
TESIS DOCTORAL

Relación entre la homeostasis del hierro y el 
metabolismo del cianuro en 

Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344

Gracia Becerra León

2013

Departamento de Bioquímica 
y Biología Molecular y Genética



 



UNIVERSIDAD ! DE E X T R E M A D U R A  

TESIS DOCTORAL 

Relación entre la homeostasis del hierro y el 
metabolismo del cianuro en Pseudomonas 

pseudoalcaLigeaes CECT 5344 

Gracia Becerra León 

Departamento de Bioquírnica y Biología Molecular y Genética 

Conformidad de los Directores: 

lez Fdo: Rafael Blasco Plá Fdo: Faustino Merchán Sotio 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mis padres, por su apoyo 

A Jose, porque lo es todo para mí 

 

  



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Flor del paraíso,  

¿dónde has andado? 

Que te he estado buscando 

y no te he encontrado. 

 

  



 



AGRADECIMIENTOS 

Quiero expresar mi más sincero agradecimiento a todas las personas que, de una 

forma u otra, han contribuido a que el trabajo que he realizado durante estos cuatro años y 

medio sea una realidad en forma de Tesis Doctoral. 

 

A mis directores, Dra. Mª Isabel Igeño González, Dr. Rafael Blasco Plá y Dr. 

Faustino Merchán Sorio, por haber confiado en mí para llevar a cabo este proyecto. A 

Maribel, le agradezco especialmente los largos ratos en el despacho pensando en qué 

experimentos hacer y cómo hacerlos, las largas horas de corrección enseñándome a utilizar 

correctamente las palabras, su apoyo moral en mis horas más bajas y por último, su 

empeño en que consiguiera una buena formación académica y científica. A Rafa le 

agradezco sus buenas ideas, su inmersión total en el “mundo transcriptómico” de FUR1 y 

su apoyo moral en cada una de las cromatografías, que nunca mejor dicho, me costaron 

sudor y lágrimas. A Tino, por su ayuda y consejos brindados. 

 

Al grupo BioMic que me acogió como una más desde el principio. Al resto de los 

compañeros del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular que también dieron su 

aporte. 

 

A la Dra. M. Mercedes Lucas por enviarme las placas CAS que me permitieron 

demostrar, por fin, que “P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 no produce sideróforos, al 

menos detectables por el método CAS”. Y por su hospitalidad y amabilidad, a pesar de no 

conocerme, al llegar del N-Cycle Meeting 2012. 

 

Al grupo de Química Bioinorgánica de la Universidad de Extremadura, 

especialmente a Paco y Emilio, que me animaron a continuar en el mundo de la 

investigación. 

 

A mis compis de trabajo en el “labo”.  

A Gloria, por supuesto, por su ayuda técnica a lo largo de la realización de este 

trabajo, pero mucho más por su calidad personal. Por la alegría que transmite cada mañana 

al llegar, que hemos comprobado que es mucha en estos cuatro meses que nos ha 

“abandonado” por cuidar a su hijo Alejandro, y por ayudarme a instalarme cuando llegué 



por aquel Enero de 2009, sin idea de Cáceres, en resumidas cuentas por ser como una 

especie de Mamá cacereña y una súper mujer del siglo XXI que puede con todo y que te 

transmite esa fuerza y poderío.  

A Marisa, porque forma parte de ese grupo selecto de amigos de verdad. Desde que 

la conocí en aquella fiesta de química hemos sido inseparables. En la carrera fue mi apoyo 

en muchos momentos de estudio y a lo largo de la realización de esta Tesis lo ha sido 

siempre, no le queda otra, pasando unas 15 h diarias juntas… Gracias por ser mi 

confidente y por su cariño, que aunque le pasa como a mí, y le cuesta mucho demostrarlo 

sé que me lo tiene. Gracias Antho ;) 

A Dani, porque siempre te saca una sonrisa y hace que la vida en el laboratorio sea 

más divertida. Y a Felipe, por sus enseñanzas “frikis”, en el ámbito científico y cultural. 

A Montaña y a Marta, por esos grandes ratos en los que hemos arreglado el mundo, 

que al final no valían para nada, pero nos hacían reír mucho. 

A Álex, porque siempre estaba dispuesto a ofrecer su ayuda. 

 

A mis amig@s porque con ellos he compartido muchos de los buenos momentos 

de mi vida y si siguen ahí, es porque soy importante para todos ellos. Gracias especialmente 

al grupo de las 6, porque quizás son las que más han “compartido” conmigo los desvelos y 

también las alegrías que me ha generado esta Tesis. A Lolo y a Nacho, primero, por las 

cenas en el Dinos… y también por todos esos días que me hacían desconectar del labo e 

íbamos a ver esculturas raras, a tomar cañitas o simplemente a disfrutar un poco de tenerlos 

como amigos. 

 

A mi papá y mi mamá, porque siempre se han empeñado en que obtuviera la mejor 

formación posible, a pesar de que tuvieran que realizar muchos esfuerzos. Os quiero 

mucho, aunque os lo diga muy poco. A mi hermano, por aguantar pacientemente a una 

“demasiado” exigente hermana mayor. 

 

A Jose, porque es lo mejor que me ha pasado en la vida, me comprende, me hace 

reír, me escucha, me respeta, me hace recapacitar cuando me vuelvo súper pesimista y 

porque sin su apoyo y sin sus “no te agobies cari que ya queda poco”, no habría acabado 

esta Tesis. 



 

 

 

 

 

FINANCIACIÓN: 

 

- BIO2008-04542-C02-02  

Ministerio de Ciencia e Innovación 

- BIO2011-30026-C02-01 

 

- PRI07A097 

Gobierno de Extremadura 

- Ayuda a Grupos-BioMic GR10165-CCV019 y GRU09078 

- Beca predoctoral (Fondo Social Europeo): PRE08041 (Proyecto PRI07A097) 

 

- FEDER 2007-2013 

Fondo Europeo de Desarrollo Regional 

 

 

 

 

 

 

 



 



El trabajo que se presenta en esta memoria de Tesis Doctoral se ha realizado en el 

Grupo de Biotecnología de Microorganismos (BIOMIC) del Departamento de Bioquímica 

y Biología Molecular y Genética de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de 

Extremadura. 

 

Parte de los resultados de este trabajo se han presentado en los siguientes congresos 

y reuniones: 

• 17th European N-Cycle Meeting (ENC2012). Oslo (Noruega). 26-28 de 

Septiembre de 2012. 

• 6th International Meeting on Biotechnology. Bilbao. 19-21 de Septiembre de 

2012. 

• XI Reunión Nacional del Metabolismo del Nitrógeno. Cáceres. 12-14 de Junio 

de 2012. 

• XXXIV Congreso de la Sociedad Española de Bioquímica y Biología 

Molecular (SEBBM). Barcelona. 5-8 de Septiembre de 2011. 

• 16th European N-Cycle Meeting (ENC2011) and 2nd International Conference 

on Nitrification (ICoN2). Nijmegen (Holanda). 3-7 de Julio de 2011. 

• XXXIII Congreso de la Sociedad Española de Bioquímica y Biología 

Molecular (SEBBM). Córdoba. 14-17 de Septiembre de 2010. 

• X Reunión Nacional del Metabolismo del Nitrógeno. Benalauría (Málaga). 23-

25 de Junio de 2010. 

• XXXII Congreso de la Sociedad Española de Bioquímica y Biología Molecular 

(SEBBM). Oviedo. 23-26 de Septiembre de 2009. 

• 34th FEBS Congress. Praga (República Checa). 4-9 de Julio de 2009. 

  



Parte de los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se 

han incluido en las siguientes publicaciones científicas: 

 

• Becerra G., Blasco R., Merchán F. y Igeño M.I. (2012) Relación entre el 
metabolismo del hierro y el del cianuro en Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 5344. 
291-307 In Avances en el Metabolismo del Nitrógeno. Evolución e integración de las rutas del 
metabolismo nitrogenado en el equilibrio biogeoquímico. Copisterías Don Folio S. L. 

 
• Becerra G., Blasco R., Quesada A., Merchán F. y Igeño M.I. (2011) Role of 

Fur on cyanide tolerance of Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344. Biochemical 
Society transactions 39: 1854-1858. 

 
• Igeño M.I., Becerra G., Guijo M.I., Merchán F. y Blasco R. (2011) Metabolic 

adaptation of Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 to cyanide: role of malate-
quinone oxidoreductases, aconitase and fumarase isoenzymes. Biochemical Society 
transactions 39: 1849-1853. 

 
• Luque-Almagro V.M., Acera F., Igeño M.I., Wibberg D., Roldán M.D., Sáez 

L.P., Hennig M., Quesada A., Huertas M.J., Blom J., Merchán F., Escribano 
M.P., Jaenicke S., Estepa J., Guijo M.I., Martínez-Luque M., Macías D., 
Szczepanowski R., Becerra G., Ramirez S., Carmona M.I., Gutiérrez O., 
Manso I., Pühler A., Castillo F., Moreno-Vivián C., Schlüter A. y Blasco R. 
(2013) Draft whole genome sequence of the cyanide-degrading bacterium 
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344. Environmental Microbiology 15: 253-270. 

 



I 
 

ÍNDICE 

1. Índice de Tablas ...........................................................................................................................  7 

2. Índice de Figuras .........................................................................................................................  9 

 

ABREVIATURAS ......................................................................................................................... 15 

 

I. INTRODUCCIÓN 

1. La contaminación y el medio ambiente .................................................................................... 21 

2. El cianuro ..................................................................................................................................... 22 

3. Fuentes de cianuro ...................................................................................................................... 24 

4. Eliminación de cianuro ............................................................................................................... 25 

5. El género Pseudomonas ................................................................................................................. 27 

5.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes .................................................................................................. 29 

5.1.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 5344 ...................................................................... 30 

6. Regulación de la homeostasis del hierro en bacterias ............................................................ 31 

6.1 La familia Fur ....................................................................................................................... 34 

6.1.1 Proteínas Fur (Ferric Uptake Regulator) ......................................................................... 36 

6.1.1.1 Regulación de la expresión de fur ........................................................................... 38 

6.1.1.2 Fur: Represor transcripcional ................................................................................. 39 

6.1.1.3 sRNAs: Regulación postranscripcional mediada por Fur .................................. 41 

7. Enzimas implicadas en el metabolismo del carbono ............................................................. 44 

7.1 Aconitasas ............................................................................................................................. 44 

7.2 Fumarasas ............................................................................................................................. 46 

7.3 Citrato Sintasas ..................................................................................................................... 48 

7.4 Succinato Deshidrogenasas ................................................................................................ 49 

 

II. OBJETIVOS............................................................................................................................. 53 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS  

1. Material biológico ........................................................................................................................ 57 

2. Medios y condiciones de cultivo ............................................................................................... 58 

2.1 Medios de cultivo ................................................................................................................. 58 

2.1.1 Medios líquidos .............................................................................................................. 58 



II 
 

2.1.2 Medios sólidos ................................................................................................................60 

2.2 Condiciones de cultivo ........................................................................................................62 

2.3 Pureza y conservación de los cultivos ...............................................................................62 

3. Determinaciones analíticas .........................................................................................................62 

3.1 Determinación de la concentración de amonio ...............................................................62 

3.2 Determinación de la concentración de cianuro ...............................................................63 

3.3 Determinación de la concentración de proteínas ............................................................63 

3.4 Determinación de actividades enzimáticas .......................................................................64 

3.4.1 Actividad Citrato sintasa (EC 4.1.3.7) .........................................................................64 

3.4.2 Actividad Aconitasa (EC 4.2.1.3) .................................................................................64 

3.4.3 Actividad Succinato deshidrogenasa (EC 1.3.99.1) ...................................................64 

3.4.4 Actividad Fumarasa (EC 4.2.1.2) .................................................................................65 

4. Test de sensibilidad a Steptonigrin ...............................................................................................65 

5. Obtención de extractos acelulares .............................................................................................65 

5.1 Recolección de células .........................................................................................................65 

5.2 Preparación de extractos acelulares ...................................................................................66 

6. Determinación de la temperatura óptima de las enzimas ......................................................66 

7. Cromatografía de intercambio iónico .......................................................................................66 

7.1 Separación de las isoenzimas de la proteína aconitasa ....................................................66 

7.2 Determinación de metabolitos ...........................................................................................67 

8. Técnicas de biología molecular ..................................................................................................67 

8.1 Plásmidos ...............................................................................................................................67 

8.2 Extracción de DNA .............................................................................................................69 

8.2.1 Extracción y purificación de DNA genómico ...........................................................69 

8.2.2 Extracción y purificación de DNA plasmídico ..........................................................69 

8.3 Digestión del DNA con enzimas de restricción ..............................................................69 

8.4 Desfosforilación de los extremos de moléculas de DNA ..............................................70 

8.5 Ligación del DNA ................................................................................................................70 

8.6 Electroforesis de DNA en gel de agarosa ........................................................................71 

8.7 Cuantificación del DNA .....................................................................................................71 

8.8 Recuperación de fragmentos de DNA de los geles de agarosa .....................................72 

8.9 Transformación de las bacterias por electroporación .....................................................72 

8.9.1 Preparación de células electrocompetentes ................................................................72 



III 
 

8.9.1.1 Preparación de células electrocompetentes con glicerol .................................... 72 

8.9.1.2 Preparación de células electrocompetentes con sacarosa ................................... 72 

8.9.2 Transformaciones de células electrocompetentes ..................................................... 73 

8.9.3 Selección de colonias recombinantes .......................................................................... 73 

8.10 Reacción de amplificación en cadena con DNA polimerasa termorresistente   

(PCR) ............................................................................................................................................ 74 

8.10.1 Amplificación de acnA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ................................ 76 

8.10.2 Amplificación de fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 .................................... 76 

8.10.3 Amplificación de prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ................................. 77 

8.10.4 Diseño de la técnica de PCR para amplificar el gen aacC1 .................................... 77 

8.10.5 Diseño de la técnica de PCR para amplificar el gen nptII ...................................... 77 

8.11 PCR de colonias ................................................................................................................. 78 

8.12 Reacción de amplificación en cadena con DNA polimerasa termorresistente a 

tiempo real o PCR cuantitativa (q-PCR) ................................................................................. 78 

8.12.1 Extracción y purificación de RNA ............................................................................ 79 

8.12.2 Cuantificación del RNA .............................................................................................. 79 

8.12.3 Retrotranscripción (RT) del RNA ............................................................................. 79 

8.12.4 Diseño de la técnica de q-PCR para los genes 16S, acnA, acnB, fumB, fumC, fur, 

prrF y fiuA ................................................................................................................................. 79 

8.12.5 Método de cuantificación de la expresión de los diferentes genes ....................... 81 

8.13 Secuenciación y anotación del genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 ................ 82 

8.14 Transcriptómica ................................................................................................................. 82 

8.14.1 Extracción y purificación del RNA ........................................................................... 82 

8.14.2 Cuantificación del RNA .............................................................................................. 83 

8.14.3 Sustracción del RNA ribosómico (rRNA) ............................................................... 83 

8.14.4 Electroforesis de mRNA en gel de agarosa-formaldehído .................................... 83 

8.14.5 Tratamiento del mRNA y análisis bioinformático de los datos ............................ 83 

8.14.5.1 Preparación de las muestras .................................................................................. 84 

8.14.5.1.1 Control de calidad ............................................................................................ 84 

8.14.5.1.2 Construcción de librerías ................................................................................. 84 

8.14.5.1.3 Obtención de microesferas para secuenciación ........................................... 84 

8.14.5.1.4 Secuenciación .................................................................................................... 84 

8.14.5.2 Análisis de datos ..................................................................................................... 84 



IV 
 

8.14.5.2.1 Análisis primario. Control de calidad del dato bruto ..................................85 

8.14.5.2.2 Análisis secundario. Mapa y cuantificación de transcritos ..........................85 

8.14.5.2.3 Análisis terciario. Comparación de muestras ................................................85 

8.14.5.2.4 Análisis terciario. Anotación de los genes diferencialmente       

expresados ...........................................................................................................................86 

8.14.5.2.5 Análisis terciario. Estudio de enriquecimiento funcional ...........................86 

8.15. Disrupción insercional de genes cromosómicos de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1 ..................................................................................................................................................86 

9. Análisis bioinformático ...............................................................................................................87 

10. Equipos .......................................................................................................................................88 

11. Reactivos .....................................................................................................................................89 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Capítulo 1. Papel de la proteína Fur en el metabolismo del cianuro en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ........................................................................................    93 

1.1 Identificación del gen fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ................................    95 

1.2 Análisis de la expresión de fur .........................................................................................  100 

1.3 Construcción de una cepa mutante en el gen fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344   

R1 ..............................................................................................................................................  102 

1.4 Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 ........................  104 

1.4.1 Tolerancia a manganeso ............................................................................................  104 

1.4.2 Efecto de la mutación en fur sobre el crecimiento ................................................  105 

1.4.3 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344      

FUR1 .....................................................................................................................................  107 

1.4.4 Efecto del DL-malato sobre el crecimiento del mutante FUR1 .........................  111 

1.4.5 Efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento de FUR1 ..................................  113 

1.4.6 Efecto de la mutación en fur sobre la concentración de hierro intracelular.......  115 

1.4.7 Producción de sideróforos en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ........  118 

1.4.8 Análisis de la expresión del gen fiuA .......................................................................  120 

Capítulo 2. Papel del pequeño RNA no codificante PrrF en el metabolismo del 

cianuro en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 .............................................................  123 

2.1 Identificación del gen prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1..............................  125 



V 
 

2.2 Análisis de la expresión del gen prrF ............................................................................. 129 

2.3 Construcción de una cepa mutante en el gen prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344  

R1 ................................................................................................................................................... 130 

2.4 Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 PRRF1 ...................... 133 

2.4.1 Efecto de la mutación en prrF sobre el crecimiento ............................................. 133 

2.4.2 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344   

PRRF1 ................................................................................................................................... 134 

2.5 Construcción de un doble mutante en los genes fur y prrF de P. pseudoalcaligenes 

CECT 534 R1 ............................................................................................................................... 136 

2.6 Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FP1 ........................... 137 

2.6.1 Efecto de las mutaciones en fur/prrF sobre el crecimiento ................................. 137 

2.6.2 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344        

FP1 ......................................................................................................................................... 138 

2.6.3 Acumulación de metabolitos en los sobrenadantes .............................................. 141 

2.6.4 Efecto del DL-malato sobre el crecimiento del mutante FP1 ............................. 142 

Capítulo 3. Papel de las aconitasas en el metabolismo del cianuro en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ....................................................................................... 145 

3.1 Identificación de los genes acnA y acnB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1  ...... 147 

3.2 Separación de las isoformas de la aconitasa de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

mediante cromatografía de intercambio aniónico ................................................................... 152 

3.3 Efecto del cianuro sobre la expresión de los genes acnA y acnB en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 ............................................................................................................................. 154 

3.4 Construcción de una cepa mutante en el gen acnA de P. pseudoalcaligenes CECT 534  

R1 ................................................................................................................................................... 155 

3.5 Identificación de la isoenzima aconitasa presente en ACNA1 mediante 

cromatografía de intercambio aniónico .................................................................................... 157 

3.6 Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 ACNA1 .................... 158 

3.6.1 Efecto de la mutación en el gen acnA sobre el crecimiento  ............................... 158 

3.6.2 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

ACNA1 ................................................................................................................................. 159 

3.6.3 Efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento de ACNA1 .............................. 161 

3.7 Efecto de la concentración de hierro sobre la expresión de acnA y acnB en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Papel de PrrF ........................................................................ 163 



VI 
 

Capítulo 4. Papel de las fumarasas en el metabolismo del cianuro en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ........................................................................................ 169 

4.1 Identificación de los genes fumB y fumC de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1  ...... 171 

4.2 Efecto del cianuro sobre la expresión de los genes fumB y fumC en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 ............................................................................................................................. 175 

4.3 Efecto de la concentración de hierro sobre la expresión de fumB y fumC en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Papel de PrrF  ....................................................................... 176 

Capítulo 5. Papel de la proteína Fur en el metabolismo del carbono en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ........................................................................................ 181 

Capítulo 6. Análisis transcriptómico de P. pseudoalcaligenes CECT 5344          

FUR1 ............................................................................................................................................. 189 

6.1 Genes reprimidos por Fur .............................................................................................. 193 

6.2 Genes regulados positivamente por Fur ....................................................................... 201 

 

V. DISCUSIÓN GENERAL 

1. Fur como regulador global de la transcripción en P. pseudoalcaligenes CECT 5344             

R1 ................................................................................................................................................... 211 

2. Papel de Fur en la resistencia y asimilación de cianuro por P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1 ................................................................................................................................................... 216 

 

CONCLUSIONES ................................................................................................................... 221 

 

ANEXO ........................................................................................................................................ 225 

 

BIBLIOGRAFÍA ....................................................................................................................... 241 

 

 



7 
 

1. Índice de Tablas 

Tabla 1. Reacciones de biodegradación de ácido cianhídrico y compuestos cianurados ..... 26 

Tabla 2. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo .............................................................. 57 

Tabla 3. Antibióticos empleados en este trabajo ....................................................................... 59 

Tabla 4. Plásmidos empleados en este trabajo ........................................................................... 68 

Tabla 5. Oligonucleótidos empleados en este trabajo .............................................................. 74 

Tabla 6. Oligonucleótidos empleados en los ensayos de expresión génica mediante           

q-PCR ................................................................................................................................................ 80 

Tabla 7. Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la tolerancia a cianuro de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ...................................................................................  112 

Tabla 8. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad aconitasa 

de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 .......................................................  184 

Tabla 9. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad fumarasa 

de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 .......................................................  185 

Tabla 10. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad succinato 

deshidrogenasa de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ...........................  186 

Tabla 11. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad citrato 

sintasa de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ...........................................  187 

Tabla 12. Genes con expresión diferencial en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 vs     

R1 ...................................................................................................................................................  205 

Tabla 13. Listado de los genes diferencialmente expresados en P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 FUR1....................................................................................................................................  225 

 



 



9 
 

2. Índice de Figuras 

Figura 1. Esquema de receptores de membrana externa dependientes de TonB y 

transportadores de membrana plasmática de tipo ABC ............................................................ 33 

Figura 2. Mecanismo de represión transcripcional clásica ejercida por el complejo        

Fur-Fe2+ ............................................................................................................................................. 40 

Figura 3. Esquema del mecanismo de regulación postranscripcional ejercido por Fur en  

E. coli .................................................................................................................................................. 43 

Figura 4. Esquema del ciclo de Krebs y del Glioxilato ............................................................ 44 

Figura 5. Esquema de la región de 6,5 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 en la que se encuentra el gen fur (BN5_03111) ........................................................... 95 

Figura 6. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos deducidas de Fur ........ 97 

Figura 7. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de Fur de 

diferentes microorganismos ........................................................................................................... 98 

Figura 8. Alineamiento y estructura secundaria de las secuencias de aminoácidos deducidas 

de Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y de P. aeruginosa .................................................. 99 

Figura 9. A. Estructura tridimensional simplificada de Fur de P. aeruginosa. B. Predicción 

de la estructura tridimensional de Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ......................... 99 

Figura 10. Efecto de la concentración de hierro en el medio de cultivo sobre la expresión 

de fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ..............................................................................  100 

Figura 11. Efecto del cianuro y la deferoxamina sobre la expresión de fur de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ..................................................................................................  101 

Figura 12. Representación esquemática de la construcción del plásmido PGEM-TE fur 

aacC1 ..............................................................................................................................................  102 

Figura 13. A. Productos de amplificación, por PCR, de fragmentos del gen fur de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. B. Comprobación de la inserción génica en el mutante 

FUR1 de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 mediante PCR ..................................................  103 

Figura 14. Resistencia a MnCl2 de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 .................  105 

Figura 15. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 en diferentes medios 

de cultivo .......................................................................................................................................  105 

Figura 16. Cromatogramas obtenidos por HPLC de los sobrenadantes de cultivos de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. ..................................................................................  106 



10 
 

Figura 17. Efecto de la fuente de carbono en el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 con cianuro (2,0 mM) como fuente de nitrógeno ...................................................  108 

Figura 18. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 

del mutante FUR1 ........................................................................................................................  110 

Figura 19. Efecto del DL-malato sobre la tolerancia a cianuro de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 y FUR1 cultivadas en medio LB ................................................................................  111 

Figura 20. Efecto del paraquat (A), la menadiona (B) y el agua oxígenada (C) sobre el 

crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ....................................................  114 

Figura 21. A. Sensibilidad a Streptonigrin (SNG) de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 

FUR1. B. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 en medios LB con 

SNG ...............................................................................................................................................  116 

Figura 22. Efecto del 2,2-dipiridilo sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1 y FUR1 ....................................................................................................................................  117 

Figura 23. Detección de sideróforos en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (A) y          

FUR1 (B) .......................................................................................................................................  119 

Figura 24. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (A) y FUR1 (B) con 0,75 mM 

de azul de Prusia como única fuente de hierro ........................................................................  120 

Figura 25. Efecto de la concentración de hierro en el medio de cultivo sobre la expresión 

de fiuA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ............................................................  121 

Figura 26. Efecto del cianuro y la deferoxamina sobre la expresión de fiuA de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ....................................................................................  122 

Figura 27. Esquema de la región de 3,6 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 en la que se encuentra el gen prrF (BN5_03057-1) .................................................  125 

Figura 28. Alineamiento múltiple de las secuencias de nucleótidos de PrrF .....................  126 

Figura 29. Esquema de la región génica del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1, P. aeruginosa (PAO1), P. fluorescens (Pf-5), P. putida (KT2440) y P. syringae (DC3000) en la 

que se encuentran los genes prrF1 y prrF2 ................................................................................  126 

Figura 30. Análisis filogenético del gen prrF de diferentes microorganismos ...................  127 

Figura 31. Predicción de las estructuras secundarias de los sRNA PrrF de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 y PrrF1/2 de P. aeruginosa ...............................................................................  128 

Figura 32. Efecto de la concentración de hierro en el medio de cultivo sobre la expresión 

de prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ............................................................  129 



11 
 

Figura 33. Efecto del cianuro y la deferoxamina sobre la expresión de prrF de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ..................................................................................................  130 

Figura 34. Representación esquemática de la construcción del plásmido PGEM-TE prrF 

aacC1 ..............................................................................................................................................  132 

Figura 35. Comprobación de la inserción génica en el mutante PRRF1 de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 mediante PCR ..................................................................................................  133 

Figura 36. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y PRRF1 en diferentes 

medios ...........................................................................................................................................  134 

Figura 37. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 

del mutante PRRF1 .....................................................................................................................  135 

Figura 38. Comprobación de la inserción génica en el mutante FP1 de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 PRRF1 mediante PCR ..........................................................................................  136 

Figura 39. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FP1 en diferentes      

medios ...........................................................................................................................................  137 

Figura 40. Cromatogramas obtenidos por HPLC de los sobrenadantes de cultivos de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FP1 .......................................................................................  138 

Figura 41. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 

del mutante FP1 ...........................................................................................................................  140 

Figura 42. Cromatogramas obtenidos por HPLC de los sobrenadantes de cultivos de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, FUR y FP1 ............................................................................  142 

Figura 43. Efecto del DL-malato sobre la tolerancia a cianuro de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 y FP1 cultivadas en medio LB ...................................................................................  143 

Figura 44. Esquema de la región de 9,4 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 en la que se encuentra el gen acnA (BN5_01968) ...................................................  148 

Figura 45. Esquema de la región de 7,8 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 en la que se encuentra el gen acnB (BN5_01775) ....................................................  148 

Figura 46. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de AcnA de 

diferentes microorganismos .......................................................................................................  149 

Figura 47. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de AcnB de 

diferentes microorganismos .......................................................................................................  149 

Figura 48. Predicción de la estructura tridimensional de AcnA (B) de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 .............................................................................................................................  150 



12 
 

Figura 49. Predicción de la estructura tridimensional de AcnB (B) de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 .............................................................................................................................  150 

Figura 50. Secuencia de aminoácidos de AcnA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

deducida a partir de la secuencia génica ....................................................................................  151 

Figura 51. Secuencia de aminoácidos de AcnB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

deducida a partir de la secuencia génica ....................................................................................  152 

Figura 52. Separación de las isoformas de la aconitasa mediante cromatografía de 

intercambio aniónico ...................................................................................................................  153 

Figura 53. Efecto del cianuro en la expresión de los genes acnA y acnB de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 .............................................................................................................................  154 

Figura 54. Representación esquemática de la construcción del plásmido PGEM-TE acnA 

aacC1 ..............................................................................................................................................  156 

Figura 55. Comprobación de la inserción génica en el mutante ACNA1 de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 mediante PCR ........................................................................  157 

Figura 56. Identificación de la isoenzima de la aconitasa presente en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 ACNA1 mediante cromatografía de intercambio aniónico .............................  158 

Figura 57. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y ACNA1 en diferentes 

medios ............................................................................................................................................  159 

Figura 58. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 

del mutante ACNA1 ....................................................................................................................  160 

Figura 59. Efecto del paraquat (A), la menadiona (B) y el peróxido de hidrógeno (C) sobre 

el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y ACNA1 ............................................  162 

Figura 60. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión de acnA de 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y PRRF1 .............................................................................  163 

Figura 61. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión de acnB de 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y PRRF1 .............................................................................  165 

Figura 62. Actividad aconitasa en distintas cepas de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 .......  166 

Figura 63. Separación de las isoenzimas de la aconitasa de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1 (A), FUR1 (B) y FP1 (C) mediante cromatografía de intercambio aniónico ................  167 

Figura 64. Esquema de la región de 8,2 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 en la que se encuentra el gen fumB (BN5_02827) ....................................................  172 

Figura 65. Esquema de la región de 4,0 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 en la que se encuentra el gen fumC (BN5_02506) ...................................................  172 



13 
 

Figura 66. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de FumB de 

diferentes microorganismos .......................................................................................................  173 

Figura 67. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de FumC de 

diferentes microorganismos .......................................................................................................  173 

Figura 68. Predicción de la estructura tridimensional de FumB (B) de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 .............................................................................................................................  174 

Figura 69. Predicción de la estructura tridimensional de FumC (B) de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 .............................................................................................................................  174 

Figura 70. Efecto del cianuro en la expresión de los genes fumB y fumC de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ..................................................................................................  176 

Figura 71. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión del gen 

fumB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, FUR1 y PRRF1 .................................................  177 

Figura 72. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión del gen 

fumC de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 ................................................................  178 

Figura 73. Actividad fumarasa en distintas cepas de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 .......  179 

Figura 74. Representación esquemática de las categorías funcionales de los genes regulados 

por la proteína Fur en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ......................................................  193 

Figura 75. Esquema del mecanismo de regulación ejercido por Fur y PrrF en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ..................................................................................................  213 

 

 

 



 



Abreviaturas 

15 
 

A Adenina 

ACN Aconitasa 

ADP Adenosina difosfato  

Apr
 

Resistencia a ampicilina  

AP Azul de Prusia 

ATP Adenosina trifosfato 

BSA Seroalbúmina bovina  

BPB Bromo-Fenol Blue (3',3",5',5"-tetrabromofenolsulfotaleína) 

C Citosina 

CAS Cromo azurol blue 

CGDH Complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa 

CoA Coenzima A 

CS Citrato sintasa 

CTP Citidina trifosfato  

Da Dalton  

DCPIP 2,6-diclorofenolindofenol 

Def. Deferoxamina 

DMSO Dimetilsulfóxido 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

cDNA DNA complementario  

dNTP Desoxinucleótido trifosfato  

D.O.600 nm Densidad óptica (λ = 600 nm) 

Dipy 2,2-dipiridilo 

DTNB 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico 

DTT 1,4-ditio-D-treitol 

DtxR Diphtheria Toxin Repressor 

ε Coeficiente de extinción molar  

EDTA Ácido etilendiaminotetracético 

ECF σ Factor sigma extracitoplasmático 

FAD Flavina adenina dinucleótido  

FUM Fumarasa 

FUR Ferric Uptake Regulator 

FURTA Fur Titration Assay 



Abreviaturas 

16 
 

G Guanina 

Gmr 
 

Resistencia a gentamicina  

GYT Medio GYT 

HDTMA Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 

ICDH Isocitrato deshidrogenasa 

IPTG Isopropil-1-tio-β-galactopiranósido  

Irr Iron Response Regulator 

Kb 1000 pares de bases  

KDa 1000 dalton  

Kmr
 

Resistencia a kanamicina  

LB Medio de cultivo Luria-Bertani  

M9 Medio mínimo M9 

MDH Malato deshidrogenasa 

MM9 Medio mínimo MM9 

MOPS Ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico 

MUR Manganese Uptake Regulator 

NUR Nickel Uptake Regulator 

ORF Marco abierto de lectura  

PBS Hidrogenofosfato de disodio, dihidrogenofosfato de sodio y cloruro sódico 

PerR Peroxide Stress Response Regulator 

PIPES Ácido piperacin-1,4-bis(2-etanosulfónico)  

pb Pares de bases  

p/v relación peso/volumen  

PCR Reacción de amplificación en cadena con DNA polimerasa termorresistente  

PMS Metosulfato de fenazina 

q-PCR Reacción de amplificación en cadena con DNA polimerasa termorresistente a 

tiempo real 

Rfr Resistencia a rifampicina  

RNA Ácido ribonucleico  

mRNA RNA mensajero  

sRNA Pequeño RNA 

Sd Desviación estándar 

SDH Succinato deshidrogenasa 



Abreviaturas 

17 
 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

RT Reacción de retrotranscripción 

S-CoA-S Succinil-CoA sintetasa 

SNG Streptonigrin 

SOC Medio SOC 

SOD Superóxido dismutasa 

T Timina 

TBE Tris base, ácido bórico y EDTA 

TE Tris y EDTA 

TEA-DMG Trietanolamina-dimetilglutarato 

Tetr Resistencia a tetraciclina 

Tris Trihidroximetilaminometano  

U Unidad de actividad enzimática  

v/v relación volumen/volumen  

X-gal 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 

ZUR Zinc Uptake Regulator 

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Introducción 

21 
 

1. 

Una de las características sobresalientes de la Biosfera actual es la especial posición 

que ocupa la especie humana a pesar de que sólo representa una 0,00004 parte de la 

biomasa. La producción primaria de la Biosfera ha variado poco en los últimos milenios, 

pero la biomasa de plantas y animales ha disminuido mucho y, en parte ha sido sustituida 

por la biomasa humana y sus artefactos. El desarrollo de la Antroposfera ha sido 

vertiginoso cuando se compara con el ritmo al que suelen operar los procesos naturales 

(Castillo et al., 2005). La contaminación medioambiental es un efecto colateral del 

crecimiento de la población humana y del desarrollo tecnológico (Mac et al., 1998). Los 

seres humanos han explotado, modificado y contaminado los ecosistemas desde muy 

antiguo, pero desde la Revolución Industrial esta perturbación ha alcanzado la categoría de 

impacto ambiental (Castillo et al., 2005). La contaminación medioambiental está causada 

tanto por compuestos orgánicos como por compuestos inorgánicos. Durante el último 

siglo, la industria química de síntesis orgánica ha experimentado un notable desarrollo, lo 

que ha ocasionado la liberación al medio de una enorme variedad de compuestos 

orgánicos, algunos de ellos xenobióticos, que ocasionan graves problemas de 

contaminación. Entre estos compuestos se encuentran compuestos orgánicos halogenados 

(propelentes, disolventes, refrigerantes e insecticidas), nitroaromáticos (explosivos, 

disolventes, plaguicidas), bifenilos policlorados (plastificantes, aislantes-refrigerantes, etc.), 

dioxinas, sulfonatos alquilbencílicos (detergentes) y polímeros sintéticos (envoltorios y 

materiales de empaquetado). En otras ocasiones, el problema de la contaminación 

ambiental por compuestos orgánicos no es debido a su naturaleza xenobiótica, sino a la 

cantidad de ellos que se vierte en un determinado punto, como es el caso de los accidentes 

en el transporte de petróleo. Lo mismo ocurre en el caso de los compuestos inorgánicos, ya 

que la mayoría de compuestos entran dentro de los ciclos biogeoquímicos de una forma 

natural, pero los problemas de contaminación aparecen cuando la actividad de la sociedad 

industrializada aumenta la cantidad de material inorgánico, superando la capacidad de la 

microflora autóctona para reciclarlos (Castillo et al., 2005). Los problemas de 

contaminación ocasionados por compuestos inorgánicos, entre los que se encuentran 

metales pesados, nitrito, cianuro, cianato, etc., se suelen originar bien como consecuencia 

de las actividades mineras (drenaje ácido provocado por la oxidación microbiana del hierro 

y del azufre), de las actividades agrícolas (uso excesivo de abonos nitrogenados) o de las 

La contaminación y el medio ambiente 
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actividades industriales (producción de residuos o vertidos). Además de una producción 

excesiva, la toxicidad del compuesto también determina el grado de contaminación (Mac et 

al., 1998). 

El principio de infalibilidad microbiana propone que todo compuesto natural puede 

ser degradado si se dan las condiciones ambientales adecuadas (Alexander, 1965). La 

certeza de esta afirmación parece probada dado que no existen acumulaciones a gran escala 

de sustancias orgánicas naturales. La explicación de esta amplia capacidad degradativa es 

característica de los microorganismos y radica fundamentalmente en su temprano origen, 

hace aproximadamente 3,6 giga-años, lo que les ha permitido coexistir durante mucho 

tiempo con una inmensa variedad de compuestos y desarrollar enzimas capaces de 

utilizarlos. Además, su elevada capacidad reproductora les posibilita evolucionar de una 

forma más rápida que a los organismos macroscópicos (Dua et al., 2002; Wackett y 

Hershberger, 2001). Sin embargo, aunque algunos compuestos orgánicos sintéticos pueden 

ser degradados por el metabolismo microbiano debido a su parecido con algún compuesto 

natural, algunos son recalcitrantes y se acumulan en la cadena trófica, como el DDT, las 

dioxinas y los PCBs.  

El término biodegradación se utiliza con frecuencia para describir transformaciones 

de todo tipo, incluyendo tanto las transformaciones co-metabólicas como la oxidación 

completa de compuestos orgánicos a sus componentes inorgánicos (mineralización). La 

biorremediación es una tecnología que hace uso de la potente capacidad biodegradadora de 

los microorganismos para solucionar los problemas de contaminación ambiental (Atlas y 

Pramer, 1990). Su bajo coste y la posibilidad de aplicación in situ convierten a la 

biorremediación en una atractiva alternativa a las tecnologías convencionales de 

descontaminación ambiental. 

 

 

2. 

El cianuro es un anión monovalente consistente en un átomo de carbono unido a 

un átomo de nitrógeno mediante un triple enlace, que se encuentra en la naturaleza tanto 

en forma simple (HCN o CN-) como en forma de sal (las más comunes, de sodio y 

potasio). Es un ácido débil con un pKa de 9,22 a 25 ºC soluble en agua o en etanol. La 
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forma protonada es volátil, y por tanto a pH ácido pasa a la fase gaseosa, pudiendo ser 

transportado a largas distancias desde la fuente de emisión (Smith y Martel, 1976). 

La inestabilidad del triple enlace convierte al cianuro en una molécula altamente 

reactiva, de ahí su amplio uso en la industria química. El anión cianuro presenta un enlace 

σ, dos enlaces π y dos orbitales antienlazantes desocupados. Los dos primeros orbitales de 

su estructura se llenan con el número máximo de electrones, mientras que los otros 

orbitales están vacíos. Debido a que los orbitales σ y π (1+2) están llenos con electrones, el 

cianuro se comporta como un halógeno. Sin embargo, su comportamiento pseudohalógeno 

no puede explicar la formación de complejos cianurados con los metales de la serie de 

transición como Fe, Co, Ni, Cu y Zn. Los orbitales anti-enlazantes desocupados del ión 

cianuro pueden formar orbitales híbridos con los orbitales “d” (parcial o totalmente llenos) 

de los metales de transición. La contribución de un par de electrones (bien del ión cianuro 

al metal o viceversa) se conoce como “enlace recíproco”, y explica la estabilidad de los 

complejos cianurados con metales. 

La estabilidad de los complejos es la responsable de la gran toxicidad de la 

molécula, ya que, por una parte, puede introducirse en el entorno de coordinación de los 

metales del centro activo de proteínas (Dubey y Holmes, 1995; Ebbs, 2004) implicadas en 

el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y en la respiración celular (Garcia-Horsman et al., 1994; 

Richter y Ludwig, 2003) y por otra, puede limitar la disponibilidad de estos metales 

necesarios para la vida de las células. El cianuro inhibe el crecimiento celular por, al menos, 

tres mecanismos principales: (a) quelación fuerte de metales di o trivalentes de las 

metaloenzimas como la citocromo oxidasa; (b) reacción con el grupo ceto de diferentes 

compuestos originando derivados de cianhidrinas; y (c) reacción con las bases de Schiff 

intermediarias en las reacciones enzimáticas dando lugar a la formación de derivados 

nitrilos estables (Solomonson, 1981). 

Se postula que el cianuro ha jugado un papel esencial en la síntesis de las primeras 

moléculas orgánicas. En 1961, Oro describió la síntesis de los aminoácidos glicina y alanina 

y, fundamentalmente, de la base púrica adenina a partir de ácido cianhídrico (HCN) 

gaseoso introducido en una solución básica de hidróxido amónico 3N, mantenida a 70ºC 

durante 25 días (Oro, 1961; Oro y Kamat, 1961; Oro y Kimball, 1961; 1962). 
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3. 

El cianuro aparece de forma generalizada en la naturaleza; no solo se detecta en el 

aire en zonas urbanas e industriales, sino que es liberado por la biomasa en descomposición 

o en llamas, está presente en las emisiones volcánicas y lo producen los organismos 

cianogénicos que lo generan bien como subproducto de otras reacciones, o bien como 

metabolito primario. La cianogénesis, descubierta en 1983, es la capacidad de producir 

cianuro, o derivados de éste, que poseen ciertos organismos entre los que se incluyen 

plantas superiores, artrópodos, hongos, algas y bacterias (Conn, 1979; Dubey y Holmes, 

1995). Las plantas constituyen una fuente significativa de compuestos cianurados y lo 

utilizan frente a herbívoros y patógenos tanto por su toxicidad como por su sabor amargo 

(Jones, 1998). En las plantas el cianuro se origina durante la producción de al menos dos 

hormonas: en una de las variadas vías de producción de ácido indolacético (Barceló et al., 

2001) y en el último paso de la síntesis de etileno (Peiser et al., 1984; Pirrung et al., 1993). 

También se ha descrito la producción de compuestos cianurados con funciones defensivas 

en distintos artrópodos, en los que además actúan como feromonas implicadas en el 

control del apareamiento (Seidelmann et al., 2003). En algunas algas cianogénicas (Anacystis 

nidulans y Chlorella vulgaris) se ha especulado sobre el posible papel regulador del cianuro en 

el metabolismo del nitrógeno (Pistorius et al., 1979); mientras que en bacterias la biosíntesis 

de cianuro podría estar orientada hacia el metabolismo secundario, puesto que se produce 

durante la transición de la fase exponencial a la fase estacionaria (Askeland y Morrison, 

1983). 

Fuentes de cianuro 

El cianuro tiene también un origen antropogénico ya que se utiliza para la síntesis 

de numerosos compuestos químicos orgánicos industriales como pinturas, adhesivos y 

nylon (Gallagher y Manoil, 2001). Al año se producen 2-3 megatoneladas de cianuro y sus 

derivados (Raybuck, 1992), parte de éstas van a parar tanto a suelos como a ambientes 

acuáticos o son liberados en forma de emisiones gaseosas. La generación principal de 

residuos procede de las actividades mineras (extracción de oro y plata) y metalúrgicas, así 

como de los procesos de galvanoplastia y electropulido en la industria de la joyería (Akcil, 

2003; Akcil y Mudder, 2003; Baxter y Cummings, 2006).  

Concretamente en España, la contaminación por cianuro se debe de manera 

importante a la industria joyera, que utiliza el cianuro en los sistemas de limpieza de metales 

preciosos como el oro y en los baños electrolíticos (Gallagher y Manoil, 2001). Por sus 

características químicas, este compuesto es capaz, en condiciones ligeramente oxidantes, de 
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disolver el oro contenido en el mineral. El proceso de disolución de metales se denomina 

lixiviación, mientras que la disolución de oro por cianuro se denomina específicamente 

cianuración. Este proceso se describe mediante la ecuación de Elsner (Mudder et al., 2001) 

(Reacción 1): 

 

 

Una vez disuelto, el oro es recuperado de la disolución por precipitación con zinc o 

por adsorción en carbón activo granular (Mudder et al., 2001). Debido a su disponibilidad y 

la solubilidad de sus complejos metálicos, el cianuro es prácticamente el único agente 

lixiviante utilizado en la extracción de oro y plata. La frecuente utilización de cianuro en la 

minería ha provocado, en varias ocasiones, graves problemas de contaminación ambiental. 

Desde el año 1975 hasta el 2000 han acontecido en el mundo más de 30 accidentes de gran 

envergadura causados por la liberación de cianuro al medio ambiente (Mudder et al., 2001). 

Aunque la minería es uno de los sectores que genera más residuos cianurados, ya 

que utiliza aproximadamente el 20 % de la producción mundial de cianuro, también se 

producen considerables cantidades de residuos cianurados durante la producción de 

alimentos. Así por ejemplo, en el proceso de extracción de almidón de la yuca o mandioca, 

alimento básico para un gran número de personas en áreas tropicales de África, Sudamérica 

y el Pacífico, se liberan glucósidos cianogénicos que son hidrolizados por las propias 

enzimas de la planta. De ese modo se pueden generar residuos con concentraciones de 

hasta 200 mg/l de cianuro libre (Siller y Winter, 1998). 

La agricultura, mediante la aplicación de nitrilos como pesticidas también 

contribuye a liberar cianuro al medio ambiente. Se estima que en 1976 fueron liberados a la 

atmósfera 62.000 Kg de cianuros debido al uso de pesticidas (ATSDR, 2006). 

 

 

4. 

Debido a las enormes cantidades de cianuro producidas por la industria cada año se 

han desarrollado diferentes métodos físico-químicos para degradar este compuesto tóxico 

(Mudder et al., 2001). No obstante, la mayoría de estos métodos son caros, utilizan 

reactivos potencialmente peligrosos y a la vez pueden producir compuestos incluso más 

tóxicos. Por este motivo se están desarrollando métodos biológicos basados en la 

Eliminación de cianuro 

4 Au + 8 NaCN + O2 + 2 H2O 4 NaAu(CN)2 + 4 NaOH Reacción 1. 
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versatilidad metabólica de bacterias y hongos que permitan eliminar el cianuro, sobre todo 

en condiciones extremas de cultivo, como por ejemplo medios alcalinos que eviten la 

volatilización que se produce del HCN a pH ácido y neutro (Huertas et al., 2006).  

A pesar de su toxicidad, existen un amplio número de microorganismos que 

producen, degradan o utilizan cianuro. La biodegradación de cianuro se ha descrito que se 

puede llevar a cabo mediante varias rutas bioquímicas (Tabla 1) que se agrupan en tres 

tipos: vía reductiva, vía oxidativa y vía de sustitución/adición, en la que se incluye la ruta 

hidrolítica. La vía reductiva se deriva de la reacción que lleva a cabo la nitrogenasa, siendo 

los productos finales de la reacción metano y amonio. En las reacciones de oxidación, el 

cianuro puede ser convertido en cianato mediante una reacción catalizada por una cianuro 

monooxigenasa, o directamente en CO2 y amonio mediante la acción de una dioxigenasa. 

En la ruta hidrolítica se pueden distinguir dos ramas. Por una parte, la cianuro hidratasa 

cataliza la formación de formamida por la adición de una molécula de agua, mientras que la 

cianidasa produce ácido fórmico y amonio por la adición de dos moléculas de agua en una 

sola reacción (Ebbs, 2004). Por último, en las rutas de sustitución/transferencia cabe 

destacar la formación de 3-cianoalanina a partir de cianuro y O-acetilserina (OAS), o 

cisteína. 

Tabla 1. Reacciones de biodegradación de ácido cianhídrico y compuestos 
cianurados 

Reacciones hidrolíticas 

HCN + H2O → HCONH2 

Cianuro hidratasa 

R-CN + 1 H2O → R-CONH2 
Nitrilo hidratasa 

HCN + 2 H2O → HCOOH + NH3 

Cianidasa 

R-CN + 2 H2O → R-COOH + NH3 
Nitrilasa 

Reacciones oxidativas 

HCN + O2 + H+ + NAD(P)H → HOCN + NAD(P)+ + H2O 
Cianuro monoxigenasa 

HCN + O2
 + 2 H+ + NAD(P)H → CO2 + NH3 + NAD(P)+ 

Cianuro dioxigenasa 

Reacciones reductivas 

HCN + 2 H+→ CH2NH; CH2NH + H2O → CH2O + NH3 

Nitrogenasa 

CH2NH + 2 H+ + 4 e- → CH4 + NH3 

 

En general, la capacidad de asimilar cianuro requiere, además de una ruta 

metabólica para transformar este compuesto tóxico en otro fácilmente asimilable como el 
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amonio, la presencia de enzimas que no se inhiban por cianuro, entre las que destaca una 

respiración insensible al mismo y la capacidad de sintetizar sideróforos para la entrada de 

hierro, ya que la altísima afinidad del cianuro por el hierro limita su biodisponibilidad 

(Baxter y Cummings, 2006). 

Desde mediados del siglo pasado se conoce en vegetales la existencia de una 

respiración celular resistente a cianuro, denominada oxidasa alternativa. En esta respiración 

los electrones no llegan al citocromo c, sino que son tomados por una oxidasa alternativa 

desde las quinonas (Barceló et al., 2001). Esta actividad ubiquinol-oxidasa se presenta de 

forma muy común en hongos y plantas, aunque también ha sido descrita en animales, cuya 

función primordial podría ser balancear el estado rédox de la célula (Berthold et al., 2000; 

Quesada et al., 2007). Existe otro sistema, muy extendido entre procariotas, capaz de 

mantener una respiración resistente a cianuro. Este sistema fue descrito por primera vez en 

Escherichia coli y denominado citocromo bd por sus características espectroscópicas y está 

formado por dos subunidades, una grande y otra más pequeña, entre las que se anclan tres 

grupos hemo (b558, b595, y d) (Jünemann, 1997). 

 

 

5. 

El género Pseudomonas fue descrito por el profesor Migula (Karlsruhe Institute, 

Alemania) (Migula, 1894; Migula, 1900) como “Células con estructuras polares móviles. 

Algunas especies forman esporas, aunque en general se trata de un evento raro (por 

ejemplo en Pseudomonas violacea)”. Actualmente no se conoce ninguna especie de Pseudomonas 

que produzca esporas, y probablemente las observadas por Migula fueran gránulos 

refráctiles de material de reserva (Palleroni, 2010). Migula propuso, con gran acierto, como 

especie tipo a Pseudomonas pyocyanea, que más tarde fue renombrada como Pseudomonas 

aeruginosa. Aunque en ninguno de sus escritos aclaró la etimología de la palabra Pseudomonas, 

posteriormente otros taxónomos sugirieron una derivación directa del griego (monas o 

unidad). Así, en la 7ª edición del Manual Bergey de Bacteriología Determinativa de 1957, la 

definición formal es “Gr. pseudes falso; Gr. monas una unidad, mónada; Pseudomonas falsa 

mónada o unidad” (Palleroni, 2010).  

El género Pseudomonas 

Basándose en estudios nutricionales o de hibridación rRNA/DNA (Palleroni et al., 

1973), las especies de Pseudomonas se dividieron en cinco grupos taxonómicos (RNA-I-V) 
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cuya diversidad se demostró más tarde mediante la secuenciación de rRNA 16 S. El trabajo 

de Jean-Marie Meyer y sus colaboradores en la Universidad de Estrasburgo (Meyer et al., 

2002) ha añadido una nueva y muy interesante estrategia para la identificación de especies, 

basada en la determinación del tipo de sideróforos, fluorescentes o no fluorescentes, 

producidos por las bacterias. 

Las bacterias del género Pseudomonas (grupo RNA-I d entro d e la subclase γ-

proteobacterias), son microorganismos ubicuos, saprofitos, bacilos rectos o ligeramente 

curvados, no helicoidales, con flagelos polares, Gram negativos, oxidasa positivos, y 

aeróbicos estrictos aunque en algunos casos pueden utilizar el nitrato como aceptor de 

electrones (Krieg y Garrity, 2001). El catabolismo de los glúcidos se realiza por la ruta de 

Entner-Doudoroff y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Algunos sintetizan sideróforos 

fluorescentes de color amarillo-verdoso con gran valor taxonómico, siendo común la 

presencia de plásmidos (Anzai et al., 2000). La mayoría de las especies se cultivan a un pH 

neutro, a temperaturas de la zona mesófila y no requieren factores de crecimiento, aunque 

algunos miembros del género son psicrófilos. En general no acumulan gránulos de poli-β-

hidroxibutirato en condiciones óptimas de crecimiento, excepto cuando se cultivan con 

gluconatos o alcanos (Haywood et al., 1990), y cuando el medio de cultivo está 

desbalanceado (Prieto et al., 2007). Son capaces de degradar y mineralizar compuestos muy 

diferentes como hidratos de carbono, ácidos alifáticos, aminas, amidas, aminoácidos y 

alcoholes, así como gran variedad de compuestos aromáticos, tanto de origen natural como 

xenobióticos, que convergen en rutas centrales como la del catecol, protocatecuato, 

homogentisato, gentisato, hidroxiquinol, hidroquinona, homoprotocatecuato y fenilacetil-

CoA (Jiménez et al., 2004). Muchas Pseudomonas pueden utilizar más de 100 fuentes de 

carbono y energía diferentes. Ello les permite colonizar diversos ambientes naturales 

(suelos, aguas dulces y marinas), y pueden ser saprofitas, patógenos o actuar en simbiosis 

con plantas y animales. Esta versatilidad metabólica, fisiológica y genética hace posible que 

colonicen con éxito una gran variedad de nichos, cumpliendo una función significativa en 

procesos tan importantes como el reciclaje de elementos, degradación y reciclaje de 

compuestos xenobióticos, protección de plantas frente a patógenos o síntesis de polímeros 

(Timmis, 2002). 

El número de especies asignadas al denominado grupo sensu stricto de Pseudomonas ha 

crecido considerablemente y sigue creciendo, como consecuencia de la notable 

adaptabilidad de la familia Pseudomonadaceae a las condiciones de los distintos entornos. 



Introducción 

29 
 

Entre estas condiciones variables, se encuentran principalmente la composición química de 

los compuestos para satisfacer las necesidades de carbono y nitrógeno. Sin embargo, las 

bacterias pertenecientes a esta familia son menos tolerantes a variaciones de pH y de 

temperatura, lo que explicaría la ausencia de cepas realmente acidófilas o termófilas 

(Palleroni, 2010). El género Pseudomonas incluye cepas patógenas oportunistas de animales 

(P. aeruginosa), patógenos de plantas (Pseudomonas syringae) y cepas que estimulan el 

crecimiento de plantas actuando como fungicidas, como Pseudomonas fluorescens (Lugtenberg 

y Dekkers, 1999). En los últimos años se ha secuenciado el genoma de 27 cepas de 

Pseudomonas y muchas otras se encuentran en proceso de secuenciación 

(http://www.pseudomonas.com/viewAllGenomes.do) (Winsor et al., 2009).  

 

5.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes 

Pseudomonas pseudoalcaligenes es una bacteria del suelo, aislada por primera vez a partir 

del agua de una piscina (Monias, 1928). Basándose en el análisis del rRNA 16S se ha 

clasificado en el mismo grupo que P. aeruginosa, Pseudomonas mendocina y Pseudomonas stutzeri, y 

que pertenece al subgrupo de P. aeruginosa de Palleroni (Anzai et al., 2000). 

