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La biología molecular ha mostrado 
que hasta los más sencillos de todos 
los sistemas vivientes en la Tierra 
hoy, las células bacterianas, son 
tremendamente complejos. 
 
Michael Denton (1943-). 
Wikiquote.  

http://es.wikiquote.org/wiki/Biolog%C3%ADa
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Introducción 

1. Los compuestos aromáticos. 

 
Los compuestos aromáticos, que incluyen estructuras homocíclicas (derivadas del 

benceno) o heterocíclicas (N-; S-; O-heterociclos), constituyen, después de los 

carbohidratos, la clase de compuestos orgánicos más abundante en la naturaleza (Adler, 

1977). Así el 25% de la biomasa de la Tierra está constituida por lignina, polímero de 

compuestos aromáticos. Otras fuentes naturales de compuestos aromáticos son los 

flavonoides, taninos, aminoácidos aromáticos y los combustibles fósiles (Gibson y 

Harwood, 2002). Un buen número de compuestos aromáticos son producidos en grandes 

cantidades para uso industrial , e. g., fabricación de disolventes, pesticidas, plásticos, fibras 

sintéticas, etc (Swoboda-Colberg, 1995). Durante el último siglo se ha producido un 

aumento considerable en la liberación de compuestos aromáticos a la biosfera debido a 

esta actividad industrial (OCDE, 1994), teniendo algunos de ellos estructuras o 

sustituyentes que no se encuentran en la naturaleza de forma habitual (compuestos 

xenobióticos). Estos compuestos xenobióticos no son degradados, o lo hacen muy 

lentamente, por lo que constituyen una importante fuente de contaminación ambiental 

(Pieper y Reineke, 2000). Algunos ejemplos de estos compuestos xenobióticos son, por 

ejemplo, los derivados polihalogenados de las dioxinas y los bifenilos policlorados 

(PCBs), los compuestos nitroaromáticos y los derivados fenólicos halogenados. 

Dada la gran abundancia de los compuestos aromáticos, su reciclaje es vital para el 

mantenimiento del ciclo del carbono en el planeta (Harwood y Parales, 1996). Pese a la 

gran estabilidad termodinámica que le otorga la configuración electrónica del anillo 

bencénico a estas moléculas, las bacterias han desarrollado estrategias para la 

mineralización de la mayoría de estos compuestos presentes en la naturaleza (Gibson y 

Harwood, 2002; Vaillancourt y col., 2004; Díaz, 2004). Estas estrategias de 

mineralización también pueden ser usadas por las bacterias para la degradación, al menos 

parcial, de los compuestos xenobióticos que comparten estructuras similares a los 

compuestos de origen natural (Díaz, 2004; McLeod y Eltis, 2008). La aplicación del 

enorme potencial catabólico de las bacterias frente a los compuestos aromáticos ha 

permitido el desarrollo de líneas de investigación que tienen también gran interés socio-

económico, tales como la biorremediación, biotransformación, desarrollo de biosensores, 

etc (Díaz, 2004). 
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Introducción 

2. Rutas de degradación de compuestos aromáticos. 

 
Aunque la mineralización de los compuestos aromáticos supone un reto importante 

para los microorganismos, dada la estabilidad de dichos compuestos, los microorganismos 

han desarrollado soluciones que implican una gran variedad de “rutas periféricas” 

encargadas de activar los diversos sustratos aromáticos a un número limitado de 

intermediarios centrales, los cuales posteriormente perderán su carácter aromático y se 

transformarán en compuestos del metabolismo primario de la célula a través de las 

denominadas “rutas centrales” (Heider y Fuchs, 1997; Heider y col., 1998; Harwood y 

col., 1999; Pieper y col., 2004). A esta estrategia de canalizar un gran número de rutas 

periféricas distintas hacia unas pocas rutas centrales se le ha denominado “embudo 

catabólico” (Harayama y Timmis, 1989). 

El catabolismo de los compuestos aromáticos implica dos procesos secuenciales: 1) 

modificación de la densidad electrónica del anillo aromático, y 2) ruptura del anillo. Estos 

procesos suponen la aplicación de reacciones de oxidación o reducción dependiendo de si 

el metabolismo se lleva a cabo en condiciones aeróbicas o anaeróbicas, respectivamente 

(Heider y Fuchs, 1997; Díaz, 2004). Dependiendo del aceptor final de los electrones, los 

compuestos aromáticos están sometidos a dos tipos básicos de catabolismo. Si el aceptor 

es una molécula de oxígeno, se trata de una degradación aeróbica. Si el aceptor final de los 

electrones es otra molécula distinta al oxígeno, la degradación es de tipo anaeróbico. Estos 

catabolismos presentan características diferenciales, así en el metabolismo aeróbico 

generalmente se produce la desestabilización del anillo aromático a través de reacciones 

de oxidación que introducen grupos hidroxilo, mientras que en el catabolismo anaeróbico 

la desestabilización del anillo aromático se lleva a cabo generalmente mediante la 

formación de un derivado tioesterificado de coenzima A (CoA) que favorece las 

posteriores reacciones de reducción del anillo. 

La degradación aeróbica de compuestos aromáticos es el mecanismo de 

mineralización mejor estudiado, en ella la molécula de oxígeno no sólo constituye el 

aceptor final de electrones sino que también es el reactivo necesario para la actuación de 

las oxigenasas que participan en la activación y ruptura del anillo aromático. Los 

diferentes sustratos son generalmente convertidos en derivados mono-, di-, o tri-

hidroxilados mediante la incorporación de átomos de oxígeno, lo que permite la activación 

termodinámica del anillo aromático. En una siguiente etapa, estos intermediarios 

hidroxilados sufren la apertura de la molécula, catalizada por dioxigenasas de apertura del 
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Introducción 

anillo, y la consiguiente pérdida de aromaticidad. En las rutas aeróbicas híbridas, la 

activación del anillo aromático implica la tioesterificación con CoA y la apertura del anillo 

no conlleva la participación de dioxigenasas de ruptura. Finalmente, los productos de 

apertura son fácilmente oxidados hasta intermediarios del metabolismo central de la célula 

(van der Meer, 1997; Díaz y col., 2001; Jiménez y col., 2002). 

En la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos, el metabolismo 

bacteriano requiere de otros aceptores finales de electrones diferentes al oxígeno. Existen 

numerosos ecosistemas en los que el aporte de oxígeno se encuentra limitado como ocurre 

en los suelos con difícil drenaje, las aguas estancadas y subterráneas, las aguas que tienen 

una elevada actividad bacteriana, los sedimentos marinos, el tracto digestivo de animales, 

etc. (Widdel y Rabus, 2001). En estos ambientes anaeróbicos la acumulación de 

compuestos aromáticos es muy abundante y su degradación por parte de los 

microorganismos es un proceso de especial importancia. Los microorganismos en estas 

condiciones emplean como aceptores finales de electrones moléculas inorgánicas tales 

como el NO3
- o NO2

- que son reducidos hasta N2 (desnitrificación) (Coates y col., 2001b), 

el Fe3+ que es reducido a Fe2+ (reducción de hierro) (Lack y col., 2002), el SO4
2- que es 

reducido a SO2
2- o S2

 (reducción de sulfato) (Morasch y col., 2004; Peters y col., 2004) o 

el CO2 que es reducido a metano (CH4) (metanogénesis) (Spormann y Widdel, 2000). 

Otros compuestos que también pueden actuar como aceptores finales de electrones son el 

Mn4+, ClO-
4, Cr4+, V4+, óxido de trimetilamina, dimetilsulfóxido, fumarato, etc. (Gibson y 

Harwood, 2002; Coates y col., 2002; Lovley, 2003; Chakraborty y Coates, 2004). Algunos 

organismos fermentadores también pueden degradar compuestos aromáticos, aunque 

generalmente se acoplan a otros organismos metanogénicos o reductores de sulfato para 

hacer el proceso más eficiente (Elshahed y col., 2001). Finalmente, algunos organismos 

fototrofos son capaces de utilizar anaeróbicamente compuestos aromáticos como única 

fuente de carbono, utilizando la luz solar como fuente de energía (Gibson y Harwood, 

2002). 

 

2.1 Rutas catabólicas aeróbicas de compuestos aromáticos. 

 
Las rutas de catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos han sido ampliamente 

estudiadas en multitud de bacterias así como en hongos (revisiones en van der Meer y col., 

1992; Harwood y Parales, 1996; Pieper y col., 2004). 
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Introducción 

2.1.1. Rutas aeróbicas clásicas. 

 
La estrategia clásica de mineralización aeróbica del anillo aromático se fundamenta 

en la desestabilización del mismo mediante rutas periféricas que implican la incorporación 

de grupos hidroxilo. Con esta adición de grupos hidroxilo la estructura electrónica del 

anillo aromático se ve aumentada y es más susceptible de ser modificada por oxigenasas 

de ruptura que catalizan su conversión a un compuesto alifático, el cual será oxidado 

progresivamente hasta obtener intermedios del ciclo de Krebs. La incorporación de los 

grupos hidroxilo en el anillo bencénico lo realizan las oxigenasas, monooxigenasas y/o 

dioxigenasas según incorporen uno o dos grupos hidroxilo (Gibson y Parales, 2000), 

generándose así derivados aromáticos mono-, di-, o tri-hidroxilados (e. g. catecol, 

protocatecuato, homoprotocatecuato, gentisato, homogentisato, etc.) (Fig. 1). Las enzimas 

de las “rutas periféricas” son más o menos específicas de sus sustratos y generalmente se 

inducen por dichos sustratos (Heider y Fuchs, 1997). Otra característica frecuente es que 

un mismo compuesto aromático puede degradarse a través de distintas rutas catabólicas 

como ocurre, por ejemplo, con el tolueno (Fig. 1). 
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Figura 1. Esquema de algunas de las rutas periféricas e intermediarios centrales del catabolismo aeróbico
bacteriano de compuestos aromáticos. Se muestran algunos de los intermediarios centrales dihidroxilados más
frecuentes: el catecol y sus derivados (3-metilcatecol, 4-metilcatecol, protocatecuato y homoprotocatecuato), el
gentisato y el homogentisato. El tolueno puede degradarse aeróbicamente por diversas rutas catabólicas que se
indican (figura modificada de Bartolomé-Martín ycol., 2006)  
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Introducción 

Los intermediarios centrales sufren, a través de las “rutas centrales”, la apertura del 

anillo aromático mediante dioxigenasas de ruptura de anillo (Harayama y Rekik, 1989; 

Harayama y Timmis, 1992; van der Meer y col., 1992; Harwood y Parales, 1996). La 

ruptura del anillo se puede producir entre los dos grupos hidroxilo, denominada ruptura 

orto y catalizada por las intradiol dioxigenasas (dependientes de FeIII), o puede producirse 

por una ruptura adyacente a uno de los grupos hidroxilo, denominada en este caso ruptura 

meta y catalizada por las extradiol dioxigenasas (dependientes de FeII). Se han descrito 

también compuestos monohidroxilados sustrato de las dioxigenasas de ruptura, como el 2-

aminofenol (Takenaka y col., 1997) y el 1-hidroxi-2-naftoato (Iwabuchi y Harayama, 

1998), así como trihidroxilados, como el hidroxiquinol (Armengaud y col., 1999) y el 

galato (Nogales y col., 2005). 

 

2.1.2. Rutas aeróbicas híbridas. 

 
En el catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos se han descrito algunas rutas 

que combinan características del catabolismo aeróbico y del anaeróbico, y se denominan 

rutas híbridas. En estas rutas los sustratos son transformados en derivados de CoA 

mediante una tioesterificación mediada por enzimas denominadas CoA ligasas. Este 

proceso de tioesterificación es una característica típica de las rutas anaeróbicas de 

degradación de compuestos aromáticos, ya que facilita la desestabilización del anillo 

aumentando su densidad electrónica (Heider y Fuchs, 1997). Para que se lleve a cabo el 

proceso de tioesterificación mediante la actividad de las enzimas CoA ligasas es necesario 

CoA, Mg2+ y ATP (Boll y Fuchs, 1995). La apertura del anillo aromático y pérdida de 

aromaticidad del derivado CoA se lleva a cabo mediante reacciones de oxigenación u 

oxigenación/reducción y posterior actuación de enzimas que atacan el compuesto 

alicíclico generado (Gescher y col., 2005). 

La participación de enzimas CoA ligasas en este tipo de catabolismo se ha descrito 

para la degradación del ácido fenilacético en distintas bacterias (Luengo y col., 2001; 

Bartolomé-Martín y col., 2004); para la degradación del 2-aminobenzoato en Azoarcus 

evansii (Schühle y col., 2001); y para la degradación del benzoato en Thauera aromatica 

(Schühle y col., 2003), Burkholderia xenovorans LB400 (Denef y col., 2004) y A. evansii, 

siendo esta última ruta aeróbica híbrida la mejor estudiada hasta la fecha (Fig. 2) (Gescher 

y col., 2005; Gescher y col., 2006). También han sido descritas rutas híbridas en el 

metabolismo aeróbico de compuestos aromáticos heterocíclicos, como en la degradación 
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del ácido isonicotínico por Mycobacterium sp. INA1 (Kretzer y col., 1993) y en la 

degradación de los ácidos 2-furano y 2-tiofeno carboxilato en algunas bacterias (Koenig y 

Andreesen, 1990; Cripps, 1973). 

El uso de estas rutas híbridas puede representar una ventaja en los 

microorganismos anaerobios facultativos que vivan en ambientes en los que la 

concentración de oxígeno sufra importantes variaciones, ya que el intermediario central 

derivado de CoA formado sería sustrato tanto para las rutas aeróbicas como para las 

anaeróbicas (Niemetz y col., 1995). 
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Figura 2. Esquema de la degradación aeróbica de benzoato en la cepa Azoarcus
evansii. Se muestran los distintos intermediarios que se forman en la degradación aeróbica
de benzoato hasta acetil-CoA y succinil-CoA en la bacteria A. evansii. Figura modificada
de Gescher y col., 2005. 

2.2 Rutas catabólicas anaeróbicas de compuestos aromáticos. 

 
 A diferencia de la degradación aeróbica, los procesos relacionados con el 

catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos sólo han sido estudiados en las últimas 

décadas y todavía se desconocen muchos aspectos de la bioquímica y, especialmente, de la 

genética que controla este tipo de catabolismo. En gran parte, esto es debido a la gran 

dificultad que conlleva el aislamiento y manipulación de cultivos bacterianos puros 

capaces de utilizar anaeróbicamente compuestos aromáticos como única fuente de 

carbono. Hasta la fecha los estudios sobre el catabolismo anaeróbico de compuestos 

aromáticos se han realizado en unos pocos microorganismos tales como las α-

proteobacterias Rhodopseudomas palustris (Harwood y col., 1999; Egland y col., 2001), y 

Magnetospirillum spp. (Shinoda y col., 2005); las β-proteobacterias Thauera aromatica 
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(Leuthner y Heider, 2000; Philipp y Schink, 2000), y Azoarcus spp. (Anders y col., 1995; 

Hirsch y col., 1998; Rabus, 2005; López-Barragán y col., 2004a); las δ-proteobacterias 

reductoras de hierro (Geobacter spp. (Coates y col., 2001a)) y de azufre (Desulfococcus 

multivorans (Peters y col., 2004)) o la bacteria fermentadora Syntrophus aciditrophicus 

(Elshahed y col., 2001). No obstante, los estudios de metagenómica revelan que la 

capacidad de degradar anaeróbicamente compuestos aromáticos está mucho más extendida 

en los ecosistemas naturales de lo que inicialmente se creía, lo que refuerza su papel 

biológico esencial en el ciclo del carbono y permite augurar el descubrimiento de 

numerosas nuevas rutas (genes y enzimas) en un futuro próximo (Foght, 2008). 

Las rutas periféricas de degradación anaeróbica catalizan la conversión de 

numerosos compuestos monoaromáticos a unos pocos intermediarios centrales como son 

el resorcinol (1,3-dihidroxibenceno), 6-hidroxinicotinato, floroglucinol (1,3,5-

trihidroxibenceno), hidroxihidroquinona (1,2,4-trihidroxibenceno), 2-aminobenzoil-CoA, 

3-hidroxibenzoil-CoA, 3-metilbenzoil-CoA y el benzoil-CoA (Heider y Fuchs, 1997; 

Harwood y col., 1999; Gibson y Harwood, 2002; Alhapel y col., 2006; Fuchs, 2008) (Fig. 

3). Un mismo compuesto aromático puede ser metabolizado por diferentes rutas 

catabólicas en función de la cepa bacteriana y del tipo de respiración que esté utilizando 

(Schink y col., 2000). Entre los intermediarios centrales, el más común en la degradación 

anaeróbica es el benzoil-CoA (Harwood y col., 1999), ya que en él convergen diferentes 

rutas periféricas a través de las cuales son degradados un gran variedad de compuestos 

tales como el etilbenceno, bencilalcohol, p-cresol, tolueno, fenol, fenilacetato, 

fenilpropionato, fenilalanina, vanilina, anilina, benzoato, y sus derivados hidroxilados o 

aminados, así como moléculas aromáticas halogenadas (Heider y Fuchs, 1997; Harwood y 

col., 1999; Schink y col., 2000). Los compuestos floroglucinol, resorcinol, 6-

hidroxinicotinato e hidroxihidroquinona, presentan menor aromaticidad que el benzoil-

CoA, lo que permite que no se requiera la activación mediada por CoA, siendo la 

reducción de su anillo aromático independiente de ATP y producida por enzimas que 

utilizan directamente NAD(P)H, en el caso del floroglucinol y la hidroxiquinona 

(Haddock y Ferry, 1989; Schink y col., 2000), o ferredoxinas, en el caso del resorcinol 

(Kluge y col., 1990) y 6-hidroxinicotinato (Alhapel y col., 2006). 
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Figura 3. Esquema del catabolismo anaeróbico bacteriano de compuestos monoaromáticos. En
diferentes colores se muestran los intermediarios centrales del catabolismo anaeróbico: benzoil-CoA, 2-
aminobenzoil-CoA, 3-hidroxibenzoil-CoA, 3-metilbenzoil-CoA, hidroxihidroquinona, 6-hidroxinicotinato,
resorcinol y floroglucinol. 

2.2.1. La ruta central del benzoil-CoA. 

 
Al ser el benzoil-CoA el intermediario más frecuente en la degradación anaeróbica 

de compuestos aromáticos se han realizado multitud de estudios sobre su ruta de 

degradación. Los genes responsables de la ruta fueron descritos por primera vez en la α-

proteobacteria R. palustris (Egland y col, 1997). Actualmente, la bioquímica y genética de 

la ruta ha sido estudiada tanto en la bacteria R. palustris como en las β-proteobacterias T. 

aromatica y Azoarcus spp. (Breese y col., 1998; Harwood y col., 1999; López-Barragán y 

col., 2004a). Recientemente, se han identificado algunos de los genes responsables de la 

ruta central del benzoil-CoA en otras bacterias anaerobias facultativas (e.g. 

Magnetospirillum spp.) (Shinoda y col., 2005) así como en organismos anaerobios 
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estrictos tales como G. metallireducens (reductor de hierro) y, parcialmente, en 

Syntrophus aciditrophicus (fermentador) (Wischgoll y col., 2005; Peters y col., 2007). 

Dado que el benzoato se incorpora directamente a la ruta central del benzoil-CoA a 

través de una activación mediada por la benzoato-CoA ligasa (Fig. 4), este compuesto se 

ha utilizado como sustrato modelo para todos los estudios de caracterización de dicha ruta 

central (Carmona y col., 2009). 

La ruta central del benzoil-CoA se estructura en dos segmentos metabólicos que 

reducen y convierten el benzoil-CoA en un compuesto alifático (ruta alta del benzoil-CoA) 

y transforman este último mediante β-oxidación en acetil-CoA (ruta baja del benzoil-CoA) 

(Fig. 4). Mientras que la ruta alta es específica del catabolismo de compuestos aromáticos, 

la ruta baja es común para el catabolismo de compuestos aromáticos y otros compuestos 

tales como los ácidos dicarboxílicos de número impar de átomos de carbono (Harrison y 

Harwood, 2005). 
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Figura 4. Esquema del catabolismo anaeróbico del benzoato en bacterias anaerobias facultativas . Se
indican las reacciones enzimáticas individuales con flechas continuas y con flechas discontinuas se indican
varias reacciones enzimáticas consecutivas. Con flechas blancas y negras se indican las reacciones de la ruta
alta en R. Palustris y en el resto de los anaerobios facultativos, respectivamente. Los intermediarios mostrados
son: I, ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA; II, ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA; III, 2-hidroxi-ciclohexano-1-
carbonil-CoA; IV, 2-cetociclohexano-1-carbonil-CoA; V, 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA; VI, 6-
cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA. 
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2.2.1.1. Ruta alta del benzoil-CoA. 

 
El primer paso de la ruta central de degradación de benzoil-CoA en las cepas T. 

aromatica y Azoarcus spp. consiste en la reducción enzimática del benzoil-CoA hasta el 

intermediario alicíclico, ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA. La actividad enzimática 

responsable de esta reacción es la benzoil-CoA reductasa y requiere del aporte de ATP 

para poder vencer la barrera energética de la reducción del anillo aromático (Boll, 2005). 

El producto de la reducción del anillo aromático es posteriormente hidratado por una 

dienoil-CoA hidratasa específica que forma 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA 

(Laempe y col., 1998). Posteriormente, este intermediario sufre una oxidación dependiente 

de NAD+ catalizada por una β-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, generando el 

intermediario 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Laempe y col., 1999). Finalmente, 

este intermediario sufre la adición de agua y la ruptura de un enlace C-C generando el 

compuesto alifático 3-hidroxipimelil-CoA, en una reacción catalizada por una enzima 

ácido alicíclico-CoA hidrolasa (Laempe y col., 1999; Harwood y col., 1999) (Fig. 4). Una 

ruta alta similar se ha propuesto para Magnetospirillum spp. (López-Barragán y col., 

2004b; Shinoda y col., 2005). 

En R. palustris, la naturaleza del producto final de la reducción enzimática del 

anillo aromático difiere de la descrita en T. aromatica o Azoarcus spp. Así, en este 

organismo el benzoil-CoA sufre dos reducciones consecutivas del anillo aromático, 

generándose el derivado monoeno, ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (Gibson y Gibson, 

1992; Harwood y col., 1999). La reacción que sigue a la reducción del anillo aromático en 

R. palustris es catalizada por una enoil-CoA hidratasa específica que convierte el ciclohex-

1-eno-1-carbonil-CoA en 2-hidroxi-ciclohexano-1-carbonil-CoA, el cual sufre una 

oxidación catalizada por una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ dando lugar a 

2-cetociclohexano-1-carbonil-CoA (Pelletier y Harwood, 2000). Este intermediario es 

convertido en el compuesto alifático pimelil-CoA mediante la hidrólisis del anillo 

aromático catalizada por una ácido alicíclico-CoA hidrolasa (Pelletier y Harwood, 1998) 

(Fig. 4). El intermediario pimelil-CoA es posteriormente oxidado a 3-hidroxipimelil-CoA 

(Harwood y col., 1999) y la ruta converge con la descrita en T. aromatica y Azoarcus spp. 

En organismos anaerobios estrictos tales como G. metallireducens, S. aciditrophicus, D. 

multivorans, la reducción del benzoil-CoA conlleva una reductasa completamente distinta 

a la dependiente de ATP que se ha caracterizado en anaerobios facultativos. Dicha 

reductasa todavía no se ha caracterizado bioquímicamente y el mecanismo de la reducción 
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parece involucrar un complejo sistema enzimático que utiliza el potencial de membrana 

como fuente energética (Peters y col., 2007). No obstante, el producto de la reducción del 

benzoil-CoA en organismos anaerobios estrictos es el mismo (ciclohex-1,5-dieno-1-

carbonil-CoA) que el observado en organismos desnitrificantes (Fig. 4), y los genes 

responsables de la conversión de este en 3-hidroxipimelil-CoA también muestran una 

significativa similitud con los descritos en organismos desnitrificantes (Peters y col., 

2007). 

 

2.2.1.2. Ruta baja del benzoil-CoA. 

 
La degradación del compuesto alifático C7-dicarboxil-CoA se denomina “ruta 

baja”, y es llevada a cabo por reacciones de β-oxidación, típicas del metabolismo de 

ácidos grasos dicarboxílicos, y descarboxilación para generar crotonil-CoA, acetil-CoA y 

CO2. El crotonil-CoA es convertido en dos moléculas de acetil-CoA a través de la ruta 

clásica de β-oxidación de ácidos grasos de cadena corta (Gallus y Schink, 1994) (Fig. 4). 

Esta ruta baja, además de ser esencial para el metabolismo de muchos compuestos 

aromáticos, es utilizada por compuestos alicíclicos (e. g. ciclohexanocarboxilato) y 

algunos ácidos dicarboxílicos (glutarato, pimelato) (Gibson y Harwood, 2002).  

Hasta la fecha, se ha descrito un cluster génico (pim FABCDE) en la bacteria R. 

palustris, que contendría todos los genes necesarios para la β-oxidación de ácidos 

dicarboxílicos de cadena impar hasta glutaril-CoA (Harrison y Harwood, 2005). Estos 

genes se inducen cuando la cepa está creciendo en benzoato o pimelato anaeróbicamente. 

Mutaciones en los genes pim no impiden el crecimiento anaeróbico de los mutantes en los 

compuestos aromáticos, si bien éstos muestran un mayor tiempo de duplicación que la 

cepa silvestre. Este resultado sugiere que en R. palustris existen otros genes distintos a los 

pim que intervienen también en la β-oxidación de ácidos dicarboxílicos y, por ende, en la 

ruta baja del benzoil-CoA (Harrison y Harwood, 2005; verBerkmoes y col., 2006). En 

organismos anaerobios estrictos como G. metallireducens la ruta baja del benzoil-CoA 

parece involucrar sistemas enzimáticos más complejos, y todavía sin caracterizar, que los 

presentes en anaerobios facultativos (Wischgoll y col., 2005). 

En la mayoría de los organismos, el intermediario glutaril-CoA es oxidado y 

descarboxilado a crotonil-CoA por una glutaril-CoA deshidrogenasa (Fig. 4). La enzima 

cataliza inicialmente una reacción de deshidrogenación del glutaril-CoA a glutaconil-CoA, 

seguida de una reacción de descarboxilación y conversión del glutaconil-CoA en crotonil-
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CoA (Gomes y col., 1981; Fu y col., 2004) (Fig. 4). Aunque la actividad glutaril-CoA 

deshidrogenasa ha sido detectada en células creciendo anaeróbicamente en compuestos 

aromáticos tales como benzoato (Blakley, 1978; Härtel y col., 1993; Heider y col., 1998; 

Elshahed y col., 2001), no se conoce el determinante genético bacteriano que codifica 

dicha actividad. 

En las bacterias fermentadoras, el glutaril-CoA es oxidado por una glutaril-CoA 

deshidrogenasa dependiente de NAD+ y el glutaconil-CoA es descarboxilado por la acción 

de una glutaconil-CoA descarboxilasa multicomponente anclada a la membrana y que 

acopla la descarboxilación con el transporte de sodio a través de la membrana y la síntesis 

de ATP (Dimroth y Schink, 1998). Esta conversión de glutaril-CoA a crotonil-CoA 

acoplada a la formación de ATP constituye una estrategia de obtener energía en aquellos 

organismos que poseen un rendimiento energético muy limitado, como es el caso de los 

organismos fermentadores (Schöcke y Schink, 1999; Elshahed y McInerney, 2001) 

 

3. Regulación de las rutas de degradación de compuestos aromáticos. 

 
Los compuestos aromáticos no suelen ser una fuente de carbono preferente en las 

bacterias, por lo que las rutas de degradación de dichos compuestos suelen estar sometidas 

a un estricto control. Este control debe asegurar una respuesta adecuada y rápida a la 

presencia de un determinado sustrato. Aunque la regulación puede ser a diferentes niveles 

(transcripcional, traduccional, postraduccional), la regulación transcripcional ha sido la 

más estudiada en el catabolismo de compuestos aromáticos (Carmona y col., 2008). El 

control transcripcional se ejerce a dos niveles: 1) una regulación específica de cada ruta y 

mediada por reguladores generalmente codificados en el propio “cluster” catabólico, y 2) 

una regulación sobreimpuesta a la anterior y que responde a mecanismos de regulación 

globales que operan en función del estado energético de la célula o de la presencia de otra 

fuente de carbono preferencial para la bacteria (Fig. 5) (Díaz y Prieto, 2000; Cases y de 

Lorenzo, 2001; Rojo, 2001; Shingler, 2003; Prieto y col., 2004; Tropel y van der Meer, 

2004; Cases y de Lorenzo, 2005a).  
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Figura 5. Esquema de los dos niveles de
regulación transcripcional del catabolismo
de compuestos aromáticos en bacterias. En
la degradación de un compuesto aromático, la
interacción regulador-promotor es el
mecanismo de regulación específico en
presencia de la molécula inductora de la ruta.
Un segundo nivel de control está constituido
por la regulación global o sobreimpuesta, en
la que participan reguladores y factores
transcripcionales como H-NS (histone-like
nucleoid structuring), IHF (Integration Host
Factor), CRP (cAMP Receptor Protein), Fnr
(Fumarate nitrate reductase regulator),
factores alternativos de la ARN polimerasa
(ARNP), (p)ppGpp (guanosina tetra o
pentafosfato), CyoB (Citocromo o ubiquinol
oxidasa), PtsN (proteína IIANtr del sistema
fosfoenolpiruvato:azúcar fosfotransferasa),
etc. Figura modificada de Díaz y Prieto
(2000). 

 

3.1. Regulación específica. 

 

Dentro del catabolismo de compuestos aromáticos en bacterias existe una gran 

variedad de reguladores específicos que pertenecen a distintas familias de proteínas 

reguladoras (Tabla 1). Estas proteínas reguladoras, y los promotores controlados por ellas, 

son los elementos clave que dirigen la regulación específica de la transcripción de los 

operones catabólicos, de forma que cuando el sustrato catabólico (o un intermediario de la 

ruta) está presente se activa la transcripción de estos operones (Tropel y van der Meer, 

2004; Carmona y col., 2008).  

El mecanismo de control de los reguladores implicados en el catabolismo de 

aromáticos se basa en la interacción de la proteína, a través de un dominio hélice-giro-

hélice (HTH) de interacción al ADN, con la región operadora del promotor regulado y, a 

través de otro dominio proteico, con el correspondiente inductor. Las moléculas inductoras 

suelen ser los propios sustratos de la ruta, o bien alguno de los metabolitos (aromáticos o 

no aromáticos) que se generan en la degradación. A veces, análogos estructurales del 

sustrato pueden actuar también como inductores de la ruta, aunque no constituyan un 

sustrato para las proteínas catabólicas correspondientes (inductores gratuitos) (Díaz y 

Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004). 
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Tabla 1. Reguladores de rutas de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos en bacterias. Se indica la
familia a la que pertenecen, en que microorganismo han sido descritos, sustrato de la ruta que regulan, su función y
su Nº de acceso en el GenBank. 

Proteína 
reguladora Familia Microorganismo  Sustrato de la ruta 

regulada 
Función 

 
Nº Acceso 

BzdR BzdR Azoarcus sp. CIB Benzoato Represor AAQ08805 
BadR MarR R. palustris CGA009 Benzoato Activador AAC23923 
ORF11 XylR/DmpR T. aromatica K172 Fenol Desconocida CAC12685 

Gmet1542 XylR/DmpR G. metallireducens 
GS-15 Tolueno Desconocida ABB31776 

Gmet1520 TetR G. metallireducens 
GS-15 Tolueno Desconocida ABB31754 

TutC1/B1 TCRS (two-component 
regulatory system) T. aromatica T1 Tolueno Posible 

activador 
AAD12187/
AAD12186 

TdiS/R TCRS (two-component 
regulatory system) Azoarcus sp. EbN1 Tolueno Posible 

activador 
CAI07156/ 
CAI07155 

Tcs2/Tcr2 TCRS (two-component 
regulatory system) 

Azoarcus sp. EbN1 Etilbenceno Desconocida CAI07438/ 
CAI07439 

EbA715 TetR Azoarcus sp. EbN1 3-Hidroxibenzoato Desconocida CAI06487 
HbaR FNR/CRP R. palustris CGA009 4-Hidroxibenzoato Activador CAE26117 
AcpR FNR/CRP Azoarcus sp. CIB Benzoato Activador AAY81959 

AadR FNR/CRP R. palustris CGA009 Benzoato/ 
4-hidroxibenzoato Activador CAE29675 

NicR LysR Eubacterium barkeri Nicotinato Desconocida ABC88392 
 

Las proteínas reguladoras pueden actuar como represores o activadores, y su gran 

diversidad estructural sugiere que han evolucionado independientemente. Por su parte, los 

promotores de los genes catabólicos poseen un cierto nivel de inespecificidad con respecto 

a las señales a las que responden, eso les permite evolucionar y poder ser reclutados para 

controlar nuevas rutas. Otra característica de la regulación transcripcional del catabolismo 

de compuestos aromáticos es la existencia de cascadas de regulación con diferentes puntos 

de control, de manera que los genes se inducen selectivamente y se evita el gasto 

energético que supone la expresión de rutas periféricas innecesarias (Díaz y Prieto, 2000, 

Cases y de Lorenzo, 2001; Cases y de Lorenzo, 2005a y b). Si bien se han caracterizado 

un gran número de reguladores del catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos, la 

regulación transcripcional de rutas anaeróbicas ha sido mucho menos estudiada (Carmona 

y col., 2008). El gen aadR de R. palustris (Dispensa y col., 1992) fue el primer gen 

regulador que se describio relacionado con el catabolismo anaeróbico de compuestos 

aromáticos, estando involucrado en la regulación de los genes bad y hba responsables del 

catabolismo de benzoato y 4-hidroxibenzoato. 

Los reguladores transcripcionales específicos mejor estudiados hasta la fecha son 

las proteínas BadR y BzdR que controlan las rutas anaeróbicas para la degradación de 

benzoato en R. palustris y Azoarcus sp. CIB (Egland y Harwood, 1999; Barragán y col., 

2005) (Tabla 1). Se han descrito también sistemas reguladores de dos componentes 
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formados por una proteína histidín-quinasa sensora (Mascher y col., 2006) y una proteína 

reguladora, con un dominio N-terminal de fosforilación y un dominio C-terminal HTH de 

unión a ADN. En catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos se han descrito al 

menos tres posibles sistemas de dos componentes para la degradación de hidrocarburos 

(Leuthner y Heider, 1998) (Tabla 1). 

 

3.2. Regulación global o sobreimpuesta. 

 
En un segundo nivel de control transcripcional, los promotores catabólicos se 

encuentran sujetos a una regulación basada en el estado fisiológico de la bacteria, en 

respuesta a condiciones ambientales generales y no sólo a la presencia de determinados 

inductores relacionados con la ruta de degradación (Cases y de Lorenzo, 2005a). Esta 

regulación sobreimpuesta está mediada por reguladores globales tales como factores σ 

alternativos de la RNAP, las proteínas CRP (cAMP Receptor Protein), IHF (Integration 

Host Factor), Fis (Factor for Inversion Stimulation), FNR (Fumarate and Nitrate 

Reduction) o H-NS (Histone like Nucleoid-Structuring Protein) (Cases y de Lorenzo, 

2001; Browning y Busby, 2004), o por otros factores reguladores, tales como el (p)ppGpp 

(Srivatsan y Wang, 2008). Algunos sistemas de regulación sobreimpuesta implican 

prteínas de la cadena de transporte de electrones, como CyoB o el sistema PTS, como 

PtsN (Petruschka y col., 2001; Pflüger y de Lorenzo, 2008). 

Uno de los tipos de regulación global más importantes es la represión catabólica, 

fenómeno común en la regulación de las rutas catabólicas de compuestos aromáticos 

(Shingler, 2003) y que hace referencia tanto al proceso regulador que permite a las células 

usar preferentemente una fuente de carbono determinada frente a otras cuando hay una 

mezcla de ellas en el medio (Magasanik, 1970; Ullmann, 1996), como a una represión 

parcial que provoca un descenso en la transcripción a partir de un promotor en presencia 

de una fuente de carbono adicional (Shingler, 2003). Las estrategias de regulación 

involucradas en los procesos de represión catabólica pueden implicar al sistema de 

transporte del sustrato en cuestión o la expresión de las rutas catabólicas de las fuentes de 

carbono no preferentes (Stülke y Hillen, 1999). La represión catabólica suele estar 

mediada por la proteína reguladora CRP en enterobacterias, si bien la base molecular de 

esta regulación en otros organismos todavía no se conoce en detalle (Ferrández y col., 

2000; Galán y col., 2001). Proteínas como CyoB, PtsN, y BphQ se han visto implicadas en 

procesos de represión catabólica de rutas de degradación de compuestos aromáticos en 
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bacterias de los géneros Pseudomonas y Acidovorax (Petruschka y col., 2001; Ohtsubo y 

col., 2006; Pflüger y de Lorenzo, 2008). La proteína Crc de Pseudomonas está implicada, 

mediante un mecanismo de control postranscripcional, en la represión que ejercen los 

aminoácidos sobre la expresión de rutas catabólicas de compuestos aromáticos (Morales y 

col., 2004; Moreno y Rojo, 2008).  

Al igual que ocurre con la regulación específica, la regulación sobreimpuesta de 

rutas de catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos ha sido poco estudiada y se 

reduce a la regulación global dependiente de oxígeno en organismos anaeróbicos. Esta 

regulación está mediada por proteínas de la familia FNR/CRP. Un ejemplo de este tipo de 

regulación es el que se da en la degradación anaeróbica de benzoato en las cepas R. 

palustris y Azoarcus sp. CIB y en el que las proteínas AadR y AcpR, respectivamente, 

actúan como activadores transcripcionales permitiendo la expresión de los genes 

catabólicos solamente en ausencia de oxígeno (Tabla1) (Egland y Harwood, 1999; 

Durante-Rodríguez y col., 2006). 

 

4. La degradación anaeróbica del tolueno y los xilenos. 

 
El tolueno y los xilenos (o-, m- y p-xileno) son compuestos aromáticos, 

hidrofóbicos y extremadamente volátiles que se emplea en las industrias petroquímicas y 

de procesamiento de polímeros. Estos compuestos forman parte del grupo de los 

denominados compuestos BTEX (junto con el benceno y etilbenceno) y son importantes 

contaminantes que se encuentran presentes en acuíferos, sedimentos procedentes de 

filtraciones, vertidos de petróleo o productos derivados de la gasolina (Lin y col., 2002). 

En el campo de la degradación anaeróbica de los hidrocarburos aromáticos, la degradación 

de los compuestos BTEX es la mejor estudiada. Por otro lado, dentro de los compuestos 

BTEX, la degradación anaeróbica de tolueno es la que se ha caracterizado mejor en un 

buen número de bacterias tanto anaerobias facultativas (e.g. Thauera spp., Azoarcus spp., 

Magnetospirillum spp.) como estrictas (Geobacter spp.). Así, el estudio de la activación 

anaeróbica del tolueno ha permitido descubrir una nueva estrategia general de activación 

anaeróbica de hidrocarburos aromáticos basada en la formación de succinil-derivados que 

ya son susceptibles de un ataque enzimático mediante reacciones similares a las de β-

oxidación (Fuchs, 2008, Foght, 2008). 
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4.1. Ruta de la degradación anaeróbica del tolueno. 

 
Aunque el primer cultivo puro con capacidad de degradar tolueno anaeróbicamente 

fue la cepa reductora de hierro, Geobacter metallireducens GS-15 (Lovley y Phillips., 

1989), la mayoría de los estudios realizados sobre el catabolismo anaeróbico del tolueno 

se han realizado en bacterias desnitrificantes tales como T. aromatica K172, T. aromatica 

T1, Azoarcus sp. T y Azoarcus sp. EbN1 (Chakraborty y Coates, 2004). 

Los genes implicados en la degradación anaeróbica del tolueno se describieron 

inicialmente en la bacteria T. aromatica K172 y fueron denominados bss (benzylsuccinate 

synthase) los que codifican la enzima bencilsuccinato sintasa responsable de la activación 

del tolueno a bencilsuccinato (Leuthner y col., 1998; Coschigano y col., 1998), y bbs ( β-

oxidation of benzylsuccinate) los que codifican las enzimas implicadas en la 

transformación del bencilsuccinato en benzoil-CoA (Leuthner y Heider, 2000). 

El primer paso en el catabolismo anaeróbico del tolueno es la activación de éste 

mediante su adición, a través de su grupo metilo, al ácido fumárico para formar (R)-

bencilsuccinato (Fig. 6). Esta reacción está catalizada por la bencilsuccinato sintasa, 

enzima heterohexamérica (subunidades α2, β2 y γ2) codificada por los genes bssC 

(subunidad γ), bssA (subunidad α), bssB (subunidad β) (denominados tutFDG en T. 

aromatica T1). La inactivación de cualquiera de estas subunidades impide que la enzima 

sea funcional (Achong y col., 2001). La reacción es estrictamente anaeróbica ya que en 

presencia de oxígeno la subunidad α se fragmenta con la consecuente inactivación 

irreversible de la enzima (Leuthner y col., 1998). El mecanismo catalítico de la enzima ha 

sido ampliamente estudiado y se sabe que implica un radical glicil (Bhandare y col., 2006; 

Li y col., 2009). Para que la enzima bencilsuccinato sintasa pueda catalizar la reacción de 

adición del tolueno al fumarato necesita ser activada por la proteína BssD (codificada por 

el gen bssD; tutE en T. aromatica T1), que introduce el radical catalítico glicil en la 

subunidad α a través de una reacción dependiente de S-adenosilmetionina (Selmer y col., 

2005). La proteína BssE (denominada TutH en T. aromatica T1) presenta un dominio tipo 

Walker de unión a ATP/GTP que es similar al que presentan chaperonas necesarias para el 

ensamblaje de complejos proteicos, lo cual sugiere que esta proteína es necesaria para el 

ensamblaje o activación de la bencilsuccinato sintasa (Boll y col., 2002; Hermuth y col., 

2002). 

La degradación del (R)-bencilsuccinato hasta benzoil-CoA y succinil-CoA se lleva 

a cabo por un proceso similar a una β-oxidación. El primer paso de la β-oxidación lo 
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realiza la succinil-CoA:(R)-bencilsuccinato CoA-transferasa, proteína formada por dos 

subunidades codificadas por los genes bbsE y bbsF, que activa el bencilsuccinato 

mediante su tioesterificación con CoA formando bencilsuccinil-CoA (Leutwein y Heider, 

2001). La segunda enzima de la β-oxidación es una bencilsuccinil-CoA deshidrogenasa, 

codificada por el gen bbsG, que genera (E)-fenil-itaconil-CoA (Leutwein y Heider, 2002). 

El resto de las reacciones hasta benzoil-CoA se han propuesto pero todavía no se han 

caracterizado ni bioquímicamente ni genéticamente. Así, la tercera enzima implicada sería 

una presunta hidroxiacil-CoA hidratasa codificada por el gen bbsH, encargada de 

transformar el (E)-fenil-itaconil-CoA en 2-[hidroxi(fenil)metil]-succinil-CoA (Leuthner y 

Heider, 2000). La siguiente reacción la catalizará una hidroxiacil-CoA deshidrogenasa que 

o bien está formada por dos subunidades o bien son dos isoenzimas codificadas por los 

genes bbsCD, encargada de transformar el 2-[hidroxi(fenil)metil]-succinil-CoA en 

benzoil-succinil-CoA (Leuthner y Heider, 2000). En la última reacción de β-oxidación, 

una benzoil-succinil-CoA tiolasa presuntamente codificada por los genes bbsAB, sería la 

responsable de producir benzoil-CoA y succinil-CoA (Kühner y col., 2005).  

CH3

OOC

COO

COO

COO COSCoA

COO

COSCoA

COO

COSCoA

COO

OH
COSCoA

COO

O SCoAO

Fumarato

Succinil-CoA
Succinato 2[H] H2O 2[H]

HSCoA
Succinil-CoA-

-

-

- - - - -

BssDCABE BbsEF BbsG BbsH BbsCD BbsAB

Tolueno (R)-Bencil-
succinato

Bencil-
succinil-CoA

2-[Hidroxi
(fenil)metil]-
succinil-CoA

Benzoil-
succinil-CoA

Benzoil-CoA(E)-Fenil-
itaconil-CoA

 
 

 

 

 

Figura 6. Esquema propuesto para la ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno. Junto a cada
reacción enzimática de la ruta se indican los productos génicos implicados. En color morado se muestra la
bencilsuccinato sintasa (y las proteínas activadoras BssDE) implicada en la adición del grupo metilo del tolueno a
una molécula de fumarato, mientras que en color azul se muestran las posibles enzimas implicadas en la β-
oxidación del bencilsuccinato formado hasta benzoil-CoA. Figura modificada de Kühner y col., 2005. 

Los genes responsables de la degradación anaeróbica de tolueno en bacterias 

desnitrificantes (Thauera spp., Azoarcus spp., Magnetospirillum spp.) están organizados 

en un cluster que incluye tanto a los genes catabólicos bss (tut en T. aromatica T1) y bbs, 

como a los genes reguladores tdiSR que codifican un presunto sistema regulador de dos 

componentes de la subfamilia TodS/TodT (Tabla 1) (Kube y col., 2004).  

Entre los organismos anaerobios estrictos y degradadores de tolueno se conoce el 

cluster génico implicado en dicha ruta en G. metallireducens GS-15, el cual también 
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contiene homólogos de los genes bbs y bss caracterizados en bacterias anaerobias 

facultativas si bien los presuntos genes reguladores (de las familias XylR y TetR) difieren 

de los genes tdiSR (Kühner y col., 2005; Butler y col., 2007). Hasta la fecha, los únicos 

clusters de degradación anaeróbica de tolueno secuenciados completamente pertenecen a 

las cepas Azoarcus sp. EbN1 y G. metallireducens GS-15.  

En Azoarcus sp. EbN1 estudios de proteómica han revelado la posible 

participación en el catabolismo anaeróbico del tolueno de otras proteínas cuyos genes 

codificantes están localizados en la proximidad del cluster bss-bbs, y que podrían estar 

implicadas en la extrusión del tolueno para reducir los efectos tóxicos del hidrocarburo 

sobre la célula (Kühner y col., 2005; Trautwein y col., 2008).  

Los genes bss constituyen un operón cuya inducción se produce cuando las células 

se cultivan anaeróbicamente en presencia de tolueno, y se ha determinado el sitio de inicio 

de la transcripción en T. aromatica K172 y Azoarcus sp. T (Achong y col., 2001; Hermuth 

y col., 2002), sugiriendo la existencia de promotores dependientes de la subunidad σ70 de 

la ARNP (Achong y col., 2001). En T. aromatica T1, los genes tut (bss) parecen 

organizarse en dos operones diferentes, tutE (bssD) y tutFDGH (bssCABE) (Coschigano, 

2000). 

En T. aromatica K172 se ha descrito, además la existencia de un control 

postranscripcional para los genes bss, el cual implicaría un procesamiento del ARNm y la 

formación de dos tránscritos (bssDCABE y bssCABE) de corta y larga vida media, 

respectivamente. Este control permitiría que la bencilsuccinato sintasa (BssCAB) y su 

activador (BssD) puedan ser inducidos de forma coordinada pero luego los niveles 

proteicos se ajusten de forma que se pueda explicar la significativa menor abundancia 

observada para la proteína BssD (Hermuth y col., 2002). 

 

4.2. Ruta de la degradación anaeróbica de los xilenos. 

 
A diferencia del tolueno, la degradación anaeróbica de los xilenos ha sido mucho 

menos estudiada, siendo el m-xileno el isómero cuya degradación está mejor caracterizada.  

La degradación anaeróbica del m-xileno es similar a la del tolueno, ya que la 

primera reacción es la adición al grupo metilo del m-xileno del ácido fumárico para formar 

3-metilbencilsuccinato (Krieger y col., 1999). Esta reacción está también catalizada por la 

enzima bencilsuccinato sintasa (BssABC) en Azoarcus sp. T (Achong y col., 2001; 
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Verfürth y col., 2004) lo que está de acuerdo con el hecho de que los genes bss se 

induzcan en células cultivadas en m-xileno (Achong y col., 2001). Las siguientes 

reacciones de β-oxidación del 3-metilbencilsuccinato hasta 3-metilbenzoil-CoA no se han 

caracterizado hasta la fecha y se ha propuesto la existencia de isoenzimas Bbs distintas a 

las implicadas en la degradación de tolueno (Krieger y col., 1999; Verfürth y col., 2004).  

 Aunque se desconoce la genética y bioquímica de la degradación anaeróbica del o- 

y p-xileno, algunos estudios apuntan a que la degradación comienza con la adición de un 

grupo fumarato y una posterior β-oxidación similar a la que ocurre en la degradación del 

m-xileno (Morasch y Meckenstock, 2005). La degradación anaeróbica del o-xileno puede 

ser llevada a cabo por diferentes bacterias en condiciones de reducción de nitrato o sulfato 

(Rabus y Widdel, 1995; Morasch y col., 2004), en cambio hasta la fecha no ha sido 

posible aislar un cultivo puro capaz de degradar anaeróbicamente el p-xileno (Chakraborty 

y Coates, 2004). 

 Ya que en los ambientes anóxicos contaminados por compuestos aromáticos son 

muy frecuentes las bacterias del genero Azoarcus (Lin y col., 2002), y teniendo en cuanta 

quenuestro grupo ha carazterizadp por primera vez la ruta alta del benzoil-CoA en una 

bacteria del genero Azoarcus que degrada anaeróbicamente tolueno y m-xileno, Azoarcus 

sp. CIB (López-Barragán y col., 2004a), y que el mecanismo de su control 

transcripcional es actualmente el mejor estudiado con regulación de rutas anaeóbicas 

(Barragán y col., 2005; Durante-Rodríguez y col., 2006; Durante-Rodríguez y col., 

2008), la cepa Azoarcus sp. CIB se presenta como un sistema modelo ideal para ampliar 

los estudios sobre la genética y regulación de las rutas periféricas y centrales de 

degradación de compuestos aromáticos, concretamente de aqullas impliacadas en el 

catabolismo anaeróbico del tolueno y m-xileno. 
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Objetivos 

Como se ha comentado en la Introducción de esta memoria, la bacteria Azoarcus 

sp. CIB se ha convertido en un microorganismo modelo para el estudio del catabolismo 

anaeróbico de compuestos aromáticos, especialmente en los que concierne a la 

regulación de la expresión de los genes implicados en este catabolismo.  

A la versatilidad metabólica de la cepa CIB frente a los compuestos aromáticos, 

y a su capacidad de ser manipulada genéticamente, se suma la reciente secuencuación 

completa de sugenoma, lo que facilita en gran medida los estudios genéticos y los 

abordajes globales en este organismo.  

Por otro lado, al comiendo de esta Tesis no existía un estudio completo de la 

regulación transcripcional de los genes implicados en el catabolismo anaeróbico 

periférico del tolueno y los determinantes genéticos de la degradación anaeróbica del m-

xileno tampoco habían sido identificados claramente en ninguna bacteria. Asimismo, 

varios de los genes responsables de las etapas finales del catabolismo anaeróbico de 

estos hidrocarburos aromáticos tampoco habían sido caracterizados. 

 Por lo expuesto anteriormente, en este trabajo se planteó el estudio y 

caracterización de los genes responsables de la ruta periférica de degradación 

anaeróbica de tolueno y m-xileno en la bacteria Azoarcus sp. CIB, así como el estudio 

del gen responsable de una de las etapas clave de la ruta baja del benzoil-CoA, la 

mediada por la enzima glutaril-CoA deshidrogenasa. 

 

 Los objetivos básicos de esta tesis han sido:  

 

1. Identificar, clonar y caracterizar los genes implicados en la ruta periférica de la 

degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB. 

 

2. Estudiar la organización y regulación transcripcional de los operones implicados 

en la degradación periférica de tolueno y m-xileno. 

 

3. Identificar, clonar y caracterizar el gen gcdH que codifica la glutaril-CoA 

deshidrogenasa de la ruta baja del benzoil-CoA en Azoarcus sp. CIB. 

 

4. Estudiar la regulación transcripcional del gen gcdH. 
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Materiales y Métodos 

1. Cepas bacterianas. 

 
Las cepas de bacterias que se han utilizado en este trabajo se detallan a 

continuación 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 
  

E. coli   
   
DH5α (φ80lacZΔΜ15) endA1 recA1 hsdR17 (rK

- mK
-) supE44 ΔlacU169 Sambrook y 

Russell, 2001 
DH10B F’, mcrA Δ(mrr hsdRMS-mcrBC) φ80dlacΔM15 ΔlacX74 deoR 

recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK λ rpsL endA1 nupG  Invitrogen 

S17-1λpir Tpr Smr recA thi hsdRM+ RP4::2-Tc::Mu::Km Tn7 λpir 
lisogénico 

de Lorenzo y 
Timmis, 1994 

MC4100 araD139 Δ(argF-lac)U169 rpsL150 relA1 flbB5301 deoC1 
ptsF25 rbsR Casadaban, 1976 

XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hdsR17 supE44 relA1 lac[F’ proA+B+ 
lacIq Δ(lacZ)M15 Tn10 (Tcr)] 

Sambrook y 
Russell, 2001 

TRMG MG1655 csrA::kmR Romeo y col., 1993 
   
Azoarcus sp. CIB Cepa parental degradadora de tolueno y m-xileno López-Barragán y 

col. 2004 
Azoarcus sp.CIB dbzdN Derivado de la cepa CIB con disrupcion insercional del gen bzdN López-Barragán y 

col. 2004 
Azoarcus sp.CIB dtdiR Derivado de la cepa CIB con disrupción insercional del gen tdiR Este trabajo 
Azoarcus sp.CIB dtdiS Derivado de la cepa CIB con disrupción insercional del gen tdiS Este trabajo 
Azoarcus sp.CIB dbssD Derivado de la cepa CIB con disrupción insercional del gen bssD Este trabajo 
Azoarcus sp.CIB dtol Derivado de la cepa CIB con disrupción insercional del gen tol Este trabajo 
Azoarcus sp.CIB dbbsB Derivado de la cepa CIB con disrupción insercional del gen bbsB Este trabajo 
Azoarcus sp.CIB dgcdH Derivado de la cepa CIB con disrupción insercional del gen gcdH Este trabajo 
Azoarcus sp.CIB dgcdR Derivado de la cepa CIB con disrupción insercional del gen gcdR Este trabajo 
   
Pseudomonas putida KT2440 P. putida mt-2 curada del plásmido TOL Franklin y col., 

1981 
   

 

 

2. Plásmidos 

 
Los plásmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 3 donde se muestra el 

nombre del plásmido, las características más relevantes y la referencia. 
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Tabla 3. Plásmidos utilizados en este trabajo. 

Plásmido Descripción Referencia 
pGEM-T Easy Apr, oriColE1, lacZα, vector de clonación para fragmentos de 

PCR  Promega 

pK18mob Kmr, oriColE1 Mob+, lacZα, vector suicida para la 
construcción de mutantes por recombinación homóloga. Schäfer y col., 1994 

pK18mobtdiS Kmr, derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno 
EcoRI (623 pb) del gen tdiS Este trabajo 

pK18mobtdiR Kmr, derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno 
XbaI/SalI (400 pb) del gen tdiR Este trabajo 

pK18mobbssD Kmr, derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno 
PstI/BamHI (593 pb) del gen bssD Este trabajo 

pK18mobtol Kmr, derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno 
XbaI/SmaI (533 pb) del gen tol Este trabajo 

pK18mobbbsB Kmr, derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno 
PstI/BamHI (512 pb) del gen bbsB Este trabajo 

pK18mobgcdH Kmr, derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno 
EcoRI/PstI (578 pb) del gen gcdH Este trabajo 

pK18mobgcdR Kmr, derivado de pK18mob que contiene un fragmento interno 
XbaI/PstI (497pb) del gen gcdR Este trabajo 

pSJ3 Apr, oriColE1, ‘lacZ, vector de búsqueda de promotores 
mediante fusiones traduccionales al gen lacZ, flanqueado por 
dianas de restricción NotI 

Ferrández y col., 1998 

pSJPbbsA Apr, vector pSJ3 que contiene un fragmento de 351 pb 
XbaI/PstI con la fusión traduccional PbbsA::lacZ.  Este trabajo 

pSJ3Pg Apr, derivado del vector pSJ3 que contiene un fragmento de 
303 pb XbaI/KpnI con la fusión traduccional Pg::lacZ Este trabajo 

pBBR1MCS-5 Gmr, oripBBR1, Mob+, lacZα, vector de clonación de amplio 
espectro de huésped Kovach y col., 1995 

pJN2133 Gmr, derivado de pJN105 que contiene el gen PA2133 de P. 
aeruginosa PAO1 Hickman y col., 2005 

pBBR5T Gmr, derivado de pBBR1MCS-5 que contiene un terminador 
transcripcional del fago T7 en posición 5’ del gen lacZ. J.I.Jiménez 

pBBRPbbsA Gmr, derivado de pBBR5T que contiene un fragmento de 3.5 
kb EcoRI/HindIII con la fusión traduccional PbbsA::lacZ Este trabajo 

pBBRPbssD Gmr, derivado de pBBRPbbsA que contiene la fusión 
traducional PbssD::lacZ Este trabajo 

pBBRPg Gmr, derivado de pBBR5T que contiene un fragmento de 3.5-
kb EcoRI/HindIII con la fusión traduccional Pg::lacZ  Este trabajo 

pVTR-B Cmr, ori pSC101 lacIq, Ptrc, vector de clonación de bajo 
número de copias 

Pérez-Martin y de Lorenzo, 
1996 

pVTRtdiRS Cmr, derivado de pVTR-B que contiene clonados los genes 
tdiS y tdiR bajo el control de Ptrc 

Este trabajo 

pIZ1016 Gmr, vector de amplio rango de huésped derivado de 
pBBR1MCS-5, que permite la expresión de genes clonados 
bajo el control del sistema lacIq/Ptac 

Moreno-Ruíz y col., 2003 

pIZTolR Gmr, derivado de pIZ1016 que contiene clonado el gen tol 
como un fragmento de 3,1 kb HindIII/XbaI  Este trabajo 

pGCDH Gmr, derivado de pIZ1016 que contiene clonado el gen gcdH 
como un fragmento de 1,3 kb XbaI/ClaI  Este trabajo 

pCK01 Cmr, oripSC101, vector de clonación de bajo número de 
copias con polylinker de pUC18 flanqueado por dianas NotI Fernández y col., 1995 

pGCDR Cmr, derivado de pCK01 que contiene clonado el gen gcdR 
bajo el control de Plac como un fragmento de 857 pb 
KpnI/XbaI  

Este trabajo 

pGCDHKT Gmr, derivado de pBBR1MCS-5 que contiene clonado el gen 
gcdH de P. putida KT2440 con su propio promotor como un 
fragmento de 1,4 kb ClaI/XbaI,  

Este trabajo 
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3. Medios y condiciones de cultivo. 

 
El medio rico utilizado para cultivar las células de E. coli y P. putida fue el 

medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook y Russell, 2001). Para obtener medio LB sólido 

se suplementó con Bacto Agar (Pronadisa) al 1,5 % (p/v). Cuando fue necesario, se 

añadió 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido (X-Gal), a una concentración 

de 0,08 mM, así como isopropil-1-tio-β-galactopiranósido (IPTG) a una concentración 

de 1 mM a 5 mM según las necesidades experimentales. 

Los medios mínimos que se utilizaron en este trabajo fueron el medio M63 

(Miller, 1972) suplementado con vitaminas y aminoácidos a las concentraciones 

recomendadas en Gerhardt y col.,1994 para cultivar las células de E. coli, y el medio 

mínimo MC (López-Barragán y col., 2004a) para cultivar las células de Azoarcus sp. 

CIB.  

El medio MC se basa en la mezcla de un medio basal pH 7,5 denominado MA, y 

suplementado con elementos traza y vitaminas. El medio MA está compuesto por:  

KH2PO4 0,33 g
Na2HPO4 1,2 g
NH4Cl 0,11 g
MgSO4·7H2O 0,1 g
CaCl2 0,04 g
H2O destilada Hasta 1 l

 

Este medio basal fue suplementado con una solución de elementos traza (pH 

6.5), cuya composición (1000x) se detalla a continuación: 

Ácido nitrilotriacético (NTA) 1,5 g ZnSO4·7H2O 0,18 g 
MgSO4·7H2O 3,0 g CuSO4·5H2O 0,01 g 
MnSO4·2H2O 0,5 g KAl(SO4)2·12H2O 0,02 g 
NaCl 1,0 g H3BO3 0,01 g 
FeSO4·7H2O 0,1 g Na2MoO·2H2O 0,01 g 
CoSO4·7H2O 0,18 g NiCl2·6H2O 0,025 g 
NaSeO3·5H2O 0,3 g H2O destilada Hasta 1 l 

 

Y con una solución de vitaminas cuya composición (1000x) es la siguiente: 

Biotina 20 mg Ácido fólico 20 mg 
Piridoxina-HCl 10 mg Tiamina.HCl·2H2O  50 mg 
Riboflavina 50 mg Ácido nicotínico 50 mg 
D-Pantotenato cálcico 50 mg Vitamina B12 50 mg 
Ácido p-aminobenzoico 50 mg H2O destilada Hasta 1 l 
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Los medios M63 y MC fueron suplementados con la fuente de carbono 

requerida. Las soluciones concentradas de las diferentes fuentes de carbono fueron 

esterilizadas por calor húmedo en autoclave a 120ºC y 1 atmósfera de presión, o 

mediante filtración utilizando filtros estériles (Millipore) de 0,2 μm de diámetro, y 

añadidas al medio de cultivo de forma aséptica. Para el empleo de los diferentes 

hidrocarburos aromáticos tales como el tolueno, m-xileno, estireno, etc., estos se 

añadieron a una concentración de 250 mM en 2 ml de una fase orgánica de 

2,2,4,4,6,8,8-heptametilnonano (HMN) que fue añadida al medio de cultivo (15 ml). 

Atendiendo al log Po/w del tolueno y m-xileno, 2,8 y 3,2, respectivamente, la 

concentración de estos dos compuestos en la fase acuosa cuando se añaden a una 

concentración de 250 mM en HMN es de 0,4 mM y 0,15 mM, respectivamente. 

El medio de cultivo CFA (Colony Forming Antigen) (Jackson y col., 2002) fue 

empleado para la formación de biopelículas en E. coli, y contiene 10 g de 

casaaminoácidos, 1,5 g de extracto de levadura, 50 mg de MgSO4 y 5 mg de MnCl2 por 

litro, pH 7,4. 

 Para obtener condiciones de anaerobiosis, el medio de cultivo así como las 

soluciones de elementos traza, KNO3 (aceptor final de electrones), sulfuro ferroso y 

todos los compuestos que fueron utilizados como fuente de carbono, se dispensaron en 

frascos de vidrio, los cuales se taparon con tapones de goma y se sellaron con arandelas 

de aluminio. A través del tapón de goma se inyectó una aguja conectada a un depósito 

de nitrógeno (Alpha Gas), permitiendo pasar un flujo de este gas al medio líquido 

durante varios minutos con el objeto de eliminar el oxígeno. Finalmente, todos los 

frascos fueron autoclavados. Para obtener una solución anaeróbica y estéril de vitaminas 

(las cuales son sensibles al calor) se realizó la misma operación descrita anteriormente 

pero con frascos de vidrio vacíos en los que, después de ser esterilizados por autoclave, 

se inyectó la solución de vitaminas mediante una jeringa conectada a un filtro estéril 

Millipore (0,2 μm). Una vez preparadas estas soluciones, fueron añadidas al medio 

basal MA para obtener así el medio MC suplementado con las correspondientes fuentes 

de carbono. Tanto la filtración de las soluciones de vitaminas como la inoculación de 

los medios de cultivo con las distintas cepas bacterianas, se realizaron en una cámara de 

anaerobiosis (Forma Scientific). 

 Para los crecimientos aeróbicos, las cepas de E. coli fueron cultivadas a 37ºC 

mientras que Azoarcus sp. CIB fue cultivado a 30ºC, ambas bacterias con una agitación  

de 250 revoluciones por minuto. El crecimiento anaeróbico de Azoarcus y E. coli se 
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realizó sin agitación y a una temperatura de 30ºC (37ºC para E. coli) utilizando KNO3 

10 mM como aceptor final de electrones y sulfuro ferroso (0,044 mg/ml) para favorecer 

el ambiente reductor. El crecimiento en medio líquido de los cultivos fue monitorizado 

midiendo la absorbancia a 600 nm (A600) empleando un espectrofotómetro Shimadzu 

UV-260. La morfología celular se analizó con un microscopio de contraste de fase 

Nikon OPTIPHOT-2. La desnitrificación fue monitorizada midiendo los niveles de NO3 

y NO2 con el Test Nitrates (Merck). 

 Los antibióticos se prepararon en soluciones (1000x) en agua excepto el 

cloranfenicol, que se preparó en etanol al 100% y la rifampicina, que se disolvió en 

dimetilsulfóxido (DMSO) 100%. Las soluciones preparadas se esterilizaron por 

filtración y se conservaron a –20ºC. Los antibióticos se utilizaron a las concentraciones 

finales que se indican a continuación: ampicilina (Ap, 100 μg/ml), cloranfenicol (Cm, 

34 μg/ml), kanamicina (Km, 50 μg/ml), rifampicina (Rf, 50 μg/ml) y gentamicina (Gm, 

10 μg/ml). 

