAA (o) en la cepa P. putida DOC21 pMChinC.

e P.putida DOC21 pK18::mobhin1l.

Para comprobar que es lo sucedia cuando se clonaba la construccién pK18::mobhinl
en P. putida DOC21, se transform0 esta bacteria mediante mating triparental, esperando que
esta construccion confiriese a esta cepa, al igual que a E. coli W pK18::mob::hinl, la
capacidad para convertir toda la histamina en ImAA, e incluso, de una forma mas rapida de lo

que lo hacia en aquella cepa.

Como se esperaba, la cepa recombinante P. putida DOC21 pK18::mobhinl era capaz
de convertir toda la histamina en ImMAA al cultivarse en MM al que se le afiadia 20 mM de 4-
OHAFA y 10 mM de histamina (Figura 83). Ademas, esta transformacién transcurria en
menos tiempo, como era de esperar, ya que P. putida U y P. putida DOC21 son cepas de la

misma especie (Figura 83).
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Figura 83. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssnm) de (A) la cepa P. putida DOC21 pK18::mob (e) y
(B) la cepa P. putida DOC21 pK18::mobhinl (A) cuando se cultivaban en MM con 4-OHAFA 20 mM mas
histamina 10 mM. Estudio del consumo de histamina y aparicion de ImMAA mediante el anélisis de los caldos de
cultivo por HPLC: (A) concentracion residual de histamina (o) en la cepa P. putida DOC21 pK18::mob y (B)
concentracion residual de histamina (A) y de ImAA (o) en la cepa P. putida DOC21 pK18::mobhinl.

En resumen, P. putida DOC21 pK18::mobhinl adquiria la capacidad para degradar la
histamina gracias a la expresién heter6loga de los genes presentes en la construccion
pK18::mob, ya que la cepa control de P. putida DOC21 transformada solo con el plasmido

pK18::mob, no era capaz de degradar esta amina (Figura 83).

Los resultados obtenidos con E. coli W pK18::mobhinl y P. putida DOC21
pK18::mobhinl indican que esa contruccion (pK18::mobhinl) puede ser utilizada como una
herramienta biotecnoldgica muy util para conferir a otros microbios la capacidad de degradar

histamina.
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8. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE LOS MUTANTES DE
HISTAMINA PARA CATABOLIZAR OTRAS AMINAS Y
AMINOACIDOS.

Con el propdsito de determinar la especificidad de substrato de las enzimas
codificadas en los clusters hinl, dadRAX y coxBA-C, se procedié al crecimiento de los
diferentes mutantes en placas de MM suplementado con otras aminas o aminoacidos

precursores de las mismas (Tablas 40 y 41).

Tabla 40. Crecimiento de P. putida U y de los mutantes del cluster hinl cultivados en MM que contenia otras

aminas y aminocacidos precursores de aminas.

CONTROL Cluster hinEABCD (hinl)
- P. putida U PpUAhInA::Tn5 | PpUAhInB::Tn5 | PpUAhInC::Tn5 | PpUAhinD::pK18::mob
Histamina + - - - -
Cadaverina + + + + +
Tiramina + + + + +
Dopamina + + + + +
Espermidina + + + + +
2-feniletilamina + + + + +
Putrescina + + + + +
Glutamina + + + + +
Asparragina + + + + +
GABA + + + + +
Histidina + + + + +
Lisina + + + + +
Ornitina + + + + +
Tript6fano + + + + +

La concentracion final de las aminas y aminoacidos en las placas de MM es 5 mM.

245



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 41. Crecimiento de P. putida U y de los mutantes del cluster dad y del cluster cox cultivados en MM que

contenian otras aminas y aminocacidos precursores de aminas.

CONTROL Cluster dadRAX Cluster coxBA-C

P. putida U | PpUAdadA::Tn5 | PpUAdadR::Tn5 | PpUAcoxB::Tn5
Histamina + - - -
Cadaverina + - - +
Tiramina + + + +
Dopamina + + + +
Espermidina + + + +
2-feniletilamina + + + +
Putrescina + + + +
Glutamina + + + +
Asparragina + + + +
GABA + + + +
Histidina + + + +
Lisina + + + +
Ornitina + + + +
Triptéfano + + + +

La concentracion final de las aminas y aminoécidos en las placas de MM es 5 mM.

e Tiramina.

Cuando se cultivaron los mutantes de histamina en placas sélidas de MM
suplementado con tiramina 5 mM (Tablas 40 y 41), se observé que crecian como la cepa
silvestre, por tanto cada una de las aminas biogénicas tiene su sistema de asimilacién (Arcos
etal., 2010).

e 2-feniletilamina.

Esta amina aromatica tiene su propia ruta de degradacién en P. putida U (Arias et al.,
2008). A pesar de ello, se procedié a la comprobacion de si alguna de las enzimas que
intervienen en la degradacion de histamina también participaban en la asimilacion de
feniletilamina. Los mutantes de histamina se cultivaron en MM suplementado con 2-
feniletilamina, y se observo que todos ellos utilizaban dicha amina como fuente de carbono al
igual que la cepa silvestre (Tablas 40 y 41). Ademas, todos los mutantes incapaces de
degradar 2-feniletilamina crecian bien en los medios con histamina, lo que sugiere que ambas

rutas catabdlicas no comparten ninguna etapa enzimatica.
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e Putrescina.