Etimológicamente pseudoalcaligenes significa falso productor de álcalis ((pseu. 

do.al.ca.li´ge.nes Gr. adj pseudês, falso; N.L. n. alcali (al artículo árabe, la; qaliy n. árabe, sosa), 

alcalinos; N.L. suff. -genes (de Gr. v. gennaô, producir), produciendo; N.L. adj. alcaligenes, 

producción de álcali (http://www.bacterio.cict.fr/p/pseudomonas.html; (Krieg y Garrity, 

2001)). La colección examinada por Stanier et al. incluía al menos dos grupos (Stanier et al., 

1966); las cepas pertenecientes al primero de los grupos eran capaces de almacenar PHB 

(polihidroxibutirato) y eran arginina dihidrolasa positivas; en tanto que las pertenecientes al 

grupo dos no poseían estas propiedades y mostraban características nutricionales diferentes 

(Doudoroff et al., 1974). La especie está constituida por tres subespecies: P. pseudoalcaligenes 

subsp. pseudoalcaligenes (la original descrita por Stanier et al., 1966), P. pseudoalcaligenes subps. 

citrulli, patógena de plantas (Schaad et al., 1978) y P. pseudoalcaligenes subps. konjaci (agente 

causal de la enfermedad bacteriana del tubérculo japonés Amorphophalus konjaci Koch) 

(Goto, 1983). Algunas cepas de P. pseudoalcaligenes, aisladas de suelos y aguas subterráneas 

contaminadas con nitrobenceno, son capaces de utilizar el nitrobenceno como única fuente 

de carbono, nitrógeno y energía (Nishino y Spain, 1993), de co-metabolizar bifenilos 

policlorados (Taira et al., 1992), de crecer en presencia de telurito (di Tomaso et al., 2002) y 

algunas también presentan tolerancia a metales tóxicos y metaloides (Tremaroli et al., 2010). 



Introducción 

30 
 

5.1.1 Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 5344 

La bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 5344 fue aislada en lodos 

recogidos en la margen izquierda del río Guadalquivir, tras su paso por la ciudad de 

Córdoba, donde la industria joyera posee gran importancia, por su capacidad de crecer en 

medio mínimo con cianuro como única fuente de nitrógeno (Luque-Almagro et al., 2005). 

Esta bacteria resulta idónea para aplicaciones biotecnológicas en el tratamiento de residuos 

industriales cianurados, ya que tolera una elevada concentración de cianuro libre (hasta 30 

mM) y un pH muy alcalino (hasta pH 12), lo que evita que el cianuro se volatilice como 

HCN. Hasta ese momento no existían precedentes en la bibliografía sobre biodegradación 

bacteriana de cianuro a pH alcalino (Luque-Almagro et al., 2005), aunque se habían 

analizado aspectos del metabolismo del cianuro y el cianato en especies no alcalófilas de 

Pseudomonas (Chapatwala et al., 1998; Dhillon y Shivaraman, 1999); y descrito hongos 

fitopatógenos que degradaban cianuro (Dumestre et al., 1997). P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 no sólo asimila cianuro libre, también asimila complejos cianometálicos, cianato, 

nitrilos y otros derivados naturales o artificiales (Luque-Almagro et al., 2005). 

El potencial biotecnológico de esta bacteria ha quedado demostrado mediante la 

desintoxicación de cianuro en un reactor discontinuo (Huertas et al., 2010), y también 

mediante el uso de la enzima cianasa, que es inducida por cianuro, en la construcción de un 

biosensor para detectar cianato (Luque-Almagro et al., 2003). Mediante electroforesis 

bidimensional se identificaron en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 algunas proteínas inducidas 

por cianuro, encontrándose que este compuesto tóxico producía una respuesta frente a 

estrés oxidativo, hambre de nitrógeno, y producción de sideróforos (Huertas et al., 2006; 

Luque-Almagro et al., 2007). Otras proteínas que también se inducían por cianuro fueron: 

una proteína de función desconocida, codificada por el gen hyp1, que pertenece a la misma 

agrupación génica (nit1C) que el gen nit que codifica una nitrilasa, dos proteínas 

relacionadas con la respiración insensible a cianuro u oxidasa alternativa (Cio), la cianasa 

(CynS) que cataliza la conversión de cianato en amonio, y CynA el componente 

periplásmico de un transportador de cianato, aunque más tarde se comprobó que las rutas 

de asimilación de cianato y cianuro son diferentes en esta bacteria (Luque-Almagro et al., 

2008). Por lo tanto, frente a la presencia de cianuro, la bacteria desarrolla una compleja 

respuesta que implica la inducción de las enzimas de las rutas degradativas del cianuro y 

cianato, como la nitrilasa y la cianasa, la síntesis de sideróforos para la captación de hierro, 

ya que CN- y Fe2+ forman complejos muy estables que limitan la disponibilidad de este 
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elemento (Andrews et al., 2003; Braun y Killmann, 1999; Chen y Kunz, 1997; Faraldo-

Gomez y Sansom, 2003; Huertas et al., 2006), la inducción de una oxidasa terminal 

insensible a cianuro, y de mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo y de control del 

balance C/N intracelular en respuesta a la limitación de nitrógeno (Huertas et al., 2006; 

Luque-Almagro et al., 2007; Luque-Almagro et al., 2005; Quesada et al., 2007). 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 posee un genoma de 4,64 Mb (Luque-Almagro et 

al., 2013), consta de un único cromosoma circular, comparte el 75 % de sus genes (3.191) 

con P. mendocina ymp y no contiene plásmidos accesorios. El cromosoma circular P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 contiene 1.103 genes exclusivos respecto a P. mendocina ymp, 

mientras que en el cromosoma circular de P. mendocina ymp se encuentran 1.373 genes 

únicos. La secuenciación del genoma ha permitido identificar la presencia de genes 

implicados en procesos con gran potencial biotecnológico como la producción de 

bioplásticos, la degradación de furfurales y otros contaminantes, o la resistencia a metales 

pesados (Luque-Almagro et al., 2013). Un hecho que podría estar relacionado con las 

condiciones ambientales en las que esta cepa bacteriana se ha desarrollado, es que en ésta se 

han identificado tres operones cio (cio1, cio2 y cio3) mientras que en otras Pseudomonas, como 

en P. aeruginosa, Pseudomonas putida o P. mendocina, sólo existe un operón cio por genoma, o 

dos, como en P. stutzeri, P. fluorescens o P. syringae (Luque-Almagro et al., 2013). La 

mutagénesis dirigida del gen cioA, localizado en el agrupamiento génico cio1 (citocromo C 

ubiquinol oxidasa), abolió totalmente el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

en presencia de cianuro así como la expresión de la respiración resistente a cianuro 

(Quesada et al., 2007). Sin embargo, aún no se conoce la función de los productos génicos 

de los otros dos operones cio: cio2 y cio3 (Luque-Almagro et al., 2013). Aunque sin duda, el 

principal mecanismo de adaptación que presentan las bacterias resistentes al cianuro es la 

inducción de una oxidasa terminal insensible a éste (Quesada et al., 2007), además, deben 

tenerse en cuenta otros mecanismos de resistencia debido a que el cianuro puede unirse a 

los cofactores metálicos de ciertas proteínas, inhibiendo con ello su actividad catalítica.  

 

 

6. 

El hierro es un microelemento esencial para la inmensa mayoría de los organismos 

vivos ya que participa en numerosas funciones fisiológicas importantes para la célula. 

Regulación de la homeostasis del hierro en bacterias 
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Gracias a su particular estructura electrónica, admite cambios reversibles en su estado de 

oxidación en un amplio rango de potenciales rédox: desde 300 mV, en citocromos de tipo 

a, hasta -490 mV, en algunas proteínas sulfoférricas. Debido a su versatilidad rédox, el 

hierro participa como cofactor de muchas enzimas y proteínas reguladoras, en forma de 

grupo hemo (citocromos, hemoglobina, nitrato reductasa, catalasa, peroxidasa,…) o de 

grupos sulfoférricos (ferredoxina, nitrogenasa, reductasas,…); es decir, enzimas que 

catalizan reacciones de óxido-reducción implicadas en la respiración, el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos, o la biosíntesis de macromoléculas (Drago-Serrano, 2009).  

Aunque el hierro es el cuarto elemento más abundante de la corteza terrestre y el 

segundo metal más frecuente después del aluminio, su biodisponibilidad es escasa. La 

atmósfera oxidante del planeta induce, en ambientes acuosos y pH superiores a 5, la rápida 

oxidación química de los iones ferrosos, y la subsiguiente precipitación de iones férricos en 

forma de polímeros de escasa solubilidad (Ratledge y Dover, 2000). En condiciones 

aeróbicas la forma predominante es el ión Fe3+, que suele formar hidróxidos insolubles (10-

18 M a pH 7), limitando la cantidad realmente disponible de este metal (Andrews et al., 

2003). La solubilización del hierro de estos minerales se consigue gracias a diversos 

quelantes orgánicos (sideróforos). Por el contrario, en suelos anóxicos el hierro suele 

encontrarse como Fe2+ con una solubilidad relativamente alta (0,1 M pH 7) (Ratledge y 

Dover, 2000).  

Por otra parte, el exceso de hierro intracelular es tóxico debido a la capacidad del 

ion ferroso (Fe2+) para catalizar la reacción de Fenton, en la que se generan especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y estrés oxidativo, nocivo para un gran número de moléculas 

biológicas (da Silva Neto et al., 2009). 

Puesto que la mayoría de los organismos vivos necesitan el hierro para su 

desarrollo, y elevadas concentraciones intracelulares pueden ser tóxicas, los sistemas de 

adquisición, transporte y almacenamiento de hierro se encuentran finamente regulados, de 

manera que en un gran número de bacterias existen sistemas muy sofisticados y eficientes 

que regulan estos procesos. Uno de los métodos más eficientes para la adquisición de este 

metal lo constituye, especialmente en la familia Pseudomonadaceae, la liberación al medio 

extracelular de sideróforos (Bultreys et al., 2001), que son moléculas de bajo peso 

molecular, usualmente derivados de catecoles o de hidroxamatos, con alta afinidad por 

Fe3+, cuya síntesis se induce a bajas concentraciones de hierro y se reprime a 

concentraciones elevadas (Wandersman y Delepelaire, 2004). En el entorno extracelular los 
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sideróforos se unen con gran afinidad al Fe3+mediante grupos hidroxilo o carbonilo. 

Debido a su tamaño, los complejos Fe3+-sideróforo no pueden difundir libremente a través 

de la membrana externa de los microorganismos, por lo que es necesaria la presencia de 

sistemas transportadores específicos (Braun y Braun, 2002). En bacterias Gram-negativas, 

estos sistemas incluyen receptores de membrana externa del tipo TonB (TBDT) para el 

transporte del sideróforo hasta el periplasma, y transportadores de membrana plasmática 

del tipo ABC, que permiten la entrada del complejo al interior celular (Figura 1) (Braun y 

Braun, 2002; Krewulak y Vogel, 2008).  

 

 

Figura 1. Esquema de receptores de membrana externa dependientes de TonB y 
transportadores de membrana plasmática de tipo ABC. El receptor dependiente de TonB 
se representa en color verde (TBDT). Las proteínas TonB, ExbB y ExbD transmiten la fuerza 
motriz generada por un gradiente de protones que permite la apertura del receptor (TBDT), y con 
ello la introducción del complejo Fe-3+-sideróforo a la zona periplásmica. Posteriormente, este 
complejo se transporta hacia el transportador de tipo ABC (representado de color azul), localizado 
en la membrana interna, mediante una proteína de unión periplásmica (representada en color rosa, 
PBP). El transportador de tipo ABC introduce el complejo Fe3+-sideróforo en el interior celular, 
con el consiguiente consumo de ATP. Una vez en el citoplasma, el complejo Fe3+-sideróforo se 
reduce, generándose Fe2+ y una molécula de sideróforo libre, que de nuevo se expulsa al exterior. 
Esquema adaptado (Cornelis, 2010; Noinaj et al., 2010). 

 

Una vez en el interior celular, el hierro es reducido a su forma ferrosa soluble y 

utilizado para la síntesis de proteínas sulfoférricas (grupo hemo o grupo sulfoférrico) o 

incorporado a proteínas de almacenamiento de hierro, como ferritinas, bacterioferritinas y 

proteínas Dps (DNA-binding Protein in Starved cells) (Andrews, 1998; Andrews et al., 2003). 
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La regulación de la homeostasis del hierro en bacterias ocurre generalmente a nivel 

transcripcional mediante dos familias de metalorreguladores: la familia DtxR (Diphtheria 

Toxin Repressor) y la familia Fur (Ferric Uptake Regulator). La familia Fur regula el 

metabolismo del hierro en la mayoría de los procariotas Gram-negativos, y en aquellos 

Gram-positivos que presentan un bajo contenido en GC en su genoma. La familia DtxR es 

la que desarrolla este papel en el caso de bacterias Gram-positivas con un alto contenido en 

GC, aunque en microorganismos como Bacillus subtilis o Staphylococcus aureus en los que Fur 

controla el metabolismo del hierro, proteínas de la familia DtxR participan en la regulación 

del metabolismo del manganeso (Andrews et al., 2003; Hantke, 2001).  

 

6.1 La familia Fur 

La familia Fur agrupa una serie de reguladores transcripcionales con características 

estructurales comunes, pero con dominios de unión a diferentes correpresores, por lo que 

responden a diferentes señales de activación y desempeñan funciones biológicas distintas 

(Hantke, 2001). La subclase principal, que da nombre a la familia es la proteína Fur, 

represor transcripcional de genes relacionados con la homeostasis del hierro en bacterias. 

Fur fue descubierta en mutantes de Salmonella typhimurium y E. coli que presentaban una 

sobreexpresión constitutiva de genes que codificaban sideróforos y receptores de 

membrana (Bagg y Neilands, 1987; Hantke, 1984). La proteína Fur de E. coli es un dímero 

en solución y utiliza Fe2+ como cofactor (Althaus et al., 1999; Coy et al., 1994), aunque 

puede unir otros metales como Mn2+, Co2+ y Cu2+, con las siguientes constantes de 

disociación 55, 85, 36 y 10 µM (Hamed, 1993; Hantke, 1987). 

La mayoría de las proteínas pertenecientes a esta familia siguen un mecanismo de 

regulación similar al de la proteína Fur, es decir, reprimen la expresión de diversos genes 

cuando se encuentran unidas a su cofactor metálico. La familia Fur incluye a las proteínas 

Zur (Zinc Uptake Regulator), Mur (Manganese Uptake Regulator), Nur (Nickel Uptake Regulator), 

PerR (Peroxide Stress Response Regulator) e Irr (Iron Response Regulator)(Lee y Helmann, 2007).  

Las proteínas Zur fueron inicialmente descubiertas en E. coli (Patzer y Hantke, 

1998) y B. subtilis (Gaballa y Helmann, 1998), aunque posteriormente se han identificado 

secuencias proteicas homólogas a Zur en una gran variedad de bacterias (Panina et al., 

2003). Constituyen la segunda subclase más estudiada dentro de la familia Fur (Hantke, 

2005). Estas proteínas son las responsables de controlar la adquisición e incorporación de 

zinc y utilizan Zn2+ como cofactor. En E. coli, Zur reprime la expresión de los genes 
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znuABC, que codifican un transportador de zinc de tipo ABC, en condiciones de 

suficiencia de zinc (Patzer y Hantke, 2000). De igual forma, en B. subtilis la proteína Zur 

regula la expresión de un transportador de zinc dependiendo de la disponibilidad de este 

metal (Gaballa y Helmann, 1998). 

En Rhizobium leguminosarum las proteínas Mur, utilizan Mn2+ como cofactor y 

regulan la transcripción de transportadores de Mn2+ de tipo ABC (Díaz-Mireles et al., 2004). 

De forma similar a la proteína Fur de E. coli, este regulador puede unir in vitro otros 

cationes divalentes como Fe2+, Co2+ o Zn2+ con constantes de disociación similares a la del 

Mn2+ (Bellini y Hemmings, 2006).  

La proteína Nur se descubrió en la bacteria Streptomyces coelicolor, utiliza Ni2+ como 

cofactor y está implicada en la regulación de la adquisición de níquel. Además, esta proteína 

reprime la expresión del gen sodF, que codifica una Fe-superóxido dismutasa, por lo que 

también podría estar relacionada con la respuesta frente a estrés oxidativo (Ahn et al., 2006). 

Curiosamente, y aunque el Níquel induce la expresión de sodN (Ni-SOD), no parece que 

Nur sea un activador directo de la expresión de dicho gen. Al contrario de lo que ocurre 

con otras proteínas de la familia Fur (Fur, Mur y PerR), que pueden ser activadas in vitro 

por diferentes cationes metálicos, Nur muestra una elevada especificidad por Ni2+ tanto in 

vivo como in vitro (Lee y Helmann, 2007). 

Las proteínas PerR son represores transcripcionales de genes implicados en la 

respuesta a estrés oxidativo, utilizan Fe2+ o Mn2+ como cofactores, responden a niveles 

elevados de H2O2 e inducen la expresión de genes que codifican catalasas, hidroperóxido-

reductasas y tiorredoxina-reductasas, entre otras (Hantke, 2001). Estudios en S. aureus 

indican que PerR actúa además como represor transcripcional de Fur, así como de 

proteínas de almacenamiento de hierro (Horsburgh et al., 2001).  

Las proteínas Irr regulan la expresión de genes que codifican transportadores de 

hierro y proteínas dependientes, como respuesta a la disponibilidad de hemo (Qi y O'Brian, 

2002; Qi et al., 1999). Se unen a zonas específicas del DNA en condiciones de deficiencia 

de hierro y se degradan en condiciones de suficiencia de hierro como respuesta a la unión 

directa a hemo (Qi et al., 1999). El mecanismo de regulación de Irr es por tanto diferente al 

mostrado por el resto de miembros de la familia Fur. Dichas proteínas se han descrito en 

Bradyrhizobium japonicum (Yang et al., 2006) y R. leguminosarum (Small et al., 2009; Todd et al., 

2006) entre otros.  
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6.1.1 Proteínas Fur (Ferric Uptake Regulator) 

El sistema más estudiado de regulación de la homeostasis del hierro en bacterias 

es el llevado a cabo por la proteína Fur, muy conservada en la mayoría de las bacterias 

Gram-negativas (Hantke, 2001). Fue descrito por primera vez en E. coli como un represor 

transcripcional, que utilizaba Fe2+ como cofactor, de la expresión de genes relacionados 

con la síntesis de sideróforos y el transporte de hierro al interior celular (Bagg y Neilands, 

1987). El número de genes regulados por Fur ha crecido exponencialmente en los últimos 

años, siendo varios los métodos empleados para detectarlos: el ensayo FURTA (Fur 

Titration Assay) (Jackson et al., 2010; Stojiljkovic et al., 1994; Tsolis et al., 1995), la técnica de 

selección cíclica SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) (Ochsner y 

Vasil, 1996), la técnica de retardo en gel EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) (Gao et 

al., 2008; Hellman y Fried, 2007) o la predicción bioinformática y ulterior verificación 

experimental (Ahmad et al., 2009; Pich et al., 2012; Quatrini et al., 2007). En E. coli, Fur 

controla la expresión de más de 90 genes (Hantke, 2001), incluidos genes relacionados con 

el estrés oxidativo y nitrosativo (D'Autréaux et al., 2002; Zheng et al., 1999). En E. coli y 

organismos relacionados este represor, en solución, aparece como un dímero 

independientemente de la presencia o ausencia de Fe2+. Cada monómero de Fur está 

formado por dos dominios distinguibles: un dominio N-terminal, con motivo hélice-giro-

hélice, de unión al DNA, y un dominio C terminal por donde interactúan ambos 

monómeros (Bsat y Helmann, 1999; Stojiljkovic y Hantke, 1995). Fur posee dos sitios de 

unión a metales: una zona de unión al metal estructural Zn2+, en el dominio de 

reconocimiento del DNA (Althaus et al., 1999) y relacionada con la estabilidad de la 

proteína; y un sitio de unión al metal correpresor Fe2+, en el dominio C-terminal que podría 

ser ocupado in vitro por otros cationes metálicos como Mn2+ y Co2+ (Althaus et al., 1999). El 

sitio de unión a hierro contiene al menos dos residuos de histidina, un residuo de glutamato 

o aspartato, que actúan como ligandos del metal, y dos residuos de cisteína, Cys92 y Cys95 

que actúan como ligandos de zinc (Adrait et al., 1999; de Peredo et al., 2001). Fur de E. coli y 

otros organismos relacionados posee cuatro residuos de cisteína, con un motivo Cys-Xaa4-

Cys en su extremo C-terminal. Sin embargo, las proteínas Fur descritas en diversas especies 

de Pseudomonas, entre ellas P. aeruginosa, contienen un único residuo de cisteína, y carece de 

las cisteínas carboxiterminales (Pohl et al., 2003). El estado redox de las cisteínas parece ser 

importante para la función de algunas proteínas Fur (Hernández et al., 2006b; Ortiz de 

Orué Lucana y Schrempf, 2000). 
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En situación de abundancia de Fe2+, éste se une a Fur induciendo cambios 

conformacionales en el dominio N-terminal, lo que le permite unirse a secuencias 

específicas de los promotores diana, impidiendo el anclaje de la RNA polimerasa en el 

DNA y por tanto la transcripción. De forma inversa, en situación de déficit de hierro, la 

forma predominante es apo-Fur, que tiene menos afinidad por el DNA y se separa del 

promotor permitiendo así la transcripción (de Peredo et al., 2001; Escolar et al., 1999). El 

complejo Fur-Fe2+ se une a secuencias específicas de DNA localizadas en la región 

promotora de los genes regulados negativamente por Fur. La caja Fur o “iron box” es una 

secuencia palindrómica de 19 pares de bases (de Lorenzo et al., 1987) organizada de dos 

formas posibles, bien como dos repeticiones invertidas separadas por 1 pb, o como al 

menos tres hexámeros contiguos, de estructura 5'-NATWAT-3' (donde N es cualquier 

nucleótido y W es A o T), alineados en orientación directa o inversa (Baichoo y Helmann, 

2002; Escolar et al., 1999). En los últimos años han surgido nuevas interpretaciones como 

los motivos solapantes de 13 pb dispuestos “6-1-6” (Lavrrar y McIntosh, 2003). Es decir, la 

secuencia consenso puede variar considerablemente en los distintos géneros bacterianos. 

En E. coli, bajo condiciones de suficiencia de hierro, el complejo Fur-Fe2+ se une a la caja 

Fur de los genes a los que reprime, genes que participan en procesos celulares clave como 

síntesis de sideróforos, transporte de hierro al interior celular, glicolisis, control flagelar o 

síntesis de metionina o pirimidina (Vassinova y Kozyrev, 2000). Además, Fur-Fe2+ reprime 

la expresión de pequeños RNAs (sRNA) implicados en la regulación negativa, a nivel 

postranscripcional, de genes que codifican proteínas férricas. Mediante este mecanismo, 

Fur regula positivamente la expresión de aconitasas (Gruer y Guest, 1994), superóxido 

dismutasas (Dubrac y Touati, 2000), y otra serie de genes (Campoy et al., 2002; Horsburgh 

et al., 2001). Los genes así regulados están implicados en almacenamiento de hierro, defensa 

contra estrés oxidativo, intermediarios metabólicos básicos y muy probablemente en otros 

procesos celulares clave (Massé y Gottesman, 2002; Massé et al., 2007; Wilderman et al., 

2004). 

Además del sistema de represión clásico de Fur unido a hierro, se han descrito 

otros mecanismos de regulación por Fur no relacionados con sRNA (Carpenter et al., 

2009). El complejo Fur-Fe2+ puede funcionar directamente como activador transcripcional 

de genes en Neisseria meningitidis (Delany et al., 2004; Delany et al., 2001); y en Salmonella 

enterica tanto como activador o represor génico, en ausencia del cofactor metálico (apo-Fur) 

(Teixidó et al., 2011). 
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6.1.1.1 Regulación de la expresión de fur 

A pesar de tratarse de un regulador génico, Fur es una proteína muy abundante 

en la célula. Esta elevada concentración se justifica si pensamos en la enorme cantidad de 

genes que regula y en la necesidad de dar una respuesta rápida y eficaz. Por ejemplo, la 

concentración intracelular de Fur en organismos como Vibrio cholerae o E. coli se ha 

estimado en unas 2500 a 5000 copias por célula (Zheng et al., 1999) y en unas 10000 a 

40000 copias en P. aeruginosa (Vasil y Ochsner, 1999), valores mucho más elevados que los 

de otras proteínas represoras, y comparables a los de un regulador global, como es Lrp 

(Leucine Responsive Regulator) (Delany et al., 2003). La expresión de Fur está regulada 

mediante mecanismos que incluyen la regulación transcripcional, postranscripcional y 

postraduccional.  

En un gran número de bacterias la expresión del gen fur se autorregula a nivel 

transcripcional, y puede tener lugar en presencia o en ausencia de su cofactor. En el caso de 

E. coli (de Lorenzo et al., 1988), Edwardsiella tarda (Wang et al., 2008) y Neisseria gonorrhoeae 

(Sebastian et al., 2002) Fur, unida a su cofactor, reprime su propia expresión, en situaciones 

de abundancia de hierro, mediante la unión del complejo Fe2+-Fur a la caja Fur presente en 

su propio promotor (Delany et al., 2003). Por el contrario, en Vibrio vulnificus, en 

condiciones de deficiencia de hierro, apo-Fur se une a la caja Fur de su promotor 

induciendo su propia expresión (Lee et al., 2007). Además la transcripción del gen fur puede 

estar influenciada por otros reguladores como OxyR o SoxR o por una proteína del 

catabolismo, CAP, en E. coli (de Lorenzo et al., 1988), por RpoS en V. vulnificus (Lee et al., 

2003) o por NikR en Helicobacter pilory (Delany et al., 2005). Por tanto, Fur puede ser 

considerada como un regulador que responde a los cambios de concentración de hierro 

intracelular, y que ajusta su propia expresión dependiendo de ésta (Delany et al., 2003). 

En Anabaena sp. PCC 7120 se ha descrito la regulación postranscripcional de 

Fur, a través de un α -RNA originado por la transcripción discistrónica de las secuencias 

complementarias a furA y el gen adyacente, situado en sentido opuesto (tail-to-tail). De este 

modo se favorecería su degradación, impidiéndose por tanto su traducción (Hernández et 

al., 2006a). 

Fur también es susceptible de sufrir regulación postraduccional, bien mediante 

su interacción con el grupo hemo, lo que impide su unión al DNA de los genes diana 

(Hernández et al., 2004; Smith et al., 1996) o, a través de la nitrosilación del hierro 

(D'Autréaux et al., 2002). 
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6.1.1.2 Fur: Represor transcripcional 

Fur es un regulador global de la transcripción en procariotas. Aunque la 

función más común de esta proteína entre todos los organismos que la poseen consiste en 

que, en condiciones de suficiencia de hierro, el complejo Fur-Fe2+ reprime la expresión de 

un numeroso grupo de genes implicados en el transporte y almacenamiento de hierro, y de 

síntesis de sideróforos (Andrews et al., 2003; Cornelis et al., 2009; Hantke, 2001; Lee y 

Helmann, 2007), la regulación que Fur ejerce no se restringe a estos procesos, sino que 

también participa, directa o indirectamente, en un diverso número de funciones biológicas 

como: defensa frente al estrés oxidativo (Dubrac y Touati, 2000; Hassett et al., 1996; Massé 

y Gottesman, 2002), metabolismo energético (Andrews et al., 2003; Vassinova y Kozyrev, 

2000) e intermediario (Cunningham et al., 1997; Massé y Gottesman, 2002; Stojiljkovic et al., 

1994), procesos de virulencia (Ellermeier y Slauch, 2008; Jacobsen et al., 2005; Mey et al., 

2005b), defensa frente a estrés ácido (Bijlsma et al., 2002; Hall y Foster, 1996; Yang et al., 

2008), motilidad y quimiotaxis (Campoy et al., 2002; Stojiljkovic et al., 1994), entre otras. En 

E. coli han sido identificados más de 100 genes regulados por Fur (McHugh et al., 2003), 59 

y 95 genes en H. pilory y Campylobacter jejuni, respectivamente (Butcher et al., 2012; Danielli et 

al., 2006), y 20 y 34 operones en B. subtilis y Yersinia pestis (Baichoo et al., 2002; Gao et al., 

2008). 

Ensayos de FURTA en E. coli permitieron identificar un gran número de genes 

regulados por Fur e implicados en el transporte de hierro al interior celular (Stojiljkovic et 

al., 1994). Entre ellos se incluye el sistema de síntesis (entDFCEBA) (Pickett; et al., 1984) y 

transporte de enterobactina (fepA, fepB, fes y fepCDG) (Chenault y Earhart, 1991), el sistema 

de transporte de ferricromo (fhuACDB) (Fecker y Braun, 1983), los sistemas de transporte 

para los productos de la degradación de enterobactina (cir y fiu) (Hantke, 1990; Nau y 

Konisky, 1989), el receptor de membrana FhuE (fhuE) (Sauer et al., 1990), el sistema de 

transporte de los complejos de Fe3+-dicitrato (fecIRABCD) (Van Hove et al., 1990) y las 

proteínas ExbB, ExbD (exbBD) (Eick-Helmerich y Braun, 1989) y TonB (tonB) (Postle y 

Good, 1983), implicadas en el transporte, a través de la membrana externa, de los 

complejos de Fe3+ al periplasma (Stojiljkovic et al., 1994).  

En P. aeruginosa el complejo Fur-Fe2+ reprime genes relacionados con el 

transporte y síntesis de sideróforos, bien directa, o indirectamente a través de la represión 

de activadores como los factores sigma extracitoplasmáticos (ECF σ), proteínas que se 

unen a la RNA-polimerasa e inducen la transcripción de determinados genes (Pérez-Rueda 
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y Collado-Vides, 2000), o de otros reguladores, como los de tipo AraC (Cornelis et al., 

2009). 

 

 

Figura 2. Mecanismo de represión transcripcional clásica ejercida por el complejo 
Fur-Fe2+. RNA-pol: RNA-polimerasa, RME: Receptor de membrana externa.  

 

En el genoma de P. aeruginosa se han identificado 19 genes que podrían 

codificar ECF σ, 10 de los cuales se encuentran regulados por Fur, como pvdS, fpvI, foxI o 

fiuI (Cornelis et al., 2009). pvdS codifica el ECF σ que regula la transcripción de los genes 

para la biosíntesis del sideróforo pioverdina, y fpvI es otro ECF σ que regula positivamente 

la expresión del receptor dependiente de TonB, FpvA (Ravel y Cornelis, 2003). FoxI es el 

factor σ inductor de la transcripción del gen foxA, que codifica un receptor de ferioxamina 

(Llamas et al., 2006). El ECF σ FiuI induce la transcripción del gen fiuA, un receptor de 

ferricromo dependiente de TonB, cuya expresión también se reprime directamente por 

Fur-Fe2+ (Llamas et al., 2006).  

En P. aeruginosa, Fur también regula de manera directa a un numeroso grupo de 

genes como pfuA, optO, piuA o chtA, entre otros (Cornelis et al., 2009), que codifican 

receptores dependientes de TonB, grandes porinas con forma cilíndrica, que permanecen 

cerradas hasta el momento en que se une un complejo férrico al que transportar al interior 

celular (Andrews et al., 2003; Wandersman y Delepelaire, 2004). En el genoma de esta 
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bacteria se encuentran tres genes (tonB1, tonB2 y tonB3) que codifican posibles proteínas 

TonB, aunque sólo se ha demostrado que Fur reprime la expresión en el caso de tonB1 

(Ochsner et al., 2002). Los otros dos genes tonB forman parte de un operón junto a los 

genes exbB y exbD (Ochsner et al., 2002). Los receptores dependientes de TonB contienen, 

en el extremo N-terminal, un dominio de unión a TonB, proteína que se localiza en la 

membrana interna. TonB junto con las proteínas ExbB y ExbD transmiten la energía de la 

fuerza motriz, generada por un gradiente de protones, necesaria para la apertura del 

receptor y el transporte del complejo Fe3+-sideróforo al periplasma (Andrews et al., 2003; 

Wandersman y Delepelaire, 2004). 

 

6.1.1.3 sRNAs: Regulación postranscripcional mediada por Fur 

Los pequeños RNAs no codificantes de procariotas (sRNAs) son transcritos 

funcionales (50-350 nucleótidos de longitud) codificados en las regiones intergénicas 

(Argaman et al., 2001). En los últimos años se han descubierto más de 100 pequeños 

sRNAs en enterobacterias. Estos nuevos avances científicos se han debido por una parte, a 

la mejora de las técnicas computacionales de predicción (Backofen y Hess, 2010) y a 

nuevos experimentos desarrollados a escala genómica (Altuvia, 2007; Sharma y Vogel, 

2009), y por otra, a la apreciación de que los sRNAs tienen un importante papel en la 

regulación de la expresión génica en bacterias (Waters y Storz, 2009). Muchos sRNAs se 

caracterizan por ejercer una rápida regulación postranscripcional, mediante la activación o 

represión del comienzo de la traducción, y/o por la estabilización o desestabilización de los 

mRNA a los que regulan (Soper et al., 2010; Waters y Storz, 2009). Existen dos modelos de 

acción, el mecanismo más frecuente es el de la interacción entre el sRNA y el mRNA diana 

al que regulan, por medio del emparejamiento de bases. Tras esta interacción entre 6 y 12 

nucleótidos, no necesariamente contiguos, las moléculas de mRNA y sRNA son 

rápidamente degradadas en un proceso en el que están implicadas la RNAasa E y la 

RNAasa III (Waters y Storz, 2009). En bacterias Gram-negativas la proteína Hfq favorece 

las interacciones sRNA-mRNA. Un mecanismo alternativo de regulación, mucho menos 

común, es la unión del sRNA a proteínas de unión a RNA, que funcionan bien como 

represores o, más raramente, como activadores de la traducción (Babitzke y Romeo, 2007; 

Beisel y Storz, 2010). 

En los últimos años, se ha descubierto que en algunos casos, la regulación 

positiva ejercida por Fur sobre la expresión de numerosos genes ocurre de forma indirecta, 
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a través de la represión de un sRNA, que funciona a nivel postranscripcional facilitando la 

degradación del mRNA de proteínas dependientes de hierro (Massé y Gottesman, 2002). El 

descubrimiento en E. coli de un sRNA (RhyB) regulado negativamente por Fur; y que a su 

vez regula negativamente a nivel postranscripcional la expresión de una serie de genes, 

constituye la clave de la regulación positiva de Fur (Massé y Gottesman, 2002). Bajo 

condiciones de estrés férrico se induce la transcripción de este sRNA, y con ello se induce 

la degradación de los RNA mensajeros de genes que codifican proteínas de 

almacenamiento de hierro (Bfr), isoenzimas pertenecientes al ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos (Sdh, AcnA y FumA) y de respuesta frente a estrés oxidativo (SodB), entre 

otras (Massé y Gottesman, 2002) (Figura 3). Además en estas condiciones, RhyB regula 

negativamente la expresión del gen fur (Vecerek et al., 2007). De esta manera, en una 

situación de limitación de hierro, en la célula se reprime la síntesis de proteínas de 

almacenamiento de hierro y proteínas férricas no esenciales, mientras que se induce la 

expresión de genes para la captación y transporte de hierro extracelular, lo que permite 

mantener un fino control sobre la concentración de hierro intracelular. Cuando existe 

abundancia de hierro en el interior celular, Fur reprime la transcripción de rhyB permitiendo 

así la expresión de los genes antes mencionados (Massé y Gottesman, 2002). Se han 

identificado genes homólogos a rhyB en otras bacterias como Shigella flexneri (Oglesby et al., 

2005), Shigella dysenteriae (Murphy y Payne, 2007), V. cholerae (Mey et al., 2005a), N. 

meningitidis (nrrF) (Mellin et al., 2007) y Azotobacter vinelandii (arrF) (Jung y Kwon, 2008).  

En P. aeruginosa, Fur reprime la expresión de dos genes muy similares entre sí 

que codifican los sRNAs PrrF1 y PrrF2 (Wilderman et al., 2004), homólogos a rhyB de E. 

coli (Massé y Gottesman, 2002). En el genoma de P. aeruginosa estos genes se localizan en 

tándem, al contrario de lo que ocurre en otras Pseudomonas en las que prrF1 y prrF2 se 

encuentran en diferente localización génica (Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010). En 

condiciones de deficiencia de hierro PrrF1/2 reprimen la expresión de genes como bfrB 

(bacterioferritina), PA4880 (posible bacterioferritina), acnA y acnB (aconitasas), prpB 

(posible isocitrato liasa), antABC (enzimas para la degradación de antranilato), catABC 

(enzimas para la degradación de catecol), katA (catalasa), sodB (superóxido dismutasa) y 

otros genes que codifican proteínas férricas (Oglesby et al., 2008; Vasil, 2007; Wilderman et 

al., 2004). Además, en P. aeruginosa se ha identificado un tercer sRNA (PrrH) codificado por 

los genes prrF1 y prrF2, que también es regulado negativamente por Fur-Fe2+, 
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reprimiéndose su expresión en condiciones de suficiencia de hierro y de hemo (Oglesby-

Sherrouse y Vasil, 2010). 

 
 

 
Figura 3. Esquema del mecanismo de regulación postranscripcional ejercido por 
Fur en E. coli. RNA-pol: RNA-polimerasa; rhyB: sRNA RhyB; acnA: Aconitasa A; sodB: 
Superóxido dismutasa B. Esquema adaptado (Benjamin et al., 2010; Massé y Gottesman, 2002). 

 

 

En B. subtilis Fur reprime la transcripción del sRNA FsrA, homólogo a RhyB 

(Gaballa et al., 2008). FsrA a su vez reprime la expresión de los genes citB (aconitasa), 

sdhCAB (succinato deshidrogenasa) y lutABC (oxidasas con dominio sulfoférrico) 

(Smaldone et al., 2012). Este sRNA está implicado en la regulación de enzimas partícipes 

del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Smaldone et al., 2012) al igual que ocurre con sus 

homólogos RhyB o PrrF1/2 (Massé y Gottesman, 2002; Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010; 

Wilderman et al., 2004).  
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7.1 Aconitasas 

7. Enzimas implicadas en el metabolismo del carbono 

Las aconitasas (EC 4.2.1.3) son proteínas sulfoférricas (4Fe-4S) monoméricas que 

catalizan la reacción de isomerización entre citrato e isocitrato, vía cis-aconitato (Figura 4). 

Las aconitasas pertenecen a una familia dentro de la que se encuentran además 

homoaconitasas, isopropilmalato isomerasas y proteínas reguladoras de la familia IRE-BP 

(Iron-Responsive Element-Binding Proteins) (Gruer et al., 1997). 

 

 

Figura 4. Esquema del ciclo de Krebs y del Glioxilato. En negro se representa el ciclo de 
Krebs, en rojo los componentes del ciclo del glioxilato. CS: Citrato sintasa; ACN: Aconitasa; ISDH: 
Isocitrato deshidrogenasa; CGDH: Complejo α-cetoglutarato deshidrogenasa; S-CoA-S: Succinil-
CoA sintetasa; SDH: Succinato deshidrogenasa; FUM: Fumarasa; MDH: Malato deshidrogenasa; 
ISL: Isocitrato liasa; MS: Malato sintasa. 

 
Las aconitasas no solo poseen actividad enzimática sino que son proteínas 

multifuncionales. En mamíferos se han descrito dos isoenzimas de la aconitasa: una enzima 

mitocondrial (m-aconitasa) que funciona en el ciclo de Krebs, y una enzima citosólica 

bifuncional (c-aconitasa/IRP1 (Iron Regulatory Protein)) que desempeña un importante papel 

en la regulación del metabolismo del hierro. Las aconitasas citosólicas de organismos 

superiores(cAcn/IRP1), las aconitasas de E. coli (AcnA y AcnB) y la aconitasa de B. subtilis 

(CitB) son proteínas homólogas claramente bifuncionales (Beinert et al., 1996). En 
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condiciones de suficiencia de hierro o exposición a estrés oxidativo, la proteína adquiere 

actividad enzimática al unirse a la agrupación sulfoférrica, y funciona como enzima del ciclo 

de Krebs. Sin embargo, cuando existe escasez de hierro, la agrupación se desacopla, se 

pierde la actividad enzimática y se genera una apoproteína con función reguladora. Las 

secuencias de RNA mensajero que son reconocidas por las apo-aconitasas se denominan 

IREs (Iron Responsive Elements) y suelen estar localizados en las regiones no traducidas de los 

transcritos. La unión de apoaconitasa puede aumentar la estabilidad del transcrito o inhibir 

la traducción, dependiendo de que estas secuencias (IREs) se encuentren en el extremo 5’ o 

3’ (Beinert et al., 1996; Tang y Guest, 1999; Tang et al., 2002). 

Estudios bioquímicos y filogenéticos sugieren que durante la evolución de la familia 

de aconitasas ocurrió una duplicación génica temprana, lo que permitió a la aconitasa 

citosólica evolucionar independientemente de la aconitasa mitocondrial (Gruer et al., 1997). 

En los organismos eucariotas unicelulares la aconitasa citoplasmática y la mitocondrial 

están codificadas por el mismo gen. En cambio, los organismos eucariotas pluricelulares 

contienen dos genes independientes para la aconitasa mitocondrial y citosólica 

(Muckenthaler et al., 1998; Saas et al., 2000). 

Las bacterias Gram negativas poseen dos aconitasas: una proteína mayoritaria que 

es la aconitasa B, y una aconitasa A más estable en situaciones de estrés oxidativo. Ambas 

proteínas tienen actividad enzimática o reguladora postranscripcional (con unión a RNA) 

dependiendo del estado de la agrupación sulfoférrica (Williams et al., 2002). 

En E. coli, las dos aconitasas están bastante bien caracterizadas (AcnA y AcnB), y 

ambas contienen grupos sulfoférricos (Bradbury et al., 1996; Prodromou et al., 1992). 

Además, existe una tercera aconitasa minoritaria (AcnC) con actividad metil-isocitrato 

deshidrogenasa (Blank et al., 2002). AcnA y AcnB son dos proteínas genética y 

bioquímicamente diferentes, codificadas por los genes acnA y acnB. Diferentes estudios 

fisiológicos y enzimáticos revelan que AcnB constituye la isoenzima mayoritaria y más 

importante en el ciclo de Krebs durante la fase exponencial de crecimiento, está asociada a 

un metabolismo más activo, y es sensible a estrés oxidativo independientemente de la 

concentración de hierro intracelular. Sin embargo, AcnA es una enzima más estable, 

mayoritaria en las etapas de actividad metabólica más lenta (Tang y Guest, 1999). También 

se ha descrito, que en condiciones de suficiencia de hierro Fur regula positivamente la 

expresión del gen acnA a través de la represión del sRNA RhyB (Massé y Gottesman, 
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2002). AcnA se induce específicamente por hierro y estrés oxidativo (Tang y Guest, 1999; 

Tang et al., 2002).  

En P. aeruginosa se han identificado tres genes acn, dos de ellos muy similares al gen 

acnA de E.coli, que codifican la proteína AcnA (acnA, PA1562) y una metil-AcnA (m-acnA, 

PA0794), y el tercero con homología a acnB (Somerville et al., 1999; Winsor et al., 2009). El 

sRNA PrrH (PrrF1/2), regulado por Fur, reprime la expresión de estos tres genes en 

condiciones de limitación de hierro (Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010; Vasil, 2007), lo que 

indica que en esta bacteria estas tres proteínas se encuentran reguladas por la concentración 

de hierro intracelular. 

 
7.2 Fumarasas  

Las enzimas fumarasas o fumarato hidratasas (EC 4.2.1.2) catalizan la conversión 

(hidratación) reversible de fumarato a L-malato (Figura 4) y están presentes en un diverso 

número de organismos como componentes de rutas catabólicas centrales, tales como el 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Hill et al., 1971) y la ruta del metilmalonil-CoA (Kuijk et 

al., 1996). 

Se han descrito dos clases de fumarasas que se clasifican según la organización 

relativa de sus subunidades, su estabilidad térmica y el requerimiento de metales. Las 

fumarasas pertenecientes a las hidrolasas dependientes de hierro de clase I, FumA y FumB 

son homodímeros termolábiles, sensibles al oxígeno que requieren una agrupación Fe-S en 

el sitio activo para su función catalítica. Los genes fumA y fumB son homólogos y dentro de 

esta clase I también se incluyen las aconitasas (Flint et al., 1992). Las fumarasas de clase II, a 

la que pertenece FumC, son homotetrámeros termoestables, insensibles al oxígeno y no 

requieren ningún cofactor para su actividad (Woods et al., 1988). Ambas tipos de proteínas 

no presentan homología entre sus secuencias, aunque pertenecen a una superfamilia de 

enzimas relacionadas funcionalmente (Weaver et al., 1995). El gen fumC no presenta 

ninguna homología con fumA o fumB, pero si con las secuencias de las fumarasas de B. 

subtilis, Saccharomyces cerevisiae y mamíferos (Kobayashi et al., 1981; Miles y Guest, 1985; Wu y 

Tzagoloff, 1987) y con el gen aspA de E. coli (Woods et al., 1986). 

Hasta la fecha, las fumarasas de clase I sólo se han encontrado en células 

procariotas. Las fumarasas de clase II, las más extendidas, se han identificado en 

eubacterias y arqueobacterias, y también en células eucariotas, donde suelen tener una 

localización mitocondrial (Schnarrenberger y Martin, 2002). En algunos vertebrados, como 
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las ratas, existe una fumarasa citosólica adicional codificada por el mismo gen que la enzima 

mitocondrial, pero producida a partir de un sitio alternativo de inicio de la traducción. Las 

fumarasas de clase II representan un grupo de enzimas con secuencias de aminoácidos muy 

conservadas. La fumarasa mitocondrial de eucariotas, implicada en el ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos, es muy similar a la proteína ortóloga de α -proteobacterias, lo que sugiere 

que los genes fueron adquiridos a partir de un simbionte mitocondrial (Schnarrenberger y 

Martin, 2002). Recientemente, se ha descrito en microorganismos marinos no cultivables 

un nuevo gen para la fumarasa, denominado fumF, cuya secuencia deducida de aminoácidos 

es moderadamente similar a las de la familia de fumarasas de clase II (Jiang et al., 2010). 

En E. coli se han identificado tres isoenzimas de la fumarasa, FumA, FumB y 

FumC, codificadas por los genes fumA, fumB y fumC, respectivamente (Woods et al., 1988). 

La expresión del gen fumA se induce fuertemente en condiciones de aerobiosis, y se 

reprime por glucosa y anaerobiosis, es decir, FumA constituye la enzima crítica en el ciclo 

de Krebs (Tseng et al., 2001). Fur regula positivamente la expresión de este gen en 

condiciones de suficiencia de hierro, a través de la represión del sRNA RhyB (Massé y 

Gottesman, 2002). FumB y FumC son proteínas menos sensibles a la anaerobiosis y a la 

represión por glucosa, siendo FumB la enzima mayoritaria en condiciones de anaerobiosis. 

La síntesis de FumC aumenta en presencia de agentes oxidantes, aunque existe poca 

información sobre su implicación fisiológica (Tseng et al., 2001).  

En P. fluorescens se han identificado los genes fumA y fumC. FumA presenta una 

secuencia de aminoácidos muy parecida a la correspondiente isoenzima de E. coli, 

conteniendo también un centro activo Fe-S. En esta bacteria FumC reemplaza a la proteína 

FumA en condiciones de hierro limitante o de estrés oxidativo, siendo por tanto, 

fundamental para mantener activo el ciclo de los ácidos tricarboxílicos en dichas situaciones 

(Chenier et al., 2008). Por otro parte, en P. aeruginosa se han identificado dos genes que 

codifican fumarasas de clase II, fumC1 y fumC2, y un gen que codifica una posible fumarasa 

de clase I (PA4333) (Winsor et al., 2009). En P. aeruginosa, al contrario de lo que ocurre en 

E. coli, donde Fur regula positivamente, a través de la represión de RhyB, la expresión del 

gen fumA (Massé y Gottesman, 2002), la expresión del gen fumC1 se induce en condiciones 

de deficiencia de hierro (Ochsner et al., 2002) y se encuentra regulada negativamente por 

Fur (Hassett et al., 1997a; Hassett et al., 1997b). 
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7.3 Citrato Sintasas 

La enzima citrato sintasa (EC 4.1.3.7) está presente en todos los organismos 

eucariotas y en la mayoría de los microorganismos. Cataliza la condensación de acetil-CoA 

con oxalacetato para producir citrato y Coenzima A, en rutas metabólicas clave como el 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos y el ciclo del glioxilato (Figura 4). En situaciones en las 

que no existe un funcionamiento completo del ciclo de Krebs esta enzima constituye un 

paso esencial en la síntesis de aminoácidos relacionados con el glutamato (Nguyen et al., 

2001; Remington et al., 1982; Wiegand y Remington, 1986). 

Existen dos tipos de citrato sintasa, las clasificadas como de tipo I que son 

homodímeros y se localizan mayoritariamente en células eucariotas, arqueobacterias y 

bacterias Gram-positivas (Wiegand y Remington, 1986), y las de tipo II, que 

estructuralmente son hexámeros y sólo se encuentran en bacterias Gram-negativas 

(Weitzman, 1966). En eucariotas se encuentran como isoenzimas localizadas en 

mitocondrias y glioxisomas (Sakamoto et al., 1970; Zehler et al., 1984). Además de sus 

diferencias estructurales, estas dos clases de enzimas se distinguen porque las proteínas de 

tipo II se inhiben por NADH y/o 2-oxoglutarato a través de un mecanismo alostérico 

(Weitzman, 1966; Weitzman y Dunmore, 1969), y las de tipo I están reguladas por ATP 

(Mitchell et al., 1995).  

En bacterias Gram-negativas como E. coli o P. aeruginosa, en las que inicialmente 

sólo se describió una enzima citrato sintasa, una mutación del gen que codificaba esta 

enzima permitió detectar una segunda proteína con la misma función catalítica, que resultó 

ser una citrato sintasa de tipo I, lo que mostró que en bacterias Gram-negativas también 

están presentes las enzimas de este tipo (Mitchell et al., 1995; Patton et al., 1993). En E. coli, 

los genes gltA y prpC codifican las proteínas citrato sintasa de tipo II y I respectivamente 

(Hayashi et al., 2006; Park et al., 1994). El regulador AraC reprime la expresión del gen gltA, 

en condiciones de anaerobiosis, y cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono. La 

enzima GltA se encuentra presente en situaciones de aerobiosis y se induce con otras 

fuentes de carbono, como el acetato (Park et al., 1994; Smith y Neidhardt, 1983). Además, 

la síntesis de GltA es inversamente proporcional al estadío de crecimiento (Smith y 

Neidhardt, 1983). El producto génico del gen prpC posee una menor actividad catalítica y 

muestra una cinética y regulación diferente a la de GltA (Patton et al., 1993). También, en P. 

aeruginosa existen dos tipos de citrato sintasa, GltA (gltA), enzima de tipo II, que se induce 

en la fase exponencial de crecimiento y PrpC, proteína dimérica codificada por el gen prpC, 
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presente mayoritariamente durante la fase estacionaria de crecimiento (Mitchell et al., 1995; 

Winsor et al., 2009). Por último, una cepa mutante en fur de B. subtilis presentó una actividad 

citrato sintasa tres veces menor que la cepa silvestre, por lo que la proteína Fur podría estar 

implicada en la regulación de la citrato sintasa en esta bacteria (Fischer y Sauer, 2005). 

 

7.4 Succinato deshidrogenasas 

La enzima succinato deshidrogenasa (complejo II, EC 1.3.99.1) es un componente 

fundamental del ciclo de los ácidos tricarboxílicos e interviene en la cadena respiratoria, 

tanto en células procariotas como eucariotas (Kita et al., 1989) (Figura 4). Su función 

fisiológica es la de acoplar la oxidación de succinato, que se transforma en fumarato, con la 

reducción de ubiquinona (Reid et al., 2000).   

En E. coli, el operón sdhCDAB codifica las cuatro subunidades de la enzima 

succinato deshidrogenasa (Darlison y Guest, 1984; Wood et al., 1984). La subunidad SdhA, 

es una flavoproteína que utiliza FAD como cofactor, responsable de catalizar la oxidación 

de succinato por transferencia de un hidruro (Reid et al., 2000; Tomasiak et al., 2008). Los 

electrones originados se transportan hacia la subunidad SdhB, proteína sulfoférrica con tres 

centros Fe-S diferentes. Posteriormente, estos electrones se transfieren al sitio de unión de 

la quinona, el cual está formado por residuos de anclaje a la membrana de las subunidades 

hidrofóbicas SdhC y SdhD, y por la subunidad SdhB (QP-site), donde la ubiquinona se 

reduce a ubiquinol. Intercalada entre las subunidades SdhC y SdhD se encuentra una 

molécula de hemo b que no es esencial para su función enzimática (Tran et al., 2007). La 

expresión de los genes sdhCDAB se reprime en condiciones de anaerobiosis y por glucosa, 

mediante los reguladores ArcB/A y Fnr (Park et al., 1995; Shen y Gunsalus, 1997). Por otra 

parte, en condiciones de deficiencia de hierro, el sRNA RhyB regula negativamente la 

expresión de los genes sdhCDAB a nivel postranscripcional (Massé y Gottesman, 2002). 

En P. aeruginosa los genes sdhCDAB codifican las cuatro subunidades de la enzima 

succinato deshidrogenasa (Winsor et al., 2009) y Fur regula positivamente la expresión de 

este operón en condiciones de suficiencia de hierro, a través de la represión de los sRNAs 

PrrF1 y PrrF2 (Wilderman et al., 2004). 
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La respuesta a cianuro de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 es muy compleja, 

incluyendo mecanismos de resistencia, asimilación y de respuesta contra la privación de 

hierro. El objetivo general de este trabajo fue investigar el metabolismo del hierro y de 

algunas proteínas sulfoférricas de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y su posible relación 

con el metabolismo del cianuro en esta bacteria cianotrófica. 

 

• Mutagénesis dirigida del gen fur. Caracterización fenotípica de la cepa mutante. 

Implicación de la proteína Fur en la tolerancia y asimilación de cianuro, y en la 

regulación de la homeostasis del hierro en la cepa silvestre.  

Objetivos concretos: 

• Estudio de algunos genes regulados por Fur. Análisis de la expresión génica de 

acnA, acnB, fumB, fumC, fiuA y prrF. 

• Mutagénesis dirigida del gen prrF. Análisis fenotípico de la cepa mutante en relación 

al metabolismo del cianuro. 

• Generación de un doble mutante en fur y prrF. Análisis de la función ejercida por 

Fur y PrrF con respecto a la asimilación y resistencia a cianuro en la cepa silvestre. 

• Mutagénesis dirigida del gen acnA. Caracterización fenotípica de la cepa mutante. 

Estudio del papel de AcnA en la defensa frente al estrés oxidativo y en la 

asimilación de cianuro. 

• Identificación de los cambios en la expresión génica en la cepa mutante en fur.  
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1. Material biológico 

Las cepas de bacterias utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 2 junto con 

sus genotipos y características más relevantes. 

Tabla 2. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo 

                Cepa Genotipo/ Fenotipo Relevante Referencia 

Escherichia coli   

XL1 blue MRF´ 
Δ (mcra)183, Δ (mcrcb-hsdSMR-mrr)173, 
endA1, supE44, thi-1, gyrA96, relA1, lac 
[F´proAB lacIqZΔM15 tn10 (Tetr)]. 

(Sambrook et al., 
1982) 

   

GM48  
F-, dam-3, dcm-6, thr-1, leuB6, ara-14, 
tonA31, lacY1, tsx-78, supE44, galK2, 
galT22, thi-1. 

(Marinus, 1973) 

   
Pseudomonas putida   

KT2442 Derivado de KT2440. Rfr. (Franklin et al., 
1981) 

   
Pseudomonas pseudoalcaligenes   

CECT 5344 R1 
(R1) 

Mutante espontáneo de CECT 5344 
resistente a rifampicina. Rfr. 

(Luque-Almagro et 
al., 2005a) 

   

CECT 5344 FUR1 
(FUR1) 

Mutante de la cepa 5344 R1 obtenido por 
inserción cromosómica en el gen fur. Rfr, 
Gmr. 

Este trabajo 

   

CECT 5344 PRRF1 
(PRRF1) 

Mutante de la cepa 5344 R1 obtenido por 
inserción cromosómica en el gen prrF. Rfr, 
Gmr. 

Este trabajo 

   

CECT 5344 FP1 
(FP1) 

Mutante de la cepa 5344 R1 obtenido por 
inserción cromosómica en los genes fur y 
prrF. Rfr, Gmr, Kmr. 