Durante cortos períodos de tiempo (menos de un mes) E. coli se conservó a 4°C 

en placas de medio LB o de medio mínimo. Los cultivos líquidos anaeróbicos de 

Azoarcus sp. CIB se conservaron adecuadamente durante un periodo aproximado de un 

mes a 4ºC en frascos de vidrio. Para su conservación a largo plazo, las bacterias se 

congelaron en el medio de cultivo correspondiente con glicerol al 15% (v/v) y se 

mantuvieron a -80°C. 

 

4. Ensayos de quimiotaxis. 

 

4.1. Ensayo de quimiotaxis a tiempos cortos (Agarose Plug Assay). 

 
 Para el ensayo de quimiotaxis a tiempos cortos se realizó el protocolo de Parales 

y Harwood, 2002 con modificaciones. Los cultivos celulares de Azoarcus sp. CIB y 

Azoarcus sp. CIBdtol se realizaron anaeróbicamente en medio mínimo MC con piruvato 

0,2% como fuente de carbono, hasta alcanzar la fase exponencial. Se tomaron 150 μl del 

cultivo y en condiciones anaeróbicas se depositaran en un portaobjetos que contiene un 

gota (10 μl) de agarosa low melting (Ambion) al 2% en solución MA 1x y tolueno 

1mM, entre dos topes de una mezcla de parafina-baselina (9:1 v/v) y el correspondiente 

cubreobjetos (Fig. 7). Para conservar la anaerobiosis, se sellaron los bordes con laca de 
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uñas antes de sacarlo fuera de la cámara de anaerobiosis. La preparación se observó al 

microscopio de contraste de fases y se tomaron fotografías del borde de la gota a los 5, 

15 y 25 minutos. 

Portaobjetos

Células en 
suspensión

Gota 
Agarosa

Tope parafina-baselina
Tolueno 
1 mM

Cubreobjetos
Portaobjetos

A

B

 
 

 

 

 

Figura 7. Esquema de la preparación microscópica utilizada para el ensayo de quimiotaxis
(Agarose Plug Asay). A) En un portaobjetos se añade una gota de agarosa low melting al 2% en
solución MA 1X y con tolueno 1mM. Las células se depositan en el espacio localizado entre la gota
de agarosa y los topes de parafina en el portaobjetos. Se sellan los bordes con laca para conservar la
anaerobiosis. B) Sección transversal de la preparación.

4.2. Ensayo de quimiotaxis en placa de cultivo. 

 
 Para ensayar quimiotaxis en medio sólido se utilizan células de las cepas 

Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtol y Azoarcus sp. CIBdtol (pIZTolR) cultivadas 

en piruvato 0,2% hasta alcanzar la fase exponencial. Dichas células se inoculan con un 

palillo en placas anaerobias con agar al 0,3%. Se utilizó medio mínimo MC 

suplementado con nitrato 10 mM, IPTG 5mM, y, como fuente de carbono, una mezcla 

de piruvato 0,02% más tolueno 1mM. Se midió el diámetro del halo de crecimiento a 

los 17 días de incubación en condiciones anaeróbicas. 

 

5. Ensayo de formación de biopelículas en placas multipocillo. 

 
 Para el ensayo de formación de biopelículas, se cultivaron anaeróbicamente 

células durante 12 h en medio CFA con los antibióticos correspondientes. Se realizaron 

diluciones de estos cultivos hasta alcanzar una A600 de 0,04 en un volumen de 200 μl de 

medio CFA en placas de poliestireno estériles de 96 pocillos, incubándose 24 h a 30ºC 

en la cámara de anaerobios. Posteriormente, se añadieran a cada pocillo 50 μl de cristal 

violeta 1%, incubándose durante 15 min a temperatura ambiente para después lavar con 

agua destilada 3 veces dejando secar al aire los pocillos. Para la cuantificación de la 
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biopelícula, se solubilizaron las células pegadas a las paredes y la base del pocillo con 

etanol, y se midió su absorbancia a 595 nm. Al valor de A595 se le restó la absorbancia 

basal debida al medio CFA sin células. 

 

6. Técnicas de manipulación de ADN. 

 
La manipulación del ADN así como otras técnicas de biología molecular fueron 

aplicadas esencialmente como ha sido descrito por Sambrook y Rusell (2001). Las 

endonucleasas de restricción fueron suministradas por Amersham Biosciences y New 

England Biolabs. La enzima T4 ADN ligasa fue proporcionada por USB (Amersham), 

la ADN polimerasa I y la polimerasa Pfu fueron suministradas por Biotools B&M Labs, 

S.A. La transcriptasa reversa AMV1 y la polinucleótido quinasa del fago T4 fueron 

proporcionadas por Promega. Todas las enzimas se emplearon atendiendo a las 

especificaciones de las diferentes casas comerciales.  

 

6.1. Aislamiento del ADN. 

 
Los fragmentos de ADN se purificaron empleando geles de agarosa, mediante el 

kit GeneClean (BIO 101) o el High Pure PCR Product Purication Kit (Roche). La 

purificación de ADN plasmídico se realizó mediante el uso de High Pure™ Plasmid 

Purification Kit (Roche). El ADN cromosómico se extrajo utilizando el Gentra 

Puregene Yeast/Bact. Kit de Quiagen. 

 

6.2. Reacción de amplificación en cadena con ADN polimerasa termorresistente 

(PCR). 

 
Las mezclas de reacción contenían MgCl2 1.5 mM, dNTPs 0,2 mM, ADN 

polimerasa I o Pfu polimerasa 1 U, el ADN molde y la correspondiente pareja de 

oligonucleótidos. 

La amplificación del ADN se realizó en un equipo Mastercycler Gradient 

(Eppendorf). Los distintos oligonucleótidos empleados en las reacciones de PCR se 

indican en la Tabla 4, en la que se detallan la secuencia de nucleótidos y la finalidad del 

producto de PCR. Las dianas de restricción que se han diseñado en algunos de los 

oligonucleótidos se marcan mediante subrayados. Algunos de los oligonucleótidos 
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fueron sintetizados empleando un equipo Oligo-1000M (Beckman Instruments, Inc.) en 

el servicio de Química de Proteínas del Centro de Investigaciones Biológicas, si bien la 

mayoría fueron adquiridos a Sigma-Genosys. 

 

 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos sintéticos utilizados en este trabajo. Se detalla la secuencia y finalidad de los
oligonucleótidos empleados. Las secuencias subrayadas se corresponden con las dianas de restricción
creadas (indicadas entre paréntesis). 

Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ (diana de restricción) Descripción 

bssA5’ ATGAGCGATGTACAGACGTTGGAATACAAGG
GG 

Oligonucleótido de Azoarcus sp. T 
empleado para amplificar un fragmento 
del gen bssA de Azoarcus sp. CIB.  

bssA3’ CCCAGGCGATGACCGCTTTGCAGGCG Oligonucleótido de Azoarcus sp. T 
empleado para amplificar un fragmento 
del gen bssA de Azoarcus sp. CIB. 

bbsA5’ ATGTCAGAGCAAAAACCGAAC Oligonucleótido de T. aromatica K172 
empleado para amplificar un fragmento 
del gen bbsA de Azoarcus sp. CIB. 

bbsA3’ GATCTTGCGGAACTTGTAGCTC Oligonucleótido de T. aromatica K172 
empleado para amplificar un fragmento 
del gen bbsA de Azoarcus sp. CIB. 

tdiRS3’ AACTGCAGCCTGACTTCGAGCATCACCGCGC 
(PstI) 

Empleado para amplificar los genes tdiS 
y tdiR 

tdiRS5’ GCTCTAGATGACCTAAGGAGGTAATCCATGAA
GAATGACGTGGTCGCGG (XbaI) 

Empleado para amplificar los genes tdiS 
y tdiR 

tdiRint5’ CACGGTTTTGGGGCTGATCC Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen tdiR y la región 
intergénica tdiR-tdiS 

tdiR131.5’ GCTCTAGACGACGCGGATATTTCAGGTTCCTA
CGG (XbaI) 

Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen tdiR 

tdiS.F3’ GTCGAGTCGCACGGCGGGCAGC Empleado para amplificar la región 
intergénica entre tdiR y tdiS 

tdiS3’ GATCTCCGTTCCGTCGTGCAGG Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen tdiS 

tdiS5’ CATCTCCGAAACCGCACGATCAAGC Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen tdiS 

ptdiS5’ GGACTAGTCACCGCGACCACGTCATTCTTCAT
G (SpeI) 

Empleado para amplificar el promotor 
PbssD 

pbssD3’ CGGGATCCCTCATGACAGCCTCTGCGGTTCAT
TGC (BamHI) 

Empleado para amplificar el promotor 
PbssD 

bssD5’ AACTGCAGGCCTGACGGACGCGCGCACC (PstI) Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen bssD 

3T7.3 CATGCAGCTGGAGGGTGTCG Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bssD y bssA 

bssD3’ CGGGATCCGCCAATCGTTACGTTCTTGATGCC
TGC (BamHI) 

Empleado para amplificar un fragmento 
interno de bssD 

bssA5’new CGCTCAATTTCACACCTGAAGATC Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen bssA 

bssAint3’ GATGCTCGTGCAACTCGTCGGATGG Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bssD y bssA 

bssA3’new CAAGGACGGTTTCGTAGGGCGGTAC Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen bssA 

3T7.7 GACTTCAGCGCGTCCGATCTCG Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bssA y bssE 
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Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ (diana de restricción) Descripción 
 
bssEint3’ GGGGTCCACTTCCGGGATGAACAAGCC Empleado para amplificar la región 

intergénica entre bssA y bssE 
3T7.9 CGAATACGTTCAGTACATTGCCGC Empleado para amplificar la región 

intergénica entre bssE y bssF 
bssFint3’ GGACGCGCAGCCTGAGCATCTCG Empleado para amplificar la región 

intergénica entre bssE y bssF 
bssGint5’ CGCCGCCAATCGCAATCTCGC Empleado para amplificar la región 

intergénica entre bssG y bssI 
3T3.14 CGTGACGACAAGCCCGCCATC Empleado para amplificar la región 

intergénica entre bssG y bssI 
c2A200int5’ CTCGTCTACCTGCTGAACCGCCGC Empleado para amplificar la región 

intergénica entre bssJ y bssK 
3T3.12 CGGCGCCGGGCATCTTCAGC Empleado para amplificar la región 

intergénica entre bssJ y bssK 
gtolSR3’ GCTCTAGAGGGGCCATACGGGAACCGCGC 

(XbaI) 
Empleado para amplificar el gen tol 

tolSR2244.3’ GACCGGGAAAGATCGCGAGGCC Empleado para amplificar un fragmento 
interno de tol 

3T3.6 GCCGAATCGGTGCAGGACTATG Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen tol 

TutC3’ GCTCTAGATCTTTTCGGAATCCGCTGCGGC 
(XbaI) 

Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen tol 

3T3.4 CGGGCAAGGAGCGGGTCGTC Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen tol 

tolSRint3’ GCCGTCGAGGATGATGCGTGCC Empleado para amplificar la región 
intergénica entre tol y bbsI 

gtolSR5’ CCCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAGCGATGT
CGACGTTCGATCGTCAGTTATTCTCC (HindIII) 

Empleado para amplificar el gen tol 

3T3.3 CGAGCACATGGCGGGGCTGTAC Empleado para amplificar la región 
intergénica entre tol y bbsI 

bbsIint3’ CGGCGTTCGGCGTCCACCACC Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bbsI y bbsH 

bbsH3’ TCAGGCGCCGCGGAATTCG Empleado para amplificar un producto 
de PCR de 5,9 kb  

3T3.2 CGGGCTTGTCAGCGACGTGG Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bbsI y bbsH 

bbsH333.3’ CATCTCGAGCCCGCCACCCACC Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bbsH y bbsG 

bbsG.F5’ GCTCACGCGTGTCGCCGACCG Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bbsH y bbsG 

bbsGint3’ GTGAACCGCCGGGCCACCTCC Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bbsG y bbsF 

bbsFint5’ GGAAATGAAGACCGCTGCGCCG Empleado para amplificar la región 
intergénica entre bbsG y bbsF 

BbsC.F5’ GTGAGCACGGTCGTCATGGGCG Empleado para amplificar un producto 
de PCR de 5,9 kb 

bbsB3’ AAGGATCCCCCGTAACGTGCGTCATCGCCAC 
(BamHI) 

Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen bbsB 

bbsB5’ CCGAGGATCTGGCGATGATCACCG Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen bbsB 

bbsA331.3’ GGTTGTCGCGAACGGGCCCC Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen bbsA 

bbsA5’new ATCTCAAGGGGTATCGCTGCAAGG Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen bbsA 

pbbsA3’ AACTGCAGGACATGACGCCTCCGCAGCATTTG 
(PstI) 

Empleado para amplificar el promotor 
PbbsA. 

Tabla 4. Oligonucleótidos (continuación). 
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Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ (diana de restricción) Desripción 
 
pbbsA5’ CCTCTAGACGACCGGACAGCTCAAGGCGC 

(XbaI) 
Empleado para amplificar el promotor 
PbbsA 

3GcdH GCTCTAGAGGAAGAAGGAACCCCGGTGGCC 
(XbaI) 

Empleado para amplificar el gen  gcdH 

5GcdH CGATCGATTGACCTAAGGAGGTAAAACATGG
CAACGAACCGCGTGACTTTC (ClaI) 

Empleado para amplificar el gen gcdH 

3’GcdEbN1 CTCGTCGGAGATGCCATTGC Empleado para amplificar un fragmento 
interno de 700 pb del gen gcdH 

5’GcdEbN1 GTCGTCGCTGGTGATGGTGC Empleado para amplificar un fragmento 
interno de 700 pb del gen gcdH 

Gcd3’ GGCGATGTCGAGCGACTTGCCG Empleado para amplificar un fragmento 
interno de 650 pb del gen gcdH 

Gcd5’ CCTGCCCAAGCTCGCCACCGG Empleado para amplificar un fragmento 
interno de 650 pb del gen gcdH 

Pgc3’ GCTCTAGAGCCATGTTGAATCTCCTCAATGCG
GC (XbaI) 

Empleado para amplificar el promotor 
Pg 

Pgl5’ GGGGTACCCATCGATGCCTCCATAAAGTGC 
(KpnI) 

Empleado para amplificar el promotor 
Pg 

gLysR5’ GGGGGTACCCTGACCTAAGGAGGTAATCGAT
GCGCCGCAAGATCCCC (KpnI) 

Empleado para amplificar el gen  gcdR 

GcdR5’ GCTCTAGAGCTTCACGCGCGCGGCCGAGG 
(XbaI) 

Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen gcdR 

LysRint3’ GTTCTCGCGCATCAGGAAATG Empleado para amplificar un fragmento 
interno del gen gcdR 

   
gLysR3’ GCTCTAGACCGCCGCGCTCACTCCAGCCCG 

(XbaI) 
Empleado para amplificar el gen  gcdR 

gcdRHis3’ CCCAAGCTTCCGCCGCGCTCACTCCAGCCCG 
(HindIII) 

Empleado para analizar la disrupción 
insercional del gen gcdR 

Ppgcd5’ CCATCGATCAGGGCGGCGGTACTGGGGATC 
(ClaI) 

Empleado para amplificar el gen  gcdH 
de P. putida 

Ppgcd3’ GCTCTAGAGCAGATGTGATAGCGCGCCCATGG 
(XbaI) 

Empleado para amplificar el gen gcdH 
de P. putida 

F24 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Empleado para analizar las disrupciones 
insercionales generadas mediante los 
derivados del plásmido pK18mob 
(Sambrook y Rusell, 2004) 

R24 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Empleado para analizar las disrupciones 
insercionales generadas mediante los 
derivados del plásmido pK18mob 
(Sambrook y Rusell, 2004) 

Lac57 CGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGG Oligonucleótido que híbrida en el gen 
lacZ, empleado para la identificación del 
+1 del promotor Pg  

λLeft CTGTGATGCCATGGTGTCCGACTTATGCCC Secuenciación del extremo 5´ del 
fragmento de ADN clonado en el fago 
λDASH II 

λRight GTCCAACCCAGATAACGATCATATACATGGTTCTC Secuenciación del extremo 3´ del 
fragmento de ADN clonado en el fago 
λDASH II 

Tabla 4. Oligonucleótidos (continuación).
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6.3. Búsqueda de genes en la genoteca fágica de Azoarcus sp. CIB. 
 

La genoteca fágica de Azoarcus sp. CIB en el fago λDASH II (López-Barragán y 

col., 2004a) se utilizó para la infección de E. coli XL1-Blue, como se describe en 

Sambrook y Rusell (2001). Para la búsqueda de genes en la genoteca, se utilizaron 

como sondas fragmentos de dichos genes obtenidos por PCR del ADN de la cepa CIB 

con los oligonucleótidos correspondientes para cada caso (Tabla 4). Estos fragmentos de 

ADN fueron marcados con digoxigenina por la técnica de random primer (Roche) y 

utilizados para la hibridación con las placas de lisis fágicas que fueron detectadas con el 

DIG luminescence detection kit (Roche). El título de los fagos seleccionados fue 

escalado y su ADN purificado como se describe en Sambrook y Rusell (2001), para su 

posterior análisis y secuenciación. 

 
6.4. Secuenciación de ADN. 
 
 La secuenciación del ADN se llevó a cabo en el servicio de Secuenciación 

Automática (Secugen) del Centro de Investigaciones Biológicas utilizando un 

secuenciador automático modelo ABI Prism 3730 (Applied Biosystems). Para la 

reacción de secuenciación se utilizó el “Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit” de Applied Biosystems, y la ADN polimerasa AmpliTaq FS, de acuerdo 

con las recomendaciones del proveedor. Las reacciones de amplificación se llevaron a 

cabo mediante la técnica de PCR con un termociclador “Gene Amp PCR System 2400” 

de Perkin-Elmer. 

 En el caso concreto de los experimentos de extensión por cebador (primer 

extension), la secuenciación del ADN patrón se llevó a cabo según el método de 

terminación de la polimerización por dideoxinucleótidos (Sanger y col., 1977) 

utilizando el T7 Sequencing™ Kit (Amersham Pharmacia Biotech), y [α-32P]dCTP (14,8 

× 1012 Bq/mmol, 3,7 × 105 Bq/μl) (Amersham Biosciences) como deoxinucleósido 

trifosfato marcado radiactivamente, siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. 

 
7. Extracción de ARN y ensayos de retrotranscripción-PCR (RT-PCR). 

 
 Para la extracción de ARN se cultivaron anaeróbicamente 80 ml de células de 

Azoarcus sp. CIB y sus derivados en medio mínimo MC empleando las fuentes de 

carbono que se detallan en cada caso. Los cultivos fueron recogidos a la mitad de su 
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fase exponencial o en la fase estacionaria y se extrajo su ARN siguiendo las 

indicaciones del kit RNeasy (Qiagen). A continuación, el ARN fue procesado para la 

eliminación de ADN contaminante mediante el tratamiento con el DNAse and Removal 

treatment kit (Ambion) siguiendo las especificaciones del fabricante. 

 Para la obtención del ADNcomplementario ADNc se utilizó 1 μg de ARN 

purificado y 10 U de la transcriptasa reversa AMV (Avian Myeloblastosis Virus reverse 

transcriptase; Promega), en un volumen final de 20 μl, y se incubó con la mezcla de 

hexámeros durante 1 h a 42 ºC. Se emplearon 2 μl de esta reacción (ADNc) como 

molde para la reacción posterior de PCR. El ADNc se amplificó utilizando 1 U de la 

ADN polimerasa I (Biotools) y la pareja de oligonucleótidos correspondiente para cada 

caso. Para cada una de las reacciones de RT-PCR se incluyó una reacción control en la 

que no se empleó la transcriptasa reversa, y en la que no se obtuvo ninguna banda de 

amplificación, lo que indica que las preparaciones de ARN no contenían ADN 

contaminante. 

 

8. Determinación del sitio de inicio de la transcripción. 

 
 La determinación del sitio de iniciación de la transcripción de la región promotora 

Pg se llevó a cabo empleando células de E. coli MC4100 que contenían los plásmidos 

pSJ3Pg y pGCDR, las cuales fueron cultivadas aeróbicamente a 37 ºC en medio M63 

suplementado con glicerol 30 mM como fuente de carbono hasta alcanzar una A600 de 

0,5, añadiéndose glutarato 1 mM como inductor y recogiéndose las células a las 2 h de 

inducción. Las células fueron lavadas, resuspendidas en tampón TE con lisozima (50 

mg/ml; Sigma) y posteriormente lisadas mediante varios ciclos de congelación-

descongelación. El ARN total fue extraído mediante el uso del RNeasy Mini kit 

(Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

 Se procedió al análisis del sitio de inicio de la transcripción (+1) mediante la 

técnica de extensión por cebador (primer extension). La extensión se realiza con la 

transcriptasa reversa y un cebador que hibrida con el ARNm en una posición cercana al 

supuesto sitio de iniciación de la transcripción. Para la identificación de la posición +1 

del promotor Pg se empleó el oligonucleótido Lac57 (Tabla 4), que hibrida en el gen 

lacZ de la fusión traduccional Pg::lacZ, el cual fue marcado previamente en su extremo 

5´ con la polinucleótido quinasa del fago T4, en presencia de [γ-32P]ATP (3000 

Ci/mmol; Amersham Biosciences). Las reacciones de extensión por cebador se llevaron 
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a cabo empleando 20 μg de ARN total en un volumen máximo de 6 μl y en presencia de 

la Super ScriptTM II RNAse H- Reverse Transcriptase, según el método descrito por 

Martín y col. (1995). Para determinar la longitud de los productos obtenidos en la 

reacción de extensión, se realizó la secuenciación del plásmido pSJ3Pg utilizando el 

mismo oligonucleótido Lac57, como se describe en el apartado 6.4 de esta sección. Los 

productos obtenidos en las reacciones fueron analizados por electroforesis en geles de 

poliacrilamida 6%-urea 8M, detectándose por autorradiografía (se utilizaron películas 

HyperfilmTM-MP (Amersham Biosciences) con pantallas amplificadoras de la señal 

(Cronex Lightning Plus DuPont). 

 
9. Procedimientos de transferencia genética. 
 
9.1. Transformación y electroporación. 

 
Las células de E. coli fueron modificadas genéticamente por transformación tras 

hacerlas competentes mediante el método de RbCl (Sambrook y Rusell, 2001), o bien 

mediante electroporación (Wirth y col., 1989), empleando un equipo Gene Pulser/Pulse 

Controller (Bio-Rad) utilizando las siguientes condiciones: 2.5 kV, 25 μF, 200 Ω. 

 

9.2. Transferencia de plásmidos por conjugación. 

 
Los plásmidos se movilizaron a Azoarcus sp. CIB y sus derivados por 

conjugación biparental utilizando la cepa (E. coli S17-1λpir) como donador, según el 

protocolo establecido por de Lorenzo y Timmis (1994) con algunas modificaciones. Se 

utilizó una cantidad de células de la cepa donadora E. coli S17-1λpir, correspondiente a 

una A600 de 5, y de la cepa receptora (Azoarcus) cultivada en medio mínimo MC con 

succinato 0,2 % se utilizó una cantidad de células correspondiente a una A600 de 35. Los 

exconjugantes fueron seleccionados aeróbicamente en placas de medio mínimo MC 

conteniendo citrato 0,2% (contraselección de la cepa donadora) y el correspondiente 

antibiótico del plásmido y, en su caso, el de la cepa receptora (cuando se utilizaran 

derivados de Azoarcus sp. CIB). 
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10. Disrupción insercional de genes cromosómicos de Azoarcus sp. CIB. 

 
Para la construcción de las cepas mutantes Azoarcus sp. CIBdtdiR, Azoarcus sp. 

CIBdtdiS, Azoarcus sp. CIBdbssD, Azoarcus sp. CIBdtol, Azoarcus sp. CIBdbbsB, 

Azoarcus sp. CIBdgcdH y Azoarcus sp. CIBdgcdR (Tabla 2), se procedió a la 

disrupción insercional de los genes tdiR, tdiS, bssD, tol, bbsB, gcdH y gcdR, 

respectivamente, por 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 pK18mob, un plásmido movilizable que sólo replica en E. coli pero no en 

otras bacterias tales como Azoarcus. Las construcciones resultantes pK18mobtdiS, 

pK18mobtdiR, pK18mobbssD, pK18mobtol, pK18mobbbsB, pK18mobgcdH y 

pK18mobgcdR, respectivamente (Tabla 3), fueron transferidas desde la cepa donadora, 

E. coli S17-1λpir, a la cepa receptora, Azoarcus sp. CIB, mediante conjugación 

biparental. Los transconjugantes obtenidos son el resultado de una recombinación 

homóloga entre el gen nativo cromosómico y el correspondiente fragmento interno 

clonado en el vector suicida, con la consiguiente disrupción génica por integración 

plasmídica. Dichos transconjugates fueron seleccionados en medio mínimo MC 

suplementado con kanamicina (50 μg/ml) y con citrato 0,2% (p/v) como fuente de 

carbono para la contraselección de la cepa donadora. La correcta integración de los 

plásmidos suicidas en los genes descritos se comprobó mediante amplificación por PCR 

usando un oligonucleótido del plásmido (F24 o R24; Tabla 4) y un oligonucleótido 

externo al fragmento interno usado para realizar la recombinación homóloga.  

 

11. Técnicas de manipulación de proteínas. 

 

11.1. Obtención de los extractos proteícos. 

 
 Para la obtención de extractos crudos de E. coli y Azoarcus sp. CIB, se cultivaron 

las células en medio LB o medio mínimo MC con la fuente de carbono apropiada en 

cada caso, hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial. En los casos en los que fue 

necesario, se añadió IPTG 1 mM y la inducción se mantuvo durante 2 h. Los cultivos se 

concentraron 20 veces, tras centrifugar y resuspender en el tampón Tris-HCl 100 mM 

pH 7,5, y se lisaron empleando la prensa de French (Aminco Corp.) operada a una 

presión de 20.000 psi. Las células rotas se centrifugaron a 4ºC en un rotor SS34 
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(Sorvall) a 14.000 rpm durante 15 min, recogiéndose la fracción soluble en el 

sobrenadante (extracto crudo). La concentración de proteínas en el extracto crudo se 

determinó mediante el método de Bradford (1976) con seroalbúmina bovina como 

estándar. 

 

11.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). 

 
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en 

condiciones desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sódico (SDS). La técnica 

utilizada fue la descrita por Laemmli (1970) empleando geles de poliacrilamida en placa 

(PAGE) a una concentración del 12.5%. Las muestras se hirvieron durante 5 min en 

presencia del tampón de ruptura (Tris-HCl 6,25 mM pH 6,8; SDS 2%, β-mercaptoetanol 

5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0,005%). Las electroforesis se realizaron a 

temperatura ambiente y a 50 mA (corriente constante), utilizando un electrolito que 

contenía Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 192 mM y SDS 0,1%. Para la visualización de 

las proteínas en los geles, éstos se tiñeron con azul brillante de Coomassie R-250, según 

se describe en Swank y Munkres (1971). Las proteínas empleadas como marcadores de 

tamaño molecular (fosforilasa B (97,4 kDa), seroalbúmina bovina (66,2 kDa), 

ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa), e inhibidor de tripsina (21,5 

kDa)) se adquirieron de Bio-Rad. 

 

11.3. Modelado de la proteína glutaril-CoA deshidrogenasa de Azoarcus sp. CIB. 

 
La estructura tridimensional de la proteína glutaril-CoA deshidrogenasa (GcdH) 

de Azoarcus sp. CIB se ha modelado usando el programa Loopp program (Teodorescu y 

col., 2004). El molde utilizado fue la proteína glutaril-CoA deshidrogenasa humana 

(PDB 55669741). 

 

12. Análisis de los datos de secuencia. 

 
Los análisis de secuencias de nucleótidos se realizaron en el servidor 

BIOSUPPORT (http://bioinfo.hku.hk/package.html). Las búsquedas de marcos abiertos 

de lectura (ORFs) se realizaron con el programa ORF FINDER del servidor del 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). Las secuencias de aminoácidos de las 

distintas ORF se compararon con las presentes en las bases de datos de genomas 

secuenciados o en vías de secuenciación empleando el algoritmo TBLASTN (Altschul y 

col., 1990) del servidor del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi). Las búsquedas de similitudes de 

secuencia se realizaron utilizando el programa BLAST en el servidor del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Los alineamientos de secuencias de nucleótidos y 

los alineamientos múltiples de proteínas se realizaron con los programas DIALIGN 

(Morgenstern y col.,1996) y CLUSTALW (Thompson y col., 1994), respectivamente, 

en el servidor de BIOSUPPORT. Las masas moleculares de las proteínas se calcularon 

con el programa Compute pI/Mw del servidor Expasy 

(http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html), mientras que las predicciones de estructura 

secundaria se realizaron con el programa SCRATCH 

(http://www.igb.uci.edu/tools/scratch/; Cheng y col., 2005). La búsqueda de dominios 

conservados se realizó con el programa CD-SEARCH (Marchler-Bauer y Bryant, 2004) 

del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Los árboles 

filogenéticos se han visualizado con el programa Tree View program, versión 1.6.6 

(Page, 1996). 

 

13. Ensayos enzimáticos. 

 
13.1. Ensayo de actividad β-galactosidasa. 

 
 Para el ensayo de actividad β-galactosidasa de las fusiones traduccionales 

PbssD::lacZ y PbbsA::lacZ en la cepa Azoarcus sp. CIB y sus derivados, las células 

fueron cultivadas en medio mínimo MC suplementado con piruvato 0,2% como única 

fuente de carbono (condiciones de no inducción), y con una mezcla de piruvato 0,2% y 

tolueno 250mM ó m-xileno 250 mM en fase HMN (condiciones de inducción). Los 

cultivos se incubaron anaeróbicamente a 30ºC hasta alcanzar la fase estacionaria de 

crecimiento.  

Para el ensayo de actividad β-galactosidasa de las células de E. coli MC4100 

portadoras de la fusión traduccional Pg::lacZ, éstas fueron cultivadas en medio mínimo 

M63 con glicerol 30 mM como fuente de carbono y en presencia de distintos 
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compuestos según se detalla en cada caso. Los cultivos se incubaron a 37ºC y fueron 

recogidos cuando alcanzaron una A600 de 0,5.  

La actividad β-galactosidasa se analizó permeabilizando las células, y las 

unidades de actividad enzimática (Unidades Miller) se determinaron según el método 

descrito por Miller (1972). 

 

13.2. Ensayo de actividad glutaril-CoA deshidrogenasa. 

 
La actividad glutaril-CoA deshidrogenasa de los extractos proteicos se valoró 

espectrofotométricamente a 300 nm y 30 ºC, utilizando como aceptor artificial de 

electrones el catión ferrocenio tal y como describen Härtel y col., 1993. La mezcla de 

reacción (600 μl) contenía 10 μl de extracto proteico de células de E. coli ó 100 μl de 

extracto proteico de células de Azoarcus en un tampón Tris-HCl 100 mM pH 7.5, que 

contenía hexafluorofosfato de ferrocenio 0,2 mM, FAD 0,01 μM y glutaril-CoA 0,2 

mM. El coeficiente de extinción molar (ε) para el glutaril-CoA a 300 nm es de 4300 M-

1cm-1 (Lehman y col., 1990).  
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Resultados 

1. ESTUDIO DE LOS DETERMINANTES GENÉTICOS DE LA RUTA 

PERIFÉRICA PARA EL CATABOLISMO ANAERÓBICO DE TOLUENO Y m-

XILENO EN Azoarcus sp. CIB. 

 
En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio se describió la capacidad 

de Azoarcus sp. CIB de crecer anaeróbicamente utilizando tolueno y m-xileno como 

únicas fuente de carbono y energía (López-Barragán y col., 2004a). Sin embargo no se 

estableció ni la cinética de crecimiento, ni la ruta bioquímica que este catabolismo 

cursaba, ni los genes que codificaban las enzimas implicadas en este proceso en 

Azoarcus sp. CIB. 

 
1.1. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB en tolueno y m-xileno. 

 
 En este trabajo, en primer lugar, procedimos a estudiar la cinética de crecimiento 

anaeróbico de Azoarcus sp. CIB en tolueno y m-xileno. Para ello, células de Azoarcus 

sp. CIB fueron cultivadas en medio mínimo MC suplementado con KNO3 10 mM como 

aceptor final de electrones y tolueno 250 mM (0,4 mM en fase acuosa) o m-xileno 250 

mM (0,15 mM en fase acuosa) añadidos a una fase de HMN (ver apartado 3 de 

Materiales y Métodos) como únicas fuente de carbono y energía. En la figura 8 puede 

observarse que Azoarcus sp. CIB alcanza la fase estacionaria de crecimiento a las 72 h y 

posee un tiempo de duplicación de aproximadamente 12 h en tolueno y de 24 h en m-

xileno. Además, el crecimiento máximo de Azoarcus sp. CIB en m-xileno es inferior al 

observado en tolueno.  

 

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0 24 48 72 96

Tiempo (h)

C
re

ci
m

ie
nt

o 
(A

60
0)

 

Figura 8. Crecimiento anaeróbico
de Azoarcus sp. CIB utilizando
tolueno o m-xileno como únicas
fuentes de carbono. Se valoró el
incremento de absorbancia a 600 nm
(A600) de Azoarcus sp. CIB cultivado
anaeróbicamente en medio mínimo
MC con KNO3 10 mM como aceptor
final de electrones, y con tolueno 250
mM (rombos) o m-xileno 250 mM
(cuadrados) como únicas fuentes de
carbono suministrados en HMN. Los
triángulos representan células control
cultivadas sin fuente de carbono. 
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Para determinar la toxicidad del tolueno y del m-xileno en un sistema de dos 

fases se realizaron cultivos anaeróbicos de Azoarcus sp. CIB creciendo en diferentes 

concentraciones de estos hidrocarburos (Fig. 9), siendo las concentraciones mínimas 

inhibitorias de 300 mM para el m-xileno (aproximadamente 0,19 mM en fase acuosa) y 

500-600 mM para el tolueno (aproximadamente 0,8-0,9 mM en fase acuosa), 

respectivamente. Estos resultados indican la mayor toxicidad del m-xileno y están de 

acuerdo con el crecimiento más lento observado para la cepa CIB en m-xileno (Fig. 8) 
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Figura 9. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB utilizando tolueno o m-xileno como únicas
fuentes de carbono a diferentes concentraciones. Se valoró el incremento de absorbancia a 600 nm
(A600) de Azoarcus sp. CIB cultivado anaeróbicamente en medio mínimo MC con KNO3 10 mM como
aceptor final de electrones, y con diferentes concentraciones de tolueno o m-xileno suministrados en HMN
como únicas fuentes de carbono.  

 

1.2. Identificación del cluster génico responsable de la ruta periférica para el 

catabolismo anaeróbico del tolueno en Azoarcus sp. CIB 

 
 Tras analizar el crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB en tolueno y m-

xileno se procedió a identificar los genes involucrados en este proceso. El hecho de que 

la cepa Azoarcus sp. CIBdbzdN (tabla 2), cepa mutante en el cluster bzd responsable de 

la degradación anaeróbica de benzoato/benzoil-CoA y, por lo tanto, incapaz de crecer en 

benzoato como única fuente de carbono (López-Barragán y col., 2004a), no fuese capaz 

de emplear tolueno como única fuente de carbono y energía, sugería que el catabolismo 

anaeróbico de éste implica una ruta periférica que lo convierte en benzoil-CoA, de 

forma similar a la ruta bss y bbs ya caracterizada en distintos organismos anaeróbicos 
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degradadores de tolueno (ver capitulo 4.1 de la Introducción). Para probar en Azoarcus 

sp. CIB si existen genes ortólogos a los bss/bbs que podrían estar implicados en el 

catabolismo anaeróbico del tolueno, se utilizó la información de secuencia disponible 

sobre los genes bss/bbs de organismos desnitrificantes próximos filogenéticamente a la 

cepa CIB. Se emplearon las secuencias del gen bssA de Azoarcus sp. T (Achong y col., 

2001) y del gen bbsA de T. aromatica K172 (Leuthner y Heider, 2000), para diseñar dos 

parejas de oligonucleótidos (tabla 4) que se usaron para amplificar por PCR sendos 

fragmentos de 640 pb (bssA) y 400 pb (bbsA) empleando como molde el ADN de 

Azoarcus sp. CIB. Los fragmentos obtenidos fueron marcados con digoxigenina y 

usados como sondas para la búsqueda de los genes responsables del catabolismo 

anaeróbico del tolueno en una genoteca fágica de ADN de Azoarcus sp. CIB construida 

en el fago λ DASH II de E. coli (López-Barragán y col., 2004a) (ver detalles en el 

apartado 6.3 de Materiales y Métodos). 

Con la sonda bssA se identificaron dos clones positivos denominados λbssA2 y 

λbssA3 (Fig. 10). Mediante amplificación por PCR se confirmó la presencia del gen 

bssA en dichos fagos. Se realizó posteriormente la secuenciación de los extremos del 

clon λbssA2 empleando los oligonucleótidos λLeft y λRight (Tabla 4), que flanquean el 

sitio de clonación múltiple del fago λDASH II. La secuencia del extremo 5’ mostró 

elevada similitud con un fragmento del gen tdiS de Azoarcus sp. T, uno de los presuntos 

genes reguladores del catabolismo anaeróbico del tolueno en esta bacteria (Achong y 

col., 2001). Por el contrario, la secuencia del extremo 3’ no mostró similitud con ningún 

gen relacionado con en el catabolismo anaeróbico del tolueno en bacterias, lo que 

sugería que el fago λbssA2 contenía un ADN quimérico generado durante la 

construcción de la genoteca. A partir de la secuencia que posee similitud con el gen tdiS 

de Azoarcus sp. T, se diseñaron nuevos oligonucleótidos, denominados tdiS3’ y 

tdiS5’(Tabla 4), que amplificaron un fragmento de ADN (622 pb) del genoma de la 

cepa CIB, el cual fue posteriormente marcado con digoxigenina y utilizado como sonda 

(tdiS) con el fin de rastrear de nuevo fagos portadores del cluster bss en la genoteca de 

Azoarcus sp. CIB. Usando esta estrategia, se identificó el clon λtdiS3 (Fig. 10). La 

secuencia del extremo 5’ de este clon mostraba alta identidad con el gen tdiR de 

Azoarcus sp. T, mientras que en el extremo 3’ no presentaba similitud con ningún gen 

relacionado con el catabolismo anaeróbico del tolueno, sugiriendo de nuevo un fago 

λtdiS3 quimérico.  
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Por otro lado, la secuenciación del clon λbssA3 mostró la existencia de un 

fragmento de 17.010 pb cuyo extremo 5’ presenta similitud con el gen bssD, mientras 

que su extremo 3’ presentaba similitud con el gen bbsH de Azoarcus sp. T (Fig. 10). 

Empleando la sonda bbsA, se identificó un clon positivo (λbbsA4) portador de 

un fragmento de 3,7 kb que contenía los ortólogos de los genes bbsC, bbsB y bbsA de 

Azoarcus sp. EbN1 (Fig. 10).  

Cuando se comparó la organización génica del cluster bss/bbs de Azoarcus sp. 

CIB con la de los clusters correspondientes de T. aromatica K172 (Leuthner y Heider, 

2000) y Azoarcus sp. EbN1 (Kube y col., 2004) se dedujo que entre el gen bbsH del 

clon λbssA3 y el gen bbsC del clon λbbsA4 podría localizarse un fragmento de ADN de 

más de 5 kb donde estarían situados los genes bbsD, bbsE, bbsF y bbsG. Para confirmar 

esta hipótesis, y usando como molde el ADN genómico de Azoarcus sp. CIB y los 

oligonucleótidos bbsH3’ y bbsC.F5’ (Tabla 4), se amplificó por PCR un fragmento de 

5,9 kb que, como cabría esperar, contenía los ortólogos de los genes bbsD, bbsE, bbsF y 

bbsG en Azoarcus sp. CIB (Fig. 10). 

La secuenciación de los fragmentos de ADN clonados en los fagos λtdiS3, 

λbssA2, λbssA3 y λbbsA4, así como del producto de PCR, generó una secuencia de 

29,3 kb que se depositó en el GenBank con el número de acceso DQ988527 (ver Fig. 51 

del anexo I). Un análisis inicial de dicha secuencia utilizando el programa ORF Finder 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) reveló la existencia de 24 marcos abiertos 

de lectura (ORFs) (Fig. 10). 
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Figura 10. Organización de los genes responsables de la ruta periférica de catabolismo anaeróbico
de tolueno en Azoarcus sp. CIB. Se representan en color naranja los posibles genes reguladores,
tdiR/tdiS, en color morado los genes que codifican las posibles subunidades y proteínas activadoras de la
bencilsuccinato sintasa, y en color azul se muestran los genes presuntamente implicados en la β-oxidación
del bencilsuccinato. En blanco se representan los genes con función desconocida. Las líneas discontinuas
representan los clones λtdiS3 y λbssA2 que contienen fragmentos de ADN parcialmente secuenciados.
Las líneas continuas representan los clones λbssA3, λbbsA4 y el producto de PCR de 5,2 kb, que han sido
secuenciados en su totalidad. 
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1.3. Confirmación de la implicación del cluster bss/bbs de Azoarcus sp. CIB en la 

degradación anaeróbica de tolueno. 

 
Con el fin de confirmar experimentalmente la implicación del cluster génico 

descrito en el apartado 1.2 en la degradación anaeróbica de tolueno, se construyeron 

mutantes de Azoarcus sp. CIB en los genes tdiR, tdiS, bssD y bbsB. Para la disrupción 

insercional de los genes tdiR, tdiS, bssD y bbsB en Azoarcus sp. CIB se procedió, en 

primer lugar, a la subclonación de los fragmentos internos de dichos genes en el vector 

suicida pK18mob, generándose los plásmidos pK18mobtdiR, pK18mobtdiS, 

pK18mobbssD y pK18mobbbsB, respectivamente (Tabla 3, ver apartado 10 de 

Materiales y Métodos). Dichos plásmidos se transfirieron a Azoarcus sp. CIB mediante 

conjugación biparental seleccionándose en medio mínimo MC con citrato y kanamicina 

aquellos exconjugantes que poseían integrado el plásmido suicida en el gen tdiR 

(Azoarcus sp. CIBdtdiR); tdiS (Azoarcus sp. CIBdtdiS); bssD (Azoarcus sp. CIBdbssD) 

o en el gen bbsB (Azoarcus sp. CIBdbbsB) (ver apartado 9.2 de Materiales y Métodos) 

(Fig. 11).  
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Figura 11. Estrategia seguida para la construcción de los mutantes Azoarcus sp. CIBdtdiR,
Azoarcus sp. CIBdtdiS, Azoarcus sp. CIBdbssD y Azoarcus sp. CIBdbbsB. En la parte superior de
la figura se esquematizan en rayado los genes tdiSR, en gris oscuro el gen bssD, y en gris claro el gen
bbsB. Las flechas con números representan los oligonucleótidos tdiRint5’ (1), tdiR131.5’ (2), tdiS3’
(3), tdiS5’ (4), bssD5’ (5), bssD3’ (6), bbsB3’(7) y bbsB5’ (8), respectivamente (Tabla 4) usados para
la amplificación por PCR de los fragmentos internos de los genes tdiR, tdiS, bssD y bbsB,
respectivamente. Los oligonucleótidos F24 /R24 (Tabla 4) se emplearon para comprobar por PCR la
correcta disrupción de los genes tdiS, tdiR, bssD y bbsB en el cromosoma de los mutantes de Azoarcus
sp. CIB. Se indican los orígenes de replicación (oripUC) y de transferencia (oriTRP4) de los
plásmidos derivados de pK18mob. Kmr, representa el gen que codifica la resistencia a kanamicina.
lacZα, secuencia del gen lacZα que codifica al fragmento α de la β-galactosidasa de E. coli. MCS,
secuencia diana de clonación múltiple (polylinker) del plásmido pUC18. Δ, indica gen truncado. 

 

1.4 Análisis de la secuencia del cluster bss/bbs de Azoarcus sp. CIB. 

 
El análisis detallado mediante comparación de secuencias de cada uno de los 24 

ORFs en el cluster bss/bbs de Azoarcus sp. CIB, reveló, en la mayoría de los casos, una 

elevada similitud con proteínas implicadas en la degradación anaeróbica de tolueno en 

distintas cepas bacterianas de los generos Thauera y Azoarcus (Tabla 5), lo cual estaba 

de acuerdo con el hecho de que dicho cluster contenía los genes responsables de la ruta 

periférica de degradación anaeróbica de tolueno en Azoarcus sp. CIB. 

Dada la significativa similitud de secuencia entre los productos génicos del 

cluster bss/bbs y las proteínas implicadas en la degradación anaeróbica del tolueno en 

Azoarcus sp. T, Azoarcus sp. EbN1 y T. aromatica K172, se ha podido predecir la 

función para un gran número de los genes bss/bbs (tabla 5), así como asumir una ruta 

bioquímica para el catabolismo anaeróbico periférico del tolueno en Azoarcus sp. CIB 

similar a la ya descrita en otras bacterias (Fig. 12). 

Los genes localizados en la posición 5’ del cluster, genes tdiS y tdiR, codifican 

proteínas que guardan una elevada identidad con un presunto sistema regulador de la 

transcripción de dos componentes descrito en otros clusters de degradación anaeróbica 

de tolueno (Achong y col., 2001). El gen tdiS codifica la proteína TdiS, una posible 

histidín-quinasa sensora de tolueno. La proteína TdiS presenta dos dominios PAS 

consecutivos en su secuencia, estos dominios están frecuentemente relacionados con la 

detección de señales ambientales, tales como niveles de oxígeno, potencial rédox, 

presencia de compuestos aromáticos, etc (Leuthner y Heider, 1998; Mascher y col., 

2006), y un dominio histidín-quinasa (HK), relacionado con la transmisión de señal al 

componente regulador mediante fosforilación (Billwes y col., 1999; Mascher y col., 

2006) (Fig. 12). El gen tdiR codifica el hipotético regulador transcripcional del sistema 
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de dos componentes. La proteína TdiR presenta en posición N-terminal un dominio 

``receiver´´ (REC) de recepción de la señal de fosforilación desde la proteína sensora 

(Pao y Saier, 1995; Mascher y col., 2006), mientras que su región C-terminal contiene 

un dominio HTH de unión a ADN similar al que presentan las proteínas de la familia 

FixJ/NarL (Ducros y col., 2001) (Fig. 12). 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Análisis del cluster génico responsable de la ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno en Azoarcus sp.
CIB. En la tabla se detallan los genes del cluster de Azoarcus sp. CIB, así como su contenido G+C, la distancia que separa cada gen
del siguiente (D) expresada en pares de bases (pb), la longitud en aminoácidos (aa) y la masa molecular (kDa) de los productos
génicos, y la hipotética función que se ha asignado a cada uno de los ellos. En los productos génicos relacionados se detalla el nombre
de la proteína de mayor similitud de secuencia, la longitud en aminoácidos (aa), la posible función, el grado de identidad que presenta
con la proteína homóloga de Azoarcus sp. CIB y su Nº de acceso en el GenBank. En la figura 51 del Anexo I se detalla la secuencia
completa del cluster de degradación anaeróbica del tolueno en Azoarcus sp. CIB, así como los oligonucleótidos utilizados para su
secuenciación y manipulación génica, y algunas dianas de enzimas de restricción más relevantes. 

Productos génicos relacionados 

Gen 

G+C 
% D 

(pb) 

Producto 
génico 
aa/kDa 

Hipotética 
función del 

producto génico 
Nombre/ 

aa Función Organismo Id 
% 

Nº 

Acceso 
tdiR 56 869 218/24,2 Regulador 

transcripcional 
TdiR/218 Posible regulador 

transcripcional 
Azoarcus sp. T 100 AAK50368 

tdiS 60,8 69 545/65,5 Histidín-quinasa 
sensora 

TdiS/545 Posible histidín-quinasa 
sensora 

Azoarcus sp. T 100 AAK50369 

bssD 56 18 332/37,5 Activador de la 
bencilsuccinato sintasa 

BssD/332 Activador de la 
bencilsuccinato sintasa 

Azoarcus sp. T 99 AAK50370 

bssC 48,6 23 60/7 Subunidad γ 
bencilsuccinato sintasa 

BssC/60 Subunidad γ 
bencilsuccinato sintasa 

Azoarcus sp. T 100 AAK50371 

bssA 59,5 76 864/97,4 Subunidad α 
bencilsuccinato sintasa 

BssA/864 Subunidad α 
bencilsuccinato sintasa 

Azoarcus sp. T 99 AAK50372 

bssB 61,5 47 76/8,8 Subunidad β 
bencilsuccinato sintasa 

BssB/76 Subunidad β 
bencilsuccinato sintasa 

Azoarcus sp. T 100 AAK50373 

bssE 56.8 41 286/31,8 Chaperona BssE/286 Posible chaperona Azoarcus sp. T 80 YP_158062 
bssF 58,8 0 569/64,6 Desconocido BssF/567 Desconocido T. aromatica K172 59 CAD88802 
bssG 58,3 839 190/21,7 Desconocido BssG /190 Desconocido Azoarcus sp. EbN1 63 YP_158064 
bssI 66,5 0 194/20,9 Desconocido C2B001/194 Desconocido Azoarcus sp. EbN1 83 YP_158066 
bssJ 68,1 23 307/34,4 Desconocido C2A200/307 Desconocido Azoarcus sp. EbN1 83 YP_158067 
bssK 64,3 0 314/35,1 Desconocido C2A203/315 Azúcar deshidratasa Azoarcus sp. EbN1 83 YP_158068 
bssL 71,9 68 518/54,1 Desconocido C2A204/520 Desconocido Azoarcus sp. EbN1 75 YP_158069 
tol 66,1 68 1049/115,2 Desconocido Azo1535/799 Desconocido Azoarcus sp. BH72 47 YP_933039 
bbsI 68,6 231 209/23,5 Desconocido BbsI/209 Desconocido T. aromatica K172 80 AAF89844 
bbsH 66,7 62 256/27,5 Fenilitaconil-CoA 

hidratasa 
BbsH/256 Posible fenilitaconil-CoA 

hidratasa 
Azoarcus sp. T 94 AAF89843 

bbsG 62,5 35 406/45,6 (R)-bencilsuccinil-
CoA deshidrogenasa 

BbsG/406 (R)-bencilsuccinil-CoA 
deshidrogenasa 

T. aromatica K172 92 Q9KJE8 

bbsJ 62,6 0 94/10 Desconocido BbsJ/94 Desconocido Azoarcus sp. T 64 YP_158073 
bbsF 64,6 0 409/45,1 Subunidad de la 

succinil-
CoA:bencilsuccinato 
CoA transferasa 

BbsF/409 Subunidad de la succinil-
CoA:bencilsuccinato 
CoA transferasa 

T. aromatica K172 89 AAF89841 

bbsE 64,6 0 410/45,4 Subunidad de la 
succinil-
CoA:bencilsuccinato 
CoA transferasa 

BbsE/410 Subunidad de la succinil-
CoA:bencilsuccinato 
CoA transferasa 

T. aromatica K172 87 AAF89840 

bbsD 65,5 42 248/26,3 2-[Hidroxi(fenil)metil] 
succinil-CoA 
deshidrogenasa 

BbsD/248 Posible 2-
[Hidroxi(fenil)metil] 
succinil-CoA 
deshidrogenasa 

Azoarcus sp. EbN1 91 AAF89839 

bbsC 66,4 14 250/25,6 2-[Hidroxi(fenil)metil] 
succinil-CoA 
deshidrogenasa 

BbsC/250 Posible2-
[Hidroxi(fenil)metil] 
succinil-CoA 
deshidrogenasa 

Azoarcus sp. EbN1 86 YP_158077 

bbsB 62,9 13 389/41,3 Benzoilsuccinil-CoA 
tiolasa 

BbsB/389 Posible benzoilsuccinil-
CoA tiolasa 

Azoarcus sp. EbN1 96 YP_158078 

bbsA 60 20 144/16,2 Benzoilsuccinil-CoA 
tiolasa 

BbsA/148 Posible benzoilsuccinil-
CoA tiolasa 

Azoarcus sp. EbN1 94 YP_158079 
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  Los genes bssF, bssG, bssI, bssJ, bssK, bssL, bbsI, y bbsJ codifican proteínas de 

función desconocida en los clusters de degradación anaeróbica de tolueno en otras 

bacterias. De todos los genes presentes en el cluster bss/bbs de Azoarcus sp. CIB, el 

único que no se ha identificado en ninguno de los clusters equivalentes descritos hasta 

la fecha en microorganismos degradadores de tolueno es el gen tol. Por ello, se procedió 

a un análisis más detallado de la posible función de este gen en la ruta periférica de la 

degradación anaeróbica de tolueno en la cepa CIB. 
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Figura 12. Esquema de la arquitectura modular de las proteínas TdiR, TdiS y Tol de Azoarcus
sp. CIB. En la figura se indican los dominios presentes en las diferentes proteínas: dominios receicer
(REC), dominio de unión a ADN (HTH), dominio sensor (PAS), dominio histidín-quinasa (HK),
dominio diguanilato ciclasa (DGC) y dominio fosfodiesterasa (EAL). Se detalla la posición de los
aminoácidos que delimitan cada dominio dentro de las proteínas. Se representan los residuos de
histidina (H) y ácido aspártico (D) susceptibles de ser fosforilados durante la cascada de fosforilación
asociada a la transmisión de la señal correspondiente. Los rsiduois que caracterizan a los dominios
DGC y EAL también se indican. El diferente rayado de los PAS (PAS-1 y PAS-2) indica que no
poseen una identidad de secuencia significativa.

 
1.5 El gen tol. 
 

El gen tol codifica una proteína de función desconocida que presenta una 

arquitectura modular compleja y peculiar, que no se ha descrito en ninguna de las 

proteínas caracterizadas hasta la fecha (Fig. 12). El extremo N-terminal de la proteína 

Tol posee un dominio PAS (Fig. 12) que posee una elevada identidad de secuencia 

(62%) con el correspondiente domino PAS de la proteína TutC de T. aromatica T1, 

presunta histidín-quinasa implicada en la regulación del catabolismo aeróbico del 

tolueno, y con los dominios PAS que presentan las histidín-quinasas sensoras TodS y 

StyS de las rutas de degradación aeróbica de tolueno y estireno, respectivamente, en 

distintas cepas del género Pseudomonas (Leuthner y Heider, 1998). La región central de 
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la proteína Tol posee similitud significativa con el dominio HK y el dominio REC de las 

distintas histidín-quinasas híbridas TutC, TodS y StyS (Leuthner y Heider, 1998). 

Finalmente, la región C-terminal de la proteína Tol se estructura en dos dominios que 

guardan identidad con dominios diguanilato ciclasa (DGC) y fosfodiesterasa (EAL) 

implicados en la síntesis y degradación, respectivamente, del dinucleótido cíclico di-

GMPc (Fig. 12) (Galperin ,2004). Mientras que el dominio EAL de la proteína Tol está 

perfectamente conservado, el dominio DGC posee una secuencia de reconocimiento 

(GDREF) que difiere en varias posiciones de la secuencia consenso GGDEF. Proteínas 

con motivos GGDEF alterados generalmente carecen de actividad guanilato ciclasa 

(Christen y col., 2005). 

Con el fin de comprobar la participación de la proteína Tol en la degradación 

anaeróbica de tolueno, se procedió a realizar una mutación que hacía perder la 

funcionalidad del gen tol en Azoarcus sp. CIB (Fig. 13). 

 
Figura 13. Estrategia seguida para la
construcción del mutante Azoarcus sp.
CIBdtol. 1 y 2 representan los
oligonucleótidos TutC3’ y 3T3.4,
respectivamente (Tabla 4), usados para la
amplificación por PCR del fragmento
interno del gen tol. Los oligonucleótidos
F24 y 3T3.3 (Tabla 4) sirvieron para
comprobar por PCR la correcta disrupción
del gen tol en el cromosoma de Azoarcus
sp. CIB. Se representan los orígenes de
replicación (oripUC) y de transferencia
(oriTRP4) del plásmido suicida pK18mob.
Kmr representa el gen que codifica la
resistencia a kanamicina. X, diana de
restricción XbaI. lacZα, secuencia que
codifica el fragmento α de la β-
galactosidasa de E. coli.  
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Dado que la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtol fue capaz de crecer 

anaeróbicamente en medio mínimo MC con tolueno como única fuente de carbono, el 

gen tol no parece ser imprescindible para el crecimiento anaeróbico en este hidrocarburo 

aromático. 

Puesto que la proteína Tol posee dominios presuntamente implicados en el 

metabolismo del di-GMPc, y este segundo mensajero bacteriano está involucrado en el 

control de diferentes procesos fisiológicos tales como movilidad, formación de 
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biopelículas, virulencia, diferenciación, etc. (Tamayo y col., 2007), se decidió investigar 

el posible papel del gen tol en el control de alguno de estos procesos en Azoarcus sp. 

CIB. Así, se comparó la quimiotaxis de la cepa parental CIB y la del mutante CIBdtol 

frente a tolueno y otra fuente de carbono no aromática como condición control. Cuando 

se realizó un ensayo de quimiotaxis a tiempos cortos utilizando la técnica de la gota de 

agarosa (Agarose Plug Assay; ver apartado 4.1 de Materiales y Métodos), se observó 

que las células de Azoarcus sp. CIB se aproximaban rápidamente a la gota de agarosa 

que contiene tolueno generando un halo refringente alrededor de dicha gota visible al 

microscopio de contraste de fases. Sin embargo, la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtol 

no mostró la formación de ningún halo refringente alrededor de la gota de agarosa con 

tolueno ni siquiera después de 25 min de contacto con el hidrocarburo (Fig. 14). Por el 

contrario, la respuesta quimiotáctica de las dos cepas fue similar cuando se utilizó 

piruvato como atrayente. Estos resultados sugieren que la mutación del gen tol afecta a 

la respuesta quimiotáctica de la cepa CIB al tolueno. 

Azoarcus sp. CIB

Azoarcus sp. CIBdtol

5 min 25 min15 min

Azoarcus sp. CIB

Azoarcus sp. CIBdtol

Tolueno

Tolueno

Tolueno

Tolueno Tolueno

T
ol

ue
no

Piruvato

Pi
ru

v a
to

Piruvato

Pi
ru

v a
to

P i
ru

va
to

Pi
ru

va
to

A

B

5 min 25 min15 min

Piruvato

Tolueno

 
 

 

 

 

Figura 14. Quimiotaxis de las cepas Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp. CIBdtol. Las células se
cultivaron anaeróbicamente en medio MC con piruvato 0,2% como fuente de carbono y se sometieron
al ensayo de Agarose Plug Assay con piruvato 0,2% (panel A) o tolueno 1mM (panel B) como
atrayentes en la gota como se indica en el apartado 4.1 de Materiales y Métodos. Las fotografías se
tomaron al microscopio de contraste de fases (x10 aumentos) al borde de la gota de agarosa a los 5, 15
y 25 min de ensayo. 
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En un ensayo de quimiotaxis en placas de agar al 0,3% (ver apartado 4.2 de 

Materiales y Métodos), se observó al cabo de 17 días de crecimiento anaeróbico un halo 

de crecimiento significativamente mayor para la cepa parental Azoarcus sp. CIB que 

para la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtol (Fig. 16), lo cual confirmaba los resultados 

obtenidos con el ensayo de la gota de agarosa (Fig. 14). Para confirmar que el defecto 

en quimiotaxis al tolueno del mutante Azoarcus sp. CIBdtol podía ser revertido al 

introducir de nuevo el gen tol nativo, se construyó el plásmido pIZTolR que expresa el 

gen tol bajo el control del promotor Ptac en el plásmido promiscuo pIZ1016 (Fig. 15).  
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Figura 15. Esquema de la estrategia seguida para la construcción del plásmido pIZTolR. En l

 

a
parte superior de la figura se esquematizan los genes bssL, tol y bbsI. Las flechas con número 1 y 2
representan los oligonucleótidos gtolSR3’ (1) y gtolSR5’ (2) (tabla 4), usados para la amplificación
por PCR del gen tol. Se representa el origen de replicación (oripBBR1), la región de movilización
(mob) y el gen que codifica la resistencia a gentamicina (Gmr) del plásmido pIZ1016 y sus derivados.
Se representa con una flecha blanca el promotor Ptac. lacIq, gen que codifica el represor LacI. Las
dianas de restricción utilizadas para la clonación se indican como: HindIII (H) y XbaI (X).  

El plásmido pIZTolR se transfirió por conjugación biparental desde la cepa 

donadora E. coli S17-1λpir (pIZTolR) a Azoarcus sp. CIBdtol siguiendo el protocolo 

descrito en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. La selección se llevó a cabo en 

placas de medio mínimo MC suplementado con succinato 0,2% como fuente de carbono 

y con gentamicina y kanamicina, obteniéndose la cepa Azoarcus sp. CIBdtol (pIZTolR). 

En el ensayo de quimiotaxis en placas de agar al 0,3%, la cepa complementada con el 

gen tol clonado en pIZTolR mostró un halo de crecimiento mayor que el de la cepa 

mutante CIBdtol, aunque todavía ligeramente inferior al mostrado por la cepa parental 
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CIB (Fig. 16), lo que volvía a confirmar la participación del gen tol en la respuesta 

quimiotáctica de Azoarcus sp. CIB al tolueno.  

Azoarcus sp. CIBdtol
(pIZTolR)

Azoarcus sp. CIB Azoarcus sp. CIBdtol

 
 Figura 16. Quimiotaxis de las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtol (pIZTolR) y

Azoarcus sp. CIBdtol cultivadas anaeróbicamente en medio sólido con agar al 0,3%. Se
midió el halo de crecimiento anaeróbico tras 17 días de incubación en medio mínimo MC
conteniendo piruvato 0,02% y tolueno 1mM como fuente de carbono, y suplementado con
nitrato 10mM e IPTG 5mM. 

 

 

 

Dado que la proteína Tol posee un motivo EAL conservado y presuntamente 

implicado en la hidrólisis del segundo mensajero di-GMPc, se procedió a investigar la 

posible actividad fosfodiesterasa de la proteína Tol. Para ello se utilizó la cepa E. coli 

TRMG (Tabla 2), que posee una disrupción del regulador global csrA implicado, entre 

otras funciones, en la regulación negativa de guanilato cliclasas responsables de la 

síntesis de di-GMPc. La cepa mutante E. coli TRMG posee niveles elevados de di-

GMPc y, por ello presenta un significativo incremento en su capacidad de formar 

biopelículas respecto a la cepa parental (Jonas y col., 2008). 

 Se transfirieron por electroporación los plásmidos pIZTolR y pIZ1016 (control) 

a la cepa mutante E. coli TRMG, y se analizó la capacidad de formación de biopelículas 

de las cepas resultantes E. coli TRMG (pIZTolR) y E. coli TRMG (pIZ1016) (ver 

apartados 9.1 y 5 de Materiales y Métodos). Se observó que la cepa complementada con 

el gen tol clonado en pIZTolR mostraba una significativa menor capacidad de 

formación de biopelículas cuando en el medio había tolueno que la cepa control 

conteniendo el plásmido pIZ1016 (Fig. 17). Este resultado sugiere que el gen tol de la 

cepa CIB es capaz de disminuir los niveles de di-GMPc en E. coli TRMG y, por tanto, 

reducir su capacidad de formación de biopelículas. En este sentido, un resultado similar 

se obtuvo cuando la cepa E. coli TRMG contenía el plásmido pJN2133 que expresa el 

gen PA2133 de P. aeruginosa el cual se ha demostrado que codifica una fosfodiesterasa 

de di-GMPc (Kulesekara y col., 2006) (Fig. 17). 
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Figura 17. Formación de biopelículas por las cepas E. coli TRMG (pIZ1016) y E. coli TRMG
(pIZTolR). La formación de biopelículas se midió mediante tinción con cristal violeta y posterior
cuantificación de la absorbancia a 595nm. Las células fueron cultivadas anaeróbicamente en medio
CFA con IPTG 1 mM (plásmidos pIZ1016 y pIZTolR) o arabinosa 50 mM (plásmido pJN2133) y
en ausencia o presencia de tolueno (0,5 mM) a 30ºC durante 24 h en placas multipocillo. Las barras
muestran la desviación estándar de los resultados de tres experimentos independientes. 

 

En conclusión, los resultados presentados en esta Tesis sugieren que el gen tol 

de Azoarcus sp. CIB codifica una fosfodiesterasa de di-GMPc cuya actividad responde a 

la presencia de tolueno en el medio, y está implicado en procesos de adaptación al 

consumo de este hidrocarburo tales como la respuesta quimiotáctica a esta fuente de 

carbono. 

 

1.6. El cluster bss/bbs está implicado en el catabolismo anaeróbico del m-xileno en 

Azoarcus sp. CIB. 

 
 Como se ha indicado en el apartado 4.2 de la Introducción, la ruta de 

degradación anaeróbica del m-xileno ha sido mucho menos estudiada que la del tolueno, 

en parte debido a que la mayoría de los microorganismos degradadores de tolueno no 

utilizan m-xileno anaeróbicamente como fuente de carbono. Estudios realizados en 

Azoarcus sp. T han revelado que la etapa inicial de la degradación anaeróbica de m-

xileno implica su activación a 3-metilbencilsuccinato por la bencilsuccinato sintasa 

(BssABC) (Krieger y col., 1999; Achong y col., 2001; Verfürth y col., 2004). 