Como ya hemos descrito, algunos de los genes catabolicos de histamina (hinA y hinD)
estan anotados como ORFs involucrados en la degradacion de putrescina. Sin embargo, los
mutantes afectados en estos genes y en los deméas que participan en la asimilacion de
histamina, crecen bien en MM suplementado con putrescina. Por esta razén, asumimos que
los genes estudiados son especificos de histamina (Tablas 40 y 41), o que aunque pudiesen
estar implicados en la degradacion de putrescina, su funcion puede ser suplida por otras
enzimas presentes en P. putida U.

La primera etapa de la degradacion de putrescina en P. aeruginosa PAOL, ocurre de la
misma forma que la asimilacion de histamina, es decir, a través de la transaminacion
catalizada por una aminotransferasa dependiente de piruvato (Chou et al., 2008). La
aminotransferasa de P. aeruginosa PAO1 tiene homologia con dos secuencias proteicas
codificadas por genes que se encuentran alejados en el genoma de P. putida U. Las secuencias
de estas dos proteinas, SpuCl y SpuCll, tienen una identidad del 86% entre si, y sus
porcentajes de identidad con respecto a la proteina SpuC de P. aeruginosa PAOL son del 74%

y 76%, respectivamente (Figura 84).

Se procedié a comparar las secuencias proteicas de las aminotransferasas de P. putida
U involucradas en ambas rutas degradativas, de histamina (comprobado experimentalmente) y
de putrescina (por homologia de secuencias anotadas en la Base de Datos NCBI), y de la
proteina SpuC de P. aeruginosa PAOL (Figura 84).

HinC MNAPFAPQRQTRDYQAADAAHHTIHAFLDOQKALNAEGPRVIVGGERLHLWDSEGKRYLDGM 60
SpuCI.PpU -—-MSEKSSQTLAWQSMSRDHHLAPFSDVKQLAEKGPRIITSAKGVYLWDSEGNKILDGM 57
SpuCII.PpU —-——-MSTNNPQTREWQONLSGEHHLAPFSDYKQLKEKGPRIITKAQGVHLWDSEGHKILDGM 57
SpuC.Pa MN-SQITNAKTREWQALSRDHHLPPFTDYKQLNEKGARIITKAEGVYIWDSEGNKILDAM 59
:* :* . **: * kK kK % :* *:*. -::*****:: **.*
HinC SGLWCTQLGYGRRDLTVAAATQOMDQLAYYNMFFHTTHPAVIELSELLFSLLPGHYSHATY 120
SpuCI.PpU AGLWCVAVGYGRDELAEVASQOMKQLPYYNLFFQTAHPPALELAKAIADVAPQGMNHVEEF 117
SpuCII.PpU AGLWCVAVGYGREELVQAAEKQMRELPYYNLFFQTAHPPALELAKAITDVAPEGMTHVEF 117
SpuC.Pa AGLWCVNVGYGREELVQAATROMRELPFYNLFFQTAHPPVVELAKAIADVAPEGMNHVEF 119
:****‘ :**** :*‘ ‘* * K :* :**:**:*:** ‘:**:: H e * ‘*‘::
HinC TNSGSEANEVLIRTVRRYWQVVGOPNKKVMIGRWNGYHGSTLAATALGGMKFMHEMGGL - 179
SpuCI.PpU TGSGSEGNDTVLRMVRHYWALKGKKNKNVIIGRINGYHGSTVAGAALGGMSGMHQQGGV - 176
SpuCII.PpU TGSGSEGNDTVLRMVRHYWALKGKPHKQTITGRINGYHGSTFAGACLGGMSGMHEQGGLP 177
SpuC.Pa TGSGSEANDTVLRMVRHYWATKGQPQKKVVIGRWNGYHGSTVAGVSLGGMKALHEQGDFEP 179
*‘****.*:‘::* **:** *: :*:.:*** *******‘*‘.‘****. :*: *k‘.
HinC IPDVAHIDEPYWYAEGGELTPAEFGRRCALQLEEKILELGAENVAGFIAEPFQGAGGMIF 239
SpuCI.PpU IPDIVHIPQPYWFGEGGDMTEADFGVWAAEQLEKKILEVGVDNVAAFIAEPIQGAGGVII 236
SpuCII.PpU IPGIVHIPQPYWEFGEGGDMTPDAFGIWAAEQLEKKILEVGEDNVAAFIAEPIQGAGGVII 237
SpuC.Pa IPGIVHIAQPYWYGEGGDMSPDEFGVWAAEQLEKKILEVGEENVAAFIAEPIQGAGGVIV 239

* % . * K e Kk K . KAk K o oo * K Kk kkk e kkhkKk ok e kkhk kA khkhkkoekkhkhkk oKk
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kK e e khkk o oo K ekk e ke khkhkhkk Khkkhkkhkkxokk ok . * % kA KKKk KKk kK ok

MGGLVLSKRIAEALVERGGVFAHGLTYSGHPVAAAVAIANLKALRDEGIVTQVKDDTGPY
MGGVIVRDEVAKV-ISEGGDENHGEFTYSGHPVAAAVGLENLRILRDEQIIQQVHDKTAPY
MGGVIVRDKVAKV-ISEGGDEFNHGFTYSGHPVAAAVGLENLRILRDEQIVEKARTEAAPY
MGGVVVRDEIVEV-LNQGGEFYHGFTYSGHPVAAAVALENIRILREEKIIEKVKAETAPY

KxK e s KKk kk e kkkkkkkkhxkk . ks kkek ke . [

LORILREVFADHPLIGQVQGAGLVAALQFAEHKPTRKRFANENDLAWQCRTFGFEEGVII
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Figura 84. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina HinC de P. putida U y de las proteinas

SpuC de P. aeruginosa PAOL (Pa) y de P. putida U (SpuCl y SpuCll).

