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INTRODUCCION

1. BIOLOGIA DE Pseudomonas.

El género Pseudomonas fue descrito por Migula (1894) en dos lineas como
“Células con estructuras polares moéviles. La formacion de esporas se da en algunas
especies, pero es un fendmeno raro”. Esta definicion fue bastante aceptada durante largo
tiempo, dando origen a que numerosas especies incluidas en otros géneros fueran
asignadas al género Pseudomonas. Hasta los afios 60 los intentos de clasificacion de las
bacterias se centraban en caracteristicas morfologicas o fisiologicas (Palleroni 2003).
Segtin la definicion que aparece en la edicion del Manual Bergey de Bacteriologia
Sistematica, las Pseudomonas son: “células en forma de baston, curvadas o derechas,
pero no helicoidales, de entre 0,5-0,1 um de didmetro por 1,5-5,0 um de longitud”. Sin
embargo, con el desarrollo de técnicas tales como hibridacion ADN/ADN, estudios
nutricionales o mas recientemente hibridacion ARNr/ADN (Palleroni 1973) permitieron
una clara division de las especies de Pseudomonas. Siguiendo esta ultima clasificacion
Palleroni propuso cinco grupos taxonomicos (ARN-I a ARN-V). Mas tarde la
secuenciacion del ARNr 16S reflejo la diversidad de estos grupos. El grupo ARN-I,
dentro de la subclase-y de Proteobacterias (De Vos et al. ; Woese et al. 1985) fue
reconocido como el que engloba a las verdaderas Pseudomonas (Krieg & Garrity 2001).

La mayoria de las especies no acumulan granulos de poli-f-hidroxibutirato, pero
pueden formar poli-hidroxialcanoatos cuya longitud es mayor de cuatro carbonos
cuando las células se cultivan en alcanos o gluconato. No se conocen estados de células
viables que no sean cultivables. Las Pseudomonas son gram-negativas, generalmente
moviles y presentan uno o varios flagelos polares, aunque se han descrito flagelos
laterales mas cortos. Son aerdbicas, con un tipo de metabolismo respiratorio estricto con
oxigeno como el aceptor terminal de electrones; en algunos casos el nitrato puede ser
usado como un aceptor de electrones alternativo, lo que permite en estos casos el
crecimiento anaerobio. La mayoria de las especies no pueden crecer bajo condiciones
acidas (pH <4,5), y no requieren factores de crecimiento. Pueden ser oxidasas positivas
o negativas, son catalasas positivas y quimiorganotroficas. Las cepas de las especies de

este género incluyen en su composicion los acidos grasos hidroxilados 3-OH 10:0 y
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12:0, y 2-OH 12:0, y ubiquinona Q-9. Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza.
El porcentaje de contenido en G-C del ADN esté entre 58-69% en Pseudomonas.

El espectro nutricional de cada especie es caracteristico presentando una menor
variabilidad entre cepas de una misma especie. Este grupo de bacterias se caracteriza
por su extrema versatilidad metabodlica (Stanier et al. 1966; Palleroni 1986). Entre los
compuestos organicos que son capaces de metabolizar se encuentran hidratos de
carbono, acidos alifaticos, aminas, amidas, aminodcidos, compuestos aromaticos y
alcoholes.

El género Pseudomonas incluye cepas patdogenas oportunistas de animales, como
P. aeruginosa, patogenos de plantas como P. syringae, y cepas que estimulan el
crecimiento de plantas actuando como fungicidas, como P. fluorescens (Lugtenberg et
al. 1999). En los ultimos cinco afios se ha secuenciado el genoma de las cepas P.
aeruginosa PAO1 (Stover et al. 2000), P. putida KT2440 (Nelson et al. 2002), P.
syringae pv. tomato (Buell et al. 2003) y P. fluorescens Pf-5 (htpp://pseudomonas-
fluorescens.org/). El analisis de sus genomas ha revelado que comparten cerca del 70%
de los genes. Estas bacterias presentan como media 5500 genes en sus genomas, la
mitad de ellos sin funcioén conocida.

Actualmente se discute la integridad como especie unica de cepas que
conforman las Pseudomonas putida, puesto que analisis de hibridacion ADN-ADN
entre diversas cepas de P. putida, por ejemplo P. putida DSM291" y P. putida KT2440,
dan un porcentaje de similitud de un 50 % (Regenhardt et al. 2002).

1.1 Breve Descripcion de P. putida KT2440.

Pseudomonas putida KT2440, cepa de estudio de este trabajo, es una bacteria
Gram negativa perteneciente al grupo de las Pseudomonas ‘“fluorescentes”,
denominadas asi por la produccion de pigmentos que emiten fluorescencia. Sus
primeros estudios se remontan al afio 1963 en Japon, donde fue aislada por Hosakawa
(Nozaki et al. 1963), identificada como una cepa capaz de degradar meta-toluenos, de
donde derivé el nombre mt-2, cepa parental de KT2440. En principio fue incluida
dentro la especie Pseudomonas arvilla y no fue hasta 1974 cuando (Williams & Murray
1974) se introdujo dentro del especie Pseudomonas putida. En 1975 se comprobo que la

cepa mt-2 portaba el plasmido TOL, el cual incluye los genes que codifican las enzimas
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necesarias para la degradacion de toluenos y xilenos (Worsey & Williams 1975). En
1981 aparece Pseudomonas putida KT2440 (Bagdasarian et al. 1981) como un derivado
de mt-2 curado del plasmido pWWO y presuntamente deficiente en el mecanismo de
restriccion de ADN exdgeno, lo que hace que esta cepa sea ampliamente utilizada para
la expansion de rutas catabolicas con fines degradativos (Bagdasarian & Timmis 1982;
Ramos et al. 1994) y como hospedador en la clonacion y expresion de genes
heterdlogos para su utilizacion en procesos de biotransformacion de compuestos
quimicos con valor afiadido (Delgado et al. 1992; Kraak et al. 1997; Kellerhals et al.
1999) o de interés farmacologico (Tan et al. 1997) .

El 80% del cromosoma de P. putida KT2440 se caracteriza por su alto contenido
en GC (63,3%), sin embargo, se han descrito 105 islas gendmicas con un porcentaje
distinto en GC (Weinel et al. 2002). Estas islas genomicas estan principalmente
implicadas en la captacion y degradacion de compuestos organicos, transporte de iones,
sintesis y secrecion de metabolitos secundarios, siendo las principales responsables de
la elevada versatilidad metabdlica presente en P. putida. En numerosas ocasiones dicha
versatilidad metabdlica se encuentra mantenida en plasmidos encargados de canalizar el
sustrato hacia el metabolismo central. Por ejemplo, el plasmido TOL pWWO0 (Williams
& Murray 1974), el plasmido NAH7 (Dunn & Gunsalus 1973) y el plasmido CAM
(Rheinwald et al. 1973) codifican los genes implicados en el catabolismo de
tolueno/xilenos, naftaleno y alcamfor, respectivamente. En el cromosoma se han
descrito rutas de degradacion de compuestos organicos que en ocasiones aparecen como
productos naturales o como metabolitos resultantes de la degradacion parcial de lignina
por hongos. Todas estas caracteristicas contribuyen al espectro nutricional de esta
especie, permitiéndole reproducirse en distintos ambientes y metabolizar una amplia
gama de compuestos naturales y sintéticos.

Dentro de la especie P. putida no se conoce ninguna cepa que sea patdogena de
plantas o animales. Esto hace que actualmente se esté explotando en el desarrollo de
numerosas técnicas biotecnoldgicas, como por ejemplo, el disefio de nuevas rutas
catabolicas destinadas a la degradacion de compuestos contaminantes (Ramos et al.,
1986; Rojo et al. 1987; Ramos et al. 1987; Erb et al. 1997), produccion de
intermediarios en la sintesis quimica de moléculas complejas (Wubbolts & Timmis
1990) o en el mejoramiento de la calidad de combustible fosil, por desulfurizacion

(Galan et al., 2000). A su vez, es un buen colonizador de rizosfera de maiz, trigo, fresa,
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cafia de azucar y espinacas (Espinosa-Urgel et al. 2002). Hoy dia, se estd usando en el
desarrollo de biopesticidas y como promotoras del crecimiento de plantas.

La ubicuidad de P. putida refleja su elevada capacidad para adaptarse a una
enorme variedad de condiciones fisico-quimicas presentes en los distintos habitats
donde vive. Esta habilidad representa la capacidad que tiene la cepa de integrar las
sefales recibidas del medio extracelular con el estado fisioldgico celular, conllevando la
activacion de una apropiada y compleja red de regulacién que controla el metabolismo

celular (Regenhardt et al. 2002).

2. RIZOSFERA.

Las bacterias del género Pseudomonas, y entre ellas P. putida KT2440,
colonizan la superficie de la raiz de las plantas (Rodriguez-Herva et al. 1999; Molina et
al. 2000) y el suelo que rodea a la raiz, nicho ecologico conocido como rizosfera. Este
término fue introducido por Hiltner (Hiltner 1904) en 1904, definiéndola como la region
del suelo en contacto directo con la raiz, estando bajo la influencia biologica y fisica de
la misma. Este, a su vez, se divide en “rizoplana” (superficie de la raiz), endorizosfera
(partes internas de la raiz) y ectorizosfera (capa fina de tierra y suelo adeherida a la raiz)
(Lugtenberg 2004). Se trata de un entorno complejo y de elevada actividad metabdlica,
rico en nutrientes, donde aparecen aminoacidos, proteinas, acidos grasos, flavonoides,
hormonas, acidos organicos, polisacaridos, compuestos organicos fosforados, purinas,
pirimidinas, esteroles, azlcares incluyendo oligosacaridos, vitaminas y compuestos
indefinidos que inhiben o estimulan el crecimiento de hongos, bacterias y nematodos
(Curl & Truelove 1986; Lugtenberg et al. 1999; Lugtenberg & Dekkers 1999).
Aproximadamente alrededor de un 20% del peso seco de la planta se libera a través de
la raiz en forma de mucilagos, lisado, células desprendidas de la raiz, entre otros, que
constituyen lo que se denomina como exudados de raiz. La naturaleza de estos
compuestos y su cantidad no solo varia de unas plantas a otras, sino que, dentro de una
misma planta puede variar en funcion de la edad, estado fisioldgico, asi como, de las
condiciones ambientales (Rovira 1969; Barber & Lynch 1977). En el caso del tomate se
ha identificado la composicion de exudado de raiz, como se muestra en la Tabla I.1
(Lugtenberg 2004), donde los acidos organicos constituyen la fracciéon mas importante,

siendo el mas abundante el citrato.
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Tabla L.1: Concentracion estimada (WM) en exudado de raiz de tomate para los acidos organicos,

azucares y aminoacidos identificados.

Acidos
. Azucares Aminoacidos
organicos
Citrato 133 Glucosa 20 Glutamato 9
Malico 57 Xylosa 18 Aspartico 8
Lactico 56 Fructosa 7 Leucina 5
Succinico 32 Maltosa 5 Isoleucina 5
Oxalico 31 Sucrosa 4 Lisina 4
Piruvato 23 Ribosa 2
Piroglutdmico 5

Analisis de los acidos orgénicos y azlicares presentes en los exudados de césped,
revelan que entre los acidos organicos, el citrato y succinato son los mas abundantes,
mientras que en la fraccion azucarada, lo son la fructosa y la glucosa (Kuiper et al.
2002). Estos datos son, por tanto, muy similares a los obtenidos para tomate. Cabe
destacar que el andlisis de los exudados de raiz tiene lugar in vitro dejando crecer la raiz
sobre una solucidn isoténica. De tal modo, que no se sabe en qué medida esto es similar
a lo que tendria que estar ocurriendo en el campo abierto donde la raiz se encuentra
sometida a numerosos factores fisico-quimicos.

Determinados compuestos presentes en los exudados, a bajas concentraciones,
actian como quimioatrayentes para las bacterias que habitan la rizosfera. Asi, el
benzoato a concentracion de 10 a 102 M atrae a especies de Azospirillum (Lopez-de-
Victoria & Lovell 1993), la luteolina (10° M) atrac a Agrobacterium tumefaciens y
Rhizobium meliloti (Caetano-Anolles et al. 1988; Bauer & Caetano-Anollés 1991;
Dharmatilake & Bauer 1992). Ciertos aminoacidos (glutamato, treonina, serina, cisteina
y arginina), a elevadas concentraciones (107 a 10~ M) atraen a ciertas especies de
Pseudomonas, como por ejemplo, P. lachrymans (Chet et al. 1973) y P. aeruginosa
(Nikata et al. 1992).

El entorno rizosférico es altamente complejo con una elevada densidad
microbiana, del orden de 10° células por g de suelo o raiz (Curl & Truelove 1986;
Campbell & Greaves 1990); lo que supone cien a mil veces mayor, el numero de
mircroorganismos, al existente en el suelo no rizosférico. Aparecen, entre otros,
nematodos, hongos y bacterias, aunque, el 95% de los microorganismos suelen ser no

cultivables (Kowalchuk et al. 2002). Dentro de los microorganismos cultivables el 30-
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90% lo representan bacterias del género Pseudomonas (Vancura 1980). Numerosos
factores fisicos, como el tipo de suelo, pH, oxigeno y agua, afectan a la poblacion
microbiana en las rizosfera. Los microorganismos no se distribuyen de una forma
uniforme a lo largo de la raiz, encontrandose restringidos al 6% del total de la superficie
de la misma (Newman & Bowen 1974; Foster & Rovira 1976; Foster 1981; Foster
1982; Fukui et al. 1994).

Las interacciones plantas-microorganismos pueden ser de diferente tipo. Entre
¢éstas, cabe destacar la importancia de los patdgenos vegetales, responsables de la
pérdida de hasta un 30% de las cosechas anuales. Hasta el momento, se han descrito al
menos 120 géneros de hongos y 8 géneros de bacterias patdgenos como Pseudomonas,
Erwinia y Xanthomonas, entre otros. Determinados compuestos presentes en el exudado
de maiz contribuyen al desarrollo de la respuesta infecciosa. Por ejemplo, los genes
implicados en la virulencia (vir) de Agrobacterium tumefaciens se inducen por
acetosiringonas (Melchers et al. 1989; Winans 1991; Winans 1992), los genes
responsables de la reaccion hipersensible y patogenicidad de Erwinia amilovora (Wei et
al. 1992) y Pseudomonas solanacearum (Arlat et al. 1992) se inducen por un amplio
espectro de compuestos presentes en exudado de maiz. Por otro lado, existe otro tipo de
interaccion que es beneficiosa para la planta, y donde la presencia de determinados
compuestos también es importante. La expresion de los genes nod implicados en la
nodulacién de especies de Rhizobium son inducidos por flavonoides, vainilla e
isovainilla (Lestrange et al. 1990), entre otros.

Actualmente se propone el uso de estos microorganismos beneficiosos para la
planta en el control de plagas como métodos menos agresivos que los pesticidas,
ampliamente usados. Algunas bacterias promueven el crecimiento de las plantas, por
ejemplo, facilitanto la captacion de nutrientes o produciendo fitohormonas
(Pseudomonas, Serratia, Azospirillum y/o Bacillus). Otras actian como agentes de
control bioldgico (Montesinos et al. 2002) produciendo, por ejemplo, antifingicos
(Lugtenberg et al. 1999). No obstante como paso previo, es necesario que tenga lugar
una efectiva colonizacion por parte del microorganismo en cuestion. Dicho proceso
requiere el establecimiento del microorganismo en la raiz emergente, multiplicacion del
mismo y su posterior establecimiento (Kloepper et al. 1988).

Cada vez son mds numerosos los estudios destinados al conocimiento de los

mecanismos moleculares que operan en la interaccion planta-microorganismo. La
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rizosfera es un habitat complejo donde existen fuentes de carbono y/o nitrogeno
alternativas que conllevan que determinadas rutas, del microorganismo en cuestion,
estén funcionando mientras que por el contrario, otras estén siendo inhibidas. Por
ejemplo, la ruta de degradacion de PHA estd inhibida por exudado de raiz en
Pseudomonas putida (Miya & Firestone 2000). En P. fluorescens se ha comprobado la
expresion de genes implicados en el transporte y metabolismo de azucares, transporte
de aminodcidos, secrecion y de respuesta a estrés oxidativo (Rainey 1999). En P. putida
los genes implicados en la aglutinacion y adhesion a raiz (aggd) se inducen por un
amplio espectro de compuestos y en funcion del estado fisiologico de la planta (Buell &
Anderson 1993).

Existe un interés especial por P. putida KT2440 no s6lo por su versatilidad
metabolica, como se indico al comienzo de esta Introduccion, sino porque ademas,
posee la capacidad de colonizar la rizosfera de plantas a una alta densidad celular
(Ramos et al. 2000). No obstante, los estudios realizados al respecto son limitados.
Entre ellos, cabe destacar los realizados por Vilchez y colaboradores (2000), donde se
demostré que los genes implicados en el catabolismo de prolina, putd y putC, se
inducen por exudados de maiz. Los aminoacidos constituyen una fraccion importante
del total de los exudados de raiz, por ejemplo en Brassica napus pueden alcanzar el 60-
85% del total (Svenningsson et al. 1990; Sundin et al. 1990). Prueba de ello son los
experimentos llevados a cabo que reflejan como mutantes afectados en el catabolismo
de aminoacidos estan alterados en su capacidad para colonizar la raiz frente al parental
(Bhagwat & Keister 1992; Bayliss et al. 1997; Espinosa-Urgel & Ramos 2001).

Con el fin de identificar promotores inducibles por exudados de raiz de maiz en
P. putida KT2440, Espinosa-Urgel y Ramos (2001) llevaron a cabo una mutagénesis al
azar con un transposon portador de los genes /ux sin promotor, lo cual, permitia generar
fusiones transcripcionales. Asi, se aislo el mutante rei2 (root exudate induction) donde
el operdn de los genes /ux se habia insertado en el gen davT (figura 1.1). El gen davT
codifica la enzima J-aminovalerato aminotransferasa, directamente implicada en el
catabolismo del aminoécido L-lisina. Quedd de manifiesto como el gen davT se inducia
por exudado de raiz de plantas de maiz, concrétamente por la L-lisina presente en
exudado de raiz a una concentracion de 0,42 mM. El mutante rei2 era incapaz de utilizar

tanto la L-lisina como el acido d-aminovalérico como fuente de carbono (Espinosa-
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Urgel & Ramos 2001). A su vez estaba afectado en su capacidad de colonizar la raiz de

Zea mays en competencia con la cepa parental (Espinosa-Urgel et al. 2000).

KT2440

Figura L.1. A. Expresion de la fusion davT::lux en respuesta a exudados radicales. Semillas de maiz
inoculadas con la cepa rei2 se sembraron en macetas con vermiculita. A los 15 dias se extrajeron las
raices, se fotografiaron y se analizd la emision de bioluminiscencia por exposicion de una pelicula
autorradiografica. La fotografia corresponde a la superposicion de ambas imagenes, siendo la zona oscura
(flechas) aquella en la que se detectd bioluminiscencia. B. La expresion de davT::lux se induce en
respuesta a lisina. La cepa rei2 se inoculd en medio minimo en presencia del aminoacido indicado en
cada caso, analizandose la emision de bioluminiscencia como en la imagen anterior. C. El mutante rei2
es incapaz de utilizar la lisina como unica fuente de carbono. KT2440 y rei2 se sembraron en placas
de medio minimo con lisina como Unica fuente de nitrogeno (izquierda) o de carbono (derecha).

De este modo qued6d de manifiesto que la ruta de degradacion de L-lisina es
activa en P. putida KT2440 en presencia de exudado de maiz, y por lo tanto puede tener

gran importancia en la adaptacion de KT2440 a la rizosfera.

3. CATABOLISMO DE L-LISINA.

Existe una elevada variabilidad de rutas para el catabolismo de lisina en la
naturaleza, conociéndose al menos nueve rutas distintas en el conjunto de los seres
vivos. Ya que, aunque la mayoria de los organismos capaces de degradar la lisina la
utilizan como fuente de carbono y/o nitrégeno, existen organismos que la usan
exclusivamente o como fuente de carbono o como fuente de nitrégeno. A su vez, el
aminoacido lisina puede ser usado en el metabolismo secundario como precursor de
antibioticos, alcaloides, etc. Por ejemplo, el intermediario de la ruta de catabolismo de

lisina, L-2-aminoadipato, es precursor de cefalosporinas y penicilinas; el acido
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pipecolico lo es de la sintesis de eslaframina y eswainsonina (Guengerich & Broquist
1973; Broquist 1985), etc.

Antes de pasar a describir el catabolismo de lisina, mencionamos la importancia
de la L-lisina en el metabolismo secundario. Los organismos productores de antibidticos
B-lactdmicos, Streptomyces clavuligerus, S. cattleta, Nocardia lactamdurans o
Penicilllium chrysogenum, poseen la ruta de conversion de L-lisina en L-2-
aminoadipato (Madduri et al. 1989; Esmahan et al. 1994; Rius & Demain 1997; de La
Fuente et al. 1997), compuesto precursor de penicilinas y cefalosporina. La primera
enzima de la ruta conocida como LAT (L-lisina 6-aminotransferasa), es la encargada de
catalizar la desaminacion del aminoacido rindiendo 'A-piperideina-6-carboxilato. Este
es a su vez el sustrato de la enzima piperideina-6-carboxilato deshidrogenasa, que
cataliza la sintesis de L-2-aminoadipato (figura 1.3). Estas enzimas son exclusivas de
organimos productores de cefalosporinas y penicilinas. En N. lactamdurans y S.
clavuligerus se ha identificado la enzima LAT cuyo gen forma parte del operon
implicado en la sintesis de cefamicina C (Madduri et al. 1991; Coque et al. 1991).

En Streptomyces virniae se ha descrito la sintesis de virginiamicina (Namwat et
al. 2001; Namwat et al. 2002). La L-lisina gracias a la actuaciéon de la L-lisina 2-
aminotransferasa, VisA, es convertida en 2-ceto-6-aminocaproato. Este de forma
espontanea se cicla para dar 'A-piperideina-2-carboxilato. Este compuesto es precursor

del 3-hidroxipicolinico (3-HPA) constituyente del antibidtico virginiamicina.

A continuacion se describen las diferentes rutas descritas para el catabolismo de L-

lisina en distintos organismos:

3.1 Catabolismo de lisina en plantas y animales.

Trigo, maiz y cebada fueron las primeras plantas donde se demostro el
catabolismo de lisina a partir de ensayos realizados con '*C-lisina, demostrandose que el
C se incorporaba en a-aminoadipato y glutamato (Sodek & Wilson 1970; Brandt
1975), lo que sugeria que la ruta de degradacion tenia lugar via sacaropina. Esta ruta es
similar a la descrita en hongos para la sintesis de lisina. En el primer paso de la reaccion
tiene lugar la condensacion de una molécula de lisina con una de a-cetoglutarato para

formar una molécula de sacaropina. En el siguiente paso de la reaccion se forma el
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semialdehido del 2-aminoadipato junto con una molécula de glutamato (Figura 1.2). Los
dos primeros pasos enzimaticos estan catalizados por la lisina a-cetoglutarato reductasa
(LKR; EC 1.5.1.8) y la sacaropina deshidrogenasa (SDH; EC 1.5.1.9), identificadas y
estudiadas en diferentes especies de plantas como Phaseolus, Arabidopsis, Zea mays,
etc (Azevedo et al. 1997). Se trata de un polipéptido bifuncional con dominios
separados, un dominio Ct-SDH, un dominio Nt-LKR y un interdominio de
aproximadamente 100 residuos (Sabine Epelbaum et al. 1997). Las propiedades
bioquimicas, de este polipéptido varian de una especie a otra. A través de estos dos
pasos enzimaticos tiene lugar la transaminacion del grupo e-amino de la lisina al a-
cetoglutarico originando una molécula de glutamato (Figura I.3). Una segunda molécula
de glutamato se genera gracias a la a-aminoadipato aminotransferasa, en esta reaccion el
grupo o-amino del esqueleto de lisina es transferido desde el 2-aminoadipato al o-
cetoglutarato (Arruda et al. 2000). A lo largo de estos dos pasos, los grupos amino de la
lisina son utilizados para sintetizar dos moléculas de glutamato. El esqueleto carbonado

de la lisina puede destinarse hacia la produccion de glutamato via Ciclo de Krebs.

| | |

L-lisina

HoN a]
cetoglutarato
@
— 0
a]

AH sacaropina Glut

2-aminoadipato semialdehido

Figura 1.3: Ruta de degradacion de L-lisina en plantas. Las enzimas indicadas son lisina-cetoglutarato
reductasa (LKR) y sacaropina deshidrogenasa (SDH). El semialdehido del 2-aminoadipato gracias a la
deshidrogenasa del semialdehido del 2-aminoadipato y una aminoadipato aminotransferasa dara lugar a a-
cetoadipato, que finalmente sera degradado a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Por otro lado,

el semialdehido del 2-aminoadipato puede orginar pipecolato.

Zacharius y colaboladores (1954) identificaron acido L-pipecolico en frutos y
semillas de leguminosas. Posteriomente, se desarrollaron trabajos que describian la

presencia de este acido en diferentes compuestos procedentes de plantas, por ejemplo,
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4- y 5-hidroxipipecolico, 4-ceto y 4-aminopipecolico (Fowden 1964). La funcion de
dichos compuestos junto con la del pipecolato en el metabolismo de plantas no esta
clara.

Las enzimas SDH y LKR se han descrito en animales y hongos, manteniendo
unas caracteristicas generales. La ruta de la sacaropina es la via principal de
degradacion de L-lisina en mamiferos (Markovitz & Chuang 1987; Papes et al. 1999).
El polipéptido LKR/SDH se ha detectado en tejidos de mamiferos, principalmente en
higado y rifiones (Markovitz et al. 1984; Papes et al. 1999), donde la lisina se convierte
en cuerpos cetonicos. Chang Y. E (1978) demostréd que en ratas la principal ruta de
degradacion de L-lisina tiene lugar via pipecolato. Se ha observado (Rao et al. 1992;
Papes et al. 2001) que en el sistema nervioso de ratas embrionarias la ruta principal de
degradacion de L-lisina es via sacaropina, disminuyendo su actividad en el cerebro
durante el desarrollo y pasando a ser la principal en higado.

En humanos la ruta principal de degradacion de lisina tiene lugar via sacaropina
en la mitocondria rindiendo acetil-CoA, en cambio en los peroxisomas tiene lugar via
pipecolico. Esta ultima ruta es de menor importancia fisiologica y principalmente tiene
lugar en el cerebro. La existencia de otras dos rutas, via acetilisina y el ciclo lisina-urea,
no estan demostradas (Vianey-Liaud et al. 1991).

En Trichoderma viridiae se ha descrito la actividad lisina a-oxidasa que
produce el acido a-ceto-g-aminocaproato. (Kusakabe et al. 1980), a partir de la L-lisina.

El catabolismo de lisina en plantas podria estar implicado en la regulacion de la
homeostasis de lisina, como sugieren estudios realizados en Arabidopsis (Zhu et al.
2001); en el desarrollo de la planta y en respuesta a estreses abioticos. Las dos primeras
enzimas de la ruta (LKR-SDH) estan sometidas a una compleja regulacion durante el
desarrollo de la planta y bajo condiciones de estrés. Dicha regulacion implica un control
transcripcional, postranscripcional y postranslacional.

Bajo condiciones normales de crecimiento el gen LKR-SDH es el de mayor
expresion en organos florales y semillas en desarrollo (Kemper et al. 1998; Kemper et
al. 1999). Ensayos de hibridacion in situ, sugieren que este polipéptido se esta
expresando en embriones en desarrollo y en las capas externas del endosperma, en
Arabidopsis (Tang et al. 1997; Tang et al. 2000). En maiz tendria lugar
predominantemente en capas externas del endosperma. En el endosperma de maiz y

semillas de tabaco, la actividad del polipéptido LKR-SDH estd temporalmente
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coordinada con la acumulacién de proteinas de reserva y la entrada de nitrogeno en la
semilla (Arruda & Silva 1983; Tang et al. 1997). La expresion del polipéptido esta
mediada por el factor de transcripcion Opaque 2, que a su vez controla algunas clases de
genes conocidos como “zein storage protein”. La expresion de estos ultimos, a su vez,
esta coordinada con la biosintesis de lisina durante el desarrollo de la semilla. Asi, el
factor de transcripcion Opaque 2, a través del polipeptido LKR-DSH, estaria regulando
los niveles de lisina libre durante el desarrollo de la planta.

Otro tipo de regulacién es a nivel postraduccional donde estaria implicado el
Ca" intracelular y una cascada de fosforilacion/desfosforilacién proteica (Karchi et al.
1995). Mediante una serie de ensayos realizados in vitro se ha establecido la hipodtesis
de que la actividad LKR estd negativamente regulada a través de la subunidad SDH,
donde la regidon que une ambos dominios juega un papel esencial en su regulacion
(Kemper et al. 1999; Galili et al. 2001). En maiz, la lisina acumulada podria favorecer el
estado de fosforilacion de LKR, via casein quinasa, y asi estimular su propia
degradacion (Miron et al. 1997). La fosforilacion de LKR provocaria un cambio
conformacional que dejaria expuesto su domino catalitico, permitiendo la union del
sustrato (Kemper et al. 1998).

La region cromosémica que codifica el polipéptido LKR-SDH es larga y
compleja (26 exones en maiz y 25 en Arabidopsis) (Epelbaum 1997; Kemper 1999). En
Arabidopsis se han identificado dos péptidos SDH y LKR (Tang et al. 1997; Tang et al.
2000). La expresion de la enzima monofuncional SDH se regula por un promotor
localizado en la region que codifica LKR/SDH. LKR se expresa bajo dos mecanismos
distintos. Uno de ellos supone una poliadelinacion interna de uno de los intrones de la
region que une ambos dominos. Las subunidades LKR y SDH presentan una actividad
optima a distintos pHs, 6 y 7, respectivamente. Esto supone que en el citosol la
subunidad SDH estaria funcionando por debajo del pH 6ptimo. La presencia de una
subunidad alternativa podria explicar la existencia de una actividad SDH adicional
(Galili et al. 2001).

Galili y colaboradores (Galili 2002) propusieron la existencia de dos flujos
metabolicos para el catabolismo de L-lisina en plantas. Uno de ellos estaria regulado y
operaria en tejidos donde la forma bifuncional LKR/SDH predomina, y otro, muy
eficiente, que tendria lugar en tejidos donde la enzima monofuncional LKR es

mayoritaria. Esto estaria en relaciéon con la doble funcionalidad de la ruta del
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catabolismo de lisina, controlar la homeostasis de lisina y regenerar glutamato. La
produccion de LKR-SDH, tendria lugar mayoritariamente en tejidos donde los niveles
de lisina deben estar estrechamente regulados, por ejemplo, semillas o flores en
desarrollo, para prevenir la toxicidad debida al acumulo de éste aminoécido. En tejidos
senescentes o en situaciones de estrés, la presencia de LKR monofuncional puede ser
crucial para asegurar una rapida conversion de lisina en glutamato.