Para determinar la implicación de los genes bss y bbs en el catabolismo 

anaeróbico del m-xileno, se procedió a analizar el crecimiento anaeróbico de Azoarcus 

sp. CIB y las cepas mutantes Azoarcus sp. CIBdtdiR, Azoarcus sp. CIBdbssD, y 

Azoarcus sp. CIBdbbsB en m-xileno como única fuente de carbono. Al igual que ocurrió 

con el tolueno, ninguna de las cepas mutantes fue capaz de degradar m-xileno, 
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indicando que tanto los genes tdiSR, como los bss y los bbs son necesarios para el 

catabolismo anaeróbico del m-xileno. Estos resultados confirman la participación de la 

bencilsuccinato sintasa (genes bss) en la etapa inicial de la activación del m-xileno a 3-

metilbencilsuccinato, y constituyen la primera demostración experimental de que los 

genes bbs (o al menos alguno de ellos) son imprescindibles para la oxidación del 3-

metilbencilsuccinato. Por otro lado, los productos génicos tdiSR también parecen 

responder al m-xileno (o a alguno de sus intermediarios catabólicos) y son necesarios 

para la degradación anaeróbica de este hidrocarburo. En conclusión, el cluster bss/bbs 

de Azoarcus sp. CIB está implicado tanto en la ruta periférica anaeróbica del tolueno 

como en la del m-xileno, y muy probablemente ambas rutas comparten muchas (o 

todas) de las actividades enzimáticas necesarias para la conversión de estos 

hidrocarburos en intermediarios centrales.  

Por lo que respecta a la implicación del gen tol en la degradación anaeróbica del 

m-xileno, la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtol fue capaz de utilizar este hidrocarburo 

como fuente de carbono, por lo que el gen tol no parece ser indispensable para el 

crecimiento anaeróbico en m-xileno, al igual que ya se había observado con el tolueno. 

 

1.7. Análisis transcripcional del cluster de degradación de tolueno y m-xileno en 

Azoarcus sp. CIB. 

 
 El análisis de la organización génica del cluster bss/bbs de Azoarcus sp. CIB 

revela que los genes se disponen en tres orientaciones distintas y están separados por 

distancias que oscilan entre 0 y 839 pb, siendo las mayores regiones intergénicas bssG-

bssI (839 pb) seguida de tol-bbsI (231 pb). Esta organización génica permite especular 

con la presencia de, al menos, tres promotores, PtdiS, PbssD y PbbsA, que controlan la 

expresión de tres posibles operones tdi, bss y bbs, respectivamente (Fig. 18). 
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 Figura 18. Esquema de la posible organización transcripcional de los genes implicados en la

ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB. Se
representan los genes responsables del catabolismo anaeróbico del tolueno y m-xileno indicando en
color naranja los posibles genes reguladores tdiR/tdiS, en color morado los genes del posible operón
bss, y en color azul se muestran los genes del presunto operón bbs. Las flechas curvadas representan
los posibles promotores PtdiS, PbssD y PbbsA.  
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1.7.1 Análisis de las regiones promotoras PtdiS, PbssD y PbbsA. 

 

La región intergénica localizada entre los genes tdiS y bssD posee una longitud 

de 305 pb (Fig. 19) y contiene los promotores divergentes PtdiS y PbssD. Cuando se 

comparó esta secuencia con otras depositadas en los bancos de datos, se observó una 

identidad del 100% con una secuencia de Azoarcus sp. T, que contiene el inicio de la 

transcripción de los genes tdiS y bssD (Achong y col., 2001). En base a lo descrito en 

Azoarcus sp. T, se han identificado las posibles regiones -10/-35 de reconocimiento de 

la subunidad σ70 de la ARNP, así como los sitios de inicio de la transcripción de los 

genes tdiS y bbsD en Azoarcus sp. CIB (Fig 19). 
CATGGAGCACTACCTCCTCGCAACCGGCAACCCGGGAACCGGTCTATCTAACCGCGCGCTGGCCCCATTGGCCG

CCGATCCGACCCCGTCAACCCTGAGCACTTCCGATTGTGCGCCCGTGACGCAGCGGCCGCACTAGGGACAACCC

CTCTTTGCTTAAGTGTTCGCACCAATTGGTCACGTTCGGCGAATGGTGCTTAAATTCAATTCACGGGGCCAGACT

CGCGCTGCCGAACCTGACTCCTCCGGTGCATGATACTCGTCTGCTTCCAAAATTGTTTGGTTTGCAATGAACCGC

AGAGGCTGTCGTG

+1

tdiS

bssD

-10 -35

-35 -10 +1

 
 

 

 

 

 

Figura 19. Secuencia de la región intergénica tdiS/bssD de Azoarcus sp. CIB. A partir de la
comparación de esta secuencia con una secuencia idéntica de Azoarcus sp. T, se postulan los
sitios de inicio de la transcripción (+1) del gen tdiS (marcado en naranja) y bssD (marcado en
morado), así como las cajas –10 (extendida) y –35 de reconocimiento de la subunidad σ70 de la
ARNP para los genes tdiS (subrayadas en naranja) y bssD (subrayadas en morado). Las flechas
indican los codones de inicio de la traducción de los genes tdiS y bssD. Con flechas
convergentes debajo de la secuencia se señala la región palindrómica que se ha propuesto como
la caja operadora TdiR (Kube y col., 2004). 

 

Se analizó también la región localizada en posición 5´ al gen bbsA de Azoarcus 

sp. CIB mediante comparación con las secuencias depositadas en las bases de datos. La 

comparación mostró una identidad del 72% con la región promotora del gen bbsA 

(PbbsA) caracterizada en T. aromatica K172 (Leuthner y Heider, 2000) y del 75% con 

la secuencia equivalente de Azoarcus sp. EbN1 (Kube y col., 2004). La comparación de 

secuencias permitió sugerir las posibles regiones –10 y –35 de interacción con la 

subunidad σ70 de la ARNP e hipotetizar la posición del inicio de la transcripción  en la 

región promotora del gen bbsA en Azoarcus sp. CIB (Fig. 20). 

Dado que hasta la fecha no se había realizado ningún análisis transcripcional 

completo del cluster bss/bbs en ningún organismo anaerobio degradador de tolueno, se 

procedió a confirmar experimentalmente la organización transcripcional predicha del 
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cluster responsable del catabolismo anaeróbico de tolueno/m-xileno presente en 

Azoarcus sp. CIB. 

-10

-35

Azoarcus sp.CIB       CGTGCGGGT-GGGGGTTACCCT-TAACAGTTAGGTGTCCGCACCAATTGTTGCGCCGCAA
Azoarcus sp.EbN1      CTTGCCCGTCGGGGGTTGCCCCCTAGCGTTTAGGTGTTCGCACCAATTGTTGCCGTGTAG
T.aromatica K172       ------GT--GGGGTTGCCCCTTAGCGCCTAGGTGTTCGGACCGATTGTTG

+1

CGTTCCGG

Azoarcus sp.CIB       CCAGGCGCGTTTAATTGGAT ACGTTGAA-AATGAAACAAATGCTGCGGAGGCGTCATG
Azoarcus sp.EbN1      GCCGGCGCGTTCTAAT

CT
GAACT ACGTCGAACAAGGAAACGATTGCTGCGGAGGCGTCATG

T.aromatica K172      CCTG-CGGGATTTAAT
C

GGCCC AGGTCGAA-CACGAAACAATTCCTGCGGAGGTGCCATGC

 
 

 

 

 

Figura 20. Comparación de las secuencias correspondientes a las regiones promotoras del gen bbsA
de Azoarcus sp. EbN1, T. aromatica K172 y Azoarcus sp. CIB. En los alineamientos se indican las
regiones -10/-35 de interacción con la subunidad σ70 de la ARNP (subrayados), así como el inicio de
transcripción del gen bbsA mapeado en T. aromatica K172 (en rojo) y los posibles inicios de transcripción
en Azoarcus sp. EbN1 y CIB (en verde). Las regiones sombreadas en amarillo representan los nucleótidos
conservados en las tres secuencias. Entre corchetes se muestra una región palindrómica que se ha
propuesto como la caja operadora de TdiR (Kube y col., 2004). 

 

1.7.2 Estudio de la expresión del cluster génico bss/bbs en Azoarcus sp. CIB. 
 
 Para estudiar la expresión del cluster génico bss/bbs en la cepa Azoarcus sp. 

CIB, se analizó si estos genes se inducían cuando la cepa era cultivada en presencia de 

tolueno y m-xileno. Se realizaron experimentos de RT-PCR de los genes tdiR-tdiS, bssA 

y bbsA con ARN total aislado de Azoarcus sp. CIB creciendo en condiciones 

desnitrificantes y utilizando como única fuente de carbono succinato (condición 

control), tolueno o m-xileno (Fig. 21).  
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Figura 21. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR de los genes tdiR-tdiS (A),
bssA (B) y bbsA (C), en Azoarcus sp. CIB. Los oligonucleótidos utilizados para las reacciones de
amplificación fueron: tdiRint5’ y tdiSF.3’ para los genes tdiR-tdiS, bssA5’new y bssA3’new para el gen bssA,
y bbsA331.3’ y bbsA5’new para el gen bbsA (Tabla 4). Las células de Azoarcus sp. CIB utilizadas para la
extracción del ARN total se cultivaron en condiciones desnitrificantes hasta alcanzar la mitad de la fase
exponencial de crecimiento usando succinato 0,2% (calles S), tolueno 250 mM (calles T) o m-xileno 250 mM
(calles X) como únicas fuentes de carbono. El tolueno y m-xileno se añadieron en una fase de HMN. La
extracción del ARN y las reacciones de RT-PCR se realizaron como se indica en el apartado 7 de Materiales y
Métodos. Se utilizó ADN del fago φX-174 digerido con la enzima de restricción HaeIII como marcador de
peso molecular (calles M). En el margen izquierdo del panel A se indican los tamaños (en pb) de los
marcadores. 
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Al analizar los productos de las reacciones de RT-PCR mediante electroforesis 

en geles de agarosa, se observa que el nivel basal de expresión de los genes tdiR-tdiS, 

bssA y bbsA en células cultivadas en succinato se incrementa significativamente cuando 

éstas se cultivan en tolueno o m-xileno (Fig. 21). Estos resultados confirman que la 

transcripción del cluster bss/bbs es inducible y dependiente del catabolismo de 

tolueno/m-xileno en Azoarcus sp. CIB.  

Para estudiar la organización transcripcional del cluster que controla el 

catabolismo anaeróbico de tolueno/m-xileno, se analizó la cotranscripción de distintas 

parejas de genes adyacentes incluyendo todos aquellos que poseen las distancias 

intergénicas mayores. Para ello, se realizaron experimentos de RT-PCR de las 

correspondientes regiones intergénicas con ARN total aislado de Azoarcus sp. CIB 

cultivado en condiciones desnitrificantes, utilizando como única fuente de carbono 

tolueno o m-xileno (Fig. 22).  
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Figura 22. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos a partir
de regiones intergénicas del cluster bss/bbs de Azoarcus sp. CIB. (A) Esquema de la posible
organización transcripcional del cluster bss/bbs según se detalla en la Fig. 18. Debajo de la
representación del cluster se indican con flechas negras los oligonucleótidos utilizados para las
reacciones de amplificación de las regiones intergénicas mediante RT-PCR: 1 (tdiRint5’), 2
(tdiSF.3’), 3 (3T7.3), 4 (bssAint3’), 5 (3T7.7), 6 (bssEint3'), 7 (3T79), 8 (bssFint3’), 9 (bssGint5’),
10 (3T3.14), 11 (c2A200int5’), 12 (3T3.12), 13 (TolSRint3’), 14 (3T3.3), 15 (bbsIint3’), 16
(3T3.2), 17 (bbsH333.3’), 18 (bbsG.F5’), 19 (bbsGint3’), 20 (bbsFint5’) (Tabla 4). (B) Las células
de Azoarcus sp. CIB utilizadas para la extracción del ARN total se cultivaron en condiciones
desnitrificantes hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial de crecimiento usando tolueno 250
mM (calles T) o m-xileno 250 mM (calles X) añadidos en fase de HMN como únicas fuentes de
carbono. La extracción del ARN y las reacciones de RT-PCR se realizaron como se indica en el
apartado 7 de Materiales y Métodos. Se utilizó ADN del fago φX-174 digerido con la enzima de
restricción HaeIII como marcador de peso molecular (calles M). En el margen izquierdo de la
figura se indican los tamaños (en pb) de los marcadores. 
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Tras analizar los productos de las reacciones de RT-PCR mediante electroforesis 

en geles de agarosa, se observaron fragmentos de ADN del tamaño esperado en todas 

las regiones analizadas (Fig. 22), lo que sugiere la cotranscripción de los genes 

estudiados y la existencia de, al menos, tres operones dentro del cluster bss/bbs: un 

operón regulador, tdiSR, y dos operones catabólicos, bssDCABEFGIJKL y 

bbsABCDEFJGHItol (Fig. 18). 

 
1.7.3. Identificación de una cuarta unidad transcripcional en el cluster bss/bbs. 
 

La localización del gen tol en el extremo 3’ del operón bbs y su expresión en 

presencia de tolueno y m-xileno (Fig. 22), sugieren su implicación en la ruta periférica 

de degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB. Así, aunque los 

resultados obtenidos con el mutante Azoarcus sp. CIBdtol revelan que la inactivación 

del gen tol no afecta de forma significativa al crecimiento anaeróbico en tolueno o m-

xileno, sí es posible observar un defecto en quimiotaxis del mutante (apartado 1.5 de 

Resultados), lo que hace sospechar que el producto del gen tol estaría interviniendo en 

otros procesos más generales y en la posibilidad de una regulación adicional a la del 

resto de los genes bss/bbs.  

Para confirmar los resultados obtenidos mediante RT-PCR y demostrar la 

existencia de un único operón catabólico bbs que incluye al gen tol en Azoarcus sp. 

CIB, se analizó la expresión de dichos genes en la cepa Azoarcus sp. CIBdbbsB 

portadora de una mutación polar en el gen bbsB (Fig. 11). La cepa mutante fue cultivada 

anaeróbicamente en medio mínimo MC suplementado con piruvato como fuente de 

carbono y tolueno como inductor. La expresión de los genes bbs localizados en posición 

3’ del presunto operón catabólico bbs se analizó mediante RT-PCR tal y como se indica 

en la figura 23. Se detectó un fragmento del tamaño esperado para la región amplificada 

del gen tol, mientras que no se observó amplificación de los genes bbsI y bbsH (Fig. 

23). Este resultado sugiere que los genes bbsA-bbsI forman un único operón (operón 

bbs) controlado por el promotor PbbsA, y que si bien el gen tol se cotranscribe con los 

genes bbs (Fig. 22), también es capaz de transcribirse de manera independiente a dichos 

genes, sugiriendo la presencia de un promotor adicional que se ha denominado Ptol 

(Fig. 23). 

Cuando se analizó por RT-PCR la expresión del gen bssA en células de Azoarcus 

sp. CIBdbbsB, se observó que ésta era inducible en presencia de tolueno, como ocurría 

en la cepa parental (Fig. 21), lo que indica que la mutación del gen bbsB no afecta a la 
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expresión de los genes bss que se transcriben desde una unidad transcripcional diferente 

(Fig. 23). 
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos a partir del
ARN total de Azoarcus sp. CIBdbbsB. (A) Esquema de la organización transcripcional del cluster
bss/bbs detallándose con flechas curvadas los cuatro promotores presentes en el cluster. La cruz gris
representa las mutación polar realizada en el gen bbsB. Se indican con flechas convergentes los
oligonucleótidos utilizados para las reacciones de RT-PCR: 1 (bssA5’new), 2 (bssA3’new), 3
(tolSR2244.3’), 4 (3T3.6), 5 (bbsIint3’) y 6 (3T3.2) (Tabla 4). (B) Las células de Azoarcus sp.
CIBdbbsB utilizadas para la extracción del ARN total se cultivaron en condiciones desnitrificantes hasta
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento usando como fuente de carbono piruvato 0,2% (calles P), o
piruvato 0,2% más tolueno 250 mM en fase HMN (calles P+T). Se detallan los productos de
amplificación de los genes bssA, tol y bbsH-I. Los controles positivos (calles C+) consistieron en
amplificaciones por PCR con los mismos oligonucleótidos usando ADN genómico de Azoarcus sp. CIB
como molde. Se utilizó ADN del fago φX-174 digerido con la enzima de restricción HaeIII como
marcador de peso molecular (calles M). En el margen izquierdo de la figura se indican los tamaños (en
pb) de los marcadores. 
 

Por lo tanto, los resultados obtenidos permiten sugerir que el cluster catabólico 

de degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB posee al menos 

cuatro operones: el operón tdiSR que incluye los posibles genes reguladores, los 

operones catabólicos bss y bbs (incluyendo al gen tol) y un cuarto operón que incluye 

sólo al gen tol (Fig. 23). 

 

1.8. Estudio de la regulación transcripcional de los operones catabólicos bss y bbs. 

 
Los análisis de comparación de secuencias de los genes tdiSR (ver apartado 1.4 ) 

y su localización adyacente a los genes catabólicos bss y bbs, sugiere que codifican un 

sistema regulador de dos componentes (TdiS, proteína sensora; TdiR, regulador 
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transcripcional) encargado de la regulación transcripcional de la ruta periférica del 

tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB. Además, el hecho de que mutaciones que 

inactivan los genes tdiS y tdiR impidan el crecimiento anaeróbico de las cepas mutantes 

en tolueno y m-xileno (ver apartados 1.3 y 1.6), sugiere que TdiR es un activador 

transcripcional de los promotores catabólicos PbssD y/o PbbsA. Para tratar de confirmar 

estas hipótesis, se procedió al estudio de la regulación de los promotores PbssD y 

PbbsA. 

 

1.8.1 Clonación y actividad del promotor PbbsA en E. coli. 

 
 Inicialmente se procedió a la clonación de la región 5´ del gen bbsA (PbbsA) en 

el vector de búsqueda de promotores pSJ3, generando el plásmido pSJPbbsA (Fig. 24). 

El plásmido recombinante contiene el fragmento de ADN clonado de tal manera que el 

codón de inicio de la traducción del gen bbsA se dispone en fase con el gen reportero 

lacZ del vector, generándose así una fusión traduccional PbbsA::lacZ. 
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Figura 24. Esquema de la construcción de la fusión traduccional PbbsA::lacZ en el plásmido
pSJPbbsA. Las flechas negras indican los genes bbs. La flecha curvada representa el promotor PbbsA.
Las flechas con número 1 y 2 indican los oligonucleótidos pbbsA3’(1) y pbbsA5’ (2) respectivamente
(Tabla 4, Anexo I) que se utilizaron para amplificar por PCR la región promotora bbsA y los dos
primeros codones del gen bbsA, y posteriormente clonarla en fase con el gen lacZ del vector de
búsqueda de promotores pSJ3. Con flechas blancas se representan el gen lacZ y el gen de resistencia a
ampicilina (ApR). En posición 3’ del gen lacZ se encuentra un terminador fuerte de la transcripción del
fago T7 (T7t). Se indica también el origen de replicación del plásmido (ori pUC). Las dianas de
restricción utilizadas para la clonación se indican como: XbaI (X) y PstI (P). 
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Dado que la cepa E. coli MC4100 (pSJPbbsA) cultivada anaeróbicamente no 

mostró actividad β-galactosidasa, parecía razonable asumir que el promotor PbbsA 

podría necesitar una proteína reguladora específica para su actividad. Con el fin de 

comprobar si el presunto sistema regulador de dos componentes tdiS y tdiR localizado 

en la posición 5´del cluster jugaba algún papel en la expresión del promotor PbbsA, se 

clonaron ambos genes en el plásmido pVTRtdiRS compatible con pSJPbbsA (Fig. 25). 
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Figura 25. Esquema de la estrategia seguida para la construcción del plásmido pVTRtdiRS.
Las flechas rayadas indican los genes tdiS y tdiR. La flecha negra corresponde al gen catabólico
bssD. El promotor Ptrc se muestra con flechas blancas. Las flechas con número 1 y 2 indican los
oligonucleótidos tdiRS3’ y tdiRS5’, respectivamente (Tabla 4) usados en la amplificación por
PCR. Se indica el origen de replicación del plásmido (oripSC101) y el gen lacIq. Cmr representa el
gen que codifica la resistencia a cloranfenicol. Las dianas de restricción utilizadas para la clonación
se indican como: XbaI (X) y PstI (P). 

 

La cepa E. coli MC4100 portadora de los plámidos pSJPbbsA y pVTRtdiRS fue 

cultivada anaeróbicamente en medio M63 suplementado con glicerol 30 mM, como 

fuente de carbono, IPTG 1 mM y tolueno 1 mM o m-xileno 1 mM, como compuestos 

inductores. Como control se cultivó en las mismas condiciones la cepa E. coli MC4100 

portadora del plásmido pSJPbbsA y el plásmido parental pVTR-B. No se observó, ni en 

la cepa portadora de los genes tdiS-tdiR ni en la cepa control, actividad β-galactosidasa 

a lo largo de la curva de crecimiento. Este resultado sugería que o bien las proteínas 

TdiSR no participaban en la activación del promotor PbbsA, o que ni el tolueno ni el m-

xileno eran las moléculas inductoras del sistema de dos componentes. Sin embargo, 
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tampoco podía descartarse que la ausencia de actividad fuese debida a que ambas 

proteínas reguladoras no fuesen funcionales en el sistema heterólogo de E. coli, y/o que 

fuese necesario algún otro factor regulador ausente en esta bacteria huésped. Por ello, se 

decidió estudiar la actividad del promotor PbbsA, así como la del promotor PbssD, 

directamente en Azoarcus sp. CIB. 

 

1.8.2 Actividad de los promotores PbbsA y PbssD en Azoarcus sp. CIB. 
 
 Para investigar la actividad del promotor PbbsA en el sistema homólogo 

Azoarcus sp. CIB, se subclonó la fusión PbbsA:lacZ en el plásmido de amplio rango de 

huésped pBBR5T (Tabla 3), generándose el plásmido pBBRPbbsA (Fig. 26). 
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 Figura 26. Esquema de la estrategia seguida para la construcción del plásmido pBBRPbbsA. La

flecha curvada representa el promotor PbbsA y la flecha blanca representa el gen lacZ. Se representan
los genes que codifican resistencia a ampicilina y gentamicina como Apr y Gmr, respectivamente. Se
indican las funciones de replicación (oripBBR1 y oripUC) y de movilización (mob). Se muestra también
un terminador de la transcripción del fago T7 (T7t). Las dianas de restricción utilizadas para la
subclonación se indican como: HindIII (H) y EcoRI (E).  

 

 

 

 

Para estudiar también la actividad del promotor PbssD en Azoarcus sp. CIB, se 

construyó una fusión traduccional PbssD::lacZ en el plásmido de amplio espectro de 

húespedes pBBRPbssD (Fig. 27). 
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Figura 27. Esquema de la construcción de la fusión traduccional PbssD::lacZ.. En color negro se
indican los genes tdiS y bssD. En rayado se representa la región intergénica que contiene el promoto

 

r
PbssD (indicado con una flecha curvada). Las flechas 1 y 2 indican los oligonucleótidos ptdiS5’ y pbssD3’
(Tabla 4, Anexo I) usados en la amplificación por PCR del promotor PbssD y los dos primeros codones
del gen bssD. Gmr representa el gen que codifica la resistencia a la gentamicina. Se representan las
funciones de replicación (ori pBBR1) y de movilización (mob). En posición 5’ del gen lacZ se localiza un
terminador de la transcripción del fago T7 (T7t). Las dianas de restricción utilizadas para la subclonación
se indican como: BamHI (B) y SpeI (S).

Para estudiar la expresión de las fusiones traduccionales generadas se cultivaron 

anaeróbicamente células de Azoarcus sp. CIB (pBBRPbbsA) y Azoarcus sp. CIB 

(pBBRPbssD) en piruvato como única fuente de carbono ó piruvato como fuente de 

carbono suplementado con tolueno como inductor. Las actividades de los promotores 

PbssD y PbbA se ensayaron valorando las actividades β-galactosidasa asociadas a las 

fusiones traduccionales. Los resultados obtenidos revelan una activación de 6 veces 

tanto del promotor PbbsA como del promotor PbssD en presencia de tolueno (Fig. 28). 

Además, la actividad del promotor PbssD fue considerablemente mayor que la del 

promotor PbbsA (Fig. 28), lo que está de acuerdo con la significativa mayor expresión 

de los genes bss respecto a los genes bbs detectada en los experimentos de RT-PCR 

(Fig. 21). Un dato remarcable es el hecho de que los valores de actividad del promotor 

PbssD sin inducir (condiciones de piruvato) son similares a los niveles de actividad del 

promotor PbbsA en presencia de tolueno. Los resultados presentados revelan, por lo 

tanto, que las fusiones PbssD::lacZ y PbbsA::lacZ son funcionales en Azoarcus sp. CIB 

y confirman la inducción de los genes bss y bbs, respectivamente, cuando las células 

metabolizan tolueno. 



Resultados 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

A
ct

iv
id

ad
 β

-g
al

ac
to

si
da

sa
 (U

.M
.)

Piruvato Piruvato + 
tolueno

A BPbssD::lacZ PbbsA::lacZ

Piruvato Piruvato + 
tolueno  

 Figura 28. Expresión de las fusiones traduccionales PbssD::lacZ y PbbsA::lacZ en Azoarcus
sp. CIB. Medida de la actividad β-galactosidasa (en unidades Miller, U.M.) en células de
Azoarcus sp. CIB que contienen las fusiones traduccionales PbssD::lacZ (plásmido pBBRPbssD)
(A) o PbbsA::lacZ (plásmido pBBRPbbsA) (B). Las células fueron cultivadas anaeróbicamente
hasta alcanzar la fase estacionaria en medio mínimo MC con piruvato 0,2% como fuente de
carbono o piruvato 0,2% como fuente de carbono más tolueno 250 mM (en fase de HMN) como
compuesto inductor. Las barras indican la desviación estándar de tres experimentos
independientes. 

 

 

 

 

 

1.8.3. TdiR es un activador transcripcional de los genes bss y bbs. 

 
Con el fin de confirmar si el producto del gen tdiR estaba implicado en la 

activación de los promotores PbssD y PbbsA, se valoró la expresión de las fusiones 

PbssD::lacZ y PbbsA::lacZ en un fondo génico carente del gen tdiR, i. e., en las cepas 

Azoarcus sp. CIBdtdiR (pBBRPbssD) y Azoarcus sp. CIBdtdiR (pBBRPbbsA). Se 

analizó la actividad β-galactosidasa de estas células cultivadas anaeróbicamente en 

medio MC con piruvato como fuente de carbono (condición control) y con piruvato 

como fuente de carbono más tolueno como inductor (Fig. 29). La cepa Azoarcus sp. 

CIBdtdiR (pBBRPbbsA) no presenta actividad β-galactosidasa en ninguna condición y, 

por lo tanto, no hay actividad del promotor PbbsA aunque en el medio haya tolueno 

(Fig. 29). Por el contrario, la cepa Azoarcus sp. CIBdtdiR (pBBRPbssD) presenta los 

niveles basales de actividad β-galactosidasa cuando se cultiva en piruvato y estos 

niveles se incrementan en presencia de tolueno (Fig. 29). Estos resultados sugieren que 

el producto del gen tdiR es imprescindible para activar al promotor PbbsA pero no para 
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la activación del promotor PbssD, si bien la actividad máxima de este último se ve 

reducida a la mitad en el mutante tdiR respecto a la cepa parental CIB (Fig. 29). 

Por lo tanto, los dos operones catabólicos bss y bbs de degradación anaeróbica 

de tolueno en Azoarcus sp. CIB muestran una regulación diferencial. Mientras que el 

operón bbs está estrictamente regulado (activado) por la proteína TdiR, el operón bss 

tiene un mayor nivel de expresión basal y su activación en presencia de tolueno está 

sólo parcialmente mediada por el regulador TdiR. 
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Figura 29. Expresión de las fusiones traduccionales PbssD::lacZ (A) y PbbsA::lacZ (B) en la cepa
mutante Azoarcus sp. CIBdtdiR. Medida de la actividad β-galactosidasa (en unidades Miller, U.M.) en
células de Azoarcus sp. CIBdtdiR que contienen las fusiones traduccionales PbssD::lacZ (plásmido

 

pBBRPbssD) o PbbsA::lacZ (plásmido pBBRPbbsA). La células utilizadas en este experimento fueron
cultivadas anaeróbicamente hasta alcanzar la fase estacionaria en medio mínimo MC con piruvato 0,2% como
fuente de carbono o piruvato 0,2% como fuente de carbono más tolueno 250 mM como inductor (suministrado
en fase de HMN). Las barras indican la desviación estándar de tres experimentos independientes. 

1.8.4 Caracterización de los inductores del operón catabólico bbs. 
 
 Como se ha indicado en el apartado 1.7.2, la ruta periférica de la degradación 

anaeróbica de tolueno es inducible en Azoarcus sp. CIB y la expresión de los genes 

bss/bbs se produce cuando las células se cultivan en presencia de tolueno o m-xileno 

(Fig. 21). 

Para determinar si estos dos hidrocarburos son los verdaderos inductores del 

promotor PbbsA dependiente de TdiR, se valoró la expresión de la fusión traduccional 

PbbsA::lacZ en las cepas mutantes Azoarcus sp. CIBdbssD y Azoarcus sp. CIBdbbsB 

que tienen bloqueada la activación del tolueno a bencilsuccinato (incapaces de 
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metabolizar tolueno) y la β-oxidación de este último a benzoil-CoA (acumulan 

bencilsuccinato), respectivamente. 

Se realizaron experimentos de actividad β-galactosidasa en las cepas Azoarcus 

sp. CIBdbssD (pBBRPbbsA) y Azoarcus sp. CIBdbbsB (pBBRPbbsA) cultivadas 

anaeróbicamente en piruvato como única fuente de carbono o en piruvato como fuente 

de carbono más tolueno o m-xileno como inductores. Se observó que la cepa Azoarcus 

sp.CIBdbssD (pBBRPbbsA), incapaz de iniciar el catabolismo anaeróbico del tolueno y 

m-xileno, no presentaba actividad β-galactosidasa en ninguna de las condiciones 

ensayadas, sugiriendo que ninguno de estos dos hidrocarburos aromáticos son los 

verdaderos inductores del operón bbs (Fig. 30). 

La cepa Azoarcus sp. CIBdbbsA (pBBRPbbsA), que conserva el operón bss 

activo y, por tanto, es capaz de activar el tolueno y m-xileno a bencilsuccinato y 3-

metilbencilsuccinato, respectivamente, sí presentaba actividad β-galactosidasa cuando 

las células habían crecido en presencia de tolueno o m-xileno. Por el contrario, otros 

hidrocarburos arómaticos tales como p-xileno, o-xileno o estireno fueron incapaces de 

activar el promotor PbbsA (Fig. 30). Todos estos resultados sugieren que los verdaderos 

inductores del operón bbs son los primeros intermediarios de la ruta de degradación 

anaeróbica de tolueno y m-xileno, es decir, el bencilsuccinato y el 3-

metilbencilsuccinato, respectivamente.  
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Figura 30. Expresión de la fusión traduccional PbbsA::lacZ en las cepas mutantes Azoarcus sp.
CIBdbssD (A) y Azoarcus sp. CIBdbbsB (B). Se muestra la actividad β-galactosidasa (en unidades
Miller, U.M.) de células de Azoarcus sp. CIBdbssD y Azoarcus sp. CIBdbbsB que contienen la fusión
traduccional PbbsA::lacZ (plásmido pBBRPbbsA). Las células fueron cultivadas anaeróbicamente
hasta alcanzar la fase estacionaria en medio MC con piruvato 0,2% como fuente de carbono o en
piruvato 0,2% como fuente de carbono más tolueno, m-xileno, p-xileno, o-xileno o estireno 250mM
(en fase de HMN) como inductores. Las barras indican la desviación estándar de tres experimentos
independientes. 

 66



Resultados 

1.8.5 Caracterización de la inducción independiente de TdiR del operón catabólico 

bss. 

 
Para la caracterización de la inducción independiente de TdiR del operón 

catabólico bss, se valoró la expresión de la fusión traduccional PbssD::lacZ en la cepa 

mutante Azoarcus sp. CIBdtdiR. Se realizaron experimentos de actividad β-

galactosidasa de la cepa Azoarcus sp. CIBdtdiR (pBBRPbssD) cultivada 

anaeróbicamente en piruvato como única fuente de carbono o en piruvato como fuente 

de carbono más tolueno, m-xileno, p-xileno o estireno como inductores (Fig. 31). Se 

observó que la cepa Azoarcus sp.CIBdtdiR (pBBRPbssD), incapaz de iniciar el 

catabolismo anaeróbico del tolueno y m-xileno, presentaba mayor actividad β-

galactosidasa en presencia de cualquiera de los hidrocarburos ensayados. Este dato 

sugiriere que existe una regulación del promotor PbbsD independiente de TdiR pero 

que responde a la presencia de aromáticos. Dado que los mejores inductores de la 

actividad independiente de TdiR del promotor PbssD son hidrocarburos aromáticos que 

no pueden ser metabolizados por Azoarcus sp. CIB, por ejemplo p-xileno y estireno, la 

inducción observada podría ser el resultado de una respuesta al estrés general 

ocasionado por los hidrocarburos aromáticos en la cepa CIB. 
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 Figura 31. Expresión de la fusión traduccional PbssD::lacZ en la cepa mutante Azoarcus sp.

CIBdtdiR. Se muestra la actividad β-galactosidasa (en unidades Miller, U.M.) de células de
Azoarcus sp. CIBdtdiR que contienen la fusión traduccional PbssD::lacZ (plásmido pBBRPbssD).
Las células fueron cultivadas anaeróbicamente hasta alcanzar la fase estacionaria en medio MC
con piruvato 0,2% como fuente de carbono, o piruvato 0,2% como fuente de carbono más tolueno,
m-xileno, p-xileno o estireno 250mM (en fase de HMN) como inductores. Las barras indican la
desviación estándar de tres experimentos independientes. 
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1.9. Regulación sobreimpuesta de los genes bbs en Azoarcus sp. CIB. 
 

Como se ha indicado en el apartado 3.2 de Introducción, a la regulación 

específica que controla la expresión de rutas catabólicas se superpone una regulación 

más general que depende del estado fisiológico global de la célula y que condiciona la 

expresión de los genes catabólicos a la existencia de otras fuentes de carbono 

preferentes (represión catabólica) o a otros factores ambientales tales como la 

disponibilidad de oxígeno. 

Para determinar si los genes bbs de la ruta periférica de degradación anaeróbica 

de tolueno/m-xileno en Azoarcus sp. CIB estaban sometidos a una regulación 

sobreimpuesta, se procedió a analizar la expresión de dichos genes en presencia de 

fuentes de carbono adicionales y bajo condiciones aeróbicas. 

 

1.9.1 Represión catabólica de los genes bbs. 

 
Para determinar si la expresión de los genes bbs en Azoarcus sp. CIB estaba 

sometida a represión catabólica por fuentes de carbono preferenciales, se monitorizó la 

actividad del promotor PbbsA::lacZ a lo largo del tiempo en células de Azoarcus sp. 

CIB (pBBRPbbsA) cultivadas anaeróbicamente en medio mínimo MC conteniendo una 

mezcla de tolueno y distintas fuentes de carbono, tales como piruvato, alanina, 

glutamato, glutarato y benzoato (Fig. 32).  

Los resultados obtenidos muestran que existe inhibición de la actividad del 

promotor PbbsA por todas las fuentes de carbono probadas (en la figura 32 se muestran 

los datos obtenidos con piruvato). La inhibición se observa desde el inicio de la curva 

de crecimiento y hasta que se alcanza un consumo significativo de la fuente de carbono 

preferencial, i.e, 72 h de incubación, lo que se corresponde con una fase exponencial 

tardía de crecimiento. A partir de este momento, la actividad del promotor PbbsA se 

hace patente (Fig. 32). Resultados similares se obtuvieron cuando en lugar de tolueno se 

utilizó m-xileno como segunda fuente de carbono. 
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Figura 32. Actividad del promotor
PbbsA a lo largo de la cruva de
crecimiento. Se monitorizó la actividad β-
galactosidasa a lo largo de la curva de
crecimiento (rombos) de Azoarcus sp. CIB
(pBBRPbbsA) cultivado anaeróbicamente
en presencia de piruvato (0,2%) más
tolueno (250 mM en fase de HMN). A las
72 h de incubación, se adicionó más KNO3
a los cultivos.  

Estos resultados indican, por lo tanto, la existencia de represión catabólica de los 

genes bbs por todas las fuentes de carbono probadas, lo que confirma que el tolueno/m-

xileno no son sustratos preferentes para Azoarcus sp. CIB. 

 

1.9.2 Expresión de los genes bbs en presencia de oxígeno. 

 
 Se procedió también a estudiar si la expresión de los genes bbs está bajo 

regulación por oxígeno. Para ello, se analizó mediante experimentos de RT-PCR la 

expresión del gen bbsB en células de Azoarcus sp. CIB cultivadas en tolueno como 

fuente de carbono tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas (Fig. 33). Los 

resultados obtenidos muestran que la expresión del operón bbs está reprimida en 

presencia de oxígeno y sólo en condiciones de anaerobiosis se produce su transcripción. 

Un resultado similar se obtuvo para los genes bss (datos no mostrados). 

 

1353 pb
1078 pb
872 pb
603 pb

-O2M +O2
 

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa del
producto de RT-PCR del gen bbsA de Azoarcus sp.
CIB cultivado en tolueno. Los oligonucleótidos
utilizados para las reacciones de amplificación mediante
RT-PCR fueron: bbsA331.3’ y bbsA5’new (Tabla 4).
Las células de Azoarcus sp. CIB utilizadas para la
extracción del ARN total se cultivaron en medio MC
hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial de
crecimiento usando tolueno 2 mM en condiciones
aeróbicas o tolueno 250 mM (en fase HMN) en
condiciones anaeróbicas. La extracción del ARN y las
reacciones de RT-PCR  células cultivadas en ausencia o
presencia de oxígeno se realizaron como se indica en el
apartado 7 de Materiales y Métodos. Se utilizó ADN del
fago φX-174 digerido con la enzima de restricción
HaeIII como marcador de peso molecular (calle M). En
el margen derecho de la figura se indican los tamaños
(en pb) de los marcadores. 
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2. CARACTERIZACIÓN Y REGULACIÓN DEL GEN gcdH IMPLICADO EN 

LA RUTA BAJA DE DEGRADACIÓN ANAERÓBICA DE TOLUENO EN 

Azoarcus sp. CIB.  

 
Como se ha indicado en la Introducción, el catabolismo anaeróbico periférico 

del tolueno genera finalmente el intermediario central benzoil-CoA. La ruta alta del 

benzoil-CoA transforma éste en un compuesto alifático, i.e., pimelil-CoA (en la bacteria 

fotosintética R. palustris) o 3-hidroxipimelil-CoA (en el resto de los organismos 

anaerobios degradadores de benzoil-CoA descritos hasta la fecha) (Harwood y Gibson, 

1997; Gibson y Harwood, 2002; López-Barragán y col., 2004a; Harrison y Harwood, 

2005). A la serie de reacciones que transforman el pimelil-CoA/3-hidroxipimelil-CoA 

en CO2 y acetil-CoA se le ha denominado ruta baja del benzoil-CoA (Fig. 4). En dicha 

ruta, la oxidación del glutaril-CoA a crotonil-CoA, catalizada por la enzima glutaril-

CoA deshidrogenasa (GcdH), es una de las etapas limitantes y la que conecta la serie de 

reacciones de β-oxidación de ácidos dicarboxílicos de cadena media-larga con la ruta 

general de β-oxidación de ácidos grasos de cadena corta (Fig. 4) (Gallus y Schink, 

1994; Harrison y Harwood, 2005). Hasta la fecha no se había caracterizado ningún gen 

bacteriano responsable de la actividad GcdH y no había ningún dato experimental 

concluyente de que esta actividad fuese esencial para el crecimiento anaeróbico en 

compuestos aromáticos. Por ello, en esta tesis se decidió caracterizar el gen que codifica 

la actividad GcdH de Azoarcus sp. CIB. 

 

2.1 Estudio de la inducción de la actividad glutaril-CoA deshidrogenasa (GcdH) de 

Azoarcus sp. CIB. 

 
 Dado que Azoarcus sp. CIB es capaz de crecer anaeróbicamente en compuestos 

aromáticos, tales como tolueno y benzoato, así como en otras fuentes de carbono 

alifáticas, e. g., pimelato y glutarato, y alicíclicas, e. g., ciclohexano carboxilato, que 

generan glutaril-CoA en su catabolismo, se decidió investigar la actividad GcdH de 

Azoarcus sp. CIB cultivado en dichas fuentes de carbono. Con este fin, se cultivaron 

anaeróbicamente células de Azoarcus sp. CIB en medio mínimo MC suplementado con 

diversas fuentes de carbono tales como pimelato, benzoato, piruvato, succinato, acetato 

ó una mezcla de piruvato y pimelato, y se midió su actividad glutaril-CoA 

deshidrogenasa. Extractos celulares de Azoarcus sp. CIB cultivado anaeróbicamente en 
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pimelato o benzoato presentaron una actividad GcdH significativa, en comparación con 

la obtenida con extractos procedentes de células cultivadas anaeróbicamente en 

piruvato, acetato o succinato (Fig. 34). También se observó una significativa actividad 

GcdH en células cultivadas en piruvato más pimelato (Fig. 34). Estos resultados 

muestran la existencia de una actividad GcdH en Azoarcus sp. CIB que se induce 

específicamente cuando las células metabolizan anaeróbicamente pimelato o benzoato, 

compuestos que originan glutaril-CoA en su degradación. Además, el hecho de que 

haya inducción de la actividad GcdH cuando las células crecen en piruvato y pimelato, 

sugiere que el piruvato no ejerce represión catabólica sobre la producción/actividad de 

esta enzima. 
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 Figura 34. Actividad glutaril-CoA deshidrogenasa de Azoarcus sp. CIB. Células de Azoarcus sp.

CIB fueron cultivadas anaeróbicamente hasta la mitad de la fase exponencial de crecimiento en
medio mínimo MC conteniendo diferentes fuentes de carbono (pimelato 5 mM, benzoato 3 mM,
piruvato 0,2%, succinato 0,2%, acetato 0,2%, ó piruvato 0,2% más pimelato 10 mM). La actividad
GcdH se midió en extractos celulares tal y como se describe en el apartado 13.2 de Materiales y
Métodos. Las barras indican la desviación estándar de tres experimentos independientes.  

 

 

 

 

 

2.2 Identificación del gen gcdH de Azoarcus sp. CIB. 

 
Tras comprobar que existía una actividad GcdH inducible en Azoarcus sp. CIB, 

se planteó identificar al gen gcdH responsable de la misma. Dado que en el genoma de 

Azoarcus sp. EbN1 se había identificado un ORF anotado como un presunto gen gcdH 

(ebA2993), se empleó esta secuencia como referencia para el diseño de dos 

oligonucleótidos (3’GcdEbN1 y 5’GcdEbN1) que permitieron la amplificación 
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mediante PCR de un fragmento interno del presunto gen gcdH de la cepa CIB. Dicho 

fragmento interno se clonó en el vector suicida pK18mob, obteniéndose de esta forma el 

plásmido pK18mobgcdH (Fig. 35) Este plásmido se transfirió mediante conjugación 

biparental a la cepa Azoarcus sp. CIB, seleccionándose la cepa mutante Azoarcus sp. 

CIBdgcdH (Fig. 35). 

gcdH

pK18mob (3,8 kb)

Azoarcus sp. CIBdgcdH

Integración en el cromosoma de Azoarcus sp. 
CIB mediante recombinación homóloga.

pK18mobgcdH (4,4 kb)

Amplificación por PCR y clonación 
en el vector pGEM-Teasy

1

Azoarcus sp. CIB
2

EcoRI/PstI
E P

ori
pUC Kmr oriT

RP4
ori lacZα r

gcdR

KmroriT
RP4 pUC

ori
lacZαr

P E

34 ΔgcdH ΔgcdH

KmroriT
RP4pUC

ori r

gcdR

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Esquema de la construcción de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdH. En la parte
superior de la figura se esquematizan los genes gcdH (negro) y gcdR (blanco) (cuyas secuencias se
indican en la figura 53 del Anexo II). Las flechas con número 1 y 2 representan los oligonucleótidos
5’GcdEbN1 (1) y 3’GcdEbN1 (2) (Tabla 4), respectivamente, utilizados para la amplificación por PCR
del fragmento interno (rayado) del gen gcdH. Las flechas con número 3 y 4 representan los
oligonucleótidos R24 (3) y 3GcdH (4) (Tabla 4) que se emplearon para comprobar por PCR la correcta
disrupción del gen gcdH en el cromosoma de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdH. Se representan
los orígenes de replicación (oripUC) y de transferencia (oriTRP4) del vector suicida pK18mob. Kmr

representa el gen que codifica la resistencia a kanamicina. lacZα, secuencia que codifica el fragmento
α de la β-galactosidasa de E. coli. Las dianas de restricción utilizadas para la clonación se indican
como: EcoRI (E) y PstI (P). Δ, indica gen truncado. 

La cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdH fue incapaz de crecer anaeróbicamente 

en medio mínimo MC cuando se utilizaron como fuentes de carbono compuestos 

aromáticos, tales como benzoato (3mM), tolueno (250 mM en fase HMN) ó 3-

hidroxibenzoato (3 mM), compuestos alicíclicos, tales como ciclohexano carboxilato (3 

mM), o ácidos dicarboxílicos, tales como el pimelato (5 mM) o glutarato (5 mM) (Fig. 

36). Además, no se observó actividad GcdH en extractos crudos de células de Azoarcus 

sp. CIBdgcdH cultivadas en piruvato más pimelato o benzoato. Estos resultados 
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sugieren que el gen gcdH codifica la actividad GcdH en Azoarcus sp. CIB y, por 

primera vez, se aporta un dato experimental que indica que esta actividad es esencial 

para el catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos que se degradan vía benzoil-

CoA, de compuestos alicíclicos como el ciclohexanocarboxilato y de ácidos 

dicarboxílicos de número impar (e igual o superior a 5) de átomos de carbono. 
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Figura 36. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp. CIBdgcdH  utilizando
diferentes fuentes de carbono. Se valoró el incremento de absorbancia a A600 de Azoarcus sp. CIB
y Azoarcus sp. CIBdgcdH cultivado anaeróbicamente en medio mínimo MC con  KNO3 10 mM
como aceptor final de electrones, y con pimelato 5 mM, glutarato 5 mM, benzoato 3 mM o piruvato
0,2% como únicas fuentes de carbono. 

 

Llama la atención el hecho de que mientras que Azoarcus sp. CIBdgcdH no fue 

capaz de crecer anaeróbicamente en medio mínimo MC suplementado con tolueno (250 

mM en fase HMN) si fue capaz de hacerlo utilizando m-xileno (250 mM en fase HMN) 

como única fuente de carbono. Este resultado sugiere que mientras que el catabolismo 

del tolueno a través del benzoil-CoA produce glutaril-CoA, la degradación anaeróbica 

del m-xileno a través del 3-metilbenzoil-CoA (Krieger y col., 1999) genera un 

intermediario alifático cuyo posterior metabolismo no requiere la enzima GcdH, sino 

otra enzima distinta y específica para el catabolismo de este hidrocarburo. 

 

2.3. Clonación y caracterización del gen gcdH de Azoarcus sp. CIB 

 
 Para la identificación del gen gcdH en la genoteca fágica de ADN de Azoarcus 

sp. CIB (López-Barragán y col., 2004a), se utilizó como sonda el fragmento interno del 

gen gcdH tal y como se describe en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos. Se 

seleccionó un clon positivo, λgcdH4, que contenía el gen gcdH tal y como se confirmó 
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por PCR empleando los oligonucleótidos 3’GcdEbN1 y 5’GcdEbN1. Se secuenció un 

fragmento clonado en el fago λgcdH4 y el análisis de la secuencia reveló la existencia 

de dos ORFs, gcdH y gcdR, con orientación divergente. Esta secuencia fue depositada 

en la base de datos del GenkBank con el número de acceso EF152775 (ver Fig. 52 del 

anexo II). 

El producto del gen gcdH muestra una significativa identidad (mayor del 85%) 

con otros genes bacterianos de Azoarcus spp. y Pseudomonas spp. que codifican 

posibles glutaril-CoA deshidrogenasas. El producto del gen gcdR presenta elevada 

identidad con posibles reguladores transcripcionales de la familia LysR (Tabla 6). 

 

 

 

 

 

Tabla 6. Análisis del fragmento de ADN que contiene los genes gcdH y gcdR de Azoarcus sp. CIB. En la tabla se
detallan los genes gcdH y gcdR de Azoarcus sp. CIB, su contenido G+C, la longitud de aminoácidos (aa) y la masa
molecular (kDa) de los productos génicos, así como la función que se ha asignado a cada uno de ellos. En los
productos génicos relacionados se detalla el nombre, la longitud en aminoácidos (aa), la posible función, el grado de
identidad (Id(%)) que presenta con las proteínas de Azoarcus sp. CIB y su Nº de acceso en el GenBank. En el anexo
II se detalla la secuencia completa del fragmento de ADN de 5,3 kb, así como los oligonucleótidos utilizados para su
secuenciación y diversas dianas de enzimas de restricción. 

 

Productos génicos relacionados 
Gen G+C 

% 

Producto 
génico 
aa/kDa 

Función  Nombre/aa Función Organismo Id
% Nº Acceso 

gcdH 66,5 395/43,3 Glutaril-CoA 
deshidrogenasa 

GcdH/395 Hipotética 
glutaril-CoA 

deshidrogenasa 

Azoarcus sp. EbN1 93 YP_158711 

gcdR 69,4 303/33,9 Regulador 
transcripcional 

EbA2995/303 Posible regulador 
transcripcional de 
la familia LysR 

Azoarcus sp. EbN1 83 YP_158712 

 

Para comprobar experimentalmente que el gen gcdH codifica una proteína con 

actividad glutaril-CoA deshidrogenasa, se procedió a clonar este gen, expresar su 

producto génico y valorar su actividad enzimática. Para ello, se amplificó mediante PCR 

el gen gcdH del cromosoma de Azoarcus sp. CIB y el fragmento resultante (1,3 kb) fue 

clonado en el vector de amplio rango de huésped pIZ1016. El plásmido resultante, 

pGCDH, contiene el gen gcdH bajo el control del promotor Ptac inducible por IPTG 

(Fig. 37). 
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gcdRgcdH

Amplificación por PCR del gen gcdH (1,3 kb) 
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 Figura 37. Esquema de la estrategia seguida para la construcción del plásmido pGCDH. 

En la parte superior de la figura se esquematizan los genes gcdR (blanco) y gcdH (negro). Las
flechas con número 1 y 2 representan los oligonucleótidos 5GcdH (1) y 3GcdH (2) (Tabla 4),
utilizados para la amplificación por PCR del gen gcdH. Se representa el origen de replicación
(oripBBR1),  la región de movilización (mob), el gen que codifica la resistencia a gentamicina
(Gmr) y el gen lacIq. Se representa con una flecha blanca el promotor Ptac. Las dianas de
restricción utilizadas para la clonación se indican como: ClaI (C) y XbaI (X). 

 

 

 

 

La cepa E. coli DH5α (pGCDH) fue cultivada hasta una A600 de 0,4 en medio 

mínimo M63 con glicerol 30 mM como única fuente de carbono, e inducida con IPTG 1 

mM durante 2 h, hiperexpresando una proteína de aproximadamente 45 kDa, que se 

corresponde con la masa molecular predicha para el producto del gen gcdH (43,3 kDa) 

(Fig. 38). 

kDa

97,4

66,2

45

31

21,5

A B

GcdH

M

 

 75

 

 

Figura 38. Hiperproducción de la proteína GcdH en extractos de E. coli DH5α (pGCDH). Análisis
mediante SDS-PAGE al 12,5% de extractos celulares de la cepa E. coli DH5α (pGCDH) (calle A) y la
cepa control E. coli DH5α (pIZ1016) (calle B). La calle M corresponde a los marcadores de peso
molecular “Broad Range” (BioRad). En el margen izquierdo de la figura se detallan los pesos moleculares
(en kDa) de las proteínas marcadoras. Con una flecha se señala la posición de la banda de hiperproducción
correspondiente a la proteína GcdH.
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Los extractos celulares de la cepa E. coli DH5α (pGCDH) presentaron actividad 

glutaril-CoA deshidrogenasa (6,5 μmoles/min x mg proteína), sin embargo esta 

actividad no se detectó en la cepa control E. coli DH5α (pIZ1016). Estos resultados 

sugieren que el gen gcdH es capaz de expresarse en E. coli y codifica una proteína con 

actividad glutaril-CoA deshidrogenasa. 

Con el fin de confirmar que el gen gcdH clonado en E. coli es el responsable de 

la actividad glutaril-CoA deshidrogenasa de Azoarcus sp. CIB, se transfirió el plásmido 

pGCDH por conjugación biparental desde la cepa donadora E. coli S17-1λpir (pGCDH) 

a Azoarcus sp. CIBdgcdH, la cepa mutante que carece de actividad GcdH y, por tanto, 

es incapaz de catabolizar tolueno, benzoato, ciclohexano carboxilato, pimelato o 

glutarato (ver más arriba). La cepa complementada, Azoarcus sp. CIBdgcdH (pGCDH), 

recuperó la capacidad de utilizar las fuentes de carbono anteriormente mencionadas 

(Fig. 39) y presentaba unos niveles de actividad glutaril-CoA deshidrogenasa (6,8 

μmoles/min x mg proteína) similares a los observados en E. coli DH5α (pGCDH) y 

aproximadamente 30 veces superiores a los detectados en células de Azoarcus sp. CIB 

(Fig. 34), lo que está de acuerdo con el hecho de que el gen gcdH se encuentra clonado 

en multicopia y bajo un promotor fuerte en el plásmido pGCDH. 
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Figura 39. Crecimiento anaeróbico de
Azoarcus sp. CIBdgcdH (pGCDH)
utilizando diferentes fuentes de
carbono. Se valoró el incremento de
absorbancia a 600 nm de Azoarcus sp.
CIBdgcdH (pGCDH) cultivado
anaeróbicamente en medio mínimo MC
con KNO3 10 mM como aceptor final
de electrones, y con pimelato 5 mM o
benzoato 3 mM como únicas fuentes de
carbono.

Estos resultados confirman que el gen gcdH es el responsable de la actividad 

glutaril-CoA deshidrogenasa de Azoarcus sp. CIB, y es esencial para la degradación de 

compuestos aromáticos que son metabolizados por la ruta central del benzoil-CoA así 

como de ácidos dicarboxílicos y otros compuestos tales como el ciclohexano 

carboxilato que generan glutaril-CoA en su degradación. 
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2.4 Estudio de la regulación del gen gcdH de Azoarcus sp. CIB. 

 
Dado que el gen gcdH de Azoarcus. sp CIB es el primero que se describe en 

bacterias y dado que no existe ningún dato descrito en la literatura acerca de la 

regulación del gen gcdH bacteriano, se decidió estudiar la expresión del gen gcdH de la 

cepa CIB. 

 

2.4.1 Estudio de la expresión del gen gcdH en Azoarcus sp. CIB  

 
 Para estudiar la regulación del gen gcdH, se realizaron experimentos de RT-PCR 

a partir del ARN extraído de células de Azoarcus sp. CIB cultivadas anaeróbicamente en 

diferentes fuentes de carbono, incluyendo aquellas en las que se había observado 

actividad GcdH en extractos celulares. La figura 40 muestra que el gen gcdH se induce 

en células cultivadas en presencia de benzoato o tolueno, mientras que no existe 

inducción del gen gcdH en células cultivadas en succinato. Este resultado confirma que 

la inducción de la actividad glutaril-CoA deshidrogenasa observada en células que 

crecen anaeróbicamente en compuestos aromáticos es debida a una inducción de la 

transcripción del gen gcdH. 
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Figura 40. Expresión del gen gcdH de Azoarcus sp. CIB. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
RT-PCR del gen gcdH obtenidos a partir del ARN total de Azoarcus sp. CIB cultivado en distintas fuentes de
carbono. Los ARNs fueron extraídos de células de Azoarcus sp. CIB cultivadas en condiciones desnitrificantes
hasta la mitad de la fase exponencial utilizando succinato 0,2%, benzoato 3 mM ó tolueno 250 mM (en fase de
HMN) como fuentes de carbono. Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo con los oligonucleótidos Gcd3’
y Gcd5’ (Tabla 4), tal y como se describe en el apartado 7 de Materiales y Métodos. Las reacciones de
retrotranscripción se llevaron a cabo en presencia de transcriptasa reversa (+), o, en su ausencia como control
negativo (-). Se indica la PCR llevada a cabo con ADN genómico como control positivo (C). La calle M
corresponde al marcador de peso molecular (ADN del fago ΦX174 digerido con HaeIII). Los números de la
izquierda indican los tamaños de los marcadores.

Tal y como se ha indicado anteriormente (apartado 2.3) adyacente al gen gcdH, 

y en posición divergente (Fig. 37), se localiza el gen gcdR que codifica un posible 
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regulador transcripcional que podría participar en el control de la expresión del gen 

gcdH. Por lo tanto, para continuar con el estudio de la regulación del gen gcdH, se 

procedió a investigar el papel del gen gcdR en Azoarcus sp. CIB. 

 

2.4.2 El gen gcdR codifica un activador transcripcional del gen gcdH. 

 
 El gen gcdR codifica una proteína de 303 aminoácidos cuya estructura primaria 

muestra similitud con la de reguladores transcripcionales de la familia LysR (Tabla 6). 

Así, GcdR presenta una identidad del 83% con la proteína ortóloga de la cepa Azoarcus 

sp. EbN1, y un 69-73% con proteínas ortólogas de distintas cepas de P. aeruginosa, P. 

putida y P. fluorescens.  

Para determinar si realmente el producto del gen gcdR es el regulador 

transcripcional que controla al gen gcdH, se construyó mediante disrupción insercional 

un mutante de Azoarcus sp. CIB en el gen gcdR (Fig. 41). 

Amplificación por PCR (497 pb) usando los oligonucleótidos 
1 y 2, y clonación en el vector pGEMT-Easy

XbaI/PstI

Integración en el cromosoma de Azoarcus sp. CIB 
mediante recombinación homóloga.

Azoarcus sp. CIBdgcdR

pK18mobgcdR (4,2 kb)

1 2
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X P

gcdH gcdR

pUCKmr oriT
RP4

oriori

ΔgcdR ΔgcdR 43gcdH

 
 

 

Figura 41. Esquema de la construcción de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdR. En la parte
superior de la figura se esquematizan los genes gcdR (negro) y gcdH (blanco). Las flechas con número
1 y 2 representan los oligonucleótidos GcdR5’ (1) y LysRint3’ (2) (Tabla 4) utilizados para l 

 

 

 

 

a
amplificación por PCR de un fragmento interno de 497 pb del gen gcdR, y los oligonucleótidos R24
(3) y gcdRHis3’ (4) (Tabla 4) utilizados para comprobar por PCR la correcta disrupción del gen gcdR
en el cromosoma de la cepa mutante de Azoarcus sp. CIB. Se representan los orígenes de replicación
(ori pUC) y de transferencia (oriT RP4) del vector suicida pK18mob. Kmr representa el gen que
codifica la resistencia a kanamicina. lacZα, secuencia que codifica el fragmento α de la β-
galactosidasa de E. coli. Las dianas de restricción utilizadas para la clonación se indican como: XbaI
(X) y PstI (P). Δ, indica gen truncado. 
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La cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdR fue incapaz de crecer anaeróbicamente 

en medio mínimo MC, empleando pimelato, glutarato o benzoato como únicas fuentes 

de carbono, si bien mostró un crecimiento similar al de la cepa silvestre en fuentes de 

carbono, tales como piruvato, que no requieren la actividad GcdH para ser 

metabolizadas (Fig. 42).  
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Figura 42. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIBdgcdR utilizando distintas fuentes de
carbono. Se valoró el incremento de absorbancia a 600 nm de Azoarcus sp. CIBdgcdR cultivado
anaeróbicamente en medio mínimo MC con KNO3 10 mM como aceptor final de electrones, y

 

pimelato (5 mM), glutarato (5 mM), benzoato (3 mM) o piruvato 0,2% como únicas fuentes de
carbono. 

El hecho de que la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdR fuese incapaz de crecer 

en fuentes de carbono que precisan de una actividad glutaril-CoA deshidrogenasa para 

su mineralización, tales como el glutarato, pimelato o benzoato, sugiere que el gen gcdR 

está involucrado en la expresión del gen gcdH y su función podría ser la de un activador 

transcripcional. 

 

2.4.3 Caracterización del sistema regulador GcdR/Pg en E. coli. 

 
Para confirmar que el gen gcdR es un activador transcripcional del gen gcdH y 

caracterizar el inductor del sistema, se decidió estudiar la interacción entre la proteína 

GcdR y el promotor Pg, que controla al gen gcdH en E. coli. Para realizar este estudio, 

se construyó una fusión traduccional del promotor Pg al gen reportero lacZ dando lugar 

al plásmido pBBRPg (Fig. 43).  
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Figura 43. Esquema de la estrategia seguida para la construcción del plásmido pBBRPg. Las
flechas con número 1 y 2 indican los oligonucleótidos Pgc3’ (1) y Pgl5’ (2) (Tabla 4) que se
utilizaron para amplificar por PCR la región promotora Pg y el codón de inicio de la traducción
del gen gcdH (303 pb). Este fragmento se digirió con las enzimas de restricción XbaI/KpnI y se
clonó en el vector de búsqueda de promotores pSJ3·para generar el plásmido pSJ3Pg que contiene
la fusión traduccional Pg::lacZ. El plásmido que contiene la fusión traduccional Pg::lacZ fue
digerido con las enzimas de restricción EcoRI/HindIII y la fusión subclonada en el vecto

 

r
pBBR5T digerido con las mismas enzimas. Se obtuvo así el plásmido de amplio rango de huésped
pBBRPg. Se representan las funciones de replicación (oripBBR1 y oripUC) y de movilización
(mob) de los plásmidos empleados. El gen lacZ se representa con una flecha blanca y se detalla
también el terminador de la transcripción del fago T7 (T7t). Apr y Gmr representan los genes que
codifican las resistencias a ampicilina y gentamicina, respectivamente. Las dianas de restricción
utilizadas para la clonación se indican como: EcoRI (E), HindIII (H), KpnI (K) y XbaI (X). 

 

La cepa E. coli MC4100 conteniendo el plásmido pBBRPg (Pg::lacZ) cultivada 

aeróbicamente en medio mínimo M63 con glicerol 30 mM como fuente de carbono, no 

presentaba actividad β-galactosidasa. Este resultado sugería que el promotor Pg era 

inactivo y que era necesaria la presencia de un factor regulador no presente en E. coli, 

probablemente la proteína GcdR, para su activación. Para confirmar esta hipótesis, se 

amplificó por PCR el gen gcdR y se clonó en el vector de bajo número de copias pCK01 

originando el plásmido pGCDR (Fig. 44). 
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Figura 44. Esquema de la estrategia seguida para la construcción del plásmido pGCDR. Las
flechas con número 1 y 2 representan los oligonucleótidos gLysR5’ (1) y gLysR3’ (2) (Tabla 4)
utilizados para la amplificación por PCR del gen gcdR. Se representan el origen de replicación
(oripSC101) y el promotor Plac (flecha blanca) del vector pCK01 y sus derivados. Cmr representa
el gen que codifica la resistencia a cloranfenicol. Las dianas de restricción utilizadas para la
clonación se indican como: KpnI (K) y XbaI (X). 

La cepa E. coli MC4100 conteniendo los plásmidos compatibles pBBRPg y 

pGCDR tampoco presentó actividad β-galactosidasa, lo que sugería que para la 

activación del promotor Pg además de la proteína reguladora GcdR era necesaria la 

presencia de una molécula inductora o de algún otro factor no presente en E. coli. Para 

tratar de caracterizar el inductor del sistema, se realizaron experimentos de actividad β-

galactosidasa en la cepa E. coli MC4100 (pBBRPg, pGCDR) cultivada en medio 

mínimo M63 con glicerol como fuente de carbono y con glicerol más distintos ácidos 

orgánicos (α-cetoglutarato, valerato, crotonato, fumarato, succinato, cis,cis-muconato, 

pimelato o adipato) o aminoácidos (L-glutamato o L-glutamina), como moléculas 

inductoras. Sólo se observó una significativa inducción de la fusión Pg::lacZ cuando las 

células se habían cultivado en presencia de glutarato o glutaconato, y esta inducción era 

estrictamente dependiente de la presencia del gen gcdR ya que no se producía en la cepa 

control E. coli (pBBRPg, pCK01) (Fig. 45). Este resultado indica que el gen gcdR 

codifica el activador transcripcional del promotor Pg. Además, el activador 

transcripcional GcdR muestra un perfil de inductores muy restringido, reconociendo 

sólamente ácidos dicarboxílicos de 5 carbonos no sustituidos saturados (glutarato) o 

insaturados (glutaconato) como inductores. 
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Figura 45. Expresión de la fusión traduccional Pg::lacZ en E. coli MC4100. Células de E. coli
MC4100 (pBBRPg, pCK01) (panel A) o E. coli MC4100 (pBBRPg, pGCDR) (panel B), se
cultivaron en medio mínimo M63 con glicerol 30mM como fuente de carbono y glutarato 1 mM,
glutaconato 1mM, y otros compuestos 1mM (valerato, pimelato, L-glutamato, L-glutamina,
succinato, α-cetoglutarato, crotonato, fumarato, adipato y cis,cis-muconato), como posibles
moléculas inductoras. Los ensayos de actividad β-galactosidasa en Unidades Miller (U.M.) se
realizaron con células en fase exponencial de crecimiento según se describe en el apartado 8.1 de
Materiales y Métodos. Las barras muestran la desviación estándar de tres experimentos
independientes. 