Este trabajo 

   

CECT 5344 ACNA1 
(ACNA1)  

Mutante de la cepa 5344 R1 obtenido por 
inserción cromosómica en el gen acnA. Rfr, 
Gmr. 

Este trabajo 
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2. Medios y condiciones de cultivo 

2.1 Medios de cultivo 

2.1.1 Medios líquidos 

Como medio rico para el crecimiento de E. coli, P. pseudoalcaligenes y P. putida se 

utilizó el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1982) a pHs 7,5 y 8,5, respectivamente, 

cuya composición se detalla a continuación:  

 

Bactotriptona .................................................. 10 g 

Extracto de levadura ......................................   5 g 

NaCl ................................................................. 10 g 

H2O .......................................................    hasta 1 l 

 

Como medio definido para el crecimiento de P. pseudoalcaligenes se utilizó el 

medio M9 (Sambrook et al., 1982) a un pH de 9,5, que contenía por litro: 

 

Na2HPO4 .........................................................    6 g 

KH2PO4 ...........................................................    3 g 

NaCl ................................................................. 0,5 g 

Solución trazas ................................................  2 ml 

 

La solución de trazas contenía por litro: MgCl2 10,75 g, CaCO3 2 g, MgSO4 ∙ 7 

H2O 6,16 g, FeSO4 ∙ 7 H2O 4,75 g, ZnSO4 ∙ 7 H2O 1,44 g, MnSO4 ∙ 7 H2O 1,12 g, CuSO4 ∙

 5 H2O 0,25 g, CoSO4 ∙ 7 H2O 0,28 g, H3BO3 0,06 g y 51,3 ml de HCl 12 N. El medio M9 

se suplementó con cloruro amónico (2,0 ó 5,0 mM) o cianuro potásico (2,0 mM), como 

fuentes de nitrógeno. Además, como fuente de carbono se añadió acetato potásico (4 g/l) o 

DL-malato sódico (4 g/l).  

Los medios se esterilizaron por calentamiento a 121 ºC en autoclave durante 20 

min. La solución de trazas del med io M9 se esterilizó por separado, sin el MgSO4 y con 

sólo 4,5 g de FeSO4. El MgSO4 y el resto del FeSO4 se prepararon aparte, se esterilizaron 

por filtración (filtros con poros de 0,22 µm de diámetro suministrados por Millipore), y se 

añadieron al resto de la solución de trazas. 



Materiales y Métodos 

59 
 

Como medios de conservación y cultivo para las células competentes se 

utilizaron medios GYT (Lin Tung y Chow, 1995) y SOC (Sambrook et al., 1982) que 

contenían por litro, respectivamente: 

 

GYT: 

Glicerol ....................................................... 10 % (v/v) 

Extracto de levadura ........................... 0,125 % (p/v) 

Triptona ................................................   0,25 % (p/v) 

H2O .................................................................. hasta 1 l 

 

SOC: 

Bactoriptona .................................................2 % (p/v) 

Extracto de levadura ..............................   0,5 % (p/v) 

NaCl ....................................................................    0,6 g 

KCl ......................................................................  0,19 g 

MgCl2 ..................................................................  0,95 g 

MgSO4 ................................................................    1,2 g 

Glucosa ...............................................................    3,6 g 

H2O .................................................................. hasta 1 l 

 

Cuando al medio de cultivo se añadió algún antibiótico, éstos se añadieron una 

vez enfriados los medios estériles, a las concentraciones y en los disolventes que se 

especifican en la Tabla 3. 

Tabla 3. Antibióticos empleados en este trabajo 

Antibiótico 
Solución madre 

(mg/ml) 

Concentración 

final (µg/ml) 
Disolvente 

Ampicilina (Ap) 100 100 H2O 

Gentamicina (Gm) 10 10 H2O 

Kanamicina (Km) 50 50 H2O 

Rifampicina (Rf) 40 40 DMSO 

Tetraciclina (Tet) 12 12 H2O 
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2.1.2 Medios sólidos 

Los cultivos en medio sólido se realizaron con el medio de crecimiento 

correspondiente suplementado con Bacto Agar al 1,5 % (p/v). Los antibióticos se 

añadieron después de su esterilización y antes de que el medio se solidificara. Cuando fue 

necesario, se añadieron los reactivos 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-Dgalactopiranósido (X-

Gal) a una concentración d e 0,2 mM e isopropil-1-tio-β-galactopiranósido (IPTG) a una 

concentración de 0,5 mM.  

La resistencia de la estirpe mutante en fur a MnCl2 se analizó en placas LB-Ágar a 

las que se añadió el anterior a una concentración de 7,0 mM. 

Como medio para la detección de sideróforos en P. pseudoalcaligenes se utilizó el 

medio CAS (Alexander y Zuberer, 1991). Éste contenía, por litro, 4 soluciones que se 

prepararon y esterilizaron por separado. El material de vidrio utilizado para el almacenaje 

de las soluciones se lavó con HCl 3 M para eliminar las posibles interferencias de Fe (III). 

El medio se preparó adicionando cada una de las soluciones en el orden en que se 

muestran, con agitación constante y en condiciones de esterilidad. La composición de cada 

una de ellas se detalla a continuación:  

 

(1) Solución tampón  

KH2PO4 ................................................................ 0,3 g 

NaCl ...................................................................... 0,5 g 

NH4Cl ...................................................................    1 g 

PIPES ...............................................................  30,24 g 

KOH .....................................................................  12 g 

Ágar .......................................................................  15 g 

H2O ............................................................  hasta 0,8 l 

 

(2) Solución de oligoelementos. Esta solución está constituid a por 7 ml d e la 

solución D y 63 ml de la solución E. 

Solución D: 

MnSO4 ∙ H2O .................................................. 11,7 mg 

H3BO3 ..............................................................    14 mg 

CuSO4 ∙ 5 H2O ................................................   0,4 mg 

ZnSO4 ∙ 7 H2O................................................    12 mg 
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Na2MoO4 ∙ 2 H2O ..........................................    10 mg 

H2O ..........................................................  hasta 0,07 l 

Solución E: 

Glucosa ....................................................................  2 g 

Manitol ....................................................................  2 g 

MgSO4 ∙ 7 H2O .................................................  0,49 g 

CaCl2 ∙ 2 H2O ............................................... 14,57 mg 

H2O .......................................................... hasta 0,063 l 

 

(3) Solución de casamino ácidos 

Casamino ácidos.....................................................  3 g 

H2O ..........................................................   hasta 0,03 l 

 

(4) Solución indicadora de Fe-CAS. Esta solución contiene tres soluciones que 

se adicionaron en el orden en que se muestran:  

Solución A:  

FeCl3 ∙ 6 H2O .................................................. 2,79 mg 

HCl (37 %) ......................................................    8,3 µl 

H2O ..........................................................  hasta 0,01 l 

Solución B:  

Cromo azurol S (CAS) .................................. 60,5 mg 

H2O ..........................................................  hasta 0,05 l 

Solución C: 

HDTMA ......................................................... 72,8 mg 

H2O ..........................................................  hasta 0,04 l 

 

Además del método descrito anteriormente se utilizaron placas con azul de 

Prusia (AP) para detectar la presencia de sideróforos. Al medio M9 suplementado con DL-

Malato como fuente de carbono se añadió azul de Prusia (Fe7(CN)18(H2O)x) soluble 

(Fluka), previamente sonicado en un baño de ultrasonidos y protegido de la luz, a una 

concentración de 0,75 mM. El medio M9-AP se suplementó con cloruro amónico 5,0 mM 

y trazas que no contenían hierro para el estudio del transporte y asimilación de este metal 
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desde el complejo. Por otro lado, se preparó medio M9-AP en el que el azul de Prusia se 

utilizó como fuente de nitrógeno.  

 

2.2 Condiciones de cultivo 

Las células de E. coli y P. pseudoalcaligenes se incubaron a 37 y 30 ºC, respectivamente, 

en un agitador orbital (Infors) a 200 rpm. El crecimiento de las bacterias en medio líquido 

fue seguido por turbidimetría a 600 nm (D.O.600 nm) empleando un espectrofotómetro 

Helyos β (Termo Spectronics). 

 

2.3 Pureza y conservación de los cultivos 

La pureza de los cultivos se siguió rutinariamente extendiendo sobre medio sólido 

en una placa de Petri una pequeña cantidad del cultivo extraída en condiciones de 

esterilidad con un asa de platino. 

Durante periodos inferiores a un mes las cepas se conservaron a 4 ºC en placas de 

LB suplementadas con el antibiótico de selección. Para la conservación a largo plazo, las 

bacterias se congelaron en el medio de cultivo correspondiente con glicerol al 20 % (v/v) y 

se mantuvieron a -80 ºC. 

 

 

3. Determinaciones analíticas 

Los datos derivados de estos métodos fueron obtenidos interpolando los valores 

experimentales con rectas de calibrado, previamente realizadas, con patrones de 

concentración conocida.  

 

3.1 Determinación de la concentración de amonio 

La concentración de amonio se determinó espectrofotométricamente mediante el 

método de Nessler (Morrison, 1971). En esta reacción el amonio presente reacciona con el 

ioduro de mercurio y el ioduro potásico del reactivo A de Nessler, en el ambiente básico 

proporcionado por hidróxido sódico del reactivo B. El color resultante puede variar entre 

el amarillo, característico de bajas concentraciones de nitrógeno amoniacal (0,4 a 5 mg/l), y 

el pardo rojizo que indica niveles cercanos a los 500 mg/l.  
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A 0,980 ml de la muestra problema se le añadieron 0,020 ml de mezcla a partes 

iguales de reactivo de Nessler A y B (Panreac). La absorbancia a 420 nm se interpoló en 

una recta patrón obtenida con NH4Cl.  

Esta determinación fue utilizada para seguir el consumo de amonio en los cultivos. 

 

3.2 Determinación de la concentración de cianuro 

La concentración de cianuro se determinó colorimétricamente adaptando el método 

descrito por Luque et al. (Luque-Almagro et al., 2005a). El cianuro libre reacciona con 

Cloramina-T a pH 8 originando cloruro de cianógeno, el cual al reaccionar con piridina se 

transforma en ácido glutacónico. Este último a su vez, en presencia de ácido barbitúrico 

genera un compuesto coloreado susceptible de determinación colorimétrica a 578 nm. 

A 1 ml de muestra diluida convenientemente (para una concentración inicial de 2 

mM es necesario diluir unas 250 veces), se añadió 0,040 ml de cloramina T al 1 % (p/v) y 

se incubó durante 1 min. Transcurrido este tiempo se añadieron 0,120 ml de reactivo B, 

compuesto por 3 g de ácido barbitúrico, 15 ml de piridina, 3 ml de HCl y agua hasta 50 ml. 

Transcurridos 10 min se midió la absorbancia a 578 nm, interpolando el valor obtenido en 

una recta patrón realizada con KCN. 

Esta determinación se utilizó para seguir el consumo de cianuro en células 

cultivadas en su presencia y para valorar la evaporación de la forma protonada. 

 

3.3 Determinación de la concentración de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó mediante el método de Bradford, que 

permite cuantificar proteínas totales debido a las características del colorante azul 

Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bradford, 1976). Este colorante se une a proteínas 

mediante interacciones hidrofóbicas cambiando su máximo de absorción desde 465 nm 

hasta 595 nm. La intensidad  del color a 595 nm será proporcional a la concentración de 

proteínas. No es adecuado usar este método para la determinación de proteínas de 

membrana ni en presencia de detergentes puesto que se producen grandes interferencias. 

A 1 ml del colorante comercial (BioRad) diluido 5 veces se añadieron 0,020 ml de 

muestra convenientemente diluida, se incubó durante 5 min a temperatura ambiente y se 

determinó la absorbancia de la muestra a 595 nm. La concentración de proteínas se 

determinó utilizando como patrón una solución de seroalbúmina bovina (BSA, BioRad). 
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3.4 Determinación de actividades enzimáticas 

Una unidad de actividad enzimática (U) se define como la cantidad de enzima que 

cataliza la desaparición de 1 μmol de sustrato, o la aparición de 1 μmol de producto, por 

minuto. 

3.4.1 Actividad Citrato Sintasa (EC 4.1.3.7.) 

La actividad citrato sintasa se determinó espectrofotométricamente a 50 ºC por el 

aumento de absorbancia a 412 nm debido a la reducción del ácido 5,5'-ditiobis-2-

nitrobenzoico (DTNB) (ε = 13,6 mM-1 cm-1) por parte del CoA formado.  

La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 ml: 100 µmoles de 

tampón Tris-HCl pH 8, 0,2 µmoles de DTNB, 0,18 µmoles de Acetil-CoA y la cantidad 

adecuada de extracto. La reacción se inició por la adición de 1 µmol de ácido oxalacético. 

 

3.4.2 Actividad Aconitasa (EC 4.2.1.3) 

La determinación de la actividad aconitasa se llevó a cabo midiendo a 240 nm la 

producción del intermediario de la reacción, cis-aconitato (ε = 3,6 mM-1 cm-1), a una 

temperatura de 60 ºC. 

La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 ml: 50 µmoles de 

Tris/HCl pH 8, 30 µmoles de isocitrato y una cantidad conveniente del extracto acelular. 

 

3.4.3 Actividad Succinato deshidrogenasa (EC 1.3.99.1) 

La determinación de la actividad succinato deshidrogenasa se llevó a cabo 

midiendo a 600 nm la disminución de absorbancia debida a la reducción del 2,6-

diclorofenolindofenol (DCPIP) por el succinato en presencia de PMS (metosulfato de 

fenazina) a una temperatura de 60 ºC. 

La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 ml: 100 µmoles de 

tampón fosfato pH 7,5, 0,1 µmoles de DCPIP, 2 µmoles de PMS, 2 µmoles de KCN y una 

adecuada cantidad de extracto. La reacción se inició por la adición de 20 µmoles de succinato 

al mismo pH. 
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3.4.4 Actividad Fumarasa (EC 4.2.1.2) 

La determinación de la actividad fumarasa se realizó midiendo la producción de 

fumarato (ε = 2,4 mM-1 cm-1), a 50 ºC, determinado como el incremento de absorbancia a 

240 nm. 

La mezcla d e reacción contenía en un volumen final d e 1 ml: 50 µ moles d e 

Tris/HCl pH 8, 20 µmoles de L-malato y una cantidad conveniente del extracto acelular. 

 

 

4. Test de sensibilidad a Streptonigrin 

El test de sensibilidad a Streptonigrin se realizó como describen Jittawuttipoka et al. 

(Jittawuttipoka et al., 2010) con algunas modificaciones. 

Las células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 se cultivaron en medio LB, 

en agitación constante a 30 ºC, hasta que tuvieron una D.O. 600 nm de 0,2. En este punto los 

cultivos se dividieron en tres, a uno de ellos se les adicionó deferoxamina (Def) 0,05 mM, y 

al resto se les añadió el mismo volumen de agua estéril. Los cultivos se mantuvieron a 30 

ºC durante una hora. Posteriormente, se lavaron con agua estéril y se resuspendieron en el 

mismo volumen inicial. Se añadió Streptonigrin (SNG) a una concentración de 10 µg/ml a 

dos de los cultivos, adicionándose el mismo volumen de agua estéril al utilizado como 

control. Se incubaron de nuevo los tres cultivos a 30 ºC durante 30 minutos. Las células se 

centrifugaron y lavaron con medio LB, y, seguidamente, se resuspendieron en el mismo 

volumen de partida. Se realizaron diluciones seriadas (1 y 5·10-5) y se sembraron 20 µl de 

cada uno de los cultivos. Las células se contaron después de 2 días de incubación a 30 ºC. 

La eficiencia en placa se determinó dividiendo el número de colonias encontradas 

en las placas d e las células sometid as a tratamiento con SNG y SNG-Def divida por el 

número de colonias existente en la placa de las células no tratadas con estos reactivos, 

utilizadas como condición control, de cada una de las estirpes. 

 

 

5. Obtención de extractos acelulares 

5.1 Recolección de células 

Las células de P. pseudoalcaligenes se recogieron por centrifugación durante 15 min a 

10.000 rpm (9.632 rcf) en una centrífuga Avanti J-25 (Rótor J-A-14) a 4 ºC y se 



Materiales y Métodos 

66 
 

homogeneizaron en tampón Tris/HCl 50 mM pH 8. Este proceso se repitió en varias 

ocasiones para eliminar los restos de medio de cultivo. Finalmente, las células se 

resuspend ieron en 3,5 mL de tampón conteniendo 50 mM de Tris/HCl pH 8, 2 mM de 

DTT, inhibidor de proteasas (Roche) y 10 % de glicerol. Para la determinación del grado de 

adenilación de la actividad glutamina sintetasa los extractos celulares se resuspendieron en 

3,5 mL de tampón que contenía 40 mM de Imidazol/HCl pH 7, 10 mM MgCl2, 100 mM 

KCl (Meyer y Stadtman, 1981), inhibidor de proteasas y 10 % de glicerol. Ambos extractos 

se conservaron a -20ºC hasta su uso. 

 

5.2 Preparación de extractos acelulares 

Las células de P. pseudoalcaligenes se rompieron por diferencia de presión mediante la 

prensa de French a una presión aproximada de 68 atm (mini-cell de Thermo Sprectronis). 

Los extractos acelulares se centrifugaron durante 15 min a 10.000 rpm (12.857 rcf) en una 

centrífuga Eppendorf 5810 (Rótor F-34-6-38) a 4 ºC para eliminar los restos celulares y las 

células enteras. El sobrenadante resultante se ultracentrifugó a 41.000 rpm (70.131 rcf) en 

una ultracentrífuga Beckman Coulter (Rótor TLA-110) d urante 1 hora a 4 ºC. Éste 

constituyó el extracto libre de células utilizado en los ensayos enzimáticos. 

 

 

6. Determinación de la temperatura óptima de las enzimas 

La temperatura óptima se determinó manteniendo la cubeta en la que se realizó 

cada uno de los ensayos dentro de un bloque metálico termostatizado a diferentes 

temperaturas (30 ºC - 70 ºC). Además, la temperatura de todos los reactivos se equilibró 

previamente a la temperatura de ensayo.  

 

 

7. Cromatografía de intercambio iónico 

7.1 Separación de las isoformas de la proteína aconitasa 

La cromatografía de intercambio iónico se empleó para separar las distintas 

isoenzimas de la proteína aconitasa presentes en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y en las 

cepas deficientes en los genes fur y acnA de la misma. Para ello se utilizó una columna de 
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intercambio aniónico (Mono Q 5/50 GL de GE Healthcare) instalada en un sistema de 

cromatografía líquida rápida para proteínas (Äkta purifier, GE Healthcare). El flujo 

utilizado fue de 1 ml/min recogiéndose fracciones de 0,5 ml. 

La columna se equilibró con tampón A (Tris/HCl 50 mM pH 8, 2 mM de DTT y 2 

% de glicerol). Una vez cargada la muestra (2 ml), la columna se lavó con el mismo tampón 

(12,5 ml) para eliminar las proteínas no unidas. Las proteínas retenidas en la columna se 

eluyeron con un gradiente de NaCl en tampón A, siguiéndose el siguiente programa: se 

aplicó un gradiente de 0 a 0,1 M de NaCl en 1 min, se mantuvo a 0,1 M durante 5 min, se 

aplicó un grad iente d e 0,1 a 0,5 M d e NaCl durante 20 min, y se aumentó d espués la 

concentración de NaCl de 0,5 a 1M durante 10 min. 

En todas las fracciones se determinó la concentración de proteínas (Absorbancia a 

280 nm y método d e Brad ford ) y la activid ad  aconitasa según lo d escrito en el apartado 

3.4.2. 

 

7.2 Determinación de metabolitos 

Los intermediarios metábolicos del ciclo de Krebs presentes en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 y FUR1 se determinaron mediante un equipo de cromatografía líquida 

rápida de alta resolución System Gold (Beckman), equipado con una columna ION-300 

(ICE-99-9850) de 300 x 7,8 mm (Transgenomic). Como fase móvil se empleó H2SO4 10 

mM a un flujo constante de 0,6 ml·min-1 y la detección se realizó a 210 nm. 

 

 

8. Técnicas de biología molecular 

8.1 Plásmidos 

Los plásmidos empleados en este trabajo y sus características más relevantes se 

muestran en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Plásmidos empleados en este trabajo 

      Plásmido       Descripción Referencia 

pGEM-T Easy 
Vector de clonación de productos de PCR, Apr, 
oriColE1, lacZα.  
Vector de clonación suicida en P. pseudoalcaligenes 
CECT5344R1. 

Promega 

   

pGEM-TE fur127/714 
Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento interno del gen fur. Apr Este trabajo 

   

pGEM-TE fur837/1071 Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento interno del gen fur. Apr Este trabajo 

   

pGEM-TE fur127/1071 
Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento interno del gen fur. Apr Este trabajo 

   

pGEM-TE fur127/714-837/1071 Vector pGEM-T Easy que contiene dos 
fragmentos internos del gen fur. Apr Este trabajo 

   

pGEM-TE fur aacC1 
Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento interno del gen fur interrumpido por 
el gen aacC1. Apr Gmr 

Este trabajo 

   

pGEM-TE fur nptII 
Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento interno del gen fur interrumpido por 
el gen nptII. Apr Kmr 

Este trabajo 

   

pGEM-TE prrF310/1611 

Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento del genoma de P. pseudoalcaligenes 
CECT5344R1, que comprende los genes 
Ppsal_975, prrF y Ppsal_976. Apr 

Este trabajo 

   

pGEM-TE prrF975/976 
Derivado del anterior con una deleción del gen 
prrF en la región comprendida entre los genes 
Ppsal_975 y Ppsal_976. Apr 

Este trabajo 

   

pGEM-TE prrF aacC1 
Derivado del anterior que contiene una inserción 
del gen aacC1 en la región comprendida entre los 
genes Ppsal_975 y Ppsal_976. Apr Gmr 

Este trabajo 

   

pGEM-TE prrF812/Sp6 
Vector pGEM-T Easy que contiene el gen 
Ppsal_976 de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 
Apr 

Este trabajo 

   

pGEM-TE acnA1203-2470 
Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento interno del gen acnA. Apr Este trabajo 
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Tabla 4. (Continuación) 

pGEM-TE acnA aacC1 
Vector pGEM-T Easy que contiene un 
fragmento del gen acnA interrumpido por el gen 
aacC1. Apr Gmr 

Este trabajo 

   

pGEM-TE nptII Vector pGEM-T Easy que contiene el gen nptII. 
Apr Kmr 

Carmona et al. 
(resultados no 
publicados) 

   

pMS255 Vector pMS255 que contiene el gen aacC1. Apr 
Gmr  (Becker et al., 1995) 

   

pVLT33 Vector pVLT33 que contiene el gen nptII. Kmr (de Lorenzo et al., 
1993) 

 

8.2 Extracción de DNA 

8.2.1 Extracción y purificación de DNA genómico 

Para purificar el DNA genómico de P. pseudoalcaligenes se utilizó el sistema 

comercial de extracción de DNA genómico GNOME (QBIOgeneR). Siguiendo el 

protocolo suministrado por el fabricante se obtuvo de una forma rápida y muy eficiente un 

DNA de calidad y en cantidad suficiente para trabajos posteriores (10 μg/ml de cultivo 

(D.O. 600 nm ≈ 0,7)). Por último, el DNA se separó tras precipitación etanólica mediante 

centrifugación al formar un ovillo.  

 

8.2.2 Extracción y purificación de DNA plasmídico 

La extracción de DNA plasmídico se llevó a cabo empleando el sistema Genopure 

plasmid Midi Kit (Roche), de acuerdo con el protocolo del fabricante. 

 

8.3 Digestión del DNA con enzimas de restricción 

Las reacciones de digestión del DNA con las endonucleasas de restricción 

contenían 0,3 µg de DNA, 2 volúmenes de tampón de restricción (10x) y la cantidad de 

enzima de restricción correspondiente según el fabricante, en un volumen final de 20 µl 

completados con H2O. Las condiciones utilizadas fueron las recomendadas por las 

diferentes casas comerciales (Fermentas) con respecto a los tampones requeridos, así como 

a las temperaturas y a los tiempos óptimos para una mayor eficiencia d e las diferentes 
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enzimas. En las digestiones del DNA con dos o más enzimas de restricción se empleó el 

tampón específico en el que más eficientemente actuaron las enzimas utilizadas. Al final del 

proceso las enzimas se inactivaron calentando la muestra a 80 ºC durante 5 minutos. 

 

8.4 Desfosforilación de los extremos de moléculas de DNA 

Los extremos fosforilados de un plásmido generados tras una digestión enzimática 

simple se desfosforilaron, para impedir la autoligación, mediante la acción de la enzima 

fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP, Roche). Se añadió 1 U de fosfatasa alcalina 

por cada 5-10 pmoles de extremos 5´. La reacción se incubó a 37 ºC durante 30 min en 

presencia del tampón adecuado según las instrucciones recomendadas por el fabricante. La 

reacción se detuvo mediante la adición de EDTA 0,5 M pH 8,0.  

 

8.5 Ligación del DNA 

Para la ligación de moléculas de DNA en plásmidos se partió de fragmentos lineales 

obtenidos por digestión con enzimas de restricción en sitios compatibles para la ligación o 

de fragmentos lineales obtenidos por PCR. La reacción se llevó a cabo añadiendo 1 U de 

DNA-ligasa del fago T4 (Promega), el tampón de ligación suministrado por la casa 

comercial y las concentraciones adecuadas de los DNA en un volumen final de 10 µl 

completado con H2O. Las ligaciones de fragmentos con extremos romos se llevaron a cabo 

durante 24 h a 14 ºC. Las ligaciones con los fragmentos cohesivos se realizaron a 22 ºC 

durante 4 ó 5 horas. La relación molar plásmido/inserto se varió según el tamaño de éstos 

y según el tipo de extremos (romos o cohesivos) considerando que las condiciones ideales 

incluyen 20-60 fmol de vector y una relación molar de inserto/vector de entre 1-3 veces 

para las ligaciones con extremos cohesivos y entre 1-5 veces para las ligaciones con 

extremos romos (Sambrook et al., 1982). 

Para calcular las concentraciones de vector e inserto se utilizaron las siguientes 

fórmulas: 

𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 = 60 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑣𝑣𝑓𝑓 ∙
1 𝜇𝜇𝑛𝑛

3000 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑣𝑣𝑓𝑓 ∙
𝑇𝑇𝑇𝑇𝑓𝑓𝑇𝑇ñ𝑣𝑣  𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 (𝑝𝑝𝑝𝑝)

1000 𝑝𝑝𝑝𝑝  

 

𝑛𝑛𝑛𝑛 𝑖𝑖𝑛𝑛𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 = 300 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑣𝑣𝑓𝑓 ∙
1 𝜇𝜇𝑛𝑛

3000 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑣𝑣𝑓𝑓 ∙
𝑇𝑇𝑇𝑇𝑓𝑓𝑇𝑇ñ𝑣𝑣 𝑖𝑖𝑛𝑛𝑖𝑖𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣 (𝑝𝑝𝑝𝑝)

1000 𝑝𝑝𝑝𝑝  



Materiales y Métodos 

71 
 

8.6 Electroforesis de DNA en gel de agarosa 

La electroforesis de DNA se llevó a cabo utilizando geles de agarosa (0,8 % p/v) 

preparados en tampón TBE (Tris base 20 mM, ácido bórico 5 mM y EDTA 0,5 mM, pH 

7,8) (Sambrook et al., 1982). Por cada 100 ml de gel se añadieron 10 μl de solución gel RED 

(Biotum) para visualizar por fluorescencia el DNA al iluminarlo con luz UV. 

A cada 5 µl de muestras de DNA se añadió 1 µl de tampón de carga compuesto por 

2 colorantes [azul de bromofenol al 0,25 % (p/v) y Xilen- cianol 0,25 % (p/v)] y glicerol al 

50 % (v/ v). La mezcla se d epositó en un pocillo d el gel, sumergid o en una cubeta con 

tampón TBE. La electroforesis se llevó a cabo en las cubetas horizontales Sub-Cell GT 

MINI y Sub-Cell GT WIDE MINI (BioRad), con un voltaje constante entre 40 y 80 V 

durante el tiempo necesario para separar suficientemente los fragmentos de DNA de 

interés. Como marcadores de tamaño de los fragmentos se utilizaron: 

- DNA del bacteriófago λ digerido con HindIII (Roche) (fragmentos de 23.139, 

9.416, 6.557, 23.22, 2.027 y 564 pb). 

- 100bp DNA Lader (Invitrogen) (un primer fragmento de 2.072 pb seguido por otro 

de 1.500, a partir de donde disminuía 100 pb).  

- 1kb DNA Lader (Invitrogen) (fragmentos desde 12 kb hasta 1 kb y después de 850, 

650, 500, 400, 300, 200 y 100 pb). 

 

8.7 Cuantificación del DNA 

De manera rutinaria se estimó la concentración de DNA visualmente en geles de 

agarosa teñidos con gel RED (Biotium) mediante análisis comparativo con una muestra 

patrón de concentración conocida. 

En caso de disponer de preparaciones de DNA de elevada pureza se cuantificó éste 

midiendo la absorbancia de las muestras diluidas en H2O a 260 y 280 nm. La pureza del 

DNA se estimó por la relación entre la absorbancia a esas dos longitudes de onda, 

considerando que relaciones A260/A280 menores a 1,5 indican una elevada cantidad de 

proteínas; entre 1,5 y 1,8 el DNA es de buena calidad; y mayores a 1,8 son indicativas de 

contaminación por RNA. Para valorar la concentración d e DNA d e d oble cad ena se 

consideró un coeficiente de extinción a 260 nm de 0,02 ml/(μg·cm)  (Cárdenas y Pineda, 

1988).  
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8.8 Recuperación de fragmentos de DNA de los geles de agarosa 

Para la recuperación d e fragmentos d e DNA d e geles d e agarosa se utilizó el 

sistema comercial de Speedtools PCR Clean Up Kit (Biotools), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 

 

8.9. Transformación de las bacterias por electroporación 

8.9.1 Preparación de células electrocompetentes 

8.9.1.1 Preparación de células electrocompetentes con glicerol 

Se añadieron 25 ml de un preinóculo de E. coli XL1 blue MRF´ o P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 a 1 l d e med io LB y se incubaron a 37 ºC ó 30 ºC, 

respectivamente, en incubador orbitar con fuerte agitación (aprox. 200 rpm). Cuando las 

células alcanzaron una densidad óptica (λ = 600 nm) próxima a 0,4 se centrifugaron a 2000 

rpm (385 rcf) (centrífuga Avanti J-25, rótor JA-14) durante 15 min a 4 ºC. Se decantó el 

sobrenadante y el sedimento de células se resuspendió en 500 ml de agua ultra pura estéril 

fría. Se centrifugaron las células con las mismas condiciones durante 20 minutos. Se volvió 

a lavar la pella o sedimento celular con 250 ml de glicerol al 10 %, frío (4 ºC). Tras una 

nueva centrifugación se realizó un último lavado con 10 ml de glicerol al 10 % frío y de 

nuevo se centrifugaron las células. La masa de células resultante se resuspendió en 1 ml de 

medio GYT evitando, en todo lo posible, pipeteos continuados o el uso de agitación que 

pudiera dañar las células. Posteriormente las células se diluyeron con medio GYT hasta una 

concentración final comprendida entre 2x1010 y 3x1010 células/ml. En esas condiciones la 

conductancia de la suspensión celular ha d e ser menor d e 5 mEq. Para d eterminar la 

concentración de células se midió la densidad óptica a 600 nm de una suspensión celular 

d iluid a 1000 veces. Se ha d e tener en cuenta que una d ensid ad  óptica d e 1 supone 

aproximadamente 2,5x108 células/ml. La suspensión resultante se dividió en cantidades 

alícuotas de 100 μl y se conservaron a -80 ºC. 

 

8.9.1.2 Preparación de células electrocompetentes con sacarosa 

Se añadió el volumen correspondiente (D.O. (λ = 600 nm) de partida = 0,1) de 

un preinóculo de E. coli (XL1 blue MRF´ y GM48) o P. pseudoalcaligenes CECT 5344 (R1 y 

PRRF1) a 500 ml d e med io LB y se incubaron a 37 ºC ó 30 ºC, respectivamente, en 



Materiales y Métodos 

73 
 

incubador orbitar con fuerte agitación (aprox. 200 rpm). Cuando las células alcanzaron una 

densidad óptica (λ = 600 nm) próxima a 0,4 se centrifugaron a 10000 rpm (9.632 rcf) 

(centrífuga Avanti J-25, rótor JA-14) durante 5 min a 4 ºC. Se decantó el sobrenadante y el 

sedimento de células se resuspendió en 500 ml de sacarosa 0,3 M, enfríada previamente en 

hielo; posteriormente, las células se centrifugaron durante 5 minutos. Este paso se repitió 

una segunda vez para eliminar los restos de medio de cultivo. Se volvió a lavar el sedimento 

celular con 50 ml de sacarosa 0,3 M, fría (4 ºC). Tras una nueva centrifugación, la masa de 

células resultante se resuspendió en 2,5 ml de sacarosa 0,3 M, manteniendo las células y los 

reactivos en hielo. La suspensión resultante se dividió en cantidades alícuotas de 50 μl y se 

conservaron a -80 ºC. 

 

8.9.2 Transformaciones de células electrocompetentes 

Las células de E. coli (XL1 blue MRF´ y GM48) y P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

(R1 y PRRF1) fueron modificadas genéticamente por transformación mediante 

electroporación en cubetas de electroporación de 0,2 cm (BioRad) frías empleando un 

equipo Micropulser (Bio-Rad), utilizando un programa predeterminado (EC2) con un 

voltaje de 2,5 kV. La constante temporal tras el pulso ha de registrarse entre 4 y 5 ms con 

una intensidad de campo eléctrico de 12,5 kV/cm. A 45 μl de suspensió n de células 

electrocompetentes se añadieron entre 10 pg y 5 ng del DNA a introducir en la bacteria. 

Tras el pulso eléctrico se añadieron 955 μl de medio LB o SOC a temperatura ambiente, las 

células se transfirieron a un tubo y se incubaron en agitación durante 1 h para el caso de las 

células de E. coli y de 2 a 3 h para las células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344. Finalmente 

100 μl de la suspensión celular concentrada 10 veces se repartieron homogéneamente en la 

superficie de placas de Petri con LB-agar y el antibiótico de selección correspondiente. 

 

8.9.3 Selección de las colonias recombinantes 

Para diferenciar las bacterias transformantes que han incorporado el plásmido 

recombinante de las que han incorporado el plásmido sin inserto se usó el método de la 

complementación del fragmento a de la β-galactosidasa. Este método requiere que el vector 

usado contenga el sitio de clonación dentro de la región codificante del fragmento a ( 

pGem‐T Easy) y la bacteria huésped exprese el otro fragmento de la β -galactosidasa 

necesario para la complementación (lacZDM15; presente normalmente en el profago f80 o 
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en F´). En los plásmidos recombinantes, la incorporación del inserto inactiva el fragmento 

a de forma que las bacterias que contienen estos plásmidos carecen d e activid ad β-

galactosidasa, originando colonias blancas en un medio de cultivo que contiene el sustrato 

incoloro X-gal.  

Las colonias recombinantes se seleccionaron mediante su crecimiento en placas 

con medio LBA (LB + antibiótico), IPTG y X-Gal con las concentraciones expuestas 

anteriormente. Las placas se incubaron a 37 ºC el tiempo necesario hasta la aparición de 

colonias recombinantes (color blanco).  

 

8.10 Reacción de amplificación en cadena con DNA polimerasa 

termorresistente (PCR) 

Las secuencias de los distintos oligonucleótidos empleados como cebadores en las 

reacciones de PCR, diseñados con la ayuda del programa OLIGO6 y encargada su síntesis 

a una casa comercial (Invitrogen), se muestran en la Tabla 5. 

Tabla 5. Oligonucleótidos empleados en este trabajo 

      Nombre Secuencia 5´-3´      Descripción 

fur127U CTGAGCGCTGCTGGTGTCACT Amplificación de fur para su mutagénesis. 

   

fur714L TCGGATCCTTGTAGACGTCCT Amplificación fur para su mutagénesis. 
BamHI. 

   

fur837U CCGGATCCGAGCTGGCTGACA Amplificación de fur para su mutagénesis. 
BamHI. 

   

fur1071L GCTGGTACCAAGATCGAGTGC Amplificación de fur para su mutagénesis. 
KpnI. 

   

prrF310U CGCGCACCGAGGTGTTCCAGC 
ATATCTA 

Amplificación de un fragmento del genoma de 
P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 que contiene 
los genes Ppsal_975, prrF y Ppsal_976, para la 
mutagénesis del gen prrF. 

   

prrF1611L ACGCTTCCATGGCCGATTACG 
TCTGGTT 

Amplificación de un fragmento del genoma de 
P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 que contiene 
los genes Ppsal_975, prrF y Ppsal_976, para la 
mutagénesis del gen prrF. 

   

prrF812L AAAAAAAGGCGGCCGGCCGGG 
GTTCGCTGA 

Amplificación de un fragmento del genoma de 
P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 que contiene 
los genes Ppsal_975, prrF y Ppsal_976, para la 
mutagénesis del gen prrF. FseI 
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Tabla 5. (Continuación) 

SP6 ATTTAGGTGAATAGAA 

DNA complementario al promotor del fago 
SP6 presente en el sitio de clonación del 
vector pGEM-T Easy. Se utilizó para 
amplificar insertos presentes en dicho lugar de 
clonación. 
Amplificación de un fragmento del genoma de 
P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 que contiene 
los genes Ppsal_975, prrF y Ppsal_976, para la 
mutagénesis del gen prrF. 
 

   

T7 TAATACGACTATAGGG 

DNA complementario al promotor del fago 
T7 presente en el sitio de clonación del vector 
pGEM-T Easy. Se utilizó para amplificar 
insertos presentes en el sitio de clonación. 

   

prrF687U CTGATGCAAAGCAACCCGCG 

Amplificación de un fragmento del genoma de 
P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 que contiene 
los genes Ppsal_975, prrF y Ppsal_976, para la 
comprobación de los mutantes PRRF1 Y FP1. 

   

prrF1259L CGACATGCGGCCTGCGAGTA 

Amplificación de un fragmento del genoma de 
P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 que 
comprende los genes Ppsal_975, prrF y 
Ppsal_976, para la comprobación de los 
mutantes PRRF1 Y FP1. 

   

acnA1203U CAAGCCAAGCGCCAAGGAAGA Amplificación de un fragmento interno del 
gen acnA para su mutagénesis. 

   

acnA2470L CACGCCCATGCCCACCAGGTT Amplificación de un fragmento interno del 
gen acnA para su mutagénesis. 

   

aacC1U ATGTTGTGTGGAATTGTGAGC 
GGATAAC 

Amplificación del gen aacC1 para la 
generación de los mutantes FUR1, PRRF1, 
FP1 y ACNA1. 

   

aacC1L GTGCTGCAAGGCGATTAAGTT 
GGGTAAC 

Amplificación del gen aacC1 para la 
generación de los mutantes FUR1, PRRF1, 
FP1 Y ACNA1.  

   

nptIIU GCTGGATCCTGCCGCAAGCACTC Amplificación del gen nptII para la 
construcción del mutante FP1. BamHI 

   

nptIIL AAGCTGGATCCTTGTAAACCGTT Amplificación del gen nptII para la 
construcción del mutante FP1. BamHI 

Aparece subrayada la secuencia diana de las distintas enzimas de restricción 
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Cada reacción de PCR contenía, además del DNA a amplificar (10-50 ng de DNA 

genómico y 10 ng de DNA plasmídico) y la polimerasa (0,5 U de Taq DNA Polimerasa, 

Biotools), los cebadores correspondientes (1,0 µM), una mezcla equimolecular de 

desoxinucleótidos (dNTP`s) (0,2 mM), MgCl2 (2,0 mM) y el tampón especificado por la 

casa comercial en un volumen final de 20 µl.  

Para amplificar el DNA genómico sin posibles mutaciones se usó el kit comercial 

KOD Hot Start Master Mix DNA Polymerase (Novagen). Para ello, en cada reacción de PCR 

se incluyó el DNA a amplificar (5 ng d e DNA genómico/ plasmíd ico), los cebad ores 

correspondientes (0,3 µ M) y el tampón, los d esoxinucleótid os y la DNA-polimerasa 

proporcionados en el kit (10 µl, 0,4 U de KOD Polimerasa), en un volumen final de 20 µl. 

Los productos amplificados se purificaron con el sistema Speedtools PCR Clean Up 

Kit (Biotools). 

 

8.10.1 Amplificación de acnA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

Los oligonucleótidos acnA1203U y acnA2470L se utilizaron para amplificar parte 

del gen acnA. Las condiciones estándar de la reacción de amplificación fueron las 

siguientes: tras una desnaturalización inicial a 94 ºC durante 3 min, tuvieron lugar 30 ciclos 

de 1 min a 94 ºC, 30 s a 60 ºC y 1 min 30 s a 72 ºC para amplificar el DNA genómico 

puesto en la reacción (10 ng); a estos 30 ciclos le siguieron 5 min a 72 ºC para finalizar una 

posible extensión incompleta de los productos de PCR. Ocasionalmente, los productos 

obtenidos tras la amplificación se purificaron para eliminar los cebadores y los dNTP´s; 

también se recurrió a separar el DNA mediante electroforesis y recuperar el fragmento de 

interés como se describe en el apartado 7.8 de esta sección. El tamaño esperad o d e la 

amplificación con los oligonucleótidos acnA1203U y acnA2470L fue de 1288 pb. 

 

8.10.2 Amplificación de fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

Se utilizaron las parejas de oligonucleótidos fur127U, fur714L; fur837U, fur1071L; y 

fur127U, fur1071L como cebadores en las reacciones de PCR, en las que se usó como molde la 

cantidad óptima de DNA genómico (10 ng). Las condiciones seguidas fueron: 3 min a 94 

ºC, seguid os por 30 ciclos d e 1 min a 94 ºC, 30 s a 55 ºC y 1 min 30 s a 72 ºC; y una 

extensión final de 5 min a 72 ºC.  
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Los tamaños esperados de las amplificaciones con los oligonucleótidos fur127, fur714; 

fur837, fur1071 y fur127, fur1071 fueron 587, 234 y 944 pb, respectivamente. 

 

8.10.3 Amplificación de prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

Las parejas de oligonucleótidos prrF310U, prrF1611L se usaron como cebadores 

para amplificar los fragmentos génicos situados entre Ppsal_975 y Ppsal_976 en una 

reacción de PCR con los siguientes ciclos: 5 min a 96 ºC, seguidos de 39 ciclos de 30 s a 95 

ºC, 30 s a 60 ºC y 4 min a 70 ºC; y una extensión final de 5 min a 70 ºC. Se obtuvo un 

fragmento de 1345 pb. Como DNA molde se utilizó DNA genómico (10 ng). 

Para crear un sitio de restricción FseI se utilizó la pareja de cebadores prrF812L y 

Sp6. Como DNA molde se usó el plásmid o PGEM-TE prrF310/1611 (5 ng). El programa 

usado fue: 1 min a 96 ºC, seguidos de 29 ciclos de 30 s a 96 ºC, 30 s a 54 ºC y 1 min 30 s a 

72 ºC; y una extensión final de 5 min a 72 ºC. El tamaño esperado de la amplificación fue 

de 600 pb. 

 

8.10.4 Diseño de la técnica de PCR para amplificar el gen aacC1 

Para amplificar el gen aacC1 que confiere resistencia a gentamicina se usaron los 

oligonucleótidos aacC1U y aacC1L con las siguientes condiciones de PCR: 3 min a 94 ºC, 

seguidos por 30 ciclos de 30 s a 94 ºC, 30 s a 60 ºC y 2 min a 68 ºC; y una extensión final 

de 10 min a 68 ºC. Como DNA molde se utilizó el plásmido PMS255 (10 ng) que contiene 

el gen aacC1. El tamaño de este fragmento fue de 939 pb. 

 

8.10.5 Diseño de la técnica de PCR para amplificar el gen nptII 

El gen nptII, que confiere resistencia a kanamicina, se amplificó a partir de DNA 

plasmídico del vector pVLT33 (10 ng) con los oligonucleótidos nptIIU y nptIIL. Las 

condiciones de PCR usadas fueron: 3 min a 94 ºC, seguidos por 30 ciclos de 30 s a 94 ºC, 

30 s a 61,6 ºC y 2 min a 68 ºC; y una extensión final de 10 min a 68 ºC. Se obtuvo un 

fragmento de 1627 pb, que posteriormente se clonó en pGEM-T Easy originándose el 

plásmido pGEM-TE nptII. 
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8.11 PCR de colonias 

El análisis rutinario de las colonias transformantes se realizó mediante PCR de 

colonias. Con el asa de platino se seleccionó una cantidad suficiente de cultivo bacteriano, 

de 3-4 colonias escogidas al azar, y se disgregaron en 100 µl de tampón TE (Tris-HCl 10 

mM y EDTA 1 mM pH 8), que se incubó a 96 ºC d urante 5 min en un termo-bloque. 

Posteriormente, para separar el DNA de los demás fragmentos celulares, se centrifugó a 

10000 rpm (10.397 rcf) (Centrífuga Eppendorf 5804 Rótor F-34-6-38) durante 10 min a 4 

ºC. Por último, el sobrenadante se transfirió cuidadosamente a un nuevo tubo para su 

análisis. 

 

8.12 Reacción de amplificación en cadena con DNA polimerasa 

termorresistente a tiempo real o PCR cuantitativa (q-PCR) 

La PCR a tiempo real es una variación de la técnica de PCR tradicional basada en la 

detección y cuantificación simultánea de la fluorescencia emitida por los productos de PCR 

que se acumulan durante el proceso de amplificación. Utilizando cebadores específicos de 

secuencia, es posible determinar el número de copias o la cantidad relativa de una 

determinada secuencia de DNA o RNA (Pfaffl, 2001). 

Cuando la PCR a tiempo real se combina con una reacción de retro-transcripción o 

RT (RT-PCR), puede determinarse la cantidad de mRNA de una muestra mediante una 

cuantificación relativa. Dicha cuantificación se denomina relativa ya que compara entre 

diferentes muestras (tejidos, tratamientos, fase de crecimiento, etc) la cantidad relativa o 

relación del mRNA de un gen específico respecto a la cantidad de mRNA de un gen 

constitutivo (control endógeno). Para la cuantificación, se mide en cada ciclo de PCR la 

cantidad de amplicón producido. La cuantificación del producto se produce mediante la 

ad ición d e un fluoróforo que se une al amplicón d e forma cuantitativa, d e forma que a 

mayor producto mayor fluorescencia se emitirá (Pfaffl, 2001). Esto permite conocer y 

registrar en cada momento la cinética de la reacción de amplificación (Higuchi et al., 1993). 

Los sistemas de PCR a tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia producida 

en cada ciclo de PCR y los programas informáticos de análisis representan dicha 

fluorescencia gráficamente respecto al número de ciclos. La cantidad de amplicón 

producido es proporcional al número de moléculas de RNA/DNA iniciales, de forma que 
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en aquellas muestras con mayor expresión del gen el amplicón fluorescente aparecerá en 

ciclos anteriores (Pfaffl, 2001). 

 

8.12.1 Extracción y purificación de RNA 

Para la extracción y purificación del RNA se tomó 1 ml de células de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 o de cepas mutantes para cada una de las condiciones 

estud iad as. Las células se centrifugaron a 13000 rpm (17.572 rcf) en una centrífuga 

Eppendorf 5804 (Rótor F-34-6-38) y se homogeneizaron en tampón PBS (Na2HPO4 9,1 

mM, NaH2PO4 1,7 mM y NaCl 150 mM). Posteriormente, éstas se rompieron por choque 

térmico manteniendo la disolución de células a una temperatura de 96 ºC durante 10 min. 

Los restos de DNA genómico y moléculas de elevado peso molecular, como proteínas, se 

eliminaron por centrifugación a 10000 rpm (10.397 rcf) (Centrífuga Eppendorf 5804 Rótor 

F-34-6-38) durante 20 min a 4 ºC. El sobrenadante resultante contenía el RNA total.  

La purificación del RNA se llevó a cabo mediante el TaqMan Gene Expression 

Cells-to-CT Kit (Ambion), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

 

8.12.2 Cuantificación del RNA 

La pureza d el RNA se d eterminó mid iend o la relación A260nm /A280nm y su 

concentración a partir de la absorbancia obtenida a 260 nm. Además se analizó por 

electroforesis en gel de agarosa para determinar su integridad. 

 

8.12.3 Retrotranscripción (RT) del RNA 

Para el proceso de retrotranscripción d el RNA se usó el High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Byosistems), siguiendo las indicaciones del fabricante. El 

RNA (1,0 µg) se incubó a 37 ºC durante 120 min y después se elevó la temperatura a 85 ºC 

durante 5 min para inactivar la enzima. 

 

8.12.4 Diseño de la técnica de q-PCR para los genes 16S, acnA, acnB, 

fumB, fumC, fur, prrF y fiuA 

Los oligonucleótidos usados para la amplificación y cuantificación de los 

diferentes cDNAs fueron ensayos de expresión génica Taqman (Applied Byosistems). Se 

trata d e una mezcla d e las sond as Taqman y los oligonucleótid os Forward  y Reverse 
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específicos y validados. En la Tabla 6 se muestran los cebadores utilizados en cada caso y la 

eficiencia calculada experimentalmente para cada uno de ellos. 

Tabla 6. Oligonucleótidos empleados en los ensayos de expresión génica mediante 
q-PCR. 

Oligonucleótidos Secuencia 5´-3´ 
Fluoróforo  

(Sonda Taqman) 

Eficiencia 

(%) 

16SF CCAGCAGCCGCGGTAATA 
ACGCTTGCACCCTTC 100 

16SR CGCGCTTTACGCCCAGTA 

    

acnAF TGGTGATCGCTGCCATCA 
AACACGTCCAACCCC 93,93 

acnAR CCGGCGGCCATCATCA 

    

acnBF CCACCGGCCCGATGAC 

ACGCCAGGTCTTTCA 96,62 
acnBR 

CACCAGGTCAGCCGAGAA

G 

    

fumBF 
TGTTCGAGAAGGTCAACCA

ACTG 
CTGGGCGGCCTGACCA 96,65 

fumBR 
GGGTCGGATAATCCATGAT

CTTCAC 

    

fumCF CGCCGTCTGCGAACTG 
TCGGCACCGGTCTCA 91,93 

fumCR GCAGCGATGGCTTCGG 

    

furF GCGTGCTGACCCAGTTC 

CCGCCATCGAAGTTG 99,98 
furR 

TGTCAGCCAGCTCGAATAC

G 

    

prrFF 
CGAGATCAGCCGATAAGCT

AAAGA 
TCGGACTCTTCAGATTAT 98,19 

prrFR 
GTCAATAACCGTGATTAGC

CTGATG 

    

fiuAF 
TCAACGATACCTGGCAGTT

CAATC 
CTGTAGCGCAGATTCT 84,97 

fiuAR 
GCCGTGATGATCTGGTTAT

CCA 
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Las condiciones de q-PCR utilizadas fueron: 2 min d e incubación a 50 ºC, 10 

min a 95 ºC para activar la enzima, seguidos por 40 ciclos de 15 s a 95 ºC y 1 min a 60 ºC. 

Los reactivos utilizados pertenecen también a TaqMan Gene Expression Cells-to-CT 

Kit (Ambion). 

Como gen constitutivo (control endógeno) se usó el gen que codifica la 

subunidad ribosómica pequeña (rRNA16S) (Applied Byosistems). 

 

8.12.5 Método de cuantificación de la expresión de los diferentes genes 

Fundamentalmente, existen dos métodos de cuantificación, dependiendo si la 

eficiencia de amplificación del gen objeto de estudio y el del gen de referencia son 

comparables. El método del ΔΔCt, en el que se comparan d irectamente los Cts d el gen 

testado y el gen de referencia (ΔCt) en cada muestra, y posteriormente se comparan los ΔCt 

de la muestra experimental con respecto a la muestra control, sólo es conveniente usarlo si 

las eficiencias de ambos genes son similares. Mediante el otro método, basado en la 

utilización de una recta estándar a partir de cDNAs de concentraciones conocidas, y en la 

extrapolación de la concentración del gen en la muestra experimental a partir del Ct 

obtenido, se calcula la relación entre la concentración del gen testado y el gen de referencia, 

y se compara dicha relación entre las muestras (Pfaffl, 2001). 

Existe un tercer método, similar al ΔΔCt, pero corregido para las eficiencias de 

los diferentes genes: Método PfaffI (Pfaffl, 2001). Para la cuantificación se utiliza la 

siguiente ecuación: 

 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝑝𝑝.  𝑅𝑅𝑣𝑣𝑓𝑓. =
([𝑣𝑣𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]𝑓𝑓 − [𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]𝑛𝑛,𝑓𝑓 )/([𝑣𝑣𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]16𝑖𝑖 − [𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]𝑛𝑛,16𝑖𝑖)
([𝑣𝑣𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]𝑣𝑣 − [𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]𝑛𝑛,𝑣𝑣)/([𝑣𝑣𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]16𝑖𝑖𝑣𝑣 − [𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐]𝑛𝑛,16𝑖𝑖𝑣𝑣 ) 

 

donde [cDNA]m y [cDNA]16s se refieren a la concentración de cDNA obtenido para 

el gen estudiado en cada caso y el gen endógeno utilizado (16S), respectivamente, y 

[DNA]g,m y [DNA]g,16s muestran la concentración de DNA genómico presente en las 

muestras. En el denominador aparece la concentración de cDNA utilizado como control, 

relativo a la concentración del gen endógeno, denominándose a esta expresión calibrador. 

La expresión relativa d e la muestra calibrad or es la que presenta el valor 1 y a la que se 

refiere la expresión de las demás muestras. 
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Las concentraciones de cDNA y DNA genómico se calcularon por extrapolación 

de las señales (CT) obtenidas en las rectas de calibrado previamente determinadas para cada 

uno de los genes. Las rectas patrón se realizaron usando diluciones seriadas (1/10, 1/5 ó 

1/2) a partir de un cDNA original. 

 

8.13 Secuenciación y anotación del genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 

El genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se secuenció según lo descrito por 

Luque et al. (Luque-Almagro et al., 2013). Inicialmente se realizó la predicción de genes y 

anotación automática del borrador del genoma mediante el sistema de anotación GenDB 

2.0 (Meyer et al., 2003a) y su enlace con la base de datos KEGG. Posteriormente se llevó a 

cabo una anotación manual de las secuencias, que permitió una identificación de genes más 

precisa. 

 

8.14 Transcriptómica 

El transcriptoma es el grupo completo de genes expresados bajo condiciones 

particulares. Se define como el grupo de moléculas de RNA que están presentes y pueden 

referirse a un tipo celular único, como es este caso, o a cualquier organización compleja de 

células, hasta constituir un organismo. Debido a que algunos genes generan múltiples 

mRNA, es probable que el transcriptoma sea más grande que el número de genes definidos 

directamente en el genoma. El transcriptoma no incluye sólo el mRNA, sino también los 

RNA no codificantes (como tRNA, rRNA y microRNA o miRNA). 

 

8.14.1 Extracción y purificación de RNA 

Para purificar el RNA total d e P. pseudoalcaligenes CECT 5344 (R1 y FUR1) se 

utilizó el sistema comercial de extracción Aurum Total RNA Mini Kit (Biorad). Siguiendo el 

protocolo suministrado por el fabricante se obtuvo RNA de calidad y en cantidad 

suficiente para trabajos posteriores (0,3-0,8 µg/µl; Pureza ≥ 1,7). Como paso adicional de 

purificación, el RNA se trató con DNasa proporcionada en el Kit DNAse free (DNAse 

Treatment and  Removal d e Ambion). Por último, se analizó la integrid ad  d el RNA por 

electroforesis en gel de agarosa. 



Materiales y Métodos 

83 
 

 

8.14.2 Cuantificación del RNA 

El RNA extraído y purificado para su análisis por la técnica de transcriptómica 

se cuantificó como se indica en el apartado 7.12.2 de este capítulo. 

 

8.14.3 Sustracción del RNA ribosómico (rRNA) 

La sustracción d el RNA ribosómico d e las muestras se realizó con el sistema 

comercial MICROB Express Kit (Ambion). En los casos en que la cantid ad  d e RNA d e 

partida fue inferior a 5 µg, el RNA total se precipitó previamente según las instrucciones 

proporcionadas por el fabricante. 