En animales, la ruta de la sacaropina estd implicada en el desarrollo y
proliferacion celular. La enzima bifuncional LKR-SDH ha sido detectada en embriones
durante el desarrollo del sistema nervioso central (Rao et al. 1992). El aminoécido L-
lisina es el principal precursor en la sintesis de novo de glutamato en el sistema nervioso
central de mamiferos (Papes et al. 2001). Alteraciones en el catabolismo de L-lisina en
humanos provoca una enfermedad conocida como hiperlisinemia, asociada con retraso
mental (Woody 1964; Markovitz et al. 1984). Las hiperlisinemias de tipo I se
caracterizan porque el paciente carece del polipéptido LKR/SDH. No obstante, en
individuos con hiperlisinemias de tipo II se ha observado la acumulacion de sacaropina
sugiriendo la inactivacion de la subunidad SDH (Markovitz & Chuang 1987). Aunque
la ruta de la sacaropina es la principal en mamiferos, determinados desordenes clinicos
(acidemia hiperpipecolica) asociados a anormalidades neuronales (Thomas et al. 1975)
sugieren un papel importante de la ruta del pipecolato en el catabolismo de lisina en
humanos. La principal caracteristica de este sindrome es la carencia de peroxisomas en
el higado y en rinén (Schutgens et al. 1986). La actividad pipecolato oxidasa se ha
demostrado en higado de seres humanos (Wanders et al. 1988; Mihalik et al. 1989).

En levaduras se ha observado que el a-aminoadipato-6-semialdehido esta
implicado en la activacion de la transcripcion de genes dependientes de Lysl4-
implicados en la biosintesis de lisina. Se postula un mecanismo similar en plantas donde
este compuesto actuaria regulando la expresion de genes implicados en el metabolismo
de lisina, asi como, en el crecimiento y desarrollo. En animales, el aminoacido
glutdmico actia en la comunicacion celular a nivel del sistema nervioso central, a su
vez, es requerido para un normal desarrollo de la sinapsis. En plantas se han encontrado
receptores de este aminoacido con una alta similitud de secuencia con los descritos en
animales. Se ha llegado a especular que el glutamato podria haberse preservado durante
la evolucidon como un aminodcido bioldgicamente activo actuando en el desarrollo y

comunicacion celular. Desde este punto de vista, la ruta de la sacaropina, adquire un
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significado especial, ya que puede llegar a producir al menos dos moléculas de

glutamato a partir de una molécula de lisina (Arruda et al. 2000).
3.2 Catabolismo de lisina en hongos y levaduras.

El catabolismo de lisina en levaduras es mas complejo ya que existen especies
que usan este aminodcido exclusivamente o como fuente de nitrogeno (Rhodotorula
glutinis o Hansenula saturnus), o como fuente de carbono (S. cerevisiae).

De las 28 especies de levaduras estudiadas se han identificado dos rutas de
degradacion que dividen a estos organismos en tres grupos en funcion del primer paso
enzimatico que tenga lugar. En un primer grupo de organismos el primer paso
enzimatico rinde a-aminoadipato-d-semialdehido, compuesto que estd en equilibrio con
' A-piperideina-6-carboxilato. Este paso enzimatico estd catalizado por la L-lisina 6-
aminotransferasa. En R. glutinis esta enzima puede usar como aceptor del grupo amino
tanto a-cetoglutarato como piruvato. Sin embargo, en Candida albicans, capaz de
utilizar la lisina como fuente de carbon y nitrégeno, acumulando grandes cantidades
intracelulares del compuesto 6-semialdehido del 2-aminoadipato, o en Kluyveromyces

marxianus, este paso estd catalizado por la L-lisina e-deshidrogenasa (Hammer et al.

1991), (Figura 1.4).
HEIL/;I\COOH CETOGLUTARATO

HoH
. GLUTAMATO
L-Lisina
LAT
HAD  HADH +H*
P6CDH ;L
COOH HyH COOH
LYS 6-DH
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HyHl COOH
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Figura 1.4: Distintos pasos enzimaticos de conversion de L-lisina en 2-aminoadipato. Las enzimas
indicadas son Lisina 6-deshidrogenasa (LYS 6-DH), Lisina 6-aminotransferasa (LAT) y A'-piperideina-6-
carboxilato deshidrogenasa (P6CDH).
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El segundo grupo degradativo tiene lugar a través de intermediarios acetilados
(Figura 1.5). En N. crassa, S. cerevisiae o H. saturnus, se ha observado la acumulacién
de L-g-N-acetil-lisina marcada con '*C, procedente de '*C-lisina. A partir de este
compuesto se obtiene O-acetoamidovalerato que se produciria via a-hidroxi-¢-
acetamidohexanoico (Schweet et al. 1954; Rothstein 1965; Guengerich & Broquist
1976). En algunas especies el primer paso de la ruta estaria catalizado por la lisina N°-

acetiltransferasa, paso que iria seguido de la perdida de un grupo a-amino.

D- ].i‘;ill‘] I — - ].i-;i.ln

et M)\ 7777777 ACNH\—/\/\‘/K\
4’*

L-N%- Acetil lisina

D-ME-Acetil hsma
ceto-IM-Ac Hexancate ———  OH-IT-Ac Hexanoato

l |

M-Ac-YValerato OH-IMHz Hexanoato
MHz-Valerato  ------- -~ Glutéarico

Figura I.5: Ruta propuesta para el catabolismo de L-lisina, a partir de intermediarios acetilados.

En Nerurospora crassa (Schweet et al. 1954; Meister et al. 1957; Guengerich &
Broquist 1976) se ha observado la conversion de L-lisina en L-pipecolato (Figura 1.6),
aunque no se ha podido demostrar la formacion de 2-aminoadipato a partir de L-lisina o
L-pipecolato. En este organismo se ha descrito una via mayoritaria de conversion de L-
lisina en D-lisina, y viceversa, que iria via pipecolato (Fangmeier & Leistner 1980), no
obstante, no se descarta la existencia de una lisina racemasa descrita en numerosos

organismos.
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WH3
OH
L-lisina MH7
l@
1-FiperdemaZ -carboxlato -
@
I

ey 2
L-pipecolato ©OH

Figura 1.6: Ruta de catabolismo de L-lisina propuesta en N. crassa 'y Rasltonia leguminicola, esta

ultima descrita mas adelante.

3.3 Catabolismo de lisina en bacterias.

Dentro de este grupo de organismos existe una gran variabilidad de rutas para el
catabolismo de lisina, teniendo incluso que distinguir entre aerobiosis y anaerobiosis.
Muchas de las rutas aqui descritas se analizaran con mas detalle en el apartado dedicado
a Pseudomonas.

Una primera via de degradacion es la ruta monooxidativa. Tiene lugar mediante
una decarboxilacion oxidativa catalizada por la lisina 2-monooxigenasa, cuyo producto
de la reacciébn es O-aminovaleramida. Este compuesto es transformado en 6-
aminovalérico gracias a una amidohidrolasa. Esta ruta ha sido descrita en distintas
especies del género Pseudomonas, y se analizara con mayor profundidad en el apartado
dedicado a Pseudomonas.

Otra via de degradacion de L-lisina tiene lugar gracias a la enzima L-lisina 6-
aminotransferasa que cataliza la transaminacion del grupo e-amino de la L-lisina a una
molécula aceptora de a-cetoglutarato. El producto de la reaccion es el a-semialdehido-
2-aminoadipato, que se encuentra en equilibrio con la ' A-piperideina-6-carboxilato. Esta
actividad ha sido descrita en Flavobacterium sp (Yagi et al. 1980; Fujii et al. 2000);
Achromobacter liguidum o Pseudomonas, entre otros.

La racemizacion del aminoacido lisina, gracias a una lisina racemasa, parece
darse en numerosas bacterias de distintas familias, Pseudomonadaceae, Enterobacterias,
Lactobacterias, Corinebacterias, etc (Huang & Davisson 1958). La degradacion del

aminoacido D-lisina se describe en el apartado dedicado a Pseudomonas.

18



Introduccion

En Rasltonia leguminicola la degradacion del aminodcido L-lisina tiene lugar
via pipecolato (Guengerich & Broquist 1973; Guengerich & Broquist 1976) siguiendo
la misma ruta que la propuesta en N. crassa. En este organismo se ha descrito la
presencia de una lisina racemasa, que permite la conversion de D-lisina en L-lisina
(Guengerich & Broquist 1973), y viceversa. En la ruta de degradacion de D-lisina este
aminoacido es convertido en D-g-N-acetil-lisina, que via a-ceto-g-acetamida-hexanoico,
es convertido en d-acetoamidovalerato (Figura L.5).

En Bacillus sphaericus se ha descrito la transaminacién del grupo a-amino de la
D-lisina a piruvato rindiendo 'A-piperideina-2-carboxilato. Este compuesto es la forma
ciclica del a-ceto-g-aminocaproato (Soda et al. 1974; Yonaha et al. 1975).

Distintas bacterias, entre ellas Streptomyces sp. y Pseudomonas aeruginosa,
degradan L-lisina hasta CO, y H,O via cadaverina (Madduri et al. 1989; Rius &
Demain 1997). La conversion de lisina en cadaverina estd cataliza por la lisina
descarboxilasa.

Las descarboxilasas en E. coli han adquirido un significado especial gracias a
sus propiedades fisiologicas. Este tipo de enzimas se clasifican en dos grupos
independientes. Por un lado, las denominadas biosintéticas. Este conjunto de enzimas
son constitutivas y poseen un bajo nivel de expresion. Lisina descarboxilasas
constitutivas se han purificado en Selenomonas ruminantium (Kamio & Terawaki
1983; Takatsuka et al. 2000), anaerobio estricto Gram negativo, E. coli (Kikuchi et al.
1997; Lemonnier & Lane 1998) y Bacterium cadaveris (Soda & Moriguchi 1969).

En S. ruminantun esta enzima posee la misma afinidad por lisina que por
ornitina, presentando homologia con las ornitina descarboxilasas de eucariotas
(Takatsuka et al. 2000). En E. coli esta enzima estd codificada por el gen ldc
(Lemonnier & Lane 1998), es activa a pH entre 6 y 8, y termosensible (Goldemberg
1980; Kikuchi et al. 1997; Lemonnier & Lane 1998). El promotor /dc es muy débil
permitiendo una baja expresion del gen. El gen /dc podria estar sometido a diferentes
niveles de regulacion, ya que, los ARNm que se han encontrado son muy cortos,
indicando una rapida degradacion o una terminacion prematura de éste. A su vez,
determinadas mutaciones que dan lugar a de cepas resistentes a S-aminoetil-L-cisteina,
un anélogo de L-lisina, provocan un aumento en la expresion de este gen sugiriendo la
presencia de un posible represor (Kikuchi et al. 1997; Lemonnier & Lane 1998). El

hecho de que E. coli tenga una descarboxilasa constitutiva que asegure una continua
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produccion de cadaverina podria deberse a las propiedades fisioldgicas de este
compuesto. Ya que, por ejemplo, es un constituyente del peptidoglicano, encontrandose
unido covalentemente al grupo carboxilo del aminoacido D-glutdmico en diferentes
especies Gram- como, por ejemplo, Selenomonas ruminantum (Kamio et al. 1981;
Kamio et al. 1982; Kamio et al. 1986), Veillonella alcalescens (Kamio 1987),
Veillonella parvula (Kamio 1987) o Anerovirio lipolytica (Hirao et al. 2000). También,
las poliaminas, grupo al que pertenece la cadaverina, son necesarias para un adecuado
funcionamiento del ribosoma (Tabor & Tabor 1985).

El segundo tipo de descarboxilasas es el conocido propiamente como lisinas
descarboxilasas. Estas son inducidas por una elevada acidez extracelular (Gale 1946),
baja tension de oxigeno y concentraciones elevadas del aminoacido en cuestion (Sabo et
al., 1974). Forman parte del sistema de respuesta a tolerancia 4cida (acid tolerance
response, ATR), este sistema es bastante complejo desencadenando multiples
respuestas. Se ha descrito en bacterias que ocupan distintos nichos ecologicos sometidos
a estrés por acidos (Foster & Hall 1991), y, en ciertas ocasiones estd relacionado con
virulencia bacteriana (Miller et al. 1987). El papel de estas descarboxilasas es el de
mantener el pH interno y se describié por primera vez en E. coli, donde una arginina
descarboxilasa inducible conferia resistencia a las células de E. coli sometidas a un pH
de 2,5 (Lin et al. 1995). El gen cadA, que codifica la lisina descarboxilasa, se ha
descrito en multiples bacterias del tracto intestinal: E. coli (Auger et al. 1989; Meng &
Bennett 1992a; Meng & Bennett 1992b); Vibrio cholerare (Merrell & Camilli 1999;
Eun Rhee et al., 2002), Salmonella thypimurium (Park et al. 1996), entre otros. En E.
coli la lisina descarboxilasa, codificada por el gen cadA, cataliza la decarboxilacion del
aminoacido L-lisina, rindiendo una molécula de CO, y una molécula de cadaverina, con
el consecuente consumo de un proton, provocando un aumento de pH. CadA es activa a
5.7 y termoestable (Kikuchi et al. 1997). La cadaverina es exportada al medio
extracelular gracias a un sistema antiporter lisina/cadaverina, codificado por el gen cadB
(Auger et al. 1989; Meng & Bennett 1992b). Ambos genes se encuentran formando una
unidad transcripcional cuya expresion estd mantenida por el promotor Pg,q (Watson et al.
1992) inducido en presencia de L-lisina, anaerobiosis y/o pH acido (Neely & Olson
1996). Meng y colaboradores (Meng & Bennett 1992a) identificaron la region de dicho
promotor que podria estar sometida a regulacion por pH. A 125 pb del inicio de la

transcripcion de cadB aparece un sitio de union para un activador conocido como CadC
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(Watson et al. 1992; Meng & Bennett 1992a; Neely et al. 1994), de expresion
constitutiva, perteneciente al subgrupo ROy y en cuya estructura aparece en extremo N-
terminal con un dominio de uniéon a ADN, mientras que el Carboxilo terminal es
periplasmico (Watson et al. 1992; Dell et al. 1994). El dominio peripldsmico es el
encargado de sensar la acidez del medio y mediante un cambio conformacional en su
estructura activaria su funcion reguladora comprendida en el N-terminal, uniéndose al
promotor P4 y activando su expresion (Dell et al. 1994). Por otro lado, se ha descrito
un transportador de lisina (cadR o lysP) implicado en este sistema. LysP afecta
negativamente la expresion de cad4B en ausencia de lisina. Sin embargo, se reprime en
presencia de lisina, lo que permitiria eliminar el efecto represor de este sobre cadAB, no
habiéndose observado ningtn efecto del pH del medio sobre su expresion (Tabor et al.
1980; Popkin & Maas 1980; Shi et al. 1993; Neely et al. 1994; Neely & Olson 1996). Se
postula que en el proceso de represion de cadAB podria tener lugar una interaccion entre
LysP y CadC, proceso donde estaria implicado L-lisina (Neely et al. 1994; Neely et al.
1994; Neely & Olson 1996), no obstante, hasta el momento no se ha probado ninguna
interaccion directa entre ambas proteinas. La cadaverina actua como efector negativo de
cadBA, proceso mediado por cadC e independiente de LysP (Neely et al. 1994), y
reduce el flujo de metabolitos a través de porinas (delaVega & Delcour 1995;
Samartzidou & Delcour 1999; Samartzidou et al. 2003). El gen cadA debe tener alguna
funcién durante el proceso de division celular, ya que, es inducido por el regulador
transcripcional FlhD, implicado en la divisién celular (Pruss et al., 1997). En S.
thyphimurium se ha descrito el operon cadAB, los genes cadC'y lysP (Foster et al. 1994;
Park et al. 1996) sugiriendo un mecanismo de regulacion similar a E. coli.

Las bacterias anaerobias son capaces de fermentar aminoécidos, y en particular
la L-lisina. La degradacion de aminoacidos por microorganismos anaerobios tiene lugar,
generalmente, a través de desaminaciones oxidativas, transaminaciones y oxidaciones
de a-cetoacidos. Clostridium suterminale y C. sticklandii utilizan la lisina como la
principal fuente de energia degradandola hacia acetato, butirato y amonio. En principio,
se han descrito tres rutas mas o menos independientes (Figura 1.7). Tanto en la primera
como en la segunda se obtienen acetato y butirato, pero, mientras que en la primera la
ruptura de la molécula se produce entre el C, y C; de la molécula de lisina, en la
segunda tiene lugar entre el C4 y Cs de la misma. El tercer caso descrito implicaria la

formacion de butirato y grupos acetil (Baker et al. 1973).
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Figura 1.7: Ruta de degradacion de L-Lisina en Clostridium. En ambas rutas se obtiene una molécula
de acetato y otra de butirato a partir del esqueleto carbonado de la L-lisina. En la primera ruta la ruptura

tiene lugar entre el carbono 2 y 3 de la lisina, mientras que en la segunda se da entre el 4 y el 5.

La primera de las tres rutas ha sido la mas estudiada en Clostridium (Costilow et
al. 1966; Turner & Stadtman 1973; Baker et al. 1973; Yorifuji et al. 1977) y
Fusobacterium (Barker et al. 1982), habiéndose identificado los distintos pasos de la
ruta, asi como las enzimas implicadas. El primer paso de la ruta, catalizado por la L-
lisina 2,3-aminomutasa, produciria L-B-lisina (3,6-diaminohexanoato), que a su vez,
gracias a la L-B-lisina 5,6-aminomutasa, daria lugar a la formacion 3,5-
diaminohexanoato. A partir de éste, y mediado por la 3,5-diaminohexanoato
deshidrogenasa, se obtiene 3-ceto-5-aminohexanoato. La degradacién de este ultimo
tiene lugar mediante una reaccion enzimatica que implica una molécula de acetil-CoA.
La enzima responsable de dicha reaccion ha sido ampliamente estudiada e incluso
purificada. El producto de dicha reaccion seria: una molécula de acetoacetato, cuyo C; y
C, provienen del C;-C, del 3-ceto-5-aminohexanoato, y Cs;-Cy4 del acetilCoA, y una
molécula de L-3-aminobutirilCoA cuyos carbonos provienen de los restantes del 3-ceto-
5-aminohexanoato. En C. subterminale se ha descrito la enzima encargada de llevar a
cabo la deaminacion del L-3-aminobutiril-CoA hacia crotonil-CoA. Se piensa que este
ultimo compuesto daria lugar a butiril-CoA a través de una reaccion enzimatica no
identificada. Este reaccionaria con acetoacetato para dar butirato y acetoacetil-CoA.
Este ultimo es convertido en acetato via acetil-CoA y acetilfosfato.

La segunda posibilidad para la degradacion de L-lisina se especula que tendria
lugar mediante la previa conversion en D-lisina. Sin embargo, estudios mas rigurosos
han de llevarse a cabo puesto que esta ruta supone todavia una incédgnita.

Dohner y colaboradores (Dohner & Cardon 1954) aislaron dos cepas de E. coli

de rumen bovino, observando su capacidad de fermentar L-lisina hasta butirato y
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acetato en una proporcion 1:1. Esto ocurria siempre que dichas cepas fueron inoculadas

juntas a partir de un cultivo ya crecido.

3.4 Catabolismo de L-lisina en Pseudomonas.

Las diferentes especies de Pseudomonas son capaces de utilizar el aminoacido
L-lisina como fuente de carbono y/o nitrogeno (Chang & Adams 1977; Espinosa-Urgel
& Ramos 2001).En el caso de P. putida, P. fluorescens, P. multivorans o P. aeruginosa,
si bien, esta ultima presenta un tiempo de duplicacion en fase exponencial muy largo
(Fothergill & Guest 1977). Sin embargo, no sélo son capaces de degradar la L-lisina,
sino que tambien su isdémero D-lisina, aunque dicha capacidad en algunas ocasiones esta
mantenida en un plasmido (Cao et al. 1993). Existe una interconexion entre ambas rutas
a nivel de la lisina racemasa. Las rutas de degradacion de L-lisina en P. aeruginosa o P.
putida se describieron en la década de los setenta a nivel bioquimico, no obstante, hasta
el momento no se sabia nada acerca de los genes implicados en el catabolismo de lisina.

Como se muestra en la Figura 1.8, existen varias rutas operativas para el

catabolismo de lisina que se describen a continuacion.
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Figura 1.8: Esquema de las rutas de degradacion de L-lisina propuestas en Pseudomonas. Los

distintos pasos enzimaticos se describen con mas detalle en el texto.
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a) Catabolismo de lisina: Ruta monooxigenasa y de la cadaverina.

Como se observa en la Figura 1.8 ambas rutas comparten unas caracteristicas
comunes: descarboxilaciéon del grupo carboxilico de la lisina y produccion de un
compuesto intermediario, d-aminovalérico, donde convergen ambas. En estos primeros
pasos se captura un grupo —NH; de la lisina. En la ruta de la cadaverina (Figura 1.9):
tiene lugar a nivel de la cadaverina aminotransferasa, enzima que transfiere el grupo —
NH; de la cadaverina a una molécula de a-cetoglutarato rindiendo un compuesto ciclico,
1-piperideina, este a su vez, por la accion de la piperideina dehisdrogenasa da lugar a o-

aminovalérico.

o]

|
Hal /\/\)\

L-LISINA

OH

CO3
kG Gy MAD+ MADH
HzM R N I}
CHy A A
AN 2 3
NHz N OH
CADAVERINA PIPERIDEINA AMINOVALERICO

Figura 1.9: Ruta propuesta para el catabolismo de lisina. Ruta de la cadaverina. Las enzimas
implicadas en los distintos pasos de la ruta son: L-Lisina descarboxilasa (1) E.C:4.1.1.18; Cadaverina

aminotransferasa (2) y 1-Piperideina deshidrogenasa (3).

En la ruta de la monooxigenasa (Figura 1.10), la lisina 2-monooxigenasa es la
responsable de la descarboxilacion oxidativa de la lisina rindiendo d-aminovaleramida;
¢ésta a su vez sufre una desaminacion formandose el acido d-aminovalérico, paso
catabolizado por la enzima §-aminovaleramida amidohidrolasa (Reitz & Rodwell 1970).
El acido o-aminovalérico es metabolizado por Ila enzima O6-aminovalerato
aminotransferasa, codificada por el gen davT. Esta reaccion implica la transaminacion
del segundo grupo —NH; al a-cetoglutarato. El resultado de dicha reaccion es el
semialdehido del acido glutarico, el cual, bajo la acciéon de una deshidrogenasa
codificada por el gen davD, da lugar a 4cido glutarico. Este sera oxidado hasta CO, y
H,O a través del Ciclo de Krebs. Al inicio de esta tesis los genes davD y davT eran los
unicos descritos en el catabolismo de lisina en Pseudomonas. Mutantes afectados en los

genes davD-davT son incapaces de catabolizar el acido 6-aminovalérico (Espinosa-
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Urgel & Ramos 2001), mostrando la ausencia de rutas alternativas para el catabolismo

de dicho acido.
o]
/\/\\ J\
Har
2 az OH
Oz L-LISINA
O]
{0}
o]
J\ HaO MH3 o
HzN/\/\\a MzH —“E)A» : w _____ = GLUTARICO
2

AMINOVALERAMIDA AMINOVALIRICO

Figura 1.10: Ruta de degradacién de L-Lisina. Las enzimas implicadas en los primeros pasos de la ruta
oxidativa son: (1) L-Lisina 2-monooxigenasa (EC. 1.13.12.2) y (2) 5-aminovaleramida amidasa (EC.
3.5.1.-).

A pesar, de que ambas rutas existen en Pseudomonas parece haber una
preferencia por una u otra via en las distintas especies, pudiendo incluso coexistir ambas
(Tabla 1.1). En P. aeruginosa la ruta de la cadaverina es la ruta principal para el
catabolismo de lisina, no detectandose actividad de la enzima lisina monooxigenasa
(Fothergill & Guest 1977). En P. aeruginosa la cadaverina se usa como fuente de
carbono de un modo mas eficiente que la lisina (Fothergill & Guest 1977; Rahman &
Clarke 1980). Mientras que por el contrario, en determinadas cepas de Pseudomonas
putida (Miller & Rodwell 1971b; Fothergill & Guest 1977) la L-lisina parece ser
degradada principalmente a través de la ruta de la monooxigenasa, detectindose
actividad lisina descarboxilasa en algunas cepas. En el caso de P. fluorescens ambas
rutas estan presentes, sin que se observe una preferencia por alguna de las dos (Friede &

Henderson 1976; Fothergill & Guest 1977).
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Tabla 1.1: Actividades enzimiticas y vias de catabolismo de lisina en diferentes especies de

Pseudomonas.
Lisina . . .
Lisina L-lisina 6- Lisina L
Organismo  descarboxilas . . Ruta principal
monooxigenasa aminotransferasa racemasa
a
P. flurescens'? ++ +++ +- + Cadaverina/monooxigenasa/racemasa
P. putida .
- +++ ? 7 Monooxigenasa
KT2440
P. putida .
] - ++ +- 7 Monooxigenasa
ATCC12633
P. putida ) )
. - ++ + 7 Monooxigenasa/aminotransferasa
ATCC17472
P. aeruginosa )
. ++ - + 7 Cadaverina
PACI
P. multivorans' +- - + 7 aminotransferasa/racemasa ?
P. syringae ) .? &? 7 Sin determinar

"(Fothergill & Guest 1977).
%(Friede & Henderson 1976). +: actividad presente; +-: presente pero minoritaria; -: ausente; (-): no aparece ningun

gen homologo y la actividad no ha sido analizada.

b) Catabolismo de L-lisina: Ruta de la D-lisina y/o L-pipecolato.

Existen otras dos vias alternativas descritas en Pseudomonas que convergen en
la ruta del catabolismo del acido pipecolico. Una de ellas tiene lugar a través de la
enzima lisina 6-aminotransferasa, la cual actua directamente sobre L-lisina rindiendo
piperideina-6-carboxilato, un intermediario ciclico del catabolismo del 4cido pipecdlico.
Por otro lado, Pseudomonas es capaz de degradar D-lisina a través de la ruta del acido
pipecolico o bien mediante la lisina racemasa dando lugar a L-lisina. La enzima lisina
racemasa es reversible pudiendo catalizar la reaccion de racemizaciéon en uno u otro
sentido. La capacidad de P. putida para utilizar ambas formas isoméricas de la lisina
como fuente de carbono ha permitido preguntarse si existe una ruta predominante de
degradacion, donde la lisina racemasa permitiria la interconversion del aminoacido, o si
por el contrario ambas rutas son independientes. Sin embargo, aunque dicha enzima se
detecta en el medio extracelular su actividad no parece ser suficiente como para soportar
el crecimiento, ya que mutantes afectados en la ruta de la L-lisina son incapaces de

catabolizar L-lisina (Chang & Adams 1974). Si bien, permitiria cierta conexién como
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refleja los efectos de induccion de la L-lisina sobre determinadas enzimas de la ruta de
la D-lisina.

En Pseudomonas oleovorans la racemasa junto con las enzimas de la ruta de la
D-lisina se encuentran localizadas en un plasmido llamado OCT (Cao et al. 1993). La
eliminacion de este plasmido, supone la pérdida de la capacidad de catabolizar D-lisina,
asi como, una reduccion en el transporte de dicho aminoacido. Esto sugiere que en
dicho plasmido no sélo se encuentran los genes de la ruta de la D-lisina, sino también,
un transportador especifico de la misma.

La ruta para el catabolismo del acido pipecolico ha sido ampliamente estudiada
en Pseudomonas. Estudios realizados con pipecolato marcado con '*C (Rao & Rodwell
1962) en P. putida mostraron la acumulacion de a-aminoadipato y glutamato marcado
con "C. El a-amino(6-"*C)adipato rendia un 80% de (6-'*C)glutamato, verificando la
via propuesta para el catabolismo del 4cido pipecolico, no obstante, la deteccion de un
11% de (1-'"*C)glutamato sugiere la existencia de una ruta alternativa aunque

minoritaria (Perfetti et al. 1972).
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Figura I.11: Ruta de degradacion de lisina. Ruta del pipecolato y de la enzima 6-aminotransferasa.
Las enzimas implicadas en los pasos de la ruta son: (2) 'A-piperideina-2-carboxilato reductasa (EC,
1.5.1.-); (3) L-pipecolato deshidrogenasa (EC, 1.5.99.3); (4) ' A-piperideina-6-carboxilato deshidrogenasa
(EC, 1.5.1.-); (5) L-lisina 6-aminotransferasa (EC, 2.6.1.36). A su vez la lisina racemasa (EC, 5.1.1.5)

permite la conversion de D-lisina en L-lisina y viceversa.
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Hasta el momento, poco se sabe acerca de los mecanismos de regulacion que
controlan las rutas del catabolismo de lisina. La L-lisina y el acido pipecolico inducen,
no so6lo las enzimas del catabolismo de la L-lisina, tales como pipecolato oxidasa, lisina
oxidasa o d-aminovaleramidasa, sino también, el transporte de ambas. Analisis de la
incorporacion de '*C-lisina a la fracciéon proteica muestran que el catabolismo del
mismo estd siendo principalmente usado como fuente de carbono y/o nitrogeno (Miller
& Rodwell 1971b).

A nivel de la ruta monooxidativa existe induccion de las actividades enzimaticas
de las enzimas lisina oxigenasa y 5-aminovaleramidasa por parte de la L-lisina (Chang
1977), de la 6-aminovalerato aminotransferasa por parte del 6-aminovalerato, y de la
deshidrogenasa del semialdehido del acido glutarico por parte del glutarato.

En la ruta del pipecolato, tanto la D-lisina como la L-lisina, inducen la 'A-
piperideina 6-carboxilato deshidrogenasa y la pipecolato deshidrogenasa. Si bien, en
presencia de un inhibidor de la lisina racemasa, tan sélo la 'A-piperideina 6-carboxilato
deshidrogenasa es inducida por L-lisina. También, destacar el excelente papel inductor
del pipecolato sobre la pipecolato oxidasa (Payton 1982).

En P. aeruginosa el catabolismo de lisina presenta ciertas diferencias con
respecto a P. putida. P. aeruginosa, la capacidad de degradar la L-lisina via cadaverina
es limitada (Denis et al. 1977; Fothergill & Guest 1977), habiéndose detectado solo
bajos niveles de lisina descarboxilasa. Rahman y Clarke (Rahman & Clarke 1980)
sugirieron la presencia de un gen regulador, [yuR, que controlaria la expresion de la
lisina descarboxilasa y una permeasa de lisina, ya que es posible aislar mutantes capaces
de usar la lisina de una forma constitutiva. Similares resultados se han obtenido en F.
coli, donde una mutacion puntual en el gen /ysP provoca la represion del transportador
general de aminoacidos basicos (LAO), del transportador especifico de lisina y la
desrepresion de la lisina descarboxilasa (Popkin & Maas 1980). El gen /ysP codifica
una permeasa de lisina (Steffes et al. 1992), desconociéndose hasta el momento el
posible papel regulador de esta proteina.

Las enzimas restantes de la ruta de la cadaverina, cadaverina aminotransferasa y
'A-piperideina deshidrogenasa, se regularian de forma independiente a la lisina

descarboxilasa, siendo inducidos por cadaverina.
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4. TRANSPORTE DE AMINOACIDOS BASICOS EN BACTERIAS.