Aunque comparando las secuencias (Figura 84), haya un 53% de identidad entre la
aminotransferasa que interviene en la ruta degradativa de histamina y la que participa en el
catabolismo de putrescina, experimentalmente se ha comprobado que son distintas, ya que
como se ha descrito en la Tabla 40, el mutante afectado en el gen que codifica la

aminotransferasa dependiente de piruvato (P. putida U AhinC::Tn5) es capaz de asimilar la

putrescina.

Las proteinas SpuC de P. putida U tienen un 51% de identidad con respecto a HinC.

e Cadaverina.

Se ha comprobado experimentalmente que la aminotransferasa SpuC (citada en el
apartado anterior), también participa en el catabolismo de cadaverina en P. aeruginosa PAOL,

una vez ha sufrido un proceso de glutamilacion (Chou et al., 2013).

Asi, cuando cultivamos los mutantes afectados en el cluster dadRAX (P. putida U
AdadA::Tn5 y P. putida U AdadR::Tn5) en MM que contenia cadaverina, comprobamos que
a diferencia del control (P. putida U), estas cepas no crecian, lo que sugiere que los genes dad
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ademas de participar en la ruta de degradacion de histamina, lo hacen tambieén en la

asimilacion de cadaverina (Tabla 40, Figura 85).
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Figura 85. Curvas de crecimiento (medidas como AbSssonm) de la cepa P. putida U control (e), del mutante P.
putida U AdadA::Tn5 (o) y del mutante P. putida U AdadR::Tn5 (V) cuando se cultivaban en MM

suplementado con: (A) histamina 10 mM y (B) cadaverina 10 mM.

Es decir, la aminotransferasa que participa en la degradacién de cadaverina es
dependiente de piruvato, y probablemente, en P. putida U es una de las proteinas SpuC

(SpuCl o SpuCll). La otra seré la encargada de transaminar la putrescina sin requerir piruvato.

Ademas, los mutantes P. putida U AdadA::Tn5y P. putida U AdadR::Tn5 son capaces
de transformar la histamina en alanina, siendo la cepa afectada en la actividad D-aminoacido
deshidrogenasa la que acumula mas alanina. Por esta razon, era de esperar que cuando el
mutante P. putida U AdadA::Tn5 se cultivase en MM suplementado con 4-OHAFA 10 mM
(como fuente de piruvato) mas cadaverina 10 mM (como fuente de intermediarios
metabolicos), ocurriese lo mismo que cuando se suplementaba histamina en lugar de
cadaverina. Efectivamente, comprobamos que el mutante P. putida U AdadA::Tn5 acumulaba
alanina, pero la cantidad del aminoacido generado fue mucho menor que cuando se utilizaba
histamina. Este hecho es debido a que el catabolismo de cadaverina es mucho mas lento que

el de histamina (Figura 86).
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Figura 86. Andlisis mediante TLC del caldo del
mutante P. putida U AdadA::Tn5 cultivado en MM
4-OHAFA 10 mM suplementado con histamina 10
mM o cadaverina 10 mM. (A) histamina, (B) alanina,
(C) cadaverina y (D) 4-OHAFA. Todos los patrones
se prepararon a una concentracion de 10 mM. Las
muestras (recogidas a las 48 h) se han obtenido de los
caldos de cultivo a los que se les habia suplementado
(E) 4-OHAFA 10 mM, (F) 4-OHAFA 10 mM + 10
mM histamina y (G) 4-OHAFA 10 mM + cadaverina
10 mM.

Aunque el mutante P. putida U AdadA::Tn5 se incubase méas tiempo en MM

suplementado con 4-OHAFA 10 mM mas cadaverina 10 mM, no se terminaba de transformar

esta amina, como se muestra en la Figura 87, incluso, después de haber transcurrido 6 dias.

Esto demuestra, que la conversion de cadaverina en alanina es menos eficiente que la

transformacion de histamina en alanina.

Todos los patrones se
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Figura 87. Analisis mediante TLC del caldo del mutante P. putida U
AdadA::Tn5 cultivado en MM 4-OHAFA 10 mM suplementado con histamina

10 mM o cadaverina 10 mM. (A) histamina, (B) cadaverina y (C) Alanina.

prepararon a una concentracion de 10 mM. Las

muestras (recogidas a los 6 dias) se han obtenido de los caldos de cultivo a los
que se habia suplementado (D) 4-OHAFA 10 mM + histamina 10 mM y (E)
4-OHAFA 10 mM + cadaverina 10 mM.
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e Triptofano.

Hay trabajos cientificos que proponen la participacion del complejo dadRAX en la via
catabdlica de triptéfano en P. aeruginosa PAO1, sugiriendo su acoplamiento con la enzima
kinureninasa (Kurnasov et al., 2003; He et al., 2011), la cual no existe en P. putida U. Sin
embargo, como se puede ver en las tablas 40 y 41, la degradacion de triptofano no se

encuentra afectada en ninguno de los mutantes analizados.

e Histidina.