 

 

 

 

 

 

2.4.4 Determinación del sitio de inicio de la transcripción en el promotor Pg. 

 
Para caracterizar mejor el promotor Pg, se determinó el sitio de inicio de la 

transcripción del gen gcdH mediante experimentos de extensión por cebador (primer 

extension) a partir del ARN total extraído de células de E. coli MC4100 (pSJ3Pg, 

pGCDR) cultivadas en medio mínimo con glicerol como fuente de carbono y glutarato 

como inductor (Fig. 46). El sitio de inicio de la transcripción (+1) es una adenina 

localizada a 59 nucleótidos del codón de iniciación de la traducción (ATG) del gen 

gcdH (Fig. 47). 
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Figura 46. Determinación del sitio de inicio de la transcripción en el promotor Pg. A partir del
ARN total aislado de células de E. coli MC4100 (pSJ3Pg, pGCDR) cultivadas en medio mínimo
M63 con glicerol 30 mM como fuente de carbono y glutarato 1mM como inductor (calle +), se
realizó la técnica de primer extension según se detalla en el apartado 8 de Materiales y Métodos
utilizando el oligonucleótido Lac57 (Tabla 4) como cebador. El tamaño del producto de extensión se
determinó por comparación con el patrón de secuenciación del promotor Pg, utilizando el
oligonucleótido Lac57 (calles A, C, G y T). En el lateral derecho de la figura se muestra la secuencia
de nucleótidos que flanquea el sitio +1, indicado por un asterisco en la hebra no codificante. 

 
 
 
 
 
 
 
 

La identificación del sitio +1 del promotor Pg permitió definir las posibles cajas 

–10 y –35 de interacción con la subunidad σ70 de la ARNP. También se identificaron las 

posibles cajas de reconocimiento (RBS) y activación (ABS) que definen la zona de 

interacción del regulador GcdR con el promotor Pg. La caja RBS presenta la secuencia 

consenso T-N11-A que caracteriza a los promotores regulados por activadores de la 

familia LysR (Fig. 47). 

g

CGATGCCTCCATAAAGTGCGCAACGCGCATGACAGGGAGAAGCGTAGGGCGGAAAAGCCG
gcdR

cdH

CAT
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+1-10-35
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AAGGCGCCTTCCGCCGAATGAGCGCCGGTGCAGTCTCGACGGCTGCATGGCGGAAGGCGCAGC

GCTTTTCCGCCCTACGAGTCCTACGAGTCTGCACGTCTCTCGAAGTGCGTTTTACGCACAAGC

TACCACGAAATTTTCGTTTGTCGCGACGCCCGGCGCTGACTACAGTTCAGTC GAGCAGAG

CCGGGTGGTCCCGGCCCACGACCAAACGCCGCATTGAGGAGATTCAAC

ACT

ATG
 

 

 

 
 
 

Figura 47. Secuencia de la región promotora Pg. Se muestra la región intergénica gcdR-gcdH,
señalando en itálicas los codones de inicio (ATG) de los genes gcdR (marrón) y gcdH (verde). La
hipotética caja de unión del ribosoma en el gen gcdH se recuadra con líneas discontinuas. Se indica
el sitio de inicio de la transcripción (+1) en color rojo, y las hipotéticas cajas –10 y –35 de
interacción con la subunidad σ70 de la ARNP subrayadas en morado. Las posibles regiones RBS y
ABS de interacción de GcdR con el promotor Pg se recuadran con línea continua y color azul. Los
nucleótidos conservados T-N11-A del RBS se señalan con un punto. Las repeticiones directas e
invertidas detectadas se señalan con flechas debajo de la secuencia correspondiente. 
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2.5. Clonación y regulación de otros genes gcdH bacterianos: el gen gcdH de P. 

putida. 

 
Numerosos genes gcdH bacterianos han sido identificados y anotados como tal 

en las bases de datos, si bien ninguno de ellos ha sido confirmado experimentalmente. 

Para demostrar que estos genes realmente codifican glutaril-CoA deshidrogenasas, se 

seleccionó para su estudio el gen gcdH de P. putida KT2440, cuyo producto presenta 

una identidad del 85% con la proteína GcdH de Azoarcus sp. CIB. Para ello, se 

amplificó dicho gen (gcdHKT) y su correspondiente promotor (PgKT) por PCR utilizando 

el genoma de P. putida KT2440 como ADN molde, y se clonó en el vector de amplio 

rango de huésped pBBR1MCS-5, dando como resultado el plásmido pGCDHKT (Fig. 

48). 

La cepa Azoarcus sp. CIBdgcdH conteniendo el plásmido pGCDHKT fue capaz 

de recuperar la capacidad de utilizar anaeróbicamente pimelato y benzoato como únicas 

fuentes de carbono (Fig. 49). 
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Figura 48. Esquema de la estrategia seguida para la construcción del plásmido pGCDHKT. En
la parte superior de la figura se esquematizan los genes gcdRKT (blanco) y gcdHKT (negro). Las flechas
con número 1 y 2 representan los oligonucleótidos Ppgcd5’ (1) y Ppgcd3’ (2) (Tabla 4) utilizados
para la amplificación por PCR del gen gcdHKT con su correspondiente promotor PgKT. Se representa el
origen de replicación (oripBBR1) y la región de movilización (mob) de los plásmidos, así como el
fragmento génico que codifica la subunidad α de la β-galactosidasa (lacZα). Gmr representa el gen
que codifica la resistencia a gentamicina. Las dianas de restricción utilizadas para la clonación se
indican como: ClaI (C) y XbaI (X). 
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Figura 49. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIBdgcdH (pGCDHKT) utilizando
benzoato o pimelato como únicas fuentes de carbono. Se valoró el incremento de absorbancia a
600 nm de Azoarcus sp. CIBdgcdH (pGCDHKT) cultivado anaeróbicamente en medio mínimo MC
con KNO3 10 mM como aceptor final de electrones, y con benzoato (3 mM) o pimelato (5 mM)
como únicas fuentes de carbono. 

Además, los valores de actividad glutaril-CoA deshidrogenasa de la cepa 

recombinante eran similares a los de la cepa silvestre Azoarcus sp. CIB, y esta actividad 

era inducible en células cultivadas en presencia de benzoato (Fig. 50). Estos resultados 

demuestran que el gen gcdH de P. putida puede reemplazar eficazmente al gen gcdH de 

Azoarcus sp. CIB y, por tanto, codifica la actividad glutaril-CoA deshidrogenasa 

predicha. Además, la inducción del gen gcdHKT en presencia de benzoato sugiere que el 

gen gcdR de la cepa CIB controla de forma eficaz la actividad del promotor PgKT. 
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Figura 50. Actividad glutaril-CoA deshidrogenasa
en Azoarcus sp. CIBdgcdH (pGCDHKT). Las
células de Azoarcus sp. CIBdgcdH (pGCDHKT)
fueron cultivadas anaeróbicamente hasta la mitad de
la fase exponencial de crecimiento en medio mínimo
MC conteniendo succinato 0,2% o benzoato 3 mM,
como únicas fuentes de carbono. La actividad GcdH
se midió en extractos celulares tal y como se describe
en el apartado 13.2 de Materiales y Métodos. Las
barras indican la desviación estándar de tres
experimentos independientes.  
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Al igual que ocurre en Azoarcus sp. CIB, el gen gcdH de P. putida KT2440 

(gcdHKT) se localiza adyacente y divergente a un gen cuyo producto muestra similitud 

significativa con GcdR de la cepa CIB (69% identidad) y con otras proteínas 

reguladoras de la familia LysR y que, por ello, se denominó gcdRKT (Fig. 48). Para 

demostrar si el gen gcdHKT está bajo el control de la proteína reguladora GcdR de 

Azoarcus sp. CIB, se transfirió el plásmido pGCDHKT a la cepa Azoarcus sp. 

CIBdgcdR mediante conjugación biparental. La cepa Azoarcus sp. CIBdgcdR 

(pGCDHKT) presenta un fenotipo similar al de la cepa Azoarcus sp. CIBdgcdH, siendo 

incapaz de crecer en compuestos que generan glutaril-CoA. Por lo tanto, este 

experimento demuestra que existe una regulación cruzada entre el regulador GcdR de 

Azoarcus sp. CIB y el promotor del gen gcdH de P. putida KT2440, y sugiere que la 

regulación del gen gcdH se encuentra conservada en varias proteobacterias.  
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V. ANEXO I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo I 
Nuno 

GATCAACTGTTCGACGTGCCCATACATCCGACGGTAAATGGCCTTAGCCCTTTTCTCAAT 60 
CTAGTTGACAAGCTGCACGGGTATGTAGGCTGCCATTTACCGGAATCGGGAAAAGAGTTA  
 
ATCATCTCCGGTACCGGAAAAATCGATGGACACAAGAATAAGCAATAGGACATGCTGCGG 120 
TAGTAGAGGCCATGGCCTTTTTAGCTACCTGTGTTCTTATTCGTTATCCTGTACGACGCC  
 
CTTAGTCACCCCTAGGAGTGCTTGCATGTTGATGAATTTCACCAGCTTCGCGTCGGCGAG 180 
GAATCAGTGGGGATCCTCACGAACGTACAACTACTTAAAGTGGTCGAAGCGCAGCCGCTC  
 
CGGACCCGCGTTCGCCATGTACTCATCGATCGGATCAACAATGTACTTTTCTGCTTCCTC 240 
GCCTGGGCGCAAGCGGTACATGAGTAGCTAGCCTAGTTGTTACATGAAAAGACGAAGGAG  
 
AAGGAGCATCAGCATGATTGCGTCTTTGGTCTTGAAATAGAAATAGATCGCACCCTTGGT 300 
TTCCTCGTAGTCGTACTAACGCAGAAACCAGAACTTTATCTTTATCTAGCGTGGGAACCA  
 
CAATCCTGCTCTTGCCGCGATCATGTCGATCGTTGTCGCACGGTAACCATTTTTGACGAA 360 
GTTAGGACGAGAACGGCGCTAGTACAGCTAGCAACAGCGTGCCATTGGTAAAAACTGCTT  
 
AAGATCGAGCGCACAGCCCAGTATATTCTCGGTACTGGCCTTCCTCTGCTCTTCCTTCTT 420 
TTCTAGCTCGCGTGTCGGGTCATATAAGAGCCATGACCGGAAGGAGACGAGAAGGAAGAA  
 
 
GTTCAGCTTTCTCATGATGTCTGGAGATGTTCCAATGGATTTGCCTCTCGGCACTTCAGA 480 
CAAGTCGAAAGAGTACTACAGACCTCTACAAGGTTACCTAAACGGAGAGCCGTGAAGTCT  
 
GAAGGTTGGCAATTTTAAGTGAGAACGCCGCATTCTGAACGTTCGCCAGCCAGTCGACCT 540 
CTTCCAACCGTTAAAATTCACTCTTGCGGCGTAAGACTTGCAAGCGGTCGGTCAGCTGGA  
 
CGGGTTGTCCAGAAAGCGGTACGCGGCCACCGTCTCCGCGGATTGGCCAACAACCATTCC 600 
GCCCAACAGGTCTTTCGCCATGCGCCGGTGGCAGAGGCGCCTAACCGGTTGTTGGTAAGG  
 
ATCAGCACCTTCGCCCGCTTGTCCAGTTTCTCGTCACCCAGCGCCATCCCCGAAAATTCC 660 
TAGTCGTGGAAGCGGGCGAACAGGTCAAAGAGCAGTGGGTCGCGGTAGGGGCTTTTAAGG  
 
TCCGCCACCCAGGCCTTCGTCGCCAATCGGTCACCCAAACTGTAAGAGTAGACGCATTTT 720 
AGGCGGTGGGTCCGGAAGCAGCGGTTAGCCAGTGGGTTTGACATTCTCATCTGCGTAAAA  
 
ACGCTGAGTTTACAATCGCTTGGTGTAAGTGATTGAAGGTCAATGGATATTTCGGTCGGC 780 
TGCGACTCAAATGTTAGCGAACCACATTCACTAACTTCCAGTTACCTATAAAGCCAGCCG  
 
GCGTTGGTGGTGAAGAGTTGTGTATAATAATATAAATTACAAGAGTATTTCGTGATGTAC 840 
CGCAACCACCACTTCTCAACACATATTATTATATTTAATGTTCTCATAAAGCACTACATG  
 
 
 
GGAATTGATGGATACCTGACTTCGAGCATCACCGCGCGGGCCGGGATGCCCACTTACACT 900 
CCTTAACTACCTATGGACTGAAGCTCGTA GCGCGCCCGGCCCTACGGGTGAATGTGA  
                              *  R  A  P  R  S  A  W  K  C    

GTG

 
CGAGGCAGTGGCTTTTCGTGAGCATCGACAGTTGAATCAGCTCGCCCAACGAGCGGACGC 960 
GCTCCGTCACCGAAAAGCACTCGTAGCTGTCAACTTAGTCGAGCGGGTTGCTCGCCTGCG  
E  L  C  H  S  K  T  L  M  S  L  Q  I  L  E  G  L  S  R  V    
 
 
CCAGCTTGCTCATCAGCCGCCCCCTATGCGCCTCCACGGTTTTGGGGCTGATCCCGAGAA 1020 
GGTCGAACGAGTAGTCGGCGGGGGATACGCGGAGGTGCCAAAACCCCGACTAGGGCTCTT  
G  L  K  S  M  L  R  G  R  H  A  E  V  T  K  P  S  I  G  L    
 
GTCGGGCGATTTCCTTGCTGCTATTTCCATCGACGACGAGATCGAAGATTTCCTTTTCCC 1080 
CAGCCCGCTAAAGGAACGACGATAAAGGTAGCTGCTGCTCTAGCTTCTAAAGGAAAAGGG  
 
 
L  R  A  I  E  K  S  S  N  G  D  V  V  L  D  F  I  E  K  E    
 
TCAGTGAGAGGCTTTCCAGGCAATCACGATATTTGTCGCGCTCACTTTGCTTGCCGATCG 1140 
AGTCACTCTCCGAAAGGTCCGTTAGTGCTATAAACAGCGCGAGTGAAACGAACGGCTAGC  
R  L  S  L  S  E  L  C  D  R  Y  K  D  R  E  S  Q  K  G  I    
 
CCTCCTTACTCTGAGTCAGCGCAGCATTGACCGCATCAAGCAGATCCTGATTGCGATAGG 1200 
GGAGGAATGAGACTCAGTCGCGTCGTAACTGGCGTAGTTCGTCTAGGACTAACGCTATCC  
A  E  K  S  Q  T  L  A  A  N  V  A  D  L  L  D  Q  N  R  Y    
 
GCTTCTGCAAGAAATCTATTGCGCCCTTCTTGATCGCCTGCGCGCCCATCTGCGCATCCC 1260 
CGAAGACGTTCTTTAGATAACGCGGGAAGAACTAGCGGACGCGCGGGTAGACGCGTAGGG  
P  K  Q  L  F  D  I  A  G  K  K  I  A  Q  A  G  M  Q  A  D    
 
CGTATGCCGAGAGAAAAATGATCGGCAAATTGAAGCCGCGCTGGCACAAGATCTCTTGAA 1320 
GCATACGGCTCTCTTTTTACTAGCCGTTTAACTTCGGCGCGACCGTGTTCTAGAGAACTT  
G  Y  A  S  L  F  I  I  P  L  N  F  G  R  Q  C  L  I  E  Q    
 
GCTGCAGCCCGCTAAGCGCCTGCATTCTCACGTCAAGGATCAGGCAACCGTAGGAACCTG 1380 
CGACGTCGGGCGATTCGCGGACGTAAGAGTGCAGTTCCTAGTCCGTTGGCATCCTTGGAC  
 
 
L  Q  L  G  S  L  A  Q  M  R  V  D  L  I  L  C  G  Y  S  G    
 
AAATATCCGCGTCGAGAAACGCTTGCGGCGAGTCGTACATCTTCACGTCTAGCGCGATCG 1440 
TTTATAGGCGCAGCTCTTTGCGAACGCCGCTCAGCATGTAGAAGTGCAGATCGCGCTAGC  
 
 
S  I  D  A  D  L  F  A  Q  P  S  D  Y  M  K  V  D  L  A  I    
 
AACCAAGCAACCAGCTCAACGAATGGCGGACCGACTCTTCATCATCGACGACGAACACGG 1500 
TTGGTTCGTTGGTCGAGTTGCTTACCGCCTGGCTGAGAAGTAGTAGCTGCTGCTTGTGCC  
S  G  L  L  W  S  L  S  H  R  V  S  E  E  D  D  V  V  F  V    

TCGGCGAAAGGTTTTCGACCTGCATTGTCTCCTCCTTTGTTCATGGCCTTCGCCGCCCGA 1560 
AGCCGCTTTCCAAAAGCTGGACGTAACAGAGGAGGAAACAAGTACCGGAAGCGGCGGGCT  
T  P  S  L  N  E  V  Q  M                                     tdiR 
 
GACTCTTCGGTCTTCATGTCGGCGCGGACCTCTCCTACATCGGCAAGGTGAATTGAAACC 1620 
CTGAGAAGCCAGAAGTACAGCCGCGCCTGGAGAGGATGTAGCCGTTCCACTTAACTTTGG  
                                    *  M  P  L  T  F  Q  F    
 
GTGATCCCCCCCTGCCGATCCTCGAAAACGAAAGCTGCCCGCCGTGCGACTCGACGATCG 1680 
CACTAGGGGGGGACGGCTAGGAGCTTTTGCTTTCGACGGGCGGCACGCTGAGCTGCTAGC  
 
 
R  S  G  G  R  G  I  R  S  F  S  L  Q  G  G  H  S  E  V  I    

tdiS.F3’ 

 
AGCGGCAGATCGTCAAGCCAATGCCCATCCCATCGGGCTTCGTGGAAAAGTATGGTTCAA 1740 
TCGCCGTCTAGCAGTTCGGTTACGGGTAGGGTAGCCCGAAGCACCTTTTCATACCAAGTT  
S  R  C  I  T  L  G  I  G  M  G  D  P  K  T  S  F  Y  P  E    
 
ACACACGCTTCGCGGACCGCTTCTCCAGGCCCGTGCCGTGGTCCTGGACGAAAACCTTCA 1800 
TGTGTGCGAAGCGCCTGGCGAAGAGGTCCGGGCACGGCACCAGGACCTGCTTTTGGAAGT  
F  V  R  K  A  S  R  K  E  L  G  T  G  H  D  Q  V  F  V  K    

ctol3’  
TCGCCCCACCCTCGCCGACTATCTCGCTTCCGATGACGAGCTTGCGCGCCTCGGATGGCA 1860 
AGCGGGGTGGGAGCGGCTGATAGAGCGAAGGCTACTGCTCGAACGCGCGGAGCCTACCGT  
M  A  G  G  E  G  V  I  E  S  G  I  V  L  K  R  A  E  S  P    
 
GGCCCGTCATCGCCTCCATGCCGTTCTTCATCAGGTTGAACAAGACTTGCTGGATCTCTA 1920 
CCGGGCAGTAGCGGAGGTACGGCAAGAAGTAGTCCAACTTGTTCTGAACGACCTAGAGAT  
L  G  T  M  A  E  M  G  N  K  M  L  N  F  L  V  Q  Q  I  E    
 
CCTTGCACAGCGGCACCAGCGGTGGATCCTCCAGTAATCGGAGGTCGACACTGACATCAT 1980 
GGAACGTGTCGCCGTGGTCGCCACCTAGGAGGTCATTAGCCTCCAGCTGTGACTGTAGTA  
V  K  C  L  P  V  L  P  P  D  E  L  L  R  L  D  V  S  V  D    
 
GACGACGGACCTCGAAATTGAGGAACGAGAGCGCATCCTTGATCACCTCGTTGATGTTCT 2040 
CTGCTGCCTGGAGCTTTAACTCCTTGCTCTCGCGTAGGAACTAGTGGAGCAACTACAAGA  
H  R  R  V  E  F  N  L  F  S  L  A  D  K  I  V  E  N  I  N    
 
CGGGCTCCTTGTCCGGTTTATGCTTGCAGACGAACTCCTTGACGTGGCGCAGTATCTCGC 2100 
GCCCGAGGAACAGGCCAAATACGAACGTCTGCTTGAGGAACTGCACCGCGTCATAGAGCG  
E  P  E  K  D  P  K  H  K  C  V  F  E  K  V  H  R  L  I  E    
 
CCGCTTGCTCGAGATACTTCAGCGCGAACCCCATGGACTCCGAAATCTCCCCCACGCCTT 2160 
GGCGAACGAGCTCTATGAAGTCGCGCTTGGGGTACCTGAGGCTTTAGAGGGGGTGCGGAA  
G  A  Q  E  L  Y  K  L  A  F  G  M  S  E  S  I  E  G  V  G    
 
CGACCCGCTCGAGACGGAGCATGCAGCCGTTCAGGTAATTGACCGCCGACACCAGCGGCT 2220 
GCTGGGCGAGCTCTGCCTCGTACGTCGGCAAGTCCATTAACTGGCGGCTGTGGTCGCCGA  
E  V  R  E  L  R  L  M  C  G  N  L  Y  N  V  A  S  V  L  P    
 
GCCCCATCTGGTGCGCGAGGGCGGCCGCCATTTCGGCCATCGAGTTGATCCGGCCGAGCC 2280 
CGGGGTAGACCACGCGCTCCCGCCGGCGGTAAAGCCGGTAGCTCAACTAGGCCGGCTCGG  
Q  G  M  Q  H  A  L  A  A  A  M  E  A  M  S  N  I  R  G  L    
 
GCGTGAGCTCCGCGTGGCGCAGCCGTTCGAGCTCTTCGATGCGCTTGCGGTAGGTAATGT 2340 
CGCACTCGAGGCGCACCGCGTCGGCAAGCTCGAGAAGCTACGCGAACGCCATCCATTACA  
R  T  L  E  A  H  R  L  R  E  L  E  E  I  R  K  R  Y  T  I    
 
CGGTGAAGGCGGCGACGACGAACTGCCGGTCCTTGCGCTCGATCAGCGACGAGCTGACGC 2400 
GCCACTTCCGCCGCTGCTGCTTGACGGCCAGGAACGCGAGCTAGTCGCTGCTCGACTGCG  
D  T  F  A  A  V  V  F  Q  R  D  K  R  E  I  L  S  S  S  V    
 
TCAGCCAGCGCAGCTTGCGCGCCTTCTCGTCGCGCATCCCGATTTCGATGTTGTTGATCG 2460 
AGTCGGTCGCGTCGAACGCGCGGAAGAGCAGCGCGTAGGGCTAAAGCTACAACAACTAGC  
S  L  W  R  L  K  R  A  K  E  D  R  M  G  I  E  I  N  N  I    
 
 
AATCCTTCTGAAAATCGCGGATCTGCCACGGCAGGCGGTGCCGCGGGATCTCCGTTCCGT 2520 
TTAGGAAGACTTTTAGCGCCTAGACGGTGCCGTCCGCCACGGCGCCCTAGAGGCAAGGCA  
S  D  K  Q  F  D  R  I  Q  W  P  L  R  H  R  P  I  E  T  G    
 
 
CGTGCAGGAAGAAGCGCAGCGGCAGTTTCCGCCAGCTCTCGGGCGAGGCGCGCCGCAAGC 2580 
GCACGTCCTTCTTCGCGTCGCCGTCAAAGGCGGTCGAGAGCCCGCTCCGCGCGGCGTTCG  
D  H  L  F  F  R  L  P  L  K  R  W  S  E  P  S  A  R  R  L    
 
CGGCCATCTCCGCGAATTGGCAATTGGCCTCGAGGATGTCGCCCTGCGGATCGGTGATCG 2640 
GCCGGTAGAGGCGCTTAACCGTTAACCGGAGCTCCTACAGCGGGACGCCTAGCCACTAGC  
G  A  M  E  A  F  Q  C  N  A  E  L  I  D  G  Q  P  D  T  I    
 
AAATCCCGATCGGCAGCATGTGGAAGAGCTTCTGGTATTTCTCGCGATTTTCGTTCGCGG 2700 
TTTAGGGCTAGCCGTCGTACACCTTCTCGAAGACCATAAAGAGCGCTAAAAGCAAGCGCC  
 
 
S  I  G  I  P  L  M  H  F  L  K  Q  Y  K  E  R  N  E  N  A    
 
CCTCCTCGGCGCGCTGGCGCGTCGCGACTTCCTCCTCCAGGCTCGCAACGTGCCGGCTAA 2760 
GGAGGAGCCGCGCGACCGCGCAGCGCTGAAGGAGGAGGTCCGAGCGTTGCACGGCCGATT  
A  E  E  A  R  Q  R  T  A  V  E  E  E  L  S  A  V  H  R  S    
 
GCTCCACCGTCCGCTGCTGCACGACGATTTCGAGCTTCTCGACGTCGGCCTTCAATTCAT 2820 
CGAGGTGGCAGGCGACGACGTGCTGCTAAAGCTCGAAGAGCTGCAGCCGGAAGTTAAGTA  
L  E  V  T  R  Q  Q  V  V  I  E  L  K  E  V  D  A  K  L  E    
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Anexo I 
2T7.2 

CCTCGATCCGCTTGTGCTCGGAGATGTCCTGCACCACCCAGATACTTCCGAGTTGCAGGT 2880 
GGAGCTAGGCGAACACGAGCCTCTACAGGACGTGGTGGGTCTATGAAGGCTCAACGTCCA  
D  E  I  R  K  H  E  S  I  D  Q  V  V  W  I  S  G  L  Q  L    
 
 
TGCGCGGGTCGAGCAGCGTGCCAGTGACGATGCACCAGATCAAGGTGCCATCCTTCCGAA 2940 
ACGCGCCCAGCTCGTCGCACGGTCACTGCTACGTGGTCTAGTTCCACGGTAGGAAGGCTT  
N  R  P  D  L  L  T  G  T  V  I  C  W  I  L  T  G  D  K  R    
 
CGAACGGACGCTCGTCCTTGAAAGTGTGCTCGCGCTCGAAAAAATGGCCGTACTTCCGGC 3000 
GCTTGCCTGCGAGCAGGAACTTTCACACGAGCGCGAGCTTTTTTACCGGCATGAAGGCCG  
V  F  P  R  E  D  K  F  T  H  E  R  E  F  F  H  G  Y  K  R    
 
CGATTGTCGAAAACGATTCGTCGCTCGGGTAGTGCACCCGGACCGATTGGTTGTCGAGTT 3060 
GCTAACAGCTTTTGCTAAGCAGCGAGCCCATCACGTGGGCCTGGCTAACCAACAGCTCAA  
G  I  T  S  F  S  E  D  S  P  Y  H  V  R  V  S  Q  N  D  L    
 
CTCCGGGCTCGTATCCGAACAATTCCTCGTATCGTCGGTTACAGCGCTTGATCGTGCGGT 3120 
GAGGCCCGAGCATAGGCTTGTTAAGGAGCATAGCAGCCAATGTCGCGAACTAGCACGCCA  
 
 
E  G  P  E  Y  G  F  L  E  E  Y  R  R  N  C  R  K  I  T  R    
 
TTCGGAGATGGCAGATGGCCACGGGCGTGTTGCGGAAGATCGCCTCGTAGCCGACCGAGA 3180 
AAGCCTCTACCGTCTACCGGTGCCCGCACAACGCCTTCTAGCGGAGCATCGGCTGGCTCT  
 
 
N  R  L  H  C  I  A  V  P  T  N  R  F  I  A  E  Y  G  V  S    
 
 
CGTCCTCGCCCTGCTCATCGTCGAATTCCACCGCGACCACGTCATTCTTCATGGAGCACT 3240 
GCAGGAGCGGGACGAGTAGCAGCTTAAGGTGGCGCTGGTGCAGTAAGAAGTACCTCGTGA  
 
 
V  D  E  G  Q  E  D  D  F  E  V  A  V  V  D  N  K  M          
 
 
ACCTCCTCGCAACCGGCAACCCGGGAACCGGTCTATCTAACCGCGCGCTGGCCCCATTGG 3300 
TGGAGGAGCGTTGGCCGTTGGGCCCTTGGCCAGATAGATTGGCGCGCGACCGGGGTAACC  
 
 
CCGCCGATCCGACCCCGTCAACCCTGAGCACTTCCGATTGTGCGCCCGTGACGCAGCGGC 3360 
GGCGGCTAGGCTGGGGCAGTTGGGACTCGTGAAGGCTAACACGCGGGCACTGCGTCGCCG  
 
 
CGCACTAGGGACAACCCCTCTTTGCTTAAGTGTTCGCACCAATTGGTCACGTTCGGCGAA 3420 
GCGTGATCCCTGTTGGGGAGAAACGAATTCACAAGCGTGGTTAACCAGTGCAAGCCGCTT  
 
 
TGGTGCTTAAATTCAATTCACGGGGCCAGACTCGCGCTGCCGAACCTGACTCCTCCGGTG 3480 
ACCACGAATTTAAGTTAAGTGCCCCGGTCTGAGCGCGACGGCTTGGACTGAGGAGGCCAC  
 
 
CATGATACTCGTCTGCTTCCAAAATTGTTTGGTTTGCAATGAACCGCAGAGGCTGTCGTG 3540 
GTACTATGAGCAGACGAAGGTTTTAACAAACCAAACGTTACTTGGCGTCTCCGACAGCAC  
 
 
                                                         M    
 
AGAATTCCTCTTGTTACCGAAATACAGAGGTTCAGCCTGCAGGACGGGCCCGGGATCAGG 3600 
TCTTAAGGAGAACAATGGCTTTATGTCTCCAAGTCGGACGTCCTGCCCGGGCCCTAGTCC  
 
 
R  I  P  L  V  T  E  I  Q  R  F  S  L  Q  D  G  P  G  I  R    
 
ACGACCATCTTCCTGAAGGGCTGCCCGCTACGTTGCCCGTGGTGCCACAACCCCGAAACC 3660 
TGCTGGTAGAAGGACTTCCCGACGGGCGATGCAACGGGCACCACGGTGTTGGGGCTTTGG  
T  T  I  F  L  K  G  C  P  L  R  C  P  W  C  H  N  P  E  T    
 
CAGGACGTGAGACAGGAGTTCTACTATTACCCGGCGCGCTGCGTCGGCTGCGGCCGCTGC 3720 
GTCCTGCACTCTGTCCTCAAGATGATAATGGGCCGCGCGACGCAGCCGACGCCGGCGACG  
Q  D  V  R  Q  E  F  Y  Y  Y  P  A  R  C  V  G  C  G  R  C    
 
ATGGCCGTCTGCCCCGCGGGAACATCCCGCCTGGTGCACAACTCGGACGGCCGCACGATC 3780 
TACCGGCAGACGGGGCGCCCTTGTAGGGCGGACCACGTGTTGAGCCTGCCGGCGTGCTAG  
M  A  V  C  P  A  G  T  S  R  L  V  H  N  S  D  G  R  T  I    
 
 
GTCGAACTCGACCGCACGGACTGTCAGCGTTGCATGCGTTGCGTCGCCGCCTGCCTGACG 3840 
CAGCTTGAGCTGGCGTGCCTGACAGTCGCAACGTACGCAACGCAGCGGCGGACGGACTGC  
V  E  L  D  R  T  D  C  Q  R  C  M  R  C  V  A  A  C  L  T    
 
 
GACGCGCGCACCACGGTCGGGCAACGCATGAGCGTCGAGGAAATCCTGCGCGAAGCGCTG 3900 
CTGCGCGCGTGGTGCCAGCCCGTTGCGTACTCGCAGCTCCTTTAGGACGCGCTTCGCGAC  
D  A  R  T  T  V  G  Q  R  M  S  V  E  E  I  L  R  E  A  L    
 
TCCGACTCCCCCTTTTACCGCAACAGCGGCGGCGGAGTCACCATCAGCGGTGGCGACCCT 3960 
AGGCTGAGGGGGAAAATGGCGTTGTCGCCGCCGCCTCAGTGGTAGTCGCCACCGCTGGGA  
S  D  S  P  F  Y  R  N  S  G  G  G  V  T  I  S  G  G  D  P    
 
CTCTTCCATCCTTCGTTCACATTGGAGCTGGCGCGCAGAATCAAGGAGCGCAACGTCCAC 4020 
GAGAAGGTAGGAAGCAAGTGTAACCTCGACCGCGCGTCTTAGTTCCTCGCGTTGCAGGTG  
L  F  H  P  S  F  T  L  E  L  A  R  R  I  K  E  R  N  V  H    
 

GTCGCCATCGAGACTTCCTGCTTTCCCAAGCGTTGGGAGGTTATTCAGCCGCTGCTGGAA 4080 
CAGCGGTAGCTCTGAAGGACGAAAGGGTTCGCAACCCTCCAATAAGTCGGCGACGACCTT  
V  A  I  E  T  S  C  F  P  K  R  W  E  V  I  Q  P  L  L  E    
 
 
TTTGTCGATCTGTTCATCGTCGACCTAAAATCGCTGAATCCAAAGAAACATGAAGAAGTC 4140 
AAACAGCTAGACAAGTAGCAGCTGGATTTTAGCGACTTAGGTTTCTTTGTACTTCTTCAG  
F  V  D  L  F  I  V  D  L  K  S  L  N  P  K  K  H  E  E  V    
 
 
GTTGGTTGGCCACTTCAGCCGATACTCGACAACATCGAGCATCTCATGCGATCCAAGGCC 4200 
CAACCAACCGGTGAAGTCGGCTATGAGCTGTTGTAGCTCGTAGAGTACGCTAGGTTCCGG  
V  G  W  P  L  Q  P  I  L  D  N  I  E  H  L  M  R  S  K  A    
 
AACATCCGCATCCATATTCCCGTGATCCCTGGATTCAATGATTCCCCCCAGGATTTCGAC 4260 
TTGTAGGCGTAGGTATAAGGGCACTAGGGACCTAAGTTACTAAGGGGGGTCCTAAAGCTG  
N  I  R  I  H  I  P  V  I  P  G  F  N  D  S  P  Q  D  F  D    
 
 
GACTATATTAGTTATTTGAGTCGCCATACCATGCAGCTGGAGGGTGTCGATATTCTAAAT 4320 
CTGATATAATCAATAAACTCAGCGGTATGGTACGTCGACCTCCCACAGCTATAAGATTTA  
D  Y  I  S  Y  L  S  R  H  T  M  Q  L  E  G  V  D  I  L  N    
 
 
TACCACGTCTATGGAGAAGGAAAATATCGCTCCCTGGGCAGGGAAAAAGAATATCAATAT 4380 
ATGGTGCAGATACCTCTTCCTTTTATAGCGAGGGACCCGTCCCTTTTTCTTATAGTTATA  
Y  H  V  Y  G  E  G  K  Y  R  S  L  G  R  E  K  E  Y  Q  Y    
 
TTAGGTGTGGAAGAGAACCCGCCCGAGAAGGTAGTACCTCTTGTCAAAGGTTTGAAGCTT 4440 
AATCCACACCTTCTCTTGGGCGGGCTCTTCCATCATGGAGAACAGTTTCCAAACTTCGAA  
L  G  V  E  E  N  P  P  E  K  V  V  P  L  V  K  G  L  K  L    
 
GCAGGCATCAAGAACGTAACGATTGGCGGTTTGGTTGGCATCACGGCGGACAAAGACGAG 4500 
CGTCCGTAGTTCTTGCATTGCTAACCGCCAAACCAACCGTAGTGCCGCCTGTTTCTGCTC  
 
 
A  G  I  K  N  V  T  I  G  G  L  V  G  I  T  A  D  K  D  E    
 
ACTGATCGCGATGCCGCCACAAGGTGTATTACATAAACAATAGGAGACTCATCTATGGAA 4560 
TGACTAGCGCTACGGCGGTGTTCCACATAATGTATTTGTTATCCTCTGAGTAGATACCTT  
T  D  R  D  A  A  T  R  C  I  T  *                    M  E    
 
ACCACCACATGTAAGCAGTGCGCAAACTTCTTTCCTCTTCCCAAGGATGCCGATGATTAC 4620 
TGGTGGTGTACATTCGTCACGCGTTTGAAGAAAGGAGAAGGGTTCCTACGGCTACTAATG  
T  T  T  C  K  Q  C  A  N  F  F  P  L  P  K  D  A  D  D  Y    
 
 
GAAGCCGGCAAGGCAGATTGCGTGCGCGAAAAGGAAGATGACAAAGGCAAATACTGGCTC 4680 
CTTCGGCCGTTCCGTCTAACGCACGCGCTTTTCCTTCTACTGTTTCCGTTTATGACCGAG  
E  A  G  K  A  D  C  V  R  E  K  E  D  D  K  G  K  Y  W  L    
 
TCCAAACCTATATTCGAGAACAGCACGCGATGTGAAGCCTTTCACGCGAAACGATAAAAC 4740 
AGGTTTGGATATAAGCTCTTGTCGTGCGCTACACTTCGGAAAGTGCGCTTTGCTATTTTG  
S  K  P  I  F  E  N  S  T  R  C  E  A  F  H  A  K  R  *       
 
CAAAGTTCGAGGAGACTGCCATGAATGACATCGCAAGCGCCAAGGTACTGGAATACAAGG 4800 
GTTTCAAGCTCCTCTGACGGTACTTACTGTAGCGTTCGCGGTTCCATGACCTTATGTTCC  
                    M  N  D  I  A  S  A  K  V  L  E  Y  K  G  
 
 
GAAAAACGCTCAATTTCACACCTGAAGATCCGGCCGAAGCAAAGATTCCATCCGACGAGT 4860 
CTTTTTGCGAGTTAAAGTGTGGACTTCTAGGCCGGCTTCGTTTCTAAGGTAGGCTGCTCA  
 
 
  K  T  L  N  F  T  P  E  D  P  A  E  A  K  I  P  S  D  E  L  
 
TGCACGAGCATCTGCAAAAGCCGTCGACCGCAAGAACCAAACGGCTGAAGGAGCGTTGCC 4920 
ACGTGCTCGTAGACGTTTTCGGCAGCTGGCGTTCTTGGTTTGCCGACTTCCTCGCAACGG  
 
 
  H  E  H  L  Q  K  P  S  T  A  R  T  K  R  L  K  E  R  C  R  
 
 
GCTGGAAACACGCATCCGCAGGCGAGTTCATCGAAAAGAGCGTCACGGCCGGCATCGAGC 4980 
CGACCTTTGTGCGTAGGCGTCCGCTCAAGTAGCTTTTCTCGCAGTGCCGGCCGTAGCTCG  
  W  K  H  A  S  A  G  E  F  I  E  K  S  V  T  A  G  I  E  R  
 
 
GCATGCGCTATCTGACCGAAGCACACAAGGCTAGCGAGGGTCAGCCGGAAGTCATCCGCC 5040 
CGTACGCGATAGACTGGCTTCGTGTGTTCCGATCGCTCCCAGTCGGCCTTCAGTAGGCGG  
  M  R  Y  L  T  E  A  H  K  A  S  E  G  Q  P  E  V  I  R  R  
 
GCGCGCTCGGCTTGGCGAATGTTCTGAACAAGTCAACCCTGGTGCTTCAAGAGGACGAAT 5100 
CGCGCGAGCCGAACCGCTTACAAGACTTGTTCAGTTGGGACCACGAAGTTCTCCTGCTTA  
  A  L  G  L  A  N  V  L  N  K  S  T  L  V  L  Q  E  D  E  F  
 
TCATCGTCGGCTACCACGCCGAAGATCCGAACATGTTCCCGCTGTATCCCGAATTGTCCC 5160 
AGTAGCAGCCGATGGTGCGGCTTCTAGGCTTGTACAAGGGCGACATAGGGCTTAACAGGG  
  I  V  G  Y  H  A  E  D  P  N  M  F  P  L  Y  P  E  L  S  H  
 
ACATGGCGGTTCAGGACTACCTGAGGAGCGACTACTCGCCTCAACCGGCCGACGAGGCTG 5220 
TGTACCGCCAAGTCCTGATGGACTCCTCGCTGATGAGCGGAGTTGGCCGGCTGCTCCGAC  
  M  A  V  Q  D  Y  L  R  S  D  Y  S  P  Q  P  A  D  E  A  A  
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Anexo I 

CCGCGATCAATGATTACTGGAAGCCGCACAGCCTGCAAAGCAAGTGCCAGCCCTACTTCG 5280 
GGCGCTAGTTACTAATGACCTTCGGCGTGTCGGACGTTTCGTTCACGGTCGGGATGAAGC  
  A  I  N  D  Y  W  K  P  H  S  L  Q  S  K  C  Q  P  Y  F  D  
 
ACCCGGCCGACCTCGGCCGTATGTACCAGGTCAGCAGCATGGAGGCCCCCCCCTTCGCGT 5340 
TGGGCCGGCTGGAGCCGGCATACATGGTCCAGTCGTCGTACCTCCGGGGGGGGAAGCGCA  
  P  A  D  L  G  R  M  Y  Q  V  S  S  M  E  A  P  P  F  A  S  
 
CCGGTTACAACAGTATCGTACCGCCCTACGAAACCGTCCTTGAGGACGGCCTGCTGGCGC 5400 
GGCCAATGTTGTCATAGCATGGCGGGATGCTTTGGCAGGAACTCCTGCCGGACGACCGCG  
 
 
  G  Y  N  S  I  V  P  P  Y  E  T  V  L  E  D  G  L  L  A  R  
 
GCATCAAGCTCGCCGAGAAACATATCGCCGAAGCCCAGGCCGACATGTCCACCTTCCCGT 5460 
CGTAGTTCGAGCGGCTCTTTGTATAGCGGCTTCGGGTCCGGCTGTACAGGTGGAAGGGCA  
  I  K  L  A  E  K  H  I  A  E  A  Q  A  D  M  S  T  F  P  W  
 
GGAACGGCACCAAGGGCCTAGACAACATCGCCAAGATCGACCACTGGAAGGCGATGGTCA 5520 
CCTTGCCGTGGTTCCCGGATCTGTTGTAGCGGTTCTAGCTGGTGACCTTCCGCTACCAGT  
  N  G  T  K  G  L  D  N  I  A  K  I  D  H  W  K  A  M  V  I  
 
TCGCCTGCAAGGCGGTCATCAGCTGGGCGCGCCGTCAAGGCCGTCTGTGCCGGATCGTCG 5580 
AGCGGACGTTCCGCCAGTAGTCGACCCGCGCGGCAGTTCCGGCAGACACGGCCTAGCAGC  
  A  C  K  A  V  I  S  W  A  R  R  Q  G  R  L  C  R  I  V  A  
 
CCGAGAATTTTGAAACCGATCCGAAGCGTCAGGCCGAGCTGCTCGAAGTTGCTGACATCT 5640 
GGCTCTTAAAACTTTGGCTAGGCTTCGCAGTCCGGCTCGACGAGCTTCAACGACTGTAGA  
  E  N  F  E  T  D  P  K  R  Q  A  E  L  L  E  V  A  D  I  C  
 
GCCATCGCGTTCCCGCCGAGCCCTGCAAGGGCCTCAAAGACGCGATGCAGGCGAAGTTCT 5700 
CGGTAGCGCAAGGGCGGCTCGGGACGTTCCCGGAGTTTCTGCGCTACGTCCGCTTCAAGA  
  H  R  V  P  A  E  P  C  K  G  L  K  D  A  M  Q  A  K  F  F  
 
TCACCTTCCTGATCTGCCACGCCATCGAGCGCTACGCGAGCGGCTACGCGCAGAAGGAAG 5760 
AGTGGAAGGACTAGACGGTGCGGTAGCTCGCGATGCGCTCGCCGATGCGCGTCTTCCTTC  
  T  F  L  I  C  H  A  I  E  R  Y  A  S  G  Y  A  Q  K  E  D  
 
 
ACACCCTGCTGTGGCCGTACTACAAGGCCTCCGTCATCGACAAAAAGTTCCAGCCGATGG 5820 
TGTGGGACGACACCGGCATGATGTTCCGGAGGCAGTAGCTGTTTTTCAAGGTCGGCTACC  
  T  L  L  W  P  Y  Y  K  A  S  V  I  D  K  K  F  Q  P  M  D  
 
ACCACATGGGCGCGGTGGAACTCGTCGAGATGGAACGTTTGAAGATTTCCGAGCACGGTG 5880 
TGGTGTACCCGCGCCACCTTGAGCAGCTCTACCTTGCAAACTTCTAAAGGCTCGTGCCAC  
  H  M  G  A  V  E  L  V  E  M  E  R  L  K  I  S  E  H  G  A  
 
CCGGCAAGTCGCGCGCCTATCGCGAAATCTTCCCGGGCTCGAACGACCTGTTCATCCTCA 5940 
GGCCGTTCAGCGCGCGGATAGCGCTTTAGAAGGGCCCGAGCTTGCTGGACAAGTAGGAGT  
  G  K  S  R  A  Y  R  E  I  F  P  G  S  N  D  L  F  I  L  T  
 
CCGTCGGCGGCACGAACGCCAAGGGCGAGGACGCATGCAACGACATGACCGACGCCATCC 6000 
GGCAGCCGCCGTGCTTGCGGTTCCCGCTCCTGCGTACGTTGCTGTACTGGCTGCGGTAGG  
  V  G  G  T  N  A  K  G  E  D  A  C  N  D  M  T  D  A  I  L  
 
TGGAAGCGGCCAAGCGGATCCGCACTGCTGAGCCCTCCATCGTCTTCCGCTACAGCAAAA 6060 
ACCTTCGCCGGTTCGCCTAGGCGTGACGACTCGGGAGGTAGCAGAAGGCGATGTCGTTTT  
  E  A  A  K  R  I  R  T  A  E  P  S  I  V  F  R  Y  S  K  K  
 
AGAGTCGCGAAAAGACGCTGCGATGGGTTTTCGAGTGCATCCGCGACGGTCTAGGCTATC 6120 
TCTCAGCGCTTTTCTGCGACGCTACCCAAAAGCTCACGTAGGCGCTGCCAGATCCGATAG  
  S  R  E  K  T  L  R  W  V  F  E  C  I  R  D  G  L  G  Y  P  
 
CGTCGATCAAGCACGACGAGATCGGCACGGCGCAGATGAAGGAATATGCCAAATTCAGCC 6180 
GCAGCTAGTTCGTGCTGCTCTAGCCGTGCCGCGTCTACTTCCTTATACGGTTTAAGTCGG  
  S  I  K  H  D  E  I  G  T  A  Q  M  K  E  Y  A  K  F  S  L  
 
TCAACGGCAACGGCGCCACCGACGAGGAAGCCCACAACTGGGTCAACGTGCTGTGCATGT 6240 
AGTTGCCGTTGCCGCGGTGGCTGCTCCTTCGGGTGTTGACCCAGTTGCACGACACGTACA  
  N  G  N  G  A  T  D  E  E  A  H  N  W  V  N  V  L  C  M  S  
 
CGCCCGGCCTTCACGGTCGCCGCAAGACACAAAAGACCCGATCGGAAGGCGGCAGTTCGG 6300 
GCGGGCCGGAAGTGCCAGCGGCGTTCTGTGTTTTCTGGGCTAGCCTTCCGCCGTCAAGCC  
  P  G  L  H  G  R  R  K  T  Q  K  T  R  S  E  G  G  S  S  V  
 
TCTTCCCGGCCAAGGTGCTGGAAATCACGCTCAACGACGGCTACGATTGGTCGTACGCGG 6360 
AGAAGGGCCGGTTCCACGACCTTTAGTGCGAGTTGCTGCCGATGCTAACCAGCATGCGCC  
  F  P  A  K  V  L  E  I  T  L  N  D  G  Y  D  W  S  Y  A  D  
 
ACATGCAGTTAGGCCCGAAGACGGGTGAACTCTCCTCGTTGAAGACCTTCGAGGACATCT 6420 
TGTACGTCAATCCGGGCTTCTGCCCACTTGAGAGGAGCAACTTCTGGAAGCTCCTGTAGA  
  M  Q  L  G  P  K  T  G  E  L  S  S  L  K  T  F  E  D  I  W  
 
GGGAGGCCTTCCGCAAGCAGTATCAATACGCGATCAACCTTGGCATCAGCACCAAGGACG 6480 
CCCTCCGGAAGGCGTTCGTCATAGTTATGCGCTAGTTGGAACCGTAGTCGTGGTTCCTGC  
  E  A  F  R  K  Q  Y  Q  Y  A  I  N  L  G  I  S  T  K  D  V  
 
 
TGTCGCGCTACTTCGAGCAGCGCTACCTGCAGTTACCTTTCGTGTCGGCAATCGACGACG 6540 
ACAGCGCGATGAAGCTCGTCGCGATGGACGTCAATGGAAAGCACAGCCGTTAGCTGCTGC  
  S  R  Y  F  E  Q  R  Y  L  Q  L  P  F  V  S  A  I  D  D  G  
 
GCTGCATGGAATTCGGCATGGACGCTTGCGCCCTGTCCGAACAACCCAACGCCTGGCACA 6600 
CGACGTACCTTAAGCCGTACCTGCGAACGCGGGACAGGCTTGTTGGGTTGCGGACCGTGT  
  C  M  E  F  G  M  D  A  C  A  L  S  E  Q  P  N  A  W  H  N  

ACGAGGTCACGACGGTCGTCGCGGCGAACTCCCTCGTGGCGATCAAGAAGCTGGTGTTCG 6660 
TGCTCCAGTGCTGCCAGCAGCGCCGCTTGAGGGAGCACCGCTAGTTCTTCGACCACAAGC  
  E  V  T  T  V  V  A  A  N  S  L  V  A  I  K  K  L  V  F  E  
 
AGGAGAAGAAGTACACCCTGGAACAACTCAGCCAGGCACTGAAGGCGAACTGGGAAGGCT 6720 
TCCTCTTCTTCATGTGGGACCTTGTTGAGTCGGTCCGTGACTTCCGCTTGACCCTTCCGA  
  E  K  K  Y  T  L  E  Q  L  S  Q  A  L  K  A  N  W  E  G  F  
 
TCGAGGAAATGCGCGTCGACTTCAAGCGCGCGCCAAAGTGGGGCAACGACGACGAATACG 6780 
AGCTCCTTTACGCGCAGCTGAAGTTCGCGCGCGGTTTCACCCCGTTGCTGCTGCTTATGC  
  E  E  M  R  V  D  F  K  R  A  P  K  W  G  N  D  D  E  Y  A  

bssA3’new  
CCGACAGCATCGTCTCCCGATTCTACGAGGAAGTCATCGGCGGCGAATTGCGCAAGATCA 6840 
GGCTGTCGTAGCAGAGGGCTAAGATGCTCCTTCAGTAGCCGCCGCTTAACGCGTTCTAGT  
  D  S  I  V  S  R  F  Y  E  E  V  I  G  G  E  L  R  K  I  T  
 
CCAACTACTCTGGTGGCCCGGTCCTGCCGACCGGTCAGGCTGTCGGCCTGTACATGGAAG 6900 
GGTTGATGAGACCACCGGGCCAGGACGGCTGGCCAGTCCGACAGCCGGACATGTACCTTC  
  N  Y  S  G  G  P  V  L  P  T  G  Q  A  V  G  L  Y  M  E  V  
 
TGGGTTCGCGCATGGGCCCGACGCCCGACGGCCGCTTCGGCGGCGAAGCGGCTGACGACG 6960 
ACCCAAGCGCGTACCCGGGCTGCGGGCTGCCGGCGAAGCCGCCGCTTCGCCGACTGCTGC  
  G  S  R  M  G  P  T  P  D  G  R  F  G  G  E  A  A  D  D  G  
 
GTGGCATTTCTCCCTACATGGGCACCGACAAGAAAGGCCCGACAGCGGTGTTGCGCTCGG 7020 
CACCGTAAAGAGGGATGTACCCGTGGCTGTTCTTTCCGGGCTGTCGCCACAACGCGAGCC  
  G  I  S  P  Y  M  G  T  D  K  K  G  P  T  A  V  L  R  S  V  
 
TGTCCAAGGTGCAGAAGAACCAGAAGGCCAATCTGCTGAACCAGCGCTTGTCGGTACCCA 7080 
ACAGGTTCCACGTCTTCTTGGTCTTCCGGTTAGACGACTTGGTCGCGAACAGCCATGGGT  
  S  K  V  Q  K  N  Q  K  A  N  L  L  N  Q  R  L  S  V  P  I  
 
TCATGCGCTCCAAGCACGGTTTCGAGATCTGGAACGCGTACATGAAGACCTGGCACGAAC 7140 
AGTACGCGAGGTTCGTGCCAAAGCTCTAGACCTTGCGCATGTACTTCTGGACCGTGCTTG  
  M  R  S  K  H  G  F  E  I  W  N  A  Y  M  K  T  W  H  E  L  
 
TGAACATCGATCATGTTCAGTTCAACGTCGTCAGCACCGACGAAATGCGCGCGGCGCAGC 7200 
ACTTGTAGCTAGTACAAGTCAAGTTGCAGCAGTCGTGGCTGCTTTACGCGCGCCGCGTCG  
  N  I  D  H  V  Q  F  N  V  V  S  T  D  E  M  R  A  A  Q  R  3T7.5 

 
GCGAACCAGAGAAGCACAATGATCTCATCGTTCGCGTGTCCGGCTACAGCGCCCGGTTCG 7260 
CGCTTGGTCTCTTCGTGTTACTAGAGTAGCAAGCGCACAGGCCGATGTCGCGGGCCAAGC  
  E  P  E  K  H  N  D  L  I  V  R  V  S  G  Y  S  A  R  F  V  
 

3T7.7  
TCGACCTTCCAACCTATGGGCAGAACACCATCATTGCCCGTCAGGAACAGGACTTCAGCG 7320 
AGCTGGAAGGTTGGATACCCGTCTTGTGGTAGTAACGGGCAGTCCTTGTCCTGAAGTCGC  
  D  L  P  T  Y  G  Q  N  T  I  I  A  R  Q  E  Q  D  F  S  A  
 3T7.7 
 
CGTCCGATCTCGAATTCCTAAACGTCGAAATCTGAAAAAAGCAGCCAAACGGAGGGGCAG 7380 
GCAGGCTAGAGCTTAAGGATTTGCAGCTTTAGACTTTTTTCGTCGGTTTGCCTCCCCGTC  
  S  D  L  E  F  L  N  V  E  I  *                             
 
CGTTCTGCGCCCCTCCACCCATAGTCAAACCAAATATATTGGAGCCATAACATGGAAGCG 7440 
GCAAGACGCGGGGAGGTGGGTATCAGTTTGGTTTATATAACCTCGGTATTGTACCTTCGC  
                                                   M  E  A    bssB 
 
GAAAAGAGCTTGCAAAACCAGCCGTATACCGAAGTCGGCACAGCGAAGCCCTGCCGGATC 7500 
CTTTTCTCGAACGTTTTGGTCGGCATATGGCTTCAGCCGTGTCGCTTCGGGACGGCCTAG  
E  K  S  L  Q  N  Q  P  Y  T  E  V  G  T  A  K  P  C  R  I    
 
TGCAAGTGGCAAACCCCTGACCCCACCGATCCGCACCGTGGGCAGTGCACCGCCAACCGC 7560 
ACGTTCACCGTTTGGGGACTGGGGTGGCTAGGCGTGGCACCCGTCACGTGGCGGTTGGCG  
C  K  W  Q  T  P  D  P  T  D  P  H  R  G  Q  C  T  A  N  R    
 
CACGCCATGGGCGGAGTCTGGAAACGCTGGCTTAGGGACGTCGAGAACACGACCTGCTCC 7620 
GTGCGGTACCCGCCTCAGACCTTTGCGACCGAATCCCTGCAGCTCTTGTGCTGGACGAGG  
H  A  M  G  G  V  W  K  R  W  L  R  D  V  E  N  T  T  C  S    
 
AGGCATGAGGAAGGCAAACTGAGCTTCCGCGACCACGTCTGAACACCGGACAGAAGTGGC 7680 
TCCGTACTCCTTCCGTTTGACTCGAAGGCGCTGGTGCAGACTTGTGGCCTGTCTTCACCG  
R  H  E  E  G  K  L  S  F  R  D  H  V  *                      
 
TTACCTCCCGACCGCGTTGACGATAGATCATGAAAACCTCTCCTAGCACAAATGGCTTGT 7740 
AATGGAGGGCTGGCGCAACTGCTATCTAGTACTTTTGGAGAGGATCGTGTTTACCGAACA  
 
 
                             M  K  T  S  P  S  T  N  G  L  F  

bssEint3’ 
bssE 

 
TCATCCCGGAAGTGGACCCCTACTACTATGTAAGTACGGAAAACCAGAGCTTTCTCGATA 7800 
AGTAGGGCCTTCACCTGGGGATGATGATACATTCATGCCTTTTGGTCTCGAAAGAGCTAT  
 
 
  I  P  E  V  D  P  Y  Y  Y  V  S  T  E  N  Q  S  F  L  D  K  

bssEint3’

 
AATTCGCCAAGATATCCAAAAAGCACCCCGTCAACGTCTTGGTGGTCGGCAAACAGGGCT 7860 
TTAAGCGGTTCTATAGGTTTTTCGTGGGGCAGTTGCAGAACCACCAGCCGTTTGTCCCGA  
  F  A  K  I  S  K  K  H  P  V  N  V  L  V  V  G  K  Q  G  C  

3T7.6 

 3T7.8 
GCGGCAAGTCCTCTCTGGTGCGGCAATACGCCGCCGTCAACAGGCTGCCGCTGGCGACCT 7920 
CGCCGTTCAGGAGAGACCACGCCGTTATGCGGCGGCAGTTGTCCGACGGCGACCGCTGGA  
  G  K  S  S  L  V  R  Q  Y  A  A  V  N  R  L  P  L  A  T  F  
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Anexo I 
3T7.8 

TTCAGATCGGCATCCTGTCCGAGCCGGGACAATTGTTTGGTGAATACGCGCTGGAGAACG 7980 
AAGTCTAGCCGTAGGACAGGCTCGGCCCTGTTAACAAACCACTTATGCGCGACCTCTTGC  
  Q  I  G  I  L  S  E  P  G  Q  L  F  G  E  Y  A  L  E  N  G  
 
GGGAAACGCGCTACAAGCAGTTCCTCTTCCCTCAGGCCATCCAGACGCCCAACTGCGTCA 8040 
CCCTTTGCGCGATGTTCGTCAAGGAGAAGGGAGTCCGGTAGGTCTGCGGGTTGACGCAGT  
  E  T  R  Y  K  Q  F  L  F  P  Q  A  I  Q  T  P  N  C  V  I  
 
TCCATCTTGAGGAGATCAATCGCCCCGAACACCCGAAGGCGTTGAACATGCTGTTCTCCA 8100 
AGGTAGAACTCCTCTAGTTAGCGGGGCTTGTGGGCTTCCGCAACTTGTACGACAAGAGGT  
  H  L  E  E  I  N  R  P  E  H  P  K  A  L  N  M  L  F  S  I  
 
TCCTCTCCGATGATCGACAGGTATGGATGGACGAACTGGGCCTGCTGCAAGTGGCGCCCG 8160 
AGGAGAGGCTACTAGCTGTCCATACCTACCTGCTTGACCCGGACGACGTTCACCGCGGGC  
  L  S  D  D  R  Q  V  W  M  D  E  L  G  L  L  Q  V  A  P  G  
 
GGGTCGTTTTCTTCGCGACGCTGAACGAGGGCGCCGAATTCGTCGGCACGGAGCTACTCG 8220 
CCCAGCAAAAGAAGCGCTGCGACTTGCTCCCGCGGCTTAAGCAGCCGTGCCTCGATGAGC  
  V  V  F  F  A  T  L  N  E  G  A  E  F  V  G  T  E  L  L  D  
 
ACCCGGCCCTGCGCGACCGCTTCTATGTCACGACCATGGATTTTCTGCCGAACGAAGTCG 8280 
TGGGCCGGGACGCGCTGGCGAAGATACAGTGCTGGTACCTAAAAGACGGCTTGCTTCAGC  
  P  A  L  R  D  R  F  Y  V  T  T  M  D  F  L  P  N  E  V  E  
 
AAATGGAGGTGCTGGAAAAGAAGACCGGCGTAACAAACGAGCAGGCCAGGGAAATCATCA 8340 
TTTACCTCCACGACCTTTTCTTCTGGCCGCATTGTTTGCTCGTCCGGTCCCTTTAGTAGT  
  M  E  V  L  E  K  K  T  G  V  T  N  E  Q  A  R  E  I  I  T  
 
CGGTGGCGAACAGCATTCGCGCCAATGCCGACCTCGGCGTCGACGTTTCCACACGCAAGA 8400 
GCCACCGCTTGTCGTAAGCGCGGTTACGGCTGGAGCCGCAGCTGCAAAGGTGTGCGTTCT  
  V  A  N  S  I  R  A  N  A  D  L  G  V  D  V  S  T  R  K  I  
 
TTCTGATGCTCGGCGAGATGATCGCCGCCGGAGGTACGCTGCGCGAGGCCATCGTGACGA 8460 
AAGACTACGAGCCGCTCTACTAGCGGCGGCCTCCATGCGACGCGCTCCGGTAGCACTGCT  
  L  M  L  G  E  M  I  A  A  G  G  T  L  R  E  A  I  V  T  S  
 
GTCTCCAAACCGACAAGAAGACGCTCGAGTCGGTTTTGCTGTCGCTGCACGTCAATCTGG 8520 
CAGAGGTTTGGCTGTTCTTCTGCGAGCTCAGCCAAAACGACAGCGACGTGCAGTTAGACC  
  L  Q  T  D  K  K  T  L  E  S  V  L  L  S  L  H  V  N  L  G  
 
 
GGAAGGTGGAAAAGAGCAAGACCGAATACGTTCAGTACATTGCCGCCTAAGGTTTTCCAT 8580 
CCTTCCACCTTTTCTCGTTCTGGCTTATGCAAGTCATGTAACGGCGGATTCCAAAAGGTA  
  K  V  E  K  S  K  T  E  Y  V  Q  Y  I  A  A  *              
 
GGCCAAGAACAAGGACACCACACTTCGGCTGATGAACAGCGCGGGAGACGTCAAGCGCTT 8640 
CCGGTTCTTGTTCCTGTGGTGTGAAGCCGACTACTTGTCGCGCCCTCTGCAGTTCGCGAA  
                               M  N  S  A  G  D  V  K  R  F   
 
CGTCATCCCAGGTGAGGAAGGCTATTCGGACTTCTGGCGTCGCGACAAATCCCCGATCGA 8700 
GCAGTAGGGTCCACTCCTTCCGATAAGCCTGAAGACCGCAGCGCTGTTTAGGGGCTAGCT  
 V  I  P  G  E  E  G  Y  S  D  F  W  R  R  D  K  S  P  I  E   
 
GTCCGTCGAGTTGGTGAAGCTATTGGTCGCGATTCGCAAACTGTCGACCTTCATCGGACG 8760 
CAGGCAGCTCAACCACTTCGATAACCAGCGCTAAGCGTTTGACAGCTGGAAGTAGCCTGC  
 S  V  E  L  V  K  L  L  V  A  I  R  K  L  S  T  F  I  G  R   
 
CAACGTCGGCGAAATCGTCTGGTCGGGAATGGAACTCGACAATGCGCTCGCCCTCGATCC 8820 
GTTGCAGCCGCTTTAGCAGACCAGCCCTTACCTTGAGCTGTTACGCGAGCGGGAGCTAGG  
 N  V  G  E  I  V  W  S  G  M  E  L  D  N  A  L  A  L  D  P   
 
AACCCCGATCATGGGCACGTATCCGGTTCCGGCGGGAAAAACCGATCTGATGGTCGGCAT 8880 
TTGGGGCTAGTACCCGTGCATAGGCCAAGGCCGCCCTTTTTGGCTAGACTACCAGCCGTA  
 T  P  I  M  G  T  Y  P  V  P  A  G  K  T  D  L  M  V  G  I   
 
CATGGTGCAAGAGGCGTACAAGCGTGTCGAGTGGTCAGAGCGTCTGCGCGAGATGCTCAG 8940 
GTACCACGTTCTCCGCATGTTCGCACAGCTCACCAGTCTCGCAGACGCGCTCTACGAGTC  
 
 
 M  V  Q  E  A  Y  K  R  V  E  W  S  E  R  L  R  E  M  L  R   
 
GCTGCGCGTCCAGCCCCCGACGCAGTACGAATACAAGTTCGACATGTTCTTCACCCTTTG 9000 
CGACGCGCAGGTCGGGGGCTGCGTCATGCTTATGTTCAAGCTGTACAAGAAGTGGGAAAC  
 
