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ANR coordina de la expresiéon de las oxidasas termates dePseudomonas putida
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La respiracion es un conjunto de procesos redowsque se transfieren electrones entre diferentes
componentes de la cadena respiratoria que tienstintdi potencial de Oxido-reduccion. Esta
transferencia de electrones va acoplada a la peaitucle energia gracias al gradiente de protones
generado y aprovechado por la ATP-sintasa parargen®TP. En Pseudomonas putigaun
microorganismo aerobio, la cadena respiratoria teone cinco oxidasas terminales: Cyo, CIO,
Cbb3.1, Cbb3.2 y Aa3, cuyas diferencias radicasuepotencial de 6xido reduccion, su afinidad por el
oxigeno y su capacidad para bombear protones atiesperiplasmico. Esto se traduce en que unas
sean mas adecuadas que otras para generar erepgnaiéndo del estado metabdlico de la célula.

Para comprobar la importancia de la composicidéoagrdinacion de los distintos componentes de la
cadena de transporte de electrones, hemos inactigatbctivamente cada una de las oxidasas
terminales dé°. putida Estos mutantes se han utilizado para hacer uisisndompleto del efecto de

la inactivacion de cada una ellas. Para ello, sepi@ficado membranas de cada cepa en medio LB en
dos condiciones distintas: en fase exponencial fagas estacionaria. Se ha cuantificado la respinaci

en cada mutante a partir del consumo de NADH deadicnembranas, afiadiendo también inhibidores
respiratorios como el cianuro. Los resultados abtenapuntan a que la composicion de la cadena
respiratoria debe esta coordinada, de manera cuestncia de unas oxidasas terminales se compense
con un incremento en la actividad de otras oxiddsas resultados muestran ademas que Cyo es la
oxidasa mas importante en fase exponencial, meqtra Cbb3-1 pasa a jugar un papel preponderante
en fase estacionaria. Para estudiar si el regulatiir, homdlogo de FNR e&. coli, tiene algun
efecto en la coordinacion de la expresion de Isigntias oxidasas terminales, hemos hecho un mutante
enanr para hacer ensayos de RT-PCR en tiempo real camg@ata expresion de todas las oxidasas
terminales efP. putidaKT2440 y en dicho mutante.

ANR es un regulador de transcripcion que se uri2Nsh como dimero. Sin embargo, so6lo dimeriza
eficientemente cuando las concentraciones de oxigen bajas, por o que actia como un sensor de
oxigeno. Hemos purificado un derivado de ANR queaes/o en presencia de oxigeno y hemos
comprobado que parte de los efectos ejercidos sabrxidasas terminales son directos, puesto@ue s
une a los promotores de Cyo, CIO y Cbb3.1. Losltados obtenidos nos han permitido determinar la
secuencia consenso de ANRRseudomonas
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