Los sistemas de transporte de aminoacidos son ubicuos en el conjunto de seres
vivos, apareciendo tanto en eucariotas como en procariotas. Puesto que los aminoacidos
pueden ser utilizados en el catabolismo, en la sintesis proteica y/o en la transduccion de
sefales. El transporte de un inico aminoacido esta mediado por multiples sistemas con
distinto grado de especificidad (Oxender 1972). En general las bacterias poseen
transportadores de alta afinidad especificos para un aminoacido o una familia de
aminoacidos relacionados estructuralmente, y, transportadores generales de
aminoacidos.

A continuacidon se describen los distintos sistemas de transporte implicados

segun la organizacion propuesta por Busch y Saier (2002):

Canales o poros: Implicados en procesos de difusion pasiva en los que el sustrato
atraviesa la membrana a través de un poro o canal sin que haya asociado un gasto de
energia. Dentro de esta clase nos encontramos las porinas. Estas proteinas se encuentran
en la membrana externa formando laminas [ antiparalelas conocidos como barriles f3
(Hancock & Brinkman 2002). A su vez, las porinas se dividen en distintas familias. Por
su interés en el transporte de lisina cabe destacar en P. aeruginosa OprD2, directamente
implicada en el transporte de aminoacidos basicos y péptidos de pequeio tamafio que
contienen estos aminoacidos (Trias & Nikaido H. 1990). Esta proteina esta regulada por
multiples sistemas que implican a MexT, salicilato y represion por catabolito (Kohler et
al. 1997; Ochs et al. 1999). Se activa por arginina/ArgR y otra serie de aminoacidos que

acttian como fuente de carbono y/o nitrogeno (Ochs et al. 1999).

Transportes energizados por potencial electroquimico. Se trata de un sistema de
transporte secundario ya que la energia utilizada para el mismo estd acoplada a la fuerza
proton motriz o sodio motriz. Generalmente presentan una estereoespecificidad estricta.
En Corynebacterium glutamicum, bacteria Gram +, se ha descrito un sistema de
transporte altamente especifico para lisina con una K;, de 10 uM (Broer & Kramer
1991). Se trata de un sistema de intercambio de lisina o “antiporte”. Cuando existe una
demanda de lisina intracelular, este sistema actua intercambiando valina, alanina o

leucina intracelular por lisina extracelular. Cuando se alcanza una concentracion
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intracelular de lisina Optima, actia intercambiando lisina-lisina sin que exista un
transporte neto (Broer & Kramer 1991; Burkovski & Mer 2002). El transportador de
lisina estd codificado por el gen /lysl, y posee un alto grado de similitud con el
“antiporter” lisina-arginina (Seep-Feldhaus et al. 1991). En ocasiones, C. glutamicum
puede transportar péptidos ricos en lisina al medio intracelular, provocando que la
concentracion en el interior celular de este aminodcido sea alta, puesto que carece de las
enzimas necesarias para catabolizarlo. Esto origina que se active un sistema de
translocacion de este aminoacido al exterior celular (Erdmann et al. 1993). El
translocador de lisina esta codificado por el gen lysE (Vrljic et al. 1995; Vrljic et al.
1996), en sentido 5 se encuentra su regulador transcripcional /ysG encargado de activar
la transcripcion de lysE, ambos genes se transcriben en sentido opuesto existiendo
solapamiento de la regiéon promotora (Bellmann et al. 2001). Los aminoécidos L-lisina,
L-arginina, L-histidina y/o L-citrulina son requeridos para la expresion de lysE, sin
embargo, este sistema solo excreta lisina o arginina (Bellmann et al. 2001). La K, de
LysE para el aminoacido L-lisina es tres veces mayor que la del transportador Lysl
(Broer & Kramer 1991). Hasta el momento no se ha descrito ningin sistema de

exportacion de aminoacidos basicos en otras bacterias.

Transportadores primarios. Encargados del transporte activo que suele ir en contra de
gradiente, usando para ello una fuente primaria de energia. Dentro de esta clase se
encuentran los sistemas de tipo ABC, acoplados a la hidrolisis de grupo fosfato.

Los sistemas de transporte de tipo ABC (ATP binding cassette) estan
ampliamante extendidos en el conjunto de seres vivos. Presentan una organizacion
tipica constituida por: una o dos proteinas integrales de membrana (permeasas), una
proteina periplasmica (o lipoproteian en Gram +) de unién a sustrato y una o dos
proteinas de unién a ATP, encargadas de llevar a cabo la hidrdlisis de la misma. (Tam &
Saier 1993; Saurin & Dassa 1994). Los genes que codifican estos componentes
frecuentemente se disponen formando un operén (Higgins 1992).

La proteina de union a ATP es el componente mas conservado (Ames et al.
1990) y constituye el elemento energizador del sistema de transporte ya que posee un
dominio de unién a ATP y/o de hidrélisis del ATP, se trata de una region de unos 200
aminodcidos que posee dos sitios conservados que constituyen este dominio. Se trata de

proteinas hidrofilicas localizadas en la cara citoplasmatica de la membrana asociados a
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componentes de la membrana (Young & Holland 1999). Pueden presentarse formando
homo, hetero o pseudodimeros. Las medidas in vivo de la estequiometria de la hidrdlisis
de moléculas de ATP por molécula de sustrato transportado indican un valor de 2
(Mimmack et al. 1989) sugiriendo la existencia de dos subunidades ATPasa por
complejo de membrana. Aunque existe cierta variabilidad al respecto.

La proteina de union a sustrato es el componente de mayor especificidad del
sistema, siendo la mas abundante y con una elevada afinidad por el sustrato (di Guan et
al. 1988). En algunas ocasiones existe mas de una proteina peripladsmica capaz de
interaccionar con el complejo de membrana (Adams et al. 1990).

Las proteinas integrales de membrana suelen presentar seis segmentos
transmembranas (hélices a hidrofobicas) separadas por fragmentos hidrofilicos. Se trata
del componente menos conservado del sistema de transporte. No obstante, se ha podido
definir un dominio conservado de 90 aminoacidos en el extremo carboxilico terminal
conocido como lazo EAA (Saurin & Dassa 1994). Podria tratarse de la zona de unién de
esta proteina con el dominio ABC (Mourez et al. 1997).

En bacterias Gram negativas se han descrito varios transportadores activos para
lisina: un sistema general de transporte de aminodcidos basicos (lisina, arginina y
ornitina) y uno especifico para lisina, descritos en E. coli (Rosen 1971; Celis et al. 1973;

Rosen 1973) y Pseudomonas (Miller & Rodwell 1971a; Fan et al. 1972).

Transporte general de aminodcidos basicos: Los primeros estudios de transporte
en Pseudomonas se remotan a los anos 70. En P. putida (Miller & Rodwell 1971a) se
identifico un transportador comun para L-lisina, L-arginina y/o L-ornitina a partir de
células preincubadas con L-lisina, observando la induccioén del transporte para estos
aminoacidos. La presencia de las formas isoméricas D y L, inhibian el transporte de
estos aminoacidos, sugiriendo que este transportador es comun para ambas formas o la
rapida racemizacion de las mismas. Este transportador posee una elevada K, y un
amplio espectro de especificidad por sustrato. Por ejemplo, para lisina la K, es 7.3 x 10°
M y la Vimax de 128 nmoles por minuto por mg de proteina. En células de P. putida
incubadas con L-arginina deja de estar inducido este sistema dando paso a un
transportador especifico para L-arginina (Chang 1972).

En E. coli también se ha descrito este transportador (Rosen 1971; Celis et al.

1973) denominado LAO (lisina, arginina y ornitina). A diferencia del sistema de
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transporte definido en P. putida, en E. coli este sistema se inhibe por L-arginina, L-
ornitina y L-histidina y sélo transporta L-lisina (K= 1,0x107M) y L-ornitina (Rosen
1971; Rosen 1971; Celis et al. 1973; Rosen 1973; Steffes et al. 1992). El sistema LAO
pertenece a la familia de permeasas de aminodcidos bésicos sensible a choque osmotico
(Ames et al. 1990).

En Salmonella typhimurium se ha cristalizado la proteina de union a Arg, Lys y
Orn (LAO) perteneciente a este sistema de transporte (Kang et al. 1991). El gen que
codifica esta proteina, argT, es adyacente a hisJ (implicada en el transporte de histidina)
(Kustu et al. 1979; Higgins & Ames 1981; Higgins & Ames 1981). Ambas proteinas
poseen un alto grado de similitud. Se postula que los genes hisJ y argT podrian haberse
originado a partir de una duplicacion en tandem y haber llevado una evolucion
divergente transportando distintos sustratos, y, manteniendo su capacidad para
interaccionar con el mismo complejo de transporte (Higgins & Ames 1981), en

concreto, con el componente de union a membrana (proteina P).

Transporte de diaminodcidos: En P. putida (Chang 1972) y en E. coli (Rosen
1973) se ha descrito un segundo sistema de transporte especifico para L-lisina y L-
ornitina. Chang (1972) observo que células de P. putida incubadas con bajas
concentraciones de lisina tenian inducido un sistema de transporte especifico para L-
lisina (K= 4,1x10"M; Vinae=25) y L-ornitina (Km=1,3x10"; V;a,=100). Este sistema
se inhibe por las formas D y L de estos aminoacidos, incluyendo la D-arginina.

En E. coli se ha descrito un transportador especifico para L-lisina (K;=5x10"
M), LysP (Rosen 1971; Steffes et al. 1992). Este sistema es inhibido por analogos de
lisina, pero no por ornitina o arginina (Rosen 1971). Parece existir una relacion en
cuanto a la expresion de los dos transportadores de L-lisina descritos en E. coli, LysP y
LAO (Rosen 1971; Rosen 1973). Cuando las células de E. coli son incubadas en un
medio salino, a pH neutro y bajo condiciones aerdbicas, ambos sistemas contribuyen en
la misma proporcion al transporte de lisina, sin embargo, cuando son cultivadas en un
medio rico en nutrientes predomina el sistema LysP. Steffes y colaboradores (1992)
demostraron que la expresion de LysP se inducia a pH 4cidos, anaerobiosis y/o en
presencia de L-lisina. Sin embargo, estudios mas reciente revelaron que la expresion de
dicha proteina es independiente de pH, reduciéndose su expresion en presencia de L-

lisina (Neely & Olson 1996). Mutaciones en el gen LysP desencadenan un efecto
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pleiotropico provocando, entre otros, una desregulacion de la lisina descarboxilasa
CadA, desreprimiéndola (Tabor et al. 1980; Popkin & Maas 1980; Steffes et al. 1992).
La proteina LysP es un miembro de la familia de permeasas de aminoacidos aromaticos
y basicos presentes en eucariotas y procariotas, cercanas a las pemeasas de aminoacidos
basicos de hongos (Steffes et al. 1992). Ellis y colaboradores (Ellis et al. 1995)
propusieron que esta proteina posee doce dominios transmembrana, con sus dominios

carboxi y amino terminales situados en el citosol.

El transporte de lisina en levaduras, Saccharomyces cerevisiae, es similar al
descrito en bacterias con una permeasa especifica de lisina, Lypl, homologa a la de E.
coli (Grenson 1966; Sychrova & Chevallier 1993), una permeasa comun para L-lisina,
L-arginina y L-ornitina (Grenson et al. 1970), y una permeasa general de aminoacidos
(Grenson et al. 1970). El ultimo sistema se diferencia de los otros dos en que no se

inhibia por amonio.
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OBJETIVOS.

En el grupo de Degradacion de Toxicos Orgénicos de la Estacion
Experimental del Zaidin, que dirige el Doctor J. L. Ramos, se habia identificado un gen
cuya expresion era inducible por exudado de raiz. Espinosa-Urgel y Ramos (2001)
comprobaron que dicho gen (davT) codificaba una proteina implicada en el catabolismo
de L-lisina, concretamente, en la ruta de degradacion de -aminovalerato a glutarato. Se
trataba del primer gen del catabolismo de lisina identificado en Pseudomonas hasta el
momento. Estos estudios fueron la base sobre las que se establecieron los objetivos de

esta Tesis Doctoral:

1. Caracterizacion del promotor del operon davT, que incluye, estudio de
la regién promotora, analisis de la expresion de P, determinacioén de aquellos

factores implicados en su expresion.
2. Elucidacion de las distintas rutas implicadas para el catabolismo de L-

lisina en Pseudomonas putida KT2440, e identificacion de aquellos genes

implicados en dichas rutas.
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Materiales y Métodos

Materiales y Métodos.

1. CEPAS BACTERIANAS Y SU CONSERVACION:

1.1.-Estirpes bacterianas empleadas:

En este trabajo se han utilizado cepas bacterianas de la coleccion del grupo de
Biodegradacion de Toxicos Organicos de la Estacion Experimental del Zaidin (CSIC-
Granada), y cepas cedidas por otros grupos de investigacion. Las estirpes utilizadas en
este trabajo, junto con su fenotipo o sus caracteristicas genotipicas mas relevantes, se

recogen en la Tabla M.1.

Tabla M.1: Estirpes bacterianas.

Pseudomonas putida Caracteristicas Referencia

KT2440 hsdMR, Ben”, Cm® (Franklin et al. 1981)
KT2440-rpoN KT2440, rpoN::Km, Km"® (Kohler et al. 1989)
KT2440-C1R1 KT2440, rpoS::Km::luxAB, Km® (Ramos-Gonzalez & Molin 1998)
KT2440 davA KT2440 con el plasmido pCHESI Este trabajo

integrado en el cromosoma (insercion en
el gen davA), Km®,

KT2440 davB Mutante de la cepa KT2440 incapaz de Este trabajo
utilizar L-lisina como fuente de carbono;
obtenido por insercion cromosémica de
un miniTn5-Km, Km®.

KT2440 ldc KT2440 con el plasmido pCHESI Este trabajo
integrado en el cromosoma (insercion en
el gen ldc), Km®.

KT2440 amaA Mutante de la cepa KT2440 incapaz de Este trabajo
utilizar L-lisina como fuente de carbono;
obtenido por insercion cromosémica de

un miniTn5-Km, Km®.
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KT2440 dpKA

KT2440 amaB

KT2440 rei2-6

KT2440 rei2-7

KT2440-rei2

Mutante de la cepa KT2440 incapaz de
utilizar L-lisona como fuente de
carbono;  obtenido  por  insercion
cromosémica de un miniTn5-Km, Km~.
Mutante de la cepa KT2440 incapaz de
utilizar L-lisina como fuente de carbono;
obtenido por insercion cromosémica de
un miniTn5-Km, Km®.

Mutante derivado de rei2 afectado en su
capacidad para transportar L-lisina;
obtenido por insercion cromosémica de
un miniTn5-Gm, Km" y Gm®.

Mutante derivado de rei2 afectado en su
capacidad para transportar L-lisina;
obtenido por insercion cromosémica de
un miniTn5-Gm, Km® y Gm®.

Derivada de KT2440, miniTn-5-Km-
luxCDEAB

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Espinosa-Urgel ef al. 2000)

Escherichia coli

Caracteristicas

Referencia

S17-1 Apir

HB101 RK2073

IM109

DH5a

RecA, thi pro hsdRM' RP4:2-Tc:Km
Tn7, Apir.

supE44 hsdS20 (rgmg) recA13 ara-14
proA2 lacY1 galK2 rpsL20 (Sm®) xyl-5
mtl-1

recAl supE44 endAl hsdR17 (rgmg')
2rA96(Nal®)  reldl  thiA(lac-proAB)
F'[traD36 proABlacl® lacZAM15]
supE44  AlacU169 (080 lacZAM15)
hsdR17 (rgmg)  recAl endAlgyrA96
(Nal®) thi-1 reld1.

(Ramos et al. 1994)

(Boyer &  Roulland-Dussoix
1969)

(Yanisch-Perron et al. 1985)

(Hanahan 1983)

1.2.-Conservacion de las estirpes bacterianas.

La conservacion a corto plazo se realizd6 mediante estria en placa, en medios

selectivos, almacenados a 4°C durante un periodo maximo de un mes. Para su
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almacenamiento a mas largo plazo se mantuvieron congeladas a -80°C con glicerol al

30% (v/v).

2. PLASMIDOS.

En la Tabla M.2 se muestran los plasmidos usados en este trabajo asi como sus
caracteristicas mas relevantes. A continuaciéon se describen con mas detalle las

caracteristicas de dichos plasmidos.

Tabla M.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristica Referencia
pBBRIMCS-5 Gm"; oriTRK2, a-complementacion (Kovach et al. 1995)
GenBanK: U25061
pBSaphA Plasmido pSB que porta un casete de resistencia a Km (Ménard et al. 1993)
pUCI8 Ap®; oriColE1, rop’, a-complementacion (Norrander et al. 1983)
GenBank: L08752
pUCI18Not Ap®; idéntico a pUC18 pero con sitios Notl flanqueando  (Herrero et al. 1990)
el SMC de pUC18
pGEMT Ap"®; vector de clonaje para fragmentos de PCR. Promega
pKNG101 Sm®; oriR6K; oriTRK2; sacB (Kaniga et al. 1991)
pCHESIQKm  Ap® Km";pUN@18 con fragmento HindIII de (Llamas et al, 2003)
pHP45QKm (interposon Q-Km), oriTRP4
pMP220 Tc®; IncP, amplio espectro de huésped, porta (Spaink et al. 1987)
gen lacZ sin promotor
pRK600 Cm®; 0riColE1, mobRK2, traRK2 (Kessler et al. 1992)

pBBRIMCSS: plasmido de 4.768 pb de medio niimero de copias (30-40 copias/célula
en E. coli) y de amplio espectro de huésped, derivado de pPBBRIMCS (Kovach et al.
1995). Este ultimo plasmido deriva a su vez de un plasmido de Bordetella
bronchiseptica (Antoine & Locht 1992). El plasmido pPBBR1MCS-5 posee el SMC y las
regiones lac de pBluescript-1I-KS que permiten la a-complementacion. Flanqueando al
SMC, el plasmido posee los promotores de los bacteriéfagos T3 y T7. Este plasmido,
que se replica en bacterias del género Escherichia, Pseudomonas y Rhizobium entre
otros, es compatible con otros plasmidos de amplio espéctro de huésped pertenecientes

a los grupos de incompatibilidad IncP, IncW e IncQ, y también con aquellos que poseen
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origenes de replicacion de ColEI o de pl5SA. Ademas, se puede transferir por
conjugacion a otras bacterias cuando se aportan las funciones de movilizacion de RK2

en trans. El plasmido pBBRIMCS-5 confiere resistencia gentamicina (Figura M.1).

~N
4000

PBBR1MCS-500~
4768 bps

—

3000
lacZ alpha 7

Figura M.1: Plasmido pPBBR1MCS-5. Los sitios de restriccion indicados son nicos y estan localizados
en el SMC dentro del gen lacZ’. Se muestra la localizacion: del gen rep, que codifica una proteina
esencial para la replicacion, del gen mob, que codifica una proteina esencial para la movilizacion por
conjugacion, y del gen de resistencia a gentamicina. Las flechas indican el sentido de la transcripcion de

los genes.

pGEM-T: es un vector que se utiliza para ligar productos de PCR. Proviene del vector
[pPGEM-T5Zf(+)], basado a su vez en pUC18, que contiene el origen de replicacion del
fago filamentoso fl y puede ser utilizado para producir ADN de cadena sencilla. El
plasmido contiene los promotores T7 y SP6 de la ARN polimerasa flanqueando el sitio
de clonacion maltiple, dentro de la regién codificante del péptido-a permite identificar
directamente los clones recombinantes mediante seleccion por color. El vector [pGEM-
T5Zf(+)] cortado con EcoRV vy al que se le anade una timidina en cada extremo 3, que

mejora la eficiencia de la ligacion de los productos de PCR.

pCHESQKm: plasmido de 5.673 pb derivado de pUC18, caracterizado por poseer el

origen de replicacion oriT de RP4, lo cual permite transferirlo a otras bacterias en
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presencia de las funciones de movilizacion en trans. Posee el interposon Q-Km, del
plasmido pHP45Q-Km, insertado en el sitio HindIl del SMC en direccion 5° del
promotor Pj,.. Gracias al origen oriColEl permite la generaciéon de mutantes en
bacterias gram negativas en las que no se repliquen los pldsmidos con tal origen,
tratindose de plasmidos suicidas en estas bacterias. Para la obtencion de dichos
mutantes es necesario la clonacion de un fragmento interno del gen a mutar en el SMC
del plasmido. Los mutantes obtenidos se seleccionan y mantienen gracias a la
resistencia a Km y Ap. Se pueden obtener mutaciones polares si el fragmento se clona

en direccion del Py, 0 no polares, si se encuentra en la direccion contraria (Figura M.2)

pCHESI
_ 400 5673 bps

Hindlll

Figura M.2: Plasmido pCHESIQKm. Los sitios de restriccion unicos se indican en negrita. Se muestra
la localizacion del origen de transferencia (ori7RP4), del gen de resistencia a ampicilina y del interposon

QKm. Las flechas indican el sentido de transcripcion de los genes.

pPKNGI101: pldsmido suicida utilizado en experimentos de intercambio alélico que
permite la seleccion positiva de eventos de doble recombinacién en bacterias gram
negativas. Posee el origen de replicacion del plasmido R6K, que es dependiente de la

proteina m codificada por el gen pir y, por tanto, s6lo se mantiene en bacterias que
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producen dicha proteina (por ejemplo, E. coli CC118\pir). Presenta el origen de
transferencia de RK2, lo que permite transferirlo a otras bacterias si se aportan las
funciones de movilizacion en frans. Posee los genes strA y strB de resistencia a
estreptomicina, que sirven como marcador de seleccion de la integracion del vector en
el cromosoma de la bacteria huésped. Su caracteristica mas relevante es que porta el gen
sacB de Bacillus subtilis como marcador contra-seleccionable, lo que permite
seleccionar positivamente la escision del vector del cromosoma. Este gen, codifica una
levan-sacarasa que cataliza la hidrolisis de sacarosa asi como la sintesis de levanos que,
en bacterias gram negativas, se acumulan en el periplasma y producen la muerte celular

cuando la concentracion de sacarosa es mayor o igual al 5% (p/v).

pMP220: pldsmido de 10.5 kb, aproximadamente, derivado del vector pTJS75
(Schmidhauser & Helinski 1985) perteneciente al grupo de incompatibilidad IncP.
Posse el SMC de pIC20H (Marsh et al. 1984), asi como, el gen lacZ” de E. coli
desprovisto de promotor y con el sitio de unién al ribosoma del gen cat (que codifica la
enzima cloramfenicol acetiltransferasa). Esta caracteristica permite realizar fusiones
transcripcionales de promotores al gen lacZ” en el SMC y llevar a cabo un estudio de
expresion de tales promotores mediante analisis de la actividad p-galactosidasa.

Confiere resistencia a tetraciclina (Figura M.3).

HindIll
Bglll
EcoRI
Kpnl
i Xbal
lacZ’| psa
Sphl
Il’g’ﬂ’lfgo HindITI
5

Figura M.3: Esquema del plasmido pMP220. Los sitios e restriccion indicados son unicos y estan
localizados en el SMC. En sentido 5" del gen lacZ’ se encuentra el sitio de union al ribosoma derivado el

gen cloramfenicol acetil transferasa.
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RK600: se trata de un plasmido auxiliar que confiere las funciones necesarias para la
ey ., , . + - , . -
movilizacion de pldsmidos mob tra . Se trata de un plasmido suicida en Pseudomonas,

ya que posee el origen de replicacion oriColE1. Confiere resistencia a cloramfenicol.

pUCI18: vector de clonaciéon de 2.686 pb que combina fragmentos de pBR322 y de
vectores de la serie M13mp. Carece del gen rop implicado en el control del numero de
copias de plasmidos que contienen el origen de replicacion de ColEl, y como
consecuencia, presenta un alto niimero de copias (mds de 700) por célula. Confiere
resistencia a ampicilina, y posee un sitio de clonacion multiple (SMC) dentro de la
region que codifica el péptido a de LacZ. Esto posibilita una facil seleccion de los
plasmidos recombinantes en cepas que permitan a-complementacion, es decir, aquellas
portadoras de la delecion lac-ZAM15 (por ejemplo JIM109, DH5a, etc.). Aquellos
clones que porten un plasmido con inserto, formaran colonias de color blanco (en
contraposicion al color azul de los clones sin inserto) en medio sélido suplido con
ampicilina y con 25 pg/ml del sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fB-D-
galactopiranésido (X-gal). Si el plasmido se transforma en una cepa lacl”, es necesario

afadir, ademas, 130 uM de isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG).

pUT: se trata de una serie de plasmidos, construidos a partir del vector pGP704
(Herrero et al. 1990), que presentan el origen de replicacion del plasmido pR6K, por lo
que su replicaciéon es dependiente de la proteina m. Este hecho los convierte en
plasmidos suicidas en fondos genéticos carentes del gen que codifica dicha proteina,
como es el caso de bacterias del género Pseudomonas. Los plasmidos pertenencientes a
la serie pUT, portan las repeticiones invertidas de 19 pb del transposon Tn5 (IS/O e
IS/T), por lo que las secuencias de ADN incluidas entre dichas secuencias invertidas y
las propias repeticiones constituyen un elemento transponible en presencia de la
transposasa de TnJ5. En estos plasmidos la transposasa se encuentra fuera del elemento
transponible (mini-transposones), lo que ha permitido su empleo en la generacion de

inserciones estables.
pUTKm1: plasmido de la serie pUT, portador del miniTn5-Km1. El gen de resistencia

a kanamicina deriva del transposén Tn903, carece de los terminadores de la

transcripcion. El sitio Notl, unico en el plasmido, se encuentra delante del promotor del
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gen que codifica resistencia a la kanamicina. Es un pldsmido suicida en Pseudomonas,
al poseer el origen de replicacion del plasmido R6K, lo que permite su utilizacion para

mutagénesis al azar con el transposén (Figura M.4).

pUTGm: plasmido de la serie pUT portador del miniTn5SGm.

pUT-Km
_ 5000 6995 bps

Figura M4: Plasmido de la serie pUT portador del miniTn5-km1. En el mapa se indican los sitios de
restriccion mas relevantes, los origenes de replicacion y de transferencia, el gen de resistencia a
ampicilina y el gen tnp*. Este gen es un derivado de tnp (que codifica la transposasa de IS50g) en el cual
se ha eliminado un sitio Notl interno. Las unidades médviles que se muestran estan clonadas en el pUT
como fragmentos Xbal-EcoRI. Ambos sitios son externos a los extremos del minitransposon, indicado en

azul, y no son transportados con éste durante el evento de transposicion.
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Tabla M.3. Plasmidos que se han construido en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencia/fuente

pOR1 Fusion transcripcional de la region intergénica davDT a Capitulo |
lacZ’ en el pMP220; region intergénica amplificada
mediante PCR introduciendo los sitios EcoRI-Kpnl.

pOR2 Fusion transcripcional de la region promotora de davDT a Capitulo |
lacZ’ en el pMP220; region promotora amplificada por PCR
introduciendo los sitios de restriccion EcoRI-Kpnl.

pOR3 Fusion transcripcional de la region promotora de davAB a Capitulo 11
lacZ’ en el pMP220; region promotora amplificada por PCR
introduciendo los sitios de restriccion EcoRI-Kpnl.

pGEM-davDT Fragmento de 1 Kb amplificado por PCR clonado en Capitulo I
pGEMT; contiene el gen davA.

pBBama Fragmento de 3,5 Kb derivado de un coésmido y clonado en Capitulo 11
pBBRIMCS-5. Contiene los genes amaAB.

pBBdav Fragmento derivado de un coésmido y clonado en Capitulo II

pBBRIMCS-5. Contiene los gnes davAB.

3. CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO.

Los medios de cultivo y soluciones fueron previamente esterilizados bajo calor
himedo, en autoclave, siendo sometidos a una temperatura de 121°C y una atmosfera de
presion. Los antibioticos, aminoacidos y derivados, se esterilizaron por filtracion. Para
ello se utilizaron filtros estériles de nitrocelulosa o policarbonato de 0,22 pm de

didmetro de poro. A continuacion se detalla la composicion de los medios.

3.1 Medios de cultivo:

Como medio habitual de crecimiento se utiliz6 el medio Luria-Bertani (LB)
(Sambrook et al. 1989), cuya composicion es la siguiente: 10 g de bactotriptona, 5 g de
extracto de levadura, 10 g de NaCl. Se ajusta el pH a 7, y se enrasa con agua
desionizada hasta 1 litro. Para la preparacion de medio s6lido LB, se afiadi6 bacto-agar
(Difco, cat. No. 0140-01), hasta una concentracion final del 2% (p/vol), y se esterilizo

en el autoclave.
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Para el cultivo de células en medio minimo se us6 una variante del medio M9
(Maniatis et al. 1982). Para preparar 1 litro de solucién M9 se afiadieron los siguientes
medios en las cantidades indicadas: 100 ml 10 x M9; 2,5 ml soluciéon A; 1 ml MgSO4 1
M; 1 ml hierro-citrato 0,6% (p/v); finalmente se enrasé hasta 1 litro con H;O.
Previamente deben haber sido autoclavados M9, solucién A y el agua, mientras que los
restantes se filtraron.

Se han usado dos tipos de medios: M9 y MS.

10 x M9 (Maniatis et al. 1982): Na,HPO4x12H,0 70 g, KH,PO4 30 g; NH4Cl 10 g;
NaCl 5 g, H,O hasta 1litro.

10 x M8: Su composicion es idéntica al M9, sin embargo, carece de fuente de nitrogeno.
No se afiade NH4Cl lo cual nos permite afiadir otras sustancias que actuarian como
fuente de nitrogeno.

Solucién A9 de oligo elementos: HBO3 300 mg; ZnCl, 50 mg; MnCl, 30 mg; CaCl, 200

mg; CuCl, 10 mg; NiCl, 20 mg; NaMoO4x2H,0 30 mg. Se lleva a un volumen final de
un litro con agua.

Estos medios van suplidos con una fuente de carbono, previamente esterilizada:
Glucosa: Se prepara una solucion concentrada 1,12 M, para obtener una concentracion

final de 28 mM en el medio de cultivo. Se almacena a 4°C.

Benzoato: Se prepara una solucion concentrada a 0,5 M a pH 7,0. La concentracion
final utilizada es de 15 mM en medio liquido y 5 mM en placa. Se almacena a
temperatura ambiente. Esta fuente de carbono se afnade cuando la cepa que cultivamos
es Pseudomonas.

Otras fuentes de carbono utilizadas: citrato 15 mM; succinato 15 mM, glutarato

15 mM y lisina 20 mM.
3.2 Aminoacidos y derivados:

Los aminodcidos se disolvieron en agua desionizada (H,O4) y se esterilizaron
por filtracion. La lisina, el 6-aminovalérico, el 2-aminoadipato y el pipecolato se usaron

partiendo de una solucion madre de 40 mg/ml.La cadaverina se preparé a una

concentracion 8 M en agua.