 
 L  R  V  Q  P  P  T  Q  Y  E  Y  K  F  D  M  F  F  T  L  C   
 
CGAGTCCGTCTACGTCGACGGCCTGGCCAACAAGAGCGTGCTCGGTTACTACGCCGAGGT 9060 
GCTCAGGCAGATGCAGCTGCCGGACCGGTTGTTCTCGCACGAGCCAATGATGCGGCTCCA  
 E  S  V  Y  V  D  G  L  A  N  K  S  V  L  G  Y  Y  A  E  V   
 
GGCGCGTGACTGGCGTATCGTCAAGACGCTGAAGAGCCTGATCAAGCCGCCCACCCTCTC 9120 
CCGCGCACTGACCGCATAGCAGTTCTGCGACTTCTCGGACTAGTTCGGCGGGTGGGAGAG  
 A  R  D  W  R  I  V  K  T  L  K  S  L  I  K  P  P  T  L  S   
 
 
CGAGATGTTGCACCTGTGGTGGCGCTTGGCGGCCCATCGCGACCCGGAACTCTACAAGCA 9180 
GCTCTACAACGTGGACACCACCGCGAACCGCCGGGTAGCGCTGGGCCTTGAGATGTTCGT  
 E  M  L  H  L  W  W  R  L  A  A  H  R  D  P  E  L  Y  K  Q   
 
GGGTCACAGCGATCTCACCCTGGGTGGCCTGGTGATGCGGGGTAGCCTGGACCAGTATTA 9240 
CCCAGTGTCGCTAGAGTGGGACCCACCGGACCACTACGCCCCATCGGACCTGGTCATAAT  
 G  H  S  D  L  T  L  G  G  L  V  M  R  G  S  L  D  Q  Y  Y   
 
 

CAGCAAGCCGATGCAGACCATGAACAGCATCGTGCCCGCCCTGCGCCACGACTGCCCGGC 9300 
GTCGTTCGGCTACGTCTGGTACTTGTCGTAGCACGGGCGGGACGCGGTGCTGACGGGCCG  
 S  K  P  M  Q  T  M  N  S  I  V  P  A  L  R  H  D  C  P  A   
 
GCTCTCGAGCGTCAGCGATCGGCGCGATTTCCGCCTTGATCTCTATGAAAAACTCTGGTG 9360 
CGAGAGCTCGCAGTCGCTAGCCGCGCTAAAGGCGGAACTAGAGATACTTTTTGAGACCAC  
 L  S  S  V  S  D  R  R  D  F  R  L  D  L  Y  E  K  L  W  C   
 
CGAAGTGCTCAAAAACATCCGCTTCTGGCCCGGGGATCGCAGCGATCGTTTCATGATCCC 9420 
GCTTCACGAGTTTTTGTAGGCGAAGACCGGGCCCCTAGCGTCGCTAGCAAAGTACTAGGG  
 E  V  L  K  N  I  R  F  W  P  G  D  R  S  D  R  F  M  I  P   
 
CGACATGGGCGATGATGAACTGGCCCAGGAAGAGGCGGAGCAAGCAGCAGTCAAGGCCAC 9480 
GCTGTACCCGCTACTACTTGACCGGGTCCTTCTCCGCCTCGTTCGTCGTCAGTTCCGGTG  
 D  M  G  D  D  E  L  A  Q  E  E  A  E  Q  A  A  V  K  A  T   
 
CATCGTCAATTACGCCAACCTGATCGAGGCGGCGCTGCCGCAGAAGAACCGCGATTTCAC 9540 
GTAGCAGTTAATGCGGTTGGACTAGCTCCGCCGCGACGGCGTCTTCTTGGCGCTAAAGTG  
 I  V  N  Y  A  N  L  I  E  A  A  L  P  Q  K  N  R  D  F  T   
 
CGATCAGATCAAAGGGAACGTGGCAAATTTCGAGAACGTCGCCCGAGTTGAGGGCAACGA 9600 
GCTAGTCTAGTTTCCCTTGCACCGTTTAAAGCTCTTGCAGCGGGCTCAACTCCCGTTGCT  
 D  Q  I  K  G  N  V  A  N  F  E  N  V  A  R  V  E  G  N  D   
 
CATCGTCATGATGGCGCGCAACCGCGTCGATCGCCACCTTTTGCACAAGCTTGAGCAAGT 9660 
GTAGCAGTACTACCGCGCGTTGGCGCAGCTAGCGGTGGAAAACGTGTTCGAACTCGTTCA  
 I  V  M  M  A  R  N  R  V  D  R  H  L  L  H  K  L  E  Q  V   
 
GGTGCGGAACGCCACCGATCGCCGCAGCGTCTTCAACCGCGGCCTCAGTTCGGGGAAGAT 9720 
CCACGCCTTGCGGTGGCTAGCGGCGTCGCAGAAGTTGGCGCCGGAGTCAAGCCCCTTCTA  
 V  R  N  A  T  D  R  R  S  V  F  N  R  G  L  S  S  G  K  I   
 
 
TCATAGTCGGCGGCTTTACCGCGCCCACACCACCGGCGCAGTGTTCCAACAAAAGAATCA 9780 

3T7.11 

AGTATCAGCCGCCGAAATGGCGCGGGTGTGGTGGCCGCGTCACAAGGTTGTTTTCTTAGT  
 H  S  R  R  L  Y  R  A  H  T  T  G  A  V  F  Q  Q  K  N  H   
 
 
TGAGTTCGACATGCGCAAGAATGTCGTACTGCTGGTGGACGCGACGGGGTCGATGGCCGA 9840 

3T7.12 

ACTCAAGCTGTACGCGTTCTTACAGCATGACGACCACCTGCGCTGCCCCAGCTACCGGCT  
 E  F  D  M  R  K  N  V  V  L  L  V  D  A  T  G  S  M  A  D   3T7.9 

 
CCCGACGCAATGGGACCAGGCGGAAATGATCTACCAGACGCTGTTCACCGCGATTCTGGA 9900 
GGGCTGCGTTACCCTGGTCCGCCTTTACTAGATGGTCTGCGACAAGTGGCGCTAAGACCT  
 P  T  Q  W  D  Q  A  E  M  I  Y  Q  T  L  F  T  A  I  L  E   
 
ATACACTAGCAACGCGCGACTATTCGCCTACAACGATGTCAAGAACGCGTGCCGCATCAC 9960 
TATGTGATCGTTGCGCGCTGATAAGCGGATGTTGCTACAGTTCTTGCGCACGGCGTAGTG  
 Y  T  S  N  A  R  L  F  A  Y  N  D  V  K  N  A  C  R  I  T   

bssF 
 
CGAGATCTATCGTGGTGGCCGCATGCTGACGGTGCTGCCGCACGGAAGGACTGCTTCCGG 10020 
GCTCTAGATAGCACCACCGGCGTACGACTGCCACGACGGCGTGCCTTCCTGACGAAGGCC  
 E  I  Y  R  G  G  R  M  L  T  V  L  P  H  G  R  T  A  S  G   
 
CGAAGCCATCATCGCCACGGCATTGAATACCCGCACGCCGGGGAAAAAAACGCTGCTGAT 10080 
GCTTCGGTAGTAGCGGTGCCGTAACTTATGGGCGTGCGGCCCCTTTTTTTGCGACGACTA  
 E  A  I  I  A  T  A  L  N  T  R  T  P  G  K  K  T  L  L  I   
 
CCACATCACCGACGGCGCCTCGAATTGGGGGTGTGGCGTGGCGGATGCCATCAAGTATTG 10140 
GGTGTAGTGGCTGCCGCGGAGCTTAACCCCCACACCGCACCGCCTACGGTAGTTCATAAC  
 H  I  T  D  G  A  S  N  W  G  C  G  V  A  D  A  I  K  Y  C   
 
CAAGGGCAACGGTATCAGCCTGCTCACGCTCGGCATCAGTTGCAGTCTGTCCGCAAAGCA 10200 
GTTCCCGTTGCCATAGTCGGACGAGTGCGAGCCGTAGTCAACGTCAGACAGGCGTTTCGT  
 K  G  N  G  I  S  L  L  T  L  G  I  S  C  S  L  S  A  K  Q   
 
ATCGCTACGGGACGAATACGGCACTCTCGTGAAGTTCGTCGACAAGACCGAACAATTGCC 10260 
TAGCGATGCCCTGCTTATGCCGTGAGAGCACTTCAAGCAGCTGTTCTGGCTTGTTAACGG  
 S  L  R  D  E  Y  G  T  L  V  K  F  V  D  K  T  E  Q  L  P   bssFint3’ 
 
GAAGTTGTTTGGCGAGTTGATCATCAGTGAAATGCGTGAATCGAGGACGCCACAGAAGTG 10320 
CTTCAACAAACCGCTCAACTAGTAGTCACTTTACGCACTTAGCTCCTGCGGTGTCTTCAC  
 K  L  F  G  E  L  I  I  S  E  M  R  E  S  R  T  P  Q  K  *   
                                                         M    bssG bssFint3’  
AACTCGTCCTTGCTCGACCACGTGCTGGAAGCCGAATGGCAGATGTTCGTCCGCGTCAGG 10380 
TTGAGCAGGAACGAGCTGGTGCACGACCTTCGGCTTACCGTCTACAAGCAGGCGCAGTCC  
N  S  S  L  L  D  H  V  L  E  A  E  W  Q  M  F  V  R  V  R    
 
AGCGCGCGGCACGCCCCCTGTCAGAGCGCTCCAGACAACTTCAAGACGATCCGCTCCAGT 10440 
TCGCGCGCCGTGCGGGGGACAGTCTCGCGAGGTCTGTTGAAGTTCTGCTAGGCGAGGTCA  
S  A  R  H  A  P  C  Q  S  A  P  D  N  F  K  T  I  R  S  S    
 
CTGTTCGAGACGTGGACGCAACCGATGCTCGCCTCCTATCTTGCCGATCTGGAACAGGCC 10500 
GACAAGCTCTGCACCTGCGTTGGCTACGAGCGGAGGATAGAACGGCTAGACCTTGTCCGG  
L  F  E  T  W  T  Q  P  M  L  A  S  Y  L  A  D  L  E  Q  A    

3T7.10 

 3T7.13 
 
GAGGCGGTCGGCCGCAACCTGCTTGCGGAAAAATACGCGCGCATGGACAACCTGATTCCA 10560 
CTCCGCCAGCCGGCGTTGGACGAACGCCTTTTTATGCGCGCGTACCTGTTGGACTAAGGT  
E  A  V  G  R  N  L  L  A  E  K  Y  A  R  M  D  N  L  I  P    
 
CCACTGTCAAACAGCCCGTTGATCGACATCATCGTCACGATGGAAAGCAATTGGCAGGAA 10620 
GGTGACAGTTTGTCGGGCAACTAGCTGTAGTAGCAGTGCTACCTTTCGTTAACCGTCCTT  
P  L  S  N  S  P  L  I  D  I  I  V  T  M  E  S  N  W  Q  E    
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GAGTTGGGACGTCGCTATCCCGCCCTTTATCGGCGATGTTGCCGCAGCATGGATGAAACC 10680 
CTCAACCCTGCAGCGATAGGGCGGGAAATAGCCGCTACAACGGCGTCGTACCTACTTTGG  
E  L  G  R  R  Y  P  A  L  Y  R  R  C  C  R  S  M  D  E  T    
 
GGCGACGGCCGGAACTTCGGAATCTATCTGGGCTGCGAACTGGAAACCTACGGCGATCAT 10740 
CCGCTGCCGGCCTTGAAGCCTTAGATAGACCCGACGCTTGACCTTTGGATGCCGCTAGTA  
G  D  G  R  N  F  G  I  Y  L  G  C  E  L  E  T  Y  G  D  H    
 
 
ACATTGCAGCTGTATTTCGAGAATATCGAGGCAGCCGTCGCCGCCAATCGCAATCTCGCG 10800 
TGTAACGTCGACATAAAGCTCTTATAGCTCCGTCGGCAGCGGCGGTTAGCGTTAGAGCGC  
T  L  Q  L  Y  F  E  N  I  E  A  A  V  A  A  N  R  N  L  A    
 
CTCGAGGCCCTGCGTCGACTGGTATGCAAGAACGGCTATCGCGACCTGGATCACGCCGAG 10860 
GAGCTCCGGGACGCAGCTGACCATACGTTCTTGCCGATAGCGCTGGACCTAGTGCGGCTC  
L  E  A  L  R  R  L  V  C  K  N  G  Y  R  D  L  D  H  A  E    
 
AGCGTATTGAAATACGGAGAGACGGCATGAACATCGACGTCAGGCTGAATCTGCTCGGCG 10920 
TCGCATAACTTTATGCCTCTCTGCCGTACTTGTAGCTGCAGTCCGACTTAGACGAGCCGC  
S  V  L  K  Y  G  E  T  A  *                                  
 
TATTGGGCATCAAACAAAGCGAGCTTGCCATCGATACACCGGCGAATGCCACGGTCGCCA 10980 
ATAACCCGTAGTTTGTTTCGCTCGAACGGTAGCTATGTGGCCGCTTACGGTGCCAGCGGT  
 
CGTTGATCAGCTTGATCGACCAGCACAATCCCGGCTTCGCCGCGGCACTGACGAACGACA 11040 
GCAACTAGTCGAACTAGCTGGTCGTGTTAGGGCCGAAGCGGCGCCGTGACTGCTTGCTGT  
 
GCGGAGGCATCTCGCCCCAGTTCGTATTCTTCATCAATGGCCGAAACGCCGTACATCTGG 11100 
CGCCTCCGTAGAGCGGGGTCAAGCATAAGAAGTAGTTACCGGCTTTGCGGCATGTAGACC  
 
ATGGCATGAACACCAGACTCGACGCAGGCGATGTCGTCAACGTGATTCCGGCCATTGCCG 11160 
TACCGTACTTGTGGTCTGAGCTGCGTCCGCTACAGCAGTTGCACTAAGGCCGGTAACGGC  
 
GAGGCTGAAAGGGGGCGTCACATGATCGTCGACCGGCCGGAATCGCATTTCATCTTCGTC 11220 
CTCCGACTTTCCCCCGCAGTGTACTAGCAGCTGGCCGGCCTTAGCGTAAAGTAGAAGCAG  
 
GTTCCTCTGGATCACGTCGAGTACCGTTACAACTACATCAACCTGCGCGGCGAACCGCTG 11280 
CAAGGAGACCTAGTGCAGCTCATGGCAATGTTGATGTAGTTGGACGCGCCGCTTGGCGAC  
 
ACCAACAAGCAATATCTGGAACATTGGGGAAAATGGCTTGTGTTCGGCCTGCGCGAGGAA 11340 
TGGTTGTTCGTTATAGACCTTGTAACCCCTTTTACCGAACACAAGCCGGACGCGCTCCTT  
 
GTCGAGGAACTGGCAAGGAAGCTGGACCCTTATGTCGAGGAAAAGAAGATTCCCGCGGTC 11400 
CAGCTCCTTGACCGTTCCTTCGACCTGGGAATACAGCTCCTTTTCTTCTAAGGGCGCCAG  
 
AAATACGACCGCAAGCTGATCACTGAATTCCAGCTCAACCGCTGCGTCATGTGTGTCTAT 11460 
TTTATGCTGGCGTTCGACTAGTGACTTAAGGTCGAGTTGGCGACGCAGTACACACAGATA  
 
 
TGCCACGATGAAACCAAGGACGAGGTTTGGGAAATCCTGGCCGCGTTGGGCGTCATGGAC 11520 
ACGGTGCTACTTTGGTTCCTGCTCCAAACCCTTTAGGACCGGCGCAACCCGCAGTACCTG  
 
 
AAGGCATGGATGTACGAACGGGAGACGCTGGAGAAATGGCTGCCCGGCGGCGTCAATCTG 11580 
TTCCGTACCTACATGCTTGCCCTCTGCGACCTCTTTACCGACGGGCCGCCGCAGTTAGAC  
 
GAAAAATGGATCCAGGGACGCGGGCTGGATCATGAACAAGCTGAACGCGTACGCGCCGAT 11640 
CTTTTTACCTAGGTCCCTGCGCCCGACCTAGTACTTGTTCGACTTGCGCATGCGCGGCTA  
 
GCACGTGCGAAGTTCAAGAAAATGTTCGCCGACGAGAATGAAATTTTCACCGGCGTCTAT 11700 
CGTGCACGCTTCAAGTTCTTTTACAAGCGGCTGCTCTTACTTTAAAAGTGGCCGCAGATA  
 
CAGTAGTCGGAACCGTGTTCGGCCAAGCCATGCCCCTTCCCGCCCCCGGCCGCGAAACCG 11760 
GTCATCAGCCTTGGCACAAGCCGGTTCGGTACGGGGAAGGGCGGGGGCCGGCGCTTTGGC  
                             M  P  L  P  A  P  G  R  E  T  E  
 
AGTGGATCGCCGCACGCGCCGAAGCCTCGCGCTACGTGCTGTCCGAACACGTGATCCGCT 11820 
TCACCTAGCGGCGTGCGCGGCTTCGGAGCGCGATGCACGACAGGCTTGTGCACTAGGCGA  
  W  I  A  A  R  A  E  A  S  R  Y  V  L  S  E  H  V  I  R  S  
 
CGCTGATGGCCGGATCCGTCAACGGGGCGCAGATCGAAGCGGCGCTACGCACCGGCCGCA 11880 
GCGACTACCGGCCTAGGCAGTTGCCCCGCGTCTAGCTTCGCCGCGATGCGTGGCCGGCGT  
  L  M  A  G  S  V  N  G  A  Q  I  E  A  A  L  R  T  G  R  I  
 
TCATCGAGGAGCACAGGCACGTTGAGCGAGTCCCGGCCTACCTGCTGTGCGCCGTCCACG 11940 
AGTAGCTCCTCGTGTCCGTGCAACTCGCTCAGGGCCGGATGGACGACACGCGGCAGGTGC  
  I  E  E  H  R  H  V  E  R  V  P  A  Y  L  L  C  A  V  H  D  
 
ACGGCAAAGCGGTGCACGTGATCGCTGCACCACAGGCCGATGGCGGGCTTGTCGTCACGC 12000 
TGCCGTTTCGCCACGTGCACTAGCGACGTGGTGTCCGGCTACCGCCCGAACAGCAGTGCG  
 
 
  G  K  A  V  H  V  I  A  A  P  Q  A  D  G  G  L  V  V  T  H  
 
ACGCCTACGTCCCGGCGCCGCCCTTGTGGCGCACCGCCTTGCATCGCTCCGAGGGGATAG 12060 
TGCGGATGCAGGGCCGCGGCGGGAACACCGCGTGGCGGAACGTAGCGAGGCTCCCCTATC  
  A  Y  V  P  A  P  P  L  W  R  T  A  L  H  R  S  E  G  I  A  
 
CTGCAATGTCCGATCCGATCACGACCTGCTACTTCTGCGGCGGAGCCATCAAGCAGGTGA 12120 
GACGTTACAGGCTAGGCTAGTGCTGGACGATGAAGACGCCGCCTCGGTAGTTCGTCCACT  
  A  M  S  D  P  I  T  T  C  Y  F  C  G  G  A  I  K  Q  V  T  
 
CTGTCGGCAATTTCGACTACCGCCTGGAAGGACGCCTGTACGTCATCAAGAAGGTGCCCG 12180 
GACAGCCGTTAAAGCTGATGGCGGACCTTCCTGCGGACATGCAGTAGTTCTTCCACGGGC  
  V  G  N  F  D  Y  R  L  E  G  R  L  Y  V  I  K  K  V  P  A  

CCGGACTGTGCCAGCAGTGCGGTGAAAAATACGTCGACGCCAAGGTCGGCCGACGGCTCG 12240 
GGCCTGACACGGTCGTCACGCCACTTTTTATGCAGCTGCGGTTCCAGCCGGCTGCCGAGC  
  G  L  C  Q  Q  C  G  E  K  Y  V  D  A  K  V  G  R  R  L  D  
 
ACGCACTGATCGCGCAGCAGGCCTTCACCGGCAGCGAGACCGTCGGCGTGATCGACTTCG 12300 
TGCGTGACTAGCGCGTCGTCCGGAAGTGGCCGTCGCTCTGGCAGCCGCACTAGCTGAAGC  
  A  L  I  A  Q  Q  A  F  T  G  S  E  T  V  G  V  I  D  F  A  
 bssGint5’ 
CGGCTGCGCTGTGAACGGCCTGACCCTCGCCGAGCGGTATTTCGAGCGTTACGGCGGCGA 12360 
GCCGACGCGACACTTGCCGGACTGGGAGCGGCTCGCCATAAAGCTCGCAATGCCGCCGCT  
  A  A  L  *                                                  
          M  N  G  L  T  L  A  E  R  Y  F  E  R  Y  G  G  D   
 
bssJ 

CCTGCTCGATGGTGAATTCGCCGCCTGGCGCGAGCGCATCGCGGTCGGACTCGCTGGCGA 12420 
GGACGAGCTACCACTTAAGCGGCGGACCGCGCTCGCGTAGCGCCAGCCTGAGCGACCGCT  
 L  L  D  G  E  F  A  A  W  R  E  R  I  A  V  G  L  A  G  D   
 
TGGCTCCGACTGCCTCGGGTTCGACGATGAGCAGTCGCGCGACCACGACTGGGGTCCGGG 12480 
ACCGAGGCTGACGGAGCCCAAGCTGCTACTCGTCAGCGCGCTGGTGCTGACCCCAGGCCC  
 G  S  D  C  L  G  F  D  D  E  Q  S  R  D  H  D  W  G  P  G   
 
CTTCTGCCTGTGGCTCACCGACGCAGACCACGCCGCGATCGGCGCCGCGCTGCAGCGGGC 12540 
GAAGACGGACACCGAGTGGCTGCGTCTGGTGCGGCGCTAGCCGCGGCGCGACGTCGCCCG  
 F  C  L  W  L  T  D  A  D  H  A  A  I  G  A  A  L  Q  R  A   
 
CTACGAGCGGCTGCCGAAGTCGTTCGCCGGCTTCGGGCGCGCGGTGACCGAATGGGGCAG 12600 
GATGCTCGCCGACGGCTTCAGCAAGCGGCCGAAGCCCGCGCGCCACTGGCTTACCCCGTC  
 Y  E  R  L  P  K  S  F  A  G  F  G  R  A  V  T  E  W  G  S   
 
CGGACGGGTCGGGGTGCTCGAGACCGGCGCTTGGTACAAGCAATACGTCCGCCACCCCGA 12660 
GCCTGCCCAGCCCCACGAGCTCTGGCCGCGAACCATGTTCGTTATGCAGGCGGTGGGGCT  
 
 
 G  R  V  G  V  L  E  T  G  A  W  Y  K  Q  Y  V  R  H  P  D   

3T3.13 

 
CGGCCCGCAGACGCTTTTCGACTGGCTGCGCATTCCGGAAAAGGATCTGGCAGCCTGCAC 12720 
GCCGGGCGTCTGCGAAAAGCTGACCGACGCGTAAGGCCTTTTCCTAGACCGTCGGACGTG  
 
 
 G  P  Q  T  L  F  D  W  L  R  I  P  E  K  D  L  A  A  C  T   

3T3.13 

 
CGCCGGCCGCGTCTTCCACGACCCGCTCGACGACTTCTCGCGGCGCCGCCGCCGACTACT 12780 
GCGGCCGGCGCAGAAGGTGCTGGGCGAGCTGCTGAAGAGCGCCGCGGCGGCGGCTGATGA  
 A  G  R  V  F  H  D  P  L  D  D  F  S  R  R  R  R  R  L  L   
 
CTCGTTCTATCCCGACGATGTCAGGCTCGCCAAGATCGGTGCCCGCTGCATGTCGATCGG 12840 
GAGCAAGATAGGGCTGCTACAGTCCGAGCGGTTCTAGCCACGGGCGACGTACAGCTAGCC  
 S  F  Y  P  D  D  V  R  L  A  K  I  G  A  R  C  M  S  I  G   3T3.15  
CCAGTCGGGGCAGTACAACTTCGCCCGCGTGCTCGCACGTGGCGAGGTGTTCGCGGCGCG 12900 
GGTCAGCCCCGTCATGTTGAAGCGGGCGCACGAGCGTGCACCGCTCCACAAGCGCCGCGC  
 Q  S  G  Q  Y  N  F  A  R  V  L  A  R  G  E  V  F  A  A  R   3T3.15  

c2A200int5’  
ATACGCGGAGACGAAGTTCTGCAACGATCTGATGTCCCTCGTCTACCTGCTGAACCGCCG 12960 
TATGCGCCTCTGCTTCAAGACGTTGCTAGACTACAGGGAGCAGATGGACGACTTGGCGGC  
 Y  A  E  T  K  F  C  N  D  L  M  S  L  V  Y  L  L  N  R  R   
 
 

c2A200int5’

CTATGCACCGTATTACAAGTGGCTGCATCGCGGCCTGCTCGCTCTGCCGCGGCTGGGCCG 13020 
GATACGTGGCATAATGTTCACCGACGTAGCGCCGGACGAGCGAGACGGCGCCGACCCGGC  
 Y  A  P  Y  Y  K  W  L  H  R  G  L  L  A  L  P  R  L  G  R   
 
CGTCGTCCATGCGCAGGTCAAGGCCCTGGTGTCTGCGGGCGATGCCGACGAGAAGCGGGC 13080 
GCAGCAGGTACGCGTCCAGTTCCGGGACCACAGACGCCCGCTACGGCTGCTCTTCGCCCG  bssI 
 V  V  H  A  Q  V  K  A  L  V  S  A  G  D  A  D  E  K  R  A   
 
GCACATCGACGCGCTGTGCGCGGCAGCGATCGCCGAACTGCAGGCCGAAGGGCTGACCAG 13140 
CGTGTAGCTGCGCGACACGCGCCGTCGCTAGCGGCTTGACGTCCGGCTTCCCGACTGGTC  
 H  I  D  A  L  C  A  A  A  I  A  E  L  Q  A  E  G  L  T  S   
 
CTCAGACAGCCGCTTTCTCGTCGATCACGGTCCGCTGATCCACGAGCGCATCCACGACCC 13200 
GAGTCTGTCGGCGAAAGAGCAGCTAGTGCCAGGCGACTAGGTGCTCGCGTAGGTGCTGGG  
 S  D  S  R  F  L  V  D  H  G  P  L  I  H  E  R  I  H  D  P   
 
 
CGCTTTGCGGCGCCTGAGCGTGCTGGTCGGCTGAGCGAGCGCCAACGGAGACCCTTCATG 13260 
GCGAAACGCCGCGGACTCGCACGACCAGCCGACTCGCTCGCGGTTGCCTCTGGGAAGTAC  
 A  L  R  R  L  S  V  L  V  G  *                         M    bssK 
 
ACGAAACGCGTACTGGTGATCGGCGGCAGTTATTTTTCCGGCCGGGTATTCGTCGAGGAA 13320 
TGCTTTGCGCATGACCACTAGCCGCCGTCAATAAAAAGGCCGGCCCATAAGCAGCTCCTT  
T  K  R  V  L  V  I  G  G  S  Y  F  S  G  R  V  F  V  E  E    
 
GCGCTGAAGATGCCCGGCGCCGAGCTGCACGTCTTCAACCGCGGCCATTTCCCGCTGCGC 13380 
CGCGACTTCTACGGGCCGCGGCTCGACGTGCAGAAGTTGGCGCCGGTAAAGGGCGACGCG  
 
 
A  L  K  M  P  G  A  E  L  H  V  F  N  R  G  H  F  P  L  R    

3T3.14 

3T3.12 

 
ATGGAAGGCGTCACCGAGCATGTCGGCAACCGCGAGCACCCCGAGGAGGTCCGGGATGCG 13440 
TACCTTCCGCAGTGGCTCGTACAGCCGTTGGCGCTCGTGGGGCTCCTCCAGGCCCTACGC  
M  E  G  V  T  E  H  V  G  N  R  E  H  P  E  E  V  R  D  A    
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ATCCCCGGTGGCGAATGGGACGCGGTTGTCGATTTCTGCGCCTACACGCCCGCTCACGTT 13500 
TAGGGGCCACCGCTTACCCTGCGCCAACAGCTAAAGACGCGGATGTGCGGGCGAGTGCAA  
I  P  G  G  E  W  D  A  V  V  D  F  C  A  Y  T  P  A  H  V    
 
GAAACGCTGCTCGGGAATCTGCGCGGTCGGGTTCGCCAGTTTCTGCTGATCAGCACGACG 13560 
CTTTGCGACGAGCCCTTAGACGCGCCAGCCCAAGCGGTCAAAGACGACTAGTCGTGCTGC  
E  T  L  L  G  N  L  R  G  R  V  R  Q  F  L  L  I  S  T  T    
 
ACCGTCTACCGGAACCCAAGCGGCGGGCCGCTCGACGAGAACGCCCCCCTGCTCGACGGT 13620 
TGGCAGATGGCCTTGGGTTCGCCGCCCGGCGAGCTGCTCTTGCGGGGGGACGAGCTGCCA  
T  V  Y  R  N  P  S  G  G  P  L  D  E  N  A  P  L  L  D  G    
 
CCGCAGCCGGAACTGGGCGAATACGCCGGTTACGGCTATGAGAAATGCCTCGCCGAAGAC 13680 
GGCGTCGGCCTTGACCCGCTTATGCGGCCAATGCCGATACTCTTTACGGAGCGGCTTCTG  
P  Q  P  E  L  G  E  Y  A  G  Y  G  Y  E  K  C  L  A  E  D    
 
GCGGCCCGGCGCGAATGCGAGCGACTGGGGATCGGCCTTACTGTGCTGAGGCCGGCGATC 13740 
CGCCGGGCCGCGCTTACGCTCGCTGACCCCTAGCCGGAATGACACGACTCCGGCCGCTAG  
A  A  R  R  E  C  E  R  L  G  I  G  L  T  V  L  R  P  A  I    
 
ATCTATGGCTATTACAACTACGCACCGCGCGAGACGTATTTTTTTGACCGCCTGCGTAAC 13800 
TAGATACCGATAATGTTGATGCGTGGCGCGCTCTGCATAAAAAAACTGGCGGACGCATTG  
I  Y  G  Y  Y  N  Y  A  P  R  E  T  Y  F  F  D  R  L  R  N    
 
CGCGAACCCATCGTGATACCCGACCCCACGCGGTCGTCGTTCAATTTCATCTGGGTCGTG 13860 
GCGCTTGGGTAGCACTATGGGCTGGGGTGCGCCAGCAGCAAGTTAAAGTAGACCCAGCAC  
R  E  P  I  V  I  P  D  P  T  R  S  S  F  N  F  I  W  V  V    
 
GATATGGCGCGCCTCCTGTGGCGCTGCATCGGAGAGCCCGGCGTGGTCGGGGAGACCTTC 13920 
CTATACCGCGCGGAGGACACCGCGACGTAGCCTCTCGGGCCGCACCAGCCCCTCTGGAAG  
D  M  A  R  L  L  W  R  C  I  G  E  P  G  V  V  G  E  T  F    
 
AATCTCGCCTCGGGCGAGGCGGTGACCTACTCGCGCATCGTCGAGGCGCTCGGCGGGATC 13980 
TTAGAGCGGAGCCCGCTCCGCCACTGGATGAGCGCGTAGCAGCTCCGCGAGCCGCCCTAG  
 
 
N  L  A  S  G  E  A  V  T  Y  S  R  I  V  E  A  L  G  G  I    
 
GTCGGCAAGCCGGTCGAAACCTTGCCGCTGCCGGTCGGGGAAATCACGCGCCGCAACATT 14040 
CAGCCGTTCGGCCAGCTTTGGAACGGCGACGGCCAGCCCCTTTAGTGCGCGGCGTTGTAA  
V  G  K  P  V  E  T  L  P  L  P  V  G  E  I  T  R  R  N  I    
 
CCGCTGCCCTTCCCGCTCGACGGGCCGCTTCTTTACAGCGGCGCGAAGATCGACCGTCTT 14100 
GGCGACGGGAAGGGCGAGCTGCCCGGCGAAGAAATGTCGCCGCGCTTCTAGCTGGCAGAA  
P  L  P  F  P  L  D  G  P  L  L  Y  S  G  A  K  I  D  R  L    
 
 
TTCGGGTTCGAGCACACGCCCTTCCACGTCGGCCTGCGTGAGGCGCTGAAGTACTACCTG 14160 
AAGCCCAAGCTCGTGTGCGGGAAGGTGCAGCCGGACGCACTCCGCGACTTCATGATGGAC  
F  G  F  E  H  T  P  F  H  V  G  L  R  E  A  L  K  Y  Y  L    
 
ATGACGAAACGACGCGAGGCCGCAGTTGGCGTGGCGCCATGAATGCCGACCTGATCCTTT 14220 
TACTGCTTTGCTGCGCTCCGGCGTCAACCGCACCGCGGTACTTACGGCTGGACTAGGAAA  
M  T  K  R  R  E  A  A  V  G  V  A  P  *                      
                                      M  N  A  D  L  I  L  C  
 
GCAATCTCGTTGCCTTCACGCCCGGAGCGCCGACTCACGGTGCGGACCTCGTCGCCATCC 14280 
CGTTAGAGCAACGGAAGTGCGGGCCTCGCGGCTGAGTGCCACGCCTGGAGCAGCGGTAGG  
  N  L  V  A  F  T  P  G  A  P  T  H  G  A  D  L  V  A  I  R  
 
GCAATGGTCGTATCCTGCACGTGGGAAACCGCTCGGCGCGCGCGTCCCTCACAGGCCCGC 14340 
CGTTACCAGCATAGGACGTGCACCCTTTGGCGAGCCGCGCGCGCAGGGAGTGTCCGGGCG  
  N  G  R  I  L  H  V  G  N  R  S  A  R  A  S  L  T  G  P  H  
 
ACACGCAGGTCGTGGACTGCCAGGGGGCAACCCTGATTCCGGGTTTCAACGACGCGCACT 14400 
TGTGCGTCCAGCACCTGACGGTCCCCCGTTGGGACTAAGGCCCAAAGTTGCTGCGCGTGA  
  T  Q  V  V  D  C  Q  G  A  T  L  I  P  G  F  N  D  A  H  C  
 
GCCACCCGGTCGCCTTTGCGATGACAACCCGCCATGTCGATTGCGGGCCGCCGCGCGTCG 14460 
CGGTGGGCCAGCGGAAACGCTACTGTTGGGCGGTACAGCTAACGCCCGGCGGCGCGCAGC  
  H  P  V  A  F  A  M  T  T  R  H  V  D  C  G  P  P  R  V  A  
 
CGAGTATCGCCGATCTCGTCGACGCCCTGCGCGCCCGTGCGGTCGAGACGCCCCCCGGCA 14520 
GCTCATAGCGGCTAGAGCAGCTGCGGGACGCGCGGGCACGCCAGCTCTGCGGGGGGCCGT  
  S  I  A  D  L  V  D  A  L  R  A  R  A  V  E  T  P  P  G  N  
 
ACTGGCTGCGCGCGGCGAACTGCGACCCCGCGACTCTTGCCGAGCGACGGCTGCCGAACC 14580 
TGACCGACGCGCGCCGCTTGACGCTGGGGCGCTGAGAACGGCTCGCTGCCGACGGCTTGG  
 
 
  W  L  R  A  A  N  C  D  P  A  T  L  A  E  R  R  L  P  N  R  
 
GCTGGGAGCTTGACCTCGCGTCGCCCGCCCATCCGGTGATCGTCGTCGAGCGCAGCGGGC 14640 
CGACCCTCGAACTGGAGCGCAGCGGGCGGGTAGGCCACTAGCAGCAGCTCGCGTCGCCCG  
  W  E  L  D  L  A  S  P  A  H  P  V  I  V  V  E  R  S  G  Q  
 
AACATTGCGTGCTCAACAGCCGCGCGCTCGCGCTATGCGGCATCGATGAGTCCGCGCGCT 14700 
TTGTAACGCACGAGTTGTCGGCGCGCGAGCGCGATACGCCGTAGCTACTCAGGCGCGCGA  
  H  C  V  L  N  S  R  A  L  A  L  C  G  I  D  E  S  A  R  S  
 
CGTCCGACGCCGGCGCAATTCACCGCGACTCCGCGAGCGGCCACGTCAACGGCATCGTAT 14760 
GCAGGCTGCGGCCGCGTTAAGTGGCGCTGAGGCGCTCGCCGGTGCAGTTGCCGTAGCATA  
  S  D  A  G  A  I  H  R  D  S  A  S  G  H  V  N  G  I  V  S  
 
 

CCGGCAACCACGCCCAGGTCGCCGCCGCGCTGCCGCCGCTCGCGCCCGACGAGGTCGAGG 14820 
GGCCGTTGGTGCGGGTCCAGCGGCGGCGCGACGGCGGCGAGCGCGGGCTGCTCCAGCTCC  
  G  N  H  A  Q  V  A  A  A  L  P  P  L  A  P  D  E  V  E  A  
 
CTGGATTGCGCGCTGCCGACCGCGTCTTCCTCGAATCGGGGATCACCTCCCTGCAGGACA 14880 
GACCTAACGCGCGACGGCTGGCGCAGAAGGAGCTTAGCCCCTAGTGGAGGGACGTCCTGT  
  G  L  R  A  A  D  R  V  F  L  E  S  G  I  T  S  L  Q  D  T  
 
CGAGCTGGTCGAACACGCCTGCACATTGGCACGCGATGGCCGACTACAAGCGGCGCGGCC 14940 
GCTCGACCAGCTTGTGCGGACGTGTAACCGTGCGCTACCGGCTGATGTTCGCCGCGCCGG  
  S  W  S  N  T  P  A  H  W  H  A  M  A  D  Y  K  R  R  G  L  
 
TTGTCACACCGCGCGTATCCTTGTGCGTCGGCGCCGACAGCATCGAAGCGTTCGCCGAGC 15000 
AACAGTGTGGCGCGCATAGGAACACGCAGCCGCGGCTGTCGTAGCTTCGCAAGCGGCTCG  
  V  T  P  R  V  S  L  C  V  G  A  D  S  I  E  A  F  A  E  L  
 
TGGGGTTGCGCACCGGAAGCCCCCATCGCGACTGCGCGCCGGAAGCGCTGCGCATCGGCG 15060 
ACCCCAACGCGTGGCCTTCGGGGGTAGCGCTGACGCGCGGCCTTCGCGACGCGTAGCCGC  
  G  L  R  T  G  S  P  H  R  D  C  A  P  E  A  L  R  I  G  A  
 
CGGCGAAGATCGCGCTCGACGAGAGCACGGGCGATCCGGATCCGCCGCAGGCGCTGCTCG 15120 
GCCGCTTCTAGCGCGAGCTGCTCTCGTGCCCGCTAGGCCTAGGCGGCGTCCGCGACGAGC  
  A  K  I  A  L  D  E  S  T  G  D  P  D  P  P  Q  A  L  L  D  
 
ACGCCACCGCGCTCGCGGCGCACTGTGCCGGGTTCCAGCTCGCATTCCACGTGCCGGACC 15180 
TGCGGTGGCGCGAGCGCCGCGTGACACGGCCCAAGGTCGAGCGTAAGGTGCACGGCCTGG  
 
 
  A  T  A  L  A  A  H  C  A  G  F  Q  L  A  F  H  V  P  D  L  

3T3.9 

 
TCGTGCTGCTCGACCGCTCGCTCAACACGCTCGCATGGTTGGACGAGGCCGGCCTCACAC 15240 
AGCACGACGAGCTGGCGAGCGAGTTGTGCGAGCGTACCAACCTGCTCCGGCCGGAGTGTG  
  V  L  L  D  R  S  L  N  T  L  A  W  L  D  E  A  G  L  T  P  
 
CGTCGCTGCGGCCGCGCTTCGAGCACTGCCCGGCCTGCCCGCGCGAATGGCTGGACCGCG 15300 

3T3.11 GCAGCGACGCCGGCGCGAAGCTCGTGACGGGCCGGACGGGCGCGCTTACCGACCTGGCGC  
  S  L  R  P  R  F  E  H  C  P  A  C  P  R  E  W  L  D  R  V  
 
TCGCCGCGAGCGGCGCGATCGTCGTCGCCCAGCCCGCGCTGCTGCCGCTGGCCGCGCCGG 15360 
AGCGGCGCTCGCCGCGCTAGCAGCAGCGGGTCGGGCGCGACGACGGCGACCGGCGCGGCC  
  A  A  S  G  A  I  V  V  A  Q  P  A  L  L  P  L  A  A  P  A  
 
CGCTGCATGCCTCTCCGCCCGACCCGGCGCAGCCCCCGCTCTTCCCGTTCCGCTCCTTCC 15420 
GCGACGTACGGAGAGGCGGGCTGGGCCGCGTCGGGGGCGAGAAGGGCAAGGCGAGGAAGG  
  L  H  A  S  P  P  D  P  A  Q  P  P  L  F  P  F  R  S  F  L  
 

ScaI TGCGCCACGGCATCCCGCTCGCGTTCGGCTCCGATGCGCCGCTCGCGTCCTGTGCGCCGC 15480 
ACGCGGTGCCGTAGGGCGAGCGCAAGCCGAGGCTACGCGGCGAGCGCAGGACACGCGGCG  
  R  H  G  I  P  L  A  F  G  S  D  A  P  L  A  S  C  A  P  L  
 
TCGAAGGCCTGAAAGCCGCCGTCACACGGCGCGACGATGCAGGCCGCGCGGTTGCCGCCG 15540 
AGCTTCCGGACTTTCGGCGGCAGTGTGCCGCGCTGCTACGTCCGGCGCGCCAACGGCGGC  
  E  G  L  K  A  A  V  T  R  R  D  D  A  G  R  A  V  A  A  E  
 
AAGAAGCGATTGCGCTCGCCGAGGCGCTGCGTCTCTACACCCGGGGCGGCGCGTGCGCGA 15600 bssL 
TTCTTCGCTAACGCGAGCGGCTCCGCGACGCAGAGATGTGGGCCCCGCCGCGCACGCGCT  
  E  A  I  A  L  A  E  A  L  R  L  Y  T  R  G  G  A  C  A  S  
 
GCGGCGATGAGGACGCGACCGGGACGATCGCAGCCGGCCGGCGCGCCGACCTCGTGCTGA 15660 
CGCCGCTACTCCTGCGCTGGCCCTGCTAGCGTCGGCCGGCCGCGCGGCTGGAGCACGACT  
  G  D  E  D  A  T  G  T  I  A  A  G  R  R  A  D  L  V  L  I  
 
TCGAAGGCGCAGGCGATTGGGCTGGAGCCGCCGACCTGGCGCGGGCTCGCGTCGCGATGA 15720 
AGCTTCCGCGTCCGCTAACCCGACCTCGGCGGCTGGACCGCGCCCGAGCGCAGCGCTACT  
 
 
  E  G  A  G  D  W  A  G  A  A  D  L  A  R  A  R  V  A  M  T  

3T3.8 

 
CCCTGATCGGCGGACGGGTGGTGTGGGCGCGCTAGCGCCGCAAGCGCATCCGCTGCGCAC 15780 
GGGACTAGCCGCCTGCCCACCACACCCGCGCGATCGCGGCGTTCGCGTAGGCGACGCGTG  
  L  I  G  G  R  V  V  W  A  R  *                             
 gtolSR3’ pETtol3’ NotI HindIII 
GGGGCCATACGGGAACCGCGCCGGGCAGCGGCCGCTTACGGCGCTACTGCCCGTTCGCCC 15840 XbaI 
CCCCGGTATGCCCTTGGCGCGGCCCGTCGCCGGCGAATGCCGCGATGACGGGCAAGCGGG  
                                             *  Q  G  N  A    
 
 

pETtol3’

TGAGCGGCCACGGCGCCGCCTTGACCCATCCGTCAAAGTCGCCCACCGGCATCGGCGGGC 15900 
3T3.10 ACTCGCCGGTGCCGCGGCGGAACTGGGTAGGCAGTTTCAGCGGGTGGCCGTAGCCGCCCG  

R  L  P  W  P  A  A  K  V  W  G  D  F  D  G  V  P  M  P  P    
 
CGACGTAATAGCCTTGCGCCTCGTCGCATCCGAGGGCGATCAGGCGTTCGAAGATTTCCC 15960 
GCTGCATTATCGGAACGCGGAGCAGCGTAGGCTCCCGCTAGTCCGCAAGCTTCTAAAGGG  
G  V  Y  Y  G  Q  A  E  D  C  G  L  A  I  L  R  E  F  I  E    
 
GGTTCTCGACGCCTTCGGCAATCACCCGGATACCCAGGCTGTGGCCGAGCTCTATCGTGG 16020 
CCAAGAGCTGCGGAAGCCGTTAGTGGGCCTATGGGTCCGACACCGGCTCGAGATAGCACC  
R  N  E  V  G  E  A  I  V  R  I  G  L  S  H  G  L  E  I  T    
 
AATGCACGATCACTCCGGCATCGCGGTCTTGCAGCATCGGAAGCACGAACGACTTGTCGA 16080 
TTACGTGCTAGTGAGGCCGTAGCGCCAGAACGTCGTAGCCTTCGTGCTTGCTGAACAGCT  
S  H  V  I  V  G  A  D  R  D  Q  L  M  P  L  V  F  S  K  D    
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TCTTGATCGCATCGATGGGCAGTTTCTGCACATACGCGAGCGACGACCAGCCGGTGCCGA 16140 
AGAACTAGCGTAGCTACCCGTCAAAGACGTGTATGCGCTCGCTGCTGGTCGGCCACGGCT  
I  K  I  A  D  I  P  L  K  Q  V  Y  A  L  S  S  W  G  T  G    
 
AATCGTCGATGACGATGCGAAAGCCCCGGTCGCTCAGGCGACCGAGCGTCGTTTGGGCAG 16200 
TTAGCAGCTACTGCTACGCTTTCGGGGCCAGCGAGTCCGCTGGCTCGCAGCAAACCCGTC  
F  D  D  I  V  I  R  F  G  R  D  S  L  R  G  L  T  T  Q  A    
 
CATGCGGATCCACCATGATCGAGCTCTCCGTGATCTCGAGTTCGATCCAGCGCGCCTCCG 16260 
GTACGCCTAGGTGGTACTAGCTCGAGAGGCACTAGAGCTCAAGCTAGGTCGCGCGGAGGC  
A  H  P  D  V  M  I  S  S  E  T  I  E  L  E  I  W  R  A  E    
 
CGCCCCAGGTGATCAGCGCGTTCTGCAGGTATTCGTTCAGGCGCGGATCGGCCAGATTGC 16320 
GCGGGGTCCACTAGTCGCGCAAGACGTCCATAAGCAAGTCCGCGCCTAGCCGGTCTAACG  
A  G  W  T  I  L  A  N  Q  L  Y  E  N  L  R  P  D  A  L  N    
 
 
GCGCCGACAGGTTGATCGCGATCGGCACGCGCAAACGCTTCTGCTGCCAGCGGTGGCAGG 16380 
CGCGGCTGTCCAACTAGCGCTAGCCGTGCGCGTTTGCGAAGACGACGGTCGCCACCGTCC  
R  A  S  L  N  I  A  I  P  V  R  L  R  K  Q  Q  W  R  H  C    
 
CCGCCAGAGCGGCGTCTGCGACCCAGCGCGTGAGCGGCGCGATGAGTCCCGTGCTCTCGA 16440 
GGCGGTCTCGCCGCAGACGCTGGGTCGCGCACTCGCCGCGCTACTCAGGGCACGAGAGCT  
A  A  L  A  A  D  A  V  W  R  T  L  P  A  I  L  G  T  S  E    
 
TGAGCGGGACGAAACCATCGGGAGAAATGAGGCCGTAGAACGGATGCTGCCAGCGCGTCA 16500 
ACTCGCCCTGCTTTGGTAGCCCTCTTTACTCCGGCATCTTGCCTACGACGGTCGCGCAGT  
I  L  P  V  F  G  D  P  S  I  L  G  Y  F  P  H  Q  W  R  T    
 
GGGCTTCGAGCGCGACGATTTCGCGGGTATTGAGATCGAGCTTGGGCTGGCAGTAGAGCA 16560 
CCCGAAGCTCGCGCTGCTAAAGCGCCCATAACTCTAGCTCGAACCCGACCGTCATCTCGT  
 
 
L  A  E  L  A  V  I  E  R  T  N  L  D  L  K  P  Q  C  Y  L    
 
CCAGTTCGCGCCTTGCGATCCCCGCGCGCAATTCCCCCATCAGCTGCAAGCGGCGCGGAT 16620 
GGTCAAGCGCGGAACGCTAGGGGCGCGCGTTAAGGGGGTAGTCGACGTTCGCCGCGCCTA  
V  L  E  R  R  A  I  G  A  R  L  E  G  M  L  Q  L  R  R  P    
 
TGTACGGATCCTGCTCGGCGCTGTAGAGCGAGTGGGACTTTCCGTCCTGCTGCGCGCGGT 16680 
ACATGCCTAGGACGAGCCGCGACATCTCGCTCACCCTGAAAGGCAGGACGACGCGCGCCA  
N  Y  P  D  Q  E  A  S  Y  L  S  H  S  K  G  D  Q  Q  A  R    
 
 
AGAGCGCGACTTCCGCGTGGCGCATCAGGACTCCCGCTTCGTCGCCATGACCGGGAAAGA 16740 
TCTCGCGCTGAAGGCGCACCGCGTAGTCCTGAGGGCGAAGCAGCGGTACTGGCCCTTTCT  
Y  L  A  V  E  A  H  R  M  L  V  G  A  E  D  G  H  G  P  F    
 
 
TCGCGAGGCCGACGTTGGCGCCGATCTCAATGCCGAAATCGGCAAGCTCGAACGCTTCCT 16800 
AGCGCTCCGGCTGCAACCGCGGCTAGAGTTACGGCTTTAGCCGTTCGAGCTTGCGAAGGA  
I  A  L  G  V  N  A  G  I  E  I  G  F  D  A  L  E  F  A  E    
 
CGAAGCGGGCGACGAGGCGCTCGGCCAGTTCCGAGGCGGCCTGGGCGCCGAGACCGGGAC 16860 
GCTTCGCCCGCTGCTCCGCGAGCCGGTCAAGGCTCCGCCGGACCCGCGGCTCTGGCCCTG  
E  F  R  A  V  L  R  E  A  L  E  S  A  A  Q  A  G  L  G  P    
 
AGAGCACGGCGAATTCGCGGTCGCCGCAATAGGCGAGCGCGTCGTCCGGGTGCAGTACGG 16920 
TCTCGTGCCGCTTAAGCGCCAGCGGCGTTATCCGCTCGCGCAGCAGGCCCACGTCATGCC  
C  L  V  A  F  E  R  D  G  C  Y  A  L  A  D  D  P  H  L  V    
 
ACCGGATCCGCGGGCCGATATCCTGTAGCAGGCGGTCGCCGTGCGTCTGGCCCAGCGTGT 16980 
TGGCCTAGGCGCCCGGCTATAGGACATCGTCCGCCAGCGGCACGCAGACCGGGTCGCACA  
S  R  I  R  P  G  I  D  Q  L  L  R  D  G  H  T  Q  G  L  T    
 
AGGTGATCTCCTTGAAACGCTCCAGCGAAACGATCAGCAAGGCGAATGGCCGGCCGGCGG 17040 
TCCACTAGAGGAACTTTGCGAGGTCGCTTTGCTAGTCGTTCCGCTTACCGGCCGGCCGCC  
Y  T  I  E  K  F  R  E  L  S  V  I  L  L  A  F  P  R  G  A    
 
CACGCGCGGCGGCGACCGCCTGCTGCAGCATCTCCGTGAGCTGCGCGCGATTGGGCAGAT 17100 
GTGCGCGCCGCCGCTGGCGGACGACGTCGTAGAGGCACTCGACGCGCGCTAACCCGTCTA  
A  R  A  A  A  V  A  Q  Q  L  M  E  T  L  Q  A  R  N  P  L    
 
CGGTGGTGGCGTCGAAGAACGCGAGGTGCCGGACCCTTTCCTCGGCGACCTTGCGAGCCT 17160 
GCCACCACCGCAGCTTCTTGCGCTCCACGGCCTGGGAAAGGAGCCGCTGGAACGCTCGGA  
D  T  T  A  D  F  F  A  L  H  R  V  R  E  E  A  V  K  R  A    
 
TGAGGCTGCGCTGCAGCGACCGCTTGTTCGAAATGAGCTGCCGGGCCAAGGCGACGAGGT 17220 
ACTCCGACGCGACGTCGCTGGCGAACAAGCTTTACTCGACGGCCCGGTTCCGCTGCTCCA  
 
 
 
K  L  S  R  Q  L  S  R  K  N  S  I  L  Q  R  A  L  A  V  L    
 
CCACGTTCTGGGTCGCGAGCTCTTGCTGCAAGGCGTCGCGCGCCTGCTTCATCGTCACCA 17280 
GGTGCAAGACCCAGCGCTCGAGAACGACGTTCCGCAGCGCGCGGACGAAGTAGCAGTGGT  
D  V  N  Q  T  A  L  E  Q  Q  L  A  D  R  A  Q  K  M  T  V    
 
GGTTCCGCACGCGGGCGCGCAGCTCGTGCGGCGAGAACGGCTTGGTGACATAGTCCTGCA 17340 
CCAAGGCGTGCGCCCGCGCGTCGAGCACGCCGCTCTTGCCGAACCACTGTATCAGGACGT  
 
 
L  N  R  V  R  A  R  L  E  H  P  S  F  P  K  T  V  Y  D  Q    
 
 

CCGATTCGGCCAGCAGTTTCAAGCGCAGCTCGGCATCGGCGCTCGCCGAAAGCATCAGCA 17400 
GGCTAAGCCGGTCGTCAAAGTTCGCGTCGAGCCGTAGCCGCGAGCGGCTTTCGTAGTCGT  
 
 
V  S  E  A  L  L  K  L  R  L  E  A  D  A  S  A  S  L  M  L    

3T3.6 

 
CCGGCAGCTGGGCGAGCGCCGGGCGGGCGCGCAGTTCGCGCACCAGTTGATCGCCGTCGA 17460 
GGCCGTCGACCCGCTCGCGGCCCGCCCGCGCGTCAAGCGCGTGGTCAACTAGCGGCAGCT  
V  P  L  Q  A  L  A  P  R  A  R  L  E  R  V  L  Q  D  G  D    
 
GCGTCGGCATCACCAGATCCGTGACGACGAGGTCCGGCGGCTCGGCGAGCGCCAGCGCGA 17520 
CGCAGCCGTAGTGGTCTAGGCACTGCTGCTCCAGGCCGCCGAGCCGCTCGCGGTCGCGCT  
L  T  P  M  V  L  D  T  V  V  L  D  P  P  E  A  L  A  L  A    
 
GGGCCGCCGCCCCATCGGCAGCCGGCGCGACGCGATAGTCGGCGCCGAGCACCTCGACGA 17580 
CCCGGCGGCGGGGTAGCCGTCGGCCGCGCTGCGCTATCAGCCGCGGCTCGTGGAGCTGCT  tolrev3’ L  A  A  A  G  D  A  A  P  A  V  R  Y  D  A  G  L  V  E  V    
 
TGTATTGCCGCATGTCGGCATTGTCCTCGGCGACGATGACGAGCGGCAGGTCGTCCGCCG 17640 
ACATAACGGCGTACAGCCGTAACAGGAGCCGCTGCTACTGCTCGCCGTCCAGCAGGCGGC  
 pETrec5’  
I  Y  Q  R  M  D  A  N  D  E  A  V  I  V  L  P  L  D  D  A    
 
CGGGCCGATCGCGCTCAACCGCCTTCACCGCGTCGAAGGGCTTCACGGCCCCGATGACCG 17700 
GCCCGGCTAGCGCGAGTTGGCGGAAGTGGCGCAGCTTCCCGAAGTGCCGGGGCTACTGGC  
 
 
A  P  R  D  R  E  V  A  K  V  A  D  F  P  K  V  A  G  I  V    

NdeI pETrec5’

 
CATCGATGTCCCGCAACTCGTCCGCCGCAGGTCCGGCTTCGCGCCCGGGCGCGACCGCCG 17760 
GTAGCTACAGGGCGTTGAGCAGGCGGCGTCCAGGCCGAAGCGCGGGCCCGCGCTGGCGGC  

3T3.7 A  D  I  D  R  L  E  D  A  A  P  G  A  E  R  G  P  A  V  A    
 
ATCGCCGCGGCAGTTGCACCTCGAACAGCGCACCGCCTTCGGGCGCGTCCGATACCGCCA 17820 
TAGCGGCGCCGTCAACGTGGAGCTTGTCGCGTGGCGGAAGCCCGCGCAGGCTATGGCGGT  
S  R  R  P  L  Q  V  E  F  L  A  G  G  E  P  A  D  S  V  A    
 
CCGTTCCCCCGTGCAGTTCGGCGAATTCCTTCACGATCGCGAGGCCCAGTCCGGTTCCCC 17880 
GGCAAGGGGGCACGTCAAGCCGCTTAAGGAAGTGCTAGCGCTCCGGGTCAGGCCAAGGGG  
V  T  G  G  H  L  E  A  F  E  K  V  I  A  L  G  L  G  T  G    
 
CGAATCCGCGCATTTCGCCGCCCCGCCCCTGTGCGAATCGATCGAAGATGACCGGGCGCA 17940 tolSR2244.3’ GCTTAGGCGCGTAAAGCGGCGGGGCGGGGACACGCTTAGCTAGCTTCTACTGGCCCGCGT  
G  F  G  R  M  E  G  G  R  G  Q  A  F  R  D  F  I  V  P  R    
 
TGTCCGGCGCCACGCCCGGCCCGCTATCGCTCACGCGGAGCAGCACGCGGTCTGCCCCCA 18000 
ACAGGCCGCGGTGCGGGCCGGGCGATAGCGAGTGCGCCTCGTCGTGCGCCAGACGGGGGT  
M  D  P  A  V  G  P  G  S  D  S  V  R  L  L  V  R  D  A  G    

tolSR2244.3’ 

 
GGGCTTCGAGCGCACATCGGACTCGCCCGCCGATCGGCGTGAATTTGAAGGCGTTGGACA 18060 
CCCGAAGCTCGCGTGTAGCCTGAGCGGGCGGCTAGCCGCACTTAAACTTCCGCAACCTGT  
 
 
L  A  E  L  A  C  R  V  R  G  G  I  P  T  F  K  F  A  N  S    

3T3.5 

 TutC3’ XbaI  
ACAGGTTCAGCACGATGCGGGTCATCTTTTCGGAATCCGCTGCGGCGACAAGCGTAGCGG 18120 
TGTCCAAGTCGTGCTACGCCCAGTAGAAAAGCCTTAGGCGACGCCGCTGTTCGCATCGCC  
L  L  N  L  V  I  R  T  M  K  E  S  D  A  A  A  V  L  T  A    
 
GCGTCGCCACTTCGTAAGCGACGGAACGCTGCGGCGCGAGTGCTTCGAAATGGGCCGCAA 18180 
CGCAGCGGTGAAGCATTCGCTGCCTTGCGACGCCGCGCTCACGAAGCTTTACCCGGCGTT  
P  T  A  V  E  Y  A  V  S  R  Q  P  A  L  A  E  F  H  A  A    
 
CCGTGCGGACCAGATGTGCAAGATCGACCTGCAGACAGTTCGCCCGCAGCTGGCCGGCGT 18240 
GGCACGCCTGGTCTACACGTTCTAGCTGGACGTCTGTCAAGCGGGCGTCGACCGGCCGCA  
V  T  R  V  L  H  A  L  D  V  Q  L  C  N  A  R  L  Q  G  A    
 
CGAGCTTTGCGAGGTCGAGCAACTCATTGACCTGCTTGAGCAGCATCGCCGCGTTGCGAT 18300 
GCTCGAAACGCTCCAGCTCGTTGAGTAACTGGACGAACTCGTCGTAGCGGCGCAACGCTA  
D  L  K  A  L  D  L  L  E  N  V  Q  K  L  L  M  A  A  N  R    
 
GGATGACTCCGACGTCGCGGCGCTGCAAGTCGGTGAGATTGTCCCCGTGCGCCAACATCG 18360 
CCTACTGAGGCTGCAGCGCCGCGACGTTCAGCCACTCTAACAGGGGCACGCGGTTGTAGC  
H  I  V  G  V  D  R  R  Q  L  D  T  L  N  D  G  H  A  L  M    
 
ACTCGGCAGGCCCCATGATCAGCGCCAGCGGCGTGCGCAACTCGTGGCTCAGGTTGGCGA 18420 
TGAGCCGTCCGGGGTACTAGTCGCGGTCGCCGCACGCGTTGAGCACCGAGTCCAACCGCT  
S  E  A  P  G  M  I  L  A  L  P  T  R  L  E  H  S  L  N  A    NdeI pETeal5’ 
 

HindIII AGAAACCGTTCTTCAGCGCGTCGAGCTGACGCACTTTGTCAATGAGCTGCTGCAATTCCG 18480 pIZeal5’ 
TCTTTGGCAAGAAGTCGCGCAGCTCGACTGCGTGAAACAGTTACTCGACGACGTTAAGGC  
F  F  G  N  K  L  A  D  L  Q  R  V  K  D  I  L  Q  Q  L  E    
 
CGTTCTTGTGCGCGAGCTCGATCTCTGCGTGCTTCTTCTCGGTGATGTTGCGGCCTTCCG 18540 
GCAAGAACACGCGCTCGAGCTAGAGACGCACGAAGAAGAGCCACTACAACGCCGGAAGGC  
A  N  K  H  A  L  E  I  E  A  H  K  K  E  T  I  N  R  G  E    
 
GCAGCAGAAAGACGACCCGCCCCTGCTCGTCCCGCACCGGCTGCAGCGAGAAGTCGATGA 18600 
CGTCGTCTTTCTGCTGGGCGGGGACGAGCAGGGCGTGGCCGACGTCGCTCTTCAGCTACT  

      3T3.6  
 
P  L  L  F  V  V  R  G  Q  E  D  R  V  P  Q  L  S  F  D  I    

3T3.4 
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CGACCCGCTCCTTGCCCGCGGCGGCCCCGTACACTTCGAGATCGCATCGGACGAATTCGC 18660 
GCTGGGCGAGGAACGGGCGCCGCCGGGGCATGTGAAGCTCTAGCGTAGCCTGCTTAAGCG  
 
 
V  V  R  E  K  G  A  A  A  G  Y  V  E  L  D  C  R  V  F  E    
 
CTGTCCGCGCCCGTCGCACGAGATCATGCGCGACCTCGCGCAACTCTTCCGACACGGCCC 18720 
GACAGGCGCGGGCAGCGTGCTCTAGTACGCGCTGGAGCGCGTTGAGAAGGCTGTGCCGGG  
G  T  R  A  R  R  V  L  D  H  A  V  E  R  L  E  E  S  V  A    
 
ACCAGCGCGCTTCCCAGAAAGGCTTGCCCCGTATGTCATCGAGCTGCACGCCGGCCCCGT 18780 
TGGTCGCGCGAAGGGTCTTTCCGAACGGGGCATACAGTAGCTCGACGTGCGGCCGGGGCA  
W  W  R  A  E  W  F  P  K  G  R  I  D  D  L  Q  V  G  A  G    
 
CGAGCGCCCGCCGGGAGATATCGACGATCCGGCCTTCCGGGTCGAGCAGCCCCACGAACT 18840 
GCTCGCGGGCGGCCCTCTATAGCTGCTAGGCCGGAAGGCCCAGCTCGTCGGGGTGCTTGA  
D  L  A  R  R  S  I  D  V  I  R  G  E  P  D  L  L  G  V  F    
 
 
CGAACATGCCGTCGAGGATGATGCGTGCCAGTTTCTGCCGAAATGTCGCATCGTCGTCGG 18900 
GCTTGTACGGCAGCTCCTACTACGCACGGTCAAAGACGGCTTTACAGCGTAGCAGCAGCC  
E  F  M  G  D  L  I  I  R  A  L  K  Q  R  F  T  A  D  D  D    
 
ACTCGTTGAGGACCGAATCGCGAACGCGAACCGTTGACGCCTCGGAGAATAACTGACGAT 18960 
TGAGCAACTCCTGGCTTAGCGCTTGCGCTTGGCAACTGCGGAGCCTCTTATTGACTGCTA  
 
 
S  E  N  L  V  S  D  R  V  R  V  T  S  A  E  S  F  L  Q  R    
 
CGAACGTCGACATGCGTTACCTTCTACGGCCGAACCCTGCCGCCGGCTGCCCGGGGTCAC 19020 
GCTTGCAGCTGTACGCAATGGAAGATGCCGGCTTGGGACGGCGGCCGACGGGCCCCAGTG  
 
 
D  F  T  S  M                                                 
 
GTTACGAGGGGATCCGATACGCAGTTGCACTTCCCGGGCCACAATGTGCTGCGAGGCGCC 19080 
CAATGCTCCCCTAGGCTATGCGTCAACGTGAAGGGCCCGGTGTTACACGACGCTCCGCGG  
 
GTTCCGAGGTAATGAACGAGGGCTGGTGGTCGGACGACCCATATCGTTTGTTCGACAATT 19140 
CAAGGCTCCATTACTTGCTCCCGACCACCAGCCTGCTGGGTATAGCAAACAAGCTGTTAA  
 