Como ya se comento al principio de los Resultados y Discusion, una primera hipotesis
a la hora de abordar el estudio de la degradacion de histamina, asumia la existencia de
enzimas que interviniesen tanto en la asimilacién de histamina como en la ruta catabdlica de
histidina. EI hecho de que ambos compuestos fuesen estructuralmente muy semejantes,
(diferenciandose exclusivamente en un grupo carboxilo) (ver IR, Figura 88), hacia pensar que

este planteamiento no fuese descabellado.

Figura 88. Espectros IR de (A) histamina y (B) histidina.

Sin embargo, comprobamos que todos los mutantes incapaces de crecer en histamina,
eran capaces de asimilar la histidina como el control (Tablas 40 y 41), lo que nos ha
permitido concluir que ambos procesos transcurren por vias diferentes. Ademas esta
conclusion se confirma con lo expuesto anteriormente (apartado 2 de Resultados y Discusion),
ya que los mutantes de histidina (P. putida U Ahis::Tn5) pueden degradar eficazmente la

histamina.
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9. INGENIERIA METABOLICA: DEGRADACION DE
HISTIDINA VIA HISTAMINA.

Existen diferentes procesos que dan lugar a la evolucion de rutas catabolicas en
microorganismos. Estos pueden estar mediados por presion selectiva o por la transferencia de
genes, y ambas se pueden observar en la naturaleza y en el laboratorio. Dentro de estos
ultimos, uno de los mas desarrollados es la evolucion in vitro de rutas catabdlicas en
microorganismos. Este tipo de evolucion dirigida se basa en la introduccion de genes en un
organismo hospedador con el fin de crear una nueva ruta metabdlica que dote a este

microorganismo hospedador de capacidades degradativas que antes no tenia.

Como se explico anteriormente (ver apartado 4.4 de la Introduccién), hay
microorganismos que tienen la histidin descarboxilasa, pero no es el caso de la cepa P. putida
U, ya que en la busqueda de mutantes de histamina, se han encontrado 41 mutantes incapaces
de degradar la histidina pero si la histamina (P. putida U Ahis::Tn5). Estos resultados nos
permiten concluir que en P. putida U no existe la enzima histidin descarboxilasa capaz de
catalizar la formacion de histamina, a pesar de que nuestra cepa posee el gen que codifica la
descarboxilasa de aminoécidos aromaticos (AADC) y que potencialmente podria utilizar la
histidina como substrato (Bowsher and Henry, 1986). La informacion obtenida de la base de
datos KEGG (Kanehisa and Goto, 2000) indica que P. putida KT2440 posee el gen que
codifica esta enzima (en P. putida U se encuentra un gen homdélogo). Recientemente, se ha
comprobado que esa enzima en P. putida KT2440 tiene una alta especificidad por L-DOPA
(Koyanagi et al., 2012), pero en ningin caso por la histidina, lo que justifica el hecho de que

los mutantes de histidina degradasen histamina y viceversa.

Con el fin de derivar la ruta de degradacion de histidina hacia la de histamina, se
identific el gen que codifica la histidin descarboxilasa en diferentes bases de datos. La

proteina Hdc cataliza la reaccion indicada en la Figura 89 (Recsei and Snell, 1972).
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ey

DESCARBOXILASA

Histidina Histamina

Figura 89. Reaccion de descarboxilacion de histidina catalizada por la histidin descarboxilasa generandose

histamina.

Entre todos ellos, seleccionamos el gen hdc de Enterobacter aerogenes (CECT 684).
Este gen se amplifico mediante PCR utilizando DNA de E. aerogenes como DNA molde
(Figura 90) y los oligonucle6tidos modificados con dianas para los cortes de restriccién Xhol
y Xbal como se muestran en la Tabla 42.

Tabla 42. Secuencia de los oligonucléotidos utilizados para la clonacion en trans del gen hdc de Enterobacter

aerogenes.

Nombre del . .
Primer Secuencia Modificaciones

Hdc.Ea.F GAGCTCGAGCGATTCCATTTTCTGGGGCACA Xhol

Hdc.Ea.R GGATCTAGATTGTCCAGCGCGAGCAGTTGA Xbal

1 CGATTCCATTTTCTGGGGCACAATTATGATGATGGTAACCATTCCTCTGTTTTCTTTTGTCGCGGCCGGACGTAA
GCTAAGGTAAAAGACCCCGTGTTAATACTACTACCATTGGTAAGGAGACAAAAGAAAACAGCGCCGGCCTGCATT

+1 M
76 TAAAAAAGGCCAGGATATTCTTTACCTTCAAAAATAATATTTTATTCACCAACATAAATATGGAGATTCATATGT
ATTTTTTCCGGTCCTATAAGAAATGGAAGTTTTTATTATAAAATAAGTGGTTGTATTTATACCTCTAAGTATACA

+1 s L s I A D Q N K L D A F W S Y C V K N R Y F N I
151 CTTTATCTATTGCCGATCAAAATAAACTCGATGCATTTTGGTCATACTGTGTAAAAAATCGCTACTTTAATATTG
GAAATAGATAACGGCTAGTTTTATTTGAGCTACGTAAAACCAGTATGACACATTTTTTAGCGATGAAATTATAAC

+1 G Y P E S A D F DY T ML E R F L R F S I N N C G
226 GCTACCCTGAATCTGCTGATTTTGATTACACCATGCTGGAGCGTTTTCTGCGTTTCTCAATTAATAACTGTGGTG
CGATGGGACTTAGACGACTAAAACTAATGTGGTACGACCTCGCAAAAGACGCAAAGAGTTAATTATTGACACCAC