50



Materiales y Métodos

3.3 Antibioticos:

Los antibiodticos se prepararon en agua desionizada (H,Og4) concentrados 1.000

veces y se esterilizaron por filtracion. La tetraciclina (Tc), rifampicina (Rif) y nalidixico
(Nal) se prepararon en metanol, y el cloramfenicol (Cm) en etanol. Se almacenaron a
4°C, con excepcion de aquellos resuspendidos en etanol y metanol que se almacenaron a
-20°C. Las concentraciones finales usadas fueron las siguientes:
Piperacilina (Pip) 90 pg/ml; ampicilina (Ap) 100 pg/ml; estreptomicina (Sm) 50 pg/ml
(para E.coli) 0 100 (para P. putida); kanamicina (Km) 25 pg/ml (para E.coli) o 50 pg/ml
(para P. putida); cloranfenicol (Cm) 30 pg/ml; tetraciclina (Tc) 10 pg/ml (para E.coli) o
20 pg/ml (para P. putida); rifampicina (Rif) 10 pg/ml (para E.coli) o 20 pg/ml (para P.
putida); nalidixico (Nal) 10 pg/ml; gentamicina (Gm) 10 pg/ml (para E.coli) o 40 ng/ml
(para P. putida).

3.4 Condiciones de cultivo:

Las cepas de E. coli se cultivaron a 37°C, mientras que aquellas derivadas de P.
putida se incubaron a 30°C. Los cultivos liquidos se incubaron con una agitacion de 200

rpm en un incubador orbital Adolf Kuhner ISF-4-V.

4. CURVAS DE CRECIMIENTO.

Las cepas a estudiar se cultivaron a 30°C con agitacion continua durante 10-14
horas en medio minimo M9 suplido con la fuente de carbono y antibidticos
correspondientes. Los cultivos se diluyeron 1:100, hasta una turbidez a 660 nm (DOge)
comprendida entre 0,02 y 0,05, en el medio de estudio. Se siguid el incremento de la
turbidez hasta que el cultivo alcanz¢ la fase estacionaria de crecimiento.

El tiempo de generacion se calculd segun la siguiente formula:

g=In 2(t-ty) / In (DO / DOy)

51



Materiales y Métodos

Donde: g es el tiempo de generacion; t, el tiempo transcurrido hasta alcanzar la
fase logaritmica tardia; ty, tiempo inicial en fase logaritmica temprana; DO, turbidez del

cultivo a tiempo t; y DOy, turbidez del cultivo a tiempo t,.

5. TRANSFERENCIAS DE PLASMIDOS.

5.1 Transferencia por conjugacion.

La movilizacion a P. putida de los plasmidos no autotransferibles con el origen
de transferencia del plasmido RP4 (oriTP4) o del plasmido RK2 (0oriTRK2) se realizd
mediante conjugacion. Se transfiere el ADN desde una cepa donadora a una receptora,
gracias a la existencia de una tercera cepa auxiliar que permite que la transferencia se
lleve a cabo con éxito. Este sistema se llama tripartito o triparental (Ramos et al. 1994).
La movilizacién del ADN plasmidico se realiza gracias a una cepa que porta un
plasmido auxilar autotransferible (pRK600) no replicable en Pseudomonas, portador de
los genes fra, y por tanto, de las funciones de transferencia.

A partir de cultivos que habian estado creciendo durante toda la noche, en LB,
con agitacion continua a 30°C (cepa donadora, receptora y la portadora del plasmido
auxiliar), se mezclaron 5x10° células de cada cultivo y se centrifugaron a 12.000 x g
durante 2 minutos. Se lavaron dos veces y finalmente se resuspendieron en 50 pl de
LB, depositandose sobre un filtro de nitrocelulosa estéril de 0,22 um de diametro de
poro, dispuesto sobre una placa de LB so6lido. Se dejaron durante 12 h a 30°C, para que
tuviera lugar la conjugacion. Transcurrido este tiempo se recogi6 el filtro y las células
se resuspendieron en 1 ml de LB. Los transconjugantes se seleccionaron en un medio
adecuado portador del correspondiente antibiotico. Como control debe plaquearse el
receptor, donador y la cepa portadora del plasmido auxiliar en el medio selectivo que
hemos usado. La frecuencia de transconjugantes se obtiene a partir de la relacion
existente entre el numero de transconjugantes obtenidos y el nimero de células

receptoras de partida.
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5.2 Transferencia por choque térmico.

Existe una serie de estrategias que nos permiten introducir plasmidos o
fragmentos de ADN, en células que han sido tratadas previamente mediante una serie de
mecanismos que las hacen susceptibles de admitir ADN extrafio, adquiriendo un estado

que se denomina competente. Estas estrategias se llevan a cabo en cepas de E.coli.

5.2.1.-Preparacion de células competentes.

Para preparar células competentes existen distintos métodos, uno de los mas
usados fue el descrito por Nishimura y colaboradores (1990). Se detalla a continuacion.
Partimos de un cultivo que haya estado creciendo durante 12 h a 37°C con agitacion, en
LB suplido con sus correspondientes antibioticos. De éste se inocularon 0,5 ml en 50 ml
de solucion A junto con su correspondiente antibiotico, se cultivd a 37°C con agitacion
(es 1importante que exista suficiente aireacion). Cuando el cultivo alcanzo la fase
exponencial de crecimiento con una turbidez a D.Ogg de 0,5-0,6, se transfirid a hielo y
se incubd durante 20 minutos. A partir de este momento es importante trabajar en frio
pues aumenta la eficiencia de transformacion. Transcurrido este tiempo se centrifugd a
3200 g a 4°C durante 15 minutos. Finalmente las células se resuspendieron en 0,5 ml de
solucion A y 2,5ml de solucién B, frias, y fue alicuotado en 0,2 ml. Estas células se
guardaron a -80°C.

La composicion de las soluciones usadas fue la siguiente:

Soluciéon A: LB suplementado con MgSO4x7H,O 10 mM y glucosa al 0,2%. Esta
solucidn es extemporanea y debe ser preparada en el momento de ser usada, mantenerla
a 4°C durante este tiempo.

Solucién B: LB junto con glicerol al 36% (v/v), polietilenglicol (PEG)-7500 al 12%
(p/v) y MgSO4x7H,0 12 mM. Mantener a 4°C.

5.2.2.-Transformacion.

Se sigue el método descrito por Nishimura y colaboradores (1990). A una

alicuota de la suspension celular preparada anteriormente, mantenida a -80°C, y a la que

se le anadio el ADN plasmidico que queriamos transformar, se dejo en hielo durante 20
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minutos. Pasado este tiempo se aplicoé choque térmico a la mezcla, sometiéndola a 42°C
durante 1-2 minutos. Posteriormente se afnadidé 1 ml de medio SOC y se dejo a 37°C en
agitacion durante aproximadamente una hora. Durante este tiempo tiene lugar la
expresion de genes, entre los cuales estaran los de resistencia a antibidticos del plasmido
introducido. Cuando se tratdo de ampicilina, se dejaron incubando menos de una hora de
recrecimiento, dado que es bacteriostatico, y puede dar problemas en la seleccion. Las
células transformantes se seleccionaron recreciéndolas en placas de LB junto con el

agente selectivo apropiado durante 12 h a 37°C.

5.3.-Transferencia por electroporacion.

Este método es el mas utilizado para transferir DNA a las cepas de
Pseudomonas. Para llevarlo a cabo es necesario que las células que van a ser

electroporadas sean electrocompetentes.

5.3.1.-Preparacion de células electrocompetentes.

Para ello se siguio el siguiente protocolo (Enderle & Farwell 1998). Se partio de
un cultivo reciente de Pseudomonas putida en medio solido incubado a 30°C durante
10-14 horas (no debe mantenerse a 4°C pues baja la eficiencia). De este cultivo se
tomaron 3 mg de células, evitando arrastrar el agar del medio, y se resuspendieron en
0,5 ml de H,O destilada estéril. Las células de la mezcla homogénea se recogieron por
centrifugacion a 12,000 x g, tras lo que se elimind el sobrenadante y el sedimento se
volvio a resuspender en 500 pl de H,O destilada estéril, recogiéndose en las mismas
condiciones. Posteriormente se resuspendieron en 40 pl de H,O destilada estéril y a

partir de ese momento las células se mantuvieron en hielo hasta el pulso eléctrico.
5.3.2.-Electroporacion.

Antes de llevar a cabo la electroporacion la muestra de ADN plasmidico a
electroporar debe estar libre de sales, para ello se dializad6 o fenolizé dicha muestra. Se

afiadieron 5-50 ng de ADN plasmidico en 5-10 pl de agua miliQ o TE, a las células

electrocompetentes. Se dejaron 1 minuto en hielo y posteriormente se transfirieron a una
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cubeta de electroporacion de 1 mm de anchura previamente enfriada. La muestra se
sometid a un pulso eléctrico de 18 kV/cm en un electroporador modelo Gene Pulser
Apparatus (Bio-Rad, ref 165-2098). Rapidamente se resuspendieron en un 1 ml de
medio SOC. A partir de aqui el procedimiento seguido fue el mismo que el indicado

anteriormente.

6. AISLAMIENTO DE ADN.

6.1 Aislamiento de ADN plamidico.

La cepa bacteriana portadora del plasmido de interés se cultivd con agitacion
durante 10-14 h a su temperatura en medio liquido LB con sus correspondientes
antibioticos. Para la extraccion del plasmido se uso el Kit “QIAprep-spin Plasmid Kit”

(QIAGEN-27104) siguiendo las intrucciones del fabricante.

6.2 Extraccion de ADN cromosomico.

Se utilizo el método descrito por Ausubel y colaboradores (1991), partiendo de
1,5-3 ml de cultivo bacteriano. Tras recoger las células por centrifugacion y lavarlas con
TE (Tris-HC1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM), éstas fueron resuspendidas en 567 ul de la
misma solucion, a la que se le afiadié posteriormente, 30 pl de SDS al 10% (vol/vol) y 3
ul de proteinasa K (20 mg/ml). Tras 1 h de incubacion a 37°C, se les anadieron 100 ul
de NaCl 5 M, agitando vigorosamente, y 80 ul de CTAB/NaCl (bromuro de
hexadeciltrimetilamonio 10% (p/vol) en cloruro de sodio 0,7 M). La mezcla se incubo
10 min a 65°C. Posteriormente se hicieron extracciones con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), una extraccion final con cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 para
eliminar los posibles restos de fenol. Se afiadieron a la fase acuosa 0,6 vol de
isopropanol para la precipitacion del ADN. Posteriormente se hicieron dos lavados con

etanol 70% (vol/vol), y se resuspendid el ADN en agua miliQ estéril y se cuantifico.
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7. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

7.1. Determinacion de la concentracion de ADN y ARN.

Para estimar la concentracion de ADN de una solucidon se utilizé6 el método
espectrofotométrico descrito por Sambrook y colaboladores (1989). Se determiné la
absorbancia de la soluciéon de ADN y ARN a 260 nm y 280 nm, frente a un blanco de
H,0 o TE, dependiendo del solvente utilizado en la disolucion del acido nucleico. La
concentracion de ADN o ARN de la muestra se calculd respecto al valor estandar de
Azéonm=1 para soluciones con 50 pg/ml de ADN de cadena doble o 40 pg/ml de ARN.
La relacion Asgg / Azgo se utilizd para estimar el grado de pureza de la preparacion, de
forma que los valores de esta relacion por debajo de 1,8 se consideraron indicadores de
contaminacion por proteinas y/o fenol.

En otros casos, se estim6 la concentracion de ADN tras electroforesis en gel de
agarosa, mediante andalisis comparativo con una muestra patrén de concentracion

conocida.

7.2. Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron en las
condiciones Optimas para cada enzima indicadas por el fabricante. Las reacciones de
restriccion se efectuaron teniendo en cuenta que una unidad de enzima puede digerir 1
mg de ADN en un volumen final de 50 ml durante una hora. En la mezcla de reaccion
anadimos 0,1 volimenes del tampdn de restriccion correspondiente, la casa comercial lo
suministra diez veces concentrado. En los casos requeridos, se afiadi6 albumina
comercial. Se llevaron a un volumen final con agua miliQ o TE, y se incubaron durante
2-3 h a la temperatura adecuada, para ADN plasmidico, mientras que para ADN
cromosOmico se incubaron 12-16 h. Cuando fue necesario el enzima de restriccion se
inactivo por calor, por extracciéon fenolica, o por purificacion del ADN tras

electroforesis en gel de agarosa
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7.3. Desfosforilacion de ADN con fosfatasa alcalina.

Partimos de ADN lineal, previamente digerido con enzimas de restriccion. Se
anadid 1 unidad de fosfatasa alcalina de gamba artica (USB. Amercham, ref E700927)
por cada 5-10 pmoles de extremos 5°. Como tamp6n de dilucion se utilizd6 50 mM Tris-
HCI, pH 8.0 suministrado por el fabricante. A la mezcla se afiadié 0,1 volumenes del
tampon (200 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM MgCl,) y se incubé 1 h a 37°C.
Finalmente la reaccion se detuvo por calor (10 minutos a 65°C) o mediante extraccion

fenolica.

7.4. Tratamiento del ADN con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I.

Este fragmento posee actividad ADN polimerasa y exonucleasa 3'—5’ de la
ADN polimerasa I de E. coli, por otro lado, carece de la actividad 5’—3 exonucleasa.
Esta enzima es usada para generar extremos romos a partir de protuberantes 3’.

Partimos de 0,1 a 4 pg de ADN digeridos con sus correspondientes enzimas de
restriccion, en un volumen final de 20 pl. Se afiadié 1 pl de cada ANTP 0,5 mM.
Seguidamente se afiadio de 1 a 5 unidades del fragmento Klenow e incubamos a 30°C
durante 15 minutos. Detuvimos la reaccion por calor (75°C durante 10 minutos) o

anadiendo 1 ul de EDTA 0,5 M.

7.5. Electroforesis de ADN y ARN.

La electroforesis de ADN se llevd a cabo segiin Sambrook y colaboradores
(1989), utilizando los geles de agarosa preparados en tampon Tris/Acetato/EDTA
(TAE). La concentracion de agarosa usada variaba entre 0,8-2% (p/v) en funcién del
tamafio de los fragmentos que se deseaba separar. Como patrones de peso molecular se
usaron los fragmentos de ADN del fago lambda cortado con las enzimas HindllI,
BstEll, o Hindlll mas EcoRI, y los marcadores comerciales VIII y X (Roche Molecular
Biochemicals, ref. 1336045 y ref. 1498037, respectivamente). La separacion se realizod

por electroforesis horizontal sumergida a un voltaje de 5-10 V/cm.
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Las moléculas de ADN se tifieron por inmersion en una solucién con bromuro de
etidio. Tras lavar con agua para eliminar el exceso de bromuro de etidio, el ADN se
visualiz6 mediante la exposicion del gel a luz ultravioleta (245 nm). Las imagenes
se recogieron en una video-cdmara acoplada a una impresora térmica, utilizando el
equipo Gel-Doc de BioRad.

La composicion de los tampones y soluciones empleados en este procedimiento
fue la siguiente:

Tampon TAE: Tris-base 4,84 g; acido acético glacial 1,14 ml; EDTA-Na, 0,5 M pH
8,2 ml, y H,O hasta 1 litro. Este tampon se prepard a partir de una solucion 50 veces
concentrada y esterilizada en el autoclave.

Tampén de carga: glicerol 30% (vol/vol), azul de bromofenol 0,3% (p/vol); y
xilencianol 0,3% (p/vol).

Cuando fue necesaria la separacion y visualizacion del ARN total también se
realizd mediante electroforesis en geles de agarosa, para comprobar si existia
contaminacion de ADN gendmico en las muestras. El procedimiento fue el mismo que
el descrito para ADN, con las variaciones siguientes: todo el material de electroforesis
se enjuagd previamente en SDS 1% (p/vol) y se aclard con una soluciéon autoclavada
1:1000 de DEPC en H,O. El tampon TAE se prepar6 en una solucidon autoclavada
1:1000 de DEPC en H,O. La concentracion de la agarosa en el gel fue de 1,5% (p/vol) y
se acompaid de 0,1% (p/vol) SDS. Todo el material de vidrio para preparar soluciones
se tratd previamente con cloroformo para eliminar posibles contaminaciones con

ARNasas.
7.6. Recuperacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa.

Para la recuperacion de fragmentos de ADN de agarosa se utilizd el sistema
comercial “QIAEX II Gel Extraction Kit” (QIAGEN, ref. 20021) o el sistema
“QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN, ref. 28704), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

7.7. Secuenciacion de ADN.
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La secuenciacion de ADN se realiz6 tanto de forma manual como automadtica.
Cuando se llevd a cabo la secuenciacion manual se siguieron las instrucciones del
sistema comercial “T7 Sequencing Kit” (Amersham Pharmacia Biotech, ref. 27-1682-
01) basado en el método de Sanger y colaboradores (1977), usando la ADN polimerasa
del fago T7 como se describe en el apartado 10.1.

Por otro lado, la secuenciacion automatica se realizd en el servicio de
secuenciacion automatica del Grupo de Degradacion de Toxicos Organicos de la
Estacion Experimental del Zaidin del CSIC en Granada, donde disponen del
secuenciador ABI PRISM™ (modelo 310) de Perkin Elmer. En el proceso de
secuenciacion se utilizo el sistema “ADN Sequencing Kit AmpliTaqg DNA polymerase”
(Perkin-Elmer, ref. 402122), basado en la utilizacion de dideoxinucledtidos con
cromoéforos fluorescentes. Los oligonucledtidos empleados como cebadores en la

secuenciacion se sintetizaron en los laboratorios Roche Molecular Biochemicals.

7.8. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa termorresistente

(“PCR”).

La reaccion de amplificacion en cadena de una region concreta de ADN se llevo
a cabo cuando los objetivos perseguidos eran amplificar un fragmento determinado de
ADN para su posterior clonaje o comprobar la existencia de un fragmento de ADN
determinado. Tal reaccion incluye: ADN molde (0,2 ng de ADN cromosémico o 10 pg
de ADN plasmidico); cebadores (50-100 pmoles, las temperaturas de hibridacion deben
ser parecidas); tampdn que permita el correcto funcionamiento de la ADN-polimerasa
Taq (KCI 50 mM; MCl, 1,5 mM; Tris-HCl 10 mM pH 9); dNTPs (100-200 puM cada
uno); Taqg ADN polimerasa (0,5 U/100 pl) (Amersham Pharmacia Biotech, ref. 27-
0799-02); ajustada hasta un volumen final 100 pl con agua. La reaccion de
amplificacion se desarrolld en un termociclador, que permiti6é ajustar las condiciones
bajo las cuales se realizo tal reaccion. Las condiciones estdndar fueron las siguientes: En
primer lugar, se desnaturalizd6 el ADN, para lo cual se someti6 a 94 °C durante 3
minutos. Seguidamente se llevaron a cabo 20-30 ciclos de amplificacion. Se mantuvo la
muestra a una temperatura de hibridacion adecuada para los cebadores durante un
minuto, y se amplificé a 72 °C, temperatura idonea para el buen funcionamiento de la

Tagq, el tiempo de extension se ajustd en funcion del tamafio a amplificar, teniendo en
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cuenta que es necesario un minuto por cada 2 kb del mismo. Finalmente se realiz6 una
extension a 72 °C durante 10 minutos. En aquellos casos, en los que se disefiaron
cebadores que presentaban dianas colgantes en 5°, que no hibridaban con el ADN
molde, se llevaron a cabo tres ciclos a una temperatura de hibridacion estimada sin
incluir tal diana, y, finalmente, se realizaron 30 ciclos a una temperatura de hibridacion
calculada para el cebador completo. Cuando la reaccion estdndar no resulto satisfactoria
se combinaron distintas modificaciones, como cambiar la concentracion de MgCl,
(incrementandola a 3 6 4,5 mM) y/o afiadir ciertos compuestos a la mezcla de reaccion,
por ejemplo, se utilizo glicerol al 10% (v/v) o DMSO al 5% (v/v).

El producto obtenido tras la amplificacion se purificd utilizando el sistema
comercial “QIAquicl PCR Purification Kit” (QIAGEN, ref. 28104) para eliminar los
cebadores y los dNTPs.

7.9. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa termorresistente

acoplada a una reaccion de transcripcion reversa (“RT-PCR”).

Con las muestras de ARN libres de ADN se llevaron a cabo reacciones de
amplificacion utilizando el kit “Titan One Tube RT-PCR System” (Roche Molecular
Biochemicals, ref. 1855476) con los oligonucleotidos adecuados para cada caso. La
transcripcion reversa se realizo incubando las muestras a 50 °C durante 30 minutos. Las
condiciones estdndar de la reaccion de amplificacion fueron las siguientes: tras una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 minutos, se realizaron 30 ciclos en las
siguientes condiciones: 94 °C, 30 seg; 55-65 °C, 30 seg; 68 °C, 1 min, y finalmente se
realiz6 una extension a 68°C durante 10 minutos. La temperatura de hibridacion se
modificé en funcion de los cebadores utilizados. Todos los ensayos fueron realizados
con sus correspondientes controles negativos, los cuales carecian de la retrotranscriptasa
inversa. A su vez, se comprobd el correcto funcionamiento de los cebadores.

Los productos de RT-PCR se separaron en geles de agarosa-TAE y se
observaron sobre una lampara de luz ultravioleta tras ser teflidos en una solucién de

bromuro de etidio.

7.10. PCR arbitrarias.
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El ADN flanqueante a las inserciones de transposones se amplifico mediante
PCR a partir de cebadores. En esta técnica, la region de ADN adyacente a la insercion,
se enriquece tras dos rondas de amplificacion. En la primera ronda se utiliza un cebador
especifico del transposon utilizado y otro, denominado ARB1, con parte de la secuencia
degenerada. Esta reaccion se llevo a cabo en 100 pl de volumen y los componentes de la
mezcla fueron los mismos a los anteriormente citados para las reaciones estdndar de
amplificacion. Las condiciones de la primera ronda de amplificacion fueron las
siguientes: tras una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min, se realizaron 6
ciclos en las siguientes condiciones: 94 °C, 10 seg; 30 °C, 30 seg; 72 °C, 1,5 min; y otros
30 ciclos como sigue: 94 °C, 30 seg; 30 °C, 45 seg; 72 °C, 2 min; y finalmente se realizo
una exstension a 72 °C durante 10 min. La segunda ronda de amplificacién se hizo
utilizando el ADN amplificado en la primera ronda, diluido 1:100, como ADN molde.
Los cebadores en esta segunda ronda fueron ARB2 cuya secuencia es idéntica a la del
extremo 5" de ARBI1; y un cebador complementario al extremo del transposén y con
una localizacion mas externa que la del utilizado en la primera ronda. Las condiciones
de esta segunda ronda de amplifiacion fueron las siguientes: tras una desnaturalizacion
inicial a 94 °C durante 5 min, se realizaron 30 ciclos en las siguientes condiciones: 94
°C, 10 seg; 45 °C, 30 seg; 72 °C, 2 min; y finalmente se realizé una extensioén a 72 °C

durante 10 min.

8. EXTRACCION DE ARN.

Es importante usar guantes durante todo el proceso de extraccion y cambiarlos
frecuentemente, puntas sin autoclavar obtenidas de una bolsa recién abierta, material de
vidrio tratado previamente con cloroformo y soluciones tratadas con dietilpirocarbonato
(DEPC) o preparadas en H,Oq4 tratada con DEPC (H,Opgpc) para evitar la degradacion
el ARN por ribonucleasas. El H,Opgpc se obtiene tras esterilizar por autoclave una
solucion de DEPC al 0,1 % (v/v) en H,Oq4 incubada previamente al menos durante 60
min a temperatura ambiente y en agitacion

Para la preparacion de ARN se recogieron 10 ml de cultivos celulares a una
determinada densidad Optica que se estim6 como mdxima para la expresion del
transcrito en cuestion. Los cultivos se recogieron en tubos de centrifuga previamente

enfriados en nitrégeno liquido. Se eliminé el sobrenadante por centrifigacion a 4°C. Los
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sedimentos celulares se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C
hasta la extraccion del ARN. La extraccion de ARN se llevd a cabo usando el reactivo
TRI REAGENT-LS. Para ello a las muestras de ARN resuspendidas en 200 pl de
H,Opgpc se le afiadieron 750 pl de este reactivo y se dejaron incubar durante 10 minutos
a 60 °C. Pasado este tiempo se centrifugaron a 16.000 x g a 4 °C. Se recogid el
sobrenadante, al cual se le afadio 200 pl de cloroformo y se agitaron los tubos
vigorosamente, tras lo cual se dejaron reposar durante 5-10 minutos a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo se centrifugaron a 16.000 x g durante 15 minutos a 4 °C.
El sobrenadante, donde se encuentra el ARN, se recogié y se precipitdé mediante la
adicion de 500 pl de isopropanol. Transcurrido 5-10 minutos a temperatura ambiente se
centrifugd durante 8 minutos a 16.000 x g a 4 °C. Finalmente las muestras se lavaron
con etanol al 70% y se dejaron secar en una estufa a 37°C. Estas fueron resuspendidas
en 30 ul de agua DEPC.

Para eliminar el ADN presente en las muestras estas fueron tratadas con
ADNasa I de pancreas bovino. A cada una de las muestras se le afiadieron 25 pl de una
solucion de H,Opgpe que contenia 20 U de inhibidor de ARNasas (“RNAse-Inhibitor”,
Roche Molecular Biochemicals, ref. 799025), ditiotreitol (DTT) 4 mM, MgCl, 40 mM y
10 U de ADNasa I libre de ARNasas (Roche Molecular Biochemicals, ref. 776785). La
mezcla de reaccion se incubd durante 1 hora a 37°C. En otras ocasiones se hizo uso del

Kit de Qiagen (RNeasy Mini Kit 50, Cat. No. 74104) para la extraccion de ARN.

9. TRANSFERENCIA DE ADN A MEMBRANA E HIBRIDACION
(“SOUTHERN BLOTTING”).

9.1. Transferencia de ADN por capilaridad.

El ADN, previamente digerido con enzimas de restriccion y separado en un gel
de agarosa 0,8% (p/v), se transfirié por capilaridad a una membrana de nailon cargada
positivamente (Roche Molecular Biochemicals, ref 1417240). Tras la electroforesis el
gel fue sumergido en una solucion de HCI 0,2 N, durante 10 minutos, hasta que se
produjo el viraje del azul de bromofenol a amarillo. Este tratamiento introduce mellas

en el ADN depurinandolo, lo cual facilita su transferencia. E1 ADN se desnaturalizo
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introduciendo el gel en una solucion de NaOH 0,5 M, hasta que se observo de nuevo el
viraje del indicador de amarillo a azul.

Sobre un cristal se coloco una tira de papel Whatman 3MM, del mismo ancho
que el gel, donde los extremos quedaban sumergidos en la solucion de transferencia
(NaOH 0,5 M), colocada en un reservorio inferior. Sobre éste se coloco el gel en
posicidn invertida y sobre €ste la membrana de nailon, finalmente se pusieron tres tiras
de papel Whatman 3MM previamente humedecido, abundante papel absorbente y un
peso equivalente a 0,5 Kg. Asi, la solucion de transferencia ascendié por capilaridad a
través del gel arrastrando el ADN hasta la membrana, donde qued6 retenido. La
transferencia se realizd durante 12-16 horas. Transcurrido este tiempo, la membrana se
lavo con 2 x SSC durante 5 minutos permitiendo su neutralizacion y eliminacion de
posibles restos de agarosa. Las membranas pueden mantenerse a temperatura ambiente

selladas en bolsas de plastico hasta su ulterior utilizacién.

9.2. Marcaje no radioactivo de ADN lineal.

El marcaje de la sonda se realiz6 con digoxigenina mediante PCR usando DIG-
11-dUTP (Roche Molecular Biochemicals, ref. 1093088). La proporcion dTTP:DIG-11-
dUTP utilizada fue 9:1. La mezcla de reaccién contenia: ADN molde, 0,05-1 pg;
cebador 25 pmoles; tampon Tag ADN-polimerasa (10x) 5 pl; dNTPs: 0,2 mM de dATP,
dCTP y dGTP; 0,18 mM de dTTP y 0,02 mM de dig-dUTP; Taq ADN-plomerasa 1,2 U
y H,O hasta 50 pl.

9.3. Prehibridacion e hibridacion.

Se utilizd un horno de hibridacion (Techne Hybridiser HB-1D, Cambridge). Se
mantuvieron 2-8 horas de prehibidacion a 60 °C con 20 ml de solucion de hibridacion
por cada 100 cm’ de membrana, transcurrido el cual la solucion de hibridacion se retird
parcialmente, manteniéndose 2,5 ml/100 cm’. Entontes, se afiadieron 20-200 ng de
sonda marcada y desnaturalizada dejando la mezcla durante 6-15 horas a 60 °C, para
que tuviera lugar la hibridacion. Finalmente los lavados se realizaron bajo las siguientes

condiciones de fuerza idnica y temperatura: dos lavados de 10 minutos cada uno a
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temperatura ambiente en 2 x SSC mas 0,1% (p/v) de SDS; dos lavados de 15 minutos a
68 °C en 0,1 x SSC mas 0,1% (p/v) de SDS.

Las composiciones de las soluciones de hibridacion fue la siguiente: 5 x SSC;
formamida, 50% (v/v); 0,02% (p/v) SDS; 5% (p/v) agente bloqueante (suministrado por
el fabricante); H,O hasta 20 ml.

9.4. Reaccion inmunologica.

El revelado se llevd a cabo del siguiente modo: se lavaron los filtros con
solucion tampon-1 durante 1 minuto. Seguidamente se dejaron incubando durante 30
minutos con solucion tampén 2 (100 ml). Transcurrido este tiempo, se repitio el primer
paso y se incubd con 20 ml de solucion de anticuerpo (anti-digoxigenina-fosfatasa
alcalina conjugado) diluido 1:5000 en tampon-1 durante 30 minutos. Se realizaron dos
lavados de 15 minutos con 100 ml de tampdn-1 para eliminar el anticuerpo no unido.
Finalmente, la membrana se equilibr6 con 20 ml de solucion tampdén-3 durante 2
minutos y se incub6d con 10 ml de la solucion colorante en oscuridad hasta observar las
bandas. La reaccion se detuvo lavando con 50 ml de TE durante 5 minutos.

La composicion de las oluciones utlizadas en este proceso fueron las siguientes:

Tampoén-1, pH 7: Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM y NaCl, 150 mM.

Tampon-2: solucion bloqueante 0,5% (p/v) en tampdn-1.

Tampén-3, pH 9,5: Tris-HCI (pH 8,0) 100mM, NaCl 100mM y MgCl, 50 mM.

Solucion de anticuerpo: anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina
conjugado, preparado en 20 ml de tampon-1 a concentracion final 150 mU/ml.