GCTCGGCCGATTGATTCCGCGGTTCCGCATACTGCGCCTCGCGCGGCCAAGGGCACTCCC 19200 
CGAGCCGGCTAACTAAGGCGCCAAGGCGTATGACGCGGAGCGCGCCGGTTCCCGTGAGGG  
 
TGGCTCAGCCGGCGCTGCGCCGCGGATTAAGACTGTAGCGTGCGGTCAGGGACGCCTGGC 19260 
ACCGAGTCGGCCGCGACGCGGCGCCTAATTCTGACATCGCACGCCAGTCCCTGCGGACCG  
      *  G  A  S  R  R  P  N  L  S  Y  R  A  T  L  S  A  Q    
 
CGAGGACATGCCCTTCGATCGTCCGCAGCACGTCCGGCCCGGTGAACCGCCCCTCCAGCG 19320 
GCTCCTGTACGGGAAGCTAGCAGGCGTCGTGCAGGCCGGGCCACTTGGCGGGGAGGTCGC  
G  L  V  H  G  E  I  T  R  L  V  D  P  G  T  F  R  G  E  L    
 
GACAACGATCGAAATCGACCGCGTAGAGCGTGAAGACGTAGCGGTGCACGCGCTCGTCGT 19380 
CTGTTGCTAGCTTTAGCTGGCGCATCTCGCACTTCTGCATCGCCACGTGCGCGAGCAGCA  
P  C  R  D  F  D  V  A  Y  L  T  F  V  Y  R  H  V  R  E  D    
 
TCCACGGCGGGCACGGACCGTCGTAGCCGAAGTACAGCCCCGCCATGTGCTCGTCGCCGG 19440 
AGGTGCCGCCCGTGCCTGGCAGCATCGGCTTCATGTCGGGGCGGTACACGAGCAGCGGCC 
 
  
N  W  P  P  C  P  G  D  Y  G  F  Y  L  G  A  M  H  E  D  G    
 
CAAAGCCGCGCGTGAAGTCGTTGAGCCCGTGCCGTGCGCCGTGCCGCGCCGCGGGCCCCG 19500 
GTTTCGGCGCGCACTTCAGCAACTCGGGCACGGCACGCGGCACGGCGCGGCGCCCGGGGC  
A  F  G  R  T  F  D  N  L  G  H  R  A  G  H  R  A  A  P  G    
 
GCTTTCCACGCGGCATGACGCCGTCGGAGAATTTCCCCTCGGCGACGCCGCGGTACGCGG 19560 
CGAAAGGTGCGCCGTACTGCGGCAGCCTCTTAAAGGGGAGCCGCTGCGGCGCCATGCGCC  
P  K  G  R  P  M  V  G  D  S  F  K  G  E  A  V  G  R  Y  A    
 
CAGGCAGATCGACGAGCACCCAGTGGAAGAAGTCGACGCGCGGCATCGACTCGGGAATCA 19620 
GTCCGTCTAGCTGCTCGTGGGTCACCTTCTTCAGCTGCGCGCCGTAGCTGAGCCCTTAGT  
A  P  L  D  V  L  V  W  H  F  F  D  V  R  P  M  S  E  P  I    
 
CGATATCGTCGCGGTTGATCTGCTCGAAACGGCTCGGCACATCCGGATCGTGGCACAGCA 19680 
GCTATAGCAGCGCCAACTAGACGAGCTTTGCCGAGCCGTGTAGGCCTAGCACCGTGTCGT  
V  I  D  D  R  N  I  Q  E  F  R  S  P  V  D  P  D  H  C  L    
 
GCACGAAGGAACGCGTGCCGGCCGGCGGCTCGTTCCACGTGAAGGCCGGGCTGCGGTTGG 19740 
CGTGCTTCCTTGCGCACGGCCGGCCGCCGAGCAAGGTGCACTTCCGGCCCGACGCCAACC  
L  V  F  S  R  T  G  A  P  P  E  N  W  T  F  A  P  S  R  N    
 
 
CGCCGAAGCGGAAACGGCGTTCGGCGTCCACCACCGCGAAGGCGTTGCGGTCCGGCAGGC 19800 
GCGGCTTCGCCTTTGCCGCAAGCCGCAGGTGGTGGCGCTTCCGCAACGCCAGGCCGTCCG  
A  G  F  R  F  R  R  E  A  D  V  V  A  F  A  N  R  D  P  L    
 
GCCGGTTGTCGCCGAAACTGCTGGTCAGACGCATGGTGTGTCTCCTGCACGCGAAGCGGC 19860 
CGGCCAACAGCGGCTTTGACGACCAGTCTGCGTACCACACAGAGGACGTGCGCTTCGCCG  
R  R  N  D  G  F  S  S  T  L  R  M                            
 
 
CCTCGCCCGGCCGCTCCGCCATTCAGGTGATGCCTGTCAGGCGCCGCGGAATTCGGGCGC 19920 
GGAGCGGGCCGGCGAGGCGGTAAGTCCACTACGGACAGTCCGCGGCGCCTTAAGCCCGCG  
                                      *  A  G  R  F  E  P  A  

GCGCCGTTCGCCGAAGGCCTTGAAACCTTCCTTGCGGTCCTCGGTATCGCGCAGCACGCC 19980 
CGCGGCAAGCGGCTTCCGGAACTTTGGAAGGAACGCCAGGAGCCATAGCGCGTCGTGCGG  
  R  R  E  G  F  A  K  F  G  E  K  R  D  E  T  D  R  L  V  G  

3T3.4  
CCACAGCAGGTGCGAGTACAGGATCCCATGCTCGAGCGGCATATCCAGGCCCAGCACCGC 20040 
GGTGTCGTCCACGCTCATGTCCTAGGGTACGAGCTCGCCGTATAGGTCCGGGTCGTGGCG  
  W  L  L  H  S  Y  L  I  G  H  E  L  P  M  D  L  G  L  V  A  
 
GGCTTGCTTGGTCGCCTGCACGCTCAGCGGCGCCGCGCTGGCGATCTTCTCCGCGTACGT 20100 
CCGAACGAACCAGCGGACGTGCGAGTCGCCGCGGCGCGACCGCTAGAAGAGGCGCATGCA  
  A  Q  K  T  A  Q  V  S  L  P  A  A  S  A  I  K  E  A  Y  T  
 
TCGCGCCAGGTCCGCGAGCGCCGACGGCTCGACCACGTCGCTGACAAGCCCGTAGCGCAG 20160 
AGCGCGGTCCAGGCGCTCGCGGCTGCCGAGCTGGTGCAGCGACTGTTCGGGCATCGCGTC  
 
 
  R  A  L  D  A  L  A  S  P  E  V  V  D  S  V  L  G  Y  R  L  

3T3.2 

 tolSRint3’ 
CGCCTCCTCCGCAGAGATCATCTCGCCCGTCAGCAGCATCTTCATCGCCACCGCCTGCGG 20220 
GCGGAGGAGGCGTCTCTAGTAGAGCGGGCAGTCGTCGTAGAAGTAGCGGTGGCGGACGCC  
  A  E  E  A  S  I  M  E  G  T  L  L  M  K  M  A  V  A  Q  P  
 
GATCGCGCGCGGCAGCGCCTGCGTGCCGTTGAGGCCGGCGAGGCTCGCGACCTTCACTTC 20280 
CTAGCGCGCGCCGTCGCGGACGCACGGCAACTCCGGCCGCTCCGAGCGCTGGAAGTGAAG  
  I  A  R  P  L  A  Q  T  G  N  L  G  A  L  S  A  V  K  V  E  
 bbsH333.3’gTolSR5’  
GGTCAGCCCGAACTTGGCATTCGACGAGGCGATCCGCATGTCGCACGCAAGCGCCATCTC 20340 
CCAGTCGGGCTTGAACCGTAAGCTGCTCCGCTAGGCGTACAGCGTGCGTTCGCGGTAGAG  
  T  L  G  F  K  A  N  S  S  A  I  R  M  D  C  A  L  A  M  E  
 
 
GAGCCCGCCACCCACCGCGTAGCCGTTGATCGCGGCGATGATCGGCTTCCACATCTTCAT 20400 
CTCGGGCGGTGGGTGGCGCATCGGCAACTAGCGCCGCTACTAGCCGAAGGTGTAGAAGTA  
  L  G  G  G  V  A  Y  G  N  I  A  A  I  I  P  K  W  M  K  M  
 
 
GTGCGGCAGGATCGGCTGGCCCTCGCGCAGATAGGTCGCTGCCATGCACTCGGTGGGCGG 20460 
CACGCCGTCCTAGCCGACCGGGAGCGCGTCTATCCAGCGACGGTACGTGAGCCACCCGCC  
 
 
  H  P  L  I  P  Q  G  E  R  L  Y  T  A  A  M  C  E  T  P  P  
 
CGGTGCCTTCTTCATGTCCGTGCCTGTGCAGAACGCCTTTTCGCCAGCACCGGACAACAC 20520 
GCCACGGAAGAAGTACAGGCACGGACACGTCTTGCGGAAAAGCGGTCGTGGCCTGTTGTG  
  P  A  K  K  M  D  T  G  T  C  F  A  K  E  G  A  G  S  L  V  
 
GGCCACGCGGATGTCGGGGTCGGTACGCACGCGCGCCCAGATTTCGGCGAGATCGCAGGT 20580 
CCGGTGCGCCTACAGCCCCAGCCATGCGTGCGCGCGGGTCTAAAGCCGCTCTAGCGTCCA  
  A  V  R  I  D  P  D  T  R  V  R  A  W  I  E  A  L  D  C  T  
 
CGATTCCGGGTCGAGCGAGTTCATCGCTTCCGGACGGTTCAGGGTGACGTAGGCGACGTG 20640 
GCTAAGGCCCAGCTCGCTCAAGTAGCGAAGGCCTGCCAAGTCCCACTGCATCCGCTGCAC  
  S  E  P  D  L  S  N  M  A  E  P  R  N  L  T  V  Y  A  V  H  
 
ATTCTTTACTTCCAGCGTTACCGGCATTGCTGTTCTCCTCTCTTCCTTTACTCCGGCCCG 20700 
TAAGAAATGAAGGTCGCAATGGCC ACGACAAGAGGAGAGAAGGAAATGAGGCCGGGC  
  N  K  V  E  L  T  V  P  M                                   

GTA

 
 
CCTCAGGCGGCCATGAACGGACTGTAGGTGCGGCCGTCCGCGAGCAACTTCTTAGCGATC 20760 
GG CCGCCGGTACTTGCCTGACATCCACGCCGGCAGGCGCTCGTTGAAGAATCGCTAG  
    *  A  A  M  F  P  S  Y  T  R  G  D  A  L  L  K  K  A  I   

AGT

 
GACATGCGATGAATTTCAGATGCGCCCTCGACGATCCGCCAGATCCGCACCATCCGCGAG 20820 
CTGTACGCTACTTAAAGTCTACGCGGGAGCTGCTAGGCGGTCTAGGCGTGGTAGGCGCTC  
 
 
 S  M  R  H  I  E  S  A  G  E  V  I  R  W  I  R  V  M  R  S   
 
ACGTATTCGATGCCCAGCTCGCGCGACAATCCGAGGCCACCGTGCAACTGGATCGCGCGG 20880 
TGCATAAGCTACGGGTCGAGCGCGCTGTTAGGCTCCGGTGGCACGTTGACCTAGCGCGCC  
 
 
 V  Y  E  I  G  L  E  R  S  L  G  L  G  G  H  L  Q  I  A  R   
 
TCGGCGACACGCGTGAGCATTTCGGTCGCGGCGATCTTCAGGGACGACGCCTCGATGCGC 20940 
AGCCGCTGTGCGCACTCGTAAAGCCAGCGCCGCTAGAAGTCCCTGCTGCGGAGCTACGCG  
 
 
 D  A  V  R  T  L  M  E  T  A  A  I  K  L  S  S  A  E  I  R   
 
AGATCCTTGTGGCCCTGATCCGACTTCCAGGCGGTGTAGTAGAGCTGCAGCCGGACCTGC 21000 
TCTAGGAACACCGGGACTAGGCTGAAGGTCCGCCACATCATCTCGACGTCGGCCTGGACG  
 L  D  K  H  G  Q  D  S  K  W  A  T  Y  Y  L  Q  L  R  V  Q   
 
TCGAGTTCGACGGTCGAATCGGCGATCCAGTTTTGCACCGTCTGACGCTCGGCGAGCGGC 21060 
AGCTCAAGCTGCCAGCTTAGCCGCTAGGTCAAAACGTGGCAGACTGCGAGCCGCTCGCCG  
 E  L  E  V  T  S  D  A  I  W  N  Q  V  T  Q  R  E  A  L  P   
 
TCGCCGAAGGTCTTCCGCAGGTTCGCCTGCTCGATCATCATCTGGATCAGCCGCTCGGCC 21120 
AGCGGCTTCCAGAAGGCGTCCAAGCGGACGAGCTAGTAGTAGACCTAGTCGGCGAGCCGG  
 E  G  F  T  K  R  L  N  A  Q  E  I  M  M  Q  I  L  R  E  A   
 
 

tol 

gTolSR5’ HindIII 
bbsH333.3’ 

bbsHint3’ 

bbsH5’ 

bbsH 

bbsI 

3T3.3 bbsG3’ 

bbsGint5’ 

bbsG.F5’

bbsG.F5’ 

bbsIint3’ 

bbsH3’ 
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ATGCCGGTGCAGTGCGCCGCGAGTTCGATCCGCCGCACGCCGAAGCGGTTCTGCAGCGGA 21180 
TACGGCCACGTCACGCGGCGCTCAAGCTAGGCGGCGTGCGGCTTCGCCAAGACGTCGCCT  
 M  G  T  C  H  A  A  L  E  I  R  R  V  G  F  R  N  Q  L  P   
 
ATGAAGGCATCGCCGACCTCGCCCAACACTGCGTCGTCGCCGACCCGCACGTTATCGAGA 21240 
TACTTCCGTAGCGGCTGGAGCGGGTTGTGACGCAGCAGCGGCTGGGCGTGCAATAGCTCT  
 I  F  A  D  G  V  E  G  L  V  A  D  D  G  V  R  V  N  D  L   
 
TAGACGGTCCAGGTCGGCATCGCGCCGATCACCGGAATCTCGGCGCCGATGCGCAGTCCC 21300 
ATCTGCCAGGTCCAGCCGTAGCGCGGCTAGTGGCCTTAGAGCCGCGGCTACGCGTCAGGG  
 Y  V  T  W  T  P  M  A  G  I  V  P  I  E  A  G  I  R  L  G   
 
GGCGTATCCTTGTCGAGGATGAAGGCAGTCAAGCGCCGCTTGGTCGCCGCCTCCCTGTCA 21360 
CCGCATAGGAACAGCTCCTACTTCCGTCAGTTCGCGGCGAACCAGCGGCGGAGGGACAGT  
 P  T  D  K  D  L  I  F  A  T  L  R  R  K  T  A  A  E  R  D   
 
GTCACCGCGATGCAGATGAAGAACAGATCGTCCTTGTCGCACTTGCTGATGAAGATCTTC 21420 
CAGTGGCGCTACGTCTACTTCTTGTCTAGCAGGAACAGCGTGAACGACTACTTCTAGAAG  
 T  V  A  I  C  I  F  F  L  D  D  K  D  C  K  S  I  F  I  K   
 
GACCCGTTGATGACCCACTGCCCGTCAACGCGCACCGCCGTGGTTGTGAGGCCGCTGATG 21480 
CTGGGCAACTACTGGGTGACGGGCAGTTGCGCGTGGCGGCACCAACACTCCGGCGACTAC  
 S  G  N  I  V  W  Q  G  D  V  R  V  A  T  T  T  L  G  S  I   
 
TCGGAGCCCGCGCCCGGTTCGGTCGCCATCATTGCGGATTCGATCTCCCCGCGGCAGTAG 21540 
AGCCTCGGGCGCGGGCCAAGCCAGCGGTAGTAACGCCTAAGCTAGAGGGGCGCCGTCATC  
 D  S  G  A  G  P  E  T  A  M  M  A  S  E  I  E  G  R  C  Y   
 
CGTCGCAGGTATTTCTCACGCTGCGCCGGCGTGCCGCACTCGTCGAGGTAATAGAGGTTA 21600 
GCAGCGTCCATAAAGAGTGCGACGCGGCCGCACGGCGTGAGCAGCTCCATTATCTCCAAT  
 R  R  L  Y  K  E  R  Q  A  P  T  G  C  E  D  L  Y  Y  L  N   
 
GGGGCATCGGGCGGCAGCGTGAAGCCGTGATGCGAGAAACCGATCAACGACTTCGACATT 21660 
CCCCGTAGCCCGCCGTCGCACTTCGGCACTACGCTCTTTGGCTAGTTGCTGAAGCTGTAA  
 P  A  D  P  P  L  T  F  G  H  H  S  F  G  I  L  S  K  S  M   
 
TCCTCGACAACGAGGGTCTTGGCGAACATGCCGAGCCCCTGTCCACCAAGTTTCTCGTCG 21720 
AGGAGCTGTTGCTCCCAGAACCGCTTGTACGGCTCGGGGACAGGTGGTTCAAAGAGCAGC  
 E  E  V  V  L  T  K  A  F  M  G  L  G  Q  G  G  L  K  E  D   
 
ACCTCGATGCCCCAGAAGCCCATCTCCCTGGTCATGTTCATCAGCCGAGCATGATCGGCG 21780 
TGGAGCTACGGGGTCTTCGGGTAGAGGGACCAGTACAAGTAGTCGGCTCGTACTAGCCGC  
 V  E  I  G  W  F  G  M  E  R  T  M  N  M  L  R  A  H  D  A   
 
GCCGGCAGCAGCGTGTACCCGTCGGTCCACATCCGCATCTCCCGCTCCAGCAAGACCTTT 21840 
CGGCCGTCGTCGCACATGGGCAGCCAGGTGTAGGCGTAGAGGGCGAGGTCGTTCTGGAAA  
 
 
 A  P  L  L  T  Y  G  D  T  W  M  R  M  E  R  E  L  L  V  K   
 
 
TCCAGCGGCATCAGCTCGTTGGCGGTGAACCGCCGGGCCACCTCCTTGAGCATCATCTGT 21900 
AGGTCGCCGTAGTCGAGCAACCGCCACTTGGCGGCCCGGTGGAGGAACTCGT AGACA  
 E  L  P  M  L  E  N  A  T  F  R  R  A  V  E  K  L  M  M  Q   

AGT

 
TCTTCGGATAAGGAAAAATCCATTTTTTCGTCTCTTGTCCTGTAGTTATCGGGGCCGATC 21960 
AGAAGCCTATTCCTTTTTAG AAAAAGCAGAGAACAGGACATCAATAGCCCCGGCTAG  
 E  E  S  L  S  F  D  M                                       

GTA

 
CGTCGAACTGCTTCTTCATTCGGCGTCGGAGCGCATCAAAGACTCGAACATGTCCGCGAT 22020 
GCAGCTTGACGAAGAAGTAAGCCGCAGCCTCGCGTAGTTTCTGAGCTTGTACAGGCGCTA  
                 *  E  A  D  S  R  M  L  S  E  F  M  D  A  I  
 
CGACGTGCTGCCGTTGTTGCGGCATTTCTCGGCAGCGGCCTTGACGCCGTCCTCGAAAAC 22080 
G
 
CTGCACGACGGCAACAACGCCGTAAAGAGCCGTCGCCGGAACTGCGGCAGGAGCTTTTG  

  S  T  S  G  N  N  R  C  K  E  A  A  A  K  V  G  D  E  F  V   
 
AGCCATCAGCGCCTCGCGGATCATCGCCGAGTCGTGACAGCCGCCGACCATGAGGCAGGC 22140 
TCGGTAGTCGCGGAGCGCCTAGTAGCGGCTCAGCACTGTCGGCGGCTGGTACTCCGTCCG  
  A  M  L  A  E  R  I  M  A  S  D  H  C  G  G  V  M  L  C  A   
 
 
CGCATAGGGGTGGTATTCGCCCATGGCCACCGTCATGCCGCACTCGGGGCACTCGTGATG 22200 
GCGTATCCCCACCATAAGCGGGTACCGGTGGCAGTACGGCGTGAGCCCCGTGAGCACTAC  
  A  Y  P  H  Y  E  G  M  A  V  T  M  G  C  E  P  C  E  H  H   
 
 
 
CGAGATACCGGCTGGCGCGGAATTGCCGACGCTGGCTTGTCGCAGTTGTTGCTTGTACAT 22260 
GCTCTATGGCCGACCGCGCCTTAACGGCTGCGACCGAACAGCGTCAACAACGAACAT  
  S  I  G  A  P  A  S  N  G  V  S  A  Q  R  L  Q  Q  K  Y  M  

GTA  

 
 
GATTCGTCCTCCTCCTGGCTCGATCCGCGTCCGTCACGCGACTGCCTCGACGGTCGCCCG 22320 
CTAAGCAGGAGGAGGACCGAGCTAGGCGCAGGCAGTGCGCTGACGGAGCTGCCAGCGGGC  
 
CATCACTGGTCGTCAACAGTCACACCAACACCTCCTGACTGACCAGATTCTCGATTTCGT 22380 
GTAGTGACCAGCAGTTGTCAGTGTGGTTGTGGAGGACTGACTGGTCTAAGAGCTAAAGCA  
                     *  V  L  V  E  Q  S  V  L  N  E  I  E    
 
 
 
 
 

CCTGCGAATAGCCGAGCATCTCGCCGAGCACATCGCGGGTGTGCTGCCCGATCGCCGGCG 22440 
GGACGCTTATCGGCTCGTAGAGCGGCTCGTGTAGCGCCCACACGACGGGCTAGCGGCCGC  
 
 
D  Q  S  Y  G  L  M  E  G  L  V  D  R  T  H  Q  G  I  A  P    

bbsFint5’

 
CAGCGGTCTTCATTTCCAGCGGGGTACGCGAGAACACGATCGGTGCGCGGTTGTAGAGCG 22500 
GTCGCCAGAAGTAAAGGTCGCCCCATGCGCTCTTGTGCTAGCCACGCGCCAACATCTCGC  
 
 
A  A  T  K  M  E  L  P  T  R  S  F  V  I  P  A  R  N  Y  L    

bbsFint5’ bbsF5’deg 

 NdeI 
 
TGACGCCGACCTCGGGGTGATCGAGATAAGCCCAGAAGCCGCGGCGTCGCATATGCTCAT 22560 
ACTGCGGCTGGAGCCCCACTAGCTCTATTCGGGTCTTCGGCGCCGCAGCGTATACGAGTA  
T  V  G  V  E  P  H  D  L  Y  A  W  F  G  R  R  R  M  H  E    
 
CCTCGATCGCCTCGCGGGCATCCCGCACCTCGCCTGCCGGGATCCCCACCTTCAGCAGCG 22620 
GGAGCTAGCGGAGCGCCCGTAGGGCGTGGAGCGGACGGCCCTAGGGGTGGAAGTCGTCGC  
D  E  I  A  E  R  A  D  R  V  E  G  A  P  I  G  V  K  L  L    
 
CCTCCATCAACCAATCGCCGTACTGCTGCGCAGTCCAGCATTCGATGCGCTCGTTCAGCT 22680 
GGAGGTAGTTGGTTAGCGGCATGACGACGCGTCAGGTCGTAAGCTACGCGAGCAAGTCGA  
A  E  M  L  W  D  G  Y  Q  Q  A  T  W  C  E  I  R  E  N  L    
 
CGACCTCATACCGGCGTCGCATTGCGGCAGTCGCGAAACGCTCCTCCTCGGCCCACGGCG 22740 
GCTGGAGTATGGCCGCAGCGTAACGCCGTCAGCGCTTTGCGAGGAGGAGCCGGGTGCCGC  
E  V  E  Y  R  R  R  M  A  A  T  A  F  R  E  E  E  A  W  P    
 
GATTGCCCATCACGCGCCGCAGCGCCGCCCACTGAAGATCGTCGAAGACCGCGATCGCGA 22800 
CTAACGGGTAGTGCGCGGCGTCGCGGCGGGTGACTTCTAGCAGCTTCTGGCGCTAGCGCT  
P  N  G  M  V  R  R  L  A  A  W  Q  L  D  D  F  V  A  I  A    
 
TCCATTTGCGGTAGCCCAGGGTCGTATAGATACCGTGCGGGACTGCTTCCGGATCGCCGT 22860 
AGGTAAACGCCATCGGGTCCCAGCATATCTATGGCACGCCCTGACGAAGGCCTAGCGGCA  
I  W  K  R  Y  G  L  T  T  Y  I  G  H  P  V  A  E  P  D  G    
 
AGCCGAGCGGCCCGAGCGCCTCGCCGTTGGCGGCGAAGGCCATTGGCGCGCTCGGCGTCA 22920 
TCGGCTCGCCGGGCTCGCGGAGCGGCAACCGCCGCTTCCGGTAACCGCGCGAGCCGCAGT  
Y  G  L  P  G  L  A  E  G  N  A  A  F  A  M  P  A  S  P  T    
 bbsF3’ 
 
TGCAGATCGCCGATTCGAGCTGCGACAGGCTGACGGTCTGGCCGCGCCCGCTGACCTCCC 22980 
ACGTCTAGCGGCTAAGCTCGACGCTGTCCGACTGCCAGACCGGCGCGGGCGACTGGAGGG  
M  C  I  A  S  E  L  Q  S  L  S  V  T  Q  G  R  G  S  V  E    
 bbsF3’ 
 
GCTCAAGCAGCGCCCCCATGATCCCAAACAAGGTATGTGTCGGTACCATCACGTGATCCG 23040 
CGAGTTCGTCGCGGGGGTACTAGGGTTTGTTCCATACACAGCCATGGTAGTGCACTAGGC  
R  E  L  L  A  G  M  I  G  F  L  T  H  T  P  V  M  V  H  D    
 
TATAGTTCGTGCCGGTGCCGAAGGGCAACTCGCCGGGGAAGCCGGCACGCGCCGTCAGCC 23100 
ATATCAAGCACGGCCACGGCTTCCCGTTGAGCGGCCCCTTCGGCCGTGCGCGGCAGTCGG  
T  Y  N  T  G  T  G  F  P  L  E  G  P  F  G  A  R  A  T  L    
 
CGCACAGCGCGTTGAGGTTCACGCCGTAGCCCATGTAGCGGCTGTGCGGGCCATCGGTGC 23160 
GCGTGTCGCGCAACTCCAAGTGCGGCATCGGGTACATCGCCGACACGCCCGGTAGCCACG  
G  C  L  A  N  L  N  V  G  Y  G  M  Y  R  S  H  P  G  D  T    
 
CCTGCATGCTCATCGTCACGTAGATCGCGCGCGGATTGATCTTCTGCACGTCCTCCCAGC 23220 
GGACGTACGAGTAGCAGTGCATCTAGCGCGCGCCTAACTAGAAGACGTGCAGGAGGGTCG  
G  Q  M  S  M  T  V  Y  I  A  R  P  N  I  K  Q  V  D  E  W    
 
CGAGCTTCCATTTCTCCATCTGGCCGACGCGGAAGTTATTGATGACGATGTCGCTCTTCG 23280 
GCTCGAAGGTAAAGAGGTAGACCGGCTGCGCCTTCAATAACTACTGCTACAGCGAGAAGC  
G  L  K  W  K  E  M  Q  G  V  R  F  N  N  I  V  I  D  S  K    
 
CGATCAGCCGGACCGCCACCTCGCGCGCAAGCGGGTTGTTCATGTCGAGCGCGATGTCCC 23340 
GCTAGTCGGCCTGGCGGTGGAGCGCGCGTTCGCCCAACAAGTACAGCTCGCGCTACAGGG  
A  I  L  R  V  A  V  E  R  A  L  P  N  N  M  D  L  A  I  D    
 
GCTTGTTCGCGTTGCGCGCGGCGAAGTAGCCGCTGCGGTCGAGGCCGGTGCCGATGCCGT 23400 
CGAACAAGCGCAACGCGCGCCGCTTCATCGGCGACGCCAGCTCCGGCCACGGCTACGGCA  
R  K  N  A  N  R  A  A  F  Y  G  S  R  D  L  G  T  G  I  G    
 
CCTTGAACGGCTCGCCACGGCGCAGTATGTCGGGACGCTTGACGCTTTCGATTTTGATAA 23460 
GGAACTTGCCGAGCGGTGCCGCGTCATACAGCCCTGCGAACTGCGAAAGCTAAAACTATT  
D  K  F  P  E  G  R  R  L  I  D  P  R  K  V  S  E  I  K  I    
 
CGTCCGCGCCGCATTGCGCCAGCACGCTCGTGGCGATCGGCCCAGCGCCGACCCACGAAA 23520 
GCAGGCGCGGCGTAACGCGGTCGTGCGAGCACCGCTAGCCGGGTCGCGGCTGGGTGCTTT  
V  D  A  G  C  Q  A  L  V  S  T  A  I  P  G  A  G  V  W  S    
 
AATCGCACACGACAATGCCCTCCAGGGCACCCTCAACGCTGTTCAACATATACCGCCCCC 23580 
TTAGCGTGTGCTGTTACGGGAGGTCCCGTGGGAGTTGCGACAAGTTGTATATGGCGGGGG  
                                  *  R  Q  E  V  Y  V  A  G   
F  D  C  V  V  I  G  E  L  A  G  E  V  S  N  L  M             
 
 
 
GTTCGCACGAGTTCATCGATCTCGAGTCCCGAATAGCCGCATTCGGTTAGTATTTCCCGC 23640 
CAAGCGTGCTCAAGTAGCTAGAGCTCAGGGCTTATCGGCGTAAGCCAATCATAAAGGGCG  
 T  R  V  L  E  D  I  E  L  G  S  Y  G  C  E  T  L  I  E  R   
 
 

bbsG 

bbsG5’ 

bbsGint3’ 

bbsJA3’ 

bbsJA3’ 

bssJ 
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GTGTGCTCACCGATGCGCGGGGCATTGCGTCCGAGTTGCCATTGCAACTCGCCGAACTCG 23700 
CACACGAGTGGCTACGCGCCCCGTAACGCAGGCTCAACGGTAACGTTGAGCGGCTTGAGC  
 T  H  E  G  I  R  P  A  N  R  G  L  Q  W  Q  L  E  G  F  E   
 
TACGGCGCGCCCGGGTAGGTAATGTCCGCACCGAGCGTTTCGTTGAACTGAGTCTTCCAG 23760 
ATGCCGCGCGGGCCCATCCATTACAGGCGTGGCTCGCAAAGCAACTTGACTCAGAAGGTC  
 Y  P  A  G  P  Y  T  I  D  A  G  L  T  E  N  F  Q  T  K  W   
 
AATTTCCGGTGCAAGAGCTGGGGGTTCGCGAGCAGATCCCGGCCGTTACTGACTGGCGTC 23820 
TTAAAGGCCACGTTCTCGACCCCCAAGCGCTCGTCTAGGGCCGGCAATGACTGACCGCAG  
 F  K  R  H  L  L  Q  P  N  A  L  L  D  R  G  N  S  V  P  T   
 
ACCGAGACGCTGAAGCGCTGCCCCATTTCATACAGGTAGGCCTTGCTGCGGGTTCTGGTA 23880 
TGGCTCTGCGACTTCGCGACGGGGTAAAGTATGTCCATCCGGAACGACGCCCAAGACCAT  
 V  S  V  S  F  R  Q  G  M  E  Y  L  Y  A  K  S  R  T  R  T   
 
 
TAGCGCTCGAAGACGCGGCAGAAGGTCGCGTAGCCCTCGGTCGAGCACCGGTACGCGAAA 23940 
ATCGCGAGCTTCTGCGCCGTCTTCCAGCGCATCGGGAGCCAGCTCGTGGCCATGCGCTTT  
 Y  R  E  F  V  R  C  F  T  A  Y  G  E  T  S  C  R  Y  A  F   
 
TCGATCCACTTGTCGTCGTCGAGAAGCTTCCATTCCTCGACCCCTTCGGCCTCGAGCCAG 24000 
AGCTAGGTGAACAGCAGCAGCTCTTCGAAGGTAAGGAGCTGGGGAAGCCGGAGCTCGGTC  
 D  I  W  K  D  D  D  L  L  K  W  E  E  V  G  E  A  E  L  W   
 
CGCACGAAGGGCGTCCACATGCCCTTGTTGCGCCCCATGATGGCGACCAGCATGATGTAG 24060 
GCGTGCTTCCCGCAGGTGTACGGGAACAACGCGGGGTACTACCGCTGGTCGTACTACATC  
 R  V  F  P  T  W  M  G  K  N  R  G  M  I  A  V  L  M  I  Y   
 
CCGTCGACGCACGGATGCAGTGTCCCGCAGCCCGCCTCGCGCCCGCGTCCGCGCCGGATT 24120 
GGCAGCTGCGTGCCTACGTCACAGGGCGTCGGGCGGAGCGCGGGCGCAGGCGCGGCCTAA  
 G  D  V  C  P  H  L  T  G  C  G  A  E  R  G  R  G  R  R  I   
 
TTGCCCTCGAGGTCCCAGAACTGCGCCGCATTCTCGAGCGCCATCGCCTCGGCCTCGATG 24180 
AACGGGAGCTCCAGGGTCTTGACGCGGCGTAAGAGCTCGCGGTAGCGGAGCCGGAGCTAC  
 K  G  E  L  D  W  F  Q  A  A  N  E  L  A  M  A  E  A  E  I   
 
CAGGCCACGTCGACCACCTGGCCCCGCCCGGTACGCTGCGCGCTGAACAGCGCGATCGCA 24240 
GTCCGGTGCAGCTGGTGGACCGGGGCGGGCCATGCGACGCGCGACTTGTCGCGCTAGCGT  
 
 
 C  A  V  D  V  V  Q  G  R  G  T  R  Q  A  S  F  L  A  I  A   
 
CTACCGACGGCCGCATACGCCTCGGCCATCCGGTACGCCTGGTTGTCCGGCGCGCGCACC 24300 
GATGGCTGCCGGCGTATGCGGAGCCGGTAGGCCATGCGGACCAACAGGCCGCGCGCGTGG  
 S  G  V  A  A  Y  A  E  A  M  R  Y  A  Q  N  D  P  A  R  V   
 
GGCTTGTCGCCATCTACGCCCGCGAGATAGAGAAAGCCGCTCAGCGCAGAACACGTCAGA 24360 
CCGAACAGCGGTAGATGCGGGCGCTCTATCTCTTTCGGCGAGTCGCGTCTTGTGCAGTCT  
 P  K  D  G  D  V  G  A  L  Y  L  F  G  S  L  A  S  C  T  L   
 
TCCGAACCGGGATAAGCCGCCAGCGGCCCGGTGCGCCCGAACGGAGTGACCGAGGTCTGC 24420 
AGGCTTGGCCCTATTCGGCGGTCGCCGGGCCACGCGGGCTTGCCTCACTGGCTCCAGACG  
 D  S  G  P  Y  A  A  L  P  G  T  R  G  F  P  T  V  S  T  Q   
 
ACCAGACTGGCGTTGTCGCGACTCAGCACATCGTAGGACAGGCCGAGCCCGTCCAGATAA 24480 
TGGTCTGACCGCAACAGCGCTGAGTCGTGTAGCATCCTGTCCGGCTCGGGCAGGTCTATT  
 V  L  S  A  N  D  R  S  L  V  D  Y  S  L  G  L  G  D  L  Y   
 
CCCGAGCGGCAGCTCTCAACGAGCAGGTCGGCGCTGCCGCATAGCCGGCGGAACACCGCA 24540 
GGGCTCGCCGTCGAGAGTTGCTCGTCCAGCCGCGACGGCGTATCGGCCGCCTTGTGGCGT  
 G  S  R  C  S  E  V  L  L  D  A  S  G  C  L  R  R  F  V  A   
 
CGCCCCTCCTCATTCTCGAGGTCCACCGCGAGGCCGCGCTTGCCCGCGTTGTAATAGAGG 24600 
GCGGGGAGGAGTAAGAGCTCCAGGTGGCGCTCCGGCGCGAACGGGCGCAACATTATCTCC  
 R  G  E  E  N  E  L  D  V  A  L  G  R  K  G  A  N  Y  Y  L   
 
TACGGTAGACTCGCCTGCACACCGGGTTCATTGCGGAAATAGGGGCCGACGCGGCGCATC 24660 
ATGCCATCTGAGCGGACGTGTGGCCCAAGTAACGCCTTTATCCCCGGCTGCGCCGCGTAG  
 Y  P  L  S  A  Q  V  G  P  E  N  R  F  Y  P  G  V  R  R  M   
 
GGATCGCCCGCGGGCGACTCCACGTGGATCACGTCAGCACCCAGCCCGGCGAACATCTTG 24720 
CCTAGCGGGCGCCCGCTGAGGTGCACCTAGTGCAGTCGTGGGTCGGGCCGCTTGTAGAAC  
 P  D  G  A  P  S  E  V  H  I  V  D  A  G  L  G  A  F  M  K   
 
GCCGCGTACGGCCCGAGTTCGCCGGTCAAGTCCAGCACCCTGAATCGCGAAAAGTCCTGT 24780 
CGGCGCATGCCGGGCTCAAGCGGCCAGTTCAGGTCGTGGGACTTAGCGCTTTTCAGGACA  
 A  A  Y  P  G  L  E  G  T  L  D  L  V  R  F  R  S  F  D  Q   
 
CCCATCTCACATTTCTCCTGCCCGTCGAGGGTCGCGCGCACCCGCCGTCAGCCTGCGAAC 24840 
GGGTAGAGTGTAAAGAGGACGGGCAGCTCCCAGCGCGCGTGGGCGGCAGTCGGACGCTTG  
 G  M                                            *  G  A  F   
 
 
AGGCTTCGTCCGCCGCACACGTAGAGCACCTGGCCGGTGACGAAACCCGTCTCGTCGTCG 24900 
TCCGAAGCAGGCGGCGTGTGCATCTCGTGGACCGGCCACTGCTTTGGGCAGAGCAGCAGC  
 L  S  R  G  G  C  V  Y  L  V  Q  G  T  V  F  G  T  E  D  D   
 
 
 
 
GCGAGGAAGAGCAGCGTGTTGGCGATGTCGTCGGGATCGCCCAGCTTTCCGGTCGGCTGC 24960 
CGCTCCTTCTCGTCGCACAACCGCTACAGCAGCCCTAGCGGGTCGAAAGGCCAGCCGACG  
 A  L  F  L  L  T  N  A  I  D  D  P  D  G  L  K  G  T  P  Q   
 

CGCGACAACAGGAACTGCCGATCCTTCTCCGGCAGTTCCTCCCACATCGGCGTGTGGATC 25020 
GCGCTGTTGTCCTTGACGGCTAGGAAGAGGCCGTCAAGGAGGGTGTAGCCGCACACCTAG  
 R  S  L  L  F  Q  R  D  K  E  P  L  E  E  W  M  P  T  H  I   
 
AGCCCCGGAGCAACGCAATTGACGGTGATCCCGGCGCGGCCGAGCTCGATCGCAAGCGTA 25080 
TCGGGGCCTCGTTGCGTTAACTGCCACTAGGGCCGCGCCGGCTCGAGCTAGCGTTCGCAT  
 
 
 L  G  P  A  V  C  N  V  T  I  G  A  R  G  L  E  I  A  L  T   

bbsD524.5’ 

 
CGCGTCATGCCGACGACGCCGGCCTTCGCCGACGAATACGGAGTCTGCCCCGCGCCGCCG 25140 
GCGCAGTACGGCTGCTGCGGCCGGAAGCGGCTGCTTATGCCTCAGACGGGGCGCGGCGGC  
 R  T  M  G  V  V  G  A  K  A  S  S  Y  P  T  Q  G  A  G  G   
 
AGCCATGCGCGGGAGGCGATGTTGACGATGCGCCCGTGCTTGTTCTCGACCATGTGGCCG 25200 
TCGGTACGCGCCCTCCGCTACAACTGCTACGCGGGCACGAACAAGAGCTGGTACACCGGC  bbsE3’deg  L  W  A  R  S  A  I  N  V  I  R  G  H  K  N  E  V  M  H  G   
 
TGCACCGCCTGCGAGCACAGGAAGGTGCCCTTCAGATTGACATTGAGCGTGACATCCCAG 25260 
ACGTGGCGGACGCTCGTGTCCTTCCACGGGAAGTCTAACTGTAACTCGCACTGTAGGGTC  
 H  V  A  Q  S  C  L  F  T  G  K  L  N  V  N  L  T  V  D  W   
 
TCCGCCTCGCTAAGCTTGCGCAGCGCGCCGGCCCGCTCCATGCCCGCGTTATTCACGAGG 25320 
AGGCGGAGCGATTCGAACGCGTCGCGCGGCCGGGCGAGGTACGGGCGCAATAAGTGCTCC  
 D  A  E  S  L  K  R  L  A  G  A  R  E  M  G  A  N  N  V  L   
 
ATGTCGATGCGGCCGAAGGCATTCACCGTCTGCTGCACCATCGCGTCGACCGCCGCCTTG 25380 
TACAGCTACGCCGGCTTCCGTAAGTGGCAGACGACGTGGTAGCGCAGCTGGCGGCGGAAC  
 
 
 I  D  I  R  G  F  A  N  V  T  Q  Q  V  M  A  D  V  A  A  K   

bbsD5’EbN1

 
TCGCTAATGTCGGCGACGGCGCCGAGCGCGCGATGTCCCTTTCGGCTGAACTCATCGACC 25440 
AGCGATTACAGCCGCTGCCGCGGCTCGCGCGCTACAGGGAAAGCCGACTTGAGTAGCTGG  
 
 
 D  S  I  D  A  V  A  G  L  A  R  H  G  K  R  S  F  E  D  V   

bbsD5’EbN1

 
GTCGCGTGCACCTTCTCCGCGTTGATGTCGTTGATAACGACGGCCGCACCCTGCTCGGCG 25500 
CAGCGCACGTGGAAGAGGCGCAACTACAGCAACTATTGCTGCCGGCGTGGGACGAGCCGC  
 T  A  H  V  K  E  A  N  I  D  N  I  V  V  A  A  G  Q  E  A   bbsE5’ 
 
AAGCGCAATGCCGTCTGCCTACCCATGCCGCTCGCCGACCCTGTGATCAGCGCGACCCTG 25560 
TTCGCGTTACGGCAGACGGATGGGTACGGCGAGCGGCTGGGACACTAGTCGCGCTGGGAC  
 F  R  L  A  T  Q  R  G  M  G  S  A  S  G  T  I  L  A  V  R   
 
TTGCGAATTCCCATTGCCGCCCCCGTGATCAAATCGACATCGAAAAGTACGCGCTCTTTC 25620 
AACGCTTAAGG ACGGCGGGGGCACT TTAGCTGTAGCTTTTCATGCGCGAGAAAG  
 N  R  I  G  M                *  I  S  M  S  F  Y  A  S  K    

GTA AGT

bbsD 
 
CGCCACAGACGAAAAGCGTCTGCCCGGTCACGTACTTCGAACTATCGCTCGCAAGAAAGC 25680 
GCGGTGTCTGCTTTTCGCAGACGGGCCAGTGCATGAAGCTTGATAGCGAGCGTTCTTTCG  
G  G  C  V  F  L  T  Q  G  T  V  Y  K  S  S  D  S  A  L  F    
 
CGACTGCGTTGGCAACGTCAGAGGGCCTGCCCAAGCGCTTCACGGGAATGCCGGCGGCGA 25740 
GCTGACGCAACCGTTGCAGTCTCCCGGACGGGTTCGCGAAGTGCCCTTACGGCCGCCGCT  
G  V  A  N  A  V  D  S  P  R  G  L  R  K  V  P  I  G  A  A    
 
GCTTTTCCCGCTCCGCCACAGGCGTCGCGTCGGTGTCGAGATCGCCCATGACGACCGTGC 25800 
CGAAAAGGGCGAGGCGGTGTCCGCAGCGCAGCCACAGCTCTAGCGGGTACTGCTGGCACG  
 
 
L  K  E  R  E  A  V  P  T  A  D  T  D  L  D  G  M  V  V  T    

bbsC.F5’ 

 
TCACCGTAACGCCGTCTCGCGCCGATTCGAGCGCGAGCGCCCGTGTGAGCCCGAACAGAC 25860 
AGTGGCATTGCGGCAGAGCGCGGCTAAGCTCGCGCTCGCGGGCACACTCGGGCTTGTCTG  
 
 
S  V  T  V  G  D  R  A  S  E  L  A  L  A  R  T  L  G  F  L    

bbsC.F5’ 

 
CCGCACGCGCAGCGGCGACGTTGGCGCTCGCCGCGAGGCCGAGATAACGAATATCGCTGA 25920 
GGCGTGCGCGTCGCCGCTGCAACCGCGAGCGGCGCTCCGGCTCTATTGCTTATAGCGACT  
G  A  R  A  A  A  V  N  A  S  A  A  L  G  L  Y  R  I  D  S    
 
TATTGACCACGCGCCCGAAGCCACACTTGCGCATCAGCGGAACGACTTCGCGCAGGTAGT 25980 
ATAACTGGTGCGCGGGCTTCGGTGTGAACGCGTAGTCGCCTTGCTGAAGCGCGTCCATCA  
I  N  V  V  R  G  F  G  C  K  R  M  L  P  V  V  E  R  L  Y    
 
GGAACGGGCCCGCGATGCCGGCGCCGAGCGCCGCGCCGACGTCCGCATCGGAAATGTCCT 26040 
CCTTGCCCGGGCGCTACGGCCGCGGCTCGCGGCGCGGCTGCAGGCGTAGCCTTTACAGGA  
H  F  P  G  A  I  G  A  G  L  A  A  G  V  D  A  D  S  I  D    
 bbsE GCAGCGCCTTGGCGGTCAGTACGCTTTCGTTCTGCACCAAGATGTCGATCCGCCCGTAGC 26100 bbsD3’nuevo bbsD3’ 
CGTCGCGGAACCGCCAGTCATGCGAAAGCAAGACGTGGTTCTACAGCTAGGCGGGCATCG  
Q  L  A  K  A  T  L  V  S  E  N  Q  V  L  I  D  I  R  G  Y    
 
GCGCCATCACCTGCGCGACCGCATCGCGGATCGAACCGGGCTCGACTGCGCCCGTCACCA 26160 
CGCGGTAGTGGACGCGCTGGCGTAGCGCCTAGCTTGGCCCGAGCTGACGCGGGCAGTGGT  
R  A  M  V  Q  A  V  A  D  R  I  S  G  P  E  V  A  G  T  V    

bbsD3’ CCGCGATCACCGCCACCCCCTTCTCGGCCAGCCGCGATGCGAGAGCGTCGAGCCGGCCGG 26220 
GGCGCTAGTGGCGGTGGGGGAAGAGCCGGTCGGCGCTACGCTCTCGCAGCTCGGCCGGCC  
V  A  I  V  A  V  G  K  E  A  L  R  S  A  L  A  D  L  R  G    
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Anexo I 
bbsA3’new bbsA331.3’ 

CGTCCGCGCCCACGAGCGCGAGTTGCACACCCGGCGCGGCGAGCCGCAGCGCAACCGCCT 26280 
GCAGGCGCGGGTGCTCGCGCTCAACGTGTGGGCCGCGCCGCTCGGCGTCGCGTTGGCGGA  
A  D  A  G  V  L  A  L  Q  V  G  P  A  A  L  R  L  A  V  A    
 
CGCCCACCGCATCGTCGGCATTGACGATCAGAGCCACCCTTTCTTTGCCTTTCGATTCCA 26340 
GCGGGTGGCGTAGCAGCCGTAACTGCTAGTCTCGGTGGGAAAGAAACGGAAAGCTAAGGT  
E  G  V  A  D  D  A  N  V  I  L  A  V  R  E  K  G  K  S  E    
 
T TTA
AGCGGCAGAGGGTCAATGGTCGGCGCGTGGTCGTACACGTAGCACGTTCGGCGCACAAGG  
CGCCGTCTCCCAG CCAGCCGCGCACCAGCATGTGCATCGTGCAAGCCGCGTGTTCC 26400 

M               *  W  G  R  V  L  M  H  M  T  C  A  A  H  E   
 
 
GTGCCAGACAGCCCGCCACCCGTAACGTGCGTCATCGCCACACGCGGCACCGGATCGACC 26460 
CACGGTCTGTCGGGCGGTGGGCATTGCACGCAGTAGCGGTGTGCGCCGTGGCCTAGCTGG  
 
 
 T  G  S  L  G  G  G  T  V  H  T  M  A  V  R  P  V  P  D  V   
 
TGATAGCCGGGACACTGGTTGCGCATCTGCTTGACGCTCGCGGCGATCTGGGCGGCCCCC 26520 
ACTATCGGCCCTGTGACCAACGCGTAGACGAACTGCGAGCGCCGCTAGACCCGCCGGGGG  
 Q  Y  G  P  C  Q  N  R  M  Q  K  V  S  A  A  I  Q  A  A  G   
 
GAAGCGCCGATCGGGTGACCATACGAGAGCATGCCGCCACGCGGACTGACGACACACTTG 26580 
CTTCGCGGCTAGCCCACTGGTATGCTCTCGTACGGCGGTGCGCCTGACTGCTGTGTGAAC  
 S  A  G  I  P  H  G  Y  S  L  M  G  G  R  P  S  V  V  C  K   
 
CCCCCGTGCGTCGTGTTGCCGTCGCGCAGGAACTTCAGCCCTTCGCCCTTCGGACACAGG 26640 
GGGGGCACGCAGCACAACGGCAGCGCGTCCTTGAAGTCGGGAAGCGGGAAGCCTGTGTCC  
 G  G  H  T  T  N  G  D  R  L  F  K  L  G  E  G  K  P  C  L   
 
CCGAGGCATTCGTAGTACAGCAGCTCGGCAATCGTGAAAGCGTCGTGCAGTTCGACGATA 26700 
GGCTCCGTAAGCATCATGTCGTCGAGCCGTTAGCACTTTCGCAGCACGTCAAGCTGCTAT  
 G  L  C  E  Y  Y  L  L  E  A  I  T  F  A  D  H  L  E  V  I   
 
TTCACATCCTCAGGACCGATGCCCGACTCTTCATAGAGCTGCGCTGCGGTTTCCTCGGTG 26760 
AAGTGTAGGAGTCCTGGCTACGGGCTGAGAAGTATCTCGACGCGACGCCAAAGGAGCCAC  
 N  V  D  E  P  G  I  G  S  E  E  Y  L  Q  A  A  T  E  E  T   
 
ATGTCGTCGCCCGTTATGTCGCGCGGCCGGTTGTGGTAAGGCCCCGACCGCACGACCGAG 26820 
TACAGCAGCGGGCAATACAGCGCGCCGGCCAACACCATTCCGGGGCTGGCGTGCTGGCTC  
 I  D  D  G  T  I  D  R  P  R  N  H  Y  P  G  S  R  V  V  S   
 
CCCGCCACCAGAATCGGCTTGTCGATGCCCAACTTCTTCACCATCTCTTCCGAGCACACG 26880 
GGGCGGTGGTCTTAGCCGAACAGCTACGGGTTGAAGAAGTGGTAGAGAAGGCTCGTGTGC  
 G  A  V  L  I  P  K  D  I  G  L  K  K  V  M  E  E  S  C  V   
 
ACGACCGCCCCGGCGCCATCGGCGATGCCACAGCATTGCTGCAGCGTCAGCGGAGACGCG 26940 
TGCTGGCGGGGCCGCGGTAGCCGCTACGGTGTCGTAACGACGTCGCAGTCGCCTCTGCGC  
 V  V  A  G  A  G  D  A  I  G  C  C  Q  Q  L  T  L  P  S  A   
 
ACGACGCGCGAATTGACGACCTCCTCGACCGAAATCTCACCCTTGAACCACGCATACGGA 27000 
TGCTGCGCGCTTAACTGCTGGAGGAGCTGGCTTTAGAGTGGGAACTTGGTGCGTATGCCT  
 V  V  R  S  N  V  V  E  E  V  S  I  E  G  K  F  W  A  Y  P   
 
TTGTTGGTCGCGTGGCGGCGGTTCTTCACGGTGATCATCGCCAGATCCTCGGCCGTGGCC 27060 
AACAACCAGCGCACCGCCGCCAAGAAGTGCCACTAGTAGCGGTCTAGGAGCCGGCACCGG  
 
 
 N  N  T  A  H  R  R  N  K  V  T  I  M  A  L  D  E  A  T  A   
 
CCGGTCTCGTACATGTAACGCTGCGCGCGCATCGCGTACTTGCCGGTCATGACCGCGCCG 27120 
GGCCAGAGCATGTACATTGCGACGCGCGCGTAGCGCATGAACGGCCAGTACTGGCGCGGC  
 G  T  E  Y  M  Y  R  Q  A  R  M  A  Y  K  G  T  M  V  A  G   
 
TGCACCGTTTCGATATCCGACATGGCCGTTGCAAAGGCAGTGCCTTGCGCCATGTGCAGC 27180 
ACGTGGCAAAGCTATAGGCTGTACCGGCAACGTTTCCGTCACGGAACGCGGTACACGTCG  
 H  V  T  E  I  D  S  M  A  T  A  F  A  T  G  Q  A  M  H  L   
 
GTGTGATTCTCGCAGCCGATGCCGATCGCGACGTCGGCAAGCCCCATCGCCACGTCCCGC 27240 
CACACTAAGAGCGTCGGCTACGGCTAGCGCTGCAGCCGTTCGGGGTAGCGGTGCAGGGCG  
 T  H  N  E  C  G  I  G  I  A  V  D  A  L  G  M  A  V  D  R   
 
ACCGCCAGATGCACTGCCATACCCCCTGCGGAGCATGCGCTTTCGACTGTCATGATTGGA 27300 
TGGCGGTCTACGTGACGGTATGGGGGACGCCTCGTACGCGAAAGCTGACAGTACTAACCT  
 V  A  L  H  V  A  M  G  G  A  S  C  A  S  E  V  T  M  I  P   
 
AGATGTCCGCACATGCCCAGATCCTTGAGCACGGTTTGACCGATCACCATTCCGTTGGTG 27360 
TCTACAGGCGTGTACGGGTCTAGGAACTCGTGCCAAACTGGCTAGTGGTAAGGCAACCAC  
 L  H  G  C  M  G  L  D  K  L  V  T  Q  G  I  V  M  G  N  T   
 
CCATTGCCGACGTAGGCGCTCTGCACCATCGTCGGACGGTCGATATTCGACGCCTTCAGC 27420 
GGTAACGGCTGCATCCGCGAGACGTGGTAGCAGCCTGCCAGCTATAAGCTGCGGAAGTCG  
 G  N  G  V  Y  A  S  Q  V  M  T  P  R  D  I  N  S  A  K  L   
 
GCCTCGAATGCCGCGGCACGGCCCAGCACATCGAAATCGACCTCGTGCCGCCCGAATTTC 27480 
CGGAGCTTACGGCGCCGTGCCGGGTCGTGTAGCTTTAGCTGGAGCACGGCGGGCTTAAAG  
 A  E  F  A  A  A  R  G  L  V  D  F  D  V  E  H  R  G  F  K   
 
GTTTCGCCGACCCCGGCGATATAGACCTTGCGCTGCAGTTTCATTTTCTTTCACCCACCG 27540 
CAAAGCGGCTGGGGCCGCTATATCTGGAACGCGACGTCAAAGTAAAAGAAAGTGGGTGGC  
T  E  G  V  G  A  I  Y  V  K  R  Q  L  K  M                   
 
 
 

AGATTTATGCCTTGCGGAACTTGTAGCTGATCAGCGGAACGCCGTCGCGGTTGTCGCGAA 27600 
TCTAAATACGGAACGCCTTGAACATCGACTAGTCGCCTTGCGGCAGCGCCAACAGCGCTT  
      *  A  K  R  F  K  Y  S  I  L  P  V  G  D  R  N  D  R    
 
 

bbsA331.3’

CGGGCCCCACGGTCAGTTCGACCTCCTCGTCGCAGCGGAAGCTGCCGGGCTCGCCTTCCA 27660 
GCCCGGGGTGCCAGTCAAGCTGGAGGAGCAGCGTCGCCTTCGACGGCCCGAGCGGAAGGT  
 
 
V  P  G  V  T  L  E  V  E  E  D  C  R  F  S  G  P  E  G  E    

bbsAint5’ 

 bbsC GCTGCGCGAAAATCCGCAGGTTCTCGGGCAGATCGATGTAGCCGAACGAATATGGCGTTT 27720 bbsB3’ 
CGACGCGCTTTTAGGCGTCCAAGAGCCCGTCTAGCTACATCGGCTTGCTTATACCGCAAA  BamHI 
 
 
L  Q  A  F  I  R  L  N  E  P  L  D  I  Y  G  F  S  Y  P  T    

bbsAint5’ 

bbsB.F5’  
TCATTCCCGCCTGACCAATGAAATTGTCGCTGAAGCTGTAGAGCTTCCCGCGTCGGCTTA 27780 
AGTAAGGGCGGACTGGTTACTTTAACAGCGACTTCGACATCTCGAAGGGCGCAGCCGAAT  
K  M  G  A  Q  G  I  F  N  D  S  F  S  Y  L  K  G  R  R  S    
 
GCGGCACGACATCGAACTCCTCGCCCCAGCAACTCGGGCACGGACTCAGCTTGGGGAAAT 27840 
CGCCGTGCTGTAGCTTGAGGAGCGGGGTCGTTGAGCCCGTGCCTGAGTCGAACCCCTTTA  
L  P  V  V  D  F  E  E  G  W  C  S  P  C  P  S  L  K  P  F    
 bbsAint3’ 
 
CCAGCTGGCCGCACCCCTTGCAGCGATACCCCTTGAGATACGGCGCGCCGCCGTCCGCGG 27900 
GGTCGACCGGCGTGGGGAACGTCGCTATGGGGAACTCTATGCCGCGCGGCGGCAGGCGCC  
 
 
D  L  Q  G  C  G  K  C  R  Y  G  K  L  Y  P  A  G  G  D  A    

bbsA5’new 

 bbsAint3’ 
 
GCACCTCGAGCAGGTCCGGATGAAAGAATGTGATATCCGGCTTCTTCTCCGGTTTCTTGT 27960 
CGTGGAGCTCGTCCAGGCCTACTTTCTTACACTATAGGCCGAAGAAGAGGCCAAAGAACA  
P  V  E  L  L  D  P  H  F  F  T  I  D  P  K  K  E  P  K  K    
 
 
TCGGCTTTTGATCTGACATGACGCCTCCGCAGCATTTGTTTCATTTTCAACGTAGATCCA 28020 
AGCCGAAAACTAGACTGTACTGCGGAGGCGTCGTAAACAAAGTAAAAGTTGCATCTAGGT  
N  P  K  Q  D  S  M                                           
 
ATTAAACGCGCCTGGTTGCGGCGCAACAATTGGTGCGGACACCTAACTGTTAAGGGTAAC 28080 
TAATTTGCGCGGACCAACGCCGCGTTGTTAACCACGCCTGTGGATTGACAATTCCCATTG  
 
CCCCACCCGCACGCGCCAAGGCGGAAATTCACGTCGAGCGGCGGTGTCGACAATCTGGCC 28140 
GGGGTGGGCGTGCGCGGTTCCGCCTTTAAGTGCAGCTCGCCGCCACAGCTGTTAGACCGG  
 
GCACAGGCGCGGATACCCTGCCAATTTCGGCTGTAAAAAAAACGCGCCGAAAGGCGCGCA 28200 
CGTGTCCGCGCCTATGGGACGGTTAAAGCCGACATTTTTTTTGCGCGGCTTTCCGCGCGT  
 
 
AAGTTCCCACGGGAGGAGAGGAACCCCGAGAAAAATCTTCTACTCAGTTTCCGCCACGCA 28260 
TTCAAGGGTGCCCTCCTCTCCTTGGGGCTCTTTTTAGAAGATG CAAAGGCGGTGCGT  
                                             *  N  G  G  R    

AGT

 
TGTTCTGGACGTTAAACAGGCTGACCGGGACCATCTGAGCGTCCAGTTGCGCCTTGAGCT 28320 
ACAAGACCTGCAATTTGTCCGACTGGCCCTGGTAGACTCGCAGGTCAACGCGGAACTCGA  
 
 
M  N  Q  V  N  F  L  S  V  P  V  M  Q  A  D  L  Q  A  K  L    
 
GTCCGGTCGTGCAGTGCTTCGCCTGGATATCGATCATGGTGAACGCATCGAACGGAGTTA 28380 
CAGGCCAGCACGTCACGAAGCGGACCTATAGCTAGTACCACTTGCGTAGCTTGCCTCAAT  
 
 
Q  G  T  T  C  H  K  A  Q  I  D  I  M  T  F  A  D  F  P  T    
 
TGCCGCTGCCCTTGTTCTTGGCCAGGTGGAAGTCGGGATGCGTCCATCCGACAACATACG 28440 
ACGGCGACGGGAACAAGAACCGGTCCACCTTCAGCCCTACGCAGGTAGGCTGTTGTATGC  
I  G  S  G  K  N  K  A  L  H  F  D  P  H  T  W  G  V  V  Y    
 
TCTTCCACAAATCACCCTTGCGGTCATGCACAAGCGACATGCTAATTACCGAGGTTTGCG 28500 
AGAAGGTGTTTAGTGGGAACGCCAGTACGTGTTCGCTGTACGATTAATGGCTCCAAACGC  
T  K  W  L  D  G  K  R  D  H  V  L  S  M  S  I  V  S  T  Q    
 
CGTCCATGTAATGCACCCGTCTGCTCACCGGATGATTGGTGTCGATCGGAGACGATTCGA 28560 
GCAGGTACATTACGTGGGCAGACGAGTGGCCTACTAACCACAGCTAGCCTCTGCTAAGCT  
A  D  M  Y  H  V  R  R  S  V  P  H  N  T  D  I  P  S  S  E    
 
GGATGTGCACCTTGCGCAACTGCCACGTGACGCTGGGGAAGCACCCGCCCTTTCCGCCGA 28620 
CCTACACGTGGAACGCGTTGACGGTGCACTGCGACCCCTTCGTGGGCGGGAAAGGCGGCT  
L  I  H  V  K  R  L  Q  W  T  V  S  P  F  C  G  G  K  G  G    
 
AGGCGACGTACTTGTAGCCGTCCGGCTCTTTGTATTCATCGGACAGCTTCATGTCGTTAT 28680 
TCCGCTGCATGAACATCGGCAGGCCGAGAAACATAAGTAGCCTGTCGAAGTACAGCAATA  
F  A  V  Y  K  Y  G  D  P  E  K  Y  E  D  S  L  K  M  D  N    
 
GGTTGTAAAAAGGCATCAGTATGTTCGCCGTGCCCTGGTACTTCCAGTTCATGTCCGAAA 28740 
CCAACATTTTTCCGTAGTCATACAAGCGGCACGGGACCATGAAGGTCAAGTACAGGCTTT  
H  N  Y  F  P  M  L  I  N  A  T  G  Q  Y  K  W  N  M  D  S    
 
TACGGCCGTTATAGCCCTCGAAGTCCTCGATCATGATGTCTGAGCCGAGAAAGGCGTCCG 28800 
ATGCCGGCAATATCGGGAGCTTCAGGAGCTAGTACTACAGACTCGGCTCTTTCCGCAGGC  
I  R  G  N  Y  G  E  F  D  E  I  M  I  D  S  G  L  F  A  D    

bbsB5’ 

bbsB 

bbsA 

c1A68.5’ 

pbbsA3’ PstI 

PstI 

cbbs5’ pbbsA5’ 

XbaI pbbsA5’ 
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Anexo I 
c1A68.CIB.F5’ 

TAGTCTGTCCGGTCGACAACCGGCGCACGCGGCGCTGGAAACCGAGATAGAGATAAGCGT 28860 
ATCAGACAGGCCAGCTGTTGGCCGCGTGCGCCGCGACCTTTGGCTCTATCTCTATTCGCA  
T  T  Q  G  T  S  L  R  R  V  R  R  Q  F  G  L  Y  L  Y  A    
CGTCCAGCTTCGTGTCGTCCTCGTAGCGCTGGATCAGCAGCTGTGTGTTCTTGACATCCT 28920 
GCAGGTCGAAGCACAGCAGGAGCATCGCGACCTAGTCGTCGACACACAAGAACTGTAGGA  
D  D  L  K  T  D  D  E  Y  R  Q  I  L  L  Q  T  N  K  V  D    
 
GCGGTTCATATACTTTCACGTAGGTCGCGCGATACAGTTTCGACGGGTTCGGCGTAATTT 28980 
CGCCAAGTATATGAAAGTGCATCCAGCGCGCTATGTCAAAGCTGCCCAAGCCGCATTAAA  
Q  P  E  Y  V  K  V  Y  T  A  R  Y  L  K  S  P  N  P  T  I    
 
CCGGCACCGGAGCCTGGCTTACTCGATGCGTATACTTTAAGAAATGAAAACCGAACAGGA 29040 
GGCCGTGGCCTCGGACCGAATGAGCTACGCATATGAAATTCTTTACTTTTGGCTTGTCCT  
E  P  V  P  A  Q  S  V  R  H  T  Y  K  L  F  H  F  G  F  L    
 