+1 b W G E Y C N Y L L N S F D F E K E V M E Y F S G
301 ACTGGGGGGAGTACTGTAACTATTTACTCAACTCTTTCGACTTTGAAAAAGAAGTCATGGAGTATTTCTCCGGCA
TGACCCCCCTCATGACATTGATAAATGAGTTGAGAAAGCTGAAACTTTTTCTTCAGTACCTCATAAAGAGGCCGT

+1 I ¥F K I P F A E S W G Y Vv T N G G T E S N M F G C

376 TATTCAAAATCCCCTTTGCGGAAAGCTGGGGCTATGTCACCAACGGTGGCACAGAAAGTAATATGTTTGGTTGCT
ATAAGTTTTAGGGGAAACGCCTTTCGACCCCGATACAGTGGTTGCCACCGTGTCTTTCATTATACAAACCAACGA
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+1
451

+1
526

+1
601

+1
676

+1
751

+1
826

+1
901

+1
976

+1
1051

+1
1126

+1
1201

+1
1276

y L.G6G R E L F P E G T L Y Y S K D T H Y S V A K I
ATCTGGGAAGAGAACTGTTCCCGGAAGGCACGCTCTACTATTCAAAAGATACTCACTATTCCGTCGCCAAAATCG
TAGACCCTTCTCTTGACAAGGGCCTTCCGTGCGAGATGATAAGTTTTCTATGAGTGATAAGGCAGCGGTTTTAGC

v K L L R I K s ¢ L v E s ¢ p D G E M D Y D D L I
TCAAACTGCTGCGTATCAAATCGCAACTGGTGGAATCTCAGCCAGACGGAGAAATGGATTATGACGATTTGATCA
AGTTTGACGACGCATAGTTTAGCGTTGACCACCTTAGAGTCGGTCTGCCTCTTTACCTAATACTGCTAAACTAGT

N K I R T S G E R H P I I F A N I G T T V R G A V
ATAAAATCAGGACCTCAGGCGAACGCCATCCCATCATTTTCGCCAATATTGGCACAACGGTACGCGGCGCTGTTG
TATTTTAGTCCTGGAGTCCGCTTGCGGTAGGGTAGTAAAAGCGGTTATAACCGTGTTGCCATGCGCCGCGACAAC

p N I A E I 0 K R I A A L G I P R E D Y Y L H A D
ATAATATCGCTGAGATACAGAAACGTATCGCTGCGCTGGGGATCCCACGTGAAGATTATTATCTACACGCGGATG
TATTATAGCGACTCTATGTCTTTGCATAGCGACGCGACCCCTAGGGTGCACTTCTAATAATAGATGTGCGCCTAC

A A L S G M I L P F V E D P Q P F T F A D G I D S
CCGCGCTAAGCGGCATGATCTTGCCTTTCGTGGAGGATCCACAACCGTTTACCTTCGCGGATGGTATCGATTCGA
GGCGCGATTCGCCGTACTAGAACGGAAAGCACCTCCTAGGTGTTGGCAAATGGAAGCGCCTACCATAGCTAAGCT

I 6 v s G H KM I G S PP I P C G I V V A KK A N V
TTGGCGTTTCCGGACACAAAATGATCGGCTCCCCGATTCCATGCGGCATTGTGGTAGCCAAGAAAGCCAACGTCG
AACCGCAAAGGCCTGTGTTTTACTAGCCGAGGGGCTAAGGTACGCCGTAACACCATCGGTTCTTTCGGTTGCAGC

p R I s v £E I DY I s A H D K T I S G S R N G H T
ACCGTATCAGCGTAGAGATCGACTACATCTCCGCCCACGATAAAACGATTTCAGGGTCACGCAACGGTCATACCC
TGGCATAGTCGCATCTCTAGCTGATGTAGAGGCGGGTGCTATTTTGCTAAAGTCCCAGTGCGTTGCCAGTATGGG

P L M M W A AV R S H T DA E W HR R I G H S L N
CTTTGATGATGTGGGCCGCCGTTCGCAGCCATACCGATGCCGAATGGCATCGCCGCATTGGTCACAGCCTCAACA
GAAACTACTACACCCGGCGGCAAGCGTCGGTATGGCTACGGCTTACCGTAGCGGCGTAACCAGTGTCGGAGTTGT

M A K Y A VvV D RF KAAGTI DA ATILCHI KNS I T V
TGGCGAAATACGCCGTGGATCGCTTTAAAGCAGCAGGTATTGACGCGCTGTGCCACAAAAACTCCATCACGGTGG
ACCGCTTTATGCGGCACCTAGCGAAATTTCGTCGTCCATAACTGCGCGACACGGTGTTTTTGAGGTAGTGCCACC

v F p K P S E W V W K K H C L A T S G N V A H L I
TCTTTCCGAAGCCTTCTGAATGGGTATGGAAGAAACACTGCCTGGCAACGTCCGGCAACGTAGCCCATCTGATCA
AGAAAGGCTTCGGAAGACTTACCCATACCTTCTTTGTGACGGACCGTTGCAGGCCGTTGCATCGGGTAGACTAGT

T T A H H L D s S R I D A L I DDV I A DL A Q R
CCACCGCTCACCACCTGGACAGTTCCCGGATTGATGCGCTGATCGATGACGTGATTGCCGACCTGGCGCAACGGG
GGTGGCGAGTGGTGGACCTGTCAAGGGCCTAACTACGCGACTAGCTACTGCACTAACGGCTGGACCGCGTTGCCC

A A
CGGCATAAGAGTGAGCAGCGGCAAACTGCTCGCGCTGGACAATCTGTGGGTT
GCCGTATTCTCACTCGTCGCCGTTTGACGAGCGCGACCTGTTAGACACCCAA

Figura 90. Secuencia de nucleotidos de la region del genoma de E. aerogenes donde se localiza el gen hdc.