Solucion colorante: solucion de azul de nitrotetrazolio (NBT); solucion de 5-

bromo-4-cloro-3-indolifosfato 45 ul (BCIP), 35 ul y tampoén-3 hasta 10 ml.
10. EXTENSION REVERSA A PARTIR DE UN CEBADOR.
10.1. Marcaje de cebadores.
Los oligonucle6tidos utilizados como cebadores se marcaron por fosforilacion

en su extremo 5° con [y-"PJATP (Amersham Pharmacia Biotech, ref. AA0068). Cada

reaccion contenia en un volumen final de 10 pl: 1 pl del tampon de la enzima
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polinucledtido quinasa concentrado 10 veces (Tris 0,5 M pH 7,6; MgCl, 0,1M; DTT 50
mM; espermidina 1 mM; EDTA 1 mM), 10 pmol de oligonucleotido, 1 ul de [y-
2PJATP (>3.000 mCi/mmol) y 1 U de la enzima polinucledtido quinasa del fago T4
(Roche Molecular Biochemicals, ref. 838292). Las mezclas de reaccion se incubaron
durante una hora a 37 °C. La quinasa se elimind tratando la mezcla con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), y el exceso de [y-"P]ATP se elimind por
filtracion a través de una columna comercial con gel de poliacrilamida en Tris 10 mM
pH 7,4 (“Micro Bio-Spin 6 Column Tris”, ‘bio-Rad, ref. 732-6222) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

El porcentaje de oligonucleodtido se calculo6 utilizando un detector de radiaciones
“TRI-CARB 1500 Liquid Scintillation Analyzer” de Packard. Se determino el nimero
de cuentas por minuto (cpm) de una muestra de 0,5 pl del oligonucléetido a la que se

afnadieron 4 ml de liquido de centelleo.

10.2. Reacccion de extension.

Como cebadores complementarios a las cadenas de ARNm se utilizaron los
oligonucleotidos correspondientes en cada caso. Los cebadores hibridaban con
secuencias proximas al extremo 5" de los genes en estudio, generalmente dentro de la
region codificante. Para la hibridacion de los oligonucledtidos marcados con las cadenas
de ARN se mezclaron 2 pl de tampén de hibridacién, 10° dpm del oligonucle6tido
marcado y 20 pg de ARN total en un volumen final de 10 pl. La mezcla se incub¢ a
85°C durante 5 minutos, posteriormente se paso a un bafio a 65°C y se dejo enfriar,
lentamente, hasta 45°C. La reacciéon de extension se realizd afiadiendo 40 pl de una
solucion que contenia el tampon de la transcriptasa reversa, los 4 desoxinucledtidos a 1
mM cada uno, 20 U de inhibidor de ARNasas, 3 pg de actinomicina D y 7 U de la
transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis de ave (Roche Molecular
Biochemicals, ref. 109118). La mezcla de reaccion se incub6 a 44°C durante una hora.
La reaccion se detuvo mediante la adicion de 5 pl de acetato sodico 3 M pH 4,8 y 150 pl
de etanol frio (-20°C), la muestra se dejo precipitando durante 10-14 horas a -20°C.

La concentracion de las soluciones utilizadas fue la siguiente:

Tampén de hibridacion: NaCl 2M y piperacina-N,N -bis(2-etanosulfonato),
PIPES, 50 mM; pH 7.
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Tampoén de transcriptasa reversa: Tris-HCl 12,5 mM, pH 8,2; ditiotreitol
(DTT), 10 mM; MgCl, 6 mM.

10.3. Separacion de las cadenas extendidas de ADNc mediante electroforesis.

Las reacciones se precipitaron por centrifugacion a 12.000 x g durante 15 min a
25 °C. Se lavaron con etanol frio al 70% y se dejaron secar a 90 °C durante 3 minutos.
Finalmente fueron resuspendidas en 4 pl de TE y 2 pl de tampdén de carga con
formamida. Las muestras se desnaturalizaron mediante exposicion a 90 °C durante 2
minutos y se enfriaron en hielo antes de su separacion por electroforesis.

La separacion de las cadenas de ADNc de distinta longitud se llevo a cabo
mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (40x20 cm) al 6,5%
(p/v) en TBE a potencia fija de 40 W y voltaje variable entre 1.500 y 2.000 V. Una vez
finalizada la separacion, el gel se transfirio a un papel de filtro Whatman 3MM, se
cubrid con papel de plastico transparente y se seco al vacio en un secador Bio-Rad a 80
°C durante 30 minutos. Las bandas de ANDc del gel se visualizaron por autorradiografia
utilizando métodos estandar tras al menos 48 horas de exposicion a -80 °C.
Alternativamente, la radiactividad acumulada en el gel se cuantificé con un Molecular
Imager model GS-525 (Bio-Rad).

La composicion de las soluciones utilizadas se detalla a continuacion:

TBE: Tris-base 4,84 g, 4cido acético glacial 1,14 ml, EDTA-Na, 0,5 M pH 8,0 2
ml, H,O hasta 1litro.

Solucion concentrada de acrilamida 40%: acrilamida 38 g, N,N’-
metilenbisacrilamida 2 g y H,O hasta 100ml. Esta solucion se filtro a través de una
membrana de nailon mediante vacio. La solucion filtrada se almacend en oscuridad a
4°C.

Acrilamida desnaturalizante 6% (p/v): acrilamida 40% (p/v) 9 ml, urea 25,2
g, TBE (5 veces concentrado) 12 ml y H,O hasta 60 ml.

Para catalizar la polimerizaciéon de la acrilamida se afiadieron a la solucion
anterior, inmediatamente antes de verter el gel, 125 pl de persulfato aménico 10% (p/v)
y 125 pl de TEMED.

El montaje de las placas de cristal de la unidad de electroforesis, donde una de
las cuales fue tratada con dimetil-dicloro-silano para evitar la adhesion del gel a la

misma, se realizé conforme a las instrucciones del fabricante.
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11. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA.

La medida de la actividad B-galactosidasa se realizd en células permeabilizadas
segiin el método descrito por Miller y colaboradores (1972). Se trata de una reaccioén
colorimétrica, en la que el sustrato de la reaccion es el o-nitrofenil-B-D-
galactopiran6sido (ONPG), el cual es hidrolizado por la enzima -galactosidasa. Como
producto de la reaccion se obtiene galactosa y o-nitrofenol. Este ultimo es un compuesto
de color amarillo que permite llevar a cabo un andlisis cuantitativo en un
espectofotdmetro.

Cultivos celulares incubados a 30 °C durante 10-14 horas se diluyeron 100 veces en
10 ml de medio minimo M9, suplido con benzoato como fuente de carbono, y se
incubaron a 30°C en agitacion continua a 200 rpm. Transcurrida 1 hora y 30 minutos se
afiadi6 el inductor en aquellos casos en los que se indique. Tras un periodo de
incubacién variable, se recogieron fracciones alicuotas de 100 pl de los cultivos y se
afnadi6 el volumen de una soluciéon que contenia 2 mg/ml del detergente bromuro de
alquil-trimetil-amonio (MATAB) en Tris-HCI 0,2 M pH 8, con objeto de permeabilizar
las células. A su vez se midi6 la turbidez del cultivo a 660 nm. Tras incubar la mezcla
de células con MATAB en hielo durante 20 minutos, se afiadieron 800 pl de tampon Z
pH 7 y 0,2 ml de soluciéon de ONPG. La mezcla de reaccion se incubd a 30 °C hasta la
aparicion de color (entre 2 y un maximo de 30 minutos). La reaccién se detuvo
afiadiendo 2 ml de una solucién de Na,COs 0,5 M. La concetracion de o-nitrofenol se
determind espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 420 nm. También se
midié la absorbancia de cada muestra a 550 nm para realizar una correccion debida a la
turbidez celular. Rutinariamente los ensayos de actividad B-galactosidasa se realizaron
por triplicado.

La actividad, expresada en unidades Miller, se calcula de acuerdo con Ia

siguiente ecuacion:

Unidades B-galactosidasa = ( A 420 — 1,7 X A 550/ t X V x D.O.660 ) X 1000
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donde “t” representa el tiempo de reaccion en minutos y “V” el volumen (en ml) de

células utilizadas.

Tampoén Z: 60 mM NaH,PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4 y 50 mM de B-
mercaptoetanol, pH 7.

Solucion de ONPG: 4 mg/ml de o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido en tampon fosfato
0,1 M pH 7. La solucion de ONPG se mantuvo estable a 4°C y en oscuridad durante 2

semanas aproximadamente.

12. MUTAGENESIS.

12.1 Mutagénesis por transposicion.

Para la obtencion de mutantes afectados en el catabolismo de lisina se utilizo el
plasmido pUT portador del miniTn5-Km, cuyo origen de replicacion es oriR6K, por
tanto, suicida en P. putida KT2440. Dicho proceso se realizd mediante una conjugacion
tripartita utilizando las siguientes cepas: Pseudomonas putida KT2440 (receptora);
E.coli S17-1-Apir (portadora del pldsmido pUT-Km) (donadora); HB101 (pRK®600)
(cepa auxiliar). El plasmido pRK600 permite la movilizacion del plasmido suicida pUT-
Km a la cepa P. putida KT2440, donde tendra lugar la transposicion. Tras ocho horas de
incubaciéon a 30°C la mezcla de conjugacion se extendido en medio minimo M9, con
glucosa 20 mM, Cm y Km como agentes selectivos. Las colonias obtenidas, se picaron
en M9, lisina 20 mM, Cm y Km, seleccionandose aquellas incapaces de crecer.

En otra ocasion se buscaron mutantes que estuvieran afectados en la expresion
de los genes davD-davT, para ello se utilizd como cepa receptora KT2440-rei2, la cual
posee una fusion transcripcional del miniTn5 Km1 luxCDABE al gen davT. Como cepa
donadora se us6 la portadora del plasmido pUT-miniTn5-Gm. Dicha cepa fue cedida
por el laboratorio de Seeren Molin, de la Universidad Técnica de Dinamarca. Se
seleccionaron aquellos transconjugantes afectados en la emision de luz bajo la presencia

del agente inductor.

12.2 Mutagénesis dirigida.
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Para la construccion de mutantes de P. putida KT2440 por recombinacion
homologa se utilizaron los vectores pUC18, pUC18Not, o pGEM-T, en los cuales se
clonaron los genes que interesaba mutar interrumpidos por un gen marcador (los
interposones QQ-Km o el casete no polar aphA4). En general se incluy6 al menos 1 kb de
secuencia de ADN del gen en cuestion a ambos lados de cada marcador. El plasmido se
transfirio por electroporacion a las cepas de P. putida que se deseaba mutar. Se
seleccionaron los transconjugantes resistentes a Km como consecuencia de la
integracion del vector en el cromosoma del huésped por recombinaciéon homoéloga a
través de las secuencias que flanquean al marcador. Se comprobd que estas cepas
(denominadas merodiploides o cointegrados) poseian el fenotipo que les conferia el
marcador introducido. Los merodiploides se comprobaron por PCR. Se cultivaron en
LB liquido durante una noche y se sembraron en placas de LB sin antibidtico. El
crecimiento en ausencia de presion selectiva favorecid el segundo evento de
recombinacion, que tuvo como consecuencia la pérdida del vector y de una de las copias
del gen a mutar (bien la copia silvestre o la mutada). Se volvieron a sembrar las colonias
de LB en los medios selectivos adecuados para comprobar que se habia eliminado el
vector y seleccionar las que portaban la copia mutada (a los que llamamos clones

resueltos). Finalmente, se confirm¢é la mutacion mediante PCR.

13. DETECCION DE LA LUMINISCENCIA MEDIANTE UNA CAMARA
DETECTORA O CONTADORA DE FOTONES.

Estos experimentos se realizaron en el laboratorio de Seeren Molin. Para la
visualizacion de la bioluminiscencia se us6é una camara CCD Hamamatsu C-2400. Los
transconjugantes derivados de rei2 descritos en el apartado anterior se incubaron en
medio minimo M9 suplido con citrato y con el agente inductor, lisina 1 mM, en aquellos
casos en los que se indique. Tras 10-12 horas las muestras se introdujeron en una
camara oscura, en la que estaba situada la camara CCD. Para la toma de una fotografia
de transmision, se encendi6 el dispositivo de iluminacion interna de la camara oscura y
las muestras se expusieron a un campo luminoso durante 3-5 segundos. Posteriormente,
las muestras se expusieron a un campo oscuro durante 5 minutos. Las imégenes

obtenidas por la camara CCD se procesaron con el “software” Argus-10 y se sometieron
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a un posterior tratamiento mediante el uso del programa Adobe Photoshop. Los niveles

de expresion de los genes /ux se dan en valores relativos, en funcion de la D.O.g0.

14. EXPERIMENTOS DE TRANSPORTE CON LISINA MARCADA CON 'C.

Pseudomonas putida KT2440, asi como, sus correspondientes mutantes fueron
cultivados en medio minimo M9 suplido con 15 mM de benzoato, y en aquellos casos
en que se indique con lisina 5 mM, hasta alcanzar la fase exponencial tardia (DOggo
~0,7~0,8) tras lo cual fueron centrifugados a 3500 g durante 15 minutos a 4 °C dos
veces. Se resuspendieron en medio minimo M9 suplido con 15 mM de benzoato a una
DOggo entre 0,2-0,3. Tras preincubar dichas muestras en un bafio a 30°C con agitacion
durante 5 minutos se afiadié [U-'*C]-lisina. Se recogid 1 ml del cultivo y se filtro a
través de un filtro de 0,45 pm de didmetro de poro (Millipore, ref. HAWP02500) con
ayuda de un aparato de filtracion por vacio (“1225 Sampling Manifold”, Millipore, ref.
XX27-025-50). El filtro se lavo dos veces con 3 ml de 1 x M9 frio.

Como control negativo del experimento y para determinar la radiactividad
inespecifica que quedaba retenida en los filtros, se sigui6 el mismo procedimiento que
el mencionado arriba, pero a partir de muestras incubadas en agua-hielo sin agitacion.
Los filtros se incubaron con 4 ml de liquido de centelleo durante 3-5 horas. Finalmente,
se contabilizd el nimero de cuentas por minuto (cpm). A su vez, se tom6 1 ml del
cultivo para determinar los mg de proteina totales.

Con el fin de determinar los umoles de compuesto acumulados por las células, se
calculé también la radioactividad de la solucion de lisina utilizada en el ensayo. Por
tanto, se contabilizd el nimero de cuentas por minuto (cpm) de 1 pl de la solucién
utilizada en el ensayo. Los valores asi obtenidos se utilizaron como referencia para el
calculo de la cantidad total de compuesto retenido por las células en los filtros. Los

resultados del experimento de transporte se expresaron como nmol/ml mg prot.

15. METODOS ANALITICOS.

15.1. Determinacion de la produccion de CO; a partir de L-"*C-Lisina.
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P. putida KT2440 y su derivado isogénico davB fueron inoculados en medio
minimo M9 suplido con benzoato 15 mM y L-lisina 5 mM, como agente inductor. Tras
alcanzar la fase exponencial de crecimiento (DOgso 0,7) los cultivos se recogieron y se
diluyeron a una DOgsy de 0,3 en medio minimo M9 suplido con 15 mM de benzoato.
Las muestras se incubaron a 30°C bajo agitacion continua con 7,8 uCi de [U-"*C] L-
lisina en matraces cerrados con una trampa de NaOH. A los cinco minutos se detuvo la
produccion de CO,. Las muestras se analizaron en un contador de centelleo marca

Pakard.

15.2. Determinacion de proteina.

Para la determinacion de la concentracion proteica en células enteras se utilizo el

método de Lowry y colaboradores (1951).

16. ANALISIS DE INTERMEDIARIOS METABOLICOS DE LA
DEGRADACION DE L-LISINA.

16.1. Obtencion de metabolitos intracelulares de cultivos bacterianos.

P. putida y sus derivados isogénicos fueron inoculados en matraces de 500 ml
con 50 ml de medio minimo M8 suplido con L-lisina 5 mM y glucosa 0,5 % (p/v). Las
muestras se incubaron a 30°C bajo agitacion continua hasta alcanzar la fase exponencial
tardia (DOgeo =1). La biomasa fue recogida tras centrifugar el cultivo a 4000 x gy 4 °C
durante 8 minutos, la muestra se dividio en dos fracciones alicuotas para analizarlas por
separado. El precipitado se resuspendi6é en metanol previamente calentado a 70 °C. Las
muestras se incubaron a 30 °C durante 30 minutos a 500 rpm. Tras enfriarlas se
centrifugaron a 20000 x g durante 10 minutos. El extracto se secé con un sistema de
evaporacion por vacio (HetoVac VR-1 con una bomba de vacio Alcatel y un

condensador CT110).

16.2. Cromatografia de gases y espectometria de masas.
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Los metabolitos intracelulares se analizaron utilizando un cromatografo de gases
acoplado a un espectometro de masas. Los metabolitos extraidos y/o hidrolizados se
disolvieron en 30 pl de dimetil formamida 99,8% antes de ser analizados. Para la
reaccion de derivatizacion se afiadio6 30 upl de N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-
trifluoroacetamida, este compuesto es capaz de reaccionar con grupos hidroxilos, tioles,
aminas primarias, amidas y grupos carboxilos. La mezcla de reaccion se incub¢ a 85 °C
con agitacion (550 rpm) durante 60 minutos. 1 pl del producto de reaccidn se inyecto en
un Cromatografo de gases Serie 8000 acoplado a un espectrometro de masas MD 800.
Como patrén interno se afiadid a la reaccion de derivatizacion acido tropico a una

concentracion final 2 mM.

16.3. Distribucion del [C, °N] en el cultivo bacteriano a partir de [°C, °N] L-

lisina.

P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos fueron inoculados en 10 ml de
medio minimo M8 suplido con glucosa 0,5% (p/v) y [U-"*C, U-"N] L-lisina 5 mM en
matraces de 50 ml. Las muestras se incubaron a 30 °C bajo agitacion continua. Tras
alcanzar una DOggp =1 se recogieron alicuotas de 5 ml y se centrifugaron a 1200 x g y 4
°C durante 20 minutos. El precipitado celular se lavé 2 veces con NaCl 0,9% (p/v). Una
de las alicuotas de cada duplicado se conservd para analizar los metabolitos o-
aminoadipato, 6-aminovalerato, L-pipecolato y glutarato, tal y como se indica en el
apartado 16.1 y 16.2. La otra alicuota se hidrolizé con 1,5 ml de HCI durante 24 h a
110°C en tubos eppendorf de 2 ml. El hidrolizado se seco a 85 °C durante toda la noche.
La reaccion de derivatizacion se llevo tal y como se indica en el apartado 16.2 salvo que
el hidrolizado se resuspendié en 50 pl de dimetil formamida 99,8% y 30 pul de agente
derivatizante.

Del espectro de masas resultante de los aminoacidos derivatizados, leucina y
glutdmico, se corrigié la abundancia natural de todos los is6topos estables, asi como, la
fraccion de biomasa no marcada procedente del indculo de partida. Para ello, se usoé el
programa MATLAB Fiat Flux Version 1.04. También se usé para calcular la

abundancia relativa de cada iso6topo de los diferentes fragmentos.

17. ANALISIS INFORMATICOS DE SECUENCIAS.
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Para el tratamiento y analisis de secuencias de nucledtidos y aminoacidos
(determinacion de las fases de lectura abierta, de los sitios de restriccion, uso de
codones, composicion de aminoacidos, etc.) se emplearon los programas informaticos
DNA Strider v.13 (Marck 1988) y SeqEd v. 1.0.3 (Applied Byosystems, Inc., 1992).

En el disefio y andlisis de oligonucleétidos (para secuenciaciéon y PCR) se
utilizaron los programas informaticos OLIGO v. 4.05 (W. Rychlik, National
Biosciences, Inc., 1992) y Amplify v. 2.52 (B. Engels, University of Wisconsin, 1996).
La estimacion de la temperatura de hibridacion de los oligonucleétidos se hizo con el
programa “Tm determination” (Breslauer et al. 1986) disponible en Internet, que
ademas de la composicion de bases también tienen en cuenta su secuencia.

La comparacion de nuevas secuencias (de nucledtidos y aminoacidos) con las
distintas bases de datos, se realizd con la ayuda de los programas BLAST (Altschul et
al. 1990) disponible en el servidor de internet del NCBI, y FASTA3 (Pearson & Lipman
1988) disponible en el sevidor de internet del EMBL-EBI (Tabla M.5). El alineamiento

de secuencias se realizo con el programa Clustal W (Thompson et al. 1994).

Tabla M.5: Direcciones de internet.

Programa Direccion de internet

Determinacion de Tm http://alces.med.umn.edu/rawtm.html

BLAST http://ulrec3.unil.ch/software/ WUBLAST form.html

FASTA3 http://www?2.ebi.ac.uk/fasta3/

Clustal W http://pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.html
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Capitulo I.

CARACTERIZACION DEL OPERON davD-davT, IMPLICADO EN
EL CATABOLISMO DE LISINA.

RESUMEN

En P. putida KT2440 se han descrito distintas rutas para el catabolismo de
L-lisina. Una de ellas comprende la conversion de L-lisina en glutarato a través de
dos rutas distintas, la ruta de la cadaverina y la ruta monooxidativa, que
convergen en d-aminovalerato. Este compuesto se convierte en glutarato gracias a
la actuacion de la o6-aminovalerato aminotransferasa, DavT, y de Ila
deshidrogenasa del semialdehido del acido glutarico, DavD. Los genes que
codifican dichas enzimas fueron identificados en P. putida KT2440 por Espinosa-
Urgel y Ramos (2001). Los resultados de este capitulo muestran que ambos genes
forman un operdon cuya expresion, desde P,,, es inducible por L-lisina, o-
aminovalerato y cadaverina, intermediarios de la ruta de degradacion de L-lisina.
P4,y €s un promotor dependiente ¢’ que presenta una posible region de union de
un regulador. Ademas se han identificado dos transportadores tipo ABC
responsables del transporte de L-lisina al citoplasma, y necesarios para que se

alcancen altos niveles de induccion del promotor P .
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1. ESTUDIO DE LA ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES
davD-davT DE Pseudomonas putida KT2440.

Espinosa-Urgel y Ramos (2001) describieron la organizacion fisica de los genes
davD-davT, anotando que, ambos genes se encontraban asociados en el cromosoma y
que presentaban la misma direccion transcripcional. No obstante, no se sabia si ambos
genes formaban un operon. Estos genes codifican la deshidrogenasa del semialdehido
del acido glutarico y la 96-aminovalerato aminotransferasa, respectivamente.

Mediante andlisis computacional del genoma de P. putida KT2440, se concretd
el entorno genético de davD-davT. En sentido 5° de estos genes aparecen tres marcos
abiertos de lectura, orfl, orf2 y orf3 (PP0209, PP0210 y PP0211, respectivamente), que
se transcriben en el mismo sentido que davD-davT. A su vez en 3" con respecto a davT
aparece otro marco abierto de lectura orf4 (PP0215), cuyo sentido de la transcripcion es
el mismo que el mencionado. Finalmente, aguas abajo de orf4 aparece otro marco
abierto de lectura, orf5 (PP0216), que se transcribe divergentemente con respecto a éste
(Figura C.I.1).

El marco de lectura orf1 presentd un tamafio de 852 pb, codificando una posible
proteina con un elevado grado de similitud (75%) con el componente de unién a ATP de
sistemas de transporte de tipo ABC. El mayor grado de similitud corresponde al sistema
de transporte de nitrato de Methanococcus janaschii y Synechocistis sp, asi como el
sistema de transporte de sulfonato de Methanosarcina acetivorans (Bult et al., 1996;
Galagan et al., 2002; Kaneko et al., 1996). Por otro lado, el codon de finalizacion de la
traduccion solapa con el codon de iniciacion de la orf2. El marco de lectura orf2 posee
un tamafio de 966 pb, codificando una posible proteina que presentaria cierta similitud
con ficobiliproteinas. Sin embargo, la funcion de dicha proteina es desconocida. En
cuanto al producto del marco de lectura de orf3 se desconoce su funcion. El codon de
terminacion de dicho marco de lectura, dista 487 pb del codon de iniciacion de davD.
La region intergénica comprendida entre davD y davT es de 293 pb. El codon de
terminacion de la traduccion de davT estd separado por 138 pb del codon de inicio de la
traduccion del siguiente marco abierto de lectura, orf4 que daria lugar al polipéptido
PP0215. La posible proteina PP0215 presentaria similitud con sistemas de dos

componentes. Estos datos se recojen en la tabla C.1.1.
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Tabla C.I.1: Marcos de lectura abiertos encontrados en la region de 8 kb del cromosoma de P.
putida KT2440 que engloba a los genes davD y davT. Se indica el nimero de asignacion de dichas orf,

el tamafio, el nimero de acceso a la base de datos de GenBank y la posible funcion asignada.

Porcentaje
Tamafo Tamafio N° de acceso
orf (o) (as) Homologos de (GenBank)
p aa enBan
identidad

Transportadores

ABC de nitrato,
orfl 0209 283 75% AANG65842.1

componente de

union a ATP.
orf2 0210 321 Ficocianina 40% AANG65843.1
Proteina
orf3 0211 93 ' . 58% AANG65844.1
hipotética
*Succinato-

davD 0213 480 86% AANG65845.1

semialdehido DH

*4-aminobutirato
davT 0214 425 _ 85% AANG65846.1

aminotransferasa

Regulador de dos
orf4 0215 419 52% AANG65847.1

componentes.

Dominio sensor

orf5 0216 328 de un sistema de 70% AANG65848.1

dos componentes.

*Espinosa-Urgel et al. (2001) demostraron que los genes davD y davT codifican la deshidrogenasa del

semialdehido del acido glutarico y la 8-aminovalerato aminotransferasa, respectivamente.

Con objeto de estudiar la organizacion transcripcional de los genes mencionados
se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR a partir de ARN total, aislado de la cepa P.
putida KT2440. Dicho ARN se aislé a partir de un cultivo de P. putida KT2440 que
habia crecido en M9 benzoato y lisina 5 mM, las células se recogieron en la fase
exponencial tardia. La L-lisina se utilizé en este ensayo como inductor de la expresion
del gen davT. En las RT-PCRs se usaron parejas de oligonucleotidos enfrentados que
hibridaban con el inicio y la terminacion de la traduccion de cada dos genes adyacentes,

del entorno genético descrito. El producto de PCR se analiz6 por electroforesis en gel de
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agarosa al 1,5%. Unicamente se observaron productos de amplificacion de los tamafios
esperados para las regiones intergénicas orfl/orf2 y davD/davT. Cabe destacar que no
encontramos transcrito de orf3 bajo las condiciones ensayadas. Estos resultados indican
que los seis marcos abiertos de lectura se encuentran formando tres unidades
transcripcionales, donde davD-davT se transcribe independientemente de orfd y

orfl/orf2. (Figura C.I.1).

I0 0,i351 1-8|13 2,094 2,313 4,021 ?,481 tls,879 8Kb
|

L1 l

I 11 121 1

1 I B T |

I LI B A |

| « 1€

L L I>

295pb  275pb 500 pb 270pb 534pb

Figura C.I.1: A, Esquema de la region de 8 kb del cromosoma de P. putida KT2440 que contiene a
los genes davD-davT. Las flechas indican las diferentes fases de lectura abierta y su sentido de
transcripcion. El tamafio de las proteinas producto de su correspondiente marco de lectura se indican
encima de cada flecha. A su vez los numeros 1, 2, 3, 4 y 5 reflejan las RT-PCR llevadas a cabo. El
resultado de los mismos se muestra en el panel B.
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2. PATRON DE EXPRESION DEL PROMOTOR DEL OPERON davD-davT.

2.1 Analisis de fusiones transcripcionales de los genes davD-davT de P. putida

KT2440.

Los resultados, anteriormente mencionados, indicaban que davD-davT se
disponen formando una tUnica unidad transcripcional. Para confirmar estos datos
decidimos llevar a cabo fusiones transcripcionales de la region 5° de davD asi como de
la region intergénica davD-davT al gen lacZ’ del plasmido pMP220, obteniéndose los
plasmidos pOR2 (portador de un fragmento de 468 pb) y pOR1 (fragmento de 293),
respectivamente (Figura C.I1.2). Dichos plasmidos se electroporaron en P. putida
KT2440, para determinar la expresion de estas posibles regiones promotoras como
actividad -galactosidasa. Para ello cepas de KT2440 portadoras de los plasmidos pOR1
y pOR2 se cultivaron en medio minimo M9 con benzoato 15 mM, y con L-lisina 5 mM
como agente inductor en aquellos casos en los que se indica. Tal y como se muestra en
la Figura 1.2, no se encontro actividad B-galactosidasa en KT2440 (pOR1), mientras que
por el contrario pOR2 presentaba un nivel de expresion basal, habiendo inducciéon en
presencia de L-lisina (Figura C.I.3). Estos resultados, junto con los de RT-PCR,
permitieron concluir que davD-davT forman un operén, donde la expresion de dicho

transcrito tiene lugar a partir del promotor en 5” con respecto a davD.

A)

31.7 33.7 104 51.5
orf1 orf2 0rf3 ug davD
pOR2 MEE—— > i :

pOR1 -:>
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B) ——KT-pOR2
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Figura C.I.2: A, Analisis de la organizacion transcripcional de los genes davD y davT. Regiones
amplificadas para el disefio de los plasmidos pOR2 (fragmento de 468 pb) y pOR1 (fragmento de 293
pb).B, Ensayo de la actividad p-galactosidasa de los plaismidos pOR2 y pORI1 en P. putida KT2440.
Los cultivos se inocularon en medio minimo M9 suplido con Benzoato 15 mM en presencia de L-lisina
ImM (simbolos cerrados). Los simbolos abiertos representan las densidades Opticas correspondientes. El
plasmido pMP220 se refiere al control portador del gen reportero lacZ’ sin fusion.

2.2 Identificacion y caracterizacion del promotor de davD-davT.

Para definir el promotor del operon davDT 'y determinar el punto de inicio de la
transcripcion de davDT se realizaron ensayos de extension de ARN a partir de un
cebador localizado a 60 pb del punto de inicio de la traduccion. P. putida KT2440 se
cultivd en medio minimo M9 con benzoato y en presencia de L-lisina 5 mM hasta
alcanzar la fase exponencial tardia de crecimiento, momento en el cual se recogieron
fracciones alicuotas de 10 ml y se aislo el ARN total. El ensayo de extension a partir
de cebador se realiz6 utilizando 20 pg de ARN total. La electroforesis desnaturalizante
en gel de policrilamida del ADNc obtenido, se desarrollé en paralelo a una reaccion de
secuenciacion de dicha region de ADN a partir del cebador. Nuestros resultados
revelaron un unico punto de inicio de la transcripcion situado a 66 pb del punto de
inicio de la traduccion. Un estudio detallado de dicha region, reveld una region -10 con
una secuencia (5'-TAGCAT-3") con un alto grado de similitud con la region -10 tipica
(5"-TATAcT-3") para promotores de P. putida KT2440 reconocidos por o’°
(Dominguez y Marqués, 2004). En negrita se representan las bases mas conservadas. A
su vez, la region -35 (5'-TTGTCC-3") también estd bastante conservada con respecto a

la propuesta para 6'° (TTGAcC) en este microorganismo (Figura C.L3).
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Figura C.1.3: Punto de inicio de la transcripcion del promotor davD y secuencia proximal 5°. (A)
Punto de inicio de la transcripcion del gen davD. Calle 1, ARN procedente de células cultivadas en medio
minimo M9 suplidas con L-lisina 5 mM. La secuencia correspondiente a dicho promotor se representa a
la izquierda de la imagen. El punto +1 se representa en negrita, junto a la region -10 propuesta. (B)
Region promotora davD. La region -10 y -35 aparecen sombreadas. A su vez, existe una region rica en A

T encerradas en una caja clara. Las flechas negras indican una posible region invertida repetida.