TATTGCGCTCGACCTTGCCGCTGTCCATGTTAATGTACTTCCAGTAAAACGGCGAGATCG 29100 
ATAACGCGAGCTGGAACGGCGACAGGTACAATTACATGAAGGTCATTTTGCCGCTCTAGC  
I  N  R  E  V  K  G  S  D  M  N  I  Y  K  W  Y  F  P  S  I    
 
CCAGGCCGTCGTACGCGTTCATGCCATAGCGGTTGTTCCACGCAAGCTTCTCGCCGGCCC 29160 
GGTCCGGCAGCATGCGCAAGTACGGTATCGCCAACAAGGTGCGTTCGAAGAGCGGCCGGG  
A  L  G  D  Y  A  N  M  G  Y  R  N  N  W  A  L  K  E  G  A    
 
GCGGGTCCTTTGCATCGGGTTCTTCAGGGAAAGGACGCCCTGCGACATAGCCGACCAGCT 29220 
CGCCCAGGAAACGTAGCCCAAGAAGTCCCTTTCCTGCGGGACGCTGTATCGGCTGGTCGA  
R  P  D  K  A  D  P  E  E  P  F  P  R  G  A  V  Y  G  V  L    
 
CACCCGGTTTTGCACCGAGCTTCACCTTGCCGGCGTTCACCTTGGTCGCGTCGACATAGC 29280 
GTGGGCCAAAACGTGGCTCGAAGTGGAACGGCCGCAAGTGGAACCAGCGCAGCTGTATCG  
E  G  P  K  A  G  L  K  V  K  G  A  N  V  K  T  A  D  V  Y    
 
TCTTATTGGTGTCGAACGAGGTCGTTGCTCCGACAGTGATC                    29321 
AGAATAACCACAGCTTGCTCCAGCAACGAGGCTGTCACTAG                     
 
 
S  K  N  T  D  F  S  T  T  A  G  V  T  I                      

c1A68int5’ 
C1A68 

 

Figura 51. Secuencia de nucleótidos y secuencia
deducida de aminoácidos del cluster de genes bss/bbs
de Azoarcus sp. CIB y regiones adyacentes. Las
flechas cortas al comienzo de las secuencias deducidas
de aminoácidos indican la dirección de la transcripción
de los genes que codifican dichas proteínas. Las flechas
negras más largas indican los oligonucleótidos
utilizados para la secuenciación del cluster, indicándose
en rojo la diana de restricción En azul se indican
algunas de las dianas de restricción presentes en el
cluster. 
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Anexo II 
 
AAGGTCGCGCCCTGGCCCGGTTCGCTGACCGCCCAGACCGTTCCACCCATGCGCTGCAGT 60 
TTCCAGCGCGGGACCGGGCCAAGCGACTGGCGGGTCTGGCAAGGTGGGTACGCGACGTCA  
 
GCCTTGCGTACCAGCGCGAGCCCTATGCCGGTGCCGGGATAGTCTTCGGCGCGATGCAGA 120 
CGGAACGCATGGTCGCGCTCGGGATACGGCCACGGCCCTATCAGAAGCCGCGCTACGTCT  
 
CGCTGGAATATCTCGAAGATGCGATCATGATACTTCATGTCGAAGCCCACGCCGTTGTCC 180 
GCGACCTTATAGAGCTTCTACGCTAGTACTATGAAGTACAGCTTCGGGTGCGGCAACAGG  
 
GCCACCGTCAGGACGATGTGACGGTCACGCCGGTACGCATCGATCGTGATGCGCGCTGCG 240 
CGGTGGCAGTCCTGCTACACTGCCAGTGCGGCCATGCGTAGCTAGCACTACGCGCGACGC  
 
GGCGTGGCGCGGGTGAATTTGAGGGCGTTGCTGATGAGGTTGCGCAGCACCAGCGTGAGC 300 
CCGCACCGCGCCCACTTAAACTCCCGCAACGACTACTCCAACGCGTCGTGGTCGCACTCG  
 
CCGCTCGGGTCGGTGCGGATCTGCGGCGGCAGCTCATTGGTGACGACCTCGATTCCGCGG 360 
GGCGAGCCCAGCCACGCCTAGACGCCGCCGTCGAGTAACCACTGCTGGAGCTAAGGCGCC  
 
GTCTGGATCTCGTGTGCGAAGCCGTCGAGCACGCCCTGCACGACGGCGGGCAGATCGACG 420 
CAGACCTAGAGCACACGCTTCGGCAGCTCGTGCGGGACGTGCTGCCGCCCGTCTAGCTGC  
 
GCGCGGATGTCCAGGGTCTGACGCTCGATACGCGAGTAGGCGAGCAAGTCCTCGATCAGC 480 
CGCGCCTACAGGTCCCAGACTGCGAGCTATGCGCTCATCCGCTCGTTCAGGAGCTAGTCG  
 
TCGTGCATGGTCAGCGCGCCGCGGCGGATGCTCATGAGGAAGTGGCGGCCGTCCTCGTCG 540 
AGCACGTACCAGTCGCGCGGCGCCGCCTACGAGTACTCCTTCACCGCCGGCAGGAGCAGC  
 
AGGCGGTCGCGGTACTGGTCGAGCAGCAGCTGGCTGTAGCCCTCGATGCCGCGCAGCGGC 600 
TCCGCCAGCGCCATGACCAGCTCGTCGTCGACCGACATCGGGAGCTACGGCGCGTCGCCG  
 
GCCTTGAGGTCGTGCGAGACGGTGTAGGAGAACGACCGCAGTTCCTGGTTGGCGGCCTGC 660 
CGGAACTCCAGCACGCTCTGCCACATCCTCTTGCTGGCGTCAAGGACCAACCGCCGGACG  
 
AGCTGCGCGGTGCGTTCGGCGACGCGGTCTTCCAGCGTGGCGTTGAGGCGGCGCACCTCG 720 
TCGACGCGCCACGCAAGCCGCTGCGCCAGAAGGTCGCACCGCAACTCCGCCGCGTGGAGC  
 
GCCTCGGCGGCCTTGGTCGCGGTGATGTCGAGCAGCACGCCGTGGATCTCGGTCACCGCG 780 
CGGAGCCGCCGGAACCAGCGCCACTACAGCTCGTCGTGCGGCACCTAGAGCCAGTGGCGC  
 
CCCTGTACGTCGCGCGTGAGCCAGGTGCGGTCGTCCAGCCAGATCCACGTGCCGGAGGCG 840 
GGGACATGCAGCGCGCACTCGGTCCACGCCAGCAGGTCGGTCTAGGTGCACGGCCTCCGC  
 
 
GTGCGGATGCGGTATTCCTGGCGGTAGTCGTCCGGACCGTTGGCGAGGTGTTCGGCGACG 900 
CACGCCTACGCCATAAGGACCGCCATCAGCAGGCCTGGCAACCGCTCCACAAGCCGCTGC  
 
TCGCGCTCGATGCGCGGGCGGTCGTCGGCGTGGATCAGGTCGGCATAGTGGACGTTGCCG 960 
AGCGCGAGCTACGCGCCCGCCAGCAGCCGCACCTAGTCCAGCCGTATCACCTGCAACGGC  
 
GAGATGAAGTCATCGCGGCTGTAGCCCCATTGAGCGATGCCGTCGCTGACGAAGCCGACC 1020 
CTCTACTTCAGTAGCGCCGACATCGGGGTAACTCGCTACGGCAGCGACTGCTTCGGCTGG  
 
 
GGCCAACCGGGCTGGTTACGCCATTCGATCGCCACCACCGGCGAGCGGTTGATCAGCGCG 1080 
CCGGTTGGCCCGACCAATGCGGTAAGCTAGCGGTGGTGGCCGCTCGCCAACTAGTCGCGC  
 
GTGATGCGGGCGGCGTCCGTCGCGTTGCACGCTGCGGTCGCATCCGTCGGTTTTTCCATC 1140 
CACTACGCCCGCCGCAGGCAGCGCAACGTGCGACGCCAGCGTAGGCAGCCAAAAAGGTAG  
 
GTGCTCCTCCGGCCTGGCGCGTCGCGGGACCGCCAGTGCGGGGCGCCCGGGCTGCTTGTC 1200 
CACGAGGAGGCCGGACCGCGCAGCGCCCTGGCGGTCACGCCCCGCGGGCCCGACGAACAG  
 
GGAGAATTCTACCGTCCTGCCCGGCCGATGCTGTGGCGTGTTGCGCACCAATGACGCCGG 1260 
CCTCTTAAGATGGCAGGACGGGCCGGCTACGACACCGCACAACGCGTGGTTACTGCGGCC  
 
TGTGCCGGAATCGGGTAATGATGGAGCTATGTGTTGCCGGATGGATGAGCCGCGACCGGC 1320 
ACACGGCCTTAGCCCATTACTACCTCGATACACAACGGCCTACCTACTCGGCGCTGGCCG  
 
 
GGGTGCTGCCCGGTCGCGTCCCGGAGGAAGAAGGAACCCCGGTGGCCGGGGTCGTCGCCC 1380 
CCCACGACGGGCCAGCGCAGGGCCTCCTTCTTCCTTGGGGCCACCGGCCCCAGCAGCGGG  
 
TTGCCCGGGCGCCCGACCCGTATGAGGTCGGTGCCGGGGCGGCGAGTTCGCGGAACTCAG 1440 
AACGGGCCCGCGGGCTGGGCATACTCCAGCCACGGCCCCGCCGCTCAAGCGCCTTGAGTC  
 
 
                                                          *   
 
TTCGAGAACGCGGCGAGGCCGGTGATGGCGCGGCCGAGGATCAGCGCGTGGATGTCGTGC 1500 
AAGCTCTTGCGCCGCTCCGGCCACTACCGCGCCGGCTCCTAGTCGCGCACCTACAGCACG  
N  S  F  A  A  L  G  T  I  A  R  G  L  I  L  A  H  I  D  H    
 
 
GTGCCCTCGTAGGTGTTCACCACTTCGAGGTTCACGAGGTGGCGCGCGATGCAGAACTCG 1560 
CACGGGAGCATCCACAAGTGGTGAAGCTCCAAGTGCTCCACCGCGCGCTACGTCTTGAGC  
 T  G  E  Y  T  N  V  V  E  L  N  V  L  H  R  A  I  C  F  E   
 
 
TCCGAGATGCCGTTGCCGCCGAGCATGTCGCGGGCGACGCGGGCGATGTCGAGCGACTTG 1620 
AGGCTCTACGGCAACGGCGGCTCGTACAGCGCCCGCTGCGCCCGCTACAGCTCGCTGAAC  
 
 
 D  S  I  G  N  G  G  L  M  D  R  A  V  R  A  I  D  L  S  K   
 
 

 
CCGCAGGAGTTGCGCTTCATGATCGAGGTCAGTTCGACCGGCGCGTTGCCCTCGTCCTTG 1680 

Gcd3’ 

GGCGTCCTCAACGCGAAGTACTAGCTCCAGTCAAGCTGGCCGCGCAACGGGAGCAGGAAC  
 G  C  S  N  R  K  M  I  S  T  L  E  V  P  A  N  G  E  D  K   
 PstI  
AGGCGGCCCAGGCGCAGGCAGCCCTGCAGGCCCAGCGTGATCTCGGTCAGCATGTCGGCG 1740 
TCCGCCGGGTCCGCGTCCGTCGGGACGTCCGGGTCGCACTAGAGCCAGTCGTACAGCCGC  
 L  R  G  L  R  L  C  G  Q  L  G  L  T  I  E  T  L  M  D  A   
 
AGCTTCTTCTGGATCAGCTGGTTCGCGGCGAGCGGGCGGCCGAACTGCTTGCGGTCCATC 1800 
TCGAAGAAGACCTAGTCGACCAAGCGCCGCTCGCCCGCCGGCTTGACGAACGCCAGGTAG  
 L  K  K  Q  I  L  Q  N  A  A  L  P  R  G  F  Q  K  R  D  M   
 
GTGTACTGGCGTGCGGTCTCGTAGCAGGCTTCCGCGGCGCCGAGCGCGCCCCAGGCGATG 1860 
CACATGACCGCACGCCAGAGCATCGTCCGAAGGCGCCGCGGCTCGCGCGGGGTCCGCTAC  
 T  Y  Q  R  A  T  E  Y  C  A  E  A  A  G  L  A  G  W  A  I   
 
CCGTAGCGGGCCGAGTTCAGGCAGGTGAAGGGGCCTTTGAGGCCGCGCACGGTCGGGAAG 1920 
GGCATCGCCCGGCTCAAGTCCGTCCACTTCCCCGGAAACTCCGGCGCGTGCCAGCCCTTC  
 G  Y  R  A  S  N  L  C  T  F  P  G  K  L  G  R  V  T  P  F   
 
GCGTTTTCTTCGGGGCAGAACACCTCGTCCATGACGATCTCGCCGGTGATCGAGGCGCGC 1980 
CGCAAAAGAAGCCCCGTCTTGTGGAGCAGGTACTGCTAGAGCGGCCACTAGCTCCGCGCG  
 A  N  E  E  P  C  F  V  E  D  M  V  I  E  G  T  I  S  A  R   
 
AGGCCGACCTTGCCGTGGATCGCCGGGGCGGACAGGCCCTTCCAGCCCTTTTCCAGCACG 2040 
TCCGGCTGGAACGGCACCTAGCGGCCCCGCCTGTCCGGGAAGGTCGGGAAAAGGTCGTGC  
 L  G  V  K  G  H  I  A  P  A  S  L  G  K  W  G  K  E  L  V   
 
AAGCCGCGGATGTCGCCGGCGTCGTCCTTCGCCCACACGACGAAGACGTCGGCGATCGGG 2100 
TTCGGCGCCTACAGCGGCCGCAGCAGGAAGCGGGTGTGCTGCTTCTGCAGCCGCTAGCCC  
 F  G  R  I  D  G  A  D  D  K  A  W  V  V  F  V  D  A  I  P   
 
CTGTTGGTGATCCACATCTTGGCGCCCGACAGGCTGTAGCCGCCGTCGACCTTCCTGGCG 2160 
GACAACCACTAGGTGTAGAACCGCGGGCTGTCCGACATCGGCGGCAGCTGGAAGGACCGC  
 S  N  T  I  W  M  K  A  G  S  L  S  Y  G  G  D  V  K  R  A   
 
CGGGTGACCATGCTGCCGGGGTCGGAGCCGTGGTTGGGCTCGGTCAGGCCGAAGCAACCC 2220 
GCCCACTGGTACGACGGCCCCAGCCTCGGCACCAACCCGAGCCAGTCCGGCTTCGTTGGG  
 R  T  V  M  S  G  P  D  S  G  H  N  P  E  T  L  G  F  C  G   
 
 
ACCCATTCGCCGGTGGCGAGCTTGGGCAGGTATTTCTGCTTGGTTTCCTCGGAGCCGAAT 2280 
TGGGTAAGCGGCCACCGCTCGAACCCGTCCATAAAGACGAACCAAAGGAGCCTCGGCTTA  
 
 
 V  W  E  G  T  A  L  K  P  L  Y  K  Q  K  T  E  E  S  G  F   
 
TCGTTGATCGGCACCATCACGAGCGAGCTCTGCACGCTCATCATCGAGCGGTAGCCGGAA 2340 
AGCAACTAGCCGTGGTAGTGCTCGCTCGAGACGTGCGAGTAGTAGCTCGCCATCGGCCTT  
 
 
 E  N  I  P  V  M  V  L  S  S  Q  V  S  M  M  S  R  Y  G  S   
 
TCGACGCGCTCGACTTCACGGGCGATCAGGCCGTAGCACACGTAGTTCATGCCGGAACCG 2400 
AGCTGCGCGAGCTGAAGTGCCCGCTAGTCCGGCATCGTGTGCATCAAGTACGGCCTTGGC  
 D  V  R  E  V  E  R  A  I  L  G  Y  C  V  Y  N  M  G  S  G   
 
CCGTACTGCTCCGGGATCGTTGCGCCGAGCAGGCCCAGTTCGCCCATTTCGTTGAAGATC 2460 
GGCATGACGAGGCCCTAGCAACGCGGCTCGTCCGGGTCAAGCGGGTAAAGCAACTTCTAG  
 G  Y  Q  E  P  I  T  A  G  L  L  G  L  E  G  M  E  N  F  I   
 
 
GCGCGGTCGGTCTTCTCGTGGCGGAAGGCTTCCTGCACGCGCGGCAGCAGGCGCTCCTGG 2520 
CGCGCCAGCCAGAAGAGCACCGCCTTCCGAAGGACGTGCGCGCCGTCGTCCGCGAGGACC  
 A  R  D  T  K  E  H  R  F  A  E  Q  V  R  P  L  L  R  E  Q   
 
 
GAGTAGGCGCGGGCGCTGTCGCGCACCATGCGTTCGGTGTCGGTGAGTTGGCTGTCGAGA 2580 
CTCATCCGCGCCCGCGACAGCGCGTGGTACGCAAGCCACAGCCACTCAACCGACAGCTCT  
 S  Y  A  R  A  S  D  R  V  M  R  E  T  D  T  L  Q  S  D  L   
 
 
TACAGGGGGTCGGCCCAGTCGAAAGTCACGCGGTTCGTTGCCATGTTGAATCTCCTCAAT 2640 
ATGTCCCCCAGCCGGGTCAGCTTTCAGTGCGCCAAGCAACGGTACAACTTAGAGGAGTTA  
 
 
 Y  L  P  D  A  W  D  F  T  V  R  N  T  A  M                  
 
 
GCGGCGTTTGGTCGTGGGCCGGGACCACCCGGCTCTGCTCAGTGACTGAACTGTAGTCAG 2700 
CGCCGCAAACCAGCACCCGGCCCTGGTGGGCCGAGACGAGTCACTGACTTGACATCAGTC  
 
CGCCGGGCGTCGCGACAAACGAAAATTTCGTGGTAGCTTGTGCGTAAAACGCACTTCGAG 2760 
GCGGCCCGCAGCGCTGTTTGCTTTTAAAGCACCATCGAACACGCATTTTGCGTGAAGCTC  
 
AGACGTGCAGACTCGTAGGACTCGTAGGGCGGAAAAGCGCTGCGCCTTCCGCCATGCAGC 2820 
TCTGCACGTCTGAGCATCCTGAGCATCCCGCCTTTTCGCGACGCGGAAGGCGGTACGTCG  
 
 
CGTCGAGACTGCACCGGCGCTCATTCGGCGGAAGGCGCCTTCGGCTTTTCCGCCCTACGC 2880 
GCAGCTCTGACGTGGCCGCGAGTAAGCCGCCTTCCGCGGAAGCCGAAAAGGCGGGATGCG  
 
 

3GcdH 

ebA2987_5’ Gcdinv3’ 

Gcd5’ 

Sau3AI 5’GcdEbN1 

Gcd109.3’ 

XbaI Gcd109.3’ 

gcdH

FG5’ 

3’GcdEbN1

3’GcdEbN1 Gcd3’ 

Gcdinv5’ 

GcdF3’ Pgc3’ XbaI 

ClaI 
5GcdH 

Pgc3’ 

KpnI 
Pgc5’ 
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Anexo II 
 BamHI GcdHis5’ 

 
 
TTCTCCCTGTCATGCGCGTTGCGCACTTTATGGAGGCATCGATGCGCCGCAAGATCCCCA 2940 
AAGAGGGACAGTACGCGCAACGCGTGAAATACCTCCGTAGCTACGCGGCGTTCTAGGGGT  
 
 
                                         M  R  R  K  I  P  S  
 
 
GCACCGCCGCCCTGCTCGCCTTCGAGCGCGCCGCGCGGCACGAGAGCTTCACGCGCGCGG 3000 
CGTGGCGGCGGGACGAGCGGAAGCTCGCGCGGCGCGCCGTGCTCTCGAAGTGCGCGCGCC  
  T  A  A  L  L  A  F  E  R  A  A  R  H  E  S  F  T  R  A  A  
 
 
CCGAGGAGCTCGCGCTCACGCAGAGCGCGATCTGCCGCCAGATCGCCTCGCTCGAGGACT 3060 
GGCTCCTCGAGCGCGAGTGCGTCTCGCGCTAGACGGCGGTCTAGCGGAGCGAGCTCCTGA  
  E  E  L  A  L  T  Q  S  A  I  C  R  Q  I  A  S  L  E  D  F  
 
TTCTCGGGCTGCGCCTGTTCCGCCGCACCAAGCGCGGCGTCACGCTCACCGAGGCGGGCC 3120 
AAGAGCCCGACGCGGACAAGGCGGCGTGGTTCGCGCCGCAGTGCGAGTGGCTCCGCCCGG  
  L  G  L  R  L  F  R  R  T  K  R  G  V  T  L  T  E  A  G  L  
 
TGTCCTACAGCCGCCAGATCAGTGCGCGCCTCGACGCGATGGAGCGCGACACGCTGTCGG 3180 
ACAGGATGTCGGCGGTCTAGTCACGCGCGGAGCTGCGCTACCTCGCGCTGTGCGACAGCC  
  S  Y  S  R  Q  I  S  A  R  L  D  A  M  E  R  D  T  L  S  V  
 
TGATGGCCCACCACGGCCGCGGCGCGACGATCGAGCTCGCGGTGATGCCAACCTTTGCGA 3240 
ACTACCGGGTGGTGCCGGCGCCGCGCTGCTAGCTCGAGCGCCACTACGGTTGGAAACGCT  
  M  A  H  H  G  R  G  A  T  I  E  L  A  V  M  P  T  F  A  T  
 
CCCGCTGGCTGCTGCCGCGGCTCGGCGAGTTCCTCGCGCGGCATCCCGACGTCACCGTCA 3300 
GGGCGACCGACGACGGCGCCGAGCCGCTCAAGGAGCGCGCCGTAGGGCTGCAGTGGCAGT  
  M  N  N  R  T  R  P  F  L  F  A  D  T  E  F  D  A  A  L  Y  
 
ACATGAACAACCGCACGCGCCCCTTCCTGTTCGCCGACACCGAGTTCGATGCCGCGCTGT 3360 
TGTACTTGTTGGCGTGCGCGGGGAAGGACAAGCGGCTGTGGCTCAAGCTACGGCGCGACA  
  R  W  L  L  P  R  L  G  E  F  L  A  R  H  P  D  V  T  V  N  
 
 
ACTTCGGCGACGCCGGCTGGCCCGGCACCGAGGCGCATTTCCTGATGCGCGAGAACGCCA 3420 
TGAAGCCGCTGCGGCCGACCGGGCCGTGGCTCCGCGTAAAGGACTACGCGCTCTTGCGGT  
 
 
  F  G  D  A  G  W  P  G  T  E  A  H  F  L  M  R  E  N  A  T  
 
CCCCGGTGTGCAGTCCGCGCATGCTGCAGGGACGCACCGCGCTCGCGCCGGAGGAGATCG 3480 
GGGGCCACACGTCAGGCGCGTACGACGTCCCTGCGTGGCGCGAGCGCGGCCTCCTCTAGC  
  P  V  C  S  P  R  M  L  Q  G  R  T  A  L  A  P  E  E  I  A  
 
CGACGTTTCCATTGCTGCAGCAGTCGACGCGGCCGTATGGCTGGCGCGATTGGTTCGGAT 3540 
GCTGCAAAGGTAACGACGTCGTCAGCTGCGCCGGCATACCGACCGCGCTAACCAAGCCTA  
  T  F  P  L  L  Q  Q  S  T  R  P  Y  G  W  R  D  W  F  G  S  
 
CGCTGGGGCTGCAGGTCGCGCACGACATGACCGGCACGCGCTACGAGCTGTTCTCGATGC 3600 
GCGACCCCGACGTCCAGCGCGTGCTGTACTGGCCGTGCGCGATGCTCGACAAGAGCTACG  
  L  G  L  Q  V  A  H  D  M  T  G  T  R  Y  E  L  F  S  M  L  
 
TGGCGCAGGCGGCGATGCAGGACATGGGGATCGCGCTGATCCCGCCCTTCCTGATCCGCG 3660 
ACCGCGTCCGCCGCTACGTCCTGTACCCCTAGCGCGACTAGGGCGGGAAGGACTAGGCGC  
  A  Q  A  A  M  Q  D  M  G  I  A  L  I  P  P  F  L  I  R  E  
 
AGGAACTCGACAGCGGTCGCCTGGTGATTCCCTGCAACCACGTCTATCTCAGCGCCAAGG 3720 
TCCTTGAGCTGTCGCCAGCGGACCACTAAGGGACGTTGGTGCAGATAGAGTCGCGGTTCC  
  E  L  D  S  G  R  L  V  I  P  C  N  H  V  Y  L  S  A  K  A  
 
CCTATTACCTGATCATCCCCGAACGCAAGGCGGAGACGGCTTCGCTGGCGGCCTTCCGCG 3780 
GGATAATGGACTAGTAGGGGCTTGCGTTCCGCCTCTGCCGAAGCGACCGCCGGAAGGCGC  
  Y  Y  L  I  I  P  E  R  K  A  E  T  A  S  L  A  A  F  R  D  
 
ACTGGCTGGTGGAGGCGGCGGCCGCGTACCGGATCGCCACCGGGCTGGAGTGAGCGCGGC 3840 
TGACCGACCACCTCCGCCGCCGGCGCATGGCCTAGCGGTGGCCCGACCTCACTCGCGCCG  
 
 
 
 
  W  L  V  E  A  A  A  A  Y  R  I  A  T  G  L  E  *           
 
GGTATTCAGGCCTCGTCCGCGTCGCAGCAGACGCGGTCGCGGCCCGACTGCTTGGCGCGA 3900 
CCATAAGTCCGGAGCAGGCGCAGCGTCGTCTGCGCCAGCGCCGGGCTGACGAACCGCGCT  
 
 
 
TACATCAGGTCGTCGGCGCGCTTGAGCAGGGTGTCGGTGTCGTCCTCGGGGCGCAGCGTG 3960 
ATGTAGTCCAGCAGCCGCGCGAACTCGTCCCACAGCCACAGCAGGAGCCCCGCGTCGCAC  
 
ACGACGCCGATGCTCGCCGTGACGACGCCCGCGGGCGGCGTCGGATGCTCGCGCAGCGCC 4020 
TGCTGCGGCTACGAGCGGCACTGCTGCGGGCGCCCGCCGCAGCCTACGAGCGCGTCGCGG  
 
TGCTGCACGCGCTCGCCGAGCACCTTCGCTTCCGCGGTCGAGGTGTGCGGGCACAGCACC 4080 
ACGACGTGCGCGAGCGGCTCGTGGAAGCGAAGGCGCCAGCTCCACACGCCCGTGTCGTGG  
 
 
ATGAACTCCTCGCCGCCCCAGCGCGCCAGCGTGTCGGTGCGGCGGATCGTGTCGCGCACG 4140 
TACTTGAGGAGCGGCGGGGTCGCGCGGTCGCACAGCCACGCCGCCTAGCACAGCGCGTGC  
 

ACCGCCGCGCCATGCGCCAGCACGTCGTCGCCGACGCCGTGGCCCCAGGTGTCGTTGATG 4200 KpnI 
TGGCGGCGCGGTACGCGGTCGTGCAGCAGCGGCTGCGGCACCGGGGTCCACAGCAACTAC  glysR5’ 
 
CTCTTGAAGCGGTCGAGGTCATACATCAGCAGCGACAGCGCGTCGCCGTGGCGCCGCGCG 4260 
GAGAACTTCGCCAGCTCCAGTATGTAGTCGTCGCTGTCGCGCAGCGGCACCGCGGCGCGC  KpnI Pgl5’  
CGGTCGATCTCCAGTTCCAGCATGCGCTGCAGATAACCGCGGTTGTAGCAGCCGGTGAGC 4320 gcdR 
GCCAGCTAGAGGTCAAGGTCGTACGCGACGTCTATTGGCGCCAACATCGTCGGCCACTCG  GcdHis5’ 
 

XbaI GcdR5’ 

ACGTCGGTGGTCGCCAGGCGCAGCAGCTCCTGCTCGTTGCGCTTGCGCTCGGTGACGTCG 4380 
TGCAGCCACCAGCGGTCCGCGTCGTCGAGGACGAGCAACGCGAACGCGAGCCACTGCAGC  
 
 
CGATTGACGCCGATCATGCGCACCGGCTGGTGGCCGTTGCCGGGTACCAGCACGGCCTGG 4440 
GCTAACTGCGGCTAGTACGCGTGGCCGACCACCGGCAACGGCCCATGGTCGTGCCGGACC  
 
GCGTCGATGTGGCGGACCTCGGTGCCGTGGCGCAGGATGCGGAAGGTCGTGACGAAATCG 4500 
CGCAGCTACACCGCCTGGAGCCACGGCACCGCGTCCTACGCCTTCCAGCACTGCTTTAGC  
 
CTGCCGGTGCGCAGGGCCTCGTCGACCAGCTTGGTGAGGTGCGGGACGTCATCGGGCAGT 4560 
GACGGCCACGCGTCCCGGAGCAGCTGGTCGAACCACTCCACGCCCTGCAGTAGCCCGTCA  
 
ACCAGCGCCAGCACGTCGTCGAAGTGTCCGCGGAACTCGTCGGGGCTCAGGCCGAAGAGT 4620 
TGGTCGCGGTCGTGCAGCAGCTTCACAGGCGCCTTGAGCAGCCCCGAGTCCGGCTTCTCA  
 
TCGTGCATCGTGCTGTCCCACACGACCTTGCCGCTGCGCGGTTCGTATTCCCAGATGCCG 4680 
AGCACGTAGCACGACAGGGTGTGCTGGAACGGCGACGCGCCAAGCATAAGGGTCTACGGC  
 
ATGTGCGCCGCGCGCGTCGCCAGCGTCAGACGTTGCGTGAGGTGGCGGACTTCGAGTTCG 4740 
TACACGCGGCGCGCGCAGCGGTCGCAGTCTGCAACGCACTCCACCGCCTGAAGCTCAAGC  
 
 
GCCTCGCGGCGCGCGGTGATATCGACCATCAGGCCGCGCAACAGCTTCGGCGCGCCGTTC 4800 
CGGAGCGCCGCGCGCCACTATAGCTGGTAGTCCGGCGCGTTGTCGAAGCCGCGCGGCAAG  
 
TCGGCCACCACCGTGACGATGTCCTCCAGCCACACGACACGCCCGTCTTTCGCCATGAAG 4860 
AGCCGGTGGTGGCACTGCTACAGGAGGTCGGTGTGCTGTGCGGGCAGAAAGCGGTACTTC  
 
CGGTATTCGAAGCGGTGTGGCTCGAGCCGGCCGGTGCACGAGGCGCAGTATTGCGGCGCC 4920 
GCCATAAGCTTCGCCACACCGAGCTCGGCCGGCCACGTGCTCCGCGTCATAACGCCGCGG  
 
CACTCGCGGTCCTCGGGGTGCAGGTGCGCGACCCAGAAGCCGGGCGTCTGCCAGTCCTCG 4980 
GTGAGCGCCAGGAGCCCCACGTCCACGCGCTGGGTCTTCGGCCCGCAGACGGTCAGGAGC  
 
ACCGGGTAGCCGAGCAGGCTCTCGGCCTTGCGGCTGACGAAGGCGAACACGAAGGTCCGG 5040 
TGGCCCATCGGCTCGTCCGAGAGCCGGAACGCCGACTGCTTCCGCTTGTGCTTCCAGGCC  
 
GCATCGGCTTCCCACACGATGCCGTCGGTGGTGTTCACGAGGTCGAGGAAGCGCTGGTGG 5100 
CGTAGCCGAAGGGTGTGCTACGGCAGCCACCACAAGTGCTCCAGCTCCTTCGCGACCACC  
 
TGCTGCCGCGCCTCCAGCTCGCTGGCGCGGTGCGCGGCGGTTTCCTCCTCCAGCTTGGCG 5160 
ACGACGGCGCGGAGGTCGAGCGACCGCGCCACGCGCCGCCAAAGGAGGAGGTCGAACCGC  
 
GTGCGCTCGCGCACGCGGTCTTCGAGCGTCGCGGTGAGCGTCTTGAGGCTGGACCACTGC 5220 
CACGCGAGCGCGTGCGCCAGAAGCTCGCAGCGCCACTCGCAGAACTCCGACCTGGTGACG  
 
ACGCGATACTGGCGTAGGTAGATTGTCAGCATCAGCGCGACCAGCGCCCACACGCCGGCG 5280 
TGCGCTATGACCGCATCCATCTAACAGTCGTAGTCGCGCTGGTCGCGGGTGTGCGGCCGC  
 
TGCGTGATCACGAGCTGGCGCCGCGACGCGTCGAGCCGCGCGACGAAGTCCGTCGCAGGG 5340 
ACGCACTAGTGCTCGACCGCGGCGCTGCGCAGCTCGGCGCGCTGCTTCAGGCAGCGTCCC  
 
ATCGACACGCTGATGCCGCCGCGCACGTCACCGATC                         5376 
TAGCTGTGCGACTACGGCGGCGCGTGCAGTGGCTAG                          
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Figura 52. Secuencia de nucleótidos y secuencia
deducida de aminoácidos de los genes gcdH y gcdR
de Azoarcus sp. CIB y regiones adyacentes. La
secuencia con número de acceso EF152775
comprende desde la posición 1072 a la 4129
(marcadas con la enzima de restricción Sau3AI) . Las
flechas cortas al comienzo de las secuencias
deducidas de aminoácidos indican la dirección de la
transcripción de los genes que codifican dichas
proteínas. Las flechas negras más largas indican los
oligonucleótidos utilizados para la secuenciación del
cluster, indicándose en rojo la diana de restricción En
azul se indican algunas de las dianas de restricción
presentes en el cluster. Sau3AI 
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Discusión 

Si bien el tolueno y otros compuestos BTEX, como los xilenos, son importantes 

contaminantes y su degradación aeróbica ha sido ampliamente estudiada en numerosos 

microorganismos, el catabolismo anaeróbico de estos hidrocarburos, que juega un papel 

capital en el ciclo del carbono en ambientes anóxicos contaminados, ha sido mucho 

menos estudiado (Foght, 2008). 

Aunque se han descrito algunos de los clusters génicos (genes bss y bbs) 

involucrados en la ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno a benzoil-CoA 

en distintos organismos, tales como distintas cepas de los géneros Azoarcus, Thauera y 

Magnetospirillum (anaerobios facultativos) y Geobacter (anaerobios estrictos) 

(Leuthner y Heider, 2000; Achong y col., 2001; Kane y col., 2002; Kube y col.,2004, 

Shinoda y col., 2005), la mayor parte de los estudios realizados están relacionados con 

la caracterización bioquímica de las proteínas implicadas en la activación del tolueno a 

bencilsuccinato (BssDCABE) y de algunas de las enzimas implicadas en la β-oxidación 

del bencilsuccinato a benzoil-CoA (BbsABCDEFGH) (Leuthner y Heider, 

2000;Achong y col., 2001; Kube y col., 2004). Sin embargo, el análisis transcripcional y 

la regulación de los genes bss y bbs sólo se ha abordado de forma preliminar y parcial 

en unos pocos microorganismos (Coschigano y Bishop, 2004; Rabus , 2005). Por otro 

lado, si bien se habían implicado los genes bss en la activación inicial del m-xileno a 3-

metilbencilsuccinato en la ruta periférica del m-xileno (Krieger y col., 1999), otros 

estudios sugerían la implicación de isoenzimas distintas de las proteínas Bbs como las 

responsables de la β-oxidación del 3-metilbencilsucciniato hasta 3-metilbenzoil-CoA 

(Leutwein y Heider, 2001; Leutwein y Heider, 2002). Para profundizar en el análisis 

transcripcional de los genes responsables de la ruta anaeróbica del tolueno, y para 

identificar si dichos genes están también implicados en la degradación anaeróbica del 

m-xileno en el mismo microorganismo, en esta Tesis se procedió a la caracterización de 

los genes responsables de la ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno y m-

xileno, así como al estudio del gen responsable de una de las etapas clave de la ruta baja 

del benzoil-CoA, la mediada por la enzima glutaril-CoA deshidrogenasa, en una 

bacteria desnitrificante, Azoarcus sp. CIB, capaz de degradar anaeróbicamente distintos 

compuestos aromáticos y que ha sido objeto de numerosos estudios en nuestro 

laboratorio (López-Barragán y col., 2004a; Durante-Rodríguez y col., 2006; Blázquez y 

col., 2008). 

Aunque ya había sido descrita la capacidad de Azoarcus sp. CIB de metabolizar 

anaeróbicamente tolueno y m-xileno (López-Barragán y col., 2004a), la cinética de este 
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crecimiento era desconocida. Al analizar el crecimiento anaeróbico de la cepa CIB en 

tolueno o m-xileno añadidos a una concentración de 250 mM a una fase orgánica de 

HMN (0,4 mM tolueno y 0,15 mM m-xileno en fase acuosa), se observó un 

comportamiento claramente diferente (Fig. 8). Así, el tiempo de duplicación de 

Azoarcus sp. CIB es de 12 h en tolueno y de 24 h en m-xileno. Estas tasas de 

duplicación son similares a las que presentan otras cepas desnitrificantes degradadoras 

de hidrocarburos aromáticos tales como Azoarcus sp. T, para la que el tiempo de 

duplicación es de 15 h en tolueno y 35 h en m-xileno (Verfürth y col., 2004), Azoarcus 

sp. EbN1, con un tiempo de duplicación de 10 h en tolueno (Wöhlbrand y col., 2008) y 

T. aromatica K172 y Thauera sp. DNT-1 con un tiempo de duplicación de 10-12 h en 

tolueno (Shinoda y col., 2004; Duldhardt y col., 2007). 

Cultivos de Azoarcus sp. CIB crecidos en m-xileno alcanzan menores valores de 

A600 que los que crecen en tolueno, lo que está de acuerdo con el hecho de que el m-

xileno es más tóxico para la célula que el tolueno, tal y como se demuestra en los 

experimentos que revelan una concentración mínima inhibitoria de 500-600 mM (0,8-

0,9 mM en fase acuosa) para el tolueno y de 300 mM (0,19 mM en fase acuosa) para el 

m-xileno (Fig. 9). Valores similares se han descrito para otros degradadores anaeróbicos 

de tolueno (Wöhlbrand y col., 2008) y revelan que la sensibilidad a los hidrocarburos 

aromáticos es mayor para los organismos anaerobios que para los aerobios (Duldhardt y 

col., 2007). 

 Es sabido que la adaptación bacteriana a los hidrocarburos aromáticos implica 

distintos programas celulares, por ejemplo, cambios en la composición de los lípidos de 

membrana, bombas de extrusión del hidrocarburo, degradación de dicho compuesto, etc 

(Carmona y col., 2008). En esta Tesis se discuten algunas de las bases moleculares que 

han sido identificadas y que son responsables de algunas de las respuestas de Azoarcus 

sp. CIB cuando se cultiva anaeróbicamente en tolueno o m-xileno como únicas fuentes 

de carbono y energía. Inicialmente se procedió a la identificación de los responsables 

genéticos implicados en la ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno y m-

xileno en Azoarcus sp. CIB. 

 

 

 

 

 102



Discusión 

1. Identificación y caracterización genética del cluster responsable de la ruta 

periférica de degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB. 

 
 Dado que Azoarcus sp. CIBdbzdN, una cepa mutante que no expresa el cluster 

bzd y, por tanto, incapaz de degradar anaeróbicamente benzoil-CoA (López-Barragán y 

col., 2004a), no mostró crecimiento anaeróbico en tolueno, era previsible la existencia 

en la cepa CIB de una ruta periférica que convirtiese el tolueno en benzoil-CoA similar 

a la ruta bss-bbs descrita en otros organismos desnitrificantes degradadores de tolueno 

(Leuthner y col., 1998; Leuthner y Heider, 2000; Kube y col., 2004). Utilizando las 

secuencias conocidas de los genes bssA de Azoarcus sp. T y bbsA de T. aromatica 

K172, se identificaron los genes ortólogos en una genoteca fágica de Azoarcus sp. CIB. 

La secuenciación de un fragmento de ADN de 29.321 pb (Nº de acceso DQ988527; 

Anexo I) reveló la existencia de un cluster génico compuesto por 24 genes organizados 

en tres presuntos operones: tdiSR, bssDCABEFGIJKL y bbsABCDEFJGHItol. La 

construcción de cepas mutantes de Azoarcus sp. CIB portadoras de una disrupción 

insercional en distintos genes del cluster (tdiR, tdiS, bssD y bbsB), y la incapacidad de 

estos mutantes para utilizar tolueno como única fuente de carbono, indicaba que el 

cluster identificado estaba efectivamente implicado en la degradación anaeróbica de 

tolueno en Azoarcus sp. CIB. La asignación de funciones a cada uno de los genes del 

cluster (Tabla 5) y la ruta bioquímica propuesta para el catabolismo anaeróbico del 

tolueno en Azoarcus sp. CIB (Fig. 6), se realizó en base a los estudios bioquímicos y 

genéticos realizados previamente sobre la ruta periférica equivalente de las cepas T. 

aromatica T1 y K172 y Azoarcus sp. T y EbN1 (Leuthner y col., 1998; Leuthner y 

Heider, 2000; Achong y col., 2001; Kube y col., 2004; Coschigano y Bishop, 2004). 

 Los genes bssC, bssA y bssB codifican las subunidades γ (BssC), α (BssA) y β 

(BssB) de la enzima heterohexamérica bencilsuccinato sintasa (α2β2γ2) (Leuthner y col., 

1998), las cuales presentan una significativa identidad de secuencia con sus ortólogos en 

otros organismos degradadores de tolueno (Fig. 53). La enzima bencilsuccinato sintasa 

cataliza el primer paso de la degradación anaeróbica del tolueno y m-xileno con la 

incorporación al fumarato del grupo metilo del tolueno para formar bencilsuccinato 

(Leuthner y col., 1998; Coschigano y col., 1998; Beller y Spormann, 1999; Krieger y 

col., 2001), o de uno de los grupos metilo del m-xileno para formar 3-

metilbencilsuccinato (Krieger y col., 1999; Achong y col., 2001). La bencilsuccinato 

sintasa requiere anaerobiosis para su actividad (Biegert y col., 1996; Beller y Spormann, 
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1999; Leuthner y col., 1998; Selmer y col., 2005). En T. aromatica T1, la mutagénesis 

dirigida de los genes tutF (bssC), tutD (bssA) y tutG (bssB) ha permitido determinar los 

residuos críticos para la actividad de la enzima bencilsuccinato sintasa (Bhandare y col., 

2006). Los residuos del centro activo de la bencilsuccinato sintasa están perfectamente 

conservados en las subunidades BssA de los distintos organismos, y se corresponden 

con Cys-9, Ala-10, Cys-496 y Gly-828 de la proteína BssA de Azoarcus sp. CIB. 

 El gen bssD codifica un activador enzimático de la bencilsuccinato sintasa en 

una reacción dependiente de S-adenosilmetionina (Selmer y col., 2005). La proteína 

BssD de la cepa CIB presenta una elevada identidad con sus ortólogos en otros 

organismos degradadores de tolueno (Fig. 53). Todas las proteínas BssD presentan tres 

motivos en su región N-terminal ricos en residuos Cys y característicos de proteínas 

dependientes de S-adenosilmetionina (Sofia y col., 2001). La mutagénesis dirigida de 

estos residuos Cys impide la activación de la proteína bencilsuccinato sintasa por el 

activador BssD (Bhandare y col., 2006). El primero de los motivos (Cys-X3-Cys-X2-

Cys) se localiza en las posiciones 29-36, los otros dos motivos (Cys-X2-Cys-X2-Cys-X3-

Cys) se localizan en las posiciones 55-65 y 89-99 de la proteína BssD de la cepa CIB.  

El producto del gen bssE presenta una alta identidad con proteínas ortólogas de 

otras bacterias (Fig. 53) y contiene un dominio tipo ``Walker´´ de interacción con 

nucleótidos (ATP/GTP), similar al que presentan chaperonas que intervienen en el 

ensamblaje de complejos proteicos (Neuwald y col., 1999), lo cual sugiere que puede 

ser requerido para el ensamblaje de la bencilsuccinato sintasa heterohexamérica 

(Hermuth y col., 2002; Boll y col., 2002). Al realizar mutaciones en los residuos de Gly, 

Lys y Ser (posiciones 52-54) del posible dominio ATP/GTP en el producto del gen tutH 

de T. aromatica T1, se originan cepas mutantes incapaces de utilizar tolueno, 

demostrando que esta proteína es esencial para el metabolismo anaeróbico de este 

hidrocarburo.(Bhandare y col., 2006). 

Los productos de los genes bssF, bssG, bssI, bssJ, bssK y bssL codifican 

proteínas de función desconocida. Algunos de estos genes también están presentes en 

otros clusters bss/bbs (Fig. 53), si bien hasta la fecha no se sabía si formaban parte del 

mismo operón bss. Los resultados presentados en esta Tesis revelan que dichos genes 

forman parte, junto con bssDCABE, del mismo operón catabólico (Fig. 22) lo que 

sugiere fuertemente su implicación en el catabolismo anaeróbico del tolueno. 
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Figura 53. Organización de los clusters génicos responsables del catabolismo anaeróbico de tolueno en
las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. EbN1 (NC_006513), Azoarcus sp. T (AY032676, AY732214),
T. aromatica K172 (AJ001848, AF173961), T. aromatica T1 (U57900, AF113168), Thauera sp. DNT-1
(AB066263), Magnetospirillum sp. TS-6 (AB167725) y G. metallireducens GS-15 (NC_007517). Los
genes están representados por flechas: azul oscuro, genes que codifican la enzima bencilsuccinato sintasa;
marrón, genes que codifican la succinil-CoA:(R)-

 

bencilsuccinato CoA transferasa, rojo, genes que codifican
la (R)-bencilsuccinato-deshidrogenasa (bbsG) y un posible sistema acoplado aceptor de electrones; naranja,
genes que codifican la posible fenil-itaconil-CoA hidratasa; verde oscuro, genes que codifican la posible 2-
[hidroxi(fenil)metil]-succinil-CoA deshidrogenasa; amarillo, genes que codifican la posible benzoilsuccinil-
CoA tiolasa; verde claro, genes que codifican una posible chaperona de la bencilsuccinato sintasa; azul claro,
genes que codifican una posible succinato-deshidrogenasa, violeta, genes que codifican un hipotético
sistema de transporte de tolueno; negro, genes reguladores; gris, genes que codifican transposasas; lineas
verticales, actividad fosfodiesterasa; blanco, genes con función desconocida. Las regiones entre los clusters
bss y bbs de Azoarcus sp. T y T. aromatica K172 no han sido secuenciadas aún. El gen bbsJ de Azoarcus sp.
T se ha identificado en este trabajo y está localizado dentro de la región anotada como orfA (Nº. Acceso
AY732214). Debajo de los genes se indica el % de identidad de secuencia del correspondiente producto
génico con su ortólogo en la cepa CIB. Δ, indica que el gen no se ha secuenciado completamente.  
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Los genes bbsF y bbsE se prevé que codifiquen las dos subunidades de la 

enzima succinil-CoA:bencilsuccinato CoA transferasa en Azoarcus sp. CIB. Esta 

enzima interviene en el primer paso de la β-oxidación del bencilsuccinato activando éste 

a benzoilsuccinil-CoA mediante la adición de un grupo CoA (fig. 6) (Leutwein y 

Heider, 2001). La enzima muestra especificidad hacia el enantiómero (R)-

bencilsuccinato. La actividad succinil-CoA:bencilsuccinato CoA transferasa ha sido 

descrita en diferentes cepas bacterianas cuando se cultivan en tolueno o m-xileno, 

siendo esta activad mayor cuando la cepa utiliza el m-xileno (Leutwein y Heider, 2001).  

El producto del gen bbsG posee una elevada identidad con la (R)-bencilsuccinil-

CoA deshidrogenasa de otros microorganismos degradadores de tolueno (Fig. 53). Esta 

enzima sería la encargada de transformar el bencilsuccinil-CoA en fenilitaconil-CoA 

(Leutwein y Heider., 2002). 

El producto del gen bbsH muestra una identidad de secuencia significativa con 

miembros de la familia enoil-CoA hidratasa/isomerasa (Fig. 53). La proteína BbsH de 

T. aromatica se ha predicho como la fenil-itaconil-CoA hidratasa encargada de la 

adición de una molécula de H2O al fenil-itaconil-CoA para producir 2-

[Hidroxi(fenil)metil]-succinil-CoA (Leuthner y Heider., 2000).  

Los genes bbsC y bbsD codifican presuntamente las dos subunidades de la 

enzima 2-[Hidroxi(fenil)metil]succinil-CoA deshidrogenasa. Se ha propuesto la 

participación de ésta en el penúltimo paso de la β-oxidación oxidando el 2-

[Hidroxi(fenil)metil]succinil-CoA y transformándolo en benzoilsuccinil-CoA (Fig. 53) 

(Leuthner y Heider, 2000). 

Los productos de los genes bbsA y bbsB presentan una elevada identidad (94%-

96%) con proteínas ortólogas de las cepas Azoarcus sp. EbN1 y T. aromatica K172 

(Fig. 53). Se ha propuesto que BbsA y BbsB son las dos subunidades de la 

benzoilsuccinil-CoA tiolasa responsable del ultimo paso de la β-oxidación, generando 

succinil-CoA y benzoil-CoA (Fig. 6) (Leuthner y Heider, 2000; Kube y col.,2004).La 

proteína BbsB posee un residuo Cys (Cys-84 en la proteína de la cepa CIB) conservado 

en todas las tiolasas y que se corresponde con el sitio de formación del intermediario 

covalente de la reacción.  

El producto del gen bbsI codifica una proteína con función desconocida, aunque 

posee un dominio conservado de unión a fosfatidiletanolamina (PEBP) (Serre y col., 

1998) Si bien la proteína BbsI presenta una identidad del 79% y 80% con sus ortólogos 
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en Azoarcus sp. T y T. aromatica K172 (Fig. 53), en Azoarcus sp. EbN1 la proteína que 

muestra una mayor identidad con BbsI está codificada por un gen (ebA5090) que no se 

encuentra dentro de ningún cluster de degradación de compuestos aromáticos. 

Particularmente interesante fue observar que ninguno de los mutantes de 

Azoarcus sp. CIB en los genes tdi, bss y bbs fue capaz de utilizar el m-xileno, lo que 

implicaba que estos genes son también imprescindibles para la degradación anaeróbica 

de este hidrocarburo. A pesar de que inicialmente se consideró la posibilidad de que los 

genes bbs eran los encargados de transformar el 3-metilbencilsuccinato hasta 3-

metilbenzoil-CoA, estudios bioquímicos posteriores sugerían la existencia de diferentes 

isoenzimas Bbs para la β-oxidación del bencilsuccinato y del 3-metilbencilsuccinato, lo 

que implicaría la participación de genes adicionales, y distintos a los bbs, para el 

catabolismo anaeróbico del m-xileno (Leutwein y Heider, 2002). Los resultados de esta 

Tesis confirman la participación de la bencilsuccinato sintasa (genes bss) en la etapa 

inicial de la activación del m-xileno a 3-metilbencilsuccinato (Achong y col., 2001), y 

representan la primera demostración experimental de que al menos alguno de los genes 

bbs son necesarios para la oxidación del 3-metilbencilsuccinato. Como se había 

sugerido previamente (Krieger y col., 1999), el producto final de la β-oxidación del 3-

metilbencilsuccinato es, muy probablemente, 3-metilbenzoil-CoA (Fig. 54). La 

formación de benzoil-CoA y 3-metilbenzoil-CoA como productos finales de la ruta 

periférica de tolueno y m-xileno, respectivamente, está de acuerdo con el hecho de que 

la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdbzdN no es capaz de crecer anaeróbicamente en 

tolueno pero sí en m-xileno, lo que indica la existencia de una ruta central adicional, y 

distinta a la ruta bzd, para la degradación anaeróbica del 3-metilbenzoil-CoA. En este 

sentido, la reciente secuenciación del genoma de Azoarcus sp. CIB ha permitido la 

identificación de un nuevo cluster génico (genes mbd), localizado en las proximidades 

del cluster bss/bbs que codifica la primera ruta central que se describe para la 

degradación anaeróbica del 3-metilbenzoil-CoA y que, por lo tanto, está implicado en el 

catabolismo anaeróbico del m-xileno en la cepa CIB. Como cabría esperar, un mutante 

de la cepa CIB portador de una disrupción del cluster mbd es incapaz de utilizar 3-

metilbenzoato y m-xileno como únicas fuentes de carbono (J.F. Juárez, Tesis doctoral), 

lo que refuerza la hipótesis de que la degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno 

involucra distintas rutas centrales para el metabolismo del benzoil-CoA y 3-

metilbenzoil-CoA, respectivamente (Fig. 54). La necesidad de una ruta central 

específica del 3-metilbenzoil-CoA y distinta a la ampliamente extendida ruta central del 
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benzoil-CoA permite explicar que se hayan aislado numerosos organismos anaerobios 

degradadores de tolueno pero que tan sólo unos pocos sean capaces de mineralizar 

también m-xileno (Foght, 2008). 
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Ruta baja del 3-metilbenzoil-CoA

 
 Figura 54. Representación esquemática de las rutas de degradación anaeróbica propuestas
para el tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB. 
 

2. Análisis del gen tol. 

 
De todos los genes presentes en el cluster bss/bbs de Azoarcus sp. CIB, el único 

que no posee ortólogo en ninguno de los clusters equivalentes descritos hasta la fecha es 

el gen tol. 

El gen tol codifica una proteína de 1.049 aminoácidos y función desconocida. La 

proteína Tol presenta dos regiones bien diferenciadas, la región N-terminal 

presuntamente sensora, y la región C-terminal presuntamente catalítica, que se 

organizan en diferentes dominios (Fig. 12). La peculiar arquitectura modular de la 

proteína Tol no ha sido descrita hasta la fecha en ninguna proteína. En la región N-

terminal de Tol se localizan un dominio PAS, un dominio HK y un dominio REC (Fig. 

55) que posee una organización modular similar y una identidad significativa con los 

dominios ortólogos presentes en las proteínas TutC, StyS y TodS (Fig. 12). La 

superfamilia PAS incluye diferentes dominios con un núcleo estructural común, y con 

capacidad de reconocer y responder a distintas señales medioambientales tales como 
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potenciales rédox, luz, niveles de oxígeno y pequeñas moléculas (Mascher y col., 2006). 

El dominio HK posee el residuo His-191 conservado y susceptible de fosforilación así 

como el motivo catalítico (HATPasa) que contiene las cajas N,D,F y G (aminoácidos 

304-405) responsables de la autofosforilación del dímero histidín-quinasa (Wolanin y 

col., 2002). El dominio REC posee los residuos conservados que caracterizan a este tipo 

de dominios y que incluyen, entre otros, al residuo Asp-499 que se fosforila utilizando 

como donador de fosfato el motivo HK fosforilado (Pao y Saeier., 1995; Mascher y col., 

2006). La región C-terminal de la proteína Tol presenta dos dominios, DGC y EAL 

(Fig. 55 y Fig. 12), que se han visto implicados en el metabolismo celular del 

dinucleótido cíclico di-GMPc. El dominio DGC se ha observado en proteínas con 

actividad diguanilato ciclasa, implicadas en la síntesis de di-GMPc a partir de dos 

moléculas de GTP. El dominio EAL se encuentra en diversas proteínas con actividad 

fosfodiesterasa y contiene los residuos catalíticos implicados en la hidrólisis de di-

GMPc a pGpG (Römling y col., 2005; Römling y Amikan, 2006). En los últimos años, 

se ha visto que el di-GMPc tiene un papel de segundo mensajero dentro de la célula, 

interviniendo en procesos de formación de biopelículas, movilidad, virulencia, 

supervivencia, etc. (Römling y col., 2005; Römling y Amikan, 2006).  
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1 982PAS-1 HK-1 REC PAS-2 HK-2
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1 979PAS-1 HK-1 REC PAS-2 HK-2

1 978PAS-1 HK-1 REC PAS-2 HK-2
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52%
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35%
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Figura 55. Esquema de la arquitectura modular de las proteínas Tol, StyS, TodS y TutC. Se indican los
dominios presentes en las diferentes proteínas: dominios sensores (PAS-1 y PAS-2), dominios histidín-quinasas
(HK-1 y HK-2), dominio receiver (REC), dominio diguanilato ciclasa (DGC) y dominio fosfodiesteresa (EAL).
El diferente rayado de los dominios PAS-1/HK-1 y PAS-2/HK-2 indica que éstos se diferencian
significativamente en su estructura primaria. Debajo de los dominios PAS-1, HK-1 y REC se indica el % de
identidad con los dominios ortólogos de la proteína TOL. Debajo de los dominios PAS-2 e HK-2 se indica el
% de identidad de secuencia con los dominios equivalentes de la proteína TodS. Las proteínas StyS, TodS y
TutC indicadas en la figura pertenecen a las cepas Pseudomonas sp. Y2 (CAA03998), P. putida DOT-T1E
(AAC45438) y T. aromatica T1 (AAD12184), respectivamente. 
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Las histidín-quinasas TutC, TodS y StyS constituyen el componente sensor del 

sistema regulador de dos componentes que controla la expresión de los genes tut, tod y 

sty, respectivamente, implicados en el catabolismo aeróbico de tolueno (tut, tod) y 

estireno (sty) en distintas cepas de los géneros Pseudomonas y Thauera (Tropel y van 

der Meer, 2004; Carmona y col., 2008). Estas tres histidín-quinasas híbridas poseen una 

arquitectura molecular similar y consistente en un supradominio N-terminal que incluye 

los dominios PAS-1/HK-1/REC, y un supradominio C-terminal que comparte el 

dominio REC e incluye también a los dominios PAS-2/HK-2 (Tropel y van der Meer, 

2004; Carmona y col., 2008). Dentro de este grupo de proteínas, la proteína TodS ha 

sido la más estudiada. El dominio PAS-1 de TodS es el responsable de la interacción 

con el tolueno, y también con sus análogos tales como benceno, xilenos y estireno, 

siendo los residuos Phe-46, Ile-74, Phe-79, y Ile-114 los encargados de dicha 

interacción en el modelo de estructura propuesto para dicho dominio, y tal y como se ha 

confirmado experimentalmente mediante su mutagénesis (Busch y col., 2007). Estos 

cuatro residuos se encuentran también conservados en los dominios PAS-1 de TutC y 

StyS, así como en el dominio PAS de la proteína Tol (Phe-46, Ile-74, Phe-79, y Val-

114), sugiriendo que dichos dominios PAS están también implicados en la interacción 

con hidrocarburos aromáticos (e.g., tolueno, xilenos, estireno), y que dicha interacción 

es la que induce la autofosforilación del correspondiente dominio HK en el dímero de la 

proteína sensora. El dominio REC de las proteínas TodS, TutC, StyS y Tol sería el 

encargado de recibir el grupo fosfato del dominio HK-fosforilado, lo que, a su vez, se 

traducirá en un cambio conformacional que permitirá transmitir la señal detectada a 

otros dominios efectores de la respuesta. 

La región C-terminal de la proteína Tol posee los dominios DGC y EAL (Fig. 55 

y Fig. 12). Al analizar con más detalle el dominio DGC de la proteína Tol, se puede 

observar que la secuencia consenso del centro activo GG(D/E)F se encuentra sustituida 

por la secuencia de aminoácidos 696-GDREF-702 (Fig. 12). Existen en la literatura 

otros ejemplos de dominios DGC con una secuencia del centro activo alterada y que no 

presentan actividad diguanilato ciclasa, aunque son capaces de unir GTP contribuyendo 

a la regulación positiva del dominio EAL adyacente (Christen y col., 2005). Por otro 

lado, el análisis de la secuencia del dominio EAL de la proteína Tol revela la 

conservación de todos los residuos clave en la interacción con el di-GMPc y en su 

hidrólisis al dinucleótido lineal pGpG (actividad fosfodiesterasa A) (Schmidt y col., 

2005). Por lo tanto, los análisis de la estructura primaria de la región C-terminal de la 
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proteína Tol sugieren que ésta no posee actividad diguanilato ciclasa pero sí actividad 

fosfodiesterasa A que hidroliza el di-GMPc a pGpG. El pGpG será posteriormente 

hidrolizado a dos moléculas de GMP por otras fosfodiesterasas B de la célula (Tamayo 

y col., 2005). La actividad fosfodiesterasa de di-GMPc de la proteína Tol se ha 

confirmado en esta Tesis mediante la complementación del mutante E. coli TRMG que 

posee niveles elevados de di-GMPc, observándose una reducción de la formación de 

biopelículas en la cepa que expresa el gen tol (Fig. 17). Un resultado similar se obtuvo 

cuando la cepa E. coli TRMG se complementó con el gen PA2133 de P. aeruginosa, el 

cual codifica una fosfodiesterasa de di-GMPc previamente caracterizada (Kulesekara y 

col., 2006) (Fig. 17). La reversión de la capacidad incrementada de la cepa TRMG para 

formar biopelículas, resultado del incremento en los niveles de di-GMPc en la célula al 

tener mutado el gen csrA que controla negativamente proteínas con actividad 

diguanilato ciclasa. Mediante la clonación de genes que codifican fosfodiesterasas de di-

GMPc y disminuyen, por lo tanto, los niveles celulares de éste, ya se ha descrito en la 

literatura (Jonas y col., 2008) y, por ello, es un ensayo válido para detectar actividad 

fosfodiesterasa de di-GMPc in vivo. 

 En la literatura se han descrito varios ejemplos de mutaciones en dominios EAL 

que implican la inactivación de proteínas con actividad di-GMPc fosfodiesterasa en 

distintos géneros bacterianos tales como Pseudomonas, Salmonella o Vibrio (Jenal y 

Malone, 2006). Los mutantes correspondientes muestran niveles más elevados de di-

GMPc, lo que se traduce en un significativo cambio en el estilo de vida de las células 

que pasan de ser esencialmente móviles a formar biopelículas, un fenotipo similar al que 

se obtiene cuando se hipeexpresan proteínas con actividad diguanilato ciclasa (Tamayo 

y col., 2007). En este sentido, y como cabría esperar de un mutante en una proteína con 

actividad di-GMPc fosfodiesterasa, Azoarcus sp. CIBdtol mostró un claro defecto en la 

movilidad y taxis frente a compuestos aromáticos, tales como el tolueno, en 

comparación con el fenotipo observado en la cepa parental Azoarcus sp. CIB (Figs. 14 y 

16). La quimiotaxis hacia fuentes de carbono es un mecanismo de adaptación celular a 

la utilización de determinados compuestos como fuente de carbono y energía, por lo que 

muy posiblemente el gen tol en Azoarcus sp. CIB esté implicado en la adaptación de 

esta bacteria al catabolismo anaeróbico de ciertos hidrocarburos aromáticos, lo que 

explicaría la localización de este gen en el cluster bss/bbs y la inducción específica 

cuando las células se cultivan anaeróbicamente en presencia de tolueno/m-xileno (Figs. 

22 y 23). Cabría destacar aquí que la implicación del gen tol en la adaptación de la cepa 
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CIB a los hidrocarburos aromáticos muy probablemente implique también cambios en 

las envueltas celulares, e.g., composición de los lípidos y proteínas de membrana, 

expresión de bombas de expulsión de solventes, etc., que explicarían el hecho de que la 

cepa parental sea más resistente que la cepa mutante en el gen tol a la exposición súbita 

a una concentración tóxica de tolueno/m-xileno (J. Ramos Vivas, comunicación 

personal). La adaptación mediada por el gen tol también podría implicar cambios en el 

metabolismo general de la célula, lo que explicaría que la cepa mutante Azoarcus sp. 

CIBdtol crezca más lentamente que la cepa parental en distintas fuentes de carbono, 

incluyendo el tolueno y m-xileno, aunque la presencia del gen tol no sea un requisito 

indispensable para el crecimiento en estas fuentes de carbono. 

Si bien se había observado un cambio en la expresión de genes que codifican 

proteínas con motivos DGC-EAL cuando P. putida se cultiva en presencia de 

compuestos aromáticos (Domínguez-Cuevas y col., 2006), así como un defecto general 

en la motilidad de P. putida cuando se inactiva la proteína PP2258, cuya arquitectura 

modular consta de los dominios PAS-DGC-EAL, que afecta a la quimiotaxis 

dependiente de metabolismo hacia el fenol (Sarand y col., 2008), la implicación directa 

de una actividad di-GMPc fosfodiesterasa en la respuesta al catabolismo de 

hidrocarburos aromáticos no se había descrito hasta la fecha y, por ello, constituye un 

importante resultado de esta Tesis.  