También se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina Hdc responsable de descarboxilar la histidina.

Una vez amplificado el gen hdc, se cloné en el plasmido pTZ, y de ahi se transfiri6 al
pMC utilizando los cortes enziméticos Xhol/Xbal, de forma que el gen hdc quedase
correctamente orientado para ser expresado desde el promotor del plasmido. La construccion

pMChdc se transfirio a algunos de los mutantes de P. putida U incapaces de utilizar la

histidina como fuente de carbono.

construccion pMChdc en estos mutantes, deberian recuperar la capacidad para crecer en MM
suplementado con histidina como Unica fuente de carbono. En ellos no funcionaria la ruta

clasica de degradacion de histidina sino a través de otra nueva via que implicaria la

Si nuestro planteamiento experimental era correcto, cuando se expresase la
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descarboxilacion de este aminoacido y su posterior degradacion a traves de la ruta catabolica

de histamina.

Cuando se cultivo una de las cepas recombinantes (denominadas genéricamente P.
putida U Ahis::Tn5 pMChdc) en MM suplementado con histidina (5 mM en placay 10 mM
en liquido) se obtuvo el resultado que se puede apreciar en la Figura 91. La cepa
recombinante P. putida U Ahis::Tn5 pMChdc a la que se le habia introducido el gen hdc, era
capaz de crecer en MM suplementando en histidina (tanto en solido como en liquido),
mientras que sus respectivos controles transformados sélo con el plasmido pMC sin inserto,

continuaban sin poder hacerlo.

Abs (540 nm)
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Figura 91. Crecimiento de P. putida U Ahis::Tn5 pMC (1, e) y de un mutante P. putida U Ahis::Tn5 pMChdc
(2,0) cuando se cultivaban en: A) placa de MM suplementado con histidina 5 mM y B) MM liquido

suplementado con histidina 10 mM (medidas como AbSssonm)-

Estos resultados son muy interesantes ya que demuestran que aungue una cepa sea
capaz de producir histamina por descarboxilacion de histidina, ésta no se acumula en el medio
(o en los alimentos si se tratase de procesos fermentativos) siempre que exista una via
catabolica que permita la eliminacién de histamina. Una vez mas, ponemos de manifiesto que
los genes implicados en la degradacion de histamina pueden ser utilizados como una potente
herramienta biotecnoldgica que podria ser muy (til para eliminar esta amina biogénica de

diferentes medios e incluso desde alimentos o desde precursores de los mismos.
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10. RUTA PROPUESTA DE LA ELIMINACION
MICROBIANA DE HISTAMINA EN P. putida U.

Todos los abordajes experimentales descritos nos han permitido concluir que la ruta
catabdlica de histamina en P. putida U es la que se indica en la figura 92.

Las enzimas codificadas en los genes pertenecientes al cluster hinl (hinA, hinB, hinC,
hinD) son responsables de la transformacion de histamina en ImAA (Figura 92). La proteina
HinA es un transportador perteneciente a la familia de transportadores denominada APC que
esta implicada en la toma de histamina desde el medio de cultivo al interior de la bacteria.
HinC es una histamina desaminasa o histamina-piruvato aminotransferasa que utiliza como
substratos la histamina y el acido piravico, generando ImAdh y L-alanina. HinD es una
aldehido deshidrogenasa que cataliza la oxidacion del ImAdh a ImMAA y que utiliza como
coenzima el NAD". Finalmente, HinB, la otra proteina perteneciente a este cluster, es un
regulador perteneciente a la familia LuxR, que actia modulando la transcripcion de los otros

genes.

La mision del sistema DadRAX es doble. Por una parte, permite regenerar el piruvato
requerido como aceptor del grupo amino en la reaccion de transaminacion y, ademas,
participa en un sistema de transferencia de electrones, en el que la etapa final la cataliza un
complejo citocromo ¢ oxidasa de tipo aaz (CoxBA-C) (Figura 92), y que es el responsable de

la génesis de la energia requerida para transportar la histamina.

La proteina DadX, una racemasa, cataliza la transformacion de la L-alanina generada
por la histamina-piruvato aminotransferasa (HinC) en el isomero D-alanina (Figura 92).
Posteriormente, este aminoacido es desaminado por accién de una D-aminoacido
deshidrogenasa (DadA) dependiente de FAD, generando el piruvato requerido para desaminar
una nueva molécula de histamina. Durante este proceso de desaminacion oxidativa, el FAD
ligado a DadA se reduce a FADH, vy, éste, se acopla a la cadena de transporte electronico
antes citada y en la que participa un complejo citocromo ¢ oxidasa de tipo aaz (CoxBA-C)
integrada por tres subunidades CoxA, CoxB y CoxC y por una proteina de ensamblaje (Cox-
/Cox11) (Figura 92). De esta manera, a través de esta cadena se genera la energia necesaria
para transportar la histamina cuando esta amina se estd utilizando como Unica fuente de

carbono.
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Tanto la ruta catabdlica en si, como las enzimas que llevan a cabo las reacciones que
forman parte de la misma y, en particular, las catalizadas por las proteinas HinA, HinB, HinC
y HinD, son nuevas y su naturaleza no era obvia a partir del estado de la técnica pues, como
se ha comentado previamente, la ruta responsable de transformar la histamina in vivo en
Pseudomonas putida U y en otras bacterias se desconocia hasta la fecha. Ademas, en otros
casos en los que algunas de las enzimas habian sido descritas, su participacion no habia sido

relacionada con esta ruta (casos de DadRAX, CoxBA-C).