Con objetivo de determinar la regiébn promotora minima necesaria para que

tenga lugar la expresion de davD se disefiaron fusiones a pMP220 de diferentes
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fragmentos de dicha regién promotora amplificados mediante PCR (Figura C.1.4). En
todos ellos se mantuvo el mismo cebador en 3°, modificandose el cebador en 5°, asi
obtuvimos progresivamente fragmentos de menor tamafio. Los pldsmidos resultantes
fueron electroporados a KT2440. Los ensayos de actividad -galactosidasa se realizaron
a partir de muestras, portadoras de dichos plasmidos, cultivadas en medio minimo M9
con benzoato como fuente de carbono y, en aquellos casos en los que se indique, con el
compuesto inductor. Los resultados, asi obtenidos, revelaron que era necesario al menos
81 pb en sentido 5°con respecto al punto de inicio de la transcripcion para que el
promotor fuese activo. Un analisis detallado de dicha region revela una zona rica en Ts,
concretamente aquella que comprende la region -48/-62, pudiendo tratarse de un
elemento UP o de un elemento de curvatura. Por otro lado, también se observd una
region repetida invertida localizada entre -76/-58, lo cual sugeria una posible diana de
reconocimiento de un regulador.

actividad p-Galactosidasa

AMV Lys Nada
+

PdavizlacZ - 416bm 1630£20 1040+30 620%10

(pPOR2)

Pdav2:lacZ - 280bp m 1890£45 108035 61545
Pdav3:lacZ - 137bp @1535:100 1215110 560 £ 10
Pdavd:lacZ - 81bp tﬁ 1860 + 100 1345+80 65020
Pdav5:lacZ - 26bp ” 231 3¢1 21

Figura C.1.4: Identificacion de la unidad minima promotora de davDT que permite su expresion. La
region intergénica comprendida entre davD y orf3 se amplificé mediante PCR usando para ello el mismo
cebador en 3 (proporciona un sitio Kpnl) y diferentes cebadores en 5° (con un sitio EcoRI). Los
productos de PCR, una vez digeridos con las enzimas de restriccion indicadas, rindieron los fragmentos
de 416, 280, 137, 81 y 26 pb desde el punto de inicio de la transcripcion. P. putida KT2440 portadora de
tales fusiones se cultivd en medio minimo M9 con benzoato, y en aquellos casos donde se indica fue
suplida con d-aminovalérico 5 mM o L-lisina 5 mM. Los resultados representan la media de tres ensayos
independientes.
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2.3 Analisis de la induccion del operon davDT en presencia de distintos

intermediarios del catabolismo de lisina.

Con el fin de identificar si ademas de la L-lisina otros intermediarios de la ruta
eran capaces de inducir la expresion de davDT se llevaron a cabo ensayos de actividad
B-galactosidasa en cepas de KT2440 portadoras del plasmido pOR2, cultivadas en
medio minimo M9 con benzoato como fuente de carbono. Los sustratos analizados
fueron: L-lisina 5 mM (primer sustrato de la ruta); 4cido d-aminovalérico 5 mM
(sustrato de DavD); cadaverina 2,5 mM (sustrato intermediario de una de las rutas de
degradacion de lisina) y acido glutarico 5 mM (producto final del catabolismo del acido
aminovalérico). El estudio de la actividad B-galactosidasa reflejaba que mientras el
acido glutarico carecia de efecto inductor, los otros tres compuestos eran inductores. El
d-aminovalérico proporciono la mayor induccion y mas rapida que la L-lisina, mientras
que la cadaverina fue el efector mas débil. No se pudo concluir, a la vista de tales
resultados, si el efecto de estos inductores era directo o indirecto. Es decir, los analisis
no permitian saber si de la L-lisina y la cadaverina eran inductores per se o como

resultado de su conversion en 6-aminovalérico.

Tabla C.1.2: Induccion del promotor davD en P.putida KT2440°.

Actividad B-Galactosidasa (Unidades Miller + DS)

5-
Cepa Nada L-lisina Cadaverina _ . Glutérico
aminovalérico

KT2440 620+ 10 1,280 100 930 £ 60 1,730 + 20 600 £ 10

* P. putida KT2440 fue cultivada en medio minimo M9 con benzoato como fuente de carbono. En aquellos casos
donde se indica los cultivos fueron suplidos con L-lisina 5 mM, cadaverina 2,5 mM, &-aminovalérico 5 mM y
glutarico 5 mM. La actividad B-galactosidasa se determind 7 h tras la induccidn, estando las células en fase
exponencial. La actividad se expresa en Unidades Miller, y los valores son el resultado de una media procedente de

tres ensayos independientes.
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3. REGULACION DEL OPERON davD-davT.

3.1 Analisis de la participacion de distintos factores transcripcionales en la

expresion del operon davD-davT.

El analisis de la region en sentido 5° del punto de inicio de la transcripcion
reveld una elevada similitud con la secuencia consenso reconocida por el factor de
transcripcion ¢, observandose una clara region -10 y -35. Algunos promotores pueden
transcribirse in vivo por los factores 6’ o o dependiendo de la fase de crecimiento.
Dado que el promotor de davDT en ausencia de inductor presenta un incremento en su
expresion al final de la fase exponencial de crecimiento, una caracteristica propia de los
promotores o dependientes, se decidi6 comprobar si el factor ¢ intervenia en la
transcripcion del operon davDT. Para ello, se transfirié el plasmido pOR2 a la cepa P.
putida C1R1, un mutante en el gen rpoS, y por tanto deficiente en 6°*. Se estudio la
actividad B-galactosidasa en dicha cepa a distintos tiempos, en medio minimo M9 con
benzoato 15 mM, en presencia o ausencia de 5 mM de acido d-aminovalérico. Los

resultados se presentan en la Tabla C.1.3.

Tabla C.L3: Induccion del promotor davD en P. putida KT2440 y en su mutante isogénico C1R1°.

Actividad p-galactosidasa (Unidades Miller = DS)

Cepa --- L-lisina
KT2440 600 1200
CIR1 580 1100

“P. putida se cultivd en medio minimo M9 con benzoato como fuente de carbono. En aquellos casos donde se indica
los cultivos fueron suplidos con L-lisina 5 mM. La actividad -galactosidasa se determind 7 h tras la induccion,
estando las células en fase exponencial. La actividad se expresa en Unidades Miller, y los valores son el resultado de

una media procedente de tres ensayos independientes.

A la vista de los resultados se concluy6 que el comportamiento del mutante rpoS
no difiere del silvestre y, por tanto, la expresion de este promotor es independiente de
tal subunidad para el inicio de la transcripcion.

Por otro lado, Kohler y colaboradores (1989) observaron como un mutante en el

gen rpoN, deficiente en la subunidad 6*, era incapaz de catabolizar la L-lisina. A pesar
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de que el promotor del operdn davDT es dependiente de ¢°, su expresion podria estar
influenciada por o si éste forma parte de una cascada de regulacion, como se ha
comprabado para el caso del catabolismo del 3-metilbenzoato descrito en el plasmido
TOL de P. putida cuando se encuentra en el medio m-xyleno. Para corroborar tal
hipdtesis transferimos el plasmido pOR2 a P. putida TK19 (mutante en el gen rpoN) y
determinamos la actividad B-galactosidasa tanto en ausencia como en presencia de L-
lisina, cadaverina y 6-aminovalérico, del mismo modo que se ha descrito anteriormente.
Los resultados en la Tabla C.1.4, revelaron un orden de induccion cercano al 2, nivel
similar al obtenido para la cepa parental. Esto nos permitd concluir que 6> no estaba
implicado ni directa ni indirectamente en la expresion de davDT y, por tanto, la
inhabilidad de dicho mutante para catabolizar la L-lisina estaria adcrita a otros

segmentos catabolicos de dicha ruta.

Tabla C.I.4: Induccién del promotor davD en P. putida KT2440 y en su mutante isogénico TK19
(rpoN).

Actividad B-galactosidasa (Unidades Miller + DS)

5-
Cepa --- L-lisina Cadaverina . Glutérico
aminovalérico
KT2440 620+ 10 1280 £100 930 + 60 1730 + 20 600 £ 10
TK19 620 + 40 1450 +30 1370+ 100 1800 + 50 550+ 10

* P. putida KT2440 y su derivado isogénico fueron cultivados en medio minimo M9 con benzoato como fuente de
carbono. En aquellos casos donde se indica los cultivos fueron suplidos con L-lisina 5 mM, cadaverina 2,5 mM, o-
aminovalérico 5 mM y glutarico SmM. La actividad B-galactosidasa se determind 7 h tras la induccion, estando las
células en fase exponencial. La actividad se expresa en Unidades Miller, y los valores son el resultado de una media

procedente de tres ensayos independientes.

3.2 Busqueda de factores que afectan la induccion del operén davDT.
3.2.1 Regulador de dos componentes (PP0215).
En sentido 3" de davT existen dos marcos abiertos de lectura PP0215 y PP0216
homologos a proteinas reguladoras que forman parte de sistemas de dos componentes.

El gen PP0215 es homologo al componente regulador del sistema, mientras que,

PP0216 lo es al dominio sensor. Ya que es frecuente la proximidad entre un gen
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catabolico y su regulador, se decidid estudiar la implicacion de este regulador en la
expresion de Py,,.

A partir de ensayos de extension a partir de cebador y de RT-PCR se comprobo
que el en PP0215 se transcribia de forma independiente al operon davD-davT.

Se construyé un mutante orf4::Km mediante el uso del plasmido pCHESI-4
(Materiales y Métodos) portador de un fragmento interno (500 pb) del gen orf4 de P.
putida KT2440, insertado en el mismo sentido de la transcripcion que el promotor Py,.
Dicha construccion se transfirid por conjugacion tripartita a P. putida KT2440. Los
transconjugantes, que poseian integrado el plasmido en el cromosoma, se seleccionaron
en medio minimo con benzoato (5 mM) y kanamicina (50 ug/ml). Entre los distintos
clones resistentes a kanamicina, se selecciond uno donde la insercion cromosomica del
plasmido pCHESI-4 se confirm6 mediante PCR.

Para estudiar el efecto de la inactivacion de orf4 sobre el catabolismo de lisina se
cultivo P. putida KT2440 y su derivado isogénico orf4::Km en medio minimo M8
suplido con L-lisina 20 mM, y se estimo el tiempo de duplicacion en fase exponencial.
Los resultados (Figura C.I.7) indicaron que ambas cepas crecian con un tiempo de

generacion similar y del orden de 90 minutos.

10 &

Medida de la turbidez a 660nm

0 4 8 12 16 20 24
t(h)

Figura C.L.7: Crecimiento de P. putida KT2440 y su derivado isogénico orf4. La cepa silvestre P.
putida KT2440 (triangulos) y su mutante orf4 (rombos) se cultivaron en medio minimo M8 suplido con

L-lisina 20 mM.

Se transfirid el plasmido pOR2, portador de la fusion de P, al gen lacZ’, al
mutante orf4::Km, y la expresion de dicho promotor se determind en este fondo
genético. Los valores de actividad -galactosidasa en el mutante fueron similares a los

determinados en la cepa parental (Tabla C.1.6).
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Tabla C.1.6: Induccion del promotor davD en P. putida KT2440 y P. putida orf4::Km®.

Actividad B-galactosidasa (Unidades Miller + DS)

Cepa - d-aminovalerato
KT2440 620 £ 10 1600 £ 50
orf4:Km 660 + 40 1515+45

*P. putida KT2440 y su derivado isogénico fueron cultivados en medio minimo M9 con benzoato como fuente de
carbono. En aquellos casos donde se indica los cultivos fueron suplidos con L-lisina 5 mM, cadaverina 2,5 mM, &-
aminovalerato 5 mM y glutarato 5 mM. La actividad B-galactosidasa se determino en células en fase exponencial. La

actividad se expresa en Unidades Miller, y los valores son la media de tres ensayos independientes.

Todos estos datos indican que el posible sistema de dos componentes

PP0215/PP0216 no participa en la regulacion de Py,,.

3.2.2 Identificacion de genes que influyen en la expresion de davDT.

El mutante rei2 posee una fusion transcripcional del gen davT al operon de los
genes [uxABCDE, de tal modo, que emitia luz cuando se exponia a L-lisina. Esta
caracteristica permitia buscar reguladores u otros elementos genéticos que tuvieran una
influencia sobre la expresion de davDT, mediante mutagénesis y seleccion de clones
que no emitieran luz. Se llevo a cabo una mutagénesis al azar de rei2 por insercion del
transposon mini-Tn5Gm mediante conjugacion triparental entre las cepas P. putida rei2
como receptora, E. coli S17-1Apir (pUT-Gm) como donadora y HB101 (pRK600) como
auxiliar. El plasmido pRK600 permite movilizar el pldsmido suicida pUT-Gm portador
del transposén mini-Tn5Gm. Tras la conjugacion se seleccionaron aquellos
transconjugantes que estaban afectados en la emision de luz en presencia de lisina,
esperandose que dichos mutantes estuvieran alterados en el transporte de L-lisina del
medio extracelular o en la capacidad de inducir el operén. De este modo, se
identificaron cinco mutantes, donde dos de ellos eran totalmente oscuros. En la Figura
C.L5 se muestra el patron de emision de luz tanto en ausencia como en presencia de L-

lisina.
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Figura C.I.5: Expresion de los genes /ux en funcion del tiempo en rei2 y en los distintos mutante
isogénicos. En la figura de la izquierda se muestra la expresion del operon /ux en ausencia de L- lisina,
mientras que en la figura de la derecha refleja la expresion del operdn /ux en cultivos que han crecido en
presencia de L- lisina a una concentracion 5 mM.

De entre estos mutantes cabe destacar la cepa rei2-1, ya que no presenta
induccién del operdn Jux cuando se adiciona L-lisina al medio, presentando unos niveles
similares al basal. Por otro lado, los mutantes rei2-6 y rei2-7 poseian un cierto nivel de
induccidn, si bien, menor al parental rei2. Finalmente, rei2-3 y rei2-4 son totalmente
oscuros. En estos mutantes el miniTn) se insertd en los genes /ux y no se consideraron

posteriormente. En la Tabla C.I.5 se indica el orden de induccién de los mutantes aqui

mencionados.

Tabla C.I.5: Niveles de emision de luz relativos de rei2 y sus respectivos mutantes®.

Unidades de luz relativas =+ DS

Cepa Incremento (A)
- Lys + Lys
rei2 5+0,1 20 +£0,2 4
rei2-1 5+0,1 5 +£0,1 1
rei2-6 5+0,1 6 +0,1 1,2
rei2-7 5+0,1 7,5+0,1 1,5

Las células fueron cultivadas en medio minimo M9 con citrato como fuente de carbono sin (-) y con (+) L-lisina

(lys) 5 mM durante 3 h a 30°C. La emision de luz fue determinada con un lumindémetro.

3.2.3 Localizacion de la insercion del transposon miniTn5-Gm en los mutantes

afectados en la induccion del operén davDT.

Como primera aproximacion en la localizacion de los sitios de insercion del

miniTny en cada uno de los mutantes se decidid determinar mediante hibridacidon si
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habia tenido lugar mas de un evento de insercion del mini-Tn5Gm. Para ello se us6
como sonda la correspondiente al gen aacCl que codifica la resistencia a Gm. Se
realizaron dos tandas de restricciones de ADN cromosomico obtenido de la cepa rei2 y
de los correspondientes mutantes con las enzimas de restriccion Sall y Nofl,
respectivamente. La eleccion de estas enzimas se baso en el hecho de que el transposon
mini-Tn5 no posee ninguna diana para dichas enzimas. Tras la digestioén y la separacion
electroforética se llevo a cabo la hibridacion en southern usando como sonda (600 pb) la
arriba descrita. El resultado de la hibridacion (Figura C.1.6) reveld una unica banda en

todos los mutantes, y, por tanto, una sola inserccion del miniTnJ.

rei2-7 rei2-6 rei2-4 rei2-3 rei2-1 rei2 rei2-7 rei2-6 rei2-4 rei2-3 rei2-1 rei2

Figura C.I.6: Hibridacion de la regiéon de ADN donde estd el miniTn5-Gm. En la imagen de la
izquierda se muestran los resultados de hibridacion tras digerir el ADN con la enzima de restriccion Sa/l,

mientras que en la imagen de la derecha se muestran los digeridos con Sall y Notl.

3.2.4 Secuenciacion del ADN flanqueante al miniTn5 en cada uno de los mutantes

derivados de rei2.

Para identificar con precision el sitio de insercion del mini-TnJ5 en los distintos
mutantes se utilizo la estrategia conocida como PCR arbitraria, descrita en Materiales y
Métodos. Una vez obtenida la secuencia génica adyacente al miniTn5-Gm, se compar6
mediante el paquete de programas BLAST con la base de datos del NCBI, donde
aparece la secuencia completa del genoma de P. putida KT2440. Esto nos permitio
identificar el marco de lectura afectado asi como conocer su entorno genético.

Seguidamente, se hizo un alineamiento multiple de las secuencias proteicas con la base
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de datos existente en el GenBank a través del programa BLASTP, lo cual nos rinde
informacion acerca de las familias de proteinas mas proximas evolutivamente.

En rei2-1 el miniTn5 estd insertado en un marco abierto de lectura de 795 pb
(PP0382). Esta secuencia se compard con la existente en la base de datos de GenBank
mediante el programa BLAST, dando una alta similitud con secuencias que codificaban
hidrolasas. Esta secuencia presentaba un 49% de identidad con una hidrolasa de S.
coelicolor A3 (2); un 33% de identidad con una hidrolasa de Pyrococcus abyssi; y un
35% de identidad con una amidohidrolasa N-carbamil-D-aminoacido de M.
thermautotrophicus. Este mutante se selecciond para posteriores analisis, que se
describen mas adelante.

En rei2-6 y rei2-7 el miniTnS interrumpid un marco abierto de lectura de 753pb
(PP0283) y 885pb (PP4486), respectivamente. Andlisis comparativos de secuencia
pusieron de manifiesto como dichos marcos abiertos de lectura estaban implicados en el
transporte de L-lisina, perteneciendo a sistemas de transporte de tipo ABC (Hosie et al.
2002; Montesinos et al. 1997; Saier, 2000; Saurin et al. 1999). En el mutante rei2-6 el
gen inactivado (PP0283) presentaba un alto grado de homologia con la proteina de
union a ATP de distintos transportadores: sistema de transporte arginina/ornitina de P.
aeruginosa (94% de similitud); transportador de ABC de histidina de P. syringae pv
tomate cepa DC3000 (92% de similitud) y E. coli (79% de similitud); transportador de
ornitina de S. typhimurium LT2 (79% de similitud). Por otro lado, en el mutante rei2-7
habia sido inactivado en la proteina periplasmica de unién a sustrato (PP4486)
perteneciente a un sistema de transporte de aminoacidos basicos (Higgins and Ames,
1981; Oh et al. 1993) perteneciente al sistema LAO (lisina/arginina/ornitina) (Kang et
al. 1991). A la luz de tales resultados se propone que el defecto en la induccion del

operén davDT en dichos mutantes era debido a un menor nivel de L-lisina intracelular.

3.2.5 Descripcion de los sistemas de transporte de L-lisina de tipo ABC en P. putida
KT2440.

En el apartado anterior se han descrito dos mutantes afectados en sistemas de
transporte de tipo ABC. El mutante rei2-6 (PP0283) posee insertado un miniTn5-Gm en
el gen que codifica una proteina de union a ATP. En rei2-7 el gen inactivado (PP4486)

codifica una proteina de unidén a sustrato. Generalmente estos sistemas se encuentran

90



Resultados-Capitulo 1

formando una unidad transcripcional que incluiria al conjunto de genes que constituyen

el sistema de transporte (Figura C.1.7).

Transportador tipo ABC de aminoacidos

0 1,385 2,017 2,790 3,554 4,301 4,990 5,119 6,324 Kb
l L ] | ] Ll |
orf1 ABP BP Perme Perme orf2
461aa 257aa 250aa 230aa 229%aa 401aa

Transportador tipo ABC de aminoacidos basicos

0 1,961 2,497 3,282 4,060 4,755 5,542 5,641 6,621 Kb
l Ll | | | 1 |
orf1 BP Perme Perme ABP orf2
653aa 261aa 229aa 232aa 254aa 326aa

Figura C.I.7: Organizacion transcripcional de dos sistemas de transporte de tipo ABC. Se trata de
dos sistemas implicados en el transporte de L-lisina, afectados en los mutantes rei2-6 y rei2-7. Se indican
los puntos de insercion del miniTn5 en cada caso.

En la Figura C.1.7 se muestra la organizacion gendmica de estos dos sistemas de
transporte de tipo ABC. La figura superior presenta la organizacion gendomica de rei2-6,
donde el gen inactivado codifica la proteina de union a ATP. Este sistema tiene
homologia con transportadores de diaminoacidos o transportadores especificos de
aminoacidos basicos. Esto hacia suponer que se trataba del sistema de transporte para L-
lisina y L-ornitina descrito en Pseudomonas putida (Introduccion). La figura inferior
muestra la organizacion genomica del mutante rei2-7. En rei2-7 el miniTn5 esta
insertado en la proteina de union a sustrato. Este sistema presenta homologia con
transportadores generales de aminoacidos basicos (lisina, arginina y ornitina) pudiendo
tratarse de transportador LAO (lisina/arginina/ornitina) definido en Pseudomonas

putida.
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3.2.6 Transporte de [U-"*C] L-Lisina en los mutantes rei2-6 Y rei2-7.

Para confirmar que en el transporte de L-lisina estan involucrados al menos estos
dos sistemas de tipo ABC, se calculd la velocidad de transporte de [U-'*C] L-lisina
tanto en P. putida KT2440 como en los mutantes rei2, rei2-6 y rei2-7. Las células de P.
putida KT2440 y sus derivados isogénicos se cultivaron en medio minimo M9 suplido
con benzoato como fuente de carbono y al que se le adiciond L-lisina (5 mM) como
inductor. Tras alcanzar la fase de crecimiento exponencial (DOggo ~0,6-0,7) los cultivos
se centrifugaron y se resuspendieron en medio minimo M9 con benzoato 15 mM. El
ensayo de transporte se realizd como se indico en el apartado 14 de la seccion
Materiales y Métodos. A su vez, se tom6 1 ml del cultivo para determinar la

concentracion de proteinas totales de cultivo.

Muestras no preinducidas; lys 0,5uM Muestras no preinducidas; lys 0,5uM

2 5+
15 41
- ~al —o—KT2440
2 ] F |2 23 i 2
E _arei26 E9)1 ,
° o | —a—T16i2-6
g 051 —a—Tei2-7 P
= s =11 —a—rei2-7
0 S : —— 0¥
60 120 180 240 300 3750
05 A

t(seq) t(seq)

Figura C.L.8: Transporte de [U'*C] L-lisina en P. putida KT2440 y en los mutantes rei2, rei2-6 y
rei2-7. Las células de P. putida KT2440 (simbolos abiertos), rei2 ( rombos cerrados), rei2-6 (cuadrados
cerrados) y rei2-7 (triangulos cerrados) se cultivaron en medio minimo M9 suplido con benzato 15 mM y
L-lisina 5 mM, hasta alcanzar una DOQg(~0,6-0,7. Se recogieron las células por centrifugacion y el
experimento de transporte se realizd como se describid en el apartado 14 de la seccion Materiales y
Meétodos. En las graficas se representan los valores medios obtenidos de tres ensayos independientes,

junto con sus desviaciones tipicas.

Se observd que, para la concentracion de L-lisina ensayada, el trasporte era
lineal durante los tres primeros minutos tras afiadir el aminodcido. La velocidad de
transporte en los mutantes rei2-6 y rei2-7 fue significativamente menor que en su cepa
parental rei2 (Figura C.1.8). Curiosamente, rei2 presenta a su vez una menor velocidad

de transporte que la cepa silvestre KT2440. Esto podria indicar un efecto negativo de la
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acumulacion de AMV sobre el transporte de su precursor, lisina. La velocidad de
transporte para P. putida KT2440 fue del orden de 2,5 nmol de [U'*C] L-lisina por mg

de proteina y por minuto.
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Capitulo I1.

MULTIPLICIDAD DE RUTAS PARA EL. CATABOLISMO DE
LISINA E INTERCONEXION DE LA MISMAS EN P. putida
KT2440.

RESUMEN

Las posibles rutas del catabolismo de L-lisina fueron descritas en distintas
cepas de Pseudomonas en los aios 70, gracias a una serie de ensayos bioquimicos
que revelaron las distintas actividades enzimaticas. Sin embargo, al inicio de esta
Tesis Doctoral no se conocian los genes que codifican dichas enzimas. A lo largo de
esta tesis se ha analizado a nivel genético el catabolismo de L-lisina en P. putida
KT2440. El analisis de distintos mutantes ha revelado la existencia de tres rutas
catabdlicas, asi como la interconexion entre ellas. Mediante ensayos con BC L-
lisina se ha demostrado la conexion de la ruta de la D y L-lisina, a nivel de lisina
racemasa y del acido glutarico. La ruta de degradacion de D-lisina es crucial en la
degradacion de su forma isomérica L, al igual que la ruta monooxidativa. Sin
embargo, la ruta de la cadaverina es una ruta minoritaria, y por tanto, de menor

importancia en la utilizacion de este aminoacido.
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4. CARACTERIZACION GLOBAL DE LA RUTA DEL CATABOLISMO DE L-

LISINA EN KT2440.

4.1 El catabolismo de L-lisina implica al menos tres rutas.

En cepas del género Pseudomonas se han llegado a identificar hasta cuatro rutas

distintas para la degradacion del aminoacido L-lisina. Estas

rutas se describen en la

Introduccién y se conocen como via de la cadaverina, via de la d-aminovaleramida, via

del pipecolato y via L-lisina 6-aminotransferasa (Figura C.IL.1).
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Figura II.1: Esquema de las rutas de degradacion de L-lisina propuestas en Pseudomonas. Los

distintos pasos enzimaticos se describen con mas detalle en la Introduccion.
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Para identificar si estas rutas existian y eran operativas en P. putida KT2440 se
analizo la presencia de d-aminovalerato, glutarato, L-pipecolato y 2-aminoadipato en
extractos celulares. Los metabolitos celulares se analizaron por cromatografia de gases y
los productos separados se sometieron a ionizacion quimica para analizar su patron de
fragmentacion en un espectrometro de masas. Previamente, se obtuvieron curvas
estandar a partir de distintas concentraciones conocidas de los compuestos L-pipecolato,
d-aminovalerato, 6-aminoadipato y glutarato. Para los ensayos de acumulacion de
intermediarios, cultivos de P. putida KT2440 crecidos en medio minimo se diluyeron
1:100 en medio minimo M8 suplido con L-lisina 5 mM y glucosa al 0,5 %. Estos se
incubaron a 30°C en agitacion continua hasta alcanzar la fase exponencial tardia
(D.Ogs0=1), momento en que se recogieron las células y se extrajeron los compuestos
intracelulares, los cuales fueron analizados segtn se indica en Materiales y Métodos. En
estos extractos se identifico L-pipecolato, d-aminovalerato y §-aminoadipato (Figura
C.I1.2) La concentracion de éstos compuestos en pmoles/mg de proteina fue de 22 + 6,5;
6 + 1,5 y 4 £+ 0,5 para L-pipecolato, d-aminovalerato y 2-aminoadipato,
respectivamente. No se detectd glutarato. Por otro lado, la cadaverina no pudo ser
identificada con este método.

100 8.377

A(KT2440)

Abundancia relativa

R Il W W LS

T (min)

0

Figura C.IL2: Cromatografia de gases correspondiente a extracciones intracelulares de un cultivo
de P. putida KT2440 en M8 suplido con L-lisina 5 mM y glucosa 0,5%. El analisis de CG se realizo
como se indica en Materiales y Métodos. Los picos detectados a los distintos tiempos de retencion
corresponden a: L-pipecolato (TR 7,56); &-aminovalerato (TR 7,71); acido tropico (TR 9,3); o-
aminoadipato (TR 12,6) y L-lisina (TR 12,7).
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. El patrén de fragmentacion de los compuestos analizados se presenta en la

Figura C.I1.3 y las caracteristicas relevantes se describen a continuacion:

L-pipecolato: Tiempo de retencion de 7,56 minutos. El fragmento de mayor masa que
se originod fue 357 m/z, y es el producto de la reaccion de dos moléculas de agente
derivatizante con el grupo carboxilo y con el grupo amino del pipecolato. Los distintos
fragmentos que se observaron son el resultado de distintas combinaciones entre el

agente derivatizante y el acido pipecolico.

o0-aminovalerato: Tiempo de retencion de 7,71 minutos. En este caso, el agente
derivatizante reacciona tanto con el grupo amino como con el grupo carboxilo de la
molécula. El fragmento de mayor masa es 330 m/z, producto de la reaccion de dos

moléculas de agente derivatizante con una de aminovalerato.

2-aminoadipato: Tiempo de retencion 12,69 minutos. El pico de mayor masa es 503
m/z, producto de la reaccion de tres moléculas de agente derivatizante con una molécula

de aminoadipato.
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Figura C.I1.3: Espectros de masas de los productos analizados por cromatografia de gases (CG).
Los espectros corresponden a compuestos intracelulares extraidos de un cultivo de P. putida KT2440
crecido en M8 suplido con L-lisina 5 mM y Glucosa 0,5%. Los espectros corresponden a los siguientes

productos: A aminovalerato, B pipecolato y C 2-aminoadipato.

Cuando los cultivos se suplieron con *C L-lisina se detect6 el aumento de masa
correspondiente al *C en los compuestos analizados.

Los resultados de estos ensayos sugerian que el aminoacido L-lisina se
metabolizaria por mas de una ruta y que requeria de una lisina racemasa ya que
aparecen intermediarios de la ruta de la D-lisina. Por otro lado, podrian estar implicadas
simultaneamente la ruta de la cadaverina y la ruta monooxidativa que rendirian o-
aminovalérico. Estos resultados contrastaban con lo esperado ya que, como se indica en
la Introduccién, el mutante rei2 que no puede metabolizar el 5-aminovalérico es incapaz

de utilizar la L-lisina como fuente de carbono.
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4.2 Identificacion de los genes davA y davB, implicados en la ruta oxidativa.

En el capitulo anterior se ha descrito la obtencion, mediante mutagénesis al azar
con el miniTn5-Gm, de un mutante (rei2-1) afectado en su capacidad para inducir el
promotor P, a partir de L-lisina. Mediante PCR arbitraria se demostré que el miniTnj
se habia insertado en el gen PP0382 que codifica una amidohidrolasa, segun revelaron
los analisis de BLAST. En este capitulo se demuestra que este gen estd implicado en la
ruta de la monooxigenasa y que la sintesis del &4cido &-aminovalérico ocurre

mayoritariamente via d-aminovaleramida.