 

8.14.4 Electroforesis de mRNA en gel de agarosa-formaldehído 

La electroforesis d e mRNA se llevó a cabo en geles d e agarosa (1,2 % p/v) 

preparados en tampón MOPS pH 7 a los que se añadió formaldehído a una concentración 

de 2,5 M.  

A cad a 5 µ l d e muestra d e mRNA se añad ieron 5 µl d e tampón d e carga 

compuesto por formamida desionizada al 38 % (v/v), formaldehído a una concentración 

de 1,4 % (v/v), tampón MOPS pH 7 0,38 mM y solución teñidora al 10 % [BPB al 0,25 % 

(p/v), EDTA 1 mM y glicerol al 50 % (v/v)]. La mezcla se depositó en un pocillo del gel, 

sumergido en una cubeta con tampón MOPS pH 7. La electroforesis se llevó a cabo en las 

cubetas horizontales Sub-Cell GT MINI y Sub-Cell GT WIDE MINI (BioRad), con un 

voltaje constante de 40 V durante el tiempo necesario para visualizar correctamente todas 

las bandas. Como marcador de tamaño de los fragmentos de RNA se usó 0,5-10 kb RNA 

Lader (Invitrogen). 

 

8.14.5 Tratamiento del mRNA y análisis bioinformático de los datos 

El tratamiento del mRNA y el análisis bioinformático de los datos se llevó a 

cabo por la empresa Sistemas Genómicos, S. L. (Valencia, España). El protocolo utilizado 

para analizar las diferencias de expresión de los mRNA presentes en el transcriptoma de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 frente a P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se detalla a 

continuación. 
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8.14.5.1 Preparación de las muestras 

8.14.5.1.1 Control de calidad 

Se valoró la calidad  y cantidad  del RNA de tres formas: med iante med ida de 

absorbancia a 260 nm con un NanoDrop 1000, cuantificación por fluorescencia con Qubit, 

y electroforesis en Agilent 2100 Bioanalyzer.  

 

8.14.5.1.2 Construcción de librerías 

Se obtuvieron librerías de fragmentos compatibles con la plataforma SOLiD a 

partir del mRNA. Para la obtención de las librerías se aplicaron los protocolos y 

recomendaciones proporcionados por Life Technologies para la secuenciación en SOLiD 

v4. La calidad y cantidad de las librerías se valoró mediante su análisis con Qubit y Agilent 

2100 Bioanalyzer. 

 

8.14.5.1.3 Obtención de microesferas para secuenciación 

La mezcla equimolar d e las librerías se sometió a un proceso d e PCR en 

emulsión para la amplificación clonal de los fragmentos, seguido de un proceso de 

enriquecimiento y modificación química para permitir la carga en la cámara de reacción. 

Para la realización de este proceso se siguieron los protocolos y recomendaciones 

proporcionados por Life Technologies para la secuenciación en SOLiD v4.  

 

8.14.5.1.4 Secuenciación 

La calid ad y cantid ad  d e las microesferas obtenidas a partir d el pool d e las 

librerías se estimó teniendo en cuenta los parámetros obtenidos del WFA (workflow 

analysis). Posteriormente se llevaron a cabo las reacciones para la obtención de secuencias 

de 50 nt + 35 nt (Paired-End) en SOLiD v4. La calidad de los datos obtenidos se estimó 

mediante los parámetros proporcionados por el software SETS (SOLiD Experimental 

Tracking System).  

 

8.14.5.2 Análisis de los datos 

Los datos se analizaron a distintos niveles: 

- Primario: Control de calidad de las secuencias generadas.  

- Secundario: Mapeo de las lecturas, cuantificación e identificación de transcritos.  
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- Terciario: Comparación entre muestras. Estudios funcionales.  

 

8.14.5.2.1 Análisis primario. Control de calidad del dato bruto 

El análisis primario se llevó a cabo utilizando scripts “in house” escritos en 

Perl, bash y R.  

 

8.14.5.2.2 Análisis secundario. Mapeo y cuantificación de transcritos 

Las lecturas generadas se mapearon frente a la última versión del genoma de P. 

Pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 presente en la base de datos NCBI [http://0-

www.ncbi.nlm.nih.gov.ilsprod.lib.neu.edu/nuccore/CAIG00000000.1] (“National Center 

of Biotechnology Information”) utilizando el software Bioscope1.3 

[http://solidsoftwaretools.com]. Posteriormente se eliminaron las lecturas de una baja 

calidad en el mapeo mediante Picard Tools [http://picard.sourceforge.net]. Una vez 

seleccionado las lecturas con un valor de calidad elevado se llevó a cabo el ensamblaje, 

identificación y cuantificación de los transcritos mediante inferencia bayesiana utilizando 

cufflinks v2.02 (Trapnell et al., 2010). 

 

8.14.5.2.3 Análisis terciario. Comparación de muestras 

En el presente experimento no se utilizaron réplicas biológicas, por lo tanto, 

todos los procedimientos estadísticos en el apartado terciario se adaptaron a dicha 

circunstancia. Para llevar a cabo el estudio de expresión diferencial entre grupos de 

muestras se utilizaron diferentes paquetes estadísticos diseñados en Python y R. Se utilizó el 

paquete HTSeq [http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq] para obtener el 

número de lecturas presentes por transcrito (cuantificación asociada directamente con la 

expresión del transcrito).  

Posteriormente, se aplicaron diferentes algoritmos de normalización EDASeq 

[http://www.bioconductor.org/packages/2.11/bioc/html/EDASeq.html] y de expresión 

diferencial mediante la premisa de una distribución binomial negativa mediante DESeq 

(Anders y Huber, 2010). Estos términos son los más aceptad os actualmente por la 

comunidad científica para estudios de expresión diferencial mediante RNA-SEQ.  

Se consideró transcrito diferencialmente expresado aquel que presenta un valor 

de FolChange inferior a -2 o superior a 2 y con un valor de pValue de 0,1.  
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8.14.5.2.4 Análisis terciario. Anotación de los genes diferencialmente expresados  

Los transcritos identificados fueron anotados mediante diferentes bases de 

datos. En un primer paso se obtuvo la descripción del transcrito asociado a la base de datos 

NCBI. En un segundo paso se seleccionaron las “keywords” asociadas a cada transcrito 

presente en la base de datos de proteínas Uniprot [http://www.uniprot.org/] para P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Finalmente, los transcritos desconocidos fueron anotados 

mediante homología de secuencias frente a la base de datos Uniprot y frente a la base de 

datos Rfam [http://rfam.sanger.ac.uk/] para la identificación de posibles “non coding 

RNAs”.  

 

8.14.5.2.5 Análisis terciario. Estudio de enriquecimiento funcional 

Debido a la escasa anotación funcional de los transcritos presentes en el 

organismo P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, se utilizaron técnicas de Text-mining en texto 

libre [http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/digest/index.php] utilizando las descripciones 

presentes en los transcritos cuyo pValue fueron inferiores a 0,1.  

Con esta técnica se pretende dar una orientación general de que funciones se 

están alterando diferencialmente en las comparaciones. 

 

8.15 Disrupción insercional de genes cromosómicos de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 

Para la construcción de las cepas mutantes FUR1, PRRF1, FP1 y ACNA1 (Tabla 

2), se procedió a la disrupción insercional de los genes fur, prrF y acnA, respectivamente, 

por doble recombinación homóloga. Para ello, se amplificaron fragmentos internos de cada 

uno de los genes citados, y se clonaron en el lugar de clonación múltiple de pGEM-T Easy, 

un plásmido que se replica en E. coli XL1 blue MRF´ y E. coli GM48 pero no en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Posteriormente, se amplificó y aisló el gen que confiere 

resistencia a gentamicina (aacC1) a partir del vector pMS255. El gen aacC1 se insertó entre 

los fragmentos génicos de fur, prrF y acnA resultando los plásmidos pGEM-TE fur aacC1, 

pGEM-TE prrF aacC1 y pGEM-TE acnA aacC1 (Tabla 4). Las construcciones resultantes 

pGEM-TE fur aacC1, pGEM-TE prrF aacC1 y pGEM-TE acnA aacC1 (Tabla 4), fueron 

transferidas a P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, mediante electroporación. Para la 

construcción de la cepa mutada en los genes fur y prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

se amplificó el gen que confiere resistencia a kanamicina (nptII) a partir del vector pVLT33 
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y se clonó en el lugar de clonación múltiple de pGEMT-Easy, obteniéndose el plásmido 

pGEM-TE nptII (Tabla 4). A partir d e este nuevo plásmid o se aisló el gen nptII, que se 

insertó en el interior del fragmento génico de fur, resultando el plásmido pGEM-TE fur 

nptII (Tabla 4). Dicho plásmido fue transferido a la cepa mutante PRRF1, mediante 

electroporación. Las bacterias transformadas obtenidas serán el resultado de una mezcla de 

recombinación homóloga doble o simple entre el gen nativo cromosómico y el 

correspondiente fragmento interno clonado en el vector suicida, con la consiguiente 

disrupción génica por integración plasmídica. Dichos transformantes fueron seleccionados 

en medio LB suplementado con gentamicina (10 μg/ml) o kanamicina (50 µg/ml). Para 

favorecer el proceso de doble recombinación en los transformantes que sufrieron 

recombinación simple, varias colonias escogidas al azar se crecieron en medio líquido sin 

método de selección. Posteriormente, una alícuota de este cultivo se sembró en placa por el 

método de agotamiento, con el fin de obtener colonias aisladas de bacterias transformantes 

que habían sufrido una recombinación homóloga doble entre el gen nativo cromosómico y 

el correspondiente fragmento interno clonado en el vector suicida (Junker et al., 2001). La 

correcta sustitución de los genes descritos y la ausencia del vector se comprobaron 

mediante amplificación por PCR usando dos oligonucleótidos internos del fragmento 

génico correspondiente (fur127U y fur1071L, prrF687U y prrF1259L o acnA1203U y acnA2470L; 

Tabla 5). Además, en cada caso, se comprobó la ausencia de expresión de los genes 

interrumpidos mediante PCR a tiempo real.  

 

 

9. Análisis bioinformático 

Para la identificación de sitios de restricción se empleó el servidor 

http://www.restrictionmapper.org/. La edición de las secuencias en formato 

PEARSON/FASTA se realizó en el servidor http://www.bioinformatics.org/sms2/. Los 

análisis de secuencias de nucleótidos se realizaron en el servidor 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/blast/. Las búsquedas de similitudes de secuencia de 

nucleótidos y de aminoácidos se realizaron utilizando el programa BLAST en el servidor 

del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los entornos génicos de las proteínas 

ortólogas a las proteínas estudiadas se identificaron en los servidores 

http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/CmrHomePage.cgi y http://www.pseudomonas.com 
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(Winsor et al., 2009). Los alineamientos de secuencias de nucleótidos y los alineamientos 

múltiples de proteínas se realizaron con el programa CLUSTALW (Larkin et al., 2007), en el 

servidor http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/. La secuencia de nucleótidos del 

cromosoma circular de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 está disponible en el EMBL-EBI 

(European Bioinformatics Institute database) en el servidor http://0-

www.ncbi.nlm.nih.gov.ilsprod.lib.neu.edu/Traces/wgs/?val=caig# (Luque-Almagro et al., 

2013). Los árboles filogenéticos se realizaron con el método Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008) 

en el servidor http://www.phylogeny.fr/. Las predicciones de estructura secundaria se 

realizaron con el programa ESPript, en el servidor http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-

bin/ESPript.cgi. (Gouet et al., 2003). La predicción de la estructura secundaria y terciaria de 

la proteína Fur se realizó con el programa Phyre2 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index (Kelley y Sternberg, 2009). 

La predicción de la estructura secundaria del sRNA PrrF se realizó en mediante el servidor 

The Vienna RNA Website (RNA fold server) http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAfold.cgi? (Gruber et al., 2008; Lorenz et al., 2011). Los puntos isoeléctricos y las 

masas moleculares de las proteínas se calcularon de forma teórica mediante el servidor 

http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html. (Bjellqvist et al., 1994; Bjellqvist et al., 1993). 

 

 

10. Equipos 

• Balanza analítica de Cobos. 

• Balanza de Cobos. 

• Baño termostatizado de Selecta. 

• Campana de flujo laminar Telstar MH-100 provista de luz ultravioleta. 

• Centrífuga de sobremesa minispin plus de Eppendorf. 

• Centrífuga Eppendorf 5810R utilizada con los rotores basculante A-4-62 y de ángulo 

fijo F34-6-38. 

• Centrífuga Eppendorf 5804R que soporta los rotores de ángulo fijo F34-6-38 y F45-30-

11. 

• Digitalizador de imágenes visible-UV BioRad Chemi Doc provisto del software 

Quantity One 4.3.1. 

• Electroporador Micropulser de Biorad. 
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• Equipo de cromatografía líquida rápida para proteínas (FPLC) de GE Healthcare. 

• Equipo de cormatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) de  

• Espectrofotómetro Helyos B de Termo Spectronics. 

• Estufas de incubación Selecta Incudigit (empleada a 30ºC) y Raypa incuterm (a 37ºC). 

• Fuentes de alimentación BioRad PowerPac HV y PowerPac Basic. 

• Incubadores orbitales Infors Multitron y Multitron II. 

• Kit de electroforesis de Mini-PROTEAN 3 Cell de BioRad. 

• pHmetro GLP21 de Crison. 

• Prensa de French SLM-Amino. 

• Termobloques Tembloc de Selecta y Digital Heatblock de VWR. 

• Termociclador Eppendorf Mastercicle. 

• Termociclador S1000 Thermal Cycler de Biorad. 

• Termociclador StepOne Real Time PCR System (Applied Biosystems) provisto de 

software StepOne v2.1. 

• Ultracentrífuga Beckman Coulter. 

• Vórtex de Fisher Scientific. 

 

 

11. Reactivos 

Los reactivos utilizados fueron de la mayor pureza comercialmente disponible en 

las casas comerciales BioRad, Conda, Fluka, Merk, Panreac, Riedel-de Haën, Sigma-

Aldrich, VWR-ProLabo. 
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Capítulo 1.  

Papel de la proteína Fur en el metabolismo del cianuro en                     

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 
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Gracias al Consorcio entre el grupo Metabolismo del Nitrógeno en Bacterias 

Fotosintéticas de la Universidad de Córdoba, el servicio de Genómica del Centro de 

Biotecnología (CeBiTec) de la Universidad de Bielefeld y el grupo de Biotecnología de 

Microorganismos (BioMic) de la Universidad de Extremadura se ha secuenciado el genoma 

de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, obteniéndose así el primer borrador del genoma de 

una bacteria que asimila cianuro en condiciones alcalinas (Luque-Almagro et al., 2013). 

Inicialmente se realizó la predicción de genes y anotación automática del borrador 

del genoma mediante el sistema de anotación GenDB 2.0 (Meyer et al., 2003) y su enlace 

con la base de datos KEGG. Posteriormente, se llevó a cabo una anotación manual de las 

secuencias, lo que permitió una identificación de genes más precisa. La secuencia genómica 

de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (contingencias CAIG01000001-CAIG01000024) se 

encuentra depositada en la base de datos EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute 

database). 

 

1.1. Identificación del gen fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

La proteína Fur, regulador global de la transcripción en procariotas, es el sistema 

regulador de la homeostasis de hierro más estudiado en bacterias. Se identificó por primera 

vez en E. coli (Bagg y Neilands, 1987), aunque posteriormente se han descrito homólogos 

de Fur, todos ellos muy conservados, en un gran número de bacterias Gram negativas, 

incluidas patógenas de humanos (Ochsner et al., 1995). El análisis de la secuencia genómica 

de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ha conducido a la identificación de un marco abierto 

de lectura muy similar al de los genes fur de otros microorganismos, y en cuyo entorno 

génico se localizan los genes omlA, recN o grpE. En otras especies de Pseudomonas como P. 

mendocina, P. stuzteri o P. fluorescens dicho gen se encuentra en idéntico contexto genético 

(Figura 5).  

 

 

Figura 5. Esquema de la región de 6,5 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes  
CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen fur (BN5_03111). Los genes que flanquean 
la secuencia codificante de la proteína Fur codifican las siguientes proteínas: DnaK (BN5_03108), 
proteína carabina; GrpE (BN5_03109), proteína de choque térmico; RecN (BN5_03110), proteína 
de reparación de DNA; OmlA (BN5_03112), lipoproteína de la membrana externa; Ppsal_922 
(BN5_03113), proteína hipotética y Ppsal_921 (BN5_03114), posible proteína ciclasa/deshidratasa. 
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La función de los productos codificados por los genes que flanquean a fur no parece 

tener ninguna relación con el metabolismo del hierro. Se sabe que, en P. aeruginosa, los 

genes omlA y fur se transcriben divergentemente y contienen regiones promotoras 

solapadas, siendo OmlA una lipoproteína de membrana externa posiblemente relacionada 

con el mantenimiento de la membrana celular (Ochsner et al., 1999b). 

El alineamiento de la secuencia deducida de aminoácidos de la proteína Fur de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 con las secuencias de diferentes bacterias presentes en las 

bases de datos (Figura 6), mostró que se trata de una proteína cuya secuencia se encuentra 

muy conservada entre los diferentes microorganismos, siendo prácticamente idénticas en 

las distintas especies de Pseudomonas, teniendo un grado de identidad del 100 % con la 

secuencia P. medocina ymp, del 94 % con la de P. aeruginosa PA7 y del 91% con la de P. 

fluorescens Pf5, aunque se detectan claras diferencias entre las secuencias de las proteínas Fur 

del género Pseudomonas y de E. coli (55,97 % de identidad).  

Una característica notable de la secuencia primaria de las proteínas Fur es la 

presencia de bastantes residuos de histidina y, ocasionalmente, varios residuos de cisteína 

según los motivos H3-5X2CX2 y CX2-5C. En la secuencia de la proteína de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 se encuentran 9 residuos de histidina. En la proteína de E. coli O157:H7 str. 

EDL933 los 12 residuos de histidina no parecen estar implicados en la unión al metal (Coy 

et al., 1994), pero no ocurre lo mismo en Fur de B. subtilis, donde dos residuos de histidina 

(H96 y H97) participan en la unión al metal correpresor (Bsat y Helmann, 1999). A pesar 

del considerable nivel de similitud entre las proteínas Fur, también existen diferencias 

notables, por ejemplo, Fur de E. coli y de organismos relacionados posee cuatro residuos de 

cisteína, dos de ellos, probablemente implicados en procesos redox y localizados en el 

extremo carboxiterminal, con la secuencia consenso C-X4-C (Coy y Neilands, 1991; Coy et 

al., 1994). Las otras dos cisteínas desempeñan un papel muy importante en la unión a zinc, 

siendo cruciales para la dimerización de la proteína (Althaus et al., 1999). En cambio, Fur de 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, como ocurre en otras proteínas ortólogas de Pseudomonas 

(Vasil, 2007), sólo posee un residuo de cisteína, careciendo del motivo carboxiterminal 

(Figura 6). De hecho, las proteínas Fur de Pseudomonas tienen un tamaño menor que la 

proteína Fur de E. coli. La estructura dimérica de ambas proteínas parece similar salvando 

las diferencias provocadas por la unión a zinc (Vasil, 2007). 
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Figura 6. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos deducidas de 
Fur. La búsqueda de homología entre las diferentes secuencias se realizó con el programa BLAST. 
El alineamiento múltiple se construyó utilizando el método NJ (“Neighbor –Joining” (Larkin et al., 
2007)) y la estructura secundaria de las proteínas mediante el servidor ESPript (Gouet et al., 2003). 
Entre paréntesis se proporcionan los números de acceso correspondientes a GenBank de cada una 
de ellas: PPSAL (AEW11941) para P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, PMEN (YP_001189107) para 
P. mendocina ymp, PAER (YP_001350806) para P. aeruginosa PA7, PFLU (YP_257959) para P. 
fluorescens Pf-5 y ECOLI (NP_286398) para E. coli. La estructura secundaria propuesta para la 
proteína Fur se esquematiza en la parte superior de la figura. Los dominios conservados se 
representan dentro de recuadros y los residuos de cisteína conservados en cada una de las proteínas 
aparecen señalados con un círculo rojo. 

 

El análisis filogenético de Fur revela un claro agrupamiento de las secuencias de 

enterobacterias respecto de las Pseudomonas, siendo la más cercana a P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 la proteína de P. mendocina ymp (Figura 7). 

La secuencia deducida de aminoácidos de Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

indicó que se trata de una proteína de 134 aminoácidos, con un punto isoeléctrico teórico 

de 5,54 y una masa molecular estimada de 15,2 KDa. En otros microorganismos el tamaño 

de esta proteína oscila entre los 128 y 160 aminoácidos y en el caso de E. coli tiene una 

masa molecular de 17 KDa. 
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Figura 7. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de Fur de 
diferentes microorganismos. El alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de 
Fur y el árbol filogenético se realizó usando el servidor Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). Entre 
paréntesis se proporcionan los números de acceso correspondientes al GenBank de cada una de las 
proteínas de los diferentes microorganismos: E. coli (NP_286398), S. typhimurium (NP_455254), K. 
pneumoniae (P45599), V. vulnificus YJ016 (NP_933807), P. mendocina ymp (YP_257959), P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 (AEW11941), P. fulva 12-X (YP_004475659), P. aeruginosa PA7 
(YP_001350806), P. mediterranea (ABX10889), P. fluorescens Pf-5 (YP_257959), P. syringae 
(NP_794261), P. putida KT2440 (NP_746838), P. entomophila L48 (YP_606507), P. stutzeri A1501 
(YP_001173801) y A. vinelandii AvOP (YP_002801397). Los valores representan el grado de 
diferencia entre las secuencias (0,2 muestra una diferencia del 20 % entre dos secuencias). 

 

La predicción de la estructura secundaria de Fur mostró que la proteína contiene 4 

hélices en la zona más aminoterminal, en las regiones 3-9, 16-27, 35-45, 51-63 seguida de 4 

regiones con estructura β (66-71, 76-81, 87-92 y 98-100); a continuación se encuentra otra 

hélice α (106-117) y por último en la región 120-132 una zona β (Figura 8). Esta estructura 

secundaria coincide con la predicha para Fur de P. aeruginosa (Pohl et al., 2003).  

En el modelo tridimensional propuesto para Fur de P. aeruginosa (Pohl et al., 2003) 

(Figura 9 A1) existen dos dominios, un dominio N-terminal de unión a DNA (residuos 1–

83, mostrados en azul) y un dominio C-terminal implicado en la dimerización de la proteína 

(residuos 84–135, mostrados en verde). El dominio de unión a DNA se compone de cuatro 

hélices α, seguidas de dos láminas β-antiparalelas. El dominio de dimerización de cada 

proteína Fur (monómero) es un dominio α/β-donde las tres láminas β-antiparalelas (S3, S4, 

S5) cubren a una larga hélice α- (H5). Ambos elementos estructurales se encuentran 

implicados en la formación de la proteína dimérica funcional. La predicción de la estructura 

tridimensional de Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se muestra en la Figura 9 B. 
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Figura 8. Alineamiento y estructura secundaria de las secuencias de aminoácidos 
deducidas de Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y de P. aeruginosa. La 
predicción de la estructura secundaria propuesta para la proteína Fur de P. pseudoalcaligenes (PPSAL) 
se esquematiza en la parte superior del alineamiento, las α-hélices se representan como cilindros 
verdes y las cadenas β como flechas azules. La predicción de la estructura secundaria se realizó 
utilizando como modelo la estructura secundaria de Fur de P. aeruginosa (PAER) mediante el 
servidor “Phyre2” (Kelley y Sternberg, 2009). 

 

 

 
Figura 9. A. Estructura tridimensional simplificada de Fur de P. aeruginosa . Dicha 
estructura se obtuvo mediante difracción de rayos X de la proteína cristalizada en forma de dímero 
(A1) o monómero (A2) (Pohl et al., 2003) con una resolución de 1,8 Å. B. Predicción de la 
estructura tridimensional de Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura 
tridimensional basada en el modelo d1mzbA_ de Fur de P. aeruginosa, con la que tiene una identidad 
de secuencia del 95 % y una confianza del 100%. Los paneles A2 y B fueron generados utilizando el 
servidor “Phyre2” (Kelley y Sternberg, 2009). 
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1.2. Análisis de la expresión de fur 

En un gran número de bacterias la expresión del gen fur se autorregula. En 

condiciones de exceso de hierro, el complejo Fe2+-Fur se une a la caja Fur presente en su 

promotor, reprimiendo así su propia transcripción (Delany et al., 2003). Este es el caso de 

bacterias como E. coli (de Lorenzo et al., 1988), E. tarda (Wang et al., 2008) y N. gonorrhoeae 

(Sebastian et al., 2002). Por el contrario, en V. vulnificus en condiciones de deficiencia de 

hierro, la proteína Fur, en ausencia de su cofactor, se une a la caja Fur de su promotor 

induciendo la expresión de este gen (Lee et al., 2007).  

En el caso de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la expresión de fur no parece estar 

regulada por la disponibilidad de hierro, puesto que los valores de RNA mensajero no 

variaron significativamente cuando la bacteria se cultivó con diferentes concentraciones de 

hierro en el medio (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Efecto de la concentración de hierro en el medio de cultivo sobre la 
expresión de fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Las células se cultivaron en 
medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (5,0 mM) como 
fuente de nitrógeno hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este punto, las 
células se centrifugaron, se lavaron con agua estéril, se volvieron a centrifugar y; posteriormente, se 
resuspendieron en diferentes medios: M9 sin hierro añadido (-Fe), M9 con hierro (FeSO4 35 µM y 
200 µM) y M9 con deferoxamina 50 µM (Def 50 µM). Las concentraciones de mRNA se 
determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado 
como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Como condición calibradora se 
utilizó la condición Fe 35 µM (C) (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error 
representan la desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

CN- y Fe2+ forman complejos muy estables que limitan la disponibilidad de este 

metal, de hecho se ha descrito que la respuesta de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 a 

cianuro incluye mecanismos contra la privación de hierro (Luque-Almagro et al., 2007), por 
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este motivo se estudió el efecto del cianuro sobre la expresión de fur. Como se muestra en 

la Figura 11 A, la adición de KCN 2,0 mM a células que se encontraban creciendo en LB 

produjo un incremento en la concentración del mRNA, este efecto fue más notable 

pasadas 3 horas. Idénticos resultados se obtuvieron cuando se utilizó medio mínimo (M9) 

en el que el cianuro es, además, la única fuente de nitrógeno para el crecimiento (Figura   

11 B). En ambos casos la adición de deferoxamina, un quelante de hierro, no afectó a la 

abundancia relativa del mRNA de fur (Figura 11). Estos resultados indican que en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la presencia de KCN influye positivamente sobre la 

expresión de fur, si bien, dicho efecto no parece ser debido al déficit de hierro que parece 

provocar el cianuro en esta bacteria (Luque-Almagro et al., 2007). 

 

 

 

Figura 11. Efecto del cianuro y la deferoxamina sobre la expresión de fur de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. A. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En este punto el cultivo se sometió a distintos 
tratamientos: LB, adición de KCN 2,0 mM (LB + KCN) o deferoxamina 50 µM (LB + Def.). A las 
células utilizadas como control se les adicionó un volumen de agua equivalente al volumen de estos 
reactivos. Las concentraciones de mRNA se determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con 
los valores de mRNA del gen 16S, utilizado como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y 
Métodos). Como condición calibradora se utilizó la condición control LB. B. Las células se 
cultivaron en medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (2,0 
mM) como fuente de nitrógeno hasta la fase estacionaria de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este 
punto se añadió NH4Cl 2,0 mM (NH4Cl) o KCN 2,0 mM (KCN), según correspondiera. Las 
concentraciones de mRNA se determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de 
mRNA del gen 16S, utilizado como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos) 
Como condición calibradora se utilizó la condición NH4Cl. Las barras de error representan la 
desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 
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1.3. Construcción de una cepa mutante en el gen fur de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 

Para estudiar el papel que la proteína Fur ejerce en la homeostasis del hierro en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, así como la implicación de este regulador transcripcional en 

el metabolismo del cianuro en esta bacteria, se inactivó mediante mutagénesis insercional el 

gen fur. Para ello se siguió el procedimiento detallado en el apartado 8.15 de Materiales y 

Métodos, esquematizado en la Figura 12.  

 

 

Figura 12. Representación esquemática de la construcción del plásmido PGEM-TE 
fur aacC1. Las abreviaturas utilizadas son: T7, promotor de la RNA polimerasa del fago T7; lacZ, 
gen que codifica la β-galactosidasa; f1, región del fago 1 y ori, origen de replicación del plásmido. 

 

Para la disrupción insercional se amplificaron dos fragmentos internos del gen fur 

de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, fur127/714 y fur837/1071, utilizando las dos parejas de 

oligonucleótidos (detallados en la Tabla 5), y DNA genómico de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 como molde, obteniéndose los fragmentos de DNA representados en la Figura 13 

A (2 y 3). Posteriormente, los fragmentos resultantes se clonaron en el plásmido pGEM-T 

Easy originando el plásmido pGEM-TE fur127/714-837/1071, que contenía dos fragmentos 



Resultados y Discusión 

103 
 

internos de fur entre los que se encontraba la secuencia diana de restricción (BamHI), 

necesaria para la posterior ligación con el gen que confiere resistencia a gentamicina 

(aacC1). La digestión del plásmido PGEM-TE pGEM-TE fur127/714-837/1071 con la enzima de 

restricción BamHI, permitió su ligación con el gen aacC1 previamente digerido. Como 

resultado se obtuvo el plásmido PGEM-TE fur aacC1, que contenía un fragmento del gen 

fur interrumpido por aacC1, y que una vez integrado por doble recombinación en el 

cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ocasionará la disrupción insercional de fur. 

Dicho plásmido se transfirió a P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 por electroporación. Los 

transformantes fueron el resultado de una recombinación homóloga doble entre el gen 

nativo cromosómico y los correspondientes fragmentos internos clonados en el vector 

suicida (Apartado 8.15 de Materiales y Métodos). Los transformantes fueron seleccionados 

en medio LB suplementado con gentamicina (10 μg/ml). 

 

 

Figura 13. A. Productos de amplificación, por PCR, de fragmentos del gen fur de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. A partir de DNA total de la cepa silvestre se realizó una 
amplificación por PCR utilizando los cebadores fur127U/fur1071L (calle 1), fur127U/fur714L (calle 2) y 
fur834U/fur1071L (calle 3). El tamaño de los distintos productos amplificados fue de 0,965, 0,608 y 
0,258 Kb, respectivamente. MW representa el patrón de peso molecular 100 bp DNA Ladder. B. 
Comprobación de la inserción génica en el mutante FUR1 de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 mediante PCR. A partir de DNA total de la cepa silvestre (R1) y DNA de dos 
clones positivos (FUR1) se realizó una amplificación por PCR utilizando los cebadores 
fur127U/fur1071L. El tamaño de la banda obtenida para las cepas mutantes fue de 1,805 Kb (FUR1) 
que se corresponde a la suma del producto de fur127/714-834/1071 (0,866 Kb) y el gen aacC1 (0,939 Kb) 
insertado, 0,840 Kb mayor que el fragmento amplificado en la cepa silvestre (0,965 Kb, R1). MW 
representa el patrón de peso molecular 1Kb DNA Ladder. 
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La correcta integración de los genes fur127-714-aacC1-fur837-1071, portados por el 

plásmido suicida, en el cromosoma bacteriano se comprobó mediante amplificación por 

PCR del DNA genómico mutado (Figura 13 B) y del DNA genómico de la cepa silvestre 

utilizando los oligonucleótidos fur127U y fur1071L (Tabla 5), y además se comprobó la 

ausencia de expresión del gen interrumpido mediante PCR a tiempo real. 

 

 

1.4. Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 

1.4.1. Tolerancia a manganeso 

En bacterias como E. coli, Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae o Xantomonas 

campestris (Hantke, 1987; Jittawuttipoka et al., 2010; Silver et al., 1972) una alternativa para la 

obtención de mutantes Fur es la selección de éstos por su resistencia a manganeso. La 

técnica está basada en el hecho de que este metal es capaz de mimetizar al hierro en su 

unión a la proteína Fur, formando el complejo Fur-Mn2+, lo que conduce a la unión de este 

complejo al promotor de los genes regulados por Fur (Silver et al., 1972). De esta forma, la 

presencia de manganeso en aquellas bacterias que posean una copia no mutada del gen fur 

generaría una situación de deficiencia de hierro no controlada por el complejo Fur-Fe2+. En 

un mutante fur, los sistemas implicados en la adquisición y transporte de hierro al interior 

celular se encontrarían desreprimidos, y por ello, podría sobrevivir en presencia de 

concentraciones elevadas de manganeso (Benson et al., 2004).  

El mutante FUR1 fue menos sensible al manganeso que la cepa silvestre, 

tolerando concentraciones de hasta 7,0 mM de MnCl2, mientras la cepa silvestre presentó 

menor tolerancia a manganeso (hasta 5,0 mM de MnCl2, Figura 14). Fenotipos similares 

presentaron los mutantes en el gen fur de Chromohalobacter salexigens (Argandoña et al., 2010) 

y, por supuesto, de los obtenidos mediante selección con manganeso como X. campestris 

(Jittawuttipoka et al., 2010) o Bradyrhizobium japonicum (Benson et al., 2004) que toleraron 

concentraciones de 10,0 y 40,0 mM de MnCl2, respectivamente. 
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Figura 14. Resistencia a MnCl2 de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las 
células se inocularon en medio sólido LB-ágar con una concentración de 7,0 mM de MnCl2; 
posteriormente, se mantuvieron a 30 ºC durante 4 días. 

 

1.4.2 Efecto de la mutación en fur sobre el crecimiento 

En un medio rico en nutrientes (LB) el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 FUR1 fue ligeramente más lento que el de la cepa silvestre (Figura 15). Sin embargo, 

cuando las células se cultivaron en un medio mínimo (M9) el efecto de la mutación sobre el 

crecimiento fue mucho más acusado. Este fenotipo fue especialmente evidente cuando se 

utilizó acetato como fuente de carbono, como se observa en la Figura 15. Fuente de 

carbono en la que, además, la cepa mutante presentó una fase de latencia mucho mayor (20 

h) que la cepa silvestre (8 h) y que cuando se utilizó DL-malato como fuente de carbono   

(8 h) o LB (4 h).  

 

Figura 15. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 en 
diferentes medios de cultivo. Las células se cultivaron en medios LB, M9 con amonio (5,0 
mM) como fuente de nitrógeno y DL-malato (4 g/l) o acetato (4 g/l) como fuente de carbono, 
hasta la fase estacionaria de crecimiento. El crecimiento de los cultivos se determinó midiendo la 
absorbancia a 600 nm a los tiempos indicados. En la gráfica se muestran los resultados de un 
experimento típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados 
similares. 
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Estos resultados son similares a los observados en los mutantes de P. aeruginosa 

(Hassett et al., 1996), Caulobacter crescentus (da Silva Neto et al., 2009), X. campestris 

(Jittawuttipoka et al., 2010) y Xanthomonas oryzae (Subramoni y Sonti, 2005). Se ha propuesto 

que en otras bacterias, el fenotipo presentado por el mutante fur podría ser debido a la 

acumulación de hierro intracelular originada por el incremento en el transporte de este 

metal y por la represión de la síntesis de hierro-proteínas (Furano y Campagnari, 2003; 

Massé y Gottesman, 2002). 

Con el objetivo de detectar posibles diferencias en la concentración de 

intermediarios metabólicos presentes en los medios de cultivo, se analizaron por HPLC los 

sobrenadantes de los cultivos de las cepas silvestre y mutante en fur. Cuando las bacterias se 

cultivaron en medio LB no se observaron diferencias significativas entre las dos cepas, 

independientemente de la fase de crecimiento en la que se encontrara el cultivo. Tampoco 

se observaron diferencias significativas en los sobrenadantes de los cultivos de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1, en fase estacionaria, cultivadas en medio M9 con 

acetato (4 g/l) y amonio (5,0 mM) (datos no mostrados). Sin embargo, en el sobrenadante 

de los cultivos de células del mutante FUR1 crecidas con DL-malato (4 g/l) se detectó la 

presencia de piruvato (Figura 16 B, pico nº 2), algo que no ocurrió con el sobrenadante de 

la cepa silvestre (Figura 16 A), ni con el de células cultivadas en medios LB, o M9 con 

acetato. 

 

 

Figura 16. Cromatogramas obtenidos por HPLC de los sobrenadantes de cultivos 
de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se cultivaron en medio 
mínimo (M9) con DL-malato (4 g/l) como fuente de carbono y amonio (5,0 mM) como fuente de 
nitrógeno hasta la fase estacionaria de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,9). En este punto se tomaron 
muestras de ambos cultivos, se centrifugaron y los sobrenadantes se analizaron por HPLC. Pico 1: 
L-malato 15,4 mM en R1 y 18,5 mM en FUR1. Pico 2: Piruvato 1,2 mM en FUR1. El resto de picos 
no han podido ser identificados. 
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Estos resultados, en su conjunto, muestran que la mutación en el gen fur tiene un 

efecto pleiotrópico que se pone de manifiesto en un crecimiento más lento, sobre todo en 

medio mínimo con acetato como fuente de carbono. Además, la aparición de piruvato, 

aparte de otros metabolitos no identificados, en el medio extracelular de células del 

mutante cultivadas con DL-malato como fuente de carbono indica un desbalance en el 

metabolismo del mutante, aunque únicamente con estos datos es muy difícil realizar 

especulaciones acerca de las vías metabólicas concretas afectadas por la mutación. Sin 

embargo, la acumulación de piruvato hace sospechar que éste proviene de la 

descarboxilación del oxalacetato producido por la acción de la Mqo (Malato-quinona 

oxidoreductasa), y que su acumulación podría ser debida a la disfunción o falta de alguna de 

las enzimas del ciclo del Krebs aguas abajo del oxalacetato. Más adelante, cuando se 

describan algunos de los genes regulados positivamente por Fur (como algunas isoenzimas 

de la fumarasa y la aconitasa) se volverá a incidir sobre este tema. 

 

1.4.3 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 FUR1 

Como se ha comentado con anterioridad, la proteína Fur es un regulador global 

de la homeostasis del hierro en bacterias que, unida a hierro, funciona como un represor 

transcripcional de la expresión de genes implicados en la captación de hierro (da Silva Neto 

et al., 2009). La mayoría de antecedentes bibliográficos indican que los mutantes fur 

sintetizan de forma constitutiva sideróforos y proteínas implicadas en el transporte y 

acumulación de hierro (da Silva Neto et al., 2009; Hassett et al., 1996). Sin embargo, Fur 

también es un activador de la expresión de algunos genes y cabría esperar que en un 

mutante fur estos genes se encuentren reprimidos constitutivamente (da Silva Neto et al., 

2009; Hassett et al., 1996). 

Puesto que en un medio con cianuro la disponibilidad de hierro probablemente 

se encuentre limitada (Luque-Almagro et al., 2007), un aumento en la expresión de los 

genes implicados en el transporte de hierro permitiría a P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

FUR1 un crecimiento más ventajoso en este medio, siempre y cuando los genes 

positivamente reguladas por Fur no sean esenciales para el crecimiento con cianuro. Para 

comprobar esta hipótesis se realizaron experimentos encaminados a estudiar el fenotipo de 

este mutante en relación con el metabolismo del cianuro. 
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Probablemente debido a que en la molécula de cianuro la relación C/N es muy 

baja, es necesaria una fuente de carbono adicional para el crecimiento de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 con cianuro, que es utilizado principalmente como fuente de nitrógeno. 

Tradicionalmente se ha utilizado acetato como fuente de carbono para el crecimiento de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Luque-Almagro et al., 2005b). Sin embargo, el hallazgo de 

que en esta bacteria la actividad enzimática de la Mqo (Malato-quinona oxidoreductasa) 

produce directamente oxalacetato (Luque-Almagro et al., 2011) generó la duda de si el 

acetato era la fuente de carbono óptima para la asimilación de cianuro. De hecho, la 

asimilación de cianuro en la cepa silvestre fue mucho más eficiente cuando se usó DL-

malato, en vez de acetato, como fuente de carbono (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Efecto de la fuente de carbono en el crecimiento de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 con cianuro (2,0 mM) como fuente de nitrógeno. Las células se 
cultivaron en medio mínimo (M9) con acetato (4 g/l) o DL-malato (4 g/l) como fuentes de 
carbono y 2,0 mM de amonio como fuente de nitrógeno hasta la fase estacionaria (D.O. 600 nm ≈ 
0,4). En este punto (flechas grises) se añadió KCN 2,0 mM. La determinación del crecimiento y de 
la concentración de cianuro ([KCN]M y [KCN]A) se llevó a cabo a los tiempos indicados. Como 
control se utilizó un medio sin inocular en el cual se determinó la concentración de cianuro de 
forma paralela al cultivo inoculado ([KCN]MC y [KCN]AC). En la gráfica se muestran los resultados 
de un experimento típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados 
similares. 

 

Para todos los experimentos en medio mínimo, antes de añadir el cianuro 

potásico (Cf = 2,0 mM) las células se precultivaron con amonio limitante ([NH4Cl] = 2,0 

mM). Cuando la cepa silvestre se cultivó en medio mínimo con acetato (fuente de C) y 

cianuro (fuente de N) se produjo en el crecimiento una fase de latencia de 
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aproximadamente 13 h (Figura 18 B). En el caso del mutante FUR1 la adición de cianuro 

produjo el mismo efecto (Figura 18 B), aunque se observó el crecimiento bacteriano más 

lento típico del mutante descrito anteriormente (Figura 15).  

Resultados similares se obtuvieron cuando se usó DL-malato como fuente de 

carbono (Figura 18 C). Por el contrario, el efecto del cianuro sobre el crecimiento del 

mutante en medio LB fue muy acusado, puesto que la adición de este compuesto tóxico al 

medio detuvo totalmente su crecimiento (Figura 18 A). Estos resultados muestran que la 

proteína Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 juega un relevante papel en la tolerancia 

o resistencia a cianuro en medio rico, pero que no parece estar relacionada ni con la 

tolerancia ni la asimilación de cianuro en medio mínimo. Para distinguir el cianuro 

consumido por la bacteria del eliminado de forma abiótica, siempre se utilizó como control 

un medio sin inocular en el que se determinó la concentración de cianuro de forma paralela 

a la del cultivo inoculado (Figura 17). Aunque teóricamente la concentración final de 

cianuro en los medios debiera ser 2,0 mM, la determinación de la concentración de cianuro 

en el medio de cultivo inmediatamente después de haber sido añadido (tiempo 0) indicó 

que ésta fue inferior en todos los casos (Figura 18). Resulta especialmente significativo el 

hecho de que la concentración de cianuro a tiempo 0 fuera bastante menor en los cultivos 

en los que se usó DL-malato como fuente de carbono (≈0,4 mM, Figura 18 C) que en los 

que se usó acetato o LB (≈ 1,4 mM; Figura 18 A y B). Estos resultados hacen sospechar 

que el cianuro reacciona químicamente con algún compuesto que las células producen, 

preferentemente a partir de DL-malato, y excretan al medio. Entre los compuestos que 

pueden reaccionar químicamente con el cianuro se encuentran los compuestos 

carbonílicos, y concretamente los 2-oxoácidos piruvato y α-cetoglutarato, como se ha 

demostrado en P. fluorescens NCIMB, donde estos dos compuestos se acumulan en el medio 

de células cultivadas con cianuro o en condiciones limitantes de amonio, y son además los 

responsables de la eliminación no enzimática de cianuro del medio (Kunz et al., 1998). 

En nuestro caso, dicho compuesto podría ser el oxalacetato (que se descarboxila 

rápidamente a piruvato), ya que, como se ha comentado anteriormente, P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 posee una actividad Mqo (malato-quinona oxidorreductasa) que produce 

oxalacetato directamente a partir de L-malato, el cual reacciona con el cianuro produciendo 

una cianhidrina que puede ser asimilada por la bacteria (Luque-Almagro et al., 2011). 
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Figura 18. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344 R1 y del mutante FUR1. A. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En este punto (flechas grises), se añadió KCN 2,0 
mM. B y C. Las células se cultivaron en medio mínimo (M9) con acetato (B) (4 g/l) o DL-malato 
(C) (4 g/l) como fuente de carbono y 2,0 mM de amonio como fuente de nitrógeno hasta la fase 
estacionaria (D.O. 600 ≈ 0,4). En este punto (flechas grises) se añadió KCN 2,0 mM. La 
determinación del crecimiento y de la concentración de cianuro se llevó a cabo a los tiempos 
indicados. Como control se utilizó un medio sin inocular en el cual se determinó la concentración 
de cianuro de forma paralela al cultivo inoculado (datos no mostrados). En la gráfica se muestran 
los resultados de un experimento típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose 
resultados similares. 
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1.4.4 Efecto del DL-malato sobre el crecimiento del mutante FUR1 

El mutante FUR1 fue especialmente sensible a cianuro en medio LB (Figura 18 

A). Sin embargo cuando este medio se suplementó con DL-malato (4 g/l), la cepa mutante 

reanudó su crecimiento 3 horas después de la adición de cianuro (Figura 19). Es decir, en la 

cepa mutante en fur el DL-malato ejerce un efecto protector sobre la tolerancia a cianuro. 

El DL-malato parece tener un efecto protector similar, aunque no tan contundente, en las 

células de la cepa silvestre, ya que la “fase de adaptación” originada tras la adición de 

cianuro disminuyó significativamente en presencia de DL-malato (Figura 19 vs. Figura 18 

A). El acetato no tuvo ningún efecto protector sobre la toxicidad del cianuro en ninguna de 

las cepas bacterianas 

 

 

Figura 19. Efecto del DL-malato sobre la tolerancia a cianuro de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 cultivadas en medio LB. Las células se 
cultivaron en medio LB + DL-malato (4 g/l) hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 
0,5). En este punto (flechas grises), se añadió KCN 2,0 mM. La determinación del crecimiento y de 
la concentración de cianuro se llevó a cabo a los tiempos indicados. Como control se utilizó un 
medio sin inocular en el cual se determinó la concentración de cianuro de forma paralela al cultivo 
inoculado (datos no mostrados). En la gráfica se muestran los resultados de un experimento típico. 
Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados similares. 

 

No obstante, esta situación favorable frente al cianuro no tenía lugar si el DL-

malato y el cianuro se añadían simultáneamente (Tabla 7). El efecto protector se producía 

únicamente cuando el cianuro se incorporaba al cultivo horas después que el DL-malato, 

circunstancia en la que las células se encontraban metabolizando activamente esta fuente de 

carbono, y por ello podría deberse a un metabolito derivado del DL-malato y no al DL-
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malato per se. La presencia de piruvato en el sobrenadante del mutante FUR1 (Figuras 16 

B), apoya la teoría de que dicho intermediario podría ser el oxalacetato (o el piruvato 

producido por su descarboxilación). La acumulación de un intermediario que reaccione 

químicamente con el cianuro, también la avala el hecho de que la concentración de cianuro 

libre en los sobrenadantes, justo después de su adición, sea mucho menor en los cultivos de 

células precultivadas con DL-malato (tiempo cero en las Figuras 18 C y 19).  

Tabla 7. Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la tolerancia a cianuro de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. LB suplementado con DL-malato (4 g/l) 
(LBM) o acetato (4 g/l) (LBA) a tiempo cero. Medio mínimo con amonio (2,0 mM) y DL-malato 
(M9M) o acetato (M9A) como fuentes de carbono. Adición de cianuro potásico hasta una 
concentración final de 2,0 mM (KCN). Adición simultánea de cianuro potásico y DL-Malato 
(M+KCN) o Acetato (A+KCN). Las adiciones se llevaron a cabo durante la fase exponencial de 
crecimiento en las cultivos de LB (D.O. 600 nm ≈ 0,5) o una vez consumido el amonio (limitante) en 
el caso de los medios mínimos (D.O. 600 nm ≈ 0,4). (+) indica crecimiento bacteriano, (-) indica no 
crecimiento. 

 
Crecimiento 

Condición R1 FUR1 
LBM + + 
LBM +( KCN) + + 
LB + (M + KCN) + - 
LBA + + 
LBA +( KCN) + - 
LB + (A + KCN) + - 
M9M + (KCN) + + 
M9A + (KCN) + + 

 

Por último, y para saber si el efecto protector del DL-malato es simplemente una 

cuestión química, basada en la reacción del cianuro con intermediarios acumulados en el 

medio de cultivo, y si los metabolitos acumulados en la cepa silvestre y la mutante son 

equivalentes, se realizaron experimentos en los que se intercambiaron los sobrenadantes de 

los medios de cultivo. Estos experimentos mostraron que el intercambio de sobrenadantes 

entre las dos cepas, no permite al mutante en el gen fur crecer con cianuro, lo que sugiere 

que, además del papel de los metabolitos intermediaros presentes en el medio, el mutante 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 tiene afectadas rutas metabólicas que son 

indispensables para la defensa frente a la toxicidad del cianuro, que se ponen de manifiesto 

en medio LB, pero no en medio mínimo. Como se verá más adelante la mutación en el gen 

fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 no sólo afecta al metabolismo del hierro, sino 
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también a algunos procesos del metabolismo central que podrían ser la base de estas 

diferencias. 

 

1.4.5 Efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento de FUR1 

La proteína Fur unida a hierro induce la expresión de mecanismos de defensa 

contra el estrés oxidativo. Por lo tanto, Fur regula, además de la concentración de hierro en 

el interior celular, a un numeroso grupo de proteínas relacionadas con el estrés oxidativo 

(Vasil, 2007). Para emular este tipo de situaciones fisiológicas a veces se emplean 

compuestos químicos que generan estrés oxidativo, como el paraquat (dicloruro de 1,1'-

dimetil-4,4'-bipiridilo), reactivo que promueve la generación de radicales libres tales como 

los aniones superóxido (O2
-) e hidroxilo (OH-), altamente reactivos. Otro compuesto muy 

utilizado es la menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona, vitamina K3), una quinona cuya 

toxicidad se atribuye a la formación de semiquinonas, que reducen rápidamente al oxígeno 

con la consiguiente formación del radical superóxido y otros radicales libres. Para analizar 

el fenotipo del mutante FUR1 en relación con el estrés oxidativo, se estudió y comparó la 

sensibilidad a paraquat, menadiona y peróxido de hidrógeno del mutante FUR1 y de la cepa 

silvestre. 

La adición de paraquat no afectó significativamente al crecimiento de la cepa 

silvestre, observándose únicamente un menor rendimiento en biomasa, determinado éste 

como D.O. 600nm. Sin embargo, su efecto fue mucho más pronunciado en el mutante, ya que 

su presencia supuso tanto un retraso significativo en el comienzo del crecimiento como un 

crecimiento final menor (Figura 20 A). Estos resultados son similares a los publicados para 

un mutante fur en P. aeruginosa (Hassett et al., 1996) y en Magnetospirillum gryphiswaldense (Uebe 

et al., 2010). En cambio, el crecimiento del mutante en fur de X. campestris, en presencia de 

paraquat, no presentó diferencias con el de la cepa silvestre (Jittawuttipoka et al., 2010). 

Para ambas cepas, la influencia de la menadiona fue mucho más acentuada que 

la del paraquat a la misma concentración. Esta quinona provocó un efecto especialmente 

significativo en la cepa carente en Fur, que fue incapaz de crecer en presencia de 0,2 mM 

de menadiona (Figura 20 B). Podría ocurrir que el estrés oxidativo provocado por la 

menadiona sea mayor que el del paraquat, o bien que la menadiona interfiera de alguna 

manera en los ciclos redox. Sin embargo, no se observaron diferencias en los fenotipos 

mostrados por las cepas silvestre y mutante en fur de la bacteria X. campestris (Jittawuttipoka 

et al., 2010).  
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Por último, se observó que el peróxido de hidrógeno (H2O2) no afectó de forma 

significativa al crecimiento de ninguna de las cepas (Figura 20 C). Éste reactivo sí afectó a la 

supervivencia de los mutantes fur de P. aeruginosa (Hassett et al., 1996), X. campestris 

(Jittawuttipoka et al., 2010) o X. oryzae (Subramoni y Sonti, 2005). 

 

 

Figura 20. Efecto del paraquat (A), la menadiona (B) y el agua oxígenada (C) sobre 
el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se cultivaron 
en medio LB hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En este punto se añadió 
paraquat o menadiona hasta una concentración final de 0,2 mM, o agua oxígenada hasta una 
concentración final de 1,0 mM, y se midió el crecimiento a los tiempos indicados. A los cultivos 
utilizados como control (R1 C y FUR1 C) se les adicionó un volumen de agua equivalente al 
volumen añadido de estos reactivos. En la gráfica se muestran los resultados de un experimento 
típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados similares. 
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En cualquier caso, los datos de la Figura 20 indican que la mutación en el gen fur 

genera una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo producido por paraquat y menadiona. 

Por lo tanto, cabe concluir que la proteína Fur controla de forma positiva la expresión de 

mecanismos de resistencia a estrés oxidativo en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 

 

1.4.6 Efecto de la mutación en fur sobre la concentración de hierro 

intracelular 

La falta de la proteína Fur origina en las bacterias una falsa situación de 

deficiencia de hierro. En esta situación se produce una transcripción constitutiva de genes 

involucrados en la síntesis de sideróforos y en el transporte de hierro al interior celular 

(Vasil, 2007). El exceso de hierro intracelular es tóxico debido a la capacidad del ión 

ferroso para catalizar la reacción de Fenton, en la que se generan especies reactivas de 

oxígeno (ROS) que pueden dañar a un gran número de moléculas biológicas (da Silva Neto 

et al., 2009). Puesto que el peróxido de hidrógeno participa junto con el hierro en la 

reacción de Fenton, la baja sensibilidad a este compuesto presentada por el mutante FUR1 

de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 (Figura 20) planteó la cuestión de si la concentración 

intracelular de hierro en la cepa mutante era similar a la de la cepa silvestre. 

La concentración intracelular de hierro se determinó según el grado de resistencia 

bacteriana al antibiótico Streptonigrin (SNG) (Wilson et al., 1998), una aminoquinona capaz 

de producir radicales libres en el interior celular. Un alto grado de sensibilidad a este 

antibiótico se relaciona con niveles elevados de hierro (Hassett et al., 1987). 

La sensibilidad a SNG (10 µg/ml, determinada como crecimiento y como 

porcentaje de supervivencia bacteriana) de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 fue mayor 

que la de la cepa silvestre (Figura 21). La deferoxamina, un conocido quelante de hierro, 

inhibió parcialmente la sensibilidad (medida como porcentaje de supervivencia) a SNG de 

los cultivos bacterianos (Figura 21 A).  

De igual forma, los mutantes en el gen fur de X. oryzae y X. campestris presentaron 

una sensibilidad mayor a este antibiótico (Jittawuttipoka et al., 2010; Subramoni y Sonti, 

2005). Estos resultados sugieren que la concentración intracelular de hierro en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 es mayor que en la cepa silvestre, y que por ello, la 

proteína Fur debe regular negativamente la transcripción de genes relacionados con el 

transporte de hierro al interior celular en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1.  
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Figura 21. A. Sensibilidad a Streptonigrin (SNG) de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344 R1 y FUR1. Las células se cultivaron en medio LB hasta una D.O. 600 nm ≈ 0,2. En este 
punto se añadió SNG (10 µg/ml). En su caso, se añadió 50,0 µM de deferoxamina (Def) 1 h antes 
que el SNG. A las células utilizadas como control se les adicionó un volumen de agua equivalente al 
volumen de estos reactivos (C). Las células se mantuvieron en agitación a 30 ºC durante 30 min, se 
centrifugaron y resuspendieron en medio LB nuevo estéril. Posteriormente, se realizaron diluciones 
seriadas que se inocularon en placas y se mantuvieron a 30 ºC en estufa durante 2 días. El grado de 
supervivencia se expresa como la relación entre el número de colonias observadas en cada una de 
las condiciones con respecto al número de colonias observadas en la placa control, en porcentaje. 
Las barras de error representan la desviación estándar de la supervivencia calculada a partir de tres 
experimentos independientes. B. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 
FUR1 en medios LB con SNG. Las células de ambas cepas se cultivaron en medio LB sin o 
con SNG (10 µg/ml) hasta la fase estacionaria de crecimiento. 