El descubrimiento de esta ruta demuestra, ademas, que la degradacion de histamina en

P. putida U no se realiza mediante las enzimas descritas en otros seres vivos.
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11. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS.

En el apartado de Introduccidn de esta Tesis Doctoral ya se hablé de la presencia de
aminas biogénicas en los alimentos, carnes, pescados, vegetales y diferentes bebidas, y los
efectos nocivos de éstas para la salud humana. Una de las aminas biogénicas mas importantes,
tanto por su acumulacion en los alimentos como por la variedad de efectos nocivos que

provoca en el organismo, es la histamina (Stratton et al., 1991).

En algunos alimentos, tales como la carne y el pescado, la histamina se acumula a lo
largo del tiempo de almacenaje debido a la accion de bacterias indeseables capaces de
descarboxilar la histidina libre a histamina. Esta acumulacion es tan eficiente que no puede

evitarse ni con el envasado al vacio de los alimentos (Wei et al., 1990).

Pero es en alimentos tan populares como quesos, vinos o embutidos, donde la
acumulacion de histamina adquiere una mayor repercusion. Esto se debe a que en la
elaboracion de estos alimentos se requieren procesos de fermentacion en los que participan
microorganismos, que modifican las propiedades de la materia prima original. Por lo tanto, su
eliminacién de los mismos resolveria el problema del acimulo de aminas biogénicas pero
desvirtuaria la calidad, las propiedades organolépticas y las caracteristicas de dichos
productos alimentarios. Muchas de las bacterias utilizadas con estos fines en la industria
alimentaria son histidin descarboxilasa positivas y, por lo tanto, van a dar lugar a la

acumulacion de histamina en los productos finales (Askar and Treptow, 1986).

El consumo de alimentos con un elevado contenido en histamina puede provocar un
gran namero de efectos farmacoldgicos. Los mas comunes son dolores de cabeza, sudoracion,
secrecion nasal, erupciones, edemas, dificultad al tragar, dificultad respiratoria,
broncoespasmo, taquicardias y desordenes de tension arterial (Ladero et al., 2010).

Por lo tanto, no existe duda respecto al aspecto negativo que supone para la salud el
consumo de alimentos con un elevado contenido en histamina. Por ello, la obtencion de una
construccion genética que permitiese a los organismos portadores de la misma degradar este
compuesto, podria ser utilizada para transformar aquellos microbios que participan en la
fermentacion de modo que se evitaria la acumulacion de esta amina biogénica en los

alimentos.
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Estas cepas recombinantes con capacidad para degradar la histamina se podrian
utilizar incluso como starters (cultivos iniciadores), dotandolos de una mayor eficiencia, ya
que estos starters, aungque suelen estar constituidos por cepas no productoras de aminas
biogénicas, no pueden evitar la acumulacién de las aminas producidas por la flora microbiana
presente en las materias primas originales. En cambio, si contaran con la presencia de
bacterias capaces de degradar la histamina, evitarian la acumulacion de este compuesto en los
alimentos con independencia de las materias primas utilizadas en la elaboracion de los

mismos.

Ademaés, analizado desde un punto de vista estrictamente econdmico, la posibilidad de
dotar a cepas bacterianas con interés para la industria alimentaria de la capacidad requerida
para degradar la histamina puede ser esencial para la elaboraciéon de nuevos productos y la
apertura de nuevos mercados ya que muchos paises (Canada, Holanda o Suiza entre otros)
estan estableciendo limites para la concentracion de aminas biogénicas en los alimentos y en
las bebidas importadas, especialmente en el vino. La presencia de aminas en el vino entrafia
mas riesgo que en otro tipo de alimentos y bebidas, ya que al contener alcohol, se van a ver
afectados los mecanismos de detoxificacion del organismo, incrementandose las posibilidades

de intoxicacion por ingesta de aminas.

Teniendo en cuenta que hemos conseguido una construccion genética mediante la que
se puede transferir la capacidad para degradar la histamina a distintas cepas bacterianas (E.
coli Wy P. putida DOC21) es evidente que podemos hacer lo mismo con otros organismos de

interés para la industria alimentaria.

Mediante transferencia de este cassette genético (cluster hinl) podriamos dotar a
cualquier bacteria, tanto G+ como G-, con la capacidad degradativa de histamina, evitando de
este modo, la acumulacion de este compuesto en aquellos alimentos en cuyo proceso de
elaboracion intervenga dicha bacteria. Sin embargo, la legislacion actual no permite la
utilizacion de microorganismos manipulados genéticamente para la elaboracion de alimentos,
pero estamos seguros gque en poco tiempo, cuando se controlen todos los riesgos que pudieran
correrse al utilizar estas cepas recombinantes, las administraciones publicas adoptaran estas
nuevas aplicaciones biotecnologicas. Con este fin, actualmente se esta llevando a cabo en
nuestro laboratorio la transferencia del cluster hinl a cepas de Lactococcus. Se pretende evitar

la acumulacion de la histamina (generada mediante descarboxilacion de la histidina por la
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proteina hisitidin descarboxilasa presente en este organismo) en aquellos quesos y derivados

lacteos en cuyo proceso de elaboracion intervenga esta bacteria.