4.2.1. Caracterizacion de una hidrolasa codificada por el gen PP0382.

En la ruta monooxidativa de degradacion de L-lisina (Figura C.I1.4), la
conversion de d-aminovaleramida a d-aminovalerato estd catalizada por la enzima 5-
aminovaleramida amidohidrolasa. Esto llevd a establecer como hipotesis que el gen
PP0382 codificaba dicha enzima, y la incapacidad de inducir el promotor P4, por parte
de la L-lisina era debido a que estaba afectada la conversion de L-lisina en o-

aminovalérico.
]
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Figura C.IL4. Ruta de degradacion de L-Lisina. Las enzimas implicadas en los primeros pasos de la
ruta oxidativa son: (1) L-Lisina 2-monooxigenasa (EC. 1.13.12.2) y (2) 5-aminovaleramida amidasa (EC.

3.5.1.).
El plasmido pOR2 porta una fusion del promotor del operon davDT a lacZ’ y

con objeto de estudiar la induccion de este promotor en el mutante deficiente en el gen

PP0382 se introdujo pOR2 en las cepas rei2 y rei2-1. Se determind la actividad -
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galactosidasa en células cultivadas en M9 suplido con benzoato y en presencia de L-
lisina, cadaverina y d-aminovalérico. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

C.IL1.

Tabla C.II.1: Medida de la actividad B-galactosidasa del plasmido pOR2 en rei2 y rei2-1°.

Actividad p-galactosidasa

Cepa (Unidades Miller £+ DS)
--- L-Lys AMV
rei2 600 1134 1300
rei2-1 500 600 1500

®rei2 y rei2-1 portadores del plasmido pOR2 fueron cultivadas en medio minimo M9 con benzoato como fuente de
carbono. En aquellos casos en los que se indica se afiadio L-lisina 5 mM, d-aminovalérico 5 mM y cadaverina 2,5
mM como agente inductor. La actividad B-galactosidasa se da en Unidades Miller a partir de la media de tres ensayos

independientes.

Se observd que en contraste con la cepa parental rei2 la L-lisina no inducia el
promotor de davDT en rei2-1 mientras que con d-aminovalérico y cadaverina se obtenia
induccion. Este resultado corroboraba la propuesta de que en rei2-1 la sintesis de o-
aminovalérico a partir de L-lisina estd limitada debido a una mutacién en la ruta

monooxidativa.

4.2.1.1 Construccion de un mutante davA (PP0382) de la cepa P. putida KT2440.

Dado que rei2 posee ya un fondo genético que no permite utilizar la L-lisina
como fuente de carbono, se decidid generar un mutante deficiente en PP0382 en el
fondo genético silvestre y caracterizar el mismo con respecto a la utilizacion de la lisina.
Para ello se utiliz6 el plasmido pCHESI-H, un derivado CHESIQKm que contenia un
fragmento interno de unas 500 pb del gen PP0382 de P. putida KT2440 insertado en el
mismo sentido de transcripcion que el promotor Pp.. El plasmido pCHESI-H se
transfirio desde E. coli DH5a a P. putida KT2440 por conjugacion tripartita. Los
transconjugantes, que adquirian el pldsmido en el cromosoma, se seleccionaron en
medio minimo con benzoato (5 mM) y kanamicina (50 ug/ml). Entre los distintos clones

resistentes a kanamicina, se seleccioné uno donde la insercidon cromosomica del
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plasmido pCHESI-H se confirm6 mediante PCR (Figura C.IL.5). Finalmente, el
producto de la amplificacion se secuencié usando por un lado el oligonucledtido REV y
por otro el Hid-bis, confirmando la insercion del plasmido pCHESI-H en el gen
PP0382. El gen en el que se insertd el minitransposon se denomind davA (8-

aminovaleramida amidohidrolasa), ya que el PP0382 no tenia asignacion.

1114 —>
900 —»

692 —»
501 ——»

Figura C.ILS. Analisis por PCR de la region donde se encuentra el gen mutado davA. PCR de
colonias de uno de los mutantes davA4 obtenido tras el hecho de recombinacién. Como cebadores se
utilizaron  los  oligonucleétidos REV ~ (5'-CACAGGAAACAGCTATGAC-3") 'y  Hid-
(CGGGATCCACCATGCGCATC) que hibridan con el SMC del plasmido pCHESI-B y con el extremo
3" del fragmento del gen clonado en este plasmido, respectivamente. En la amplificacion se utilizaron
condiciones estandar y una temperatura de hibridacion de 55°C. En la calle 1 aparece el marcador VIII, en
cuyo margen derecho se indican los tamafios (kilobases) correspondientes a los fragmentos del patron de
peso molecular separados tras la electroforesis. Calle 2 se muestra el control que corresponde al plasmido
pCHESI-H; calle 2 y 3 corresponden a las muestras problema procedentes de dos colonias independientes

y la calle 4 muestra el control P. putida KT2440.

4.2.1.2 Caracterizacion fenotipica del mutante davA.

Para estudiar el efecto que suponia la inactivacion del gen davA sobre el
catabolismo de lisina se decidi6 estudiar el crecimiento de dicho mutante en medio
minimo con L-lisina como fuente de carbono y/o nitrégeno. Para ello, se sigui6 la curva
de crecimiento en medio minimo M8 con glucosa como fuente de carbono y L-lisina 5
mM como fuente de nitrogeno (Figura C.I1.6), y en M8 con L-lisina 20 mM (Figura
C.IL.7). Como control de los ensayos se incluy6 la cepa silvestre KT2440. En el medio
en el que la L-lisina era la Unica fuente de nitrégeno se observé crecimiento de ambas
cepas, aunque el tiempo de generacion en fase de crecimiento exponencial de la cepa

parental fue de 75 minutos, mientras que el del mutante davA fue de 115 minutos.
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Figura C.IL.6: Crecimiento de P. putida KT2440 y su derivado isogénico davA. La cepa silvestre P.
putida KT2440 (rombos cerrados) y su mutante davA (rombos abiertos) se cultivaron en medio minimo
MS suplido con L-lisina 5 mM, como Unica fuente de nitrogeno, y glucosa al 0,5%, como fuente de

carbono.

En medio minimo M8 con L-lisina el tiempo de generacioén de la cepa parental
fue de 90 + 10 minutos, mientras que el mutante davA era incapaz de crecer (Figura
C.IL.7). Estos datos sugieren que la ruta oxidativa es muy importante para la utilizacion
de este aminoacido como fuente de carbono. Sin embargo, el mutante davA es capaz de
utilizar la L-lisina como fuente de nitrogeno, lo cual, conduce a la existencia de otra(s)
ruta(s) alternativa(s) que permiten metabolizar como fuente de nitrogeno los grupos a- o

e-NH, de la L-lisina.

10 ¢
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Figura C.IL.7: Crecimiento de P. putida KT2440 y su derivado isogénico davA en M8 suplido con
lisina 20mM. Tanto P. putida KT2440 como su derivado isogénico fueron preincubados en M9 suplido
con benzoato 15 mM, tras alcanzar una fase estacionaria se inocularon M8 suplido con L-lisina 20 mM

como unica fuente de carbono y nitrégeno, y a lo largo del tiempo se determino la turbidez del cultivo.
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Los ensayos de induccién del promotor Pg,p en el fondo genético rei2-1
demostraron que en presencia de cadaverina se inducia dicho promotor. Esto sugeria la
existencia de una ruta de conversion de cadaverina en d-aminovalerato. Por otro lado la
incapacidad del mutante davA de utilizar L-lisina como fuente de carbono, pero no
como fuente de nitrégeno nos llevéd a determinar el crecimiento de davA, rei2, rei2-1 y
la cepa parental con cadaverina 5 mM como fuente de nitrogeno (Figura C.I1.8). Los
tiempos de generacion de la cepa silvestre y del mutante davA fueron de
aproximadamente 100 + 10 minutos, mientras que para el mutante rei2 fue de 220 + 20
minutos. Una posible explicacion es que el mutante rei2 que era incapaz de metabolizar
el 4cido d-aminovalérico, podia sustraer un grupo —NH; de la cadaverina, gracias a la
cadaverina aminotransferasa, sin embargo, era incapaz de recuperar como amonio el
segundo grupo —NH,. Esto explicaria el mayor tiempo de generacion que presenta este

mutante en L-lisina con respecto al silvestre.
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Figura C.I1.8: Medida de la turbidez a 660nm de P. putida KT2440 y sus derivados isogénigos rei2 y
davA en M8 suplido con cadaverina y benzoato. La cepa silvestre P. putida (simbolos cerrados) y sus
derivados isogénicos (simbolos abiertos, davA izquierda y rei2 derecha) se cultivaron en M8 suplido con

cadaverina 5 mM, como fuente de nitrégeno, y benzoato 15 mM, como fuente de carbono.

4.2.2. Construccion de un mutante afectado en el gen davB (PP0383).

Un analisis detallado del entorno genético del gen davA reveld en 5” un marco
abierto de lectura (PP0383) cuyo sentido de la transcripcion era el mismo que el gen
davA. Los estudios de comparacion de la secuencia de aminoacidos con las existentes en
la base de datos de Genbank, revel6 un alto grado de identidad con genes de distintas

cepas de Pseudomonas que codifican proteinas con potencial actividad como
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monooxigenasas. El producto de dicho gen habia sido anotado como posible triptéfano
2-monooxigenasa, no obstante, no existian pruebas experimentales a favor de dicha

propuesta.

Tabla C.I1.2. Identidad de secuencia entre el producto del gen PP0383 y las existentes en la base de
datos GenBank.

N° de acceso

Proteina Funcion % identidad Organismo
(GenBank)
Monoamina
Pflu4097 _ 87% P. fluorescens  ZP_ 00086824
oxidasa
Psyr023373 Monoamina
] 85% P. syringae ZP 00126831
oxidasa
PSPTO0518 Trp-2-
_ 85% P. syringae AAO54061
monooxigenasa
Trp-2- Agrobacterium
1aaM . 28% NP 396528
monooxigenasa tumefaciens

Se decidi6 inactivar dicho gen y estudiar el efecto que ello producia sobre el
catabolismo de la L-lisina. La estrategia llevada a cabo fue similar a la mencionada
anteriormente. En este caso se uso el plasmido pCHES-T, cuya diferencia con el
anterior, es que este portaba una region interna del gen PP0383 para que permitiera un
evento de recombinacidn a nivel de este gen en el cromosoma de KT2440. Finalmente,
entre los distintos clones resistentes a kanamicina se seleccion6 uno de ellos al que se le
llamo6 P. putida KT2440-davB. La secuenciacion de dicho mutante reveld la correcta
insercion del plasmido en el gen PP0383.

Posteriormente, se compar6 el crecimiento del mutante P. putida davB en medio
minimo M8 con L-lisina 20 mM como fuente de carbono y nitrégeno con su parental. El
tiempo de generacion en fase de crecimiento exponencial para KT2440 fue de 90 + 10
minutos, mientras que el mutante era incapaz de creer en dicho medio. Por otro lado se
ensayo el crecimiento de la cepa cuando la L-lisina se utilizé como fuente de nitrégeno,
para ello se utiliz6 medio M8 con glucosa al 0,5% (p/v) y 5 mM de L-lisina. Se observo
que en fase exponencial la cepa silvestre crecia con un tiempo de generacion de 75

minutos y el mutante mas lentamente ya que se duplicd con un tiempo de generacion de
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160 = 10 minutos (Figura C.I1.9). Estos resultados sugerian que el gen davB codifica la

lisina monooxigenasa.

10 £ 10
£ E
£ g 1
© ©
© ©
N
O N
) 3
g 5 0.1
: 2
0,01 — 0,01
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h) Tiempo(h)

Figura C.IL9: Crecimiento de P. putida KT2440 y su derivado isogénito davB en M8 suplido con
lisina. La cepa silvestre P. putida KT2440 (simbolos cerrados) y su derivado isogénico (simbolos
abiertos) fueron cultivados en M8 suplido con L-lisina 20 mM, como uUnica fuente de carbono y
nitrogeno, como se muestra en la imagen situada a la izquierda. La imagen de la derecha refleja el

crecimiento en M8 suplido con L-lisina 5 mM, fuente de nitrégeno, y glucosa al 0,5%, fuente de carbono.

4.2.3.-Estudio de la organizacion transcripcional de los genes davB-davA de

Pseudomonas putida KT2440.

Se analizo el entorno génico del gen davA (PP0382) con objeto de deducir del
mismo si existia una agrupacion de genes del metabolismo de la lisina. En 5" con
respecto a PP0382 y, a tan s6lo 18 pb, se encuentra davB (PP0383). Aguas arriba de
PP0383 pero separado por 257 pb se localizo PP0384 y a 133 pb en sentido 3" con
respecto a PP0382 se identifico PP0381. Se utiliz6 el programa BLASTX (Altschul et
al. 1990) para comparar las secuencias de proteinas deducidas, de los distintos genes a
analizar, con las bases de datos de proteinas TREMBL y SwissProt. Como se mencion6
en los apartados anteriores, PP0382 y PP0383, poseian homologia con hidrolasas y
monooxigenasas, respectivamente. Las proteinas PP0384 y PP0381 presentaron
homologia con un regulador transcripcional de la familia AsnC y con la proteina PqqF,

respectivamente (Table C.1I1.3).
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Tabla C.I1.3: Marcos de lectura abiertos encontrados en la region de 6 kb del cromosoma de P.
putida KT2440 que engloba a los genes davB y davA. Se indica el nimero de asignacion de dichos orf,

el tamafio, el nimero de acceso a la base de datos de GenBank y la posible funcion asignada.

Homaélogos N° de acceso
orf PP Tamaifio (pb)
(GenBank)
orfl 0385 552 Proteina hipotética AAN66016.1
Regulador transcripcional
orf2 0384 459 AAN66015.1
Familia AsnC
ImoA 0383 1680 monooxigenasa AAN66014.1
davA 0382 792 amidohidrolasas AAN66013.1
pqqF 0381 2289 Coenzima PQQ AAN66012.1

El anélisis de la secuencia génica davA-davB indicaba que probablemente se
encontraban formando un operon. Se aislé ARN total de P. putida KT2440 a partir de
células en fase de crecimiento exponencial tardia cultivada en medio minimo M9
suplido con benzoato 15 mM e inducidas con L-lisina 5 mM y se llevaron a cabo
ensayos de RT-PCR. Los ensayos revelaron que los ARNm davA y davB rendian una
banda del tamafio esperado. No se observdo banda en las regiones intergénicas

comprendidas entre los genes AsnC-davB, pero si, entre davA-ppQ.

A
PP0384 PP0383 PP0382 PP0381
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Figura C.I1.9. Entorno fisico del agrupamiento génico davA-davB y la evidencia de que davA y davB
forman un operén. A. Esquema de la organizacion de los dos operones y del entorno genético. Las

flechas indican el sentido de la transcripcion. B. El producto resultante de las distintas RT-PCR se separ6
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en un gel de agarosa, como se describe en Materiales y Métodos. La calle 1 corresponde al producto de
amplificacion de las regiones intergénica PP0384-PP0383; calle 2 al de las regiones PP0383-PP0382 y la
calle 3 PP0382-PP0381. Cada reaccion de RT-PCR lleva su control correspondiente con la misma

reaccion de RT-PCR pero sin transcriptasa inversa C-.

Los ensayos de RT-PCR revelaron como los genes davA-davB se disponian

formando una unidad transcripcional.

4.2.4 Analisis de la induccion del operon de davA-davB.

Para estudiar el efecto inductor de la L-lisina sobre la expresion del operén
davA-davB se llevo a cabo una fusion transcripcional de la regién 5 de davB al gen
lacZ" del plasmido pMP220, obteniéndose el plasmido pOR3. Este se transfirio a P.
putida KT2440 y a los mutantes davA y davB. Las medidas de actividad -
galactosidasa se realizaron en células cultivadas en medio minimo M9 suplido con
benzoato 15 mM, al que se le afiadi6 el agente inductor L-lisina 5 mM, en los casos
donde se indiquen. La actividad B-galactosidasa se determino 7 horas tras la induccion,
estando las células en fase exponencial. En aquellos casos donde no se afiadié L-lisina
la actividad B-galactosidasa fue de 150 U.M., mientras que en presencia de ésta fue de

1950 U.M.

4.2.5 Produccion de CO; en P. putida KT2440 y en su derivado isogénico davB.

La enzima L-lisina 2-monooxigenasa cataliza el primer paso enzimatico de la
ruta monooxidativa, se trata de una descarboxilacion oxidativa que rinde &-
aminovaleramida con la consecuente produccion de una molécula de CO,. Ya que
propusimos que el gen davB codifica tal enzima decidimos analizar los niveles de '*CO,
producidos a partir de [U'*C] L-lisina tal como se describié en la seccién 15.1 de
Materiales y Métodos. Los valores obtenidos a los cinco minutos de la induccién con
[U'C] L-lisina fueron de 14.250 cpm por unidad de D.Ogs para P. putida KT2440 y
765 cpm/unidad de D.Ogs) para davB. Estos ensayos se han hecho a partir de células

preinducidas con L-lisina 5 mM.
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4.2.6. Analisis de los metabolitos intracelulares en los mutantes davA Y rei2.

Se decidi6 analizar los niveles de los metabolitos intracelulares -aminoadipato,
L-pipecolato y 6-aminovalerato en los mutantes rei2 y davA. En el mutante rei2 la ruta
de degradacion de d-aminovalerato esta bloqueada. Por otro lado, en el mutante davA
esta obstruida la ruta principal que da lugar a d-aminovalerato, como muestran los
ensayos de induccion del promotor davDT. La acumulacion de metabolitos en estos
mutantes nos podria dar informacidn sobre la contribucion relativa de las distintas vias
en el catabolismo de lisina. Los metabolitos intracelulares se analizaron como se indico
en la seccion 16 de Materiales y Métodos. Los mutantes rei2 y davA se inocularon en
50 ml de medio minimo M8 con L-lisina 5 mM y glucosa 0,5 % en matraces de 500 ml
de volumen. Tras alcanzar la fase exponencial tardia se recogieron las células y se llevo
a cabo la extraccion y la reaccion de derivatizacion. A partir de las curvas estandar,
previamente establecidas, se determino la concentracion de cada uno de los metabolitos
L-pipecolato, 6-aminovalerato y d-aminoadipato. En la figura C.II.11, se muestran los
espectros obtenidos para los mutantes rei2 y davA, mientras que en la Tabla C.I1.4
aparece la concentracion de los diferentes compuestos acumulados en rei2 y davA en

funcion de la concetracion de proteinas.

100. 8.377

A (rei2)

7.727

Abundancia relativa

R o

T (min)
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100, 8352
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Figura C.II.11. Cromatografia de gases correspondiente a extracciones intracelulares de un cultivo
procedente de los mutantes rei2 y davA. Los cromatogramas corresponden a compuestos intracelulares
extraidos de los mutantes rei2 y davA tras alcanzar la fase exponencial de crecimiento en medio minimo
M8 suplido con L-lisina 5SmM y glucosa 0,5%. La figura A corresponde a rei2 y la B a davA. Los picos
detectados a los distintos tiempos de retencion corresponden a: L-pipecolato (TR 7,56); 6-aminovalerato

(TR 7,71); acido tropico (TR 9,3); 6-aminoadipato (TR 12,6) y L-lisina (12,7).

Tabla C.I1.4: Cantidades intracelulares de los distintos intermediarios del catabolismo de L-lisina

en P. putida KT2440 y su derivado isogénico davA®.

pmoles/mg de proteina

Cepa
d-aminovalérico L-pipecolato d-aminoadipato
P. putida KT2440 6+1,5 22+6,5 4+0,5
rei2 205+ 125 6+1,5 32+0,3
davA 55+0,5 21 +2 4+0,5

P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos fueron inoculados en 50 ml de cultivo M8 suplido con L-lisina 5mM y
glucosa 0,5% tras alcanzar la fase exponencial tardia se recogieron los cultivos y se procedidé a su extraccion y

derivatizacion, tal como se indica en Materiales y Métodos.

Como se describid en la Introduccion de esta Tesis Doctoral, existen al menos
tres rutas para el catabolismo de L-lisina en las bacterias del género Pseudomonas, via
cadaverina, via aminovaleramida y/o via pipecolato o D-lisina. Al analizar los
intermediarios del catabolismo de L-lisina en P. putida KT2440 se observd que tanto la
ruta del d-aminovalerato como la de la D-lisina estaban operativas. Por otro lado, en el

mutante davA, bloqueado en la ruta monooxidativa, se detectd 6-aminovalerato a niveles
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similares a los de la cepa parental, sugiriendo que la ruta de la cadaverina era funcional.
Finalmente, los elevados niveles de 6-aminovalerato en rei2 demostraron que la ruta de

degradacion de dicho acido estaba bloqueada.

4.2.7 Complementacion de los mutantes davA y davB.

Para confirmar que el defecto en la capacidad de metabolizar la L-lisina en los
mutantes davA y davB era debida a la inactivacion de los genes PP0382 y PP0383,
respectivamente, se us6 la genoteca de P. putida KT2440 construida mediante clonacion
de los fragmentos resultantes de una digestion parcial de su cromosoma con Pstl en el
vector pLARF3 (Ramos-Gonzalez et al. 1993). Para ello se usé6 como sonda los genes
davA y davB y se seleccionaron aquellas colonias procedentes de la genoteca que
poseian tales genes. Se extrajeron dichos cosmidos y volvieron a hibridarse con la sonda
davA tras digerirlos con EcoRl, la banda resultante de 3,5 Kb portadora de ambos genes
se clon6 en el vector pPBBRIMCS-5. La Figura C.II-12 muestra los cdsmidos
procedentes de seis colonias independientes producto de la digestion con EcoRI,

hibridados con la sonda davA4.

<+ 23.130
<+ 9.416
<+ 6.557
<+« 4.361
Fragmento L —
—_— o
de 3,5 kb ¢ 2.322

Figura C.I1.12: Deteccion de los cosmidos portadores del gen davA mediante hibridacién. El ADN
de los cosmidos fue digerido con EcoRl y se separ6 mediante electroforesis en gel de agarosa.
Posteriormente se transfiri6 el ADN a una membrana de nylon. Como sonda de ADN se utilizé la
correspondiente al gen davA. El tamaiio del fragmento EcoRI portador de los genes davA y davB era de

3,5 kb, de tal modo que sdlo la calle 1, 5 y 6 se seleccionaron.

El plasmido portador del fragmento de 3,5 kb se transfirié a P. putida KT2440-
davA, los transconjugantes fueron seleccionados en medio minimo M8 suplidos con L-

lisina 10 mM, Km y Gm. Para comprobar que recupera su fenotipo, se pusieron
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cultivos de KT2440 y su cepa isogénica complementada, en medio minimo M8 suplido
con L-lisina 20 mM vy se estudid el tiempo de generacion de ambos. El mutante davA
complementado con el plasmido recuperaba su capacidad de catabolizar la L-lisina con

un tiempo de generacion mayor a la cepa parental, 100 + 20 minutos.

4.3 Ruta de la cadaverina. Lisina descarboxilasa.

En P. aeruginosa se describi6 la ruta de la cadaverina que permite su oxidacion
completa hasta CO, y H,O (Figura C.I1.13). A lo largo de este estudio se han obtenido
evidencias experimentales que sustentan la posible existencia de dicha ruta en P. putida
KT2440. Asi P. putida KT2440 utilizaba cadaverina como fuente de carbono y/o
nitrogeno. El mutante rei2, incapaz de catabolizar el 4&cido aminovalérico, se duplicaba
en medio en M8 suplido con cadaverina 5 mM y benzoato 15 mM con un tiempo de
generacion de 220 + 20 minutos, mientras que la cepa parental lo hacia con un tiempo
de generacion de 100 + 10 minutos. La cadaverina en el mutante rei2 y en el mutante
davA inducia el promotor del operon davDT. Por ultimo, en el mutante davA se

observd d-aminovalérico a unas concentraciones intracelulares similares a la cepa

parental.
0]
HH /\/\)’\OH
L-LISINA
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Figura C.I1.13: Ruta propuesta para el catabolismo de lisina. Ruta de la cadaverina. Las enzimas
implicadas en los distintos pasos de la ruta son: L-Lisina descarboxilasa (1) E.C:4.1.1.18; Cadaverina

aminotransferasa (2) y 1-Piperideina deshidrogenasa (3).

Todos los estudios realizados hasta el momento sobre el catabolismo de L-lisina
en Pseudomonas estan hechos a nivel enzimatico desconociéndose, por tanto, qué genes

estan implicados. Por esta razon, se decidid estudiar otros organismos cercanos a P.

112



putida KT2440 donde se conociera la secuencia codificante de dichas proteinas. E. coli
es incapaz de metabolizar la L-lisina hasta CO, y H,0O, sin embargo, posee la capacidad
de sintetizar cadaverina a partir de L-lisina gracias a la existencia de dos lisina
descarboxilasas. Una de ellas, cadA, es inducible por lisina, bajos niveles de pH y
condiciones de anoxia, mientras que, por el contrario, la otra, /dc, es constitutiva aunque
su nivel de expresion es bajo. La comparacion de la secuencia de ambas isoenzimas con
el genoma de P. putida KT2440 revel6 un marco abierto de lectura, PP4140, que
presentaba un 60% de similitud con dichas isoenzimas (Tabla C.IL.5). Las dos
isoenzimas presentan un alto grado de similitud, de tal modo que, ambas rindieron el
mismo marco abierto de lectura en P. putida KT2440 cuando se realizo el analisis con
los programas BLAST

Los estudios de comparacion de la secuencia de proteinas resultante del gen
PP4140 con las existentes en la base de datos de GenBank, mostraron el alto grado de
identidad que tenia con genes de distintas cepas de Pseudomonas con potencial
actividad como descarboxilasas, no existiendo ninguna evidencia experimental que

sustentara tal actividad.

Tabla C.ILS: Proteinas similares a la codificada por el gen PP4140. La tabla recoge informacion
sobre el porcentaje de identidad, organismo al que pertenece y n° de acceso a la base de datos de

GenBank de las proteinas homologas a la secuencia del gen PP4140.

Porcentaje de N° de acceso
Proteina Funcion Organismo
similitud (Genbank)
Pflu3270 Arg/Orn/Lys 90%(80%

P. fluorescens  ZP00265398
descarboxilasa ident)

Paer385201 Arg/Orn/Lys 88%(78%
P. aeruginosa  ZP00139475.1

descarboxilasa ident)
Lisina 60%(43%
ldcC _ S. typhimurium NP459239
descarboxilasa ident)
Lisina 60%(43%
1deC E. coli NP752172
descarboxilasa ident)

El orf PP4140 es de 2248 pb y codificaria una proteina de 749 aa. En sentido 5,

y a 131 pb, aparece el codon de terminacion de la transcripcion del gen dnaQ, que
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codifica la subunidad & de la ADN polimerasa III, (756 pb) cuyo producto es una
proteina de 252 aa; en sentido 3°, a 10 pb, del codon de terminacién del PP4140 aparece
un marco abierto de lectura de 216 pb. Este se transcribe en sentido opuesto al gen

PP4140 y el resultado de la traduccion es una proteina de 72 aa.

Figura C.I1.14: Esquema de la estructura del entorno genético del gen PP4140 de P. putida KT2440.
Aquellas flechas que aparecen rellenadas de negro poseen asignada una posible funcidon, mientras que las

que estan de blanco se trata de marcos abiertos de lectura sin funcién conocida.

4.3.1. Inactivacion del gen PP4140.

Con el fin de estudiar la funcion del gen PP4140, asi como, su implicacion en la
ruta de la cadaverina se decidi6 inactivar dicho gen y analizar el fenotipo resultante.
Para ello, se us6 el plasmido pCHES-L, un derivado del plasmido pCHESQKm
portador de un fragmento interno de 500pb del gen PP4140 en el mismo sentido de
transcripcion del Pj,.. El plasmido pCHESI-L se transfirio desde E. coli DH5a a P.
putida KT2440 por conjugacion tripartita. La seleccion de los transconjugantes y la
verificacion de los mutantes se realizaron de igual modo al mencionado en los casos
anteriores. Finalmente, se seleccion6 un transconjugante que poseia insertado el

plasmido pCHESI-L en el gen PP4140, al cual se le llam6 P. putida KT2440 ldc.
4.3.2. Identificacion de un fenotipo asociado a la mutacion en el gen /dc.

Para determinar la implicacién de dicho gen en el catabolismo de L-lisina se
determind el tiempo de generacion de dicho mutante con respecto al silvestre tanto en
M8 suplido con L-lisina 5 mM y glucosa al 0,5%, como en M8 suplido con L-lisina 20
mM (Figura C.II.15). La metodologia empleada para ello ha sido la misma que la
descrita a lo largo de los ensayos explicados en los apartados anteriores. De la pendiente
de las curvas de crecimiento se calcul6 que el tiempo de generaciéon en M8 suplido con

L-lisina 5 mM y glucosa al 0,5% fue de 63 = 10 minutos para la cepa parental, mientras
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que para su derivado isogénico Idc era de 78 £+ 2 minutos. A su vez, en M8 suplido con

lisina 20 mM fue de 90 + 10 minutos y 125 £ 15 minutos, respectivamente.

£ 10 —e— KT 2440 £ —e—KT2440

c c

3 —o—Idc S —0—Idc

o o

© ©

801 N

=l =l

g g

2 2

o 011 o

T T

< (1] E

el o i

g 0,01 T — T 8 0,001 T T T T T T

= 0 4 8 12 16 20 24 = 0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura C.I1.15: Medida de la turbidez a 660nm de P.putida KT2440 y su derivado isogénico ldc. P.
putida KT2440 (simbolos cerrados) y el mutante (simbolos abiertos) se cultivaron en M8 suplido con

lisina 20 mM (izquierda) y en M8 suplido con L-lisina 5 mM y con glucosa 0,5% (derecha).

El tiempo de generacion del mutante ldc, ligeramente superior al de la cepa
parental, apoya su participacion en el catabolismo de lisina, pero parece que su papel es
minoritario con respecto a la ruta oxidativa, ya que mutantes en el gen davB y davA son
incapaces de usar L-lisina como fuente de carbono y nitrégeno. Existe por tanto, una
intervencion, ya sea directa o indirecta, de dicho gen en el catabolismo de lisina. No
obstante, ya que dicho gen tiene homologia con la Lys/Arg/Orn descarboxilasa de P.
aeruginosa y para descartar su implicacion en el catabolismo de arginina, se decidio
estudiar el tiempo de generacion de dicho mutante en presencia de arginina. Para ello se
establecieron cultivos de ambas cepas, parental y mutante, en medio liquido M9 con
benzoato 15 mM y su correspondiente antibidtico a 30°C, durante 12 horas y con
agitacion continua. Transcurrido este tiempo se diluyeron en medio minimo M8 suplido
con arginina 20 mM y se determind asi el tiempo de generacion (Figura C.I1.16). Este

fue de 70 minutos en ambas cepas.
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Figura C.11.16: Medida de la turbidez a 660nm de P.putida KT2440 y su derivado isogénico ldc en
MBS suplido con arginina 20mM. La cepa silvestre (simbolos cerrados) y el mutante ldc (simbolos

abiertos) se cultivaron en M8 suplido con arginina 20 mM segun las condiciones detalladas en el texto.
4.4.3 Analisis de la acumulacion de metabolitos intracelulares en ldc.