 

Sí, como indican los resultados anteriores (Figura 21), la concentración de hierro 

intracelular en el mutante es mayor que en la cepa silvestre, una reducción en la 

concentración de hierro en el medio de cultivo podría aliviar el fenotipo del anterior. Por 

ello, y como alternativa para investigar el papel que el gen fur tiene sobre el metabolismo 

del hierro en esta bacteria, se estudió el efecto de un quelante de hierro sobre el 

crecimiento. La adición 2,2-dipiridilo (0,4 y 1,0 mM) a los cultivos bacterianos originó una 

inhibición del crecimiento tanto en la cepa mutante como en la silvestre (Figura 22). El 

efecto del quelante fue más acusado en el caso del mutante FUR1. Es de destacar que las 

concentraciones de 2,2-dipiridilo usadas en este experimento (0,4 y 1,0 mM) fueron más 

altas que las usadas con otros mutantes fur (0,1-0,3 mM) (Kitphati et al., 2007; Subramoni y 

Sonti, 2005). En nuestro caso, el 2,2-dipiridilo a concentraciones menores (hasta 0,2 mM) 

no tuvo ningún efecto sobre el crecimiento del mutante ni de la cepa silvestre. En X. oryzae 

(Subramoni y Sonti, 2005) y X. campestris (Jittawuttipoka et al., 2010) la adición de quelantes 

de hierro al medio de cultivo mejoró el crecimiento de las cepas carentes de Fur. Este 

efecto se debió a la elevada concentración de hierro intracelular presente en los mutantes 
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(Jittawuttipoka et al., 2010; Subramoni y Sonti, 2005). Por otra parte, en los mutantes fur de 

A. tumefaciens (Kitphati et al., 2007) los quelantes de metales influyeron negativamente sobre 

el crecimiento celular, como ocurre en el caso de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, aunque 

en el caso de A. tumefaciens la sensibilidad a SNG del mutante fue mayor que la del 

organismo silvestre, al contrario de lo que ocurre en nuestro caso. De forma similar a lo 

que ocurrió en el caso de P. pseudoalcaligenes CECT 5344, tanto en E. coli (Abdul-Tehrani et 

al., 1999) como en A. tumefaciens (Kitphati et al., 2007) la concentración de hierro 

intracelular fue menor en la cepa mutante. Concretamente en A. tumefaciens la regulación de 

la síntesis de sideróforos mediada por hierro no está controlada por Fur, por lo que los 

mutantes fur en este organismo no sintetizan sideróforos de forma constitutiva (Kitphati et 

al., 2007). 

 

 

Figura 22. Efecto del 2,2-dipiridilo sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase exponencial de 
crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En este punto se añadió 2,2-dipiridilo (Dipy) a concentraciones de 
0,4 ó 1,0 mM. A las células utilizadas como control se les adicionó un volumen de agua equivalente 
al volumen de 2,2-dipiridilo añadido. Las células se mantuvieron en agitación a 30 ºC durante 8 h, 
tras lo que se determinó la densidad óptica observada (600 nm). Los datos representan la media de 
los resultados de tres experimentos independientes. Las barras de error representan la desviación 
estándar. 

 

Los resultados de sensibilidad a SNG indican que en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

FUR1 la concentración de hierro intracelular es mayor que en la cepa silvestre (Figura 21), 

lo que está claramente en contradicción con el hecho de que un quelante de hierro empeore 

el crecimiento del mutante (Figura 22) si suponemos que éste debería tener 

constitutivamente activados sistemas específicos de captación de hierro, como la 
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producción de sideróforos. Por lo tanto, P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 presenta un 

fenotipo diferente frente a la resistencia a SNG y 2,2-dipiridilo que otras bacterias. Estos 

resultados no permiten deducir una conclusión clara sobre la concentración de hierro 

intracelular en esta bacteria, aunque sugieren que el mutante, al ser más sensible al estrés 

oxidativo, podría también ser más sensible a una mayor concentración de hierro 

intracelular. 

 

1.4.7 Producción de sideróforos en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 

FUR1 

En Pseudomonas uno de los métodos más eficientes para la adquisición de hierro 

lo constituye la liberación de sideróforos al medio (Bultreys et al., 2001). La síntesis de estas 

moléculas se encuentra regulada por la proteína Fur, que reprime su síntesis en condiciones 

de suficiencia de hierro (Bagg y Neilands, 1987). Si en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la 

regulación de la síntesis de sideróforos se llevará a cabo de la misma forma que en otras 

bacterias, la cepa mutante en fur debería mostrar un incremento en la producción de estos 

quelantes biológicos de hierro, independientemente de la concentración intracelular de este 

metal. El crecimiento de las cepas silvestre y mutante en fur en medio M9-CAS, medio 

universal para la detección de sideróforos (Alexander y Zuberer, 1991), no mostró un halo 

de decoloración en la zona próxima a las colonias de ninguna de las cepas (Figura 23 A y 

B), algo que sí ocurrió en P. putida KT2442 (Figura 23 C), utilizada como control positivo 

para la detección de sideróforos.  

Estos resultados evidenciaron que P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 no produce 

sideróforos, al menos detectables por el método propuesto por Alexander y Zuberer 

(Alexander y Zuberer, 1991), a pesar de que en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se 

demostró, mediante análisis proteómico, la expresión en presencia de cianuro de una 

formiltransferasa, que según los autores podría estar implicada en la biosíntesis de un 

sideróforo de tipo pioverdina (Huertas et al., 2006). También se había descrito previamente 

que el cianuro inducía en esta bacteria un mecanismo de adquisición de hierro mediante la 

síntesis de sideróforos (Luque-Almagro et al., 2005a). Además los resultados (Figura 23 A y 

B) indicaron que en el mutante FUR1 no sólo no se sobreexpresaba la síntesis de 

sideróforos, sino que ni siquiera se detectaba una expresión basal de éstos.  
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Estos datos en su conjunto indican que P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 no 

produce sideróforos como respuesta a la escasez de hierro y que la ausencia de la proteína 

Fur no produce una desregulación de la síntesis de estos quelantes. Por lo tanto, la proteína 

Fur no está implicada en la regulación de la síntesis de sideróforos en esta bacteria, algo que 

ocurrió también en las bacterias A. tumefaciens (Kitphati et al., 2007) y M. gryphiswaldense 

(Uebe et al., 2010).  

 

 

Figura 23. Detección de sideróforos en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (A) y 
FUR1 (B). En una placa con medio sólido M9-CAS-ágar se inocularon 3,0 µl de células 
procedentes de un cultivo en fase exponencial concentrado 35 veces. Como controles positivos se 
utilizaron células de P. putida KT2442 tratadas de igual manera(C) y 4 mg/ml de deferoxamina 
(quelante de Fe3+) (D). Las placas se mantuvieron a 30 ºC durante 4 días. 

 

El hecho de que P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 pueda usar el ferrocianuro 

férrico o azul de Prusia (Fe4[Fe(CN)6]3·(H2O)x) como fuente de nitrógeno, ha sido 

considerado evidencia de la producción de sideróforos por esta bacteria (Luque-Almagro et 

al., 2005b). El ferrocianuro férrico también puede ser utilizado como fuente de hierro por 

las cepas silvestre y mutante en fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344. Cuando se utilizó este 

compuesto como única fuente de hierro, las colonias de ambas cepas formaron a su 

alrededor un halo decolorado debido a la ruptura del complejo metálico (Figura 24). La 

decoloración puede deberse a la utilización de hierro libre por la bacteria, lo que desplazaría 

el equilibrio de disociación del complejo metálico, o a la excreción de alguna molécula con 

alta afinidad por hierro y no detectable por el método CAS. En cualquier caso, la proteína 
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Fur no estaría implicada en la utilización de azul de Prusia como fuente de hierro en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 puesto que los halos de decoloración de ambas cepas fueron 

similares, lo que sugiere nuevamente que la bacteria no produce sideróforos.  

 

 

Figura 24. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (A) y FUR1 (B) con 
0,75 mM de azul de Prusia como única fuente de hierro. Se inocularon 3,0 µl de un 
cultivo concentrado 35 veces en medio sólido M9-AP-ágar con DL-malato (4 g/l) y amonio (5,0 
mM) como fuentes de carbono y nitrógeno, respectivamente. Las placas se mantuvieron a 30 ºC 
durante 3 días. 

 

1.4.8 Análisis de la expresión del gen fiuA 

En bacterias como P. aeruginosa, la proteína Fur, además de estar implicada en la 

regulación de la síntesis de sideróforos, también es un represor de la expresión de varios 

factores sigma extra-citoplasmáticos (ECF-sigma), que a su vez son necesarios para la 

transcripción de diferentes genes inducidos en condiciones de deficiencia de hierro, como 

los implicados en la síntesis de pioverdina y de su receptor, que es dependiente de TonB 

(Cornelis et al., 2009; Ochsner et al., 2002; Palma et al., 2003; van Oeffelen et al., 2008). P. 

aeruginosa, además de poseer receptores específicos para los sideróforos propios de la 

bacteria, también posee receptores específicos para sideróforos de otros microorganismos, 

como receptores para enterobactina o pioverdinas de otras Pseudomonas (Poole et al., 1990) y 

receptores específicos para sideróforos de hongos, como el ferricromo o la deferoxamina 

(Llamas et al., 2006). Concretamente, el gen fiuA codifica el receptor de membrana FiuA, 

transportador del xenosideróforo ferricromo (Llamas et al., 2006). En el genoma de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se detectó una secuencia génica homóloga a la del gen fiuA 

de P. aeruginosa, al que se ha denominado fiuA, que podría estar regulado por la proteína 

Fur, como ocurre en P. aeruginosa (Ochsner y Vasil, 1996). El análisis de la expresión génica 

de fiuA, mediante PCR en tiempo real, indicó que en la cepa silvestre la concentración de 

mRNA de fiuA dependía de la concentración de hierro en el medio, siendo inversamente 
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proporcional a la disponibilidad de hierro en el medio. Los valores máximos de mRNA se 

encontraron en células cultivadas en medios a los que se añadió un potente quelante de 

hierro (deferoxamina) (Figura 25).  

Por otra parte, la cepa mutante en fur mostró una expresión más elevada de fiuA, 

independientemente de la concentración de hierro en el medio (Figura 25). Estos dos 

resultados indicaron que en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la expresión de fiuA depende 

de la disponibilidad de hierro, y que la proteína Fur actúa como un represor transcripcional 

de éste en función de la abundancia de este metal. De igual manera, en P. aeruginosa la 

proteína Fur reprime la expresión del gen fiuA (Llamas et al., 2006; Ochsner y Vasil, 1996; 

Ochsner et al., 1999a). Fur también regula negativamente la expresión de diversos genes 

que codifican transportadores dependientes de TonB en bacterias como E. coli (Bleuel et al., 

2005; Furrer et al., 2002) y Nitrosomas europea (Vajrala et al., 2011). 

 

 

Figura 25. Efecto de la concentración de hierro en el medio de cultivo sobre la 
expresión de fiuA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se 
cultivaron en medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (5,0 
mM) como fuente de nitrógeno hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este 
punto, las células se centrifugaron, se lavaron con agua estéril, se volvieron a centrifugar y; 
posteriormente, se resuspendieron en diferentes medios: M9 sin hierro añadido (-Fe), M9 con 
hierro (FeSO4 35 µM y 200 µM) y M9 con deferoxamina 50 µM (Def 50 µM). Las concentraciones 
de mRNA se determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 
16S, utilizado como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error 
representan la desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

A continuación se estudió el efecto del cianuro sobre la expresión del gen fiuA. 

El cianuro, usado como fuente de nitrógeno, produjo un incremento en la expresión de 

fiuA similar al generado por la adición de deferoxamina al medio (Figura 26). Este 
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incremento fue más acusado transcurrida sólo una hora de la adición del cianuro (Figura 

26), punto en el cual no existía crecimiento celular puesto que las células de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se encontraban en la “fase de adaptación” a cianuro (6 h). 

En la cepa mutante en fur la expresión de fiuA fue independiente de la presencia de cianuro 

en el medio (Figura 26). Así pues P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 responde a la presencia 

de cianuro o la escasez de hierro, incrementando la expresión de fiuA, en un proceso 

regulado por la proteína Fur. Estos datos sugieren que el efecto inductor del cianuro sobre 

la expresión de fiuA en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 son el resultado de la baja 

disponibilidad de hierro existente en un medio con cianuro.  

 

 

Figura 26. Efecto del cianuro y la deferoxamina sobre la expresión de fiuA de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se cultivaron en medio mínimo M9 
con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (2,0 mM) como fuente de nitrógeno 
hasta la fase estacionaria de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este punto, se añadió NH4Cl 2,0 
mM (NH4Cl), KCN 2,0 mM (KCN) o NH4Cl 2,0 mM y deferoxamina 50,0 µM (NH4Cl + Def) 
según correspondiera. Las concentraciones de mRNA se determinaron mediante q-PCR y se 
normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado como gen endógeno (Apartado 
8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error representan la desviación estándar de los 
resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 
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Capítulo 2.  

Papel del pequeño RNA no codificante PrrF en el metabolismo          

del cianuro en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 
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2.1. Identificación del gen prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

En contraste a su actividad represora, en condiciones de suficiencia de hierro, la 

proteína Fur actúa positivamente sobre la expresión de un numeroso grupo de genes. En 

algunos casos, esta regulación se lleva a cabo a nivel post-transcripcional a través de un 

mecanismo indirecto, mediante la represión de sRNAs complementarios al mRNA de las 

Fe-proteínas a las que regula (Massé y Gottesman, 2002). En E. coli, S. flexneri y Shigella 

dysenteriae este sRNA está codificado por el gen rhyB (Massé y Gottesman, 2002; Murphy y 

Payne, 2007; Oglesby et al., 2005). En el género Pseudomonas son dos sRNA casi idénticos 

entre sí (95%) y homólogos a RhyB, denominados PrrF1 y PrrF2, los que ejercen este papel 

(Wilderman et al., 2004). 

Al contrario de lo que ocurre con otras Pseudomonas, el análisis del genoma de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 indicó que en esta bacteria existe un único gen (denominado 

prrF) que presente homología significativa con los genes prrF1 y prrF2 de P. aeruginosa 

(Figura 27). El alineamiento de las secuencias de nucleótidos del gen prrF de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y de los genes prrF1y prrF2 de P. aeruginosa (Figura 28) 

mostró un grado de identidad del 90% con la secuencia de prrF1 y del 89 % con la 

secuencia de prrF2 de P. aeruginosa.  

 

 

Figura 27. Esquema de la región de 3,6 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen prrF (BN5_03057-1). Los genes que 
flanquean la secuencia codificante del sRNA PrrF codifican las siguientes proteínas: Ppsal_977 
(BN5_03056), proteína con el dominio TfoX; Ppsal_976 (BN5_03057), proteína de unión a 
nucleótidos cíclicos; Ppsal_975 (BN5_03058), proteína hipotética; PhuW (BN5_03059), posible 
proteína transportadora de hemo y PhuV (BN5_03060), permeasa dependiente de ATP. 

 

En el genoma de P. aeruginosa prrF1 y prrF2 se encuentran localizados en tándem, en 

cambio, en P. fluorescens, P. putida y P. syringae estos genes se encuentran en loci separados 

dentro del cromosoma bacteriano. En P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida y P. syringae el 

operon phu (Pseudomonas Heme Uptake) se encuentra en el entorno génico de prrF1 (Figura 

29). Este también es el caso de prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Oglesby-

Sherrouse y Vasil, 2010; Winsor et al., 2009), qué sin embargo parece estar 

filogenéticamente más relacionado con prrF2 que con prrF1 (Figura 30). 
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Figura 28. Alineamiento múltiple de las secuencias de nucleótidos de PrrF. El 
alineamiento múltiple se construyó (CLUSTALW) utilizando el método NJ (“Neighbor –Joining” 
(Larkin et al., 2007)). P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (prrFPPSAL), P. aeruginosa PAO1 
(prrF1PAO1 y prrF2PAO1). En rojo se muestran los nucleótidos que tienen en común prrFPPSAL 
y prrF1PAO1 (PA4704.1), pero diferentes en PA4704.2 y en azul aparecen marcados los 
nucleótidos idénticos entre prrFPPSAL y prrF2PAO1 (PA4704.2), pero diferentes en PA4704.1. 

 

 

Figura 29. Esquema de la región génica del cromosoma de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1, P. aeruginosa (PAO1), P. fluorescens (Pf-5), P. putida (KT2440) y P. 
syringae (DC3000) en la que se encuentran los genes prrF1 y prrF2. Los genes que 
flanquean la secuencia codificante de los sRNAs PrrF1 y PrrF2 codifican las siguientes proteínas: 
CbpA y PFL_5262, proteínas de unión a nucleótidos cíclicos; PhuW, posible proteína 
transportadora de hemo; PFL_3941 y PP_4069, proteínas hipotéticas; PFL_3942, carboxipeptidasa 
con dominio de unión a zinc; PP_4070 y PSPTO_3157, proteínas hipotéticas; PP_4685, proteína 
hipotética; PSPTO_0972, proteína sulfoférrica; DeoC, aldolasa desoxirribosa fosfato y 
PSPTO_3156, regulador transcripcional de la familia AsnC. Esquema adaptado (Oglesby-Sherrouse 
y Vasil, 2010). 
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El mecanismo de acción más frecuente de la mayoría de los sRNAs, entre ellos 

PrrF1 y PrrF2 (Wilderman et al., 2004), es el denominado mecanismo anti-sentido, en el 

que el sRNA interacciona con los mRNA diana mediante el emparejamiento de entre 6 y 

12 bases complementarias, que no tienen necesariamente que localizarse contiguas, 

pudiendo producirse plegamientos en la cadena del sRNA (Soper et al., 2010; Waters y 

Storz, 2009). La predicción de la estructura secundaria de PrrF de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 y las de PrrF1 y PrrF2 de P. aeruginosa se muestran en la Figura 31. 

 

 

 

Figura 30. Análisis filogenético del gen prrF de diferentes microorganismos. El 
alineamiento múltiple de las secuencias de nucleótidos de prrF y el árbol filogenético se realizó 
usando el servidor Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). Entre paréntesis se proporcionan los 
números de acceso correspondientes a GenBank de cada una de ellas: prrF2 
(PSEENmisc_RNA5016966D) de P. entomophila L48, prrF1 (PSEENmisc_RNA3656603D) de P. 
entomophila L48, prrF1 (PFL_6290) de P. fluorescens Pf-5, prrF2 (PFL_6288) de P. fluorescens Pf-5, prrF 
de P. pseudoalcaligenes CECT 5344, prrF2 (PA4704.2) de P. aeruginosa PAO1, prrF2 (PLES_50893) de 
P. aeruginosa LESB58, prrF1 (PA4704.1) de P. aeruginosa PAO1, prrF1 (PLES_50892) de P. aeruginosa 
LESB58 y rhyB (E2348C_ncR60) de E. coli. Los valores representan el grado de diferencia entre las 
secuencias (0,2 muestra una diferencia del 20 % entre dos secuencias). 
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Figura 31. Predicción de las estructuras secundarias de los sRNA PrrF de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y PrrF1/2 de P. aeruginosa. La predicción de las 
estructuras se llevó a cabo mediante el servidor The Vienna RNA Website (RNA fold server) 
(Gruber et al., 2008; Lorenz et al., 2011). El color de la anotación muestra el grado de fiabilidad en la 
predicción. 
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2.2 Análisis de la expresión del gen prrF  

La adición de deferoxamina al medio de cultivo provocó un aumento considerable 

de la expresión de prrF (Figura 32). Por otra parte, en la cepa mutante FUR1 la expresión 

del gen prrF fue muy elevada, independientemente de la concentración de hierro en el 

medio (Figura 32). Por tanto, en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la expresión del sRNA 

PrrF se induce en situaciones de deficiencia de hierro a través de un mecanismo en el que 

Fur actúa como represor de su expresión. Massé y Gottesman demostraron que también en 

E. coli, la proteína Fur reprimía la expresión del sRNA RhyB (Massé y Gottesman, 2002) y 

Wilderman et al. detectaron la existencia de una caja Fur en los promotores de los genes 

prrF1 y prrF2 de P. aeruginosa (Wilderman et al., 2004).  

 

 

Figura 32. Efecto de la concentración de hierro en el medio de cultivo sobre la 
expresión de prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se 
cultivaron en medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (5,0 
mM) como fuente de nitrógeno hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este 
punto, las células se centrifugaron, se lavaron con agua estéril, se volvieron a centrifugar y; 
posteriormente, se resuspendieron en diferentes medios: M9 sin hierro añadido (-Fe), M9 con 
hierro (FeSO4 35 µM y 200 µM) y M9 con deferoxamina 50 µM (Def 50 µM). Las concentraciones 
de mRNA se determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 
16S, utilizado como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error 
representan la desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

 



Resultados y Discusión 

130 
 

Por otra parte, y de manera semejante a lo observado para el caso de la baja 

disponibilidad de hierro originada por la deferoxamina (Figura 32), la adición de cianuro al 

medio de cultivo (M9 o LB) también produjo un incremento en la concentración del sRNA 

PrrF (Figura 33). Este efecto se debió a que, probablemente, el cianuro provocó en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 una situación de deficiencia de hierro. La influencia del 

cianuro sobre la expresión de prrF podría ser realmente una consecuencia de la escasez de 

este metal, como también ocurría en el caso del gen fiuA (Figura 26).  

 

 

Figura 33. Efecto del cianuro y la deferoxamina sobre la expresión de prrF de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se cultivaron en medio mínimo M9 
con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (2,0 mM) como fuente de nitrógeno 
hasta la fase estacionaria de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este punto, se añadió NH4Cl 2,0 
mM (NH4Cl), KCN 2,0 mM (KCN) o NH4Cl 2,0 mM y deferoxamina 50,0 µM (NH4Cl + Def) 
según correspondiera. Las concentraciones de mRNA se determinaron mediante q-PCR y se 
normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado como gen endógeno (Apartado 
8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error representan la desviación estándar de los 
resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

2.3 Construcción de una cepa mutante en el gen prrF de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

Con el objetivo de conocer el papel que el sRNA PrrF tiene en la regulación de la 

homeostasis del hierro, y en la asimilación y tolerancia a cianuro de P. pseudoalcaligenes 
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CECT 5344 R1, se construyó mediante deleción insercional un mutante de esta cepa en el 

gen prrF (Figura 34). 

Mediante PCR se amplificó un fragmento que comprendía los genes Ppsal_975, prrF 

y Ppsal_976 usando los oligonucleótidos prrF310U y prrF1611L como cebadores (Tabla 5) y 

DNA genómico de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 como molde. El producto resultante 

se clonó en el vector de clonación pGEM-T Easy, obteniéndose el plásmido pGEM-TE 

prrF310/1611 (Tabla 4). Una nueva amplificación por PCR del fragmento clonado en dicho 

plásmido con los oligonucleótidos SP6 y prrF812L (Tabla 5) dio lugar al fragmento de DNA 

prrF812/SP6, que contenía el gen Ppsal_976 de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. El fragmento 

prrF812/SP6 también se clonó en el vector PGEM-T Easy, obteniéndose pGEM-TE prrF812/SP6 

(Tabla 4). Este plásmido se digirió con las enzimas de restricción FseI y NdeI, 

obteniéndose dos fragmentos, uno de 3000 pb y otro de 515 pb (que contenía el gen 

Ppsal_976) y se usó como inserto en la próxima ligación. Posteriormente, se realizó una 

digestión del plásmido pGEM-TE prrF310/1611 con las mismas enzimas de restricción, 

obteniéndose dos fragmentos uno de 757 pb y otro de 3544 pb (pGEM-T Easy + 

Ppsal_975) que se ligó con el fragmento de 515 pb extraído del plásmido pGEM-TE 

prrF812/SP6, generándose el vector pGEM-TE prrF975/976. Esta nueva construcción contenía 

los sitios de restricción necesarios para la posterior ligación del gen que confiere resistencia 

a gentamicina (aacC1) entre Ppsal_975 y Ppsal_976. Las bacterias transformadas con esta 

construcción génica y resultado de una recombinación homóloga doble entre la región 

génica nativa cromosómica y el correspondiente fragmento de DNA clonado en el vector 

suicida portarán una deleción en el gen prrF. Dichos transformantes fueron seleccionados 

en medio LB suplementado con gentamicina (10 μg/ml). 

La correcta integración del plásmido suicida se comprobó mediante amplificación 

por PCR del DNA genómico mutado (Figura 35), utilizando los oligonucleótidos prrF310U 

y prrF1611L (Tabla 5) y además se comprobó la ausencia de expresión del gen interrumpido 

mediante PCR a tiempo real.  
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Figura 34. Representación esquemática de la construcción del plásmido PGEM-TE 
prrF aacC1. Las abreviaturas utilizadas son: T7, promotor de la RNA polimerasa del fago T7; 
lacZ, gen que codifica la β-galactosidasa; f1, región del fago 1 y ori, origen de replicación del 
plásmido. 
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Figura 35. Comprobación de la inserción génica en el mutante PRRF1 de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 mediante PCR. A partir de DNA genómico de un clon 
positivo (PRRF1) y DNA de la cepa silvestre (R1) se realizó una amplificación por PCR utilizando 
los cebadores prrF310U/prrF1611L. El tamaño de la banda obtenida para la cepa mutante fue de 
1,998 Kb (PRRF1), que se corresponde a la suma del producto de Ppsal_976-Ppsal_975 (1,059 Kb) y 
el gen aacC1 (0,939 Kb) insertado, 0,669 Kb mayor que el fragmento amplificado de la cepa 
silvestre (1,329 Kb, R1). MW representa el patrón de peso molecular 1Kb DNA Ladder. 

 

 

2.4 Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 PRRF1 

2.4.1 Efecto de la mutación en prrF sobre el crecimiento 

La mutación de prrF no afectó al crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

PRRF1 ni en medio LB ni en medio M9 (Figura 36). De la misma forma, la mutación en 

los genes prrF1 y prrF2 de P. aeruginosa no provocó cambios significativos en el crecimiento 

de esta cepa (Vasil, 2007). 
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Figura 36. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y PRRF1 en 
diferentes medios. Las células se cultivaron en medios LB, M9 con amonio (5,0 mM) como 
fuente de nitrógeno y DL-malato (4 g/l) o acetato (4 g/l) como fuente de carbono hasta la fase 
estacionaria de crecimiento. El crecimiento de los cultivos se determinó midiendo la absorbancia a 
600 nm a los tiempos indicados. En la gráfica se muestran los resultados de un experimento típico. 
Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados similares. 

 

 

2.4.2 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 PRRF1 

En la cepa mutante P. pseudoalcaligenes CECT 5344 PRRF1 la adición de cianuro 

no tuvo un efecto significativo sobre la asimilación o la tolerancia a este compuesto (Figura 

37). Considerando que en un mutante prrF existiría una sobreexpresión constitutiva de las 

proteínas reguladas negativamente por PrrF, y que esta situación no ejercía ningún efecto 

protector sobre el crecimiento en cianuro; parece claro que la desrepresión de los genes 

regulados por PrrF no debe jugar una función relevante en la asimilación y tolerancia a 

cianuro en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. En P. aeruginosa y en otras bacterias, entre 

estas proteínas se encuentran aquellas implicadas en la respuesta frente a estrés oxidativo 

(superóxido dismutasa, catalasa), enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y 

bacterioferritinas (Kim y Kwon, 2012; Massé y Gottesman, 2002; Oglesby et al., 2008; 

Smaldone et al., 2012; Vasil, 2007; Wilderman et al., 2004). 
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Figura 37. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344 R1 y del mutante PRRF1. A. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En este punto (flechas grises), se añadió KCN 2,0 
mM. B y C. Las células se cultivaron en medio mínimo (M9) con acetato (B) (4 g/l) o DL-malato 
(C) (4 g/l) como fuente de carbono y 2,0 mM de amonio como fuente de nitrógeno hasta la fase 
estacionaria (D.O. 600 ≈ 0,4). En este punto (flechas grises) se añadió KCN 2,0 mM. La 
determinación del crecimiento y de la concentración de cianuro se llevó a cabo a los tiempos 
indicados. Como control se utilizó un medio sin inocular en el cual se determinó la concentración 
de cianuro de forma paralela al cultivo inoculado (datos no mostrados). En la gráfica se muestran 
los resultados de un experimento típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose 
resultados similares. 
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2.5 Construcción de un doble mutante en los genes fur y prrF de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

Se construyó un doble mutante en los genes fur y prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1. La cepa resultante expresará constitutivamente los genes regulados por Fur, pero 

al carecer de PrrF también presentará una sobreexpresión no regulada de los genes 

reprimidos por este sRNA. Para la obtención del doble mutante se transformó P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 PRRF1, mutante en prrF, con el plásmido pGEM-TE fur nptII 

(Tabla 4) portador de un fragmento del gen fur interrumpido por el gen nptII, que confiere 

resistencia a kanamicina (Apartado 8.15 de Materiales y Métodos). 

Los mutantes se seleccionaron con kanamicina (50 µg/ml). La correcta integración 

del plásmido suicida en el DNA genómico se comprobó mediante amplificación por PCR 

usando los oligonucleótidos fur127U y fur1071L (Figura 38) Además se comprobó la ausencia 

de expresión de fur y prrF mediante PCR a tiempo real. 

 

 

Figura 38. Comprobación de la inserción génica en el mutante FP1 de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 PRRF1 mediante PCR. A partir de DNA genómico de la 
cepa silvestre (R1) y DNA del doble mutante (FP1) se realizó una amplificación por PCR utilizando 
los cebadores fur127U/fur1071L. El tamaño de la banda obtenida para la cepa doble mutante (FP1) 
fue de 2,306 Kb (FP1) que se corresponde a la suma del producto de fur127/714-834/1071 (0,824 Kb) y el 
gen nptII (1,482 kb) insertado, 1,362 Kb mayor que el fragmento amplificado en la cepa mutante 
PRRF1 (0,944 Kb, R1). MW representa el patrón de peso molecular 1Kb DNA Ladder. 
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2.6 Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FP1 

2.6.1 Efecto de las mutaciones en fur/prrF sobre el crecimiento 

En todos los medios, la cepa portadora de la doble mutación creció más 

lentamente que la cepa silvestre, aunque presentó un crecimiento mejor que el del mutante 

FUR1, especialmente en medios con acetato (Figura 39). Estos resultados son similares a 

los obtenidos para el triple mutante (fur, rhyB1 y rhyB2) de S. typhimurium, donde las 

mutaciones en los pequeños RNAs (rhyB1 y rhyB2) complementaron, aunque parcialmente, 

el retraso en el crecimiento típico del mutante fur de esa cepa (Kim y Kwon, 2012).  

El fenotipo mostrado por ambas cepas (mutante fur y doble mutante fur/prrF) 

por una parte pone de manifiesto que la ausencia de la proteína Fur afecta negativamente 

rutas metabólicas clave, indispensables para la tolerancia a cianuro en medio LB, pero no 

para la asimilación y tolerancia a este compuesto tóxico en medio mínimo. Por otra parte, 

el hecho de que la deficiencia en prrF fuese capaz de complementar parte del fenotipo del 

mutante FUR1 indica que, en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, el represor transcripcional 

Fur no sólo estaría implicado en el metabolismo del hierro, sino también en algunos 

procesos del metabolismo central que podrían ser la base de las diferencias observadas 

entre las cepas silvestre y doble mutante fur/prrF. 

 

 

Figura 39. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FP1 en diferentes 
medios. Las células se cultivaron en medios LB, M9 con amonio (5,0 mM) como fuente de 
nitrógeno y DL-malato (4 g/l) o acetato (4 g/l) como fuente de carbono hasta la fase estacionaria 
de crecimiento. El crecimiento de los cultivos se determinó midiendo la absorbancia a 600 nm a los 
tiempos indicados. En la gráfica se muestran los resultados de un experimento típico. Los 
experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados similares. 
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Ya se mostró anteriormente que la mutación en el gen fur influía significativamente 

sobre el perfil de metabolitos acumulados en el sobrenadante de los medios de cultivo 

(Figura 16). En el caso de la cepa deficiente en fur/prrF ocurrió algo similar. En el 

cromatograma obtenido del análisis de los sobrenadantes de esta cepa se identificó un pico 

indicativo de la acumulación de piruvato (Figura 40 B, pico nº 2), como también ocurría en 

el mutante FUR1 (Figura 16 B, pico nº 2). Estos resultados ponen nuevamente de 

manifiesto que el efecto de la mutación en el gen prrF no logra revertir completamente el 

fenotipo del mutante FUR1.  

 

 

Figura 40. Cromatogramas obtenidos por HPLC de los sobrenadantes de cultivos 
de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FP1. Las células se cultivaron en medio 
mínimo(M9) con DL-malato (4 g/l) como fuente de carbono y amonio (5,0 mM) como fuente de 
nitrógeno hasta la fase estacionaria de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,9). En este punto se tomaron 
muestras de ambos cultivos, se centrifugaron y los sobrenadantes se analizaron por HPLC. Pico 1: 
L-malato 15,4 mM en R1 y 15,6 mM en FP1. Pico 2: piruvato 0,6 mM en R1. El resto de picos no 
han podido ser identificados. 

 

 

 

2.6.2 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 FP1 

En P. aeruginosa la proteína Fur reprime la expresión de genes implicados en la 

síntesis de sideróforos y en el transporte de hierro al interior celular y regula positivamente 

la expresión de genes como sodB, acnA o fumB, a través de la represión de los genes prrF1/2 

(Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010; Wilderman et al., 2004). Si en P. pseudoalcaligenes CECT 



Resultados y Discusión 

139 
 

5344 R1 la regulación de estos genes fuese similar a la propuesta en P. aeruginosa, el doble 

mutante en los genes fur/prrF de esta bacteria presentaría una expresión constitutiva de los 

genes implicados en la adquisición de hierro y también en aquellos regulados positivamente 

por Fur vía PrrF. Teóricamente, esta situación debería suponer una ventaja para el 

crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FP1 con cianuro, si como se ha descrito 

(Luque-Almagro et al., 2007), el cianuro produce deficiencia de hierro y estrés oxidativo. Sin 

embargo, esto no ocurre en el caso de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FP1, puesto que como 

se observa en la Figura 41 A, el doble mutante no creció en medio LB al que se añadió 

cianuro, al igual que le ocurrió a la cepa mutante en fur (Figura 18 A), lo que indicó que la 

nueva mutación generada en prrF, y por tanto, la sobreexpresión de las proteínas 

reprimidas por éste, no permitió a la bacteria recuperar su capacidad de tolerar los efectos 

tóxicos del cianuro, capacidad que había desparecido en la cepa mutante en fur. En cuanto a 

la asimilación de cianuro, el doble mutante presentó el mismo fenotipo que la cepa 

silvestre, aunque persistió el crecimiento más lento típico del mutante FP1 (Figura 41 B y 

C).  
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Figura 41. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344 R1 y del mutante FP1. A. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase exponencial 
de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En este punto (flechas grises), se añadió KCN 2,0 mM. B y C. 
Las células se cultivaron en medio mínimo (M9) con acetato (B) (4 g/l) o DL-malato (C) (4 g/l) 
como fuente de carbono y 2,0 mM de amonio como fuente de nitrógeno hasta la fase estacionaria 
(D.O. 600 ≈ 0,4). En este punto (flechas grises) se añadió KCN 2,0 mM. La determinación del 
crecimiento y de la concentración de cianuro se llevó a cabo a los tiempos indicados. Como control 
se utilizó un medio sin inocular en el cual se determinó la concentración de cianuro de forma 
paralela al cultivo inoculado (datos no mostrados). En la gráfica se muestran los resultados de un 
experimento típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados 
similares. 
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2.6.3 Acumulación de metabolitos en los sobrenadantes 

Con objeto de aclarar los posibles procesos metabólicos afectados en los 

mutantes, se analizaron mediante HPLC los sobrenadantes de los cultivos celulares de las 

cepas silvestre, mutante FUR1 y mutante FP1, inmediatamente antes de añadir el cianuro 

potásico (2,0 mM). Es importante resaltar que en estos experimentos las bacterias se 

cultivaron con una concentración de amonio limitante para el crecimiento (2,0 mM). Los 

cromatogramas pusieron de manifiesto que existían claras diferencias en relación a los 

metabolitos presentes. En los tres cultivos se detectó la presencia de L-malato (añadido 

como fuente de C) y de piruvato, aunque en concentraciones ligeramente distintas (Figura 

42). Sin embargo, cuando se usaron concentraciones no limitantes de amonio (5,0 mM) no 

se acumuló piruvato en el sobrenadante de los cultivos de la cepa silvestre (Figura 16 A). 

Además, el cromatograma de los sobrenadantes de la cepas silvestre y del doble mutante 

(fur/prrF) indicó la presencia de un nuevo metabolito, identificado como fumarato, ausente 

en el caso del mutante FUR1 (Figura 42, pico nº 3).  

En la cepa silvestre, y con amonio no limitante (5,0 mM), la bacteria consumió el 

DL-malato sin la acumulación de metabolitos intermediaros en el medio (Figura 16 A). Sin 

embargo, en condiciones de amonio limitante (2,0 mM), la alta relación C/N podría 

provocar la excreción de piruvato y fumarato al medio. Estos datos sugieren que mientras 

que en la cepa silvestre la actividad fumarasa permite un rápido equilibrio entre el L-malato 

y el fumarato, en el mutante FUR1 la actividad fumarasa podría encontrarse afectada. El 

hecho de que en el doble mutante fur/prrF también se observe la acumulación de fumarato 

en los sobrenadantes, sugiere que la expresión de la fumarasa está regulada positivamente 

por Fur a través de la represión de PrrF en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 
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Figura 42. Cromatogramas obtenidos por HPLC de los sobrenadantes de cultivos 
de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, FUR y FP1. Las células se cultivaron en medio 
mínimo( M9) con DL-malato (4 g/l) como fuente de carbono y amonio (5,0 mM) como fuente de 
nitrógeno hasta la fase estacionaria de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4), inmediatamente antes de 
añadir KCN 2,0 mM. En este punto se tomaron muestras de los tres cultivos, se centrifugaron y los 
sobrenadantes se analizaron por HPLC. Pico 1: L-malato 22 mM en R1, 15,6 mM en FUR1 y 24,2 
mM en FP1. Pico 2: piruvato 0,28 mM en R1, 1,23 mM en FUR1 y 2,88 mM en FP1. Pico 3: 
fumarato 0,03 mM en R1 y 0,05 mM en FP1. El resto de picos no han podido ser identificados. 

 

2.6.4 Efecto del DL-malato sobre el crecimiento del mutante FP1 

El DL-malato en el medio de cultivo tuvo un efecto protector frente la toxicidad 

del cianuro en la cepa doble mutante FP1 (Figura 43), al igual que ocurrió con las células de 

la cepa mutante en fur (Figura 19), lo que de nuevo confirmó el efecto protector del DL-

malato sobre la tolerancia al cianuro de esta bacteria.  
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Sin embargo, como ocurrió en el caso del mutante FUR1, el efecto protector del 

DL-malato solamente se produjo cuando el cianuro se añadió una vez que el cultivo se 

encontraba metabolizando activamente este compuesto, y no cuando el DL-malato se 

añadió a la vez que el cianuro (datos no mostrados). Este hecho indica, de nuevo, que se 

trata de un metabolito derivado del DL-malato, y no del DL-malato per se, el compuesto 

que ejerce este efecto protector.  

 

 

Figura 43. Efecto del DL-malato sobre la tolerancia a cianuro de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FP1 cultivadas en medio LB. Las células se 
cultivaron en medio LB + DL-malato (4 g/l) hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 
0,5). En este punto (flechas grises), se añadió KCN 2,0 mM. La determinación del crecimiento y de 
la concentración de cianuro se llevó a cabo a los tiempos indicados. Como control se utilizó un 
medio sin inocular en el cual se determinó la concentración de cianuro de forma paralela al cultivo 
inoculado (datos no mostrados). En la gráfica se muestran los resultados de un experimento típico. 
Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados similares. 
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Capítulo 3.  

 

Papel de las aconitasas en el metabolismo del cianuro en                 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 
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3.1. Identificación de los genes acnA y acnB de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 

Las aconitasas (EC 4.2.1.3) son proteínas sulfoférricas (4Fe-4S) monoméricas que 

catalizan la reacción de isomerización entre citrato e isocitrato, vía cis-aconitato, 

participando así en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y en el del glioxilato. Las aconitasas 

bacterianas se clasifican en dos tipos, AcnA y AcnB (Rouault, 2006; Walden et al., 2006), 

que a pesar de catalizar la misma reacción muestran una limitada similitud entre sus 

secuencias de aminoácidos (Tang y Guest, 1999; Tang et al., 2005). En bacterias Gram 

negativas la proteína mayoritaria es la aconitasa B, mientras que la aconitasa A es más 

estable en situaciones de estrés oxidativo. Ambas proteínas tienen actividad enzimática o 

reguladora postranscripcional (con unión a RNA) dependiendo del estado de la agrupación 

sulfoférrica (Williams et al., 2002). 

En E. coli y en P. aeruginosa se han identificado los genes acnA y acnB, que codifican 

dos isoformas de la proteína aconitasa (Acn) AcnA y AcnB (Blank et al., 2002; Somerville et 

al., 1999), cuya secuencia se encuentra muy conservada entre diferentes microorganismos. 

En este organismo la existencia de dos aconitasas se descubrió al observar que un mutante 

dirigido en acnA mantenía actividad aconitasa, aunque menos estable (AcnB) (Gruer et al., 

1997b). Estudios posteriores con genes reporteros, demostraron que la AcnB es la enzima 

mayoritaria en el ciclo de Krebs, sometida a represión catabólica y anaeróbica. Por el 

contrario, la AcnA se induce por hierro, en condiciones de estrés oxidativo, y durante la 

fase estacionaria de crecimiento (Cunningham et al., 1997; Varghese et al., 2003). 

En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se han identificado dos genes homólogos a 

acnA y acnB de E. coli y de P. aeruginosa, que mostraron un grado de identidad del 85 % y del 

88 % con las secuencias de los genes que codifican las proteínas AcnA y AcnB de P. 

aeruginosa respectivamente. 

El entorno génico de acnA en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 es similar al 

encontrado en otras Pseudomonas (Winsor et al., 2009) (Figura 44). Las posiciones más 

conservadas en su entorno son las correspondientes a los genes sirA y aer. Con respecto al 

entorno génico de acnB en diversas Pseudomonas, el gen más conservado es el que codifica la 

proteína de función desconocida DUF, que muestra una elevada similitud con la secuencia 

del gen Ppsal_2912 de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Figura 45). Por último, es de 

destacar que en P. mendocina el entorno génico de ambas aconitasas es muy similar al 

encontrado en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 
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Figura 44. Esquema de la región de 9,4 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen acnA (BN5_01968). Los genes que 
flanquean la secuencia codificante de la proteína AcnA codifican las siguientes proteínas: 
Ppsal_2163 (BN5_01965), proteína de función desconocida DUF1260; Ppsal_2164 (BN5_01966), 
Glutamina amidotransferasa (clase I); Aer (BN5_01967), sensor de quimiotaxis; Ppsal_2167 
(BN5_01969), 2`-O-ribosa metiltransferasa; SirA (BN5_01970), sulfotransferasa y Ppsal_2169 
(BN5_01971), proteína hipotética. 

 

 

Figura 45. Esquema de la región de 7,8 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen acnB (BN5_01775). Los genes que 
flanquean la secuencia codificante de la proteína AcnB codifican las siguientes proteínas: LpxH 
(BN5_01771), UDP-2,3-diacilglucosamina hidrolasa; MiaE (BN5_01772), tRNA hidrolasa; UspA 
(BN5_01773), proteína universal de estrés; Ppsal_2912 (BN5_01774), proteína de función 
desconocida DUF1289 y Ppsal_2194 (BN5_01776), transposasa. 

 

Los árboles filogenéticos obtenidos a partir del alineamiento múltiple (ClustalW) de 

las secuencias de aminoácidos de diversas AcnA y AcnB de E. coli y varias especies de 

Pseudomonas, incluida la de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Figuras 46 y 47) mostraron 

que entre todas las secuencias existe un elevado grado de identidad. Estudios previos han 

mostrado que la proteína AcnA contiene 4 dominios; 3 dominios estructurales fuertemente 

plegados en torno a la agrupación sulfoférrica, y un cuarto dominio conectado mediante un 

péptido adaptador, originándose una profunda hendidura en el sitio activo. Además, el 

alineamiento múltiple de secuencias de aconitasas de diferentes organismos, reveló en los 

cuatros dominios un alto grado de conservación en los aminoácidos situados en el centro 

activo; por ejemplo 17 de los 20 residuos del sitio activo, incluyendo 3 cisteínas se 

conservan en casi todas las proteínas, y 19 residuos, principalmente glicinas, se encuentran 

presentes en todas las aconitasas cuyas secuencias se compararon (Gruer et al., 1997a). En 

cambio, la proteína AcnB contiene un quinto dominio, el dominio “HEAT like”, que 

interacciona con el dominio 4 adyacente formando una estructura en forma de embudo que 

conduce al sitio activo 1 (Williams et al., 2002). Las predicciones de las estructuras 
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tridimensionales de AcnA y AcnB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se muestran en la 

Figuras 48 y 49. 

 

Figura 46. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de AcnA 
de diferentes microorganismos. El alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de 
AcnA y el árbol filogenético se realizó usando el servidor Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). Entre 
paréntesis se proporcionan los números de acceso correspondientes al GenBank de cada una de las 
proteínas de los diferentes microorganismos: E. coli (EII64621), S. flexneri K-272 (EGK27092), S. 
typhimurium (NP_460671), C. rodentium ICC168 (YP_003365291), P. stutzeri A1501 (YP_001172362), 
P. fulva 12-X (YP_004474906), P. pseudoalcaligenes CECT 5344 (CCH38055), P. mendocina ymp 
(YP_001187397), P. putida KT2440 (NP_744261), P. entomophila L48 (YP_609259), P. syringae 
(NP_791839), P. fluorescens Pf-5 (YP_259048), P. chlororaphis O6 (ZP_10176593) y P. aeruginosa PA7 
(YP_001349122). Los valores representan el grado de diferencia entre las secuencias (0,2 muestra 
una diferencia del 20 % entre dos secuencias). 

 

Figura 47. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de AcnB 
de diferentes microorganismos. El alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de 
AcnB y el árbol filogenético se realizó usando el servidor Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). Entre 
paréntesis se proporcionan los números de acceso correspondientes al GenBank de cada una de las 
proteínas de los diferentes microorganismos: E. coli (YP_003220130), S. flexneri K-272 
(EGK30919), C. rodentium ICC168 (YP_003363771), S. typhimurium (NP_459163), P. entomophila L48 
(CAK14744), P. putida KT2440 (NP_744488), P. aeruginosa PA7 (YP_001348871), A. vinelandii 
AvOP (YP_002799510), P. stutzeri A1501 (YP_001172559), P. pseudoalcaligenes CECT 5344 
(CCH37868), P. mendocina ymp (ABP85334), P. syringae (NP_793526), P. chlororaphis O6 
(ZP_10175422) y P. fluorescens Pf-5 (YP_259740). Los valores representan el grado de diferencia 
entre las secuencias (0,09 muestra una diferencia del 9 % entre dos secuencias). 
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Figura 48. Predicción de la estructura tridimensional de AcnA (B) de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo c2b3yB_ 
de la aconitasa citosólica humana (Irp1) (A), con la que tiene una identidad de secuencia del 54 % y 
una confianza del 100 %. Los paneles fueron generados utilizando el servidor “Phyre2” (Kelley y 
Sternberg, 2009). 

 

 

Figura 49. Predicción de la estructura tridimensional de AcnB (B) de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo c1l5jB_ de 
AcnB de E. coli (A), con la que tiene una identidad de secuencia del 79 % y una confianza del 100 
%. Los paneles fueron generados utilizando el servidor “Phyre2” (Kelley y Sternberg, 2009). 

 

La firma de identidad para las proteínas pertenecientes a la familia de aconitasas 

consiste en dos regiones conservadas que contienen tres cisteínas, ligandos de la agrupación 

sulfoférrica. En la secuencia de aminoácidos deducida de la proteína AcnA de P. 
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pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se detectaron las dos firmas de identidad típicas de 

aconitasas (Figura 50), en cambio, en la proteína AcnB solo se identificó la secuencia 

consenso correspondiente a la firma de identidad 1 (Figura 51). 

Los puntos isoeléctricos teóricos obtenidos para las enzimas AcnA y AcnB se 

correspondieron con valores de 5,25 y 5,24, respectivamente. Las masas moleculares 

calculadas se correspondieron con 99227,8 y 93673,4 Da, respectivamente, estando estos 

valores comprendidos en el intervalo de masa molecular característico de las aconitasas, 

que oscila entre 68000 y 12000 Da (Gruer et al., 1997a).  

 

 

Firma de identidad 1. Secuencia consenso.  

[LIVM]-x(2)-[GSACIVM]-x-[LIV]-[GTIV]-[STP]-C-x(0,1)-T-N-[GSTANI]-x(4)- 

[LIVMA]; C de unión al centrosulfoférrico. 

 

Firma de identidad 2. Secuencia consenso.  

G-x(2)-[LIVWPQT]-x(3)-[GACST]-C-[GSTAM]-[LIMPTA]-C-[LIMV]-[GA] 

C de unión al centrosulfoférrico. 

 

 

Figura 50. Secuencia de aminoácidos de AcnA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 
R1 deducida a partir de la secuencia génica. En rojo se muestra la secuencia típica de firma 
de identidad 1 de las aconitasas y en azul la correspondiente a la firma de identidad 2 típica de las 
aconitasas. 
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Figura 51. Secuencia de aminoácidos de AcnB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 
R1 deducida a partir de la secuencia génica. En rojo se muestra la firma de identidad 1 
típica de las aconitasas. 

 

3.2 Separación de las isoformas de la aconitasa de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 mediante cromatografía de intercambio aniónico 

Usando el método enzimático mostrado en el apartado 3.4.2 del Capítulo de 

Materiales y Métodos, la máxima actividad aconitasa se detectó a una temperatura de 60 ºC. 

Además, se detectó un máximo local entre los 40 y 45 ºC, que se podría corresponder con 

la temperatura óptima de una de las isoenzimas, siendo 60 ºC la temperatura óptima de la 

isoenzima mayoritaria presente en el extracto con el que se realizó el ensayo. La 

temperatura óptima de esta enzima es inusualmente alta, comparada con la temperatura 

óptima de las aconitasas de otros microorganismos (25 – 30 ºC) (Lin et al., 2007), a 

excepción de la aconitasa de Corynebacterium glutamicum con una temperatura óptima de      

50 ºC (Baumgart y Bott, 2011). En el caso P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 este dato no 

resulta extraño ya que otras enzimas de esta bacteria presentan temperaturas óptimas 

anormalmente altas, como una 3-cianoalanina nitrilasa, enzima con actividad nitrilasa e 

hidratasa, cuya temperatura óptima es de 45 ºC (Acera et al., 2009), o la cianasa, con una 

temperatura óptima de 65 ºC (Luque-Almagro et al., 2008). 

Puesto que en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se han identificado 

dos genes que podrían codificar dos aconitasas, para comprobar si la actividad enzimática 

total es el resultado de una o dos isoenzimas se realizó una cromatografía de intercambio 

aniónico para así separar las posibles isoformas.  
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Para las cromatografías (Apartado 7.1 de Materiales y Métodos) se utilizaron 

extractos acelulares de células cultivadas en medio mínimo con amonio, o cianuro, como 

fuente de nitrógeno. El perfil cromatográfico obtenido para la actividad aconitasa se 

muestra en la Figura 52. 

 

 

Figura 52. Separación de las isoformas de la aconitasa mediante cromatografía de 
intercambio aniónico. Los extractos acelulares (2,0 ml) procedentes de células de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (250 ml) cultivadas en medio M9 con amonio o cianuro como 
fuentes de nitrógeno hasta una D.O. 600 nm de 0,8, se aplicaron a una columna de intercambio 
aniónico Mono Q 5/50 GL. La cromatografía se desarrolló a un flujo de 2,0 ml/min, recogiéndose 
fracciones de 0,5 ml en las que se determinó la actividad aconitasa. La elución de las proteínas 
retenidas en la columna se llevó a cabo con un gradiente de NaCl (negro) a las concentraciones 
indicadas. El 100% se correspondió a 2,0 M de NaCl en el tampón de elución. La actividad 
aconitasa se determinó como se indica en el apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos. 

 

Como resultado de la cromatografía se detectaron dos picos con actividad 

aconitasa, que se podrían corresponder con las enzimas aconitasas A y B, codificadas por 

los genes acnA y acnB detectados en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Por 

tanto, la actividad aconitasa total encontrada en los extractos acelulares es la suma de dos 

actividades aconitasas independientes. Esto ocurrió tanto en bacterias cultivadas con 

cloruro amónico como con cianuro potásico (fuente de nitrógeno). También en células 

cultivadas en medio LB se detectó la presencia de las dos isoenzimas (resultados no 

mostrados). 
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3.3 Efecto del cianuro sobre la expresión de los genes acnA y acnB en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

Puesto que P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 es capaz de tolerar el efecto tóxico del 

cianuro y éste parece causar tanto estrés oxidativo como deficiencia de hierro (Luque-

Almagro et al., 2007), se realizaron estudios acerca de la influencia de este compuesto sobre 

la expresión de los genes acnA y acnB (Figura 53). 

  

 

Figura 53. Efecto del cianuro en la expresión de los genes acnA y acnB de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5), momento en el cual se adicionó KCN 2,0 mM. Este 
punto se tomó como condición control (C). A partir de este momento se determinó el crecimiento 
(gris) y la concentración de mRNA a distintos tiempos. Las concentraciones de mRNA se 
determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado 
como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error representan la 
desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

La adición de cianuro al medio produjo un aumento de la expresión del gen acnA 

que coincidió con la “fase de adaptación” típica provocada por el cianuro, fase en la que no 

tenía lugar el crecimiento celular. Simultáneamente se produjo una drástica disminución de 

la expresión del gen acnB. Es decir, durante esta etapa de adaptación a cianuro debe ser 

necesaria una mayor presencia de la enzima AcnA, para compensar la disminución de la 

actividad aconitasa correspondiente a la isoenzima AcnB. Posteriormente, el crecimiento 

celular se recuperó y fue durante la fase exponencial cuando se invirtieron los niveles de 

expresión de dichos genes, siendo la de acnB mayor que en la fase de adaptación a cianuro. 
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Se ha demostrado que, en E. coli, AcnB es la proteína mayoritariamente sintetizada durante 

la fase exponencial de crecimiento, estando por tanto asociada a un metabolismo más 

activo. En cambio AcnA es una proteína más estable y mayoritaria durante la fase 

estacionaria de crecimiento. AcnA además es inducida por hierro y en condiciones de estrés 

oxidativo (Cunningham et al., 1997). 

Estos resultados indican que el cianuro, directa o indirectamente, influye de forma 

negativa sobre la expresión de acnB, posiblemente debido al déficit de hierro inducido por 

éste, o al estrés oxidativo originado (Luque-Almagro et al., 2007) tal y como ocurre en otras 

bacterias en las que AcnB es sensible a estrés oxidativo (Somerville et al., 1999). Por el 

contrario, la adición de cianuro indujo la expresión del gen acnA. Teniendo en cuenta que la 

proteína AcnA de otros microorganismos es una enzima más estable, mayoritaria durante la 

fase estacionaria e inducida específicamente por estrés oxidativo (Tang et al., 2002), podría 

ocurrir que en P. pseudoalcaligenes CECT5344R1 la expresión de gen acnA dependiese de la 

disponibilidad de hierro y estuviese positivamente regulada por estrés oxidativo. 

 

3.4. Construcción de una cepa mutante en el gen acnA de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

Con motivo de estudiar el papel que la proteína AcnA juega en la tolerancia a 

cianuro de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se construyó, mediante disrupción insercional, 

un mutante defectuoso en el gen acnA (Figura 54). 