 Respecto al mecanismo de acción del di-GMPc en la célula, se ha sugerido que 

controla distintas funciones celulares a lo largo del tiempo, a través de la expresión 

diferencial de proteínas con motivos DGC/EAL, y del espacio, mediante cambios en la 

concentración local de este dinucleótido en puntos concretos de la célula (Jenal y 

Malone, 2006). A pesar de que el di-GMPc controla numerosos procesos vitales en la 

célula, hasta la fecha se han descrito sólo algunos motivos que reconocen e 

interaccionan específicamente con este segundo mensajero: i) el motivo I de algunas 

DGC que unen di-GMPc para inhibir alostéricamente su actividad ciclasa; ii) la proteína 

PelD de P. aeruginosa que controla la producción de exopolisacárido (Lee y col., 2007). 

iii) el regulador transcripcional FleQ que controla la expresión de los genes de 

biosíntesis de exopolisacárido en P. aeruginosa (Hickman y Harwood, 2008); iv) el 

“riboswitch” que detecta di-GMPc y que controla la expresión de algunos ARNm que 

codifican proteínas DGC/EAL o proteínas implicadas en virulencia, biosíntesis de 

flagelos y pili, etc (Sudarsan y col., 2008); v) el dominio PilZ presente en un gran 

número de bacterias (Ryjenkov y col., 2006). Así, en el genoma de Azoarcus sp. EbN1 
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y Azoarcus sp. BH72 se detectan al menos 1 y 4 proteínas con dominios PilZ, 

respectivamente. En algunas bacterias, como E. coli, las proteínas con dominios PilZ 

controlan procesos de motilidad y la síntesis de celulosa, en otras bacteria, como Vibrio 

cholerae, controlan la formación de biopelículas y la virulencia (Pratt y col., 2007). 

El posible receptor de los niveles de di-GMPc controlados por la proteína Tol en 

Azoarcus sp. CIB, y la cascada de señalización que transduce el cambio en los niveles 

de di-GMPc a la respuesta celular que determina la adaptación al consumo de 

hidrocarburos aromáticos, son todavía desconocidos y serán objeto de estudio en los 

próximos años 

La compleja organización molecular de la proteína Tol sugiere que se ha 

originado en el curso de la evolución como resultado de la fusión de un supradominio 

sensor N-terminal y otro catalítico C-terminal (Fig. 56). El supradominio sensor podría 

derivar de las histidín-quinasas híbridas que controlan la regulación de los genes 

implicados en el catabolismo aeróbico de hidrocarburos aromáticos en distintas 

bacterias. La detección de estos hidrocarburos (e.g., tolueno y m-xileno) por parte del 

dominio PAS implicaría la autofosforilación del dominio HK y la correspondiente 

activación (fosforilación) del dominio REC. El cambio conformacional inducido en el 

dominio REC implicaría, a su vez, un cambio conformacional del supradominio 

catalítico con la consiguiente inducción de la actividad di-GMPc fosfodiesterasa por 

parte del dominio EAL (Fig. 56). El papel del dominio DGC mediando la transferencia 

de la señal desde el supradominio sensor y/o modulando la actividad del dominio EAL 

es una hipótesis plausible que necesita ser confirmada experimentalmente. 
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Figura 56. Modelo propuesto para la activación de la proteína Tol. Se representan los
supradominios de la proteína. El dominio PAS al reconocer un hidrocarburo aromático (e.g., tolueno,
m-xileno) dispara una cascada de fosforilación intramolecular que activa finalmente al dominio EAL e
implica la hidrolisis del di-GMPc. La bajada de los nivles de di-GMPc dispara, a su vez una cascada de
señalización que facilita la adaptación de la bacteria a los hidrocarburos aromáticos. 
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La hidrólisis del di-GMPc por parte de la proteína Tol activa supondría una 

disminución en los niveles celulares de esté, lo que disparará una cascada de 

señalización celular que finalmente permitirá a la célula adaptarse al estrés ocasionado 

por los hidrocarburos aromáticos (Fig. 56). La respuesta celular a dicho estrés implicará, 

entre otros procesos, cambios en la movilidad y quimiotaxis, así como muy 

probablemente cambios en las envueltas celulares y en el metabolismo general de la 

célula. 

Aunque las hipótesis formuladas en esta Tesis sobre la activación intramolecular 

de la proteína Tol, así como sobre la consiguiente cascada de señalización inducida por 

los cambios en los niveles de di-GMPc celulares, necesitan ser confirmadas y los 

mecanismos moleculares implicados estudiados en detalle, el trabajo que aquí se 

presenta apunta a la existencia de un nuevo sistema de transducción de señal no descrito 

hasta la fecha. Así, la proteína Tol constituiría el primer ejemplo de un sistema de 

transducción de señal monocomponente que, sin embargo, utiliza el mecanismo clásico 

de las histidín-quinasas que caracteriza a los sistemas de dos componentes (Leuthner y 

Heider, 1998), siendo por ello, de gran interés para el estudio de la evolución de estos 

sistemas de transducción de señales en procariotas. 

 

3. Genómica comparada y relaciones evolutivas de los clusters bss/bbs en diferentes 

microorganismos.  

 
Al comparar la organización génica del cluster bss-bbs de degradación 

anaeróbica de tolueno y m-xileno de Azoarcus sp. CIB con la de los clusters 

equivalentes de otras bacterias como Azoarcus sp. EbN1, Azoarcus sp. T, T. aromatica 

K172, T. aromatica T1, Thaura sp. DNT-1, Magnetospirillum sp. TS-6 y G. 

metallireducens GS-15 (Fig. 53), se pueden observar algunos patrones de organización 

comunes a todos los clusters y otros que difieren entre distintos grupos de clusters 

génicos. 

 El orden de los genes en el cluster bssDCABE se conserva en todos los 

organismos degradadores de tolueno identificados hasta la fecha (Fig. 53). Sin embargo 

al analizar la distancia intergénica entre los genes bssB y bssE de los siete organismos 

anaerobios facultativos se distinguen dos subgrupos de clusters bss. Así, en un subgrupo 

estarían incluidos los clusters bss de las cepas Azoarcus sp. EbN1, T. aromatica K172 y 

Magnetospirillum sp. TS-6 que presentan una distancia de 100-122 pb entre los genes 
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bssB y bssE y en la que se han detectado elementos de estructura secundaria (bucles) 

implicados en el control transcripcional (Hermuth y col., 2002; Kube y col., 2004). En 

el otro subgrupo estarían incluidos los clusters de las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus 

sp. T, T. aromatica T1, y Thauera sp. DNT-1, con una distancia intergénica entre el gen 

bssB y bssE de 47 pb. Estos dos mismos subgrupos también surgen al comparar la 

estructura primaria de las proteínas BssDCABE (Fig. 57), lo que sugiere una historia 

evolutiva diferente para cada uno de ellos y, a su vez, diferente a la de la 

bencilsuccinato sintasa de la bacteria anaerobia estricta G. metallireducens. 
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Figura 57. Árbol filogenético de las proteínas BssA de distintas bencilsuccinato sintasas. El
alineamiento múltiple de las proteínas BssA de Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. EbN1
(YP_158060), Azoarcus sp. T (AAK50372), T. aromatica K172 (CAA05052), T. aromatica T1
(AAC38454), Thaura sp. DNT-1 (BAC05501), Magnetospirillum sp. TS-6 (BAD42366) y G.
metallireducens GS-15 (YP_384498) se realizó con el programa CLUSTALW y la visualización
del árbol filogenético se realizo con el programa TreeView. 

Al comparar la organización génica del cluster bss de Azoarcus sp. CIB (Fig. 53) 

con la del cluster equivalente de Azoarcus sp. EbN1,se puede observar que en la cepa 

CIB no están presentes los genes bssH (posible transportador) y bssM (función 

desconocida). En la posición correspondiente al gen bssH de la cepa EbN1 se localiza 

una región intergénica bssG-I (0,8 kb) en la cepa CIB. Esta región intergénica es 

precisamente la que divide el cluster bss/bbs de la cepa CIB en dos regiones atendiendo 

a su contenido G+C: una región 5’ (tdiRS-bssDCABEFG) de bajo contenido G+C (≤ 

58%) y una región 3’ (bssIJKLtolbbsI-A) cuyo contenido G+C (≈ 65%) (Tabla 5) es 
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similar al contenido G+C promedio del genero Azoarcus (≈ 65%). Esta diferencia en el 

contenido G+C sugiere que estas dos regiones del cluster bss-bbs de Azoarcus sp. CIB 

han tenido orígenes diferentes y se han fusionado en el transcurso de la evolución. 

Merece la pena resaltar el hecho de que los genes bssDCABE del mismo subgrupo al 

que pertenecen los de la cepa CIB también poseen un contenido G+C (<57%) 

significativamente inferior al de los genes bbs (64% en el caso de T. aromatica T1) y al 

contenido G+C promedio de los genomas correspondientes (aprox. 65% G+C para las 

cepas de Azoarcus y Thauera). Por el contrario, el contenido G+C de los genes bss del 

subgrupo que forman Azoarcus sp. EbN1, T. aromatica K172 y Magnetospirillum sp. 

TS-6 es superior al 61% y más próximo al contenido G+C de los genes bbs y del 

contenido G+C promedio del genoma. Estos análisis apuntan, una vez más, a que los 

genes bssDCABEFG de Azoarcus sp. cepas T y CIB, T. aromatica T1 y Thauera sp. 

DNT-1 tienen un origen evolutivo común diferente al de sus equivalentes en 

Magnetospirillum , Azoarcus sp. EbN1 y T. aromatica K172, y muy probablemente 

derivan de un microorganismo cuyo contenido G+C es claramente inferior al de las 

bacterias de los géneros Thauera y Azoarcus. 

Los genes bssGIJKL (de función desconocida) presentes en la cepa Azoarcus sp. 

CIB no se encuentran presentes en G. metallireducens donde están sustituidos por los 

genes gmet1535 (codifica una proteína de membrana externa posiblemente implicada en 

el transporte de tolueno), gmet1534 (función desconocida) y gmet1533 (codifica una 

posible succinato-deshidrogenasa implicada en la regeneración del fumarato) (Kube y 

col., 2004). 

El ordenamiento génico del cluster bbs (bbsABCDEFJGH) se mantiene 

conservado en todos los organismos anaerobios facultativos, pero en G. metallireducens 

los genes bbsABCD están localizados en posición 3’ a los genes bbsEFGH y separados 

de éstos por tres genes adicionales (etfA, etfB y gmet1527) presuntamente implicados en 

un sistema aceptor de electrones que podría estar acoplado a la deshidrogenasa de la 

ruta catabólica de β-oxidación del bencilsuccinato (Kube y col., 2004). 

Al comparar la secuencia del cluster de genes bbs de Azoarcus sp. CIB se 

observa que el gen bbsI de función desconocida, ausente en la cepa EbN1, también está 

presente en las cepas Azoarcus sp. T y T. aromatica K172. Por otro lado, el gen bbsJ de 

función desconocida e inducible cuando la cepa EbN1 crece en tolueno (Kühner y col., 

2005), está presente en todas las cepas analizadas a excepción de T. aromatica K172. 

Sin embargo, el cluster bbs de T. aromatica K172 posee una región no codificante que 
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presenta una elevada identidad de secuencia de nucleótidos con la región que codifica 

bbsJ en otros organismos degradadores de tolueno. Este dato apoya la hipótesis de que 

el cluster bbs de T. aromatica K172 ha evolucionado de operones bbs que contenían el 

gen bbsJ y ha delecionado parte de dicho gen, que consiguientemente no será 

imprescindible para el crecimiento en tolueno, y modificado la consiguiente región 

intergénica (Kube y col., 2004). 

 Gracias a la reciente secuenciación del genoma de Azoarcus sp. CIB se han 

podido conocer las regiones flanqueantes del cluster bss-bbs. En el extremo 5’ de los 

genes tdi/bss de Azoarcus sp. CIB se localiza un pequeño fragmento de una secuencia 

de inserción IS4 y el cluster de genes mbd , involucrado en la degradación anaeróbica 

del 3-metilbenzoato vía 3-metilbenzoil-CoA (J.F. Juárez, Tesis doctoral). Estos genes 

están ausentes en Azoarcus sp. EbN1, una cepa incapaz de degradar m-xileno. En esta 

bacteria, en posición 5’ de los genes tdi/bss se localizan genes presuntamente 

implicados en rutas de β-oxidación. En T. aromatica K172, los genes orf1 y orf2, que 

podrían estar implicados en un sistema de extrusión de tolueno, se localizan adyacentes 

a los genes tdiSR en el extremo 5’ del cluster bss/bbs (Leuthner y Heider, 1998). Los 

productos génicos Orf1 y Orf2 son similares a las proteínas EbA1932 y EbA1936, 

respectivamente, presentes en la cepa EbN1 y cuyos genes se localizan en la proximidad 

del extremo 3’ del cluster bbs de dicha cepa (Kühner y col., 2005). Por otro lado, en el 

extremo 3’ del cluster bbs de Azoarcus sp. CIB se localizan ortólogos de los genes 

c1A68, c1A90 y c1A92 presentes en el cluster de degradación anaeróbica de etilbenceno 

en Azoarcus sp. EbN1 y cuya función es desconocida hasta la fecha (Wöhlbrand y col., 

2008). Por el contrario, en el extremo 3’ del cluster bbs de la cepa EbN1 se localizan los 

genes istA/istB del elemento de inserción ISE1 perteneciente a la familia de secuencias 

de inserción IS21 (Fig. 53) (Kube y col., 2004). Estos elementos de inserción parecen 

estar ausentes en las regiones flanqueantes de los clusters bbs de T. aromatica K172 y 

G. metallireducens. 

 En resumen, los análisis de comparación de los clusters bss/bbs de diferentes 

organismos revelan que si bien la estrategia bioquímica del catabolismo anaeróbico del 

tolueno es común a todos ellos, los genes correspondientes están organizados en 

clusters que son el resultado de, al menos, tres líneas evolutivas diferentes, dos de ellas 

en anaerobios facultativos y una en el anaerobio estricto G. metallireducens. A su vez, 

los clusters bss/bbs se localizan en distintos contextos genómicos en cada una de las 

cepas analizadas, y en algunos casos asociados a elementos genéticos móviles 
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(transposasas, IS) o fragmentos de éstos, que sugieren su adquisición por parte de las 

correspondientes bacterias huésped mediante sucesos de transferencia génica horizontal 

y como respuesta adaptativa a la colonización de ambientes anaeróbicos contaminados 

con tolueno. 

 

4. Regulación del cluster de degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno en 

Azoarcus sp. CIB. 

 
Si bien la bioquímica de la degradación anaeróbica de tolueno se ha estudiado 

con cierto detalle en algunas cepas de Azoarcus y Thauera , como se ha expuesto 

anteriormente, (Widdel y Rabus., 2001; Boll y col., 2002; Chakraborty y Coates., 2004), 

la regulación de los genes implicados no ha sido estudiada con tanta profundidad. Con 

el objetivo de incrementar los conocimientos sobre el control de la expresión génica en 

rutas de catabolismo anaeróbico de tolueno y m-xileno, se procedió al estudio de la 

regulación de dicho cluster catabólico en Azoarcus sp. CIB. 

Al analizar la expresión de los genes bss y bbs de Azoarcus sp. CIB mediante 

experimentos de RT-PCR se observó que existía una inducción específica de estos 

cuando las bacterias habían sido cultivadas en tolueno o m-xileno (Fig. 21), lo que 

indica una regulación génica a nivel transcripcional. Una inducción específica similar de 

los genes bss-bbs ya se había observado en las cepas Azoarcus sp. T, Azoarcus sp. 

EbN1, T. aromatica K172, T. aromatica T1 y Magnetospirillum sp. TS-6 cultivadas en 

tolueno anaeróbicamente (Heider y col., 1998; Leuthner y Heider, 2000; Achong y col., 

2001; Kühner y col., 2005; Shinoda y col., 2005). La inducción de los genes implicados 

en el catabolismo anaeróbico de tolueno sólo cuando la célula se encuentra en presencia 

de dicho sustrato de crecimiento es un fenómeno general en el catabolismo (aeróbico y 

anaeróbico) de compuestos aromáticos, y facilita la correcta utilización de los recursos 

energéticos de la célula permitiendo su uso sólo cuando las fuentes de carbono 

correspondientes están disponibles (Cases y col., 2005; Carmona y col., 2009). 

La organización transcripcional del cluster de degradación anaeróbica de tolueno 

y m-xileno en Azoarcus sp. CIB se determinó mediante amplificación por RT-PCR de 

regiones intergénicas de longitud superior a 400 pb (Fig. 22). También se realizaron 

experimentos de RT-PCR utilizando el ARNm obtenido de la cepa Azoarcus sp. 

CIBdbbsB portadora de una mutación polar en el gen bbsB (Fig. 23). Estos estudios 

revelaron que el cluster que codifica la ruta periférica de degradación anaeróbica de 
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tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB está constituido al menos por cuatro operones: 

i) un operón tdi que incluye el presunto sistema regulador de dos componentes tdiS y 

tdiR controlado por el promotor PtdiS; ii) un operón catabólico bssDCABEFGIJKL que 

incluye, entre otros, los genes que codifican la bencilsuccinato sintasa y que está 

controlado por el promotor PbssD; iii) un operón catabólico bbsABCDEFJGHItol que 

incluye a los genes responsables de la β-oxidación del bencilsuccinato/3-

metilbencilsuccinato y al gen tol, y que está controlado por el promotor PbbsA; iv) un 

operón que incluye sólo al gen tol bajo el control del promotor Ptol (Fig. 58). 
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Figura 58. Modelo propuesto para la regulación del cluster de degradación anaeróbica de
tolueno y m-xileno de Azoarcus sp. CIB Las flechas gruesas indican la orientación de los genes tdi,
bss, tol y bbs. La proteína TdiRi se activa por fosforilación mediada por la proteína TdiS en
presencia de los compuestos inductores bencilsuccinato/3-metilbencilsuccinato, e interviene en la
activación de los promotores catalíticos PbssD y PbbsA. A esta regulaci´on específica se superpone
una regulación dependiente de oxígeno, de la presencia de fuentes de carbono alternativas o del
estrés causado por los hidrocarburos aromáticos. 

 

La existencia de un operón catabólico bssDCABEFGH se ha descrito en 

Azoarcus sp. EbN1 (Kube y col., 2004), pero en esta bacteria no se conoce si los genes 

bssIJKLM se cotranscriben con los anteriores. Por el contrario, en Azoarcus sp. T se ha 

descrito la existencia de un inicio de la transcripción en el gen bssF (Achong y col., 
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2001) y en T. aromatica T1 el gen tutE (bssD) forma un operón distinto al constituido 

por los genes tutFDGH (bssCABE) (Coschigano, 2000) Todos estos datos revelan que si 

bien el ordenamiento génico y la identidad de secuencia están conservados en los 

clusters bss de distintas bacterias desnitrificantes, la organización transcripcional de 

dichos clusters difiere significativamente entre distintas especies e incluso entre 

distintas cepas de la misma especie. 

Al contrario de lo que ocurre con el cluster bss, hasta la fecha no se había 

realizado un análisis transcripcional del cluster bbs en ningún microorganismo. Los 

datos presentados en esta Tesis constituyen la primera demostración experimental de 

que los genes bbs se organizan en un único operón en Azoarcus sp. CIB, lo que está de 

acuerdo con el hecho de que la función propuesta para la mayoría de estos genes sea la 

de estar implicados en alguna de las etapas de la β-oxidación del bencilsuccinato/3-

metilbencilsuccinato.  

En posición 5’ del cluster se dispone un hipotético sistema regulador de dos 

componentes tdiS y tdiR cuya expresión se induce específicamente en presencia de 

tolueno o m-xileno (Fig. 22). En Azoarcus sp. T estos genes también constituyen un 

operón (Achong y col., 2001). El gen tdiR de T. aromatica K172 se ha clonado y 

expresado en E. coli y un extracto de esta cepa recombinante mostró la capacidad de 

retrasar la migración de un fragmento de ADN que contenía al promotor PbssD de la 

cepa K172 en un ensayo de retardo en gel (Leuthner y Heider, 1998), lo que está de 

acuerdo con el hecho de que la proteína TdiR actúe como un regulador transcripcional 

de los genes bss. Por otro lado, una mutación del gen tutB1 (tdiR) de T. aromatica T1 

inhibe tanto el crecimiento anaeróbico en tolueno como la expresión de los genes bss 

(Coschigano y Bishop, 2004), indicando de nuevo su implicación en la transcripción de 

estos genes y su papel regulador en el metabolismo anaeróbico del tolueno. Los genes 

tdiSR de las cepas de Azoarcus analizadas (cepas EbN1, CIB y T) se disponen en 

orientación divergente a los genes catabólicos bss, y sus productos génicos poseen 

mayor identidad de secuencia entre si que con los productos de los genes ortólogos 

tdiSR de las cepas del género Thauera, los cuales se organizan en la misma orientación 

que los genes catabólicos bss (Fig. 53). En la cepa T. aromatica T1, los genes tutC1 

(tdiS) y tutB1 (tdiR), se encuentran separados de los genes catabólicos tutEFDGH por 

los genes tutB y tutC los cuales se organizan en un operón que se transcribe de forma 

divergente al operón catabólico tut (Fig. 53). Al realizar un análisis de comparación de 

secuencias se observa que los productos de los genes tutBC muestran similitud con 
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sistemas reguladores de dos componentes que controlan el catabolismo aeróbico de 

tolueno y estireno en distintas cepas del genero Pseudomonas, lo que sugiere que las 

proteínas TutBC también están implicadas en la regulación del catabolismo aeróbico del 

tolueno en T. aromatica T1 (Leuthner y Heider, 1998). 

Para confirmar si en Azoarcus sp. CIB el gen tdiR codifica el regulador de los 

genes catabólicos bss y para demostrar por primera vez si esta proteína controla también 

los genes bbs, se monitorizó la actividad β-galactosidasa en la cepa silvestre Azoarcus 

sp. CIB y en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtdiR que contenían las fusiones 

traduccionales PbssD::lacZ y PbbsA::lacZ. Los resultados obtenidos mostraron que la 

actividad de los promotores PbssD y PbbsA era inducible en la cepa silvestre cuando 

ésta crece en presencia de tolueno (Fig. 28). En cambio, en la cepa mutante Azoarcus 

sp. CIBdtdiR no se observa actividad del promotor PbbsA, ni siquiera en presencia de 

tolueno (Fig. 28). Estos datos indican que la proteína TdiR es un activador 

imprescindible para la actividad del promotor PbbsA. Por el contrario, la actividad del 

promotor PbssD no es estrictamente dependiente del activador TdiR ya que se observa 

actividad β-galactosidasa en el mutante Azoarcus sp. CIBdtdiR (PbssD::lacZ) cultivado 

en presencia de tolueno, si bien los valores obtenidos no alcanzan los de la cepa 

silvestre (Fig. 29). Por tanto, en Azoarcus sp. CIB los operones bss y bbs  presentan una 

regulación diferencial en presencia de tolueno. Así, mientras que la expresión de los 

genes bbs es absolutamente dependiente del activador TdiR, la expresión de los genes 

bss está controlada por el activador TdiR y por otros elementos reguladores todavía no 

identificados y que muy probablemente forman parte de una respuesta al estrés 

ocasionado por los hidrocarburos aromáticos en la cepa CIB (Fig. 31 y 58). 

Para identificar la molécula efectora del sistema regulador TdiSR en Azoarcus 

sp. CIB, se transfirió la fusión traduccional PbbsA::lacZ a las cepas mutantes Azoarcus 

sp. CIBdbssD, incapaz de formar bencilsuccinato (a partir de tolueno)/ 3-

metilbencilsuccinato (a partir de m-xileno), y a la cepa Azoarcus sp. CIBdbbsB, incapaz 

de degradar el bencilsuccinato/3-metilbencilsuccinato a benzoil-CoA/3-metilbenzoil-

CoA, respectivamente. Al analizar la actividad del promotor PbbsA en células de la 

cepa Azoarcus sp. CIBdbssD cultivadas en piruvato en presencia de tolueno o m-xileno 

no se observó actividad β-galactosidasa, indicando que el tolueno o m-xileno no son las 

moléculas inductoras de los genes bbs en Azoarcus sp. CIB. Sin embargo, al analizar la 

actividad del promotor PbbsA en células de la cepa Azoarcus sp. CIBdbbsB se observó 
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inducción cuando las células habían sido cultivadas en presencia de tolueno o m-xileno, 

indicando que la molécula inductora de los genes bbs es el bencilsuccinato o 3-

metilbencilsuccinato (figura 30). No obstante, dado que los valores de actividad β-

galactosidasa son inferiores a los observados en la cepa silvestre, no se puede descartar 

que alguno de los compuestos intermediarios de la β-oxidación del bencilsuccinato/3-

metilbencilsuccinato pudiesen actuar también como inductores. Aunque hasta la fecha 

no se había estudiado la actividad del promotor PbbsA en ningún organismo, el 

bencilsuccinato había sido descrito como molécula inductora de los genes bss en T. 

aromatica T1 (Coschigano y Bishop., 2004). Por otro lado, la inducción de los genes 

bss dependiente de tolueno en Azoarcus sp. EbN1 (Kürhner y col., 2005) se podría 

corresponder con la regulación TdiR independiente observada en Azoarcus sp. CIB, 

aunque no se puede descartar que las moléculas inductoras de la ruta catabólica puedan 

variar entre distintas cepas. 

La considerable actividad basal (en ausencia del inductor) del promotor PbssD, 

similar a la actividad inducida del promotor PbbsA, podría constituir una estrategia para 

mantener unos niveles basales de actividad bencilsuccinato sintasa en la célula que 

serían necesarios para iniciar la formación de la molécula inductora (bencilsuccinato/3-

metilbencilsuccinato) del sistema regulador TdiSR y que permitiría una expresión 

óptima de la ruta bss-bbs cuando Azoarcus sp. CIB coloniza ambientes anaeróbicos 

ricos en tolueno/m-xileno.  

Se han descrito varios sistemas reguladores de dos componentes implicados en 

el control de rutas de catabolismo de compuestos aromáticos. Las dos histidín-quinasas 

BphS (1598 aa) y BpdS (1576 aa) descritas en organismos Gram-positivos, 

Rhodococcus sp. RHA1 y Rhodococcus sp. M5, respectivamente, están implicadas en la 

detección de compuestos aromáticos policíclicos (bifenilos) y poseen un dominio N-

terminal similar al de proteínas con actividad serina/treonina quinasa y un dominio C-

terminal HK. El resto de las histidín-quinasas identificadas pertenecen a bacterias 

Gram-negativas y, atendiendo a su arquitectura molecular y similitud de secuencia, se 

pueden clasificar en tres grandes grupos (Fig. 59): i) las histidín-quinasas híbridas de 

rutas aeróbicas de degradación de tolueno en P. putida (TodS, 978 aa), P. mendocina 

(TmoS, 973 aa) y T. aromatica (TutC, 979 aa) (Busch y col., 2007), y de estireno en 

distintas cepas de Pseudomonas (StyS, 982 aa) (Velasco y col., 1998), que poseen dos 

supradominios (PAS-1/HK-1/REC y REC/PAS-2/HK-2) en su estructura primaria (Fig. 

55), ii) las histidín-quinasas de rutas de degradación anaeróbica de tolueno, en distintas 
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cepas de Azoarcus (TdiS, 545 aa) y T. aromatica (TdiS (548 aa en K172)/TutC1 (546 aa 

en T1)) (Leuthner y Heider, 1998), y etilbenceno en Azoarcus sp. EbN1 (Tcs2, 568 aa) 

(Kühner y col., 2005), que poseen dos dominios PAS adyacentes (PAS-1 y PAS-2) en 

su extremo N-terminal y un dominio HK en su extremo C-terminal (Fig. 12), y iii) la 

histidín-quinasa Tcs1 (421 aa) presuntamente implicada en la degradación anaeróbica 

de acetofenona (ruta del etilbenceno) en Azoarcus sp. EbN1 (Kühner y col., 2005), y 

que posee un dominio PAS N-terminal y un dominio HK C-terminal. 

StyS

TutC
TodS

TmoS

Tcs1

Tcs2

TdiS

TutC1

0.1

 
 

 

 

 

 

Figura 59. Árbol filogenético de diferentes histidín-quinasas sensoras de sistemas reguladores
de dos componentes. El alineamiento múltiple de las proteínas TdiS de Azoarcus sp. CIB, TutC1
de T. aromatica T1 (AAD12187), Tcs2 de Azoarcus sp. EbN1 (YP_158339), StyS de
Pseudomonas sp. Y2 (CAA03998), TutC de T. aromatica T1 (AAD12184), TodS de P. putida
DOT-T1 (AAC45438), TmoS de P. mendocina (AAL13332) y Tcs1 de Azoarcus sp. EbN1
(YP_158337), se realizó con el programa CLUSTALW y la visualización del árbol filogenético se
realizo con el programa TreeView program. 

 La existencia de varios dominios PAS y/o HK en la misma molécula sugiere 

que la mayoría de estas proteínas sensoras son capaces de reconocer e integrar en el 

mismo circuito regulador distintas señales ambientales tales como la presencia de 

hidrocarburos aromáticos y, posiblemente, el potencial rédox de la célula, lo que 

permitiría una mayor versatilidad reguladora y explicaría la selección de este tipo de 

reguladores en el control de rutas catabólicas de compuestos aromáticos tóxicos que 

inducen varias respuestas celulares, tales como metabolismo y estrés, simultáneamente. 

La histidín-quinasa TodS ha sido la más estudiada hasta la fecha y es la que define a la 

subfamilia TodS de histidín-quinasas híbribidas (Lacal y col., 2006; Busch y col., 
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2007). TodS es una proteína soluble que no posee ningún motivo transmembrana en su 

estructura primaria, por lo que se clasifica dentro de la clase de las histidín-quinasas 

citoplásmicas (Mascher y col., 2006). La ausencia de posibles dominios transmembrana 

en la estructura primaria de otras histidín-quinasas, tales como StyS, TmoS, TutC, TdiS, 

TutC1, Tcs2 y Tcs1, sugiere que se trata también de sensores citoplásmicos.  

Los alineamientos múltiples de las secuencias de los dominios PAS e HK de las 

proteínas sensoras descritas anteriormente revelan que los dominios PAS-1 e HK-1 del 

supradominio N-terminal de las histidín-quinasas aeróbicas de tolueno/estireno, junto 

con los dominios PAS y HK equivalentes de la proteína Tol (ver más arriba) 

constituyen ramas evolutivas claramente diferenciadas del resto de las ramas del 

correspondiente árbol filogenético, y sugieren un origen evolutivo común para el 

supradominio N-terminal de las histidín-quinasas aeróbicas y la región N-terminal 

sensora de la proteína Tol. Por otro lado, los dominios PAS-2 e HK-2 de las histidín-

quinasas aeróbicas podrían, como ya se ha comentado más arriba (Fig. 55), tener un 

origen evolutivo común con los dominios PAS e HK, respectivamente, de las histidín-

quinasas anaeróbicas TdiS, TutC1 y Tcs2. Finalmente, el dominio HK de la histidín-

quinasa anaeróbica Tcs1 parece estar más próximo filogenéticamente a los 

correspondientes dominios HK de los sensores BphS y BpdS de las rutas aeróbicas de 

bifenilos. 

Como se ha indicado anteriormente, el dominio PAS-1 de TodS es el 

responsable de la interacción con el tolueno y otros hidrocarburos aromáticos (Busch y 

col., 2007). Los cuatro residuos del dominio PAS-1 de TodS que se han visto 

implicados en la interacción con el tolueno se encuentran también conservados en los 

dominios PAS-1 del resto de los sensores aeróbicos de tolueno/estireno y en el dominio 

PAS de la proteína Tol (ver más arriba) pero no están conservados en los dominios 

PAS-2 de dichas proteínas ni tampoco en ninguno de los dominios PAS de las histidín-

quinasas anaeróbicas. La posibilidad de que el tolueno y otros hidrocarburos aromáticos 

no interaccionen con las histidín-quinasas anaeróbicas está de acuerdo con resultados 

previos en T. aromatica T1 (Coschigano y Bishop, 2004) y con la observación realizada 

en esta tesis en Azoarcus sp. CIB de que el verdadero inductor de la regulación mediada 

por TdiS(TutC1)/TdiR(TutB1) es el bencilsuccinato/3-metilbencilsuccinato y no el 

tolueno/m-xileno. Por otro lado, resulta interesante destacar que el dominio PAS-2 de 

TdiS posee la secuencia 236-His-Asp-Gly-240 que incluye el residuo His que 

interacciona con el grupo hemo en la histidín-quinasa sensora de oxígeno FixL (Gilles-
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Gonzalez y col., 2008), por lo que se podría asumir una función de detección de niveles 

de oxígeno para dicho dominio en TdiS, y quizás en otras histidín-quinasas anaeróbicas. 

Una función similar también se ha propuesto para el dominio PAS-2 de las histidín-

quinasas aeróbicas (Lau y col., 1997), si bien no se ha detectado la presencia de ningún 

grupo hemo en la proteína TodS purificada (Lacal y col., 2006). 

A diferencia del componente sensor, el componente regulador de los distintos 

sistemas de dos componentes que controlan el catabolismo de compuestos aromáticos 

posee una arquitectura modular más conservada y consistente en un dominio REC N-

terminal y un dominio HTH C-terminal separados por una región linker rica en residuos 

Gln (Q linker). La estructura tridimensional del regulador StyR es conocida (Milani y 

col., 2005) y permite identificar los residuos conservados esenciales en otros 

reguladores equivalentes. Así, el dominio REC de TdiR contiene los residuos 

conservados Asp-15, Asp-58 (aceptor final del fosfato), Arg-60, Thr-83, Phe-102 y Lys-

105, implicados en la recepción dependiente de Mg2+ del grupo fosfato procedente de la 

correspondiente histidín-quinasa fosforilada, y en la consiguiente transmisión de la 

señal (cambio conformacional) al dominio efector HTH. Mientras que en algunos 

reguladores de respuesta, e. g, StyR y FixJ, la fosforilación implica una mayor afinidad 

por el ADN diana debido a la dimerización de la proteína, en otros, e.g., TodT, la 

fosforilación no supone un cambio en la afinidad por el ADN diana y la activación 

viene mediada por cambios conformacionales del dominio HTH que favorecen los 

contactos con la ARNP en el promotor correspondiente. Resulta interesante destacar que 

el árbol filogenético generado con las secuencias de los distintos reguladores de 

respuesta (Figs. 60) se superpone al obtenido con los dominios HK de las 

correspondientes proteínas sensoras, lo que sugiere una coevolución del dominio HK 

con el consiguiente dominio REC del regulador de respuesta, reflejando así la relación 

funcional entre ambos dominios. En este sentido, sería el supradominio C-terminal 

(PAS-2/HK-2) de las histidín-quinasas aeróbicas el encargado de interaccionar con el 

correspondiente regulador de respuesta. Por otro lado, las parejas HK/regulador de 

respuesta de sistemas aeróbicos y anaeróbicos parecen constituir grupos evolutivos 

diferentes, si bien las parejas HK/regulador de respuesta de rutas de degradación 

aeróbica de bifenilos en organismos Gram-positivos (BphT, BpdT) están próximos 

filogenéticamente a la pareja HK/Tcr1 de la ruta anaeróbica de la acetofenona en 

Azoarcus sp. EbN1 (Figs. 60). 
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Figura 60. Árbol filogenético de diferentes reguladores de respuesta de sistemas
reguladores de dos componentes que controlan el catabolismo de compuestos aromáticos.
El alineamiento múltiple de las proteínas TdiR de Azoarcus sp. CIB, TutB1 de T. aromatica T1
(AAD12186), Tcr2 de Azoarcus sp. EbN1 (YP_158340), TutB de T. aromatica T1
(AAD12185), StyR de Pseudomonas sp. Y2 (CAA03999), TodT de P. putida DOT-T1
(CAB43736), TmoT de P. mendocina (AAL13333), Tcr1 de Azoarcus sp. EbN1 (YP_158338),
BphT de Rhodococcus sp. RHA1 (BAC75412), y BpdT de Rhodococcus sp. M5 (AAB52544),
se realizó con el programa CLUSTALW y la visualización del árbol filogenético se realizo con
el programa TreeView program. 

Los dominios HTH de todos los reguladores de respuesta identificados hasta la 

fecha en catabolismo de compuestos aromáticos pertenecen a la familia NarL/FixJ de 

reguladores transcripcionales procariotas y, por ello, poseen conservados los residuos 

que caracterizan a dicha familia. El dominio HTH de StyR está estructurado en 4 hélices 

α, de las cuales la penúltima es la hélice de reconocimiento del ADN y contiene tres 

residuos (Lys-175, Val-176 e His-179) presuntamente implicados en la interacción con 

la caja operadora (caja StyR) del promotor diana (Milani y col., 2005). Estos mismos 

residuos están conservados en TodT (TutB y TmoT), lo que está de acuerdo con el 

hecho de que las cajas operadoras Sty (ATAAACCATGGTTTAT) (Santos y col., 2002) 

y Tod (ATAAAC-N4-GTTTAT) (Lacal y col., 2006) sean prácticamente idénticas. Por 

el contrario, estos residuos no están conservados en los dominios HTH de otros 

reguladores de respuesta, lo que sugiere la existencia de cajas operadoras distintas para 

estos reguladores transcripcionales. La comparación de los promotores PbbsA y PbssD 

de distintos organismos permite detectar una región palindrómica conservada 

(GGTGTNCGCACC) que se localiza centrada en la posición -43/-44 y que muy 
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probablemente se corresponde con la caja operadora del regulador TdiR (Figs. 19 y 20). 

Dado que los residuos Lys-175, Val-176 e His-179 de StyR (TodT, TutB, TmoT) están 

sustituídos por Glu-178, Ala-179 y Gly-181 en TdiR, se puede hipotetizar que son éstos 

los encargados de interaccionar específicamente con la caja operadora TdiR. La 

localización de la caja TdiR en la proximidad de la región -35 de los promotores PbssD 

y PbbsA sugiere un mecanismo de activación de promotores dependientes de la 

subunidad σ70 de la ARNP típico de reguladores transcripcionales de clase II (Wing y 

col., 2000), si bien el mecanismo molecular de dicha activación por la proteína TdiR 

fosforilada necesita ser estudiado en detalle. 

Además de la regulación especifica mediada por TdiR, los genes bss/bbs de 

Azoarcus sp. CIB están sometidos a una regulación sobreimpuesta que depende de 

distintos factores ambientales como la disponibilidad de oxígeno, la presencia de 

fuentes de carbono preferentes, etc (Fig. 58). La propia presencia de los hidrocarburos 

aromáticos es una fuente de estrés para la célula y puede condicionar la expresión de los 

genes catabólicos, tal y como se ha visto con el control de la actividad del promotor 

PbssD independiente de TdiR en Azoarcus sp. CIB (Fig. 31). 

En esta Tesis se ha demostrado que no existe expresión de los genes bss/bbs 

cuando las células se cultivan aeróbicamente en tolueno (Fig. 33). Un resultado se ha 

descrito para los genes bss de la cepa Magnetospirillum sp. TS-6 que sólo se expresan 

cuando las células crecen en tolueno anaeróbicamente (Shinoda y col., 2005). Por el 

contrario, los genes bss de Thauera sp. DNT-1 se transcriben tanto en condiciones de 

crecimiento anaeróbicas como aeróbicas en presencia de tolueno (Shinoda y col., 2004). 

La cepa Azoarcus sp. CIB presenta en su genoma el gen acpR (ortólogo del gen  

fnr de E. coli) que es imprescindible para la expresión de los genes del cluster bzd 

actuando como un activador transcripcional del promotor PN en ausencia de oxígeno 

(Durante-Rodríguez y col., 2006). La proteína AcpR se une a la secuencia consenso 

(TTGA-N6-TCAA) que caracteriza a los reguladores de la familia FNR/CRP y que está 

situada en la posición –41,5 del promotor PN, probablemente facilitando tanto la 

interación de la ARNP con el promotor como la formación del complejo abierto de 

inicio de la transcripción (Durante-Rodríguez y col., 2006). Al analizar las regiones 

promotoras PbssD y PbbsA no se observa la presencia de la secuenica consenso de 

interación con AcpR. Trabajos futuros permitirán confirmar experimentalmente si la 

proteína AcpR esta involucrada en el control de la actividad de los promotores PbbsD y 

PbssA en condiciones de anaerobiosis, y si este control se realiza de forma directa sobre 
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los componentes promotores o es un efecto indireco mediado por otras proteínas 

reguladoras. La existencia de otros reguladores transcripcionales que detectan niveles de 

oxïgeno en el control de los genes bss/bbs de Azoarcus sp. CIB tampoco puede ser 

descartado y será objeto de estudios futuros. 

Como se ha indicado en el apartado 3.2 de la introducción, la represión de los 

promotores catabólicos en presencia de fuentes de carbono adicionales es un fenómeno 

común en la degradación de compuestos aromáticos (Shingler, 2003; Carmona y col., 

2008). La represión catabólica resulta frecuentemente de la integración de varias señales 

que hacen que la célula tenga preferencia por determinas fuentes de carbono frente a 

otras presentes en el medio. La mayoría de los mecanismos moleculares que determinan 

la represión catabólica en degradación de compuestos aromáticos se han estudiado en 

rutas aeróbicas de enterobacterias y bacterias del genero Pseudomonas (Galán y col., 

2001; Morales y col., 2004; Rojo y Dinamarca, 2004; Moreno y Rojo, 2008; Pflüger y 

de Lorenzo, 2008). Sin embargo, el fenómeno de represión catabólica también se ha 

observado en la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos y al menos se han 

descrito un par de ejemplos en T. aromatica (Heider y col., 1998) y Azoarcus sp. CIB 

(López-Barragán y col., 2004a). En esta última, se ha descrito que la represión 

catabólica que ejercen los ácidos orgánicos no aromáticos (succinato, acetato, etc.) 

sobre la ruta central del benzoil-CoA se produce a nivel del promotor PN. Por el 

contrario, el promotor PR que controla la expresión del gen regulador bzdR no está 

sometido a represión catabólica por los ácidos orgánicos (López-Barragán y col., 2004a; 

Durante-Rodríguez y col., 2008). 

El estudio de la expresión de la fusión traduccional PbbsA::lacZ en células de 

Azoarcus sp. CIB cultivadas simultáneamente en tolueno y en otras fuentes de carbono 

adicionales, reveló que la expresión de los genes bbs sufre una considerable represión 

en presencia de diferentes fuentes de carbono (Fig. 32) y permitió identificar al 

promotor PbssA como uno de los elementos reguladores involucrados en el mecanismo 

de represión, indicando que se trataba de un efecto ejercido a nivel transcripcional. 

Aunque la represión catabólica de ácidos orgánicos no aromáticos sobre las rutas de 

catabolismo de tolueno ya se ha descrito sen organismos aerobios (Duetz y col., 1996; 

Ruíz y col., 2004), el trabajo presentado en esta Tesis es el primer ejemplo de represión 

en el catabolismo anaeróbico de tolueno y constituye el punto de partida para iniciar los 

estudios que determinen la base molecular de dicha represión catabólica. En este 

sentido, en el genoma de Azoarcus sp. CIB se han identificado porsibles genes 
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reguladores globales, i.e. ptsN y ptsO, cyoB, bphQ, similares a los ya caracterizado en 

organismos aerobios y que se han visto implicados en procesos de represión catabólica 

(Petruschka y col., 2001; Pflüger y de Lorenzo, 2008). La participación de estos 

reguladores globales en la represión catabólica de los genes bbs en Azoarcus sp. CIB 

será objeto de estudio en el futuro próximo. 

Los resultados presentados en esta Tesis sobre la regulación de los genes 

implicados en la ruta periférica del catabolismo anaeróbico de tolueno/m-xileno en 

Azoarcus sp. CIB permiten considerar a este sistema como el más completo y mejor 

estudiado hasta la fecha, constituyendo un modelo de trabajo idóneo para, en el futuro, 

profundizar en los mecanismos moleculares implicados en la regulación específica y 

sobreimpuesta de esta ruta catabólica. No obstante, estrategias alternativas de regulación 

son previsibles en otros organismos anaerobios tales como G. metallireducens, en donde 

el sistema regulador de dos componentes TdiSR está sustituido por un presunto 

regulador transcripcional (Gmet1542) de la familia XylR/DmpR (Fig. 53), al igual que 

ocurre en rutas de degradación aeróbicas de tolueno muy bien caracterizadas como la 

ruta Tol de P. putida (Tropel y van der Meer, 2004; Ruíz y col., 2004).  

La utilización del sistema regulador TdiSR/PbbsA en el desarrollo de 

biosensores anaeróbicos para la detección específica de tolueno/m-xileno en ambientes 

contaminados con dichos hidrocarburos es una de las posibles aplicaciones 

biotecnológicas de este trabajo y debería ser abordada en próximos estudios. La 

construcción de una casete catabólica movilizable con los genes bss-bbs sería también 

una herramienta de gran valor biotecnológico ya que permitiría transferir la capacidad 

de convertir el tolueno en benzoil-CoA y así ampliar las habilidades catabólicas de 

ciertos organismos anaerobios, e. g. A. evansii, R. palustris, que son capaces de 

degradar ácidos aromáticos pero no hidrocarburos tóxicos. 

 

5. Caracterización del gen gcdH de la ruta baja de degradación anaeróbica de 
tolueno en Azoarcus sp. CIB 
 

El benzoil-CoA que se genera como producto final de la ruta periférica de 

degradación anaeróbica de tolueno es degradado a través de la ruta alta del benzoil-

CoA, codificada por los genes bzd de Azoarcus sp. CIB, con la consiguiente formación 

del compuesto alifático 3-hidroxipimelil-CoA (Fig. 4) (López-Barragán y col., 2004a). 

La oxidación del 3-hidroxipimelil-CoA hasta intermediarios del metabolismo central de 

la célula implica tres series de reacciones enzimáticas: i) una ruta de β-oxidación de 
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ácidos grasos dicarboxílicos de cadena media-larga con la formación final de glutaril-

CoA; ii) la descarboxilación oxidativa de glutaril-CoA a crotonil-CoA por una glutaril-

CoA deshidrogenasa; y iii) la β-oxidación del crotonil-CoA a acetil-CoA a través de la 

ruta de β-oxidación de ácidos grasos de cadena corta (Fig. 4) (Harrison y Harwood, 

2005). Estas tres etapas del catabolismo del 3-hidroxipimelil-CoA en la ruta central del 

benzoil-CoA se conocen con el nombre genérico de ``ruta baja´´ del benzoil-CoA 

(Carmona y col., 2008). El glutaril-CoA es un intermediario que también se genera en el 

catabolismo de otras fuentes de carbono tales como algunos compuestos alicíclicos, e. g. 

ciclohexanocarboxilato, y los ácidos grasos dicarboxílicos de número impar igual o 

superior a 5 de átomos de carbono. Algunas rutas del catabolismo de la lisina, triptófano 

y compuestos heterocíclicos, tales como el ácido nicotínico, también generan glutaril-

CoA (Fig. 6), siendo éste, por tanto, un intermediario central en un gran número de rutas 

metabólicas (Numa y col., 1964; Besrat y col., 1969; Gomes y col., 1981; Husain y 

Steenkamp, 1985; Kitts y col., 1992; Parke y col., 2001; Revelles y col., 2005) y la 

reacción catalizada por la glutaril-CoA deshidrogenasa un paso clave en dichas rutas. A 

pesar de que numerosos genes bacterianos han sido anotados en las bases de datos como 

responsables de una actividad glutaril-CoA deshidrogenasa, hasta la fecha no se había 

demostrado experimentalmente dicha función para ninguno de ellos. Con el objetivo de 

identificar y caracterizar el primer gen responsable de la actividad glutaril-CoA 

deshidrogenasa bacteriana, en esta Tesis se estudió el gen gcdH de Azoarcus sp. CIB. 

La construcción de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdH y la observación de 

que dicha cepa es incapaz de degradar anaeróbicamente tolueno, benzoato, 3-

hidroxibenzoato, ciclohexanocarboxilato, pimelato o glutarato, y tampoco muestra 

actividad glutaril-CoA deshidrogenasa (Fig. 36), demuestra por primera vez que el gen 

gcdH es esencial para el crecimiento en estas fuentes de carbono y que su función no 

puede ser compensada por ningún otro gen del cromosoma bacteriano. La confirmación 

de que el gen gcdH codifica la proteína GcdH con actividad glutaril-CoA 

deshidrogenasa se obtuvo clonando dicho gen en E. coli y valorando la actividad 

deshidrogenasa de su producto génico en extractos proteicos. Es importante resaltar que 

la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdH sigue siendo capaz de metabolizar 

anaeróbicamente m-xileno. Este dato sugiere que en la degradación anaeróbica del m-

xileno la ruta central del 3-metilbenzoil-CoA genera un compuesto alifático derivado de 

CoA (hidroxi-metilacil-CoA) cuya β-oxidación no produce glutaril-CoA como 
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intermediario y por lo tanto, requiere una enzima distinta a la codificada por el gen 

gcdH todavía sin identificar. En este sentido, la secuenciación del genoma de la cepa 

CIB ha revelado la existencia de varios genes localizados en la proximidad del cluster 

mbd implicado en la ruta central del 3-metilbenzoil-CoA, y que podrían codificar la 

correspondiente ruta baja incluyendo la enzima que cataliza la reacción equivalente a la 

catalizada por GcdH en la ruta baja del benzoil-CoA (Fig. 54). 
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Figura 61. Esquema del catabolismo de diferentes fuentes de carbono que convergen en el
intermediario glutaril-CoA y posterior metabolismo de éste. Se representan con líneas
discontinuas las rutas anaeróbicas y con líneas continuas las rutas aeróbicas que en algunos
casos, e. g. ciclohexanocarboxilato y ácidos dicarboxílicos, son también funcionales en
anaerobiosis. 

 

 

La proteína GcdH es una enzima bifuncional que cataliza inicialmente la 

deshidrogenación del glutaril-CoA con la formación de glutaconil-CoA como 

intermediario, y después la descarboxilación de este último generando crotonil-CoA 

(Fig. 61) (Fu y col., 2004). La enzima GcdH ha sido caracterizada bioquímicamente en 

algunas bacterias, tales como A. evansii y T. aromatica (Härtel y col., 1993), así como 

en células de organismos superiores (Fu y col., 2004). En humanos, la enzima GcdH 

está involucrada en el metabolismo mitocondrial de aminoácidos, tales como el 
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triptófano, lisina e hidroxilisina. En la enzima GcdH humana han sido descritas más de 

150 mutaciones, algunas de las cuales causan graves enfermedades tales como la 

aciduria glutárica cerebral tipo I producida por la acumulación de los ácidos glutárico y 

3-hidroxiglutárico (Zschocke y col., 2000; Gordon, 2006). La estructura tridimensional 

de la enzima GcdH humana (homotetrámero) es conocida, tratándose de un miembro 

único dentro de la familia de las flavoproteínas acil-CoA deshidrogenasas debido a que 

posee una actividad descarboxilasa adicional no descrita por otros miembros de la 

familia (Fu et al., 2004). La enzima GcdH en bacterias desnitrificantes es también un 

homotetrámero compuesto por monómeros de 41 kDa asociados cada uno de ellos a una 

molécula de FAD (Härtel y col., 1993). Dada la elevada identidad de secuencia (66% 

identidad con 78% de similitud) entre la proteína GcdH de Azoarcus sp. CIB y la 

proteína GcdH humana, ha sido posible generar un modelo de la estructura 

tridimensional predicha de la proteína bacteriana (Fig. 62). El monómero de la proteína 

GcdH consiste en tres dominios claramente diferenciados: un dominio N-terminal 

formado por 6 hélices α (α1-α6), un dominio de cadenas β (β1-β7) en la región central 

de la proteína y un dominio C-terminal formado por 5 hélices α (α7-α11) (Fig. 62). 
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Figura 62. Modelo de la estructura tridimensional propuesta para el monómero de la
proteína GcdH de Azoarcus sp. CIB. Diagrama de ribbon donde se muestran las hélices α y las
cadenas β de los 3 dominios de la proteína. La figura fue generada mediante el programa PyMOL
(DeLano, 2002). 

El mecanismo catalítico de la proteína GcdH implica al cofactor FAD, que se 

localizaría entre las cadenas β del dominio central y las hélices α del dominio C-

terminal (Fu y col., 2004). Al igual que ocurre en la proteína GcdH humana(Fu y col., 

2004), la proteína GcdH de Azoarcus sp. CIB presenta un residuo Glu-373 conservado y 
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localizado en el dominio C-terminal de la proteína el cual actuará como base en la 

reacción de deshidrogenación, así como varios residuos tales como Glu-92, Arg-99, 

Ser-100, Thr-173 y Tyr-372 localizados a lo largo de la secuencia proteica y 

posiblemente implicados en la reacción de descarboxilación. Todos estos residuos 

también se mantienen conservados en las glutaril-CoA deshidrogenasas anotadas en las 

bases de datos. 

 El análisis de comparación de secuencias entre la proteína GcdH de la cepa CIB 

y sus ortólogos presentes en los genomas de otros organismos reveló una elevada 

identidad (91-93%) con los ortólogos de cepas del genero Azoarcus, y una identidad 

alrededor del 80% con los ortólogos presentes en proteobacterias de los subgrupos β y γ. 

La identidad con proteínas GcdH de otros grupos de bacterias y con GcdH eucariotas 

ronda el 66%. Estos análisis revelan, por lo tanto, que el producto del gen gcdH 

mantiene un elevado nivel de conservación a lo largo de la escala evolutiva.  

Utilizando Azoarcus sp. CIBdgcdH como cepa receptora y valorando el 

crecimiento anaeróbico en benzoato de los clones recombinantes así como su actividad 

glutaril-CoA deshidrogenasa, se ha confirmado experimentalmente en esta Tesis la 

actividad glutaril-CoA deshidrogenasa del hipotético gen gcdH de P. putida (γ-

proteobacteria) (Figs. 49 y 50). Este resultado revela, además, la utilidad de la cepa 

Azoarcus sp. CIBdgcdH como huésped para la identificación y clonación de genes gcdH 

bacterianos presentes en librerías metagenómicas, algunos de los cuales podrían ser de 

gran interés biotecnológico para la síntesis de crotonil-CoA, un intermediario empleado 

para la producción de bioplásticos (Benner y Sismour, 2005)  

 

6. Caracterización de la regulación del gen gcdH. 

 
Experimentos de RT-PCR muestran que la transcripción del gen gcdH de 

Azoarcus sp. CIB se induce cuando las células se cultivan en presencia de sustratos, 

tales como benzoato o tolueno, que generan glutaril-CoA (Fig. 40), lo que está de 

acuerdo con los ensayos de actividad glutaril-CoA deshidrogenasa que indican la 

presencia de esta enzima cuando las células utilizan como fuente de carbono benzoato o 

pimelato (Fig. 34), y sugieren el control transcripcional como mecanismo básico de 

regulación del gen gcdH. Dado que no se ha estudiado la regulación transcripcional de 

ningún gen gcdH bacteriano, se procedió a dicho análisis utilizando como modelo el 

gen gcdH de Azoarcus sp. CIB. Un estudio de la región flanqueante al gen gcdH de la 
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cepa CIB reveló la existencia de un gen divergente, gcdR (Tabla 6), cuyo producto 

muestra similitud significativa con reguladores transcripcionales de la familia LysR 

(Tabla 6) (Maddocks y Oyston, 2008). Así, la proteína GcdR presenta en su región N-

terminal (aminoácidos 1-66) un domino HTH alado de unión a ADN y en su región C-

terminal (aminoácidos 67-303) los residuos presuntamente implicados en la interacción 

con los inductores y la dimerización de la proteína. Dado que los reguladores de la 

familia LysR están frecuentemente implicados en la regulación (activación) de rutas 

catabolismo de compuestos aromáticos (Díaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 

2004; Carmona y col., 2009), se propuso la participación de GcdR en la regulación del 

gen gcdH. 

Para comprobar si el gen gcdR estaba implicado en la regulación del gen gcdH, 

se construyó la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdgcdR. Esta cepa mutante se comportaba 

de forma similar a la cepa Azoarcus sp. CIBdgcdH, ya que era incapaz de crecer 

anaeróbicamente en fuentes de carbono tales como el pimelato, benzoato o glutarato 

(Fig. 42). Al complementar el mutante portador de la disrupción insercional del gen 

gcdR con el plásmido pGCDR que expresa dicho gen, la cepa complementada volvía a 

recuperar la capacidad de metabolizar pimelato, benzoato o glutarato. Estos resultados 

sugerían la implicación de la proteína GcdR en la expresión del gen gcdH. La 

construcción de una fusión entre el promotor del gen gcdH (Pg) y el gen reportero lacZ 

permitió confirmar que la proteína GcdR es necesaria para la activación de dicho 

promotor, siendo los ácidos dicarboxílicos de 5 carbonos, glutarato y glutaconato, las 

moléculas inductoras (Fig. 45). Puesto que los derivados CoA del glutarato y 

glutaconato son los substratos de las dos reacciones catalizadas por la enzima GcdH, 

cabe pensar que estos derivados (glutaril-CoA y glutaconil-CoA) puedan ser también 

inductores del regulador transcripcional GcdR lo que podría facilitar la expresión del 

gen gcdH cuando las células crecen en fuentes de carbono, tales como compuestos 

aromáticos, ciclohexanocarboxilato o pimelato, que producen glutaril-CoA, y no 

glutarato, como intermediario en su degradación.  

Mediante experimentos de primer extension (figura 46) se determinó el inicio de 

la transcripción (+1) del gen gcdH que se corresponde con una adenina localizada a 59 

nucleótidos del codón de inicio de la tranducción (ATG) del gen gcdH. Un análisis 

detallado de la secuencia del promotor Pg reveló unas posibles cajas –10 (TACAGT) y 

–35 (TTGTCG) de interacción con la ARNP separadas por 17 nucleótidos, siendo esta 

estructura típica de los promotores dependientes de la subunidad σ70 de la ARNP. Es 
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sabido que los reguladores de tipo LysR interaccionan con dos regiones operadoras 

distintas del promotor. Inicialmente, reconocen e interacionan con una región llamada 

RBS (recognition binding site) y caracterizada por presentar una secuencia consenso   

T-N11-A. Además, interaccionan con una región llamada ABS (activation binding site), 

y que normalmente se encuentra muy cerca de la caja –35 de unión de la ARNP. A 

través de estas dos regiones de interacción generalmente el regulador es capaz de 

reprimir su propia expresión y activar el promotor catabólico divergente (Maddocks y 

Oyston, 2008). En el promotor Pg, la región RBS se encontraría localizada a -57 

nucleótidos del sitio de inicio de la transcripción, y presenta una repetición invertida de 

6 pb, i.e, 5’-GTGCGT-N3-ACGCAC-3’ que se ajusta a la secuencia consenso T-N11-A. 

La región ABS, que también estaría formada por una repetición invertida de 6 pb, 

5’ACGAAATTTTCGT-3’, se localiza en posición 5’ inmediatamente adyacente a la 

caja –35 del promotor Pg (Fig. 47). La comparación del promotor Pg con las regiones 

promotoras de otros genes gcdH bacterianos revela que los motivos de secuencia que 

más se conservan se corresponden a las regiones ABS, RBS, –10 y –35 de Pg, lo cual 

está de acuerdo con el hecho de que dichas regiones cumplen un papel esencial en la 

función de estos promotores. 

El hecho de que la organización divergente de los genes gcdH y gcdR se 

mantiene conservada en numerosos géneros bacterianos pertenecientes a distintos 

subgrupos de Proteobacterias, y que las cajas reguladoras del promotor Pg también 

parecen estar conservadas en distintos organismos, sugiere un patrón común de 

regulación transcripcional del gen gcdH en numerosos microorganismos. Para confirmar 

esta hipótesis, se procedió a estudiar el control del gen gcdH de P. putida clonado en 

Azoarcus sp. CIB. Mientras que el gen gcdHKT era capaz de inducirse y permitir el 

crecimiento de Azoarcus sp. CIBdgcdH en presencia de benzoato (Figs. 40 y 50), no 

existía crecimiento en benzoato en células de Azoarcus sp. CIBdgcdR que contenían el 

gen gcdHKT. Estos resultados indicaban que el gen gcdR de Azoarcus controla al 

promotor Pg del gen gcdH de P. putida de forma eficaz y similar a como lo hace sobre 

el promotor Pg del propio Azoarcus. La existencia de regulación cruzada entre el gen 

gcdR de Azoarcus sp. CIB y el promotor Pg del gen gcdH de P. putida pone en 

evidencia que la estrategia de regulación del gen gcdH se ha conservado en la evolución 

de bacterias pertenecientes a distintos grupos filogenéticos, lo que está de acuerdo con 

el hecho de que el gen gcdH se encuentre muy conservado y codifique una enzima clave 

en el metabolismo de numerosos compuestos.  
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Como conclusión, en esta Tesis se ha caracterizado el primer gen gcdH 

bacteriano y se propone un modelo para su regulación que se esquematiza en la figura 

63. Los mecanismos moleculares implicados en el modelo propuesto abren una nueva 

línea de trabajo y será objeto de estudios futuros. El sistema reportero GcdR/Pg::lacZ 

caracterizado en este trabajo podría ser utilizado también como trampa genética (Galvao 

y col., 2005) para identificar en librerías metagenómicas nuevas actividades 

enzimáticas/rutas metabólicas que generen glutarato/glutaconato. 

gcdH gcdRPg Pr

Glutarato  Glutaconato

GcdRi

(+)

GcdRa

ABS RBS

Glutaril-CoA

GcdH

Glutaconil-CoACrotonil-CoA

GcdH
+ ++

+

 
 

Figura 63. Modelo propuesto para la regulación del gen gcdH de Azoarcus sp. CIB Se
representan los genes gcdH (lineas verticales negras) y gcdR (en negro) con sus promotores
respectivos, Pg y Pr. La proteína inactiva GcdRi se activa en la presencia de glutarato o glutaconato
produciéndose su oligomerización y la activación del promotor Pg mediante la interación con las
cajas operadoras RBS y ABS. El glutaril-CoA y glutaconil-CoA podrían participar también como
inductores alternativos. 
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Conclusiones 

El trabajo descrito a lo largo de esta tesis ha dado lugar a las siguientes conclusiones: 

 

1. Se ha identificado y caracterizado el cluster génico bss/bbs responsable de la 

ruta periférica que convierte el tolueno en benzoil-CoA en Azoarcus sp. CIB. 

Por primera vez se demuestra que los genes bbs, junto con los bss, están también 

implicados en la degradación anaeróbica del m-xileno y la formación de 3-

metilbenzoil-CoA. 

 

2. Por primera vez se ha estudiado en un mismo microorganismo la organización 

transcripcional de un cluster bss/bbs completo. El cluster génico bss/bbs de 

Azoarcus sp. CIB se organiza en al menos cuatro operones: un operón regulador 

(tdiSR), dos operones catabólicos (bss y bbs), y un cuarto operón (tol) que no es 

indispensable para el crecimiento anaeróbico en tolueno/m-xileno. 

 

3. Los genes tdiSR codifican un sistema regulador de dos componentes compuesto 

por la histidín-quinasa sensora TdiS y el regulador transcripcional TdiR, que 

controla la expresión de los operones bss y bbs activando los promotores PbssD 

y PbbsA, respectivamente, con la participación del bencilsuccinato/3-

metilbencilsuccinato como inductores. 

 

4. A la regulación específica de los genes bss/bbs mediada por TdiSR se superpone 

una regulación que depende de factores ambientales tales como la anaerobiosis y 

la presencia de fuentes de carbono preferentes (represión catabólica) tales como 

los ácidos orgánicos no aromáticos. 

 

5. El gen tol codifica una proteína con una arquitectura modular no descrita hasta 

la fecha, y que se predice como el resultado de la fusión de un supradominio N-

terminal sensor, similar al de la subfamilia TodS de histidín-quinasas híbridas 

que reconocen hidrocarburos aromáticos, y un supradominio C-terminal 

catalítico, que contiene un dominio EAL con actividad fosfodiesterasa sobre el 

segundo mensajero di-GMPc. Por ello, la proteína Tol constituye el primer 

ejemplo de un sistema de transducción de señales monocomponente que, sin 

embargo, utiliza el mecanismo clásico de las histidín-quinasas de los sistemas de 

dos componentes. 
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6. La disrupción del gen tol no impide el crecimiento anaeróbico en tolueno y m-

xileno, pero afecta significativamente a la quimiotaxis y movilidad de la cepa 

mutante hacia el tolueno, lo que sugiere su implicación en los mecanismos de 

adaptación de la célula al consumo de hidrocarburos aromáticos, y predice una 

nueva función para el di-GMPc en bacterias controlando la respuesta al estrés 

causado por estos compuestos tóxicos. 

 

7. Se ha caracterizado el primer gen bacteriano (gcdH) que codifica la actividad 

glutaril-CoA deshidrogenasa, una etapa clave de la ruta baja del benzoil-CoA en 

la degradación anaeróbica del tolueno y otros compuestos aromáticos. La 

disrupción del gen gcdH no impide, sin embargo, el catabolismo anaeróbico del 

m-xileno, lo que sugiere la existencia de una ruta baja alternativa para el 

metabolismo del 3-metilbenzoil-CoA en Azoarcus sp. CIB. 

 

8. El gen gcdR codifica un regulador transcripcional de la familia LysR que 

controla la expresión del gen divergente gcdH activando al promotor de éste 

(Pg) en presencia de los inductores glutarato y glutaconato. El análisis del 

promotor Pg revela la existencia de las cajas reguladoras RBS y ABS que 

caracterizan a los promotores regulados por miembros de la familia LysR. 

 

9. Se ha demostrado la existencia de una regulación cruzada entre el gen gcdR de 

Azoarcus sp. CIB y el promotor Pg del gen gcdH de P. putida, lo que sugiere 

que la estrategia de regulación de un gen tan conservado como gcdH también se 

ha conservado en bacterias pertenecientes a distintos grupos filogenéticos. 
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