Adicionalmente, el hecho de que la histamina sea un importante neurotransmisor y
poseamos una construccién genética transferible capaz de degradarlo, podria tener
aplicaciones en terapia génica en el futuro, de modo que algunos de estos genes podrian ser
utilizados para el tratamiento de determinadas patologias relacionadas con una excesiva

acumulacion de histamina en el organismo.

Por ultimo, mediante Ingenieria Metabdlica, hemos logrado establecer una nueva ruta
util para la degradacion del aminoacido L-histidina mediante la participacion del gen que
codifica la histidin descarboxilasa (hdc) de Enterobacter aerogenes. Una aplicacion
interesante seria la confluencia en un mismo microorganismo de los genes del cluster hinl
(hinEABCD), de los genes necesarios para degradar el &cido imidazolacético y el gen hdc, que
permitiria catabolizar toda la L-histidina a través del intermediario histamina, y asi, elaborar

alimentos con bajo contenido en este aminoacido y en sus derivados.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES.

El metabolismo aerdbico de la histamina en P. putida U tiene lugar mediante una ruta
especifica e independiente de la descrita para la degradacion del aminoéacido L-histidina.

La histamina es degradada en P. putida U mediante una serie de pasos metabdlicos que
conducen a su transformacion en imidazolacetaldehido, y, posteriormente, en &cido

imidazolacético.

Se han identificado y caracterizado todos los genes que codifican las funciones necesarias
para la degradacién de histamina en P. putida U. Estos 11 genes estan agrupados en tres
clusters catabolicos diferentes (hin, dad y cox) que se localizan en diferentes regiones del
genoma de esta bacteria.

El cluster hin es el responsable del transporte de histamina, de su desaminacion y de su
posterior oxidacién. Estd constituido por 5 genes que se extienden a lo largo de un
fragmento de DNA de 7,3 kb. Entre las proteinas codificadas por esta agrupacion genética
se encuentran: un transportador de histamina (HinA); un transaminasa dependiente de
piruvato (HinC); una aldehido deshidrogenasa (HinD) que participa en el proceso de
oxidacion del aldehido generado tras las desaminacion de la histamina, y una proteina
reguladora (HinB) que actia como activador de la expresion de las proteinas
mencionadas. Ademas, en este cluster hin se ha identificado otro ORF que pudiera estar
implicado en la degradacion de histamina pero cuya participaciébn no parece ser
imprescindible para que se lleve a cabo dicho proceso. Este ORF codifica una
semialdehido deshidrogenasa cuya funcidon no es indispensable para la degradacion de

histamina y que podria suplir, cuando se requiriese, a HinD.
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5. El cluster dad esta constituido por 3 genes que se hallan en un fragmento de DNA de 3,1
kb. Estos genes codifican las siguientes proteinas catabdlicas: una alanina racemasa
(DadX) que transforma la L-alanina formada por la aminotransferasa (HinC) en D-
alanina, y una D-aminoacido deshidrogenasa (DadA) dependiente de FAD (se reduce a
FADH, que se acopla a una cadena de transporte electronico) responsable de la
desaminacion de esta D-alanina. En este cluster la regulacién se lleva a cabo a través del
gen dadR, que codifica una proteina que actla como activador de, al menos, los genes
dadA y dadX. El cluster dad es el responsable de dos funciones: por una parte, permite
regenerar el piruvato requerido como aceptor del grupo amino en la reaccién de
transaminacion, y, ademas, participa en un sistema de transferencia de electrones en el que

el aceptor final es una citocromo c oxidasa.

6. EIl cluster cox esta formado por 4 genes que se encuentran en un fragmento de 4,2 kb:
coxB, coxA, coxC y cox1l, que codifican las 3 subunidades y la proteina de union del
complejo citocromo ¢ oxidasa de tipo aas. Esta proteina es la responsable de la
transferencia de electrones al oxigeno, formando parte de la cadena de transporte que

genera la energia requerida para la incorporacion de histamina.

7. El cluster dad, responsable de la degradacion de la L-alanina generada tras la
desaminacion de histamina, no solo interviene en la asimilacion de histamina, sino que
también participa en la degradacion de cadaverina. La mutacion en el gen dadA, que
conduce a la ausencia de actividad D-aminoacido deshidrogenasa, permite la acumulacion
extracelular de D-alanina y L-alanina (44,8% y 55,2%) a partir de histamina y de

cadaverina siempre que exista otra fuente de carbono que proporcione piruvato.

8. Se ha logrado clonar y expresar en un plasmido (pK18::mob), el cluster hinl
(hinEABCD), dotando de este modo a las bacterias transformadas con esta construccion de
la capacidad necesaria para convertir la histamina en acido imidazolacético. Estos
recombinantes son unas herramientas biotecnoldgicas muy importantes ya que pueden ser
utilizadas para la eliminacion de histamina de diferentes fuentes, evitando asi su aparicion

en ciertos alimentos.
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9. Se ha conseguido establecer, mediante Ingenieria metabdlica (clonacion en P. putida U
del gen que codifica la histidin descarboxilasa de Enterobacter aerogenes CECT 648) una
nueva ruta catabdlica de L-histidina en la que participa la histamina como intermediario

catabdlico y que supone una alternativa a la ruta existente en este microorganismo.
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