Mediante PCR se amplificó un fragmento del gen acnA usando los oligonucleótidos 

acnA1203U y acnA2470L (Tabla 5) y DNA genómico de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. El 

producto resultante se clonó en el vector PGEM-T Easy. Seguidamente, a partir del 

plásmido PMS255 se amplificó el gen aacC1 que confiere resistencia a gentamicina, y el 

producto amplificado se digirió después con la enzima SmaI. La digestión del plásmido 

PGEM-TE acnA1203/2470 con la enzima de restricción StuI permitió su ligación con el gen 

aacC1 previamente digerido, puesto que las enzimas de restricción SmaI y StuI originaron 

extremos romos compatibles. Como resultado se obtuvo el plásmido PGEM-TE acnA 

aacC1, que contenía un fragmento del gen acnA interrumpido por aacC1, y que una vez 

integrado por doble recombinación en el cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

ocasionará la disrupción insercional de acnA. Dicho plásmido se transfirió a P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 por electroporación. Los transformantes fueron el resultado 
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de una recombinación homóloga doble entre el gen nativo cromosómico y los 

correspondientes fragmentos internos clonados en el vector suicida (Apartado 8.15 de 

Materiales y Métodos) y fueron seleccionados en medio LB suplementado con gentamicina 

(10 μg/ml). 

 

 

Figura 54. Representación esquemática de la construcción del plásmido PGEM-TE 
acnA aacC1. Las abreviaturas utilizadas son: T7, promotor de la RNA polimerasa del fago T7; 
lacZ, gen que codifica la β-galactosidasa; f1, región del fago 1 y ori, origen de replicación del 
plásmido. 

 

La correcta integración del plásmido suicida se comprobó mediante amplificación 

por PCR del DNA genómico mutado (Figura 55), utilizando los oligonucleótidos acnA1203U 

y acnA2470L (Tabla 5), y además se comprobó la ausencia de expresión del gen interrumpido 

mediante PCR a tiempo real. 
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Figura 55. Comprobación de la inserción génica en el mutante ACNA1 de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 mediante PCR. A partir de DNA genómico de la cepa 
silvestre (R1) y DNA de un clon positivo (ACNA1) se realizó una amplificación por PCR utilizando 
los cebadores acnA1203U/acnA2470L. El tamaño de la banda obtenida para la cepa mutante fue de 
2,227 Kb (ACNA1), que se corresponde a la suma del producto de acnA1203-2470 (1,288 Kb) y el gen 
aacC1 (0,939 Kb) insertado, 0,939 Kb mayor que el fragmento amplificado de la cepa silvestre 
(1,288 Kb, R1). MW representa el patrón de peso molecular 1Kb DNA Ladder. 

 

 

3.5 Identificación de la isoenzima aconitasa presente en ACNA1 mediante 

cromatografía de intercambio aniónico 

Al someter a cromatografía de intercambio aniónico los extractos acelulares del 

mutante ACNA1 se encontró un solo pico con actividad aconitasa, de cuya actividad debe 

ser responsable la isoenzima aconitasa B, ya que es la única presente en la cepa mutante en 

el gen acnA (Figura 56). 

En el cromatograma (Figura 56) se observa que el pico correspondiente a la 

aconitasa B es el obtenido en segundo lugar en la cromatografía realizada a partir de 

extractos acelulares de células de la cepa silvestre (Figura 52), y, por consiguiente, el pico de 

actividad aconitasa eluido a una concentración de 100 mM de NaCl (17 ml) sería el 

correspondiente a la isoenzima aconitasa A de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Figura 

52). 
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Figura 56. Identificación de la isoenzima de la aconitasa presente en P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 ACNA1 mediante cromatografía de intercambio 
aniónico. Los extractos acelulares (2,0 ml) procedentes de células de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344 ACNA1 (250 ml) cultivadas en medio LB hasta una D.O. 600 nm de 0,8, se aplicaron a una 
columna de intercambio aniónico Mono Q 5/50 GL. La cromatografía se desarrolló a un flujo de 
2,0 ml/min, recogiéndose fracciones de 0,5 ml en las que se determinó la actividad aconitasa. La 
elución de las proteínas retenidas en la columna se llevó a cabo con un gradiente de NaCl (negro) a 
las concentraciones indicadas. El 100% se correspondió a 2,0 M de NaCl en el tampón de elución. 
La actividad aconitasa se determinó como se indica en el apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos. 

 

3.6. Caracterización fenotípica de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 ACNA1 

3.6.1 Efecto de la mutación en acnA sobre el crecimiento 

La mutación en el gen acnA no afectó significativamente al crecimiento de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 en medios LB, o M9 con acetato o DL-malato como fuentes de 

carbono (Figura 57). Estos resultados indican que, en estas condiciones, la aconitasa B es 

capaz de suplir la función de AcnA y que las dos enzimas tienen actividades 

funcionalmente solapantes. Tampoco se observaron cambios fenotípicos en el crecimiento 

en la mayoría de los medios de cultivo en un mutante acnA de E. coli (Gruer et al., 1997b), 

excepto cuando se usó acetato o succinato como fuente de carbono. En este caso, el 

mutante acnA creció mejor que la cepa silvestre (Gruer et al., 1997b). En E. coli: AcnB 

funciona como la enzima principal en el catabolismo (ciclo de Krebs y del glioxilato) y 

AcnA se induce en condiciones de estrés oxidativo (Cunningham et al., 1997). Por otra 

parte, la carencia de la enzima AcnA en Bradyrhizobium japonicum repercutió negativamente 

sobre su crecimiento (Thöny-Meyer y Künzler, 1996). 
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Figura 57. Crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y ACNA1 en 
diferentes medios. Las células se cultivaron en medios LB, M9 con amonio (5,0 mM) como 
fuente de nitrógeno y DL-malato (4 g/l) o acetato (4 g/l) como fuente de carbono hasta la fase 
estacionaria de crecimiento. El crecimiento de los cultivos se determinó midiendo la absorbancia a 
600 nm a los tiempos indicados. En la gráfica se muestran los resultados de un experimento típico. 
Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados similares. 

 

 

3.6.2 Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 ACNA1 

La adición de cianuro al medio de cultivo no afectó significativamente al 

crecimiento del mutante (Figura 58). Aunque el cianuro produjo un incremento en la 

expresión de acnA y una disminución en la de acnB en la cepa silvestre (Figura 53), y ambas 

enzimas se encuentran presentes en células cultivadas con cianuro como fuente de 

nitrógeno (Figura 52), estos resultados indican que la actividad de la enzima aconitasa A no 

es esencial para el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, y que AcnA no está 

implicada en la resistencia y asimilación de cianuro que presenta esta bacteria. El hecho de 

que el crecimiento de la cepa mutante no se vea afectado por cianuro indica que la enzima 

AcnB existente garantiza un funcionamiento efectivo del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 

El papel fundamental de la aconitasa B en el mantenimiento del metabolismo también se 

ha puesto de manifiesto por el hecho de que la mutación de acnB, pero no de acnA, mejora 

la resistencia frente a antibióticos bactericidas, que ejercen su efecto mediante la generación 

de radicales hidroxilo (Kohanski et al., 2007). 
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Figura 58. Efecto del cianuro sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344 R1 y del mutante ACNA1. A. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En este punto (flechas grises), se añadió KCN 2,0 
mM. B y C. Las células se cultivaron en medio mínimo (M9) con acetato (B) (4 g/l) o DL-malato 
(C) (4 g/l) como fuente de carbono y 2,0 mM de amonio como fuente de nitrógeno hasta la fase 
estacionaria (D.O. 600 ≈ 0,4). En este punto (flechas grises) se añadió KCN 2,0 mM. La 
determinación del crecimiento y de la concentración de cianuro se llevó a cabo a los tiempos 
indicados. Como control se utilizó un medio sin inocular en el cual se determinó la concentración 
de cianuro de forma paralela al cultivo inoculado (datos no mostrados). En la gráfica se muestran 
los resultados de un experimento típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose 
resultados similares. 
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3.6.3 Efecto del estrés oxidativo sobre el crecimiento de ACNA1 

Estudios previos en E. coli han demostrado que la actividad aconitasa puede 

disminuir por la presencia de especies reactivas de oxígeno generadas de forma espontánea 

en la célula (Varghese et al., 2003). Por lo tanto, se estudió el efecto del paraquat y de la 

menadiona sobre la cepa mutada en el gen acnA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1.  

La adición de paraquat (Figura 59 A) no supuso un descenso en la velocidad de 

crecimiento del mutante, aunque si se observó que la densidad óptica máxima alcanzada 

por el mutante fue menor que la de la cepa silvestre y que la de la cepa mutante a la que no 

se añadió paraquat. Por el contrario, el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

ACNA1 en presencia de menadiona se detuvo durante aproximadamente unas 5 h, 

mientras que en la cepa silvestre sólo se observó una ralentización del mismo (Figura 59 B). 

Por lo tanto, en condiciones de estrés oxidativo inducido químicamente, la actividad 

aconitasa AcnB fue incapaz de compensar la falta de AcnA. Estos datos indican que, 

análogamente a lo descrito en E. coli, un mutante en acnA muestra más sensibilidad a estrés 

oxidativo que la cepa silvestre (Varghese et al., 2003). De hecho, en E. coli la expresión de 

acnA es inducida específicamente por estrés oxidativo (Tang et al., 2002). Sin embargo, la 

sensibilidad a la menadiona del mutante ACNA1 fue menor que la mostrada por el mutante 

en fur (Figura 20 B). La proteína Fur, además de llevar a cabo la regulación de la 

homeostasis del hierro, está implicada en la regulación de genes relacionados con el estrés 

oxidativo (Touati et al., 1995), lo que estaría de acuerdo con el fenotipo de sensibilidad 

frente a ROS detectado en esta cepa carente de Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 

En E. coli, la proteína AcnA es resistente a estrés oxidativo (Tang et al., 2002) y se encuentra 

regulada positivamente por Fur (Gruer y Guest, 1994). Podría ocurrir que P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 FUR1 fuera deficiente en AcnA, al igual que P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

ACNA1, lo cual explicaría la similitud fenotípica encontrada entre las dos cepas. Dicho de 

otra forma, parte del fenotipo del mutante FUR1 respecto al estrés oxidativo podría 

deberse a la falta de aconitasa A. Sobre este tema se discutirá más adelante (Apartado 3.7).  

Es de destacar que la adición de cianuro no tuvo un efecto significativo sobre el 

crecimiento del mutante ACNA1 (Figura 58), aunque se ha descrito que este compuesto 

induce en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 una respuesta a estrés oxidativo (Luque-

Almagro et al., 2007). Pudiera ocurrir que este realmente no fuera el caso, ya que cuando se 

realizó el análisis proteómico todavía no se había secuenciado el genoma de la bacteria, o 
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bien que las ROS originadas por el cianuro sean de naturaleza diferente a las producidas 

por la menadiona o el paraquat. 

 

 

Figura 59. Efecto del paraquat (A), la menadiona (B) y el peróxido de hidrógeno 
(C) sobre el crecimiento de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y ACNA1. Las 
células se cultivaron en medio LB hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5). En 
este punto se añadió paraquat o menadiona hasta una concentración final de 0,2 mM, o peróxido de 
hidrógeno hasta una concentración final de 1,0 mM, y se midió el crecimiento a los tiempos 
indicados. A los cultivos utilizados como control (R1 C y FUR1 C) se les adicionó un volumen de 
agua equivalente al volumen añadido de estos reactivos. En la gráfica se muestran los resultados de 
un experimento típico. Los experimentos se realizaron por triplicado obteniéndose resultados 
similares. 
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No se observaron cambios significativos en el crecimiento, ni de la cepa silvestre 

ni de la mutante, cuando se añadió H2O2 1,0 mM al medio de cultivo (Figura 59 C), aunque 

un mutante en acnA de E.coli mostró una menor tolerancia a H2O2 (4,0 mM) que la cepa 

silvestre (Tang et al., 2002). 

 

3.7. Efecto de la concentración de hierro sobre la expresión de acnA y acnB  

en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Papel de PrrF 

En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la expresión de acnA dependió de la 

disponibilidad de hierro en el medio, de manera que una disminución de la concentración 

de hierro en el medio de cultivo originó un descenso de la cantidad del mRNA de acnA 

(Figura 60). 

 

 

Figura 60. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión de 
acnA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y PRRF1. Las células se cultivaron en 
medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (5,0 mM) como 
fuente de nitrógeno hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este punto, las 
células se centrifugaron, se lavaron con agua estéril, se volvieron a centrifugar y; posteriormente, se 
resuspendieron en diferentes medios: M9 sin hierro añadido (-Fe), M9 con hierro (FeSO4 35 µM y 
200 µM) y M9 con deferoxamina 50 µM (Def 50 µM). Las concentraciones de mRNA se 
determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado 
como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error representan la 
desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

Resultados similares han sido descritos previamente en P. aeruginosa (Oglesby-

Sherrouse y Vasil, 2010) y E.coli (Cunningham et al., 1997), organismos en los que la 

expresión de acnA, acnB y sdhD se inducía como respuesta a concentraciones elevadas de 

hierro. Como se ha concluido anteriormente, en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 Fur 
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reprime la expresión del sRNA PrrF (Apartado 2.2, Figura 32), ya que en el mutante FUR1 

se producía una sobreexpresión constitutiva de este sRNA (Figura 32). En el mutante 

PRRF1 se restauró la expresión del gen acnA hasta valores similares a los encontrados en la 

cepa silvestre (200 µM FeSO4), aunque esta expresión no varió en función de la 

concentración de hierro (Def 50 µM) (Figura 60).  

Estos datos ponen de manifiesto que en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, la 

expresión de acnA depende de la disponibilidad de hierro, mediante un proceso controlado 

por PrrF, que a la vez se encuentra regulado negativamente por el represor Fur (Apartado 

2.2). En condiciones de suficiencia de hierro, en bacterias como E. coli, S. typhimurium y P. 

aeruginosa Fur actúa positivamente sobre la expresión de genes que codifican proteínas 

férricas, como la aconitasaA (acnA) y la superóxido dismutasa A (sodA) mediante la 

represión de los sRNA RhyB y PrrF1/PrrF2 (PrrH), respectivamente (Kim y Kwon, 2012; 

Massé y Gottesman, 2002; Massé et al., 2007; Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010; Wilderman 

et al., 2004). 

También se estudiaron los posibles cambios de expresión del gen acnB en las 

mismas condiciones, observándose que la adición de deferoxamina al medio de cultivo 

también indujo una ligera disminución de la expresión del gen acnB en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1, disminución que no se observó en el mutante PRRF1 (Figura 61).  

En P. aeruginosa (Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010) y E. coli (Cunningham et al., 1997) 

acnB se induce como respuesta al aumento en la concentración de hierro. Además, la 

enzima AcnB de E. coli se comporta como una proteína reguladora de hierro (IRP) (Beinert 

y Kennedy, 1993; Tang y Guest, 1999), y modula la expresión de otras proteínas de acuerdo 

a la concentración de hierro disponible en el medio celular. Por otro lado, en la cepa 

mutante PRRF1 la concentración del mRNA del gen acnB no varió en función de la 

disponibilidad de hierro (Figura 61). Sería por tanto posible que, al igual que ocurre con 

acnA, este sRNA regulara la expresión del gen acnB. De igual forma, en P. aeruginosa PrrF1 y 

PrrF2 intervienen en la represión del gen acnB en condiciones de deficiencia de hierro 

(Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010). 
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Figura 61. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión de 
acnB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y PRRF1. Las células se cultivaron en 
medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (5,0 mM) como 
fuente de nitrógeno hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este punto, las 
células se centrifugaron, se lavaron con agua estéril, se volvieron a centrifugar y; posteriormente, se 
resuspendieron en diferentes medios: M9 sin hierro añadido (-Fe), M9 con hierro (FeSO4 35 µM y 
200 µM) y M9 con deferoxamina 50 µM (Def 50 µM). Las concentraciones de mRNA se 
determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado 
como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error representan la 
desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

Como la regulación ejercida por PrrF ocurre fundamentalmente a nivel 

postranscripcional, se determinó la actividad enzimática de la aconitasa en extractos 

acelulares de los diferentes mutantes. La actividad aconitasa total encontrada en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 fue menor que la detectada en la cepa silvestre, y similar 

a la detectada en la cepa mutante en el gen acnA (Figura 62). En la cepa mutante PRRF1 la 

actividad aconitasa total fue ligeramente mayor que la observada en la cepa silvestre. 

Finalmente, en el doble mutante en los genes fur/prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

se restauraron los valores de actividad aconitasa de la cepa silvestre, a pesar de que la cepa 

doble mutante carecía de Fur (Figura 62). Puesto que la mutación de prrF revierte la 

pérdida de actividad aconitasa del mutante en fur, se puede concluir que PrrF está 

regulando la expresión de una de las isoenzimas. 
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Figura 62. Actividad aconitasa en distintas cepas de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344. Las células de las cepas R1, ACNA1, FUR1, PRRF1 y FP1 se cultivaron en medio LB hasta 
la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,7), posteriormente, se rompieron por diferencia 
de presión (prensa de French). La actividad aconitasa se determinó como se indica en el apartado 
3.4.2 de Materiales y Métodos a partir de los extractos ultracentrifugados de cada una de las cepas. 
Las barras de error representan la desviación estándar de los valores de actividad aconitasa obtenida 
en tres experimentos independientes. 
 

Como por otra parte, es posible separar cromatográficamente las dos isoenzimas, se 

realizó una cromatografía de intercambio aniónico con extractos acelulares de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, FUR1 y FP1 (Figura 63). En el cromatograma 

correspondiente a la cepa mutante en fur (Figura 63 B) se observó una desaparición total 

del primer pico de actividad aconitasa, correspondiente a la isoforma AcnA, que si se 

detectó en la cepa silvestre (Figura 63 A). Por otro lado, el cromatograma correspondiente 

a las células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FP1 mostró los dos picos de actividad 

aconitasa correspondientes a las isoenzimas AcnA y AcnB (Figura 63 C). Estos resultados 

permiten concluir que la pérdida de actividad aconitasa presentada por el mutante en el gen 

fur (Figura 62) se debe a la desaparición de la isoenzima AcnA. Además, como la presencia 

de dicha isoenzima se recuperó en ausencia de PrrF (Figura 63), cabe concluir que es PrrF 

el mediador de la regulación ejercida por Fur. Por lo tanto, la regulación positiva ejercida 

por Fur sobre la expresión del gen acnA se lleva a cabo a través de la represión del sRNA 

PrrF. Evidencias experimentales sobre la regulación positiva que el complejo Fur-Fe2+ 

ejerce sobre el gen acnA, a través de la represión de sRNAs, han sido ampliamente descritas 

en E. coli (Massé y Gottesman, 2002), P. aeruginosa (Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010; Vasil, 

2007) y Caulobacter crescentus (da Silva Neto et al., 2009). 
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Figura 63. Separación de las isoenzimas de la aconitasa de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 (A), FUR1 (B) y FP1 (C) mediante cromatografía de intercambio 
aniónico. Los extractos acelulares (2,0 ml) procedentes de células de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344 R1, FUR1 y FP1 (250 ml) cultivadas en medio LB hasta una D.O. 600 nm de 0,8, se aplicaron a 
una columna de intercambio aniónico Mono Q 5/50 GL. La cromatografía se desarrolló a un flujo 
de 2,0 ml/min, recogiéndose fracciones de 0,5 ml en las que se determinó la actividad aconitasa. La 
elución de las proteínas retenidas en la columna se llevó a cabo con un gradiente de NaCl (negro) a 
las concentraciones indicadas. El 100% se correspondió a 2,0 M de NaCl en el tampón de elución. 
La actividad aconitasa se determinó como se indica en el apartado 3.4.2 de Materiales y Métodos. 
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Por último, aunque experimentos anteriores (Figura 61) nos indicaban la posibilidad 

de que la regulación de la expresión de acnB también estuviese mediada por PrrF, este no 

parece ser el caso en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, ya que la actividad de la isoenzima 

AcnB se detectó en la cepa mutante en el gen fur (Figura 63 B).  
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Capítulo 4.  

 

Papel de las fumarasas en el metabolismo del cianuro en                 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 
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4.1. Identificación de los genes fumB y fumC de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 

La enzima fumarasa es un componente del ciclo de Krebs, aunque en organismos 

anaerobios facultativos, como E. coli, también está implicada en la vía reductiva de 

oxalacetato a succinato en condiciones de anaerobiosis (Tseng et al., 2001). En E. coli, 

existen tres genes que codifican fumarasas, denominados fumA, fumB y fumC. La 

comparación de sus secuencias y las características bioquímicas de sus productos génicos 

indican que se trata de dos tipos de fumarasas bioquímicamente diferentes (Woods et al., 

1988). Los genes fumA y fumB son homólogos y codifican productos génicos con masas 

moleculares idénticas, que se agrupan en dímeros termolábiles de 120.000 Da. FumA y 

FumB son enzimas sulfoférricas de clase I y miembros de la familia de hidrolasas 

dependientes de hierro entre las que se encuentran también las aconitasas (Woods et al., 

1988). FumC es una enzima de clase II que no requiere hierro y forma tetrámeros 

termoestables compuestos por subunidades idénticas de 50.000 Da. FumC presenta una 

secuencia muy similar a las de las fumarasas de B. subtilis, Saccharomyces cerevisiae, y mamíferos 

(Tseng et al., 2001), y sólo es similar a FumA y FumB en una región que contiene la 

secuencia consenso Gly-Ser-X-X-Met-X-X-Lys-X-Asn. En E. coli, FumA y FumC se 

encuentran presentes fundamentalmente en condiciones de crecimiento aeróbico, mientras 

que FumB parece ser una proteína más abundante en condiciones de anaerobiosis (Tseng, 

1997). Además, se ha propuesto que FumC sustituye a FumA en condiciones de baja 

disponibilidad de hierro o cuando existe acumulación de radicales superóxido (Tseng, 

1997). 

En P. aeruginosa, al igual que en E. coli, se han identificado tres genes que codifican 

fumarasas, sin embargo, dos de ellos codifican fumarasas de clase II (fumC1 y fumC2), y el 

otro, una posible fumarasa de clase I (PA4333) (Winsor et al., 2009). En P. fluorescens 

únicamente se han identificado dos genes que codifican fumarasas, fumA y fumC (Chenier et 

al., 2008).  

Al igual que en P. fluorescens, en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se 

han identificado sólo dos genes de fumarasas, uno perteneciente a la clase I y otro a la II. 

El gen perteneciente a la familia I presenta gran similitud con las secuencias génicas de 

fumA y fumB de E. coli. Puesto que fumA y fumB son a su vez homólogos, es difícil discernir 

cuál de ellos está presente en esta bacteria. Basándonos en su contexto génico, y más 

concretamente en el hecho de que en E. coli, fumC se localiza en una zona anexa a fumA 
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(Park y Gunsalus, 1995), cosa que no ocurre en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 , se le ha 

denominado fumB. El entorno génico del gen fumB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 se 

muestra en la Figura 64. El análisis de los entornos génicos de fumB en otras Pseudomonas 

mostró una gran variabilidad excepto para el gen Ppsal_3368, que codifica una ferredoxina 

presente en la vecindad de fumB en casi todos los organismos. Dicha variabilidad es aún 

mayor en el entorno del gen fumC, representado en la Figura 65, para el caso de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 

 

 

 

Figura 64. Esquema de la región de 8,2 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen fumB (BN5_02827). Los genes que 
flanquean la secuencia codificante de la proteína FumB codifican las siguientes proteínas: PaaG 
(BN5_02824), Enoil-CoA hidratasa, Ppsal_3368 (BN5_02825), ferredoxina; Ppsal_3369 
(BN5_02826), proteína con dominio diguanilato ciclasa (GGDEF); DsdA (BN5_02828), D-serina 
deshidratasa; FimA (BN5_02829), proteína de función desconocida DUF1028 y Ppsal_3373 
(BN5_02830), regulador transcripcional de la familia AraC.  

 

 

 

Figura 65. Esquema de la región de 4,0 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen fumC (BN5_02506). Los genes que 
flanquean la secuencia codificante de la proteína FumC codifican las siguientes proteínas: 
Ppsal_3055 (BN5_02505), proteína hipotética; Ppsal_3058 (BN5_02507), posible NADPH 
deshidrogenasa; PhnP (BN5_02508), β-lactamasa y PhnN (BN5_02509), guanilato quinasa.  

 

Los árboles filogenéticos obtenidos a partir del alineamiento múltiple (ClustalW) de 

las secuencias de aminoácidos de FumB y FumC de diversos organismos y varias especies 

de Pseudomonas, incluida la de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Figuras 66 y 67) mostró 

que entre todas las secuencias existe un elevado nivel de identidad. 
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Figura 66. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de FumB 
de diferentes microorganismos. El alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de 
FumB y el árbol filogenético se realizó usando el servidor Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). 
Entre paréntesis se proporcionan los números de acceso correspondientes a GenBank de cada una 
de ellas: C. rodentium ICC168 (YP_003366945), S. typhimurium (NP_463165), S. flexneri K-315 
(EIQ17824), E. coli (ZP_03069338), P. pseudoalcaligenes CECT 5344 (CCH38883), P. mendocina ymp 
(YP_001188750), P. fulva 12-X (YP_004473385), P. putida KT2440 (NP_743058), P. aeruginosa PA7 
(YP_001350238), P. stutzeri A1501 (YP_001171684), P. chlororaphis O6 (ZP_10173374), P. syringae 
(NP_794095) y P. fluorescens Pf-5 (YP_261882). Los valores representan el grado de diferencia entre 
las secuencias (0,5 muestra una diferencia del 50 % entre dos secuencias). 

 

 

Figura 67. Análisis filogenético de la secuencia deducida de aminoácidos de FumC 
de diferentes microorganismos. El alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de 
FumC y el árbol filogenético se realizó usando el servidor Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008). 
Entre paréntesis se proporcionan los números de acceso correspondientes a GenBank de cada una 
de ellas: E. coli (YP_006133825), S. flexneri K-272 (EGK25608), C. rodentium ICC168 
(YP_003365036), S. typhimurium (NP_460430), P. aeruginosa PA7 (YP_001350009), P. stutzeri A1501 
(YP_001172205), P. fulva 12-X (YP_004474835), A. vinelandii AvOP (YP_002800612), P. putida 
KT2440 (NP_743911), P. entomophila L48 (YP_607153), P. syringae (NP_791556), P. chlororaphis O6 
(ZP_10172761), P. fluorescens Pf-5 (YP_261420), P. pseudoalcaligenes CECT 5344 (CCH38575) y P. 
mendocina ymp (YP_001187185). Los valores representan el grado de diferencia entre las secuencias 
(0,3 muestra una diferencia del 30 % entre dos secuencias). 
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Las predicciones de las estructuras tridimensionales de FumB y FumC de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se muestran en las Figuras 68 y 69. 

 

 

Figura 68. Predicción de la estructura tridimensional de FumB (B) de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo d2isba1 de 
la fumarasa (Fum-1) de Archaeoglobus fulgidus, con la que tiene una identidad de secuencia del 35 % y 
una confianza del 100 %. Los paneles fueron generados utilizando el servidor “Phyre2” (Kelley y 
Sternberg, 2009). 

 

 

Figura 69. Predicción de la estructura tridimensional de FumC (B) de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo c3gtdA_ 
de la fumarato hidratasa de clase II de Rickettsia prowazekii (A), con la que tiene una identidad de 
secuencia del 56 % y una confianza del 100 %. Los paneles fueron generados utilizando el servidor 
“Phyre2” (Kelley y Sternberg, 2009).  



Resultados y Discusión 

175 
 

El alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de las proteínas 

codificadas por el gen fumB de distintos organismos y de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, 

mostró que en esta bacteria la isoenzima FumB no presentaba la secuencia consenso con la 

firma de identidad: G-S-x(2)-M-x-(RS)-K-x–N, típica de la familia de las fumarato 

hidratasas de clase I. Esta firma de identidad que si está presente en E. coli tampoco se 

detectó en la secuencia de aminoácidos de otras proteínas ortólogas a FumB en el género 

Pseudomonas.  

Los puntos isoeléctricos teóricos y las masas moleculares teóricas de las 

subunidades que forman las enzimas FumB y FumC fueron 5,23 y 54793,1 y 6,05 y 49190, 

respectivamente, en E. coli la masa molecular de las subunidades de FumB y FumC fue de 

60000 y 50000 Da aproximadamente (Tseng et al., 2001). 

 

4.2 Efecto del cianuro sobre la expresión de los genes fumB y fumC en          

P. pseudoalcaligenes CECT 5344R1 

La adición de cianuro a cultivos celulares creciendo exponencialmente en medio LB 

provocó una fuerte disminución de la expresión de fumB, que solo se recuperó parcialmente 

tras reanudarse el crecimiento. Simultáneamente, se produjo un gran incremento en la 

concentración del mRNA de fumC, que aumentó paulatinamente hasta alcanzar un máximo 

a las 1,5 horas, a partir de ese momento se produjo una disminución progresiva que 

coincidió con la recuperación de la expresión de fumB (Figura 70). Si el cianuro en el medio 

genera limitación de hierro y presencia de agentes oxidantes (Luque-Almagro et al., 2007), 

se podría decir que, las células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 responden al estrés 

oxidativo y a la deficiencia de hierro provocada por el cianuro, reprimiendo la expresión del 

gen fumB e induciendo la expresión del gen que codifica la isoenzima FumC. 

En E. coli se ha descrito que FumC sustituye a FumA en condiciones de limitación 

de hierro o de estrés oxidativo (Tseng et al., 2001). En P. fluorescens se han identificado 

también dos fumarasas, FumA y FumC. La primera contiene un centro activo de Fe-S, y la 

segunda, FumC, que no necesita hierro para su actividad, reemplaza a la proteína FumA, 

lábil y sensible al oxígeno en condiciones de hierro limitante o de estrés oxidativo, siendo 

por tanto fundamental para mantener el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Chenier et al., 

2008). 
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Figura 70. Efecto del cianuro en la expresión de los genes fumB y fumC de P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Las células se cultivaron en medio LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,5), momento en el cual se adicionó KCN 2,0 mM. Este 
punto se tomó como condición control (C). A partir de este momento se determinó el crecimiento 
(gris) y la concentración de mRNA a distintos tiempos. Las concentraciones de mRNA se 
determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado 
como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error representan la 
desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

4.3 Efecto de la concentración de hierro sobre la expresión de fumB y fumC 

en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Papel de PrrF 

Puesto que FumB es una sulfo-hierro proteína, el hierro es un componente esencial 

para la actividad enzimática de la fumarasa B. Por ello, se estudió el efecto de la 

disponibilidad de hierro sobre la expresión de fumB. En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, 

la expresión del gen fumB se vio negativamente afectada tanto por la limitación de hierro en 

el medio de cultivo, como por la presencia de deferoxamina, quelante de hierro (Figura 71). 

La disponibilidad de hierro en el medio tuvo un efecto similar sobre expresión de acnA y de 

acnB en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Apartado 3.7). En la cepa mutante en el gen fur, 

la expresión de fumB fue mucho menor e independiente de la concentración de hierro en el 

medio de cultivo. Estos resultados indican que la proteína Fur está implicada en la 

regulación, dependiente de hierro, de la expresión de fumB. Además, el hecho de que la 

concentración del mRNA del gen fumB sea inferior a la encontrada para la cepa silvestre 

sugiere que dicha regulación es positiva. Por último, dicha regulación podría tener lugar a 

través de PrrF, como ocurre con acnA (Apartado 3.7), ya que en el mutante PRRF1 la 

expresión del gen fumB fue independiente de la disponibilidad de hierro, siendo su 
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expresión basal incluso superior a la de la cepa silvestre (Figura 71). Estos resultados en su 

conjunto parecen indicar que el patrón de regulación de la expresión del gen fumB, en 

cuanto a la homeostasis del hierro es muy similar a la del gen acnA (Figuras 60 y 61). En E. 

coli, la expresión de los genes acnA, fumA (homóloga a fumB de P. pseudoalcaligenes 

CECT5344), sdhCDAB o sodB depende de la concentración de hierro y están regulados 

positivamente por Fur, a través del sRNA RhyB (Massé y Gottesman, 2002). 

 

 

Figura 71. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión del 
gen fumB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, FUR1 y PRRF1. Las células se 
cultivaron en medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (5,0 
mM) como fuente de nitrógeno hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este 
punto, las células se centrifugaron, se lavaron con agua estéril, se volvieron a centrifugar y; 
posteriormente, se resuspendieron en diferentes medios: M9 sin hierro añadido (-Fe), M9 con 
hierro (FeSO4 35 µM y 200 µM) y M9 con deferoxamina 50 µM (Def 50 µM). Las concentraciones 
de mRNA se determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 
16S, utilizado como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error 
representan la desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

La disponibilidad de hierro no influyó significativamente sobre la expresión del gen 

fumC de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Figura 72). En cambio, en la cepa deficiente en 

Fur la concentración de mRNA del gen fumC aumentó como respuesta a la deficiencia de 

hierro generada por la deferoxamina. En E. coli y P. aeruginosa la limitación de hierro 

estimuló la expresión de fumC (Ochsner et al., 2002; Park y Gunsalus, 1995). En P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 sólo se observó esta tendencia en la cepa mutante en el gen fur. 
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Figura 72. Efecto de la concentración de hierro en el medio sobre la expresión del 
gen fumC de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se cultivaron en 
medio mínimo M9 con DL-malato como fuente de carbono (4 g/l) y amonio (5,0 mM) como 
fuente de nitrógeno hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,4). En este punto, las 
células se centrifugaron, se lavaron con agua estéril, se volvieron a centrifugar y; posteriormente, se 
resuspendieron en diferentes medios: M9 sin hierro añadido (-Fe), M9 con hierro (FeSO4 35 µM y 
200 µ M) y M9 con d eferoxamina 50 µ M (Def 50 µM). Las concentraciones de mRNA se 
determinaron mediante q-PCR y se normalizaron con los valores de mRNA del gen 16S, utilizado 
como gen endógeno (Apartado 8.12.5 de Materiales y Métodos). Las barras de error representan la 
desviación estándar de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. 

 

Posteriormente, como en el caso de la aconitasa, se midió la actividad fumarasa 

total en extractos acelulares de los diferentes mutantes. La temperatura óptima de la enzima 

fumarasa (Apartado 3.4.4 de Materiales y Métodos) fue de 50 ºC, temperatura a partir de la 

cual la velocidad de reacción disminuyó, aunque la enzima se mantuvo activa hasta los 65 

ºC. Una temperatura óptima tan elevada (50-55 ºC) se ha descrito para la isoenzima FumC 

de Streptomyces thermovulgaris (Lin et al., 2007), una bacteria termófila, y en una nueva 

actividad FumF, similar a las fumarasa de clase II, de microorganismos marinos (Jiang et al., 

2010). Lo más habitual en la bibliografía son valores mucho menores (alrededor de 25 ºC) 

como los descritos para la actividad fumarasa de E. coli (Tseng et al., 2001) o P. aeruginosa 

(Hassett et al., 1997). 

La actividad fumarasa en el mutante FUR1 fue mucho menor que en la cepa 

silvestre, y en el doble mutante en fur/prrF se recuperó el 100% de la actividad (Figura 73). 

Al igual que ocurrió con la actividad aconitasa (Figura 62), el descenso de la actividad 

fumarasa en la cepa deficiente en la proteína Fur podría explicarse por el incremento del 

sRNA PrrF (Figura 32), y sería por tanto, la desaparición de este sRNA en la cepa P. 
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pseudoalcaligenes CECT 5344 FP1 la responsable de la recuperación de la actividad fumarasa 

y de la reversión del efecto de la deficiencia de Fur. 

Estos resultados en su conjunto sugieren la hipótesis de que la expresión de fumB 

esté regulada positivamente por la proteína Fur, a través de la represión de PrrF, en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, al igual que ocurre con el gen acnA en esta bacteria y en E. 

coli a través del sRNA RhyB (Massé y Gottesman, 2002). 

 

 

Figura 73. Actividad fumarasa en distintas cepas de P. pseudoalcaligenes CECT 
5344. Las célulasde las cepas R1, ACNA1, FUR1, PRRF1 y FP1 se cultivaron en medio LB hasta la 
fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,7), posteriormente, se rompieron por diferencia de 
presión (prensa de French). La actividad fumarasa se determinó como se indica en el apartado 3.4.4 
de Materiales y Métodos a partir de los extractos ultracentrifugados de cada una de las cepas. Las 
barras de error representan la desviación estándar de los valores de actividad fumarasa obtenida en 
tres experimentos independientes. 
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Capítulo 5.  

 

Papel de la proteína Fur en el metabolismo del carbono en                     

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 
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El ciclo de los ácidos tricarboxílicos es una de las rutas metabólicas más 

importantes de las células aerobias. La formación de compuestos carbonados a través de 

este ciclo genera ATP, mediante la fosforilación a nivel de sustrato, y poder reductor 

necesario para la cadena de transporte respiratorio (Das, 2006; Fernie et al., 2004). Además, 

los intermediarios del ciclo de Krebs son utilizados como precursores para la síntesis de 

aminoácidos, el grupo hemo y otros compuestos metabólicos clave (α -cetoglutarato, 

succinil coenzima A, oxalacetato, etc). 

En bacterias como E. coli o P. aeruginosa, la proteína Fur juega un papel regulador en 

el ciclo de los ácidos tricarboxílicos al reprimir, vía RhyB o PrrF1/PrrF2, la síntesis de 

proteínas como aconitasa A, succinato deshidrogenasa o fumarasa A, en condiciones de 

limitación de hierro (Massé y Gottesman, 2002; Wilderman et al., 2004). En un mutante fur 

de B. subtilis los genes correspondientes a las enzimas aconitasa A (citB) y succinato 

deshidrogenasa (sdhCDAB) se encontraban reprimidos (Smaldone et al., 2012), y además, se 

detectó una menor actividad de la enzima citrato sintasa (Fischer y Sauer, 2005).  

En este trabajo se ha demostrado experimentalmente que en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 Fur regula positivamente, vía PrrF, la expresión del gen acnA (Apartado 

3.7). Además, los datos obtenidos permiten sugerir un mecanismo similar en la regulación 

de la expresión del gen fumB. Con el objetivo de comprobar si la proteína Fur regula la 

expresión de otras enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, como la succinato 

deshidrogenasa o la citrato sintasa, se determinaron los valores de estas actividades 

enzimáticas en extractos acelulares de las cepas silvestre y deficiente en Fur de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Como control se utilizó la actividad aconitasa total, cuya 

actividad fue un 50% menor en la cepa deficiente en el gen fur, en todas las condiciones 

estudiadas (Tabla 8). Dicha disminución obedece, como se ha explicado anteriormente 

(Apartado 3.7), a la falta de una de las isoformas (AcnA) en el mutante FUR1, y puede 

servir como referencia para el resto de enzimas. Por otro lado, la actividad aconitasa total 

incrementó en células cultivadas con amonio limitante (amonio 2,0 mM o nitrato), siendo 

ésta máxima en células cultivadas con DL-malato como fuente de carbono, y nitrato como 

fuente de nitrógeno.  

Estos resultados indicaron que la actividad aconitasa respondió positivamente a la 

limitación de nitrógeno, siendo muy significativo el incremento de actividad detectado en 

células cultivadas con nitrato, lo que podría estar relacionado con la mayor exigencia 

energética necesaria para la asimilación de nitrato. De igual forma, altos niveles de actividad 



Resultados y Discusión 

184 
 

aconitasa se encontraron en células de Rhodobacter capsulatus cultivadas con nitrato como 

fuente de nitrógeno (Martínez-Luque y Castillo, 1991). 

Tabla 8. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad 
aconitasa de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se 
cultivaron en medio M9, con diferentes fuentes de carbono (4 g/l) y nitrógeno, o LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,7), posteriormente, se rompieron por diferencia de 
presión (prensa de French). La actividad aconitasa se determinó como se indica en el apartado 3.4.2 
de Materiales y Métodos a partir de los extractos ultracentrifugados de cada una de las cepas. Sd 
representa la desviación estándar de los valores de actividad aconitasa obtenida en tres 
experimentos independientes. 

Fuente de C Fuente de N 
Actividad aconitasa (U/mg) 

R1 Sd FUR1 Sd 

D,L-Malato NH4Cl (5,0 mM) 1,97 0,06 0,75 0,01 
D,L-Malato NH4Cl (2,0 mM) 2,4 0,1 0,73 0,04 
D,L-Malato KCN (2,0 mM) 1,90 0,05 0,71 0,02 
D,L-Malato KNO3 (10,0 mM) 3,46 0,01 0,72 0,02 
Acetato KNO3 (10,0 mM) 2,8 0,1 0,74 0,01 
LB 1,75 0,02 0,76 0,01 
LB + KCN (2,0 mM) 1,63 0,06 0,75 0,03 

 

Al igual que la actividad aconitasa, la actividad fumarasa fue más elevada en células 

de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 cultivadas con nitrógeno limitante. La actividad 

máxima se detectó en medios con nitrato (Tabla 9). Este mismo resultado se obtuvo para la 

actividad fumarasa en células de R. capsulatus cultivadas con nitrato (Martínez-Luque y 

Castillo, 1991). No se observaron diferencias apreciables entre la actividad fumarasa de 

células cultivadas con amonio (5,0 mM) o cianuro como fuentes de nitrógeno. En cambio, 

el cianuro provocó un descenso de la actividad fumarasa en células crecidas en medio LB. 

La expresión del gen fumB disminuyó bruscamente en estas condiciones, y aunque también 

incrementó la expresión del gen fumC (Figura 70), podría ocurrir que este incremento no 

fuera suficiente para compensar la pérdida de la isoenzima FumB, observándose por ello, 

una menor actividad fumarasa total en este medio. Desafortunadamente, no ha sido posible 

desarrollar un método cromatográfico que permita separar ambas isoenzimas y así 

examinar la actividad de cada una en las diferentes condiciones y fondos genéticos. 

Por otro lado, en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 los valores de actividad 

fumarasa fueron constitutivos y mucho menores que en la cepa silvestre (Tabla 9).  
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Tabla 9. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad 
fumarasa de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células se 
cultivaron en medio M9, con diferentes fuentes de carbono (4 g/l) y nitrógeno, o LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,7), posteriormente, se rompieron por diferencia de 
presión (prensa de French). La actividad fumarasa se determinó como se indica en el apartado 3.4.4 
de Materiales y Métodos a partir de los extractos ultracentrifugados de cada una de las cepas. Sd 
representa la desviación estándar de los valores de actividad fumarasa obtenida en tres 
experimentos independientes. 

Fuente de C Fuente de N Actividad fumarasa (U/mg) 
R1 Sd FUR1 Sd 

D,L-Malato NH4Cl (5,0 mM) 4,70 0,03 1,08 0,02 
D,L-Malato NH4Cl (2,0 mM) 6,5 0,3 1,09 0,04 
D,L-Malato KCN (2,0 mM) 4,29 0,08 1,10 0,05 
D,L-Malato KNO3 (10,0 mM) 6,1 0,2 1,08 0,02 
Acetato KNO3 (10,0 mM) 6,9 0,2 1,10 0,04 
LB 4,4 0,1 1,17 0,03 
LB + KCN (2,0 mM) 2,17 0,09 1,16 0,02 

 

En el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se han identificado, en una 

agrupación que parece formar un operón, los genes ortólogos a sdhC, sdhD, sdhA y sdhB, 

que codifican las cuatro subunidades de la enzima succinato deshidrogenasa de E. coli 

(Darlison y Guest, 1984; Wood et al., 1984) La temperatura óptima para la succinato 

deshidrogenasa de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 fue 60 ºC, anormalmente alta para este 

tipo de enzimas, pero análogo a lo que ocurrió con la temperatura óptima de las enzimas 

aconitasa y fumarasa. Temperaturas óptimas tan altas para la actividad succinato 

deshidrogenasa sólo se han descrito para bacterias termófilas como Rhodothermus marinus, 

con una temperatura óptima de 80 0C (Fernandes et al., 2001).  

La máxima actividad succinato deshidrogenasa, se detectó en células cultivadas en 

medio LB, en cambio, cuando se añadió cianuro la actividad decayó un 50 % (Tabla 10). 

Asimismo, cuando las células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 asimilaron cianuro la 

actividad succinato deshidrogenasa descendió, indicando que el cianuro influyó 

negativamente sobre la actividad succinato deshidrogenasa. Por otra parte, la limitación de 

nitrógeno provocada por la adición de nitrato o de amonio limitante (2,0 mM) también 

tuvo un efecto negativo sobre la actividad succinato deshidrogenasa. Una baja 

disponibilidad de nitrógeno provocó un efecto similar en la actividad succinato 

deshidrogenasa de Azospirillum lipoferum (Tsagou et al., 2003). 
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Con respecto a la cepa deficiente en Fur, la actividad succinato deshidrogenasa fue 

inferior a la detectada para la cepa silvestre, en todas las condiciones estudiadas, y también 

el cianuro o la limitación de nitrógeno tuvieron una contribución negativa sobre esta 

enzima. En E. coli y P. aeruginosa la regulación de los genes sdhABCD, se lleva a cabo a 

través de la proteína Fur vía RhyB y PrrF1/2 (Massé y Gottesman, 2002; Oglesby et al., 

2008; Wilderman et al., 2004). Aunque los niveles de actividad succinato deshidrogenasa 

fueron inferiores en la cepa deficiente en el gen fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, es 

necesario puntualizar que en esta bacteria no se han detectado posibles isoformas de la Sdh, 

resultando por lo tanto esencial su función para el funcionamiento del ciclo de Krebs. De 

hecho el mutatne FUR1 fue capaz de crecer utilizando succinato como fuente de carbono, 

algo que no ocurrió en los mutantes fur de E. coli en los que Fur regula positivamente los 

genes sdhCDAB (Hantke, 1987). Además, en el doble mutante en fur y prrF (FP1) no se 

restauraron los niveles de la actividad succinato deshidrogenasa [0,81 (0,02)] encontrada en 

la cepa silvestre en un medio LB. Por lo tanto, la proteína Fur y el sRNA PrrF no parecen 

estar implicados en la regulación de la expresión de la succinato deshidrogenasa en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 

Tabla 10. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad 
succinato deshidrogenasa de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y 
FUR1. Las células se cultivaron en medio M9, con diferentes fuentes de carbono (4 g/l) y 
nitrógeno, o LB hasta la fase exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,7), posteriormente, se 
rompieron por diferencia de presión (prensa de French). La actividad succinato deshidrogenasa se 
determinó como se indica en el apartado 3.4.3 de Materiales y Métodos a partir de los extractos 
ultracentrifugados de cada una de las cepas. Sd representa la desviación estándar de los valores de 
actividad succinato deshidrogenasa obtenida en tres experimentos independientes. 

Fuente de C Fuente de N 
Actividad succinato deshidrogenasa (U/mg) 

R1 Sd FUR1 Sd 

D,L-Malato NH4Cl (5,0 mM) 0,98 0,01 0,306 0,009 
D,L-Malato NH4Cl (2,0 mM) 0,37 0,02 0,105 0,004 
D,L-Malato KCN (2,0 mM) 0,32 0,01 0,215 0,006 
D,L-Malato KNO3 (10,0 mM) 0,48 0,01 0,160 0,02 
Acetato KNO3 (10,0 mM) 0,26 0,01 0,102 0,05 
LB 1,39 0,01 0,90 0,02 
LB + KCN (2,0 mM) 0,68 0,02 0,55 0,01 

 

Otra de las enzimas del ciclo de Krebs susceptible de estar regulada por Fur es la 

citrato sintasa. En P. aeruginosa se han identificado los genes gltA y prpC que codifican las 
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isoenzimas citrato sintasa I (CSI) y citrato sintasa II (CSII) (Mitchell et al., 1995). Al igual 

que en P. aeruginosa, en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se han identificado 

dos genes homólogos a los de las citrato sintasas de clases I y II.  

La máxima actividad citrato sintasa se detectó a 50 ºC de temperatura. Sólo se han 

detectado temperaturas óptimas tan elevadas en organismos termófilos como Thermoplasma 

acidophilum (75 ºC) y Pyrococcus furiosus (>90 ºC) (Arnott et al., 2000). La actividad citrato 

sintasa fue máxima en células cultivadas con amonio limitante (2,0 mM, Tabla 11). Un 

resultado similar se obtuvo en A. lipoferum, (Tsagou et al., 2003). Por el contrario, la relativa 

limitación de nitrógeno provocada por el nitrato no aumentó la actividad citrato sintasa. 

Con respecto a la asimilación (medio M9) y tolerancia (medio LB) a cianuro, ambas 

situaciones provocaron una ligera disminución de esta actividad en P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1. 

Por otra parte, en el mutante FUR1 los valores de actividad citrato sintasa fueron 

similares a los de la cepa silvestre, al contrario de lo que ocurrió en B. subtilis, organismo en 

que la actividad citrato sintasa fue menor en la cepa deficiente en el gen fur (Fischer y Sauer, 

2005). Estos resultados sugieren que en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la proteína Fur 

no regula la expresión de los genes que codifican las citrato sintasas. 

Tabla 11. Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno sobre la actividad 
citrato sintasa de células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1. Las células 
se cultivaron en medio M9, con diferentes fuentes de carbono (4 g/l) y nitrógeno, o LB hasta la fase 
exponencial de crecimiento (D.O. 600 nm ≈ 0,7), posteriormente, se rompieron por diferencia de 
presión (prensa de French). La actividad citrato sintasa se determinó como se indica en el apartado 
3.4.1 de Materiales y Métodos a partir de los extractos ultracentrifugados de cada una de las cepas. 
Sd representa la desviación estándar de los valores de actividad citrato sintasa obtenida en tres 
experimentos independientes. 

Fuente de C 
  

Fuente de N 
  

Actividad citrato sintasa (U/mg) 
R1 Sd FUR1 Sd 

D,L-Malato NH4Cl (5,0 mM) 0,41 0,01 0,40 0,02 

D,L-Malato NH4Cl (2,0 mM) 0,53 0,03 0,45 0,02 
D,L-Malato KCN (2,0 mM) 0,33 0,01 0,31 0,01 

D,L-Malato KNO3 (10,0 mM) 0,38 0,01 0,36 0,03 

Acetato KNO3 (10,0 mM) 0,32 0,01 0,30 0,01 
LB 0,33 0,01 0,28 0,01 
LB + KCN (2,0 mM) 0,23 0,01 0,157 0,002 
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Análisis transcriptómico de                                                                

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 
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Además de los genes que se han estudiado en los apartados anteriores, estudios 

proteómicos y transcriptómicos realizados en diferentes bacterias han demostrado que Fur 

es un regulador global de la transcripción y han permitido un importante avance en la 

caracterización del regulón Fur en diferentes microorganismos (Lim et al., 2012). 

Con estos antecedentes, se ha realizado el análisis transcriptómico de la cepa 

mutante FUR1 de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 en comparación con la cepa silvestre. 

Está ampliamente aceptado que Fur (normalmente unido a Fe2+) actúa como un 

represor transcripcional, uniéndose en forma de dímero a las cajas Fur de las regiones 

promotoras de los genes que controla, bloqueando la unión de la RNA-polimerasa y así la 

expresión de los mismos. De esta forma se regulan genes relacionados con la adquisición 

de hierro, como los de síntesis de sideróforos y los de transportadores de hierro (Genes 

tipo R). También se han descrito algunos casos en los que la proteína Fur sin hierro (apo-

Fur) reprime la expresión de algunos genes como los de la superóxido dismutasa (SodB) de 

H. pylori (Genes tipo A1) (Ernst et al., 2005a; Ernst et al., 2005b). En este caso, los genes 

bajo control de Fur se expresarían en condiciones de suficiencia de hierro. Sin embargo, y a 

pesar de su regulación cruzada por hierro, ambos tipos de genes se sobreexpresarían 

constitutivamente en un mutante fur. Una gran variedad de estudios han mostrado que Fur-

Fe2+, en condiciones de suficiencia de hierro, también puede actuar como un activador de 

la expresión de genes. Como ya se ha discutido en apartados anteriores, en algunos casos 

esta regulación positiva tiene lugar mediante un mecanismo indirecto, a través de la 

represión de pequeños RNAs (sRNAs), que a su vez inhiben la traducción de determinados 

transcritos (Genes tipo A2). De forma análoga, también se han descrito casos en los que 

Fur (con hierro) reprime a una proteína represora (Genes tipo A3) (Troxell et al., 2011). En 

los dos últimos casos, Fur unido a hierro, al reprimir un represor, se comporta como un 

activador. A ello hay que sumar algunos ejemplos en los que Fur compite con un represor 

por la región promotora de ciertos genes, actuando también como un activador de su 

transcripción (Genes tipo A4) (Nandal et al., 2010),  y posiblemente casos en los que Fur 

actúe como un activador directo de la transcripción, interaccionando con la RNA 

polimerasa y otros posibles factores reguladores (Genes tipo A5) (Yu y Genco, 2012). 

Cabría esperar que en un mutante fur la expresión de los genes A2-A5 sea menor que en la 

cepa silvestre, si bien en los casos en que la inhibición se ejerza a nivel postranscripcional 

(genes tipo A2), el efecto a nivel transcriptómico podría ser muy leve y sólo hacerse patente 
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con estudios proteómicos (Lim et al., 2012), o bien, determinando directamente la actividad 

enzimática, como el ejemplo mostrado en este trabajo para la aconitasa A (Apartado 3.7). 

Por todo lo anterior, y para sistematizar el estudio transcriptómico del mutante 

FUR1, en primer lugar se han agrupado los genes en dos categorías, aquellos cuya 

expresión está aumentada en el mutante y, por otra parte, aquellos cuya expresión 

disminuye respecto a la cepa silvestre. Como valor de corte se ha tomado un valor de 

cambio de 2-3 veces (por encima o por debajo de la expresión de dicho gen en la cepa 

silvestre) y un p_value menor de 0,1. Sin embargo, en algunos casos se han incluido genes 

con un p_value mayor por varias razones. En primer lugar, cuando dicho gen forme parte 

de un operón en el que otros genes cumplen los criterios de corte seleccionados. En la 

mayoría de estos casos se trata de genes pequeños en los que, estadísticamente, el número 

de lecturas ha sido menor. Por último, en la tabla de resultados se han incluido aquellos 

genes estudiados en apartados anteriores aunque el p_value y las veces de cambio no 

debieran ser considerados significativos.  

En la Tabla 13 contemplada en el Anexo se muestra que en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 la proteína Fur podría estar regulando la expresión de más de 100 genes. 

Sin embargo, en esta Tesis solamente se discuten aquellos genes cuyos cambios de 

expresión han sido más significativos en el mutante FUR1, así como aquellos que han sido 

objeto de estudio en apartados anteriores de esta Tesis (Tabla 12).  

En primer lugar, cabe destacar que son muchos más los genes sobre-expresados en 

el mutante FUR1 que los infra-expresados en comparación con la cepa silvestre. Estos 

datos concuerdan con la visión clásica de que Fur actúa fundamentalmente como un 

represor transcripcional. En segundo lugar, cabe también destacar que en el mutante FUR1 

no se detecta un cambio en la expresión de genes que pudiesen estar directamente 

relacionados con la síntesis de sideróforos. Estos resultados apoyan los obtenidos 

previamente mediante el método CAS, propuesto por Alexander y Zuberer (1991) (Figura 

23), y que mostraron que ni en la cepa silvestre ni en la cepa mutante FUR1 se detectaba la 

producción de sideróforos. Además, explicarían el pobre crecimiento de la cepa silvestre al 

utilizar complejos fuertes de cianuro (como ferro- y ferri-cianuro) como fuentes de 

nitrógeno (Luque-Almagro et al., 2005b), pero contradice resultados previos en los que se 

sugiere la producción de sideróforos por esta bacteria (Luque-Almagro et al., 2007). Por 

último, es importante destacar la gran cantidad de sistemas de transporte de sideróforos y 

genes implicados en el metabolismo del hierro sobreexpresados en el mutante FUR1 
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(Figura 74), lo que sugiere que P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 podría ser  una bacteria 

adaptada para usar los xenosideróforos producidos y excretados por otros miembros de su 

hábitat. Este comportamiento no es inusual, y muchas bacterias pueden aprovecharse de 

los sideróforos que producen otras bacterias, hongos o plantas. Así, P. aeruginosa, que sólo 

produce los sideróforos pioverdina y pioquelina, es capaz de usar gran variedad de 

sideróforos. Un reflejo de ello es que en esta bacteria existen 32 genes adicionales que 

codifican posibles receptores dependientes de TonB (Llamas et al., 2006). 

 

 

Figura 74. Representación esquemática de las categorías funcionales de los genes 
regulados por la proteína Fur en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1.  

 

A continuación se discute acerca de algunos genes o agrupaciones génicas cuyos 

cambios de expresión fueron más significativos en el mutante FUR1. 

 

6.1 Genes reprimidos por Fur 

El gen con una expresión más alta en el mutante FUR1 en comparación con la cepa 

silvestre fue phuT (BN5_03062), que se expresó unas 800 veces más en el mutante. Los 

genes adyacentes Ppsal_975 (BN5_03058), phuW (BN5_03059), phuV (BN5_03060), phuU 

(BN5_03061), phuS (BN5_03063) y phuR (BN5_03064) también se sobrexpresaron en 

FUR1 (Tabla 12). Aunque consecutivos en el genoma, estos genes parecen formar dos 

unidades transcripcionales divergentes, una de cinco genes desde Ppsal_975 (BN5_03058) 

hasta phuS (BN5_03063) y otra de uno phuR (BN5_03064). En P. aeruginosa, el sistema Phu 

(Pseudomonas Heme Uptake) incluye al gen phuR, que codifica un receptor de membrana 

externa de hemo y hemoglobina, y el agrupamiento phuSTUVW que codifica 
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transportadores del tipo ABC (Ochsner et al., 1999a). En esta bacteria, estos genes se 

encuentran regulados por la proteína Fur, con una expresión máxima en condiciones de 

deficiencia de hierro (Ochsner et al., 2002; Ochsner et al., 1999a). En P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1, Fur es un represor transcripcional de phuR y del operón phuSTUVW. 

Curiosamente, entre los genes Ppsal 976 (BN5_03057) y Ppsal_975 (BN5_03058), último 

gen del posible operón phu, se encuentra la secuencia correspondiente a prrF, en una 

posición equivalente a las dos copias de prrF en P. aeruginosa PAO1 (Figura 29). En el 

genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, el gen Psal_975 (BN5_03058), cuya función 

se desconoce, también parece formar parte del operón antes mencionado, algo inusual en 

otras Pseudomonas. En las cepas silvestre y mutante no se detectó el sRNA PrrF. Sin 

embargo, una búsqueda más exhaustiva en las lecturas originales de los datos del análisis 

transcriptómico, indicó que en el mutante FUR1, prrF se expresa del orden de 1000 veces 

más que en la cepa silvestre. Este resultado pone de manifiesto que para el estudio de la 

expresión de los pequeños RNAs y de regiones no codificantes es necesario depurar los 

algoritmos automáticos utilizados para el análisis de los resultados de transcriptómica. Los 

genes del operón phu también se sobreexpresaron de forma significativa como respuesta a 

cianuro. Así, por ejemplo, el gen phuR (BN5_03064), cuya expresión fue 800 veces más alta 

en el mutante FUR1 que en la cepa silvestre, se expresa unas 10 veces más en medio LB 

suplementado con cianuro que en medio LB (resultados no mostrados). Algo parecido 

ocurre con phuT (BN5_03062) y el resto de genes del posible operón phuSTUVW, lo que 

sugiere que el cianuro provoca escasez de hierro en el medio de cultivo, como también 

quedó patente en los experimentos de expresión de prrF (Figura 33). 

El gen phuR (BN5_03064) codifica un posible receptor de hemo dependiente de 

TonB. Además de éste, en el estudio transcriptómico del mutante se detectó la 

sobreexpresión de varios receptores dependientes de TonB, como son los genes Ppsal_721 

(BN5_03319), Ppsal_718 (BN5_03323), Ppsal_716 (BN5_03325), fiuA (BN5_02088), 

Ppsal_4213 (BN5_04310) y Ppsal_3514 (BN5_02974) (Tabla 12). Como el tamaño de los 

complejos férricos es demasiado grande para poder atravesar la membrana externa a través 

de porinas inespecíficas, es necesaria la participación de receptores específicos de 

membrana externa, como los dependientes de TonB. Los receptores dependientes de TonB 

son grandes porinas con forma cilíndrica, localizados en la membrana externa, que 

permanecen cerradas hasta que el complejo sideróforo-Fe3+ se une al receptor (Andrews et 

al., 2003; Wandersman y Delepelaire, 2004). El extremo N-terminal del receptor contiene 
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un dominio de unión (caja TonB) a una proteína de membrana interna, que es TonB. 

TonB, junto con las proteínas ExbB y ExbD, transmite al receptor dependiente de TonB la 

energía necesaria para la apertura del receptor, y el transporte del complejo Fe3+-sideróforo 

desde el medio extracelular hasta al periplasma, utilizando para ello fuerza protón-motriz 

(Andrews et al., 2003; Wandersman y Delepelaire, 2004). En E. coli, coherentemente con su 

función en el transporte de hierro, todos los receptores dependientes de TonB están 

regulados por Fur y, por tanto, su expresión se reprime cuando la concentración de hierro 

alcanza determinados niveles (Noinaj et al., 2010). En P. aeruginosa, los genes que codifican 

receptores dependientes de TonB poseen cajas Fur en su región promotora, y su expresión 

se induce en condiciones de deficiencia de hierro (Ochsner et al., 2002). 

Además de los genes de varios receptores dependientes de TonB, en el mutante 

FUR1 se observa una clara sobreexpresión de los genes integrantes del sistema TonB: tonB-

exbB-exbD (Tabla 12). En E. coli, Fur también reprime directamente la transcripción del gen 

tonB y del operón exbB-exbD (Young y Postle, 1994). En P. fluorescens Pf-5 la expresión de 

dos operones, de los 5 tonB-exbB-exbD presentes en su genoma, se regulan por hierro (Lim 

et al., 2012). En el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 sólo se ha identificado una 

agrupación génica que contiene tonB, exbD y exbB (BN5_03602-4). Además, en el mutante 

FUR1 se sobreexpresaron los otros genes adyacentes al sistema TonB-ExbD-ExbB, 

Ppsal_1043 (BN5_03601) de función desconocida, Ppsal_1039 (BN5_03605) y Ppsal_1038 

(BN5_03606) que codifican un canal de protones y que también parecen formar parte del 

operón (Tabla 12).  

El gen Ppsal_1583 (BN5_00923) se expresó aproximadamente 700 veces más en el 

mutante FUR1 que en la cepa silvestre. Esta secuencia génica se encuentra muy conservada 

en otras bacterias y no se conoce su función, aunque en este trabajo queda patente que su 

expresión está regulada por Fur. A este grupo de posibles proteínas, conservadas en otras 

bacterias, pero de función desconocida, reguladas por Fur, pertenecen también al menos 30 

ORFs (Tabla 13). Curiosamente, en el mutante FUR1 también se produjo un incremento 

en la expresión de una serie de genes de proteínas relacionadas con la movilización de 

material genético, fundamentalmente transposasas, como Ppsal_3095 (BN5_02546), 

Ppsal_3526 (BN5_02994), tnsA (BN5_04415), tnsB (BN5_04414), tnsC (BN5_04413), tnpA 

(BN5_02754), Ppsal_1445 (BN5_00832), Ppsal_1846 (BN5_01708) y Ppsal_2752 

(BN5_01610), y también algunos RNAs de transferencia, como BN5_RNA00040 y 

BN5_RNA00041 (Tabla 13). 
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La sobreexpresión en el mutante FUR1 de los genes Ppsal_4215 (BN5_04312), 

ampG (BN5_04311) y Ppsal_4213 (BN5_04310), localizados en lo que parece formar un 

operón en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, resulta muy evidente (Tabla 12). 

De hecho, el valor infinito para la expresión diferencial de dos de ellos se debe a que no se 

detectó expresión de estos dos genes en la cepa silvestre. El producto del gen ampG de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 es una proteína con 12 posibles hélices transmembrana, que 

tiene una identidad del 33 % con el gen PA4218 de P. aerurginosa PAO1, que codifica un 

transportador de ferripioquelina denominado FptX, y que junto con RhtX (transportador 

de Rizobactina 1021, sideróforo tipo hidroxamato, de Sinorhizobium meliloti) forman parte de 

una nueva familia de transportadores de sideróforos, tipo MSF, constituidos por una sola 

proteína (Ó Cuív et al., 2004). Esta proteína sería funcionalmente equivalente a un sistema 

transportador tipo ABC, sólo que el sistema MSF utiliza fuerza protón motriz, en vez de 

ATP, para el transporte activo. Aguas abajo de ampG se encuentra el gen Ppsal_4213 

(BN5_04310), que codifica un posible receptor de sideróforos dependiente de TonB. 

Ppsal_4215 (BN5_04312) es una posible ORF que podría constituir el primer gen del 

operón y justamente contigua, y en sentido contrario se encuentra Ppsal_4216 

(BN5_04313), un gen de la familia de los reguladores AraC cuya expresión también se 

encuentra aumentada unas 40 veces en el mutante FUR1. Por lo tanto, todo este loci podría 

codificar un sistema de transporte de sideróforos cuya expresión está regulada por Fur. La 

regulación de la expresión de genes reguladores del tipo AraC a través de la proteína Fur ha 

sido también descrita en otras bacterias, como P. aeruginosa. En esta bacteria pchR codifica 

un posible regulador de la familia AraC, activador de la síntesis de pioquelina (un 

sideróforo) y del receptor de ferripioquelina (Heinrichs y Poole, 1993). 

De los posibles receptores de sideróforos dependientes de TonB, cabe destacar la 

regulación llevada a cabo por la proteína Fur sobre la expresión de fiuA (Tabla 12). Este 

hecho también se ha comprobado mediante PCR cuantitativa, quedando en evidencia que 

la limitación de hierro provocó un aumento de la expresión de este gen, mientras que en la 

cepa deficiente en la proteína Fur se observó una desrepresión constitutiva de fiuA (Figura 

25). El gen fiuA (BN5_02088) se expresó unas 70 veces más en el mutante FUR1 (Tabla 

12). También aumentó significativamente la expresión de los dos genes que se encuentran 

aguas arriba de fiuA (fiuI y fiuR) (Tabla 12). Esta es la misma organización génica 

encontrada en P. aeruginosa, donde la expresión de estos genes se encuentra también 

regulada por Fur (Ochsner y Vasil, 1996). Aunque los tres genes se transcriben en la misma 
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dirección, fiuIR forman una unidad transcripcional y fiuA otra (Llamas et al., 2008; Llamas et 

al., 2006). De hecho, en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la secuencia codificante de FiuI 

está separada solamente por 2 pb de la de FiuR, mientras que entre los ORF de fiuR y fiuA 

hay 81 pb. Además, en los resultados de transcriptómica no se detectaron lecturas en la 

región intergénica fiuR-fiuA. En P. aeruginosa, FiuIRA constituyen un sistema de señalización 

externa, que responde al sideróforo de origen fúngico ferricromo. FiuR es el factor anti-

sigma anclado a la membrana, y FiuI el factor sigma extracitoplasmático que induce a su 

vez la expresión de fiuA, qué como ya se ha mencionado codifica el receptor dependiente 

de TonB (Llamas et al., 2008). Los factores sigma son proteínas que se unen a la RNA-

polimerasa e inducen el inicio de la transcripción de determinados genes en condiciones 

específicas para la célula, como condiciones de estrés, transiciones de crecimiento o 

cambios morfológicos (Gruber y Gross, 2003; Pérez-Rueda y Collado-Vides, 2000). 

Generalmente, el gen que codifica el factor sigma extracitoplasmático se encuentra 

adyacente a un gen que codifica un factor anti sigma transmembranal y a un gen que 

codifica un receptor dependiente de TonB (Braun et al., 2006). En el genoma de P. 

aeruginosa, adyacente al sintema fiuIRA, se encuentran los genes fiuB y fiuC, cuyos productos 

génicos son necesarios para el transporte a través de la membrana interna y posterior 

metabolismo de ferricromo. En el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 no se han 

detectado genes homólogos a éstos.  

Que la proteína Fur funciona como regulador de reguladores es un hecho bien 

conocido (Cornelis et al., 2009) que añade un nivel más de control y complejidad al circuito 

regulador. Además del sistema σ-extracitoplasmático descrito más arriba, en el mutante 

FUR1 se detectó la sobreexpresión de reguladores de la familia AraC, como Ppsal_4216 

(BN5_04313) y de varios sistemas pertenecientes a la familia de reguladores de dos 

componentes (MacRitchie et al., 2008) (Tabla 12). Ppsal_3024 (BN5_02473) codifica una 

posible proteína sensora de membrana, con actividad histidina-quinasa que se expresa unas 

20 veces más en el mutante FUR1 que en la cepa silvestre. Aguas arriba se encuentra 

Ppsal_3025 (BN5_02474), un posible regulador transcripcional, que se expresa unas 80 

veces más en el mutante FUR1. Los sistemas reguladores de dos componentes se han 

relacionado con la expresión de receptores específicos de sideróforos, como la 

enterobactina, en P. aeruginosa (Dean et al., 1996), pero pueden mediar en la respuesta a gran 

cantidad de señales (Krell et al., 2010). El sistema regulador de dos componentes CbrAB de 
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P. putida no solo media en el metabolismo de aminoácidos, sino también en varias 

respuestas a estrés y en el desarrollo de biofilm (Amador et al., 2010). 

También los genes Ppsal_779 (BN5_03259), Ppsal_778 (BN5_03260) y Ppsal_285 

(BN5_00252) se sobreexpresaron en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 (Tabla 12). 

Dichos genes codifican proteínas de sistemas de transportadores tipo ABC (ATP-Binding 

Cassette). Se trata de un sistema de varios componentes, en el que existen proteínas 

periplásmicas que captan el sustrato con gran afinidad, y lo llevan hasta unas proteínas de 

membrana, las cuales acoplan el paso de dicho sustrato hasta el citoplasma (sin alterarlo 

químicamente) con la hidrólisis de ATP. Se caracterizan por poseer dos dominios 

funcionales característicos. El primero es el dominio transmembrana, que es el que ancla la 

proteína a la membrana celular y que está normalmente compuesto por hélices alfa que 

atraviesan la membrana. El otro dominio funcional es el dominio de unión a nucleótido, o 

NBD (Nucleotide Binding Domain), al cual se une el ATP aportando la energía necesaria para 

el cambio conformacional que, en última instancia, provoca el transporte. Todos los 

transportadores ABC tienen como mínimo dos dominios transmembrana y dos NBDs. En 

todas las secuencias de transportadores ABC estudiadas, los NBDs están altamente 

conservados entre especies (Higgins, 1992). En E. coli los transportadores ABC están 

implicados en la translocación de ferrisideróforos a través de la membrana interna 

(Hannauer et al., 2010). Existe un transportador ABC específico para cada uno de los 

sideróforos que esta bacteria utiliza: FhuBCD para ferricromo y ferrioxamina (Köster, 

2001; Köster y Braun, 1989), FecBCD para el transporte de ferricitrato (Braun y Herrmann, 

2007; Staudenmaier et al., 1989) y, FepBCDG para el de ferrienterobactina (Chenault y 

Earhart, 1991). En Anabaena sp. PCC 7120 se ha sugerido que FurA regula la transcripción 

de los genes alr3240, all2618 y all0389, que codifican las proteínas periplásmicas y de 

membrana interna implicadas en la translocación al citoplasma de complejos hierro-

sideróforo (González et al., 2012). La regulación llevada a cabo por Fur en transportadores 

de tipo ABC también se ha puesto de manifiesto en bacterias como P. aeruginosa (Ochsner et 

al., 2002) o B. subtilis (Ollinger et al., 2006).  

En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 aumentó la expresión de los genes 

pertenecientes al locus glc (BN5_00122-BN5_00127), que incluye los genes Ppsal_172, y los 

genes glcBGFEDC (Tabla 12). En E. coli, el locus glc se ha asociado con la utilización de 

glicolato, y contiene glcB, que codifica una malato sintasa G, los genes necesarios para la 

oxidación del glicolato glcDEF, y glcC, en orientación contraria, que podría codificar una 
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proteína reguladora. GlcD y GlcE tienen homología con varias flavoproteínas y GlcF con 

sulfohierro-proteínas (Pellicer et al., 1996). Recientemente se ha demostrado que Fur 

promueve directamente la activación de la transcripción del gen de una glicolato oxidasa en 

el patógeno humano N. gonorrhoeae (Yu y Genco, 2012). Sin embargo, en el caso de P. 

pseudoalcaligenes CECT5344 la regulación es justamente la contraria, ya que en el mutante 

FUR1 se observó una clara sobreexpresión de los genes de la glicolato oxidasa (Tabla 12). 

La glicolato oxidasa cataliza la reacción de oxidación de glicolato a glioxilato, importante 

intermediario del metabolismo microbiano, a través del ciclo del glioxilato (Ornston y 

Ornston, 1969; Vogels y Van der Drift, 1976). La finalidad de este ciclo es generar una 

mayor cantidad de malato, además del aportado a través del ciclo de los ácidos 

tricarboxílicos, cuando la bacteria utiliza acetato o ácidos grasos como fuentes de carbono y 

energía (Kornberg, 1996).  

La expresión del operón formado por los genes Ppsal_1800 (BN5_01146), tctA 

(BN5_01147), Ppsal_1802 (BN5_01148), tctC (BN5_01149) y Ppsal_1803 (BN5_01150) 

aumentó su expresión en la cepa carente en la proteína Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 (Tabla 12). Estos genes codifican respectivamente, una posible amonio 

monoxigenasa, tres proteínas de membrana transportadoras de ácidos tricarboxílicos y una 

porina de membrana externa. En S. tiphimurium el sistema TctI comprende un total de 

cuatro genes, dos de ellos codifican proteínas de membrana interna (tctA y tctB), el gen tctC 

codifica una proteína periplásmica (Proteína-C), y por último el gen tctD homólogo a 

activadores de la transcripción del tipo OmpR y NtrC. tctD, que se localiza en orientación 

contraria a los genes tctABC y actúa como regulador de la expresión de dichos genes, a la 

vez está regulado mediante represión catabólica (Widenhorn et al., 1988; 1989). En P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la expresión de de tctD no está regulada por Fur (Tabla 12), 

en tanto que los genes tctABC parecen estar sometidos a represión por Fur.  

En condiciones de suficiencia de hierro, el transporte del hierro al interior celular se 

produce a través de sistemas de transporte de baja afinidad, a través de porinas o 

mecanismos de co-transporte no específicos (Andrews et al., 2003; Hantke, 2001). La 

concentración de mRNA del gen Ppsal_1804 (BN5_01150), el último gen del operón y 

cuyo producto génico es una posible porina, fue mucho más elevada en la cepa deficiente 

en Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 que en la cepa silvestre, lo que indicó que este 

gen, al igual que todos los genes que conforman el operón, se encuentra regulado 

negativamente por la proteína Fur. Teniendo en cuenta estos resultados previos, podría 
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ocurrir que en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la proteína Fur (unida a Fe2+) reprimiera la 

expresión de los genes tctA, Ppsal_1802, tctC y Ppsal_1804 en condiciones de suficiencia de 

hierro. En condiciones de deficiencia de hierro, además de la desrepresión de los sistemas 

de transporte de Fe-sideróforos, se sobrexpresarían otros sistemas de captación. La falta de 

sideróforos en esta bacteria podría ser compensada por algún otro sistema de captación y 

transporte de hierro al interior celular, como el sistema de transporte de ácidos 

tricarboxílicos unidos a hierro a través de las porinas.  

En bacterias, las bacterioferritinas son hemo-proteínas cuya función es el 

almacenamiento de hierro, proveyendo el hierro necesario para las células. Cuando la 

concentración de hierro es muy alta, estas proteínas también tienen una función protectora 

“antioxidante” al secuestrar el hierro, disminuyendo así la cantidad de hierro libre en el 

interior celular (Carrondoa, 2003). En el mutante FUR1 se observó una disminución (5 

veces) en la concentración del mRNA de la bacterioferritina bfr (BN5_02916), mientras que 

la concentración de la ferredoxina (bfd, BN5_01082) asociada a la bacterioferritina (Bfr) 

incrementó unas 45 veces en el mismo mutante. La proteína Bfd puede interaccionar con la 

bacterioferritina, liberando o entregando hierro a ésta o a otros complejos de hierro 

(Andrews et al., 2003). En la mayoría de las bacterias estudiadas hasta la fecha, los genes bfd 

y bfr se encuentran ligados en el genoma, y de ahí su nombre. El hecho de que se 

encuentren contiguas no significa que formen parte de un operón, en este caso, lo que 

ocurre es todo lo contrario ya que tanto en Burkholderia pseudomallei (Tuanyok et al., 2005), 

como en P. putida KT2440 (Follonier et al., 2013), la deficiencia de hierro y el aumento de la 

presión de oxígeno, respectivamente, provocan un aumento de la expresión de bfd a la vez 

que una disminución de la expresión de la bacterioferritina bfr. Sin embargo, en P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 estos genes se encuentran separados en el cromosoma 

bacteriano. En este caso, la proteína Fur regula positivamente la expresión del bfr, mientras 

que reprime la expresión del gen bfd (Tabla 12). La expresión de los genes bfd y bfr, 

localizados en tándem en el genoma de V. cholerae, está regulada negativamente por Fur 

(Mey et al., 2005b). En E. coli, Fur, a través de la represión del sRNA RhyB, también regula 

positivamente la expresión del gen bfr (Massé y Gottesman, 2002). En P. aeruginosa, Fur 

también ejerce una regulación positiva sobre la expresión de bfr en condiciones de 

suficiencia de hierro, aunque se desconoce el mecanismo de regulación (Wilderman et al., 

2004). Además, Fur reprime la expresión del gen bfd en esta bacteria (Ochsner et al., 2002). 

Estos antecedentes bibliográficos reflejan que la proteína Fur regula la expresión de los 
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genes bfr y bfd en P. speudoalcaligenes CECT 5344 R1 al igual que lo hace en la bacteria P. 

aeruginosa (Ochsner et al., 2002; Wilderman et al., 2004). 

 

6.2 Genes regulados positivamente por Fur 

En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 disminuyó significativamente la expresión 

de los genes comprendidos entre Ppsal_793 y Ppsal_785 (BN5_03244 y BN5_03252), 

ambos incluidos (Tabla 12). Este conjunto de genes codifican proteínas CAS (CRISPR 

Associated Proteins) y forman parte de los sistemas CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats; agrupación de pequeñas regiones palindrómicas regularmente 

espaciadas). Estos sistemas se localizan en regiones intergénicas no codificantes y se 

componen de secuencias génicas palindrómicas repetidas, propias de la bacteria, entre las 

que se introducen secuencias de DNA o RNA exógeno, denominadas espaciadores (Hale et 

al., 2009). Flanqueando a las secuencias CRISPR se localizan los genes que codifican las 

proteínas Cas, que procesan el DNA o RNA exógeno (Hale et al., 2009). El sistema CRISP-

Cas descubierto en E. coli (Ishino et al., 1987) está considerado como un sistema de 

inmunidad adquirida contra elementos genéticos exógenos, como DNA plasmídico o DNA 

de virus (Barrangou et al., 2007; Horvath y Barrangou, 2010). 

Hay tres tipos principales de sistemas CRISPR/Cas, que se diferencian tanto por las 

proteínas Cas que contienen, como por la secuencia repetitiva de DNA (Makarova et al., 

2011). Según esta clasificación, la agrupación regulada por Fur pertenecería al tipo I, 

subtipo E (E. coli). Sin embargo, en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 existe 

otro sistema CRISPR/Cas (BN5_04208-BN5_04218) que también es del tipo I, pero del 

subtipo F (Y. pestis), y cuya expresión no varía en el mutante FUR1. No existen 

antecedentes bibliográficos de regulación de un sistema CRISP-Cas por Fur. Sin embargo, 

en E. coli se ha descrito que el regulador global H-NS (Histone-like Nucleotid Structuring 

Protein) regula negativamente la expresión de los genes cas (Richter et al., 2012). Por lo tanto, 

cabe plantear la hipótesis de que en condiciones de suficiencia de hierro Fur podría 

competir con H-NS, y permitir la expresión del sistema CRIPPR-Cas I-E de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, mientras que en ausencia de hierro, o en un mutante fur, los 

genes del sistema CRIPPR-Cas I estarían reprimidos. Sin embargo, con los datos actuales 

no se puede descartar otro mecanismo regulador. En cualquier caso, e independientemente 

del mecanismo, si se confirman por PCR cuantitativa los datos de la regulación positiva 

ejercida por Fur sobre la expresión de los genes cas, se podría especular con la hipótesis de 
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que, ante la falta de hierro, la bacteria se vuelva más receptiva a material genético exógeno 

que podría codificar nuevos mecanismos para su adquisición. La regulación negativa de este 

sistema de seguridad contra fagos y material genético dañino sería un “riesgo razonable” 

frente a una situación de emergencia vital, como es la falta de hierro. 

La proteína Fur, vía RhyB o PrrF1/2, regula positivamente los genes de varias 

enzimas implicadas en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, como la aconitasa, la fumarasa 

o la succinato deshidrogenasa en E. coli (Massé y Gottesman, 2002) y P. aeruginosa (Oglesby-

Sherrouse y Vasil, 2010; Wilderman et al., 2004). En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, se ha 

comprobado experimentalmente que la proteína AcnA está regulada positivamente por 

Fur, a través de la represión de PrrF (Apartado 3.7), y que las actividades enzimáticas 

aconitasa, fumarasa y succinato deshidrogenasa son menores en la cepa mutante fur 

(Apartado 5, Tablas 8, 9 y 10). El análisis transcriptómico de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

FUR1 mostró una disminución en la expresión de acnA, acnB, fumB y sdhCDAB (Tabla 12). 

Según estos datos Fur regula positivamente los genes acnA, acnB, fumB y sdhCDAB. Los 

genes acnA y acnB se encuentran regulados positivamente por Fur, a través de la represión 

de los sRNAs PrrF1/2, en P. aeruginosa (Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010) organismo en el 

que, los sRNAs PrrF1 y PrrF2 también reprimen la expresión de los genes sdhCDAB 

(Wilderman et al., 2004). La expresión del gen fumC fue similar en las cepas silvestre y 

carente en Fur (Tabla 12). Estos resultados avalan la hipótesis de que la proteína Fur regule 

positivamente la expresión de acnA, fumB y sdhCDAB, que en el caso de acnA tiene lugar a 

través de la represión del sRNA PrrF en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, y como se ha 

demostrado experimentalmente en E. coli (Massé y Gottesman, 2002) en la que el sRNA 

RhyB reprime la expresión de los genes fumA (homólogo a fumB de P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1), sdhCDAB y acnA. Los sRNAs RhyB y NrrF de V. cholerae (Mey et al., 

2005a) y N. meningitidis (Mellin et al., 2007) respectivamente, reprimen la expresión de los 

genes (sdhCDAB) que codifican la proteína succinato deshidrogenasa. 

Las superóxido dismutasas (Sod) se clasifican en tres tipos dependiendo del metal 

que usen como cofactor: las que utilizan Cu2+/Zn2+ como cofactores, las dependientes de 

Mn2+ y las que contienen Fe2+ (Cu/ZnSOD, MnSOD, y FeSOD) (Dufernez et al., 2006). 

En el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se han identificado los genes 

sodB (FeSOD) y sodC (Cu/ZnSOD) no encontrándose ninguna secuencia homóloga a sodA 

(MnSOD). La concentración de mRNA de sodB fue menor en P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 FUR1 que en la cepa silvestre (Tabla 12). La regulación positiva llevada a cabo por 
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Fur, a través de los sRNA RhyB, RhyB1/2 o PrrF1/2, sobre el gen sodB en E. coli, S. 

typhimurium o P. aeruginosa, ha sido ampliamente estudiada (Kim y Kwon, 2012; Massé y 

Gottesman, 2002; Wilderman et al., 2004). Probablemente, sodB sea uno de los genes diana 

del sRNA PrrF en esta bacteria. Por otro lado, el análisis transcriptómico de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 mostró que también la expresión de sodC  disminuyó en 

el mutante FUR1. En P. aeruginosa, Fur reprime al gen sodA y es un regulador positivo del 

gen sodB a través de la represión de PrrF1/2 (Hassett et al., 1996; Wilderman et al., 2004). 

En E. coli, en condiciones anaeróbicas el gen sodC es reprimido por Fnr, pero se desconoce 

la existencia de una posible regulación por la proteína Fur (Gort et al., 1999). 

La cepa P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 fue mucho más sensible al estrés 

oxidativo provocado por menadiona y paraguat (Figura 20 A y B) que la cepa silvestre. La 

disminución de la expresión de los genes sodB y sodC en la cepa mutante en fur podría 

explicar este fenotipo. 

En P. aeruginosa se han identificado cuatro genes que codifican posibles catalasas, 

katA, katB, katE y katN (Winsor et al., 2009). Los sRNA PrrF1/2 regulan negativamente la 

expresión de katA en esta bacteria (Wilderman et al., 2004). En el genoma de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 sólo se ha identificado un gen homólogo a katG de E. coli y 

A. vinelandii, cuya secuencia no presenta homología con ninguno de los genes kat de P. 

aeruginosa, aunque el entorno génico en el que se encuentra es similar al de katA (Winsor et 

al., 2009). Los valores de expresión detectados mediante los análisis de transcriptómica 

muestran que katG no se encuentra regulada por Fur en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

(Tabla 12). Este hecho explica que no se observaran cambios fenotípicos apreciables entre 

P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 en medios con peróxido de hidrógeno, sustrato 

de la catalasa (Figura 20 C), como sí ocurrió en P. aeruginosa (Hassett et al., 1996). 

En el mutante FUR1 también se detectaron algunos cambios en el patrón de 

expresión de algunos genes implicados en complejos de la cadena de transporte electrónico 

(Tabla 12). Las bacterias, en general, pueden tener cadenas de transporte electrónico muy 

ramificadas que les permiten utilizar una gran variedad de donadores y aceptores de 

electrones alternativos para generar energía quimiosmótica, y a partir de ella ATP. En el 

genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 no se han detectado genes típicos de 

respiración anaeróbica, pero si un número inusualmente alto de oxidasas terminales para el 

oxígeno, tres de ellas pertenecientes a la familia de las quinol-oxidasas, y otras tres a la 

familia de las citocromo oxidasas (Luque-Almagro et al., 2013). Las tres agrupaciones 
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quinol-oxidasas son del tipo cio (cyanide insensitive oxidase), es decir, homólogas a las oxidasas 

tipo cyd (con citocromo bd) de enterobacterias. De estas tres, una de ellas (cio2) está regulada 

positivamente por Fur, ya que en el mutante los tres genes que forman parte del operón 

(cioA2B2C2) se expresaron entre 7 y 17 veces menos que en la cepa silvestre (Tabla 12). 

Cabe destacar que los genes que flanquean al posible operón, y que codifican probables 

proteínas conservadas de función desconocida, parecen co-regularse con los genes cio2, 

hecho que es necesario comprobar experimentalmente con más detalle (Tabla 12). De 

manera similar, en E. coli tanto la mutación de fur, como la ausencia de hierro, provocó una 

disminución de la expresión de las dos agrupaciones génicas tipo cyd, y por lo tanto 

homólogas a cio, presentes en esta bacteria (McHugh et al., 2003). Los cambios en la 

expresión de los otros dos operones cio como consecuencia de la mutación en fur, no 

fueron tan evidentes en P. pseudoalcaligenes CECT 5344. Así, la expresión de cio3 fue 2-3 

veces superior en el mutante FUR1 (Tabla 13), mientras que la de cio1, que es el operón que 

está regulado por cianuro y confiere resistencia a éste compuesto tóxico en condiciones 

normales (Quesada et al., 2007), no se afectó en el mutante FUR1 (resultados no 

mostrados).  

Aunque en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT5344 no existe un operón 

completo de quinol-oxidasas tipo citocromo bo, sí que se encuentra un fragmento del 

primer gen del operón (cyoA; BN5_01639), cuya expresión fue unas 5 veces menor en el 

mutante FUR1 que en la cepa silvestre (Tabla 13). Este resultado podría indicar que, 

aunque no exista una agrupación Cyo funcional, su expresión podría estar regulada al 

encontrarse presente la región promotora de cyoA y un pequeño fragmento de este gen. A 

ello se suma el hecho de que la expresión de cyoA aumente enormemente en medios con 

cianuro (resultados no mostrados). Por el contrario, en P. aeruginosa la expresión de cyo 

parece estar inducida por la ausencia de hierro (que podría producirse cuando la 

concentración de oxígeno es alta) y por la presencia de óxido nítrico (Kawakami et al., 

2010). 

En cuanto a las oxidasas tipo citocromo oxidasa Aa3, la expresión de aa3 no se vio 

afectada en el mutante FUR1 (resultado no mostrado), mientras que de las dos tipo cbb3 

detectadas en el genoma, la expresión de los genes cco2 (Cbb3-2) fue unas 4 veces menor en 

el mutante FUR1 (Tabla 12), mientras que Cbb3-1 se expresó aproximadamente igual en el 

mutante que en la cepa silvestre (resultado no mostrado). 
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Analizados en su conjunto, estos datos muestran que la mutación del gen fur de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 afecta a la expresión de las oxidasas terminales. Desde el 

punto de vista de la disponibilidad de hierro, cabría esperar que en ausencia de hierro (y en 

el mutante FUR1) no se expresasen aquellas oxidasas que más hierro requieren para su 

función, y sí aquellas con menos requerimientos del metal. El número de átomos de hierro 

para cada oxidasa terminal es de 2, 3, 3, 5 y 5 para Cyo, CIO, Aa3, Cbb3-1 y Cbb3-2, 

respectivamente (Thöny-Meyer, 1997). A ello hay que sumar que las quinol-oxidasas no 

necesitan el complejo bc1  para su funcionamiento, lo que supone un ahorro extra de hierro. 

Desde este punto de vista, tiene sentido fisiológico que en ausencia de hierro (o en el 

mutante FUR1) se expresen más las oxidasas con menos requerimiento de hierro, y menos 

las que más hierro necesitan para su síntesis y mantenimiento. Sin embargo, además de la 

disponibilidad de hierro, en la regulación de la expresión de las oxidasas terminales, entran 

en juego otros factores como la disponibilidad de cobre, la concentración de oxígeno y la 

disponibilidad de fuentes de carbono oxidables (Arai, 2011), por lo que el patrón de 

expresión final probablemente sea un compromiso entre todas estas variables. 

Tabla 12. Genes con expresión diferencial en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 
FUR1 vs R1. Las células se cultivaron en medio LB hasta una D.O 600 nm de 0,3. El mRNA se 
extrajo y trató como se indica en el Apartado 8.13 de Materiales y Métodos. Como condición 
calibradora se utilizó la expresión génica de la cepa silvestre P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 
cultivada en las mismas condiciones. 

ORF(a) ORF (a,*) Nombre 
Veces 

de 
cambio

p_value Descripción 

Genes regulados negativamente por Fur 

BN5_03058 Ppsal_975 73,62 0,015 Proteína hipotética 

BN5_03059  phuW 78,15 0,007 
Proteína permeasa dependiente de ATP. 
Tipo ABC 

BN5_03060  phuV 37,30 0,020 
Proteína permeasa dependiente de ATP. 
Tipo ABC 

BN5_03061 
 

phuU 135,35 0,003 Proteína permeasa dependiente de ATP. 
Tipo ABC 

BN5_03062 phuT 873,35 0,000 Componente periplásmico. Tipo ABC 

BN5_03063 
 

phuS 565,49 0,000 Proteína de unión citoplasmática. 
Transporte de hemo 

BN5_03064  phuR 798,43 0,000 
Receptor de membrana externa 
dependiente de TonB. Transporte de hemo

BN5_00923 Ppsal_1583 682,87 0,000 Proteína hipotética 
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Tabla 12 (Continuación) 

BN5_03319  Ppsal_721 277,15 0,001 Receptor de membrana externa 
dependiente de TonB 

BN5_03321 Ppsal_720 7,74 0,178 Isopentil difosfato isomerasa 

BN5_03322 Ppsal_719 35,94 0,023 Posible hidrolasa dependiente de Fe2+ 

BN5_03323  Ppsal_718 159,42 0,002 
Receptor de sideróforos dependiente de 
TonB 

BN5_03324 Ppsal_717 3,1 0,43 Ornitina descarboxilasa 

BN5_03325 
 

Ppsal_716 40,52 0,018 Receptor de sideróforos dependiente de 
TonB 

BN5_01146 Ppsal_1800 33,71 0,025 Posible amonio monooxigenasa 

BN5_01147 
 

tctA 40,12 0,016 Posible proteína de membrana 
transportadora de tricarboxilato 

BN5_01148  Ppsal_1802 75,93 0,008 Posible proteína de membrana 
transportadora de tricarboxilato 

BN5_01149  tctC 58,71 0,009 
Posible proteína de membrana 
transportadora de tricarboxilato 

BN5_01150 Ppsal_1804 154,27 0,003 Porina de membrana externa 

BN5_01151 tctD -1,19 0,904 Posible regulador transcripcional.  

BN5_02473 
 

Ppsal_02473 21,88 0,060 Proteína sensora tipo histidina-quinasa
(HK) 

BN5_02474 Ppsal_02474 86,57 0,007 Regulador de respuesta citoplasmático (RR)

BN5_02088 
 

fiuA 70,67 0,008 Receptor de ferricromo dependiente de 
TonB 

BN5_02089 fiuR 43,04 0,074 Factor antiσ. Sensor transmembranal 

BN5_02090 fiuI 20,00 0,009 Factor σ de unión a la RNA polimerasa 

BN5_03601 Ppsal_1043 14,96 0,075 Proteína hipotética 

BN5_03602 tonB 45,02 0,016 Proteína periplásmica TonB 

BN5_03603  exbD 80,05 0,010 Proteína ExbD, componente del sistema 
TonB 

BN5_03604  exbB 35,59 0,022 
Proteína ExbB, componente del sistema 
TonB 

BN5_03605 Ppsal_1039 48,98 0,012 Canal de protones MotA/TolQ/ExbB 

BN5_03606 Ppsal_1038 69,13 0,007 Canal de protones MotA/TolQ/ExbB 

BN5_00122 Ppsal_172 4,71 0,280 Permeasa de L-lactato 

BN5_00123 glcB 7,17 0,165 Malato sintasa 

BN5_00124 glcG 45,14 0,019 Proteína no caracterizada 

BN5_00125 glcF 26,67 0,037 Sulfohierro-proteína. Glicolato oxidasa 

BN5_00126 glcE 73,89 0,011 Flavoproteína. Glicolato oxidasa 

BN5_00127 glcD 16,06 0,065 Flavoproteína. Glicolato oxidasa 

BN5_00128 glcC 3,25 0,414 Posible regulador transcripcional 

BN5_04310 Ppsal_4213 Inf 0,007 Receptor dependiente de TonB 

BN5_04311 ampG Inf 0,087 Posible permeasa 

BN5_04312 Ppsal_4215 29,77 0,121 Proteína hipotética 

BN5_04313 
 

Ppsal_4216 40,83 0,026 Proteína de unón a DNA con dominio 
AraC 
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Tabla 12 (Continuación) 

BN5_01082  bfd 45,06 0,053 Ferredoxina asociada a bacterioferritina 
(Bfr) 

 BN5_03258 Ppsal_780 4,57 0,309 
Histidina quinasa implicada en 
transducción de señales 

BN5_03259 
 

Ppsal_779 23,65 0,053 Transportador del complejo Fe3+-
sideróforo. Tipo ABC 

BN5_03260 
 

Ppsal_778 30,57 0,063 Transportador del complejo Fe3+-
sideróforo. Tipo ABC 

BN5_03261 Ppsal_777 23,13 0,044 Proteína hipotética 

BN5_03262 Ppsal_776 12,27 0,112 Posible permeasa 

BN5_00252  Ppsal_285 24,40 0,031 Posible proteína periplásmica de unión. 
Sistema ABC 

 
BN5_00253 Ppsal_286 3,92 0,344 

Permeasa. Componente del sistema de 
transporte del complejoFe3+-sideróforo de 
tipo ABC 

BN5_01063 Ppsal_1718 2,68 0,643 Regulador transcripcional 

BN5_01064 yjcS 19,34 0,047 Proteína con dominio β-lactamasa 

BN5_02974 Ppsal_3514 18,91 0,076 Receptor dependiente de TonB 

BN5_03386 cioC3 2,01 0,713 Proteína hipotética 

BN5_03387 cioB3 1,90 0,668 Citocromo bd quinol oxidasa, subunidad 2 
BN5_03388 cioA3 3,77 0,360 Citocromo bd quinol oxidasa, subunidad 1

Genes regulados positivamente por Fur 

BN5_02827 fumB -2,20 0,552 Fumarasa B 

BN5_01775 acnB -2,60 0,475 Aconitasa B 

BN5_01968 acnA -3,59 0,352 Aconitasa A 

BN5_01365 sdhC -1,94 0,612 Succinato deshidrogenasa, subunidad C 

BN5_01366 sdhD -4,32 0,289 Succinato deshidrogenasa, subunidad D 

BN5_01367 sdhA -2,88 0,433 Succinato deshidrogenasa, subunidad A 

BN5_01368 sdhB -2,08 0,578 Succinato deshidrogenasa, subunidad B 

BN5_01639 cyoA -4,62 0,338 Citocromo quinol oxidasa tipo bo 

BN5_01052 sodC -4,97 0,321 Cu2+/Zn2+ Superóxido dismutasa 

BN5_02916 bfr -5,52 0,222 Bacterioferritina 

BN5_02889 sodB -7,57 0,152 Fe2+ Superóxido dismutasa 

BN5_02062 ccoP2 -4,31 0,290 Citocromo oxidasa tipo Cbb3. Subunidad 
P 

BN5_02063 ccoQ3 -7,85 0,154 Citocromo oxidasa tipo Cbb3. Subunidad 
Q 

 BN5_02064 ccoO3 -4,21 0,298 
Citocromo oxidasa tipo Cbb3. Subunidad 
O 

 
BN5_02065 ccoN2 -3,93 0,318 Citocromo oxidasa tipo Cbb3. Subunidad 

N 

BN5_01981 Ppsal_2179 -8,95 0,136 Posible proteína de membrana 

BN5_01982 cioC2 -17,40 0,312 Proteína hipótetica conservada 

BN5_01983 cioB2 -7,30 0,161 Citocromo bd quinol oxidasa, subunidad 2 

BN5_01984 cioA2 -7,63 0,152 Citocromo bd quinol oxidasa, subunidad 1 
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Tabla 12 (Continuación) 
BN5_03244 cas2 -8,53 0,144 Cas2, proteína asociada a CRISPR 

BN5_03245 cas1 -12,43 0,085 Cas1, proteína asociada a CRISPR 

BN5_03246 cse3 -17,86 0,052 Cse3, proteína asociada a CRISPR 

BN5_03247 cas5e -12,34 0,084 Cas5e, proteína asociada a CRISPR 

BN5_03248 cse4 -17,92 0,050 Cse4, proteína asociada a CRISPR 

BN5_03249 cse2 -15,85 0,062 Cse2, proteína asociada a CRISPR 

BN5_03250 cse1 -13,75 0,071 Cse1, proteína asociada a CRISPR 

Algunos genes no regulados por Fur 

BN5_03614 katG -1,61 0,708 Catalasa (peroxidasa I) 

BN5_02506 fumC -1,84 0,659 Fumarasa C 

(a) Los genes se han agrupado en posibles operones, o en su caso en loci. Se representan ORF cuya 
expresión presenta un valor de p-value < 0,1, mayor valor estadísticamente aceptable. 
(*) Se representan ORF cuya expresión presenta un valor de p-value > 0,1, no estadísticamente aceptable.  
Se han incluido todos los posibles miembros del operón, aunque alguno de ellos no experimenten 
cambios en su expresión.  
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El cianuro es un compuesto muy tóxico para los seres vivos. Su toxicidad es 

principalmente consecuencia de su afinidad por los metales, lo que provoca por una parte 

la inhibición de algunas metaloproteínas claves, como las implicadas en el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos y en la respiración celular (Garcia-Horsman et al., 1994; Richter y 

Ludwig, 2003), y por otra la limitación de la bio-disponibilidad de estos mismos metales. 

Uno de los metales esenciales para la vida en la mayoría de los organismos vivos es el 

hierro, ya que actúa como cofactor de un numeroso grupo de enzimas y proteínas (Hantke, 

2001). Como una excesiva acumulación de hierro resultaría tóxica debido a la producción 

de ROS, la homeostasis del hierro se encuentra finamente regulada por reguladores 

transcripcionales, como Fur en bacterias Gram-negativas (Bagg y Neilands, 1987).  

CN- y Fe2+ forman complejos muy estables que limitan la disponibilidad de este 

metal. De hecho, se ha propuesto que una de las respuestas de P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1 a cianuro incluye posibles mecanismos contra la privación de hierro (Luque-

Almagro et al., 2007). Por ello, el objetivo principal de este trabajo fue conocer la relación 

existente entre el metabolismo del hierro y el del cianuro en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1, abordando la regulación negativa que ejerce la proteína Fur sobre sistemas de 

transporte y captación de hierro, por una parte, y por otra, la regulación positiva ejercida a 

través de la represión del sRNA PrrF sobre proteínas férricas como aconitasa, fumarasa y 

succinato deshidrogenasa. 

 

 

1. Fur como regulador global de la transcripción en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1 

La construcción de un mutante en el gen fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 ha 

permitido la realización de un análisis transcriptómico en comparación con la cepa silvestre, 

además del estudio fenotípico del mutante en relación con el metabolismo del cianuro.   

Los análisis de transcriptómica presentados en esta Tesis demuestran que la 

proteína Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 regula a más de 100 genes, la mayoría de 

ellos negativamente. En esta bacteria Fur actúa como represor transcripcional de un gran 

número de genes implicados en el transporte de hierro al interior celular, pero no de genes 

relacionados con la síntesis de sideróforos conocidos. El Fe3+ es muy insoluble, por lo que 

para su movilización se une a sideróforos, moléculas orgánicas relativamente grandes 
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sintetizadas “ad hoc” por los seres vivos, o a proteínas específicas como la hemoglobina, 

donde el hierro se encuentra formando parte del grupo hemo. En bacterias Gram-

negativas, el transporte de estas moléculas hasta el citoplasma supone la superación de dos 

barreras físicas, la membrana externa y la membrana interna. La membrana externa es 

relativamente permeable a moléculas pequeñas como aminoácidos, azúcares, pequeños 

péptidos y oligosacáridos, pero no lo es para moléculas con una masa molecular superior a 

600 Da aproximadamente, como la vitamina B12 o la mayoría de los complejos Fe3+-

sideróforos (Postle y Kadner, 2003). Para el tráfico de estas macromoléculas desde el medio 

exterior hasta el periplasma son necesarios dos requisitos. El primero, la presencia de 

transportadores específicos situados en la membrana externa y el segundo energía, ya que 

se trata de un transporte activo. Puesto que en el periplasma no hay ATP, la energía para el 

transporte activo proviene de la fuerza protón-motriz, siendo el sistema TonB (ExbB, 

ExbD) el encargado de trasmitirla. Por ello, los transportadores específicos de membrana 

externa se denominan transportadores dependientes de TonB. Una vez en el periplasma, 

existen fundamentalmente dos sistemas para el transporte de sideróforos hasta el 

citoplasma, los sistemas ABC que utilizan ATP, y los MSF que utilizan nuevamente energía 

quimiosmótica (Andrews, 1998; Andrews et al., 2003). Entre los sistemas reprimidos 

transcripcionalmente por Fur en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se encuentran genes de 

todos estos tipos, incluido un numeroso grupo de receptores dependientes de TonB, como 

FiuA, PhuR, Ppsal_721 (homólogo a FhuE) o Ppsal_718 (homólogo a FhuA), y el propio 

sistema TonB. En cuanto a los transportadores de membrana interna, se encuentran 

negativamente regulados por Fur transportadores de tipo ABC, un sistema de transporte de 

tricarboxilato (TctI) y un transportador de la familia MSF (ampG, BN5_04311). Además, 

Fur reprime la expresión de varios tipos de posibles reguladores, como el de factores sigma 

y antisigma extracitoplasmáticos necesarios para el inicio de la transcripción de algunos 

genes en condiciones de deficiencia de hierro, como es el caso de fiuI y fiuR, inductores de 

la expresión del gen fiuA (Figura 75). El efecto represor de Fur sobre la expresión de genes 

relacionados con el transporte y captación de hierro y la síntesis de sideróforos ha sido 

ampliamente estudiada en bacterias Gram-negativas como E. coli (Escolar et al., 1999; 

Stojiljkovic et al., 1994), S. thypimurium (Tsolis et al., 1995), V. cholerae (Litwin y Calderwood, 

1994), N. gonorrhoeae (Thomas y Sparling, 1996) o P. aeruginosa (Ochsner et al., 2002; 

Ochsner y Vasil, 1996).  

 



Discusión General 

213 
 

 

Figura 75. Esquema del mecanismo de regulación ejercido por Fur y PrrF en P. 
pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. En condiciones de suficiencia de hierro (izquierda) Fur, 
unido a hierro, reprime la transcripción de fiuA, y de prrF, lo cual permite la expresión de acnA. En 
condiciones de deficiencia de hierro (derecha) apo-Fur deja de ser un represor, permitiendo la 
transcripción de fiuA (también de fiuI y fiuR, no mostrado) y de prrF. La interacción de PrrF con el 
mRNA de acnA impide la síntesis de AcnA. En el panel superior se muestra una ampliación de la 
membrana externa (amarillo) periplasma (azul) y membrana interna (rojo) con la disposición 
espacial de FiuI, FiuR y FiaA, junto con el sistema TonB-ExBD. RNA-pol: RNA-polimerasa; Fur: 
Ferric Uptake Regulator; PrrF: sRNA; AcnA: Aconitasa A; FiuA: Receptor de membrana externa 
dependiente de TonB; FiuI: Factor sigma extracitoplasmático; FiuR: Factor antisigma 
extracitoplasmático; TonB, ExbB y Exb: Proteínas del sistema TonB. ABC: Transportador de 
membrana interna de tipo ABC. 

 

Con respecto a la posible regulación positiva ejercida por Fur en P. pseudoalcaligenes 

CECT 5344 R1, el análisis transcriptómico mostró una represión muy significativa de los 
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genes cas de uno de los dos sistemas CRISPR-Cas presentes en el genoma de esta bacteria. 

Por tanto se puede considerar a Fur como un activador de la expresión de este sistema en 

condiciones fisiológicas de suficiencia de hierro. La regulación transcripcional por Fur de 

procesos de inmunidad adquirida es algo que no ha sido descrito hasta ahora en otras 

bacterias. En condiciones de limitación de hierro, así como en el mutante en el gen fur, el 

sistema CRISPR-Cas no estaría inducido, y ello permitiría que la bacteria fuese 

transitoriamente más permisiva a la incorporación de material genético exógeno. La 

estrategia de “bajada de guardia” podría ser potencialmente peligrosa, pero también 

beneficiosa si este material codifica, por ejemplo, la capacidad de adquirir un nuevo 

sideróforo disponible en el medio. Esta misma estrategia parece también operar en el caso 

de algunos de los receptores dependientes de TonB ya que éstos, además de ser la puerta 

de entrada de sideróforos, en ocasiones también son la vía de acceso de algunos 

bacteriófagos (Rabsch et al., 2007). Por lo tanto, la expresión de estos receptores es un 

riesgo que solo podría ser asumible ante una situación de extrema necesidad para la 

viabilidad celular, como lo es la falta de hierro. 

La regulación positiva ejercida por Fur sobre la expresión de numerosos genes 

ocurre de forma indirecta, a través de la represión de sRNAs que impiden la traducción y 

facilitan la degradación de sus mRNA diana (Massé y Gottesman, 2002). En P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se encontró una secuencia homóloga a los sRNAs PrrF1 y 

PrrF2 de P. aeruginosa (Wilderman et al., 2004). Experimentos de expresión génica 

permitieron detectar que Fur regula negativamente la expresión del gen prrF en esta 

bacteria (Figura 75), al igual que lo descrito para los sRNAs RhyB de E.coli, S. thypimurium 

(Kim y Kwon, 2012; Massé y Gottesman, 2002) o V. cholerae (Mey et al., 2005), PrrF1/2 de 

P. aeruginosa (Wilderman et al., 2004) y NrrF de N. meningitidis (Mellin et al., 2007). En P. 

aeruginosa PrrF1/2 regulan negativamente la expresión de un numeroso grupo de genes, 

entre los que destacan sodB (superóxido dismutasa B), katA (catalasa A), sdhCDAB 

(succinato deshidrogenasa), bfrB (bacterioferritina), acnA (aconitasa A) y acnB (aconitasa B), 

todos ellos genes que codifican proteínas férricas (Oglesby-Sherrouse y Vasil, 2010; 

Oglesby et al., 2008; Wilderman et al., 2004). En E. coli, S. thypimurium o P. aeruginosa (Kim y 

Kwon, 2012; Massé y Gottesman, 2002; Wilderman et al., 2004) la expresión de estos genes 

se encuentra regulada positivamente por Fur, a través de la represión de los sRNAs RhyB y 

PrrF1/2, algo que también podría ocurrir en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Se ha 

demostrado que, en esta bacteria, este mecanismo de regulación tiene lugar en el caso del 
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gen acnA ya que la proteína Fur reprime la expresión del sRNA PrrF, a su vez represor de 

la expresión de acnA (Figura 75). Con respecto a la regulación de la expresión del gen fumB, 

todos los datos apuntan que su regulación es similar a la de acnA, ya que su expresión 

disminuyó en presencia de hierro, y la actividad enzimática fumarasa total encontrada en 

células de FUR1 fue inferior a la detectada para las cepas silvestre, mutante en prrF y 

deficiente en los genes fur/prrF, de manera similar a lo que ocurrió con la actividad 

aconitasa total. Sin embargo, para demostrar inequívocamente que Fur regula 

positivamente la expresión de fumB será necesario separar cromatográficamente FumB y 

FumC, y demostrar la ausencia de FumB en el mutante FUR1.  

Todos estos cambios de expresión génica dieron lugar a apreciables cambios 

fenotípicos en la cepa deficiente en Fur, lo que muestra la importancia de esta proteína en 

el metabolismo de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 

presentó un crecimiento más lento que la cepa silvestre, especialmente cuando se utilizó 

acetato como fuente de carbono. La doble mutación en los genes fur/prrF mejoró 

sustancialmente la velocidad de crecimiento de FUR1 pero, aun así, la restauración de las 

proteínas cuya expresión está regulada negativamente por PrrF no logró restablecer el 

fenotipo de la cepa silvestre. Este hecho pone de manifiesto que, al igual que ocurre en 

otras bacterias como H. pylori (Delany et al., 2001), N. meningitidis (Delany et al., 2004), 

Salmonella enterica (Teixidó et al., 2011) y Campylobacter jejuni (Butcher et al., 2012), Fur 

también podría funcionar como activador transcripcional en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1 a través de mecanismos que no solo supongan la represión de PrrF; bien por activación 

directa, o bien por represión de otros represores. Además, la expresión constitutiva de 

todos los genes regulados negativamente por Fur puede suponer un lastre para el 

crecimiento de la bacteria, incluso en medio rico. 

Otro aspecto destacable del fenotipo del mutante FUR1 fue su mayor sensibilidad a 

compuestos generadores de ROS, lo que pone en evidencia la importancia de la proteína 

Fur en la respuesta de la bacteria frente al estrés oxidativo. Este fenotipo de 

hipersensibilidad al estrés oxidativo lo mostraron también las cepas deficientes en la 

proteína Fur de P. aeruginosa (Hassett et al., 1996), E. coli (Touati et al., 1995) y M. 

gryphiswaldense (Uebe et al., 2010). En E. coli y P. aeruginosa se ha demostrado que Fur 

funciona como regulador positivo de la expresión del gen sodB (Massé y Gottesman, 2002; 

Wilderman et al., 2004) y de katA en el caso de P. aeruginosa (Wilderman et al., 2004). 

Además, los mutantes fur de P. aeruginosa y E. coli presentaron una menor actividad 
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superóxido dismutasa que las cepas silvestres, lo que también explicaría la mayor 

sensibilidad de los mutantes al estrés oxidativo (Hassett et al., 1996; Touati et al., 1995). El 

análisis transcriptómico muestra una disminución en la expresión de los genes sodB y sodC 

en la cepa mutante en fur, que podría ser responsable de una menor respuesta frente a ROS. 

La proteína Fur, además de estar implicada en la regulación de genes relacionados con la 

respuesta al estrés oxidativo, es un regulador positivo de acnA en P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1. De hecho, el mutante ACNA1 también presentó mayor sensibilidad al estrés 

oxidativo. Estudios previos en E. coli han demostrado que la actividad aconitasa puede 

disminuir por la presencia de especies reactivas de oxígeno generadas de forma espontánea 

en la célula (Varghese et al., 2003), siendo la proteína AcnA resistente a estrés oxidativo 

(Tang et al., 2002) y encontrándose regulada positivamente por Fur (Gruer y Guest, 1994). 

Por tanto, la hipersensibilidad a ROS de FUR1 podría explicarse como el resultado de la 

suma de la deficiencia en aconitasa A y la disminución de actividad superóxido dismutasa.  

 

 

2. Papel de Fur en la resistencia y asimilación de cianuro por P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 

La biorremediación es una tecnología que hace uso de la potente capacidad 

biodegradadora de los microorganismos para solucionar los problemas de contaminación 

ambiental (Atlas y Pramer, 1990). Su bajo coste y la posibilidad de aplicación in situ 

convierten la biorremediación en una atractiva alternativa a las tecnologías convencionales 

de descontaminación ambiental.  

Uno de los retos de la biotecnología es identificar los pasos limitantes de un 

determinado proceso para mejorarlos de una forma racional. Desde los inicios de este 

trabajo de investigación se postuló que el cianuro provoca escasez de hierro y, conociendo 

por antecedentes bibliográficas que Fur es fundamentalmente un represor de los sistemas 

de captación de hierro, se planteó la construcción de un mutante fur qué, al expresar 

constitutivamente estos sistemas, podría ser más eficaz que la cepa silvestre en la 

biodegradación de cianuro. Aunque la cepa mutante P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 

presentó una sobreexpresión constitutiva de proteínas relacionadas con el transporte y la 

captación de hierro qué, teóricamente, deberían mejorar la capacidad de asimilación de 

cianuro de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, la deficiencia de la proteína Fur se tradujo en 

un crecimiento mucho más lento que la cepa silvestre, lo cual es una clara desventaja. Por 
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otra parte, el doble mutante en fur/prrF, a pesar de que presenta una sobreexpresión 

constitutiva de los genes regulados negativamente tanto por Fur, como por el sRNA PrrF, 

tampoco consiguió asimilar o tolerar el cianuro de una forma más efectiva a como lo hace 

la cepa silvestre. De hecho, las cepas mutantes P. pseudoalcaligenes CECT 5344 FUR1 y FP1 

no crecieron en presencia de cianuro 2,0 mM en medio LB, ni asimilaron el cianuro en 

medio mineral cuando las células fueron lavadas e inoculadas posteriormente en un medio 

nuevo estéril. Estos resultados muestran la importancia que la proteína Fur y las proteínas 

reguladas positivamente por este regulador transcripcional ejercen en la capacidad 

biodegradativa que P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 presenta con respecto al cianuro. Por 

último, los mutantes simples en prrF y acnA toleraron y asimilaron el cianuro de manera 

muy similar a P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, si bien el mutante en ACNA1 fue más 

sensible al estrés oxidativo. 

En relación al metabolismo del cianuro, uno de los resultados de este trabajo ha 

sido la demostración de que el cianuro en el medio genera en la célula bacteriana una señal 

de escasez de hierro. Mediante experimentos de PCR en tiempo real se ha demostrado que 

prácticamente no existía expresión del gen prrF ni en medio LB, ni en medio mínimo. La 

expresión aumentó por la adición de quelantes de hierro al medio de cultivo y resultó ser 

máxima, y constitutiva, en el mutante FUR1. Sorprendentemente, la expresión de este gen 

también fue mucho más elevada en presencia de cianuro. Estos resultados constituyen la 

primera evidencia experimental directa de que el cianuro causa limitación de hierro en la 

bacteria P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. También la expresión del gen fiuA de P. 

pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, regulada negativamente por Fur, incrementó en células 

cultivadas en condiciones de limitación de hierro, y asimismo su expresión aumentó en 

células cultivadas en presencia de cianuro, con lo que de nuevo, este resultado corrobora 

que el cianuro origina una situación de déficit de hierro en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1.  
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1. La proteína Fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 regula la expresión de más de 

100 genes, la mayoría de ellos negativamente. 

 

2.  P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 no sintetiza sideróforos conocidos, pero parece 

poseer mecanismos de transporte y utilización de sideróforos producidos por otros 

seres vivos cuya expresión está regulada por Fur. 

 

3. La proteína Fur es un regulador de la transcripción en P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1, que conecta la homeostasis del hierro con otros procesos celulares, como 

la respuesta a estrés oxidativo, el metabolismo energético o procesos de inmunidad, 

entre otros. 

 

4. En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 la expresión de los genes fiuA y prrF depende 

de la concentración de hierro en el medio y está regulada negativamente por la 

proteína Fur. 

 

5. La proteína Fur es un regulador positivo de acnA en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 

R1. Esta regulación tiene lugar mediante la represión del sRNA PrrF, que a su vez 

regula negativamente a acnA. 

 

6. AcnA está implicada en la sensibilidad a estrés oxidativo en P. pseudoalcaligenes CECT 

5344 R1, pero no está relacionada con el mecanismo de tolerancia y asimilación de 

cianuro de esta bacteria. 

 

7. La adición de cianuro al medio de cultivo genera una señal de escasez de hierro en 

las células de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 

 

8. La función de Fur, como regulador transcripcional, es fundamental en el 

metabolismo del cianuro en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. 
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Tabla 13. Listado de los genes diferencialmente expresados en P. pseudoalcaligenes 
CECT 5344 FUR1. Las células se cultivaron en medio LB hasta una D.O 600 nm de 0,3. El mRNA 
se extrajo y trató como se indica en el Apartado 8.13 de Materiales y Métodos. Como condición 
calibradora se utilizó la expresión génica de la cepa silvestre P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 
cultivada en las mismas condiciones. 

ORF(a) ORF (a,*) Name 
Fold 

Change 
p-value Description 

BN5_03058 Ppsal_975 73,62 0,015 Hypothetical protein 

BN5_03059 phuW 78,15 0,007 Permease, ATP dependent 

BN5_03060 
 

phuV 37,30 0,020 ABC-type heme transporter.
ATP Subunit 

BN5_03061 phuU 135,35 0,003 Permease, ATP dependent 

BN5_03062 
 

phuT 873,35 0,000 ABC-type hemin transport 
system, periplasmic 

BN5_03063  phuS 565,49 0,000 Putative cytoplasmic heme 
degradation protein 

BN5_03064  phuR 798,43 0,000 
TonB-dependent outer 
membrane receptor proteins

BN5_03065 Ppsal_968 15,29 0,093 Hypothetical protein 

BN5_00923 Ppsal_1583 682,87 0,000 Hypothetical protein 

BN5_03319 
 

Ppsal_721 277,15 0,001 TonB dependent outer 
membrane receptor 

 
BN5_03321 Ppsal_720 7,74 0,178 Isopentenyl diphosphate 

isomerase 

BN5_03322  Ppsal_719 35,94 0,023 Putative hydrolase protein 
Fe2+ dependent 

BN5_03323  Ppsal_718 159,42 0,002 
TonB dependent outer 
membrane receptor 

BN5_03324 Ppsal_717 3,1 0,43 Ornitine decarboxylase  

BN5_03325 
 

Ppsal_716 40,52 0,018 TonB dependent outer 
membrane receptor 

BN5_01146 
 

Ppsal_1800 33,71 0,025 Putative ammonia 
monooxygenase 

BN5_01147  tctA 40,12 0,016 Putative trycarboxylate 
transporter protein 

BN5_01148  Ppsal_1802 75,93 0,008 
Putative trycarboxylate 
transporter protein 

BN5_01149 
 

tctC 58,71 0,009 Putative trycarboxylate 
transporter protein 

BN5_01150 Ppsal_1804 154,27 0,003 Outer membrane porin 
BN5_01151 tctD -1,19 0,904 Response regulator 

BN5_02895 
 

Ppsal_3438 89,65 0,005 Uncharacterized iron-
regulated protein 

BN5_02473  Ppsal_3024 21,88 0,060 Histidine kinase-type sensor 
protein 

BN5_02474  Ppsal_3025 86,57 0,007 
Cytoplasmic response 
regulator 
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BN5_02088 
 

fiuA 70,67 0,008 
TonB dependent outer 
membrane receptor protein. 
Ferrichrome receptor 

BN5_02089 fiuR 43,04 0,074 Anti sigma factor  

BN5_02090  fiuI 20,00 0,009 
DNA-directed RNA 
polymerase specialized 
sigma 

BN5_03601 Ppsal_1043 14,96 0,075 Hypothetical protein 

BN5_03602 tonB 45,02 0,016 Periplasmic protein TonB 

BN5_03603 exbD 80,05 0,010 ExbD protein, TonB system

BN5_03604 exbB 35,59 0,022 ExbB protein, TonB system

BN5_03605 
 

Ppsal_1039 48,98 0,012 Proton channel 
MotA/TolQ/ExbB 

BN5_03606  Ppsal_1038 69,13 0,007 Proton channel 
MotA/TolQ/ExbB 

BN5_00122 Ppsal_172 4,71 0,280 L-lactate permease 

BN5_00123 glcB 7,17 0,165 Malate synthase 

BN5_00124 glcG 45,14 0,019 Uncharacterized protein 

BN5_00125 glcF 26,67 0,037 Fe-S oxidoreductase 

BN5_00126  glcE 73,89 0,011 
FAD/FMN-containing 
dehydrogenases 

BN5_00127 
 

glcD 16,06 0,065 FAD/FMN-containing 
dehydrogenases 

BN5_00128 glcC 3,25 0,414 Transcriptional regulator 

BN5_04310 
 

Ppsal_4213 Inf 0,007 TonB dependent outer 
membrane receptor protein 

BN5_04311  ampG Inf 0,087 Permeases of the major 
facilitator superfamily 

BN5_04312 Ppsal_4215 29,77 0,121 Hypothetical protein 

BN5_04313  Ppsal_4216 40,83 0,026 
AraC-type DNA-binding 
domain-containing protein 

BN5_01082 
 

bfd 45,06 0,053 Bacterioferritin-associated 
ferredoxin 

BN5_03175 
 

nhoA 35,40 0,069 N-hydroxyarylamine  
O-acetyltransferase 

 BN5_03177 mmsA 5,51 0,228 NAD-dependent aldehyde 
dehydrogenases 

 
BN5_03178 Ppsal_858 3,02 0,438 

Adenosylmethionine-8-
amino-7-oxononanoate 
transaminase 

 
BN5_03258 Ppsal_780 4,57 0,309 Signal transduction histidine 

kinase 

BN5_03259 
 

Ppsal_779 23,65 0,053 ABC-type Fe3+-siderophore 
transport 

BN5_03260  Ppsal_778 30,57 0,063 
ABC-type cobalamin/ Fe3+-
siderophores transport 

BN5_03261 Ppsal_777 23,13 0,044 Hypothetical protein 

BN5_03262 Ppsal_776 12,27 0,112 Arabinose efflux permease 

BN5_00252  Ppsal_285 24,40 0,031 
Probable binding protein 
component of ABC iron 

 
BN5_00253 Ppsal_286 3,92 0,344 Permease component of 

ABC-type Fe3+ transport 
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BN5_04103 anfA 10,00 0,122 Transcriptional regulator 

 BN5_04104 Ppsal_4011 3,74 0,367 Predicted esterase of the 
alpha/beta hydrolase 

BN5_04105 Ppsal_4012 6,03 0,260 Hypothetical protein 

 BN5_04106 cysP3 5,58 0,251 
ABC-type sulfate transport
system, periplasmic 

 
BN5_04107 cysU3 23,33 0,114 ABC-type sulfate transport 

system, permease 

BN5_00298 Ppsal_332 19,41 0,054 Anaerobic dehydrogenases 

BN5_00299 fdhD 11,97 0,120 Uncharacterized protein 

BN5_01063 Ppsal_1718 2,68 0,643 Transcriptional regulator 

BN5_01064 
 

yjcS 19,34 0,047 Β-lactamase domain 
containing protein 

BN5_02974  Ppsal_3514 18,91 0,076 TonB dependent outer 
membrane receptor protein 

BN5_02865  Ppsal_3408 13,86 0,089 
Predicted thiol 
oxidoreductase 

BN5_02866 
 

Ppsal_3409 14,01 0,086 Predicted periplasmic 
lipoprotein 

 
BN5_02867 Ppsal_3410 9,82 0,145 Uncharacterized protein 

conserved in bacteria 

BN5_02484 Ppsal_3035 13,81 0,138 Cytochrome B561 

 BN5_04086 ssuA 4,47 0,330 ABC-type nitrate/sulfonate/
bicarbonate 

BN5_04087 ssuE 11,23 0,095 Predicted flavoprotein 

BN5_04088 ahpC 4,72 0,272 Peroxiredoxin 

 BN5_04089 yvbK 2,61 0,635 
Histone acetyltransferase 
HPA2 

 
BN5_02546 Ppsal_3095 13,68 0,209 Transposase and inactivated 

derivatives, IS5 

BN5_00745 Ppsal_1359 2,61 0,713 Lysine efflux permease 
BN5_00746 Ppsal_1360 10,06 0,311 Transcriptional regulator

 
BN5_04119 Ppsal_4026 4,59 0,308 Glycine/D-amino acid 

oxidases (deaminating) 

 BN5_04120 Ppsal_4027 9,17 0,163 
Possible Glutamine 
synthetase 

BN5_02849 Ppsal_3392 Inf 0,664 Hypothetical protein 

 BN5_02850 Ppsal_3393 7,64 0,284 
Predicted hydrolases or 
acyltransferases 

 
BN5_03538 Ppsal_1105 6,84 0,439 Predicted periplasmic 

lipoprotein 

 BN5_03539 Ppsal_1104 2,18 0,609 
3-polyprenyl-4-
hydroxybenzoate 
decarboxylase 

 
BN5_03993 yhjX 6,68 0,191 

Monocarboxylate -
Permeases of the major 
facilitator superfamily 

 
BN5_01014 Ppsal_1672 6,65 0,206 ABC-type multidrug 

transport system 

 
BN5_01015 Ppsal_1673 2,59 0,528 Predicted membrane-bound 

metal-dependent 
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BN5_04331 Ppsal_4233 6,64 0,214 Outer membrane protein 

 BN5_04332 cusR 3,14 0,438 Response regulators 
consisting of a CheY-like 

 BN5_04333 cusS 3,03 0,441 
Signal transduction histidine 
kinase 

BN5_04334 Ppsal_4236 4,65 0,297 Hypothetical protein 

 
BN5_02256 Ppsal_2441 6,44 0,484 Fe2+/Zn2+ uptake regulation 

proteins 

 
BN5_03944 Ppsal_3856 6,24 0,371 Protein of unknown 

function DUF161 

 BN5_02994 Ppsal_3526 6,07 0,255 
Transposase and inactivated 
derivatives 

BN5_01443 czcA 3,96 0,352 Outer membrane protein 

BN5_01444 czcB 3,42 0,400 Membrane-fusion protein 
BN5_01445 czcA 6,07 0,220 Putative silver efflux pump

 
BN5_02716 Ppsal_3259 3,02 0,696 Predicted acyl-CoA 

transferases/carnitine 

 
BN5_02717 Ppsal_3260 3,02 0,718 Uncharacterized protein 

involved in propionate 
BN5_02718 acdC 6,03 0,311 Acyl-CoA dehydrogenases

BN5_01405 gntR3 5,88 0,221 Transcriptional regulator 

BN5_01406 prpB 2,68 0,499 Citrate synthase 

BN5_01407 prpC 2,17 0,595 Citrate synthase 

BN5_01408 acnC 1,67 0,734 Aconitase C 

 
BN5_01409 prpF 1,24 0,905 

Uncharacterized protein 
conserved in 
bacteria_AcnD-accessory 

BN5_03440 Ppsal_602 5,73 0,228 Oxaloacetate decarboxylase 

 
BN5_02196 puuB3 3,39 0,393 Glycine/D-amino acid 

oxidases (deaminating) 

 
BN5_02197 Ppsal_2388 5,70 0,282 Predicted transcriptional 

regulator 
BN5_03153 Ppsal_882 5,23 0,516 Hypothetical protein 

 BN5_00755 plsC 5,23 0,605 
1-acyl-sn-glycerol-3-
phosphate acyltransferase 

BN5_00756 Ppsal_1370 Inf 0,807 Putative N-acyltransferase 

 BN5_00454 Ppsal_483 5,19 0,254 
Di- and tricarboxylate 
(citrate) transporters 

BN5_04167 Ppsal_4074 2,17 0,636 Putative deshydratase 

BN5_04168 gcdH 5,14 0,253 Acyl-CoA dehydrogenases 

 
BN5_02329 aroF 5,12 0,281 3-deoxy-D-arabino-

heptulosonate 7-phosphate 

BN5_00355 Ppsal_388 5,03 0,496 Hypothetical protein 

BN5_00354 alyA 3,42 0,511 Alginate lyase 

 
BN5_04417 glmR 5,03 0,308 Transcriptional regulator of 

sugar metabolism 

 BN5_04416 glmS 3,60 0,367 
Glucosamine 6-phosphate 
synthetase 

 BN5_04415 tnsA 3,15 0,422 
Transposon Tn7 
transposition protein tnsA 

BN5_04414 tnsB 1,63 0,75 Transposase and inactivated 
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derivatives 

BN5_04413 tnsC 1,58 0,76 Hypothetical protein

BN5_RNA00015 3,62 0,78 Glu tRNA 

BN5_RNA00018 4,93 0,30 tRNAscan-SE 

BN5_01314 4,83 0,642 Transposase IS4 

 BN5_02754 tnpA 1,23 0,922 
Transposase and inactivated 
derivatives 

BN5_02755 Ppsal_3298 Inf 0,271 Hypothetical protein 

 BN5_02756 Ppsal_3299 5,63 0,379 
Predicted enzyme of the 
cupin superfamily 

 
BN5_01460 Ppsal_2606 3,08 0,428 Uncharacterized copper-

binding protein 
BN5_01461 Ppsal_2607 4,90 0,263 Cupredoxin 

 BN5_03455 Ppsal_587 4,83 0,613 Putative reverse 
transcriptase 

BN5_04374 Ppsal_4263 4,83 0,630 Uracil-DNA glycosylase 

 BN5_00172 Ppsal_219 4,83 0,437 
Methyl-accepting 
chemotaxis protein 

BN5_00674 Ppsal_1289 4,69 0,314 Hypothetical protein 

BN5_02701 mexC 3,53 0,399 Membrane-fusion protein 

 
BN5_02702 mexD 4,44 0,294 Cation/multidrug efflux 

pump 
BN5_02703 oprJ 2,05 0,661 Outer membrane protein 

BN5_02704 Ppsal_3247 3,42 0,596 Hypothetical protein 

BN5_00367 ald Inf 0,441 L-Alanine dehydrogenase 

 
BN5_00368 pcaH 4,43 0,599 Protocatechuate 3,4-

dioxygenase beta subunit 

 BN5_00832 Ppsal_1445 4,43 0,637 Transposase and inactivated 
derivatives 

 BN5_01708 Ppsal_2846 4,43 0,624 
Transposase and inactivated 
derivatives 

 
BN5_03136 oruR3 1,36 0,916 AraC-type DNA-binding 

domain-containing 

 
BN5_03137 Ppsal_898 1,26 0,955 Predicted metal-dependent 

hydrolase 

 BN5_03138 Ppsal_897 4,43 0,624 Predicted metal-dependent 
hydrolase 

BN5_03782 Ppsal_3695 4,43 0,635 Phage-related terminase 

 BN5_03219 Ppsal_818 2,28 0,672 
Chemotaxis protein CheC, 
inhibitor of MCP 

BN5_03220 Ppsal_817 4,43 0,469 Transcriptional regulator 

 BN5_02509 phnN 4,43 0,396 
ABC-type 
spermidine/putrescine 
phosphonate transport 

 BN5_02518 htxC 4,43 0,633 
ABC-type 
phosphate/phosphonate 
transport 

BN5_04362 Ppsal_4255 4,36 0,390 Uncharacterized protein 
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BN5_03117 pdhR 1,74 0,714 Transcriptional regulator 

BN5_03118 lldP 4,34 0,309 L-lactate permease 

 BN5_03119 lldD 4,22 0,353 L-lactate dehydrogenase 
(FMN-dependent) 

 BN5_03120 dld 3,66 0,379 
FAD/FMN-containing 
dehydrogenases 

 
BN5_03533 Ppsal_1110 4,32 0,365 Acyl-CoA synthetases 

(AMP-forming)/AMP-acid 
BN5_03534 Ppsal_1109 3,18 0,488 Hypothetical protein 

 
BN5_03520 Ppsal_1123 4,32 0,321 3-methyladenine DNA 

glycosylase 

 BN5_03521 Ppsal_1122 2,41 0,581 Uncharacterized membrane-
associated protein 

 
BN5_01811 acrD 2,83 0,477 

Cation/multidrug efflux 
pump 

BN5_01812 srpA 2,11 0,671 Membrane-fusion protein 

BN5_01813 tetR 4,26 0,353 Transcriptional regulator 

 
BN5_01454 Ppsal_2600 3,12 0,423 Uncharacterized protein 

conserved in bacteria 

 
BN5_01455 Ppsal_2601 4,23 0,315 Uncharacterized protein 

conserved in bacteria 

 BN5_00226 dedA 4,22 0,362 Uncharacterized membrane-
associated protein 

 BN5_03963 Ppsal_3875 4,20 0,316 
Uncharacterized protein 
conserved in bacteria 

BN5_03964 ygiW 2,62 0,504 Hypothetical protein 

 BN5_04079 cysW1 1,40 0,838 ABC-type sulfate transport 
system, permease 

 BN5_04080 cysU1 4,19 0,311 
ABC-type sulfate transport 
system, permease 

 
BN5_04081 cysP1 2,36 0,549 ABC-type sulfate transport 

system, periplasmic 

BN5_04116 Ppsal_4023 3,98 0,380 Predicted membrane protein

BN5_00500 Ppsal_529 3,89 0,513 Transcriptional regulator 

BN5_03082 Ppsal_951 3,17 0,481 Hypothetical protein 
BN5_03083 Ppsal_950 3,89 0,469 Hypothetical protein 

 
BN5_00714 Ppsal_1328 2,92 0,603 Predicted Fe-S-cluster 

oxidoreductase 
BN5_00715 Ppsal_1329 3,89 0,411 Hypothetical protein 

 BN5_00716 Ppsal_1330 2,14 0,607 
Cyclopropane fatty acid 
synthase 

BN5_00717 Ppsal_1331 3,65 0,398 Hypothetical protein 

 BN5_00718 Ppsal_1332 2,76 0,479 
Predicted NAD/FAD-
binding protein 

 
BN5_00719 Ppsal_1333 1,53 0,787 Dehydrogenases with 

different specificities 
BN5_00720 Ppsal_1334 1,49 0,802 Hypothetical protein 

 
BN5_00721 Ppsal_1335 1,97 0,643 Deoxyribodipyrimidine 

photolyase 

 BN5_00722 Ppsal_1336 1,62 0,751 
Predicted transcriptional 
regulator 
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BN5_00723 Ppsal_1337 2,02 0,629 Hypothetical protein 

BN5_00724 Ppsal_1338 2,21 0,641 Hypothetical protein 

BN5_00346 Ppsal_379 3,62 0,733 Transcriptional regulator 

 BN5_01132 gntT 3,75 0,362 H+/gluconate symporter 
and related permeases 

BN5_01133 glxK 3,86 0,365 Glycerate kinase 

 BN5_01610 Ppsal_2752 3,62 0,728 
Transposase and inactivated 
derivatives 

 
BN5_00371 Ppsal_402 3,83 0,365 ABC-type amino acid 

transport/signal 

 
BN5_03388 cioA3 3,77 0,360 Cytochrome bd-type quinol 

oxidase, subunit 1 

 BN5_03387 cioB3 1,90 0,668 
Cytochrome bd-type quinol 
oxidase, subunit 2 

BN5_03386 cioC3 2,01 0,713 Hypothetical protein 

 BN5_02799 Ppsal_3342 Inf 0,903 
ABC-type 
spermidine/putrescine 
transport 

 BN5_02800 Ppsal_3343 -1,66 0,974 
ABC-type 
spermidine/putrescine 
transport 

 BN5_02801 Ppsal_3344 3,62 0,687 
Spermidine/putrescine-
binding periplasmic 

 BN5_03861 creB 3,62 0,728 
Response regulators 
consisting of a CheY-like 

 
BN5_02267 Ppsal_2452 3,62 0,523 Rhodanese-related 

sulfurtransferase 

BN5_04248 Ppsal_4151 3,62 0,508 Transcriptional regulator 

BN5_04236 Ppsal_4139 3,62 0,444 Hypothetical protein 

BN5_04237 Ppsal_4140 2,10 0,613 Transcriptional regulator 

 BN5_02342 phoQ 3,32 0,398 
Signal transduction histidine 
kinase 

 
BN5_02343 phoP 3,62 0,362 Response regulators 

consisting of a CheY-like 

 
BN5_04349 - 3,53 0,428 DNA or RNA helicases of 

superfamily II 

BN5_02605 Ppsal_3153 3,52 0,498 Hypothetical protein 

BN5_00767 Ppsal_1381 3,49 0,495 Transcriptional regulator 

 BN5_01501 Ppsal_2642 3,49 0,403 
Uncharacterized protein 
conserved in bacteria 

BN5_04265 Ppsal_4168 3,44 0,391 Hypothetical protein 

 BN5_01195 tse 3,42 0,636 
Methyl-accepting 
chemotaxis protein 

 
BN5_00593 Ppsal_1211 3,37 0,443 Transcriptional regulator 

containing an amidase 

 
BN5_04146 rhtB 3,35 0,443 Putative threonine efflux 

protein 

 BN5_04147 Ppsal_4054 2,35 0,601 
AraC-type DNA-binding 
domain-containing 

 BN5_03472 Ppsal_1170 Inf 0,370 
Type IV secretory pathway, 
TrbL components 
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 BN5_03473 Ppsal_1169 2,41 0,922 Conjugal transfer/entry 
exclusion protein 

 BN5_03474 trbE Inf 0,493 
Type IV secretory pathway, 
VirB4 components 

            

 
BN5_02827 fumB -2,20 0,552 Tartrate dehydratase alpha 

subunit/ Fumarate 
BN5_01775 acnB -2,60 0,475 Aconitase B 

BN5_03881 glnA -2,91 0,428 Glutamine synthetase 

 
BN5_01711 Ppsal_2849 -2,95 0,425 Methyl-accepting 

chemotaxis protein 
BN5_01712 Ppsal_2850 -1,94 0,633 Hypothetical protein 

BN5_03116 smpB -2,96 0,430 tmRNA-binding protein 

 BN5_03973 Ppsal_3885 -3,02 0,477 
AraC-type DNA-binding 
domain-containing 

 BN5_00662 Ppsal_1277 -3,05 0,444 
Tfp pilus assembly protein 
FimT 

BN5_02621 fdxA -3,09 0,408 Ferredoxin 

BN5_03845 rarD -3,16 0,421 Predicted permeases 

 
BN5_00041 Ppsal_95 -3,19 0,400 Dehydrogenases with 

different specificities 

 BN5_00042 Ppsal_96 -3,88 0,324 Di- and tricarboxylate 
transporters 

 BN5_01679 nuoA -1,92 0,620 
NADH:ubiquinone 
oxidoreductase subunit 3  

 BN5_01680 nuoB -1,90 0,622 
NADH:ubiquinone 
oxidoreductase 2- kD 
subunit 

 BN5_01681 nuoC -2,59 0,482 
NADH:ubiquinone 
oxidoreductase 49 kD 
subunit 7 

 
BN5_01682 nuoE -1,72 0,691 

NADH:ubiquinone 
oxidoreductase 24 kD 
subunit 

 
BN5_01683 
BN5_01684 

nuoF 
nuoG 

-3,05 
-3,03 

0,415 
0,416 

NADH:ubiquinone 
oxidoreductase, NADH-
binding 
Uncharacterized anaerobic 
dehydrogenase 

 BN5_01685 nuoH -3,56 0,359 
NADH:ubiquinone 
oxidoreductase subunit 1  

 BN5_01686 nuoI -1,74 0,676 
Formate hydrogenlyase 
subunit 
6/NADH:ubiquinone 

 
BN5_01687 nuoJ -2,79 0,461 NADH:ubiquinone 

oxidoreductase subunit 6  

 BN5_01688 nuoK -3,36 0,435 
Uncharacterized protein 
conserved in bacteria 

 BN5_01689 nuoL -2,78 0,450 
NADH:ubiquinone 
oxidoreductase subunit 5  

 

BN5_01690 nuoM -2,92 0,435 NADH:ubiquinone 
oxidoreductase subunit 4  

BN5_01691 nuoN -3,24 0,397 NADH:ubiquinone 
oxidoreductase subunit 2  
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BN5_02677 ccoG -3,51 0,371 Polyferredoxin 

BN5_01968 acnA -3,59 0,352 Aconitase A 

BN5_RNA00051 -3,77 0,357 

 BN5_02372 comEA -3,80 0,334 ComEA, DNA uptake 
protein and related 

 BN5_00362 nfeD -3,11 0,447 
Membrane-bound serine 
protease (ClpP class) 

BN5_00363 -3,81 0,372 Hypothetical protein

 
BN5_00264 Ppsal_297 -3,82 0,332 Spermidine/putrescine-

binding periplasmic 

 
BN5_03872 glyA -3,84 0,392 Glycine/serine 

hydroxymethyltransferase 

 BN5_00467 Ppsal_495 -3,85 0,330 
Uncharacterized protein 
conserved in bacteria 

 BN5_04405 tniB -3,98 0,360 
Uncharacterized ATPase, 
putative transposase 

BN5_04406 tniA -2,75 0,476 Transposase 

BN5_03360 Ppsal_682 -4,05 0,311 Hypothetical protein 

BN5_02164 Ppsal_2356 -4,06 0,309 Glucose dehydrogenase

 
BN5_00030 hemF -3,59 0,352 Coproporphyrinogen III 

oxidase 
BN5_00031 aroE -3,80 0,340 Shikimate 5-dehydrogenase 

 BN5_00032 Ppsal_98 -4,14 0,312 Aromatic ring-cleaving 
dioxygenase 

 BN5_02740 nrdA -4,30 0,290 
Ribonucleotide reductase, 
alpha subunit 

 
BN5_02741 nrdB -2,36 0,520 Ribonucleotide reductase, 

beta subunit 

 
BN5_02118 leuC -4,30 0,294 3-isopropylmalate 

dehydratase large subunit 

 BN5_02119 leuD -3,91 0,328 3-isopropylmalate 
dehydratase small subunit 

 BN5_01365 sdhC -1,94 0,612 
Succinate 
dehydrogenase/fumarate 

 
BN5_01366 sdhD -4,32 0,289 Succinate dehydrogenase, 

hydrophobic anchor 

 
BN5_01367 sdhA -2,88 0,433 Succinate 

dehydrogenase/fumarate 

 
BN5_01368 sdhB -2,08 0,578 

Succinate 
dehydrogenase/fumarate 
reductase 

BN5_04179 Ppsal_4086 -2,55 0,488 Hypothetical protein 

 BN5_04180 Ppsal_4087 -4,57 0,276 
Chromosome segregation 
ATPases 

BN5_04181 Ppsal_4088 -2,52 0,492 Hypothetical protein 

 
BN5_01639 cyoA -4,62 0,338 Heme/copper-type 

cytochrome/quinol oxidase 

 BN5_00846 mukF -4,64 0,271 
Uncharacterized protein 
involved in chromosome 
segregation  
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BN5_00847 mukE -2,414 0,511 

Uncharacterized protein 
involved in chromosome 
segregation 

 BN5_00848 mukB -3,23 0,390 
Uncharacterized protein 
involved in chromosome 
segregation 

 
BN5_02822 uspA -4,78 0,259 Universal stress protein 

UspA 

 BN5_03776 Ppsal_3689 -4,97 0,470 Mu-like prophage major 
head subunit gpT 

 BN5_03778 Ppsal_3691 -4,97 0,412 
Mu-like prophage protein 
gpG 

 
BN5_01052 sodC -4,97 0,321 Cu2+/Zn2+ superoxide 

dismutase 

BN5_03050 Ppsal_983 -5,17 0,244 Hypothetical protein 

BN5_03204 Ppsal_833 -5,23 0,238 Hypothetical protein 

BN5_00975 Ppsal_1633 -3,01 0,417 c-di-GMP synthetase 

 
BN5_00976 dps -5,37 0,228 DNA-binding ferritin-like 

protein 

BN5_00955 Ppsal_1615 -5,47 0,298 Hypothetical protein 

 BN5_02916 bfr -5,52 0,222 Bacterioferritin (cytochrome 
b1) 

BN5_03607 oprG -5,53 0,220 Outer membrane protein W

BN5_03311 Ppsal_729 -5,55 0,223 Copper chaperone 

BN5_02595 Ppsal_3144 -5,59 0,306 Hypothetical protein 

 
BN5_00064 adhA -5,64 0,216 Zn-dependent alcohol 

dehydrogenases 
BN5_00065 Ppsal_118 -3,33 0,380 Hypothetical protein 

 BN5_01127 pdxH -4,76 0,262 Pyridoxamine-phosphate 
oxidase 

 
BN5_01128 nemA -5,69 0,216 

NADH:flavin 
oxidoreductases, Old Yellow 
Enzyme 

BN5_01803 arsB -5,70 0,215 Arsenite efflux pump ACR3

 
BN5_01804 arsA -4,85 0,256 Oxyanion-translocating 

ATPase 

BN5_00686 Ppsal_1301 -4,68 0,266 Hypothetical protein 

 
BN5_00687 - -3,31 0,491 5'-nucleotidase/2',3'-cyclic 

phosphodiesterase 

 BN5_00688 - -5,80 0,351 
Transposase and inactivated 
derivatives 

BN5_RNA00026 -5,80 0,429

 
BN5_00994 Ppsal_1652 -3,71 0,339 Predicted Rossmann fold 

nucleotide-binding 

 
BN5_00995 ysh1 -5,90 0,205 YSH1, Predicted 

exonuclease 
BN5_00996 Ppsal_1654 -4,03 0,310 Phosphoketolase 

BN5_00997 Ppsal_1655 -3,89 0,326 Hypothetical protein 

BN5_01388 oprI -5,95 0,202 Hypothetical protein 

 
BN5_00442 cynF -5,97 0,315 Transcriptional regulator 
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BN5_03125 ackA -6,12 0,197 Acetate kinase 

BN5_03126 pta -3,83 0,328 Phosphotransacetylase 

 BN5_03127 Ppsal_908 -2,20 0,554 1-acyl-sn-glycerol-3-
phosphate acyltransferase 

BN5_00909 Ppsal_1570 -6,15 0,198 DnaK suppressor protein 

 BN5_00738 Ppsal_1352 -2,49 0,848 
Pyruvate/2-oxoglutarate 
dehydrogenase 

BN5_00739 Ppsal_1353 -6,44 0,223 Hypothetical protein 

BN5_00740 Ppsal_1354 -6,23 0,193 Carbamate kinase 

 
BN5_00741 arcB -6,34 0,188 Ornithine 

carbamoyltransferase 
BN5_00742 Ppsal_1356 -4,57 0,272 Arginine deiminase 

BN5_00743 arcD -3,83 0,328 Amino acid transporters 

BN5_00852 - -2,48 0,497 Hypothetical protein 

BN5_00853 - -3,55 0,355 Hypothetical protein 

BN5_00854 - -6,51 0,187 Hypothetical protein 

BN5_02724 phhA -3,24 0,389 Phenylalanine-4-hydroxylase

 
BN5_02725 phhB -3,87 0,328 Pterin-4a-carbinolamine 

dehydratase 

 BN5_02726 tyrB -6,56 0,185 Aspartate/tyrosine/aromatic 
aminotransferase 

 
BN5_04170 pntA1 -1,687 0,697 

NAD/NADP 
transhydrogenase alpha 
subunit 

 BN5_04171 pntA3 -2,299 0,569 
NAD/NADP 
transhydrogenase alpha 
subunit 

 
BN5_04172 pntB -2,504 0,497 

NAD/NADP 
transhydrogenase beta 
subunit 

BN5_04173 Ppsal_4080 -6,917 0,173 Hypothetical protein 

BN5_01764 Ppsal_2902 -7,027 0,171 Hypothetical protein 
BN5_01765 Ppsal_2903 -2,726 0,466 Hypothetical protein

 
BN5_01773 uspA3 -7,246 0,161 Universal stress protein 

UspA 

 
BN5_00240 Ppsal_273 -3,839 0,327 ABC-type multidrug 

transport system, ATPase 
BN5_00241 Ppsal_274 -7,300 0,161 Membrane-fusion protein 

 BN5_00239 yhhJ -5,025 0,248 ABC-type multidrug 
transport system, permease 

 BN5_01048 gcvT -7,32 0,166 
Glycine cleavage system T 
protein 

 
BN5_01049 glyA -3,41 0,374 Glycine/serine 

hydroxymethyltransferase 

BN5_01516 Ppsal_2659 -2,73 0,561 Predicted flavoprotein 

BN5_01517 Ppsal_2660 -7,46 0,625 Hypothetical protein 

 
BN5_02687 Ppsal_3231 -5,78 0,215 2-polyprenyl-6-

methoxyphenol hydroxylase
BN5_02688 ccoN -3,27 0,412 Cbb3-type cytochrome 
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oxidase 

 BN5_02690 Ppsal_3234 -7,46 0,462 Dehydrogenases with 
different specificities 

BN5_01380 lipC -7,46 0,612 Hypothetical protein 

BN5_02665 Ppsal_3211 -7,46 0,374 Hypothetical protein 

 
BN5_RNA00006 -7,46 0,451 Hypothetical protein 

 BN5_04305 rhtB -7,46 0,409 
Putative threonine efflux 
protein 

BN5_02889 sodB -7,57 0,152 Superoxide dismutase 

BN5_02000 Ppsal_2197 -7,63 0,151 Hypothetical protein 

 
BN5_00919 mcp1 -7,66 0,160 Methyl-accepting 

chemotaxis protein 

 
BN5_00920 cheB -5,01 0,257 Response regulator 

containing a CheY-like 

 BN5_00921 Ppsal_1581 -3,89 0,327 
Signal transduction histidine 
kinase 

 BN5_00922 fklB1 -4,32 0,295 
KBP-type peptidyl-prolyl 
cis-trans isomerases 

BN5_02272 Ppsal_2457 -7,68 0,179 Hypothetical protein 

 
BN5_00258 Ppsal_291 -7,69 0,166 Predicted transporter 

component 
BN5_00259 Ppsal_292 -6,91 0,178 Hypothetical protein 
BN5_00260 ccpA -3,69 0,340 Cytochrome c peroxidase

BN5_00753 Ppsal_1367 -7,81 0,149 Cation transport ATPase 

 BN5_00754 Ppsal_1368 -4,32 0,288 Universal stress protein 
UspA 

 BN5_02062 ccoP2 -4,31 0,290 
Cbb3-type cytochrome 
oxidase, P subunit  

 
BN5_02063 ccoQ2 -7,85 0,154 Cbb3-type cytochrome 

oxidase, Q subunit 

 
BN5_02064 ccoO2 -4,21 0,298 Cbb3-type cytochrome 

oxidase, O subunit 

 BN5_02065 ccoN2 -3,93 0,318 Cbb3-type cytochrome 
oxidase, N subunit 

BN5_02493 maiA -2,62 0,525 Glutathione S-transferase 

BN5_02494 mhpD -5,11 0,255 2-keto-4-pentenoate 

 BN5_02495 hmgA -4,39 0,296 
Homogentisate 1,2-
dioxygenase 

 
BN5_02496 hpd -7,98 0,147 4-hydroxyphenylpyruvate 

dioxygenase 

 
BN5_04200 aer -8,08 0,214 Methyl-accepting 

chemotaxis protein 

 BN5_04199 Ppsal_4106 -4,56 0,295 Predicted signal 
transduction protein 

BN5_04198 - -3,86 0,339 Hypothetical protein 

 BN5_00332 pydA -8,17 0,225 
Dihydroorotate 
dehydrogenase 

BN5_04325 Ppsal_4227 -8,20 0,176 Hypothetical protein 

BN5_04326 map -3,09 0,416 Methionine aminopeptidase 
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 BN5_04401 merD -8,70 0,345 Predicted transcriptional 
regulator 

BN5_00340 -8,83 0,139 Hypothetical protein 

BN5_00096 -9,94 0,353 Hypothetical protein 

BN5_01557 topB -4,97 0,674 Topoisomerase IA 

 BN5_01558 dcm -9,94 0,495 
Site-specific DNA 
methylase 

 
BN5_00382 proX5 -9,94 0,486 ABC-type proline/glycine 

betaine transport 

 BN5_04192 pilT -10,22 0,110 Tfp pilus assembly protein 

BN5_00541 alr -10,43 0,104 Alanine racemase 

BN5_04072 Ppsal_3980 -12,43 0,270 Hypothetical protein 

 
BN5_02882 mvaT -13,32 0,081 Predicted integral 

membrane protein 
BN5_01981 Ppsal_2179 -8,95 0,136 Predicted membrane protein

 BN5_01982 cioC2 -17,40 0,312 
Conserved hypothetical 
protein 

 
BN5_01983 cioB2 -7,30 0,161 Cytochrome bd-type quinol 

oxidase, subunit 2 

 
BN5_01984 cioA2 -7,63 0,152 Cytochrome bd-type quinol 

oxidase, subunit 1 
BN5_01985 Ppsal_2183 -7,57 0,181 Hypothetical protein 

 BN5_01986 - -2,49 0,816 Rhodanese-related 
sulfurtransferase 

 BN5_03244 cas2 -8,53 0,144 
CRISPR-associated protein, 
Cas2 

BN5_03245 
 

cas1 -12,43 0,085 CRISPR-associated protein, 
Cas1 

BN5_03246 
 

cse3 -17,86 0,052 CRISPR-associated protein, 
Cse3 

BN5_03247 cas5e -12,34 0,084 CRISPR-associated protein, 
Cas5e 

BN5_03248 
 

cse4 -17,92 0,050 
CRISPR-associated protein, 
Cse4 

BN5_03249 cse2 -15,85 0,062 CRISPR-associated protein, 
Cse2 

BN5_03250 
 

cse1 -13,75 0,071 CRISPR-associated protein, 
Cse1 

 BN5_03251 Ppsal_786 -1,66 0,703 Predicted nucleic acid-
binding protein 

BN5_03852 
 

stbD -13,38 0,076 
Collagenase and related 
proteases 

BN5_02043 Ppsal_2239 -28,01 0,033 Hypothetical protein 

BN5_02044 Ppsal_2240 -11,05 0,099 Hypothetical protein 
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 BN5_02045 Ppsal_2241 -4,25 0,297 FOG: TPR repeat, SEL1 
subfamily 

BN5_00449 Ppsal_478 -30,14 0,036 Hypothetical protein 

(a) Los genes se han agrupado en posibles operones, o en su caso en loci. Se representan ORF cuya 
expresión presenta un valor de p-value < 0,1, mayor valor estadísticamente aceptable. 
(*) Se representan ORF cuya expresión presenta un valor de p-value > 0,1, no estadísticamente aceptable.  
Se han incluido todos los posibles miembros del operón aunque estos no experimenten cambios en su 
expresión.  
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	Tabla 2. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo
	Esta determinación fue utilizada para seguir el consumo de amonio en los cultivos.
	La concentración de cianuro se determinó colorimétricamente adaptando el método descrito por Luque et al. (Luque-Almagro et al., 2005a). El cianuro libre reacciona con Cloramina-T a pH 8 originando cloruro de cianógeno, el cual al reaccionar con pirid...
	Esta determinación se utilizó para seguir el consumo de cianuro en células cultivadas en su presencia y para valorar la evaporación de la forma protonada.
	La concentración de proteínas se determinó mediante el método de Bradford, que permite cuantificar proteínas totales debido a las características del colorante azul Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bradford, 1976). Este colorante se une a proteínas med...
	Una unidad de actividad enzimática (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la desaparición de 1 μmol de sustrato, o la aparición de 1 μmol de producto, por minuto.
	3.4.1 Actividad Citrato Sintasa (EC 4.1.3.7.)
	La actividad citrato sintasa se determinó espectrofotométricamente a 50 ºC por el aumento de absorbancia a 412 nm debido a la reducción del ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) (ε = 13,6 mM-1 cm-1) por parte del CoA formado.
	La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 ml: 100 µmoles de tampón Tris-HCl pH 8, 0,2 µmoles de DTNB, 0,18 µmoles de Acetil-CoA y la cantidad adecuada de extracto. La reacción se inició por la adición de 1 µmol de ácido oxalacético.
	3.4.2 Actividad Aconitasa (EC 4.2.1.3)
	La determinación de la actividad aconitasa se llevó a cabo midiendo a 240 nm la producción del intermediario de la reacción, cis-aconitato (ε = 3,6 mM-1 cm-1), a una temperatura de 60 ºC.
	La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 ml: 50 µmoles de Tris/HCl pH 8, 30 µmoles de isocitrato y una cantidad conveniente del extracto acelular.
	3.4.3 Actividad Succinato deshidrogenasa (EC 1.3.99.1)
	3.4.4 Actividad Fumarasa (EC 4.2.1.2)
	La determinación de la actividad fumarasa se realizó midiendo la producción de fumarato (ε = 2,4 mM-1 cm-1), a 50 ºC, determinado como el incremento de absorbancia a 240 nm.
	La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 ml: 50 µmoles de Tris/HCl pH 8, 20 µmoles de L-malato y una cantidad conveniente del extracto acelular.
	4. Test de sensibilidad a Streptonigrin
	5. Obtención de extractos acelulares
	5.1 Recolección de células
	Las células de P. pseudoalcaligenes se recogieron por centrifugación durante 15 min a 10.000 rpm (9.632 rcf) en una centrífuga Avanti J-25 (Rótor J-A-14) a 4 ºC y se homogeneizaron en tampón Tris/HCl 50 mM pH 8. Este proceso se repitió en varias ocasi...
	5.2 Preparación de extractos acelulares
	La temperatura óptima se determinó manteniendo la cubeta en la que se realizó cada uno de los ensayos dentro de un bloque metálico termostatizado a diferentes temperaturas (30 ºC - 70 ºC). Además, la temperatura de todos los reactivos se equilibró pre...
	7. Cromatografía de intercambio iónico
	7.1 Separación de las isoformas de la proteína aconitasa
	7.2 Determinación de metabolitos
	Los intermediarios metábolicos del ciclo de Krebs presentes en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 y FUR1 se determinaron mediante un equipo de cromatografía líquida rápida de alta resolución System Gold (Beckman), equipado con una columna ION-300 (ICE-...
	Tabla 4. Plásmidos empleados en este trabajo

	Para purificar el DNA genómico de P. pseudoalcaligenes se utilizó el sistema comercial de extracción de DNA genómico GNOME (QBIOgeneR). Siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante se obtuvo de una forma rápida y muy eficiente un DNA de calid...
	8.2.2 Extracción y purificación de DNA plasmídico
	8.6 Electroforesis de DNA en gel de agarosa
	8.7 Cuantificación del DNA
	De manera rutinaria se estimó la concentración de DNA visualmente en geles de agarosa teñidos con gel RED (Biotium) mediante análisis comparativo con una muestra patrón de concentración conocida.
	Tabla 5. Oligonucleótidos empleados en este trabajo

	Los reactivos utilizados fueron de la mayor pureza comercialmente disponible en las casas comerciales BioRad, Conda, Fluka, Merk, Panreac, Riedel-de Haën, Sigma-Aldrich, VWR-ProLabo.
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	Gracias al Consorcio entre el grupo Metabolismo del Nitrógeno en Bacterias Fotosintéticas de la Universidad de Córdoba, el servicio de Genómica del Centro de Biotecnología (CeBiTec) de la Universidad de Bielefeld y el grupo de Biotecnología de Microor...
	Inicialmente se realizó la predicción de genes y anotación automática del borrador del genoma mediante el sistema de anotación GenDB 2.0 (Meyer et al., 2003) y su enlace con la base de datos KEGG. Posteriormente, se llevó a cabo una anotación manual d...
	1.1. Identificación del gen fur de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1
	/
	Figura 5. Esquema de la región de 6,5 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen fur (BN5_03111). Los genes que flanquean la secuencia codificante de la proteína Fur codifican las siguientes proteínas: DnaK (BN...
	La función de los productos codificados por los genes que flanquean a fur no parece tener ninguna relación con el metabolismo del hierro. Se sabe que, en P. aeruginosa, los genes omlA y fur se transcriben divergentemente y contienen regiones promotora...
	/
	En el modelo tridimensional propuesto para Fur de P. aeruginosa (Pohl et al., 2003) (Figura 9 A1) existen dos dominios, un dominio N-terminal de unión a DNA (residuos 1–83, mostrados en azul) y un dominio C-terminal implicado en la dimerización de la ...
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	2.1. Identificación del gen prrF de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1
	En contraste a su actividad represora, en condiciones de suficiencia de hierro, la proteína Fur actúa positivamente sobre la expresión de un numeroso grupo de genes. En algunos casos, esta regulación se lleva a cabo a nivel post-transcripcional a trav...
	Al contrario de lo que ocurre con otras Pseudomonas, el análisis del genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 indicó que en esta bacteria existe un único gen (denominado prrF) que presente homología significativa con los genes prrF1 y prrF2 de P. a...
	Figura 27. Esquema de la región de 3,6 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen prrF (BN5_03057-1). Los genes que flanquean la secuencia codificante del sRNA PrrF codifican las siguientes proteínas: Ppsal_977...
	En el genoma de P. aeruginosa prrF1 y prrF2 se encuentran localizados en tándem, en cambio, en P. fluorescens, P. putida y P. syringae estos genes se encuentran en loci separados dentro del cromosoma bacteriano. En P. aeruginosa, P. fluorescens, P. pu...
	/
	Figura 28. Alineamiento múltiple de las secuencias de nucleótidos de PrrF. El alineamiento múltiple se construyó (CLUSTALW) utilizando el método NJ (“Neighbor –Joining” (Larkin et al., 2007)). P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (prrFPPSAL), P. aerugino...
	/
	Figura 29. Esquema de la región génica del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, P. aeruginosa (PAO1), P. fluorescens (Pf-5), P. putida (KT2440) y P. syringae (DC3000) en la que se encuentran los genes prrF1 y prrF2. Los genes que flanquean ...
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	Capítulo 3.
	UPapel de las aconitasas en el metabolismo del cianuro en                 P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1
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	3.1. Identificación de los genes acnA y acnB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1
	En E. coli y en P. aeruginosa se han identificado los genes acnA y acnB, que codifican dos isoformas de la proteína aconitasa (Acn) AcnA y AcnB (Blank et al., 2002; Somerville et al., 1999), cuya secuencia se encuentra muy conservada entre diferentes ...
	En P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se han identificado dos genes homólogos a acnA y acnB de E. coli y de P. aeruginosa, que mostraron un grado de identidad del 85 % y del 88 % con las secuencias de los genes que codifican las proteínas AcnA y AcnB d...
	El entorno génico de acnA en P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 es similar al encontrado en otras Pseudomonas (Winsor et al., 2009) (Figura 44). Las posiciones más conservadas en su entorno son las correspondientes a los genes sirA y aer. Con respecto ...
	/
	Figura 44. Esquema de la región de 9,4 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen acnA (BN5_01968). Los genes que flanquean la secuencia codificante de la proteína AcnA codifican las siguientes proteínas: Ppsal...
	/
	Figura 45. Esquema de la región de 7,8 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen acnB (BN5_01775). Los genes que flanquean la secuencia codificante de la proteína AcnB codifican las siguientes proteínas: LpxH ...
	Los árboles filogenéticos obtenidos a partir del alineamiento múltiple (ClustalW) de las secuencias de aminoácidos de diversas AcnA y AcnB de E. coli y varias especies de Pseudomonas, incluida la de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Figuras 46 y 47) ...
	/
	/
	Figura 48. Predicción de la estructura tridimensional de AcnA (B) de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo c2b3yB_ de la aconitasa citosólica humana (Irp1) (A), con la que tiene una identidad de secuencia del...

	/
	Figura 49. Predicción de la estructura tridimensional de AcnB (B) de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo c1l5jB_ de AcnB de E. coli (A), con la que tiene una identidad de secuencia del 79 % y una confianza ...

	La firma de identidad para las proteínas pertenecientes a la familia de aconitasas consiste en dos regiones conservadas que contienen tres cisteínas, ligandos de la agrupación sulfoférrica. En la secuencia de aminoácidos deducida de la proteína AcnA d...
	Los puntos isoeléctricos teóricos obtenidos para las enzimas AcnA y AcnB se correspondieron con valores de 5,25 y 5,24, respectivamente. Las masas moleculares calculadas se correspondieron con 99227,8 y 93673,4 Da, respectivamente, estando estos valor...
	Firma de identidad 1. Secuencia consenso.
	[LIVM]-x(2)-[GSACIVM]-x-[LIV]-[GTIV]-[STP]-C-x(0,1)-T-N-[GSTANI]-x(4)- [LIVMA]; C de unión al centrosulfoférrico.
	Firma de identidad 2. Secuencia consenso.
	G-x(2)-[LIVWPQT]-x(3)-[GACST]-C-[GSTAM]-[LIMPTA]-C-[LIMV]-[GA]
	C de unión al centrosulfoférrico.
	/
	Figura 50. Secuencia de aminoácidos de AcnA de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 deducida a partir de la secuencia génica. En rojo se muestra la secuencia típica de firma de identidad 1 de las aconitasas y en azul la correspondiente a la firma de iden...
	/
	Figura 51. Secuencia de aminoácidos de AcnB de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 deducida a partir de la secuencia génica. En rojo se muestra la firma de identidad 1 típica de las aconitasas.
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	4.1. Identificación de los genes fumB y fumC de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1
	En P. aeruginosa, al igual que en E. coli, se han identificado tres genes que codifican fumarasas, sin embargo, dos de ellos codifican fumarasas de clase II (fumC1 y fumC2), y el otro, una posible fumarasa de clase I (PA4333) (Winsor et al., 2009). En...
	Al igual que en P. fluorescens, en el genoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se han identificado sólo dos genes de fumarasas, uno perteneciente a la clase I y otro a la II. El gen perteneciente a la familia I presenta gran similitud con las secue...
	/
	Figura 64. Esquema de la región de 8,2 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen fumB (BN5_02827). Los genes que flanquean la secuencia codificante de la proteína FumB codifican las siguientes proteínas: PaaG ...
	/
	Figura 65. Esquema de la región de 4,0 Kb del cromosoma de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 en la que se encuentra el gen fumC (BN5_02506). Los genes que flanquean la secuencia codificante de la proteína FumC codifican las siguientes proteínas: Ppsal...
	Los árboles filogenéticos obtenidos a partir del alineamiento múltiple (ClustalW) de las secuencias de aminoácidos de FumB y FumC de diversos organismos y varias especies de Pseudomonas, incluida la de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 (Figuras 66 y 6...
	Las predicciones de las estructuras tridimensionales de FumB y FumC de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1 se muestran en las Figuras 68 y 69.
	/
	Figura 68. Predicción de la estructura tridimensional de FumB (B) de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo d2isba1 de la fumarasa (Fum-1) de Archaeoglobus fulgidus, con la que tiene una identidad de secuencia...
	/
	Figura 69. Predicción de la estructura tridimensional de FumC (B) de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1. Estructura tridimensional basada en el modelo c3gtdA_ de la fumarato hidratasa de clase II de Rickettsia prowazekii (A), con la que tiene una ident...

	El alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de las proteínas codificadas por el gen fumB de distintos organismos y de P. pseudoalcaligenes CECT 5344 R1, mostró que en esta bacteria la isoenzima FumB no presentaba la secuencia consenso co...
	Los puntos isoeléctricos teóricos y las masas moleculares teóricas de las subunidades que forman las enzimas FumB y FumC fueron 5,23 y 54793,1 y 6,05 y 49190, respectivamente, en E. coli la masa molecular de las subunidades de FumB y FumC fue de 60000...
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