Los metabolitos intracelulares se analizaron como se indicé en la seccion 16 de
Materiales y Métodos. El mutante ldc fue inoculado en 50 ml de medio minimo M8 con
L-lisina 5 mM y glucosa 0,5 % en matraces de 500 ml de volumen. Tras alcanzar la fase
exponencial tardia se recogieron los cultivos y se llevd a cabo la extraccion y la
reaccion de derivatizacion. A partir de las curvas estandar, previamente analizadas, se
determind la concentracion de cada uno de los metabolitos L-pipecolato, o-
aminovalerato y 2-aminoadipato. En la Figura C.II.17, se muestran el cromatograma de
gase obtenido para el mutante ldc, mientras que en la Tabla C.II.6 aparece la

concentracion de los diferentes compuestos acumulados en ldc.

100, 8.352

A (idc)

11.741
12.766

,t L 9.277
| I \ o | A L Ao

Abundancia relativa

T (min)
Figura C.I1.17. Cromatografia de gases correspondiente a extracciones intracelulares de un cultivo

procedente del mutante Ide. Los picos detectados a los distintos tiempos de retencion corresponden a:
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L-pipecolato (TR 7,56); d-aminovalerato (TR 7,71); &cido trépico (TR 9,3); 2-aminoadipato (TR 12,6) y

L-lisina (12,7).

Tabla C.I1.6: Cantidades intracelulares de los distintos intermediarios del catabolismo de L-lisina

en P. putida KT2440 y su derivado isogénico ldc".

pmoles/mg de proteina

Cepa
d-aminovalérico L-pipecolato d-aminoadipato
P. putida KT2440 6£1,5 22+£6,5 4+0,5
ldc 10+4,5 24+ 6 35+1

P. putida KT2440 y su derivado isogénicos fueron inoculados en 50 ml de cultivo M8 suplido con L-lisina 5mM y
glucosa 0,5% tras alcanzar la fase exponencial tardia se recogieron los cultivos y se procedidé a su extraccion y

derivatizacion, tal como se indica en Materiales y Métodos.

4.3.4 Expresion del promotor davDT en los mutantes afectados en las rutas que

conducen a é-aminovalérico.

El pladsmido pOR2 porta una fusién del promotor davDT a lacZ’ y con objeto de
estudiar la induccion de este promotor en el fondo genético de los distintos mutantes
afectados en las rutas que conducen a o6-aminovalérico, se transfiri6 mediante
electroporacion, a los mutantes davA, davB y ldc y se estudid la actividad f-

galactosidasa (Tabla C.I1.7).

Tabla C.I1.7: Medida de la actividad p-galactosidasa del plasmido pOR2 en KT2440 y su derivados

isogénicos davA, lImoA y Idc”.

Actividad p-galactosidasa (Unidades Miller = DS)

Cepa
- L-Lys AMV Cadaverina
KT2440 620+ 10 1280 + 100 1730 =20 930 + 60
ldc 485+ 20 740 £ 10 1700 + 10 945 + 80
davA 470 + 10 530 + 30 1700 + 120 840 + 10
davB 565+95 490 + 70 1650 =20 900 + 20

*KT2440, davA, ImoA y ldc portadores del plasmido pOR2 fueron cultivadas en medio minimo M9 con benzoato
como fuente de carbono. En aquellos casos en los que se indica se afiadio L-lisina 5 mM, §-aminovalérico 5 mM y
cadaverina 2,5 mM, como agente inductor. La actividad p-galactosidasa se da en Unidades Miller a partir de la media

de tres ensayos independientes.

117



Resultados-Capitulo 1

Al comparar el patron de induccion del promotor davDT, se observo que los
mutantes dav4 y davB estaban afectados en su capacidad de induccion con L-lisina. En
presencia del acido d-aminovalérico se restaura la induccion de Pg,. A su vez, la
induccién por L-lisina, del promotor Pg,, en el mutante /dc es un 25 % menor que en la

cepa parental.
4.4 Ruta del pipecolato.

Al analizar los metabolitos intracelulares existentes en P. putida KT2440 en
presencia de L-lisina se detectd la acumulacion de L-pipecolato y 2-aminoadipato,
compuestos procedentes de la ruta de degradacion de D-lisina. Esto indicaba, que la L-
lisina se estaba catabolizando también a través de otra ruta alternativa que implicaria la
conversion de L-lisina en D-lisina, paso que estaria catabolizado por la lisina racemasa,
y su posterior degradacion via L-pipecolato. Dichas rutas, habian sido descritas a nivel
bioquimico en los afios 70. Sin embargo, hasta el momento no se habia descrito en P.
putida ningin gen que codificara enzimas implicadas en tales rutas. Por tanto,
decidimos llevar a cabo una serie de experimentos que nos permitieran comprobar la

existencia de rutas alternativas para el catabolismo de lisina.
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Figura I1.18: Ruta de degradacion de lisina. Ruta del pipecolato y de la enzima 6-aminotransferasa.

Las enzimas implicadas en los pasos de la ruta son: (2) 'A-piperideina-2-carboxilato reductasa (EC,
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1.5.1.); (3) L-pipecolato deshidrogenasa (EC, 1.5.99.3); (4) 'A-piperideina-6-carboxilato deshidrogenasa
(EC, 1.5.1.-); (5) L-lisina 6-aminotransferasa (EC, 2.6.1.36). A su vez la lisina racemasa (EC, 5.1.1.5)

permite la conversion de D-lisina en L-lisina y viceversa.

4.4.1 Aislamiento de genes implicados en el catabolismo de L-lisina.

Para la obtencion de mutantes de P. putida KT2440 afectados en la utilizacion
de lisina se utiliz6 el plasmido pUT portador del mini-Tn5Km, cuyo origen de
replicacion es oriR6K y que, por tanto, no se replica en P. putida KT2440. Se realizd
una conjugacién tripartita utilizando las cepas Pseudomonas putida KT2440 como
receptora; E. coli S17-1-Apir (pUT-Km) como donadora y HB101 (pRK600) como cepa
auxiliar, tal y como se detalla en Materiales y Métodos. Las cepas se mezclaron en
proporcion 1:1:1 y tras ocho horas de incubacion a 30°C, las células se resuspendieron
en 1xM9 y se sembraron diluciones seriadas en medio minimo M9, con glucosa 20 mM,
Cm y Km. Las colonias obtenidas, se repicaron en este medio que servia de control y en
M8, con 20 mM de L-lisina como fuente de carbono y nitrégeno, Cm y Km, para buscar
mutantes afectados en la utilizacion de L-lisina como fuente de carbono. Finalmente, se
obtuvieron 5 colonias incapaces de utilizar L-lisina como fuente de carbono y/o
nitrogeno. Dichas colonias se seleccionaron para andlisis posteriores. Los mutantes

seleccionados se denominaron de lysl1 a lys5.

4.4.2 Caracterizacion de los mutantes deficientes en el catabolismo de L-lisina en P.

putida KT2440: Mutantes afectados en el catabolismo del acido pipecolico.

Para definir el fenotipo de cada uno de los mutantes se determind el tiempo de
generacion en presencia de diferentes intermediarios del catabolismo de D- y/o L-lisina
que actuarian como fuente de carbono y/o nitrogeno. En estos estudios no se incluyo el
mutante lys3, ya que se comprobd mediante secuenciacion que la enzima inactivada
correspondia a una Helicasa y por tanto no se trataba de ninguna enzima implicada en el
catabolismo de lisina. Tampoco se menciono lys4 ya que los analisis de BLAST daban
homologia con una malato deshidrogenasa, sin embargo, durante este trabajo en un

estudio realizado por Muramatsu y colaboradores (2004) se comprobd que el gen
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afectado en este mutante codifica la enzima 'A-piperideina-2-carboxilato
deshidrogenasa, responsable del segundo paso de degradacion de la ruta de la D-lisina.

Se estimaron los tiempos de generacion en fase de crecimiento exponencial de P.
putida KT2440 y de los mutantes lys, en medio minimo M8 suplido con L-lisina 20 mM
como unica fuente de carbono y nitrogeno. La cepa silvestre y los mutantes se
cultivaron en medio liquido M9 con benzoato 15 mM y su correspondiente antibidtico a
30°C, durante 12 horas con agitacion. Transcurrido este tiempo se diluyeron cien veces
en medio M8 suplido con L-lisina 20 mM como tnica fuente de carbono y nitrogeno. Se
determind el incremento de la turbidez del cultivo a 660 nm asi como el nimero de
UFC/ml de las cepas a lo largo del tiempo. Los resultados obtenidos se presentan en la
Figura C.IIL19, y la Tabla C.I1.8 resume los tiempos de generacion. El tiempo de
generacion en fase de crecimiento exponencial para P. putida KT2440 fue de 90 + 10
minutos, presentando una larga fase de latencia. Los mutantes lys1, lys2 y lys5 fueron
incapaces de crecer en este medio.

Posteriormente se determind el tiempo de generacion de la cepa silvestre y de los
distintos mutantes en presencia del 4cido o6-aminovalérico, intermediario del
catabolismo de L-lisina (Figura 1.7, Introduccién). El experimento se realizd6 como se
acaba de describir en el ensayo anterior, excepto que se utilizdé medio de cultivo M9 con
15 mM d-aminovalérico. Los resultados se muestran en la Figura C.I1.19 y en la Tabla
C.IL8. El tiempo de generacion de la cepa parental fue de 75 + 10 minutos, siendo el
tiempo de generacion de los tres mutantes ensayados del mismo orden. Este resultado
sugeria que ninguno de los mutantes aislados se encontraba afectado en un paso
posterior a la ruta del catabolismo del 4cido d-aminovalérico.

Para comprobar si la ruta de la cadaverina estaba afectada en alguno de estos
mutantes, se determind el tiempo de generacion en presencia de cadaverina. El medio de
cultivo utilizado fue M8 con benzoato 15 mM y cadaverina 5 mM, en este caso la
cadaverina fue aportada al medio como fuente de nitrogeno. A su vez, los resultados se
presentan en la Figura C.I1.19 y Tabla C.IL.8. El tiempo de generacion de la cepa
parental y de los mutantes (100 = 10 minutos) indica que la ruta de la cadaverina

permanece inalterada.
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Tabla I1.8: Tiempo de generacion de P. putida KT2440 y los mutantes derivados crecidos en

presencia de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno®.

M8 M8 lys M9+ M8Cad MS8Dlys
Cepa MO9lys M9Pipec
L-lys Gluc AMV Bz Bz
KT2440 80+10 75 70£5 7510 100+10 90 65+5
lysl no no 1 11% + 70+5 105+5 116 no
lys2 no no 7545 10045 365 65
145 +
lysS no no 55 80+10 115425 160 No

Células P. putida KT2440 vy sus respectivos mutantes fueron cultivadas en medio minimo M9 con benzoato 15 mM

durante 12 h a 30°C, posteriormente se hicieron diluciones alicuotas en los medios indicados. Los valores son el

resultado de una media procedente de tres ensayos independientes.
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Figura C.I1.19: Crecimiento de P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos lys1-, lysS-y lys2 en de

distintos medios. P. putida KT2440 (simbolos cerrados) y sus derivados isogénicos (simbolos abiertos)

lys1 (cuadrados), lys5 (tridngulos) y lys2 (circulos) fueron cultivados en: M8 suplido con L-lisina 20 mM
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como Unica fuente de carbono y nitrogeno (panel A); M8 mas cadaverina 5 mM y benzoato 15 mM (panel

B); M9 suplido con §-aminovalérico 15 mM (panel C) y M9 mas pipecoélico 15 mM (panel D).

Finalmente se analizd el tiempo de generacion en M8 suplido con D-lisina 20
mM, aportada como Unica fuente de carbono y nitrégeno, ya que esta puede formarse
directamente de la L-lisina gracias a la lisina racemasa (Figura C.II.12). En este caso, el
tiempo de generacion de la cepa parental fue 75 = 5 mientras que los mutantes lys-
fueron incapaces de metabolizar la D-lisina. Al ser el 4cido pipecdlico un intermediario
de la ruta de degradacion de la D-lisina se analizo el tiempo de generacion en medio
minimo M9 suplido con acido pipecdlico 15 mM. Este fue 65 = 5 para KT2440 y lys2
(Tabla I1.8), mientras que los mutantes lys1 y lys5 se vieron fuertemente afectados en su
capacidad para metabolizar el acido pipecdlico y no se observd crecimiento alguno.
Finalmente, los ensayos realizados con el 2-aminoadipato indicaron que este compuesto
restauraba el crecimiento de los mutantes lysl y lys5, lo cual confirmaba que en los

mutantes lys1 y lys5 la ruta de pipecolato hacia 2-aminoadipato estaba afectada.

0,1
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0,001
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Figura C.I1.20: Crecimiento de P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos davA, ldc, lys1 y lys5.
P. putida KT2440 (simbolos cerrados) y sus derivados isogénicos (simbolos abiertos) fueron cultivados
en M8 suplido con D-lisina 20 mM como Unica fuente de carbono y nitrégeno. En el panel de 1 izquierda
se representan los mutantes lysl (cuadrados) y lys5 (triangulos); en el de la derecha davB (cuadrados) y

ldc (triangulos)

Para comprobar si los mutantes descritos en los apartados anteriores, davB y ldc,
se encontraban afectados en su capacidad para metabolizar la D-lisina se estim6 el
tiempo de generacion en fase exponencial de estos mutantes en medio minimo M8
suplido con D-lisina 20 mM (Figura C.I1.20). El tiempo obtenido fue 100 + 10 minutos,

algo superior al de la cepa parental. Esto ponia de manifiesto que los mutantes afectados
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en la ruta de la cadaverina o en la ruta monooxidativa mantienen su capacidad para

catabolizar D-lisina.

4.4.3 Identificacion de los genes alterados en los mutantes lys1, lys2, y lys5.

4.4.3.1. Determinacion de la localizacion del miniTn5 mediante hibridacion.

Mediante hibridacion se comprobd que cada mutante era el resultado de un
unico evento de transposicion en la cepa parental. Se us6 como sonda de hibridacion el
gen de resistencia a kanamicina (Kml). El cromosoma de los distintos mutantes, y del
silvestre, fue digerido con Notl, Kpnl y Notfl-Kpnl. Tras la digestion y separacion
electroforética se llevd a cabo una hibridacion usando dicha sonda marcada con
digoxigenina. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura C.I1.21, observandose
una unica banda en todos los mutantes, lo cual, confirmaba que s6lo se habia insertado

una Unica copia del transposon en el cromosoma de KT2440.

12345 678910 1112131415

Figura C.I1.21: Hibridacion de ADN cromosémico de los distintos derivados isogénicos de P. putida
KT2440 usando como sonda la derivada del gen kanamicina 1. El AND cromosomico digerido con
Notl se muestra a la izquierda del gel, mientras que el digerido con Kpnl esta en el centro de la imagen
flanqueado por el marcador AHindIll, finalmente el proveniente de una digestion doble Kpnl-Notl esta
situado a la derecha de la imagen. En las calles 1, 6 y 11 se muestran el ADN cromosémico de P. putida
KT2440, calles 2, 7y 12 de lysl; calles 3, 8 y 13 de lys2; calles 4, 9 y 14 de lys3 y calles 5, 10 y 15 de
lysS.

4.4.3.2 Analisis de la secuencia de ADN adyacente al miniTn5 en lys1 y lysS5.

Mediante PCR arbitrarias se obtuvieron fragmentos entre 200 y 600 nucleo6tidos

que permitieron analizar la secuencia de la region cromosoémica adyacente al mini-
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transposon. En el mutante lysl el miniTn5 se encontraba insertado en el gen PP5257.
Un alineamiento multiple de la secuencia proteica con las disponibles en la base de
datos de GenBank reveld una identidad de secuencia alrededor del 30% con oxidasas

de D-aminoacidos en B. fungorum, P. aeruginosa o R. sphaeroides.

Tabla C.I1.9: Identidad de secuencia entre el producto del gen PP5257 y las existentes en la base de
datos de GenBank.

Porcentaje
N°de acceso
Proteina Funcion de Organismo
(GenBank)
Identidad
Gly/D-aminoécido Burkholderia
Bceep6117 32% ZP 00033247
oxidasa fungorum
Gly/D-aminoacido Pseudomonas
32% ZP 00140988
oxidasa aeruginosa
Gly/D-aminoacido Rhodobacter
Rsph1252 31% ZP 00005356
oxidasa sphaeroides

Por otro lado, en el mutante lys5 el gen inactivado era el PP5458, situado en
sentido 5" con respecto al PP5257. Los analisis de BLAST revelaron una elevada
homologia con la proteina 'A-piperideina-6-carboxilato-deshidrogenasa. Dicha enzima
cataliza la sintesis de 2-aminoadipato a partir de 'A-piperideina-6-carboxilato,
compuesto procedente tanto del catabolismo del aminoacido D-lisina como de la

desaminacion de su isomero L-lisina.
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Tabla C.I1.10: Proteinas similares a la codificada por el gen PP5258.

Porcentaje
) ) N°de acceso
Proteina Funcion de Organismo
) (GenBank)
Identidad
Aldehido Pseudomonas
‘ ZP 00138609
deshidrogenasa aeruginosa
) 78%
dependiente de NAD
Piperideina-6-
65% Brucella sp
carboxilato
NP541366
deshidrogenasa
Piperideina-6-
54%
Pcd carboxilato Flavobacterium
BAB191801
deshidrogenasa Lutescens
64% Mesorhizobium loti
MI12867 Aldehido
. BAB49892
deshidrogenasa

4.4.3.3 Estudio de la organizacion transcripcional de los genes PP5257 y PP5258.

El gen PP5257 con un tamafio de 1284 pb, codificaria una proteina de 428 aa
con un peso molecular de 51692. Dicha proteina tendria un centro de unioén para el
cofactor FAD. A 161 pb del coddn de inicio de la traduccion, en sentido 5°, estaria el
codon de terminacion del gen PP5258 que con un tamano de 1488 pb codificaria una
proteina de 496 aa con un peso molecular de 53106.

En sentido 5" del gen PP5258 aparecia un marco abierto de lectura (PP5259) con
un tamafio de 888 pb. Este codificaria una proteina de 296 aminoacidos (33076) con
homologia con reguladores transcripcionales de la familia LysR. Finalmente, en sentido
3" del gen PP5257 existia un marco abierto de lectura de 1425 pb que codifica una
proteina de 475 aminodcids (55179) con homologia con proteinas de union a

nucleodtidos. Ambos genes, se transcribian en sentido opuesto a los genes PP5257-8.
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Tabla C.IL.11: Marcos de lectura abiertos encontrados en la region de 5 kb del cromosoma P.

putida KT2440 que engloba a los genes PP5258 y 5257.

N° de acceso

orf PP Tamafo (pb) Homaodlogos
(GenBank)
orfl 5259 888 Familia LysR AAN70824.1
Familia de las
lys5 5258 1488 aldehido AAN70823.1
deshidrogenasas
lysl 5257 1284 oxidorreductasas AAN70822.1
Proteina de
orf2 5256 1425 union a nt AAN70821.1

ciclicos

Puesto que estos genes estarian implicados en la ruta que da lugar a 2-
aminoadipato a /ys1 y lysS se les denominard amaA y amaB, respectivamente.

Se comprobd mediante RT-PCR si los genes amad y amaB se disponian
formando una unidad transcripcional. Para ello, se aisl6 ARN a partir de células
cultivadas en medio minimo M9 y suplido con benzoato 15 mM y L-lisina 5 mM tras
alcanzar la fase exponencial de crecimiento. La amplificacion entre los genes amad y
amaB dio lugar a una banda de tamafio esperado, confirmandose que ambos genes

formaban un opero6n (Figura C.11.22).

A < 1 amaB >—1\ amad >—<:|

1 \
1 ' \

500 pb

Figura C.I1.22: Organizacion fisica del agrupamiento génico amaA-amaB y evidencia de que ambos
genes se disponen formando una unidad trasncripcional. A. Esquema de la organizacién génica davA-

davB y su entorno genético. B. El producto resultante de la RT-PCR se separd en un gel de agarosa, como
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se describe en Materiales y Métodos. En la calle 1 aparece el producto de amplificacion de la region
intergénica comprendida entre los genes amaA y amaB. En la calle 2 aparece el control negativo,

corresponde a la misma reacciéon de RT-PCR pero sin transcriptasa reversa.

4.4.3.4 Analisis de la secuencia de ADN adyacente al miniTn5 en el mutante lys2.

En el caso del mutante lys2 el minitransposén se habia insertado en el gen
PP3596, el cual presentaba alta homologia con D-aminoacido deshidrogenasas. Este gen
forma parte de una agrupacion génica con genes que en su conjunto codifican un
sistema de transporte de aminoacidos de tipo ABC. Es de suponer que la insercion del

transposon tiene un efecto polar afectando a dicho transportador.

Tabla C.IL.12: Proteinas similares a la codificada por el gen PP3596. La tabla recoge informacion
sobre el porcentaje de identidad, organismo al que pertenece y n° de acceso a la base de datos de
GenBank de las proteinas homologas a la secuencia adyacente al minitransposén miniTn5 en el mutane
lys2.

Nombre Porcentaje
de la ., J . N’de acceso
. Funcion de Organismo
proteina Identidad (GenBank)
Agrobacterium
DadA D-aa DH 51% tumefaciens AI2599
o L
D-aa DH 29% Brucella melitensis NP 539174
- * o
MI16285 P-aa DI, peduetia 26% Mesorhizobium loti BAB52607
Rsph2364 Gly/D-aa DH 31% thZZZZ;’:; ZP 00006446
(deaminacion) P

4.4.3.5. Analisis de la organizacion trasncripcional del gen PP3596.

El gen PP3596 (1242 pb) codificaria una proteina de 414 aa (45133) con
homologia con deshidrogenasas especificas de D-aminoacidos, en sentido 5” aparecian
tres genes de los cuatro que constituyen un sistema de transporte de aminoacidos ABC.
Por otro lado, en sentido 3" de dicho gen se encuentrd el cuarto gen de dicho

tranportador. Dicha organizacion se refleja en la figura C.11.23.
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PP3593 [>—{ PP3594 [>—{ PP3595 [>—{ PP3596 >—{ PP3597 >

Figura C.I1.23: Esquema de la region de xKb del cromosoma de P. putida KT2440 que contiene el

gen PP3596. El gen PP3594 codifica una proteina periplasmatica de union a sustrato. Por otro lado, tanto

el gen PP3594 como PP3595 codifican una permeasa respectivamente. Finalmente, el gen PP3597

codifica una proteina de uniéon a ATP.

4.4.4 Analisis de la secuencia de ADN adyacente al miniTn5 en el mutante lys4-.

En el mutante lys4, el miniTn5 inactivaba el gen PP3591. Los analisis de
BLAST mostraban homologia con malato deshidrogenasa. No obstante, Muramatsu y
colaboradores (2004) demostraron la implicacion de dicha enzima en el catabolismo de
D-lisina. Se trata del gen dpkA que codifica la enzima piperideina-2-carboxilato
deshidrogenasa, que cataliza el paso de 'A-piperideina-2-carboxilato a L- pipecolato.

El gen dpkA4 (996 pb) codificaria una proteina de 332 aa. En sentido 5" a 166 pb
se localizo el gen tyrB-2 (1194 pb, 398 aa) y en sentido 3" a 119 existe un marco abierto
de lectura con homologia con reguladores de la familia RpiR, éste se transcribiria en

sentido opuesto a dpkA y tyrB-2 (Figura C.11.24).

{ B2 < dpka M PP3592 >

Figura C.I1.24: Esquema de la region del cromosoma de P. putida KT2440 que contiene al gen

dpkA. Los genes dpkA, tyrB-2 y PP3592 codifican las enzimas piperideina-2-deshidrogenasa,

aminotransferasa de aminoacidos aromaticos y un regulador de la familia RpiR, respectivamente.

4.4.5 Acumulacion de metabolitos intracelulares en los mutantes lys5 (amaB) y lys1

(amaA).

Ya que la secuencia aminoacidica del gen PP5257, correspondiente al mutante
lysl (amaA), reveld una alta similitud con oxidasas y el gen PP5258, mutante lys5
(amaB), mostraba homologia con la enzima piperideina-6-carboxilato deshidrogenasa, y

a su vez dichos mutantes eran incapaces de catabolizar el 4cido pipecolico, se postuld
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que el gen PP5257 y PP5258 codificaban la pipecolato deshidrogenasa y piperideina-6-
carboxilato deshidrogenasa, respectivamente. Para confirmar que en los mutantes lysl1-
(amaA) y lys5 (amaB) se habia bloqueado la ruta del pipecolato a nivel de la pipecolato
oxidasa y 'A-piperideina-6-carboxilato deshidrogenasa, respectivamente, se decidid
analizar los niveles intracelulares de L-pipecolato y 2-aminoadipato. Los metabolitos
intracelulares se analizaron como se indica en la seccion 6 del Materiales y Métodos.
Los mutantes en amaB y amaA se inocularon en 50 ml de medio minimo M8 con L-
lisina 5 mM y glucosa 0,5 % en matraces de 500 ml de volumen. Tras alcanzar una fase
exponencial tardia se recogieron los cultivos y se llevd a cabo la extraccion y la
reaccion de derivatizacion. A partir de las curvas estdndar, previamente analizadas, se
determind la concentracion de cada uno de los metabolitos L-pipecolato, o-
aminovalerato y 2-aminoadipato. En la Figura C.I1.25 se muestran los espectros
obtenidos para los mutantes amaA y amaB..
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Figura C:I1.25. Cromatografia de gases correspondiente a extracciones intracelulares de cultivos
procedentes de los mutantes lysl (amaA) y lys5 (amaB). Los cromatogramas corresponden a

compuestos intracelulares extraidos de los mutantes amaA y amaB tras alcanzar la fase exponencial de
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crecimiento en medio minimo M8 suplido con L-lisina 5SmM y glucosa 0,5%. Las figuras A y B se
refieren a amaA y amaB, respectivamente. Los picos detectados a los distintos tiempos de retencion
corresponden a: L-pipecolato (TR 7,56); &-aminovalerato (TR 7,71); &cido tropico (TR 9,3); o-
aminoadipato (TR 12,6) y L-lisina (12,7).

En la Tabla C.II.13 aparece la concentracion de los diferentes compuestos
acumulados en los mutantes lys1 (amaA) y lys5 (amaB). Estos resultados mostraban que
estos mutantes acumulaban unas cantidades elevadas de pipecolato, no detectandose 2-
aminoadipato. Asi pudimos concluir que los genes amad y amaB codifican la
pipecolato oxidasa y la piperideina-6-carboxilato deshidrogenasa, respectivamente,

encargadas de catalizar la conversion de L-pipecolato en 2-aminoadipato.

Tabla C.I1.13: Cantidades intracelulares de los distintos intermediarios del catabolismo de L-lisina

en P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos amaA y amaB®”.,

pmoles/mg proteina
Cepa
d-aminovalérico L-pipecolato 2-aminoadipato
P. putida KT2440 6+1,5 22+6,5 4+0,5
lysl (amaA) 7,4+0,1 1300 £+ 500 0
lys5 (amaB) 15+9 1025 + 25 0
lys2 6,5+0,7 30+7 3+£0,5

P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos fueron inoculados en 50 ml de cultivo M8 suplido con L-lisina 5mM y
glucosa 0,5% tras alcanzar la fase exponencial tardia se recogieron los cultivos y se procedid a su extraccion y

derivatizacion, tal como se indica en Materiales y Métodos.

4.4.6 Estudio de la expresion del promotor del operon davD-davT en los distintos

mutantes lys1 (amaA); lys2 y lysS (amaB).

El plasmido pOR2 es un derivado de pMP220 portador del promotor del operén
davD-davT, usado para estudios de expresion de dicho promotor mediante actividad -
galactosidasa. Gracias a ensayos anteriores, se establecid la capacidad inductora de
distintos intermediarios del catabolismo de lisina siendo estos: cadaverina, L-lisina y d-
aminovalérico.

Ya que los mutantes lysl (amaAd), lys2 y lys5 (amaB), eran incapaces de
degradar la L-lisina analizamos la expresion de P, para descartar una posible represion

de este promtor debida al acimulo de algin compuesto. Se transfirio el plasmido pOR2
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mediante electroporacion a los mutantes lys y se estudid el efecto inductor de los
distintos metabolitos ya mencionados. Los mutantes, portadores del plasmido pOR2, asi
como el silvestre se cultivaron en medio liquido M9 con benzoato 15 mM como fuente
de carbono a 30°C con agitacion durante 12 horas. Transcurrido este tiempo se
diluyeron en medio liquido M9 benzoato 15 mM, y se establecieron subcultivos del
mismo. Tras dos horas de incubacion a 30°C con agitacion, se afadid el agente inductor:
5 mM od-aminovalérico; 5 mM L-lisina o 2,5 mM de cadaverina. En la Tabla C.I1.14 se
presentan los valores maximos de actividad B-galactosidasa. Se puede observar que los
niveles de induccion en los distintos mutantes fueron similares a los obtenidos para el
silvestre. Estos resultados eran esperables, puesto que el dcido 6-aminovalérico parece
ser el inductor del operon davDT y en estos mutantes las rutas que dan lugar a dicho

compuesto no estarian afectadas.

Tabla C.I1.14: Induccion del promotor davDT en P. putida KT2440 y en sus respectivos mutantes
lys1-, lys2-, y lys5-".

Actividad B-Galactosidasa (Unidades Miller)

Cepa
-—-- L-Lys AMV Cadav
KT2440 620 £ 10 1280 + 100 1730 + 20 1000 £ 60
lys1 555 +£30 970 + 150 1465 + 400 N.D
lysS 620 + 135 1010 + 150 1685 + 125 1275 £ 125
lys2 510+ 10 925+ 50 1440 + 60 1510+ 100

?KT2440 y sus respectivos mutantes portadores del plasmido pOR2 fueron cultivados en medio minimo M9 con
benzoato como fuente de carbono. En aquellos casos en los que se indique, los cultivos fueron suplidos con L-lisina
(Lys) 5 mM, §-aminovalérico (AMV) 5 mM y cadaverina 2,5 mM. La actividad B-galactosidasa se representa en

Unidades Miller, los valores son el resultado de una media de tres ensayos independientes.

4.4.7 Complementacion de la mutacion de DE P. putida KT2440 amaB.

Para complementar la mutacion del mutante amaB se utilizo la genoteca de P.
putida KT2440 construida mediante clonacion de los fragmentos resultantes de una
digestion parcial de su cromosoma con Pstl en el vector pPLARF3 (Ramos-Gonzalez et

al. 1993). El cosmido portador del gen amaB se rescatd de la genoteca tras una
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hibridacion a partir de colonia usando como sonda el gen amaB marcado con
digoxigenina. Tras la separacion mediante electroforesis y transferencia a una
membrana de nailon cargada positivamente de los framentos resultantes de la digestion
del cosmido con EcoRI-Hindlll, se realizé una hibridacion en condiciones estrictas
usando como sonda un fragmento que contenia los genes amaAd y amaB. Se utilizd
como control positivo el producto de la digestion con EcoRI-HindIIl del cromosoma de

P. putida KT2440 (Figura 11.26).

32.130 = s
9.416 —P| =—
6.557 —p| w—-

2.322 —p| e

Figura C.I1.26: Localizacién de los genes PP5257 y PP5258 de P. putida en el cé6smido mediante
hibridacion con una sonde PP5257 de P. putida KT2440. La calle 1 muestra el resultado de la digestion
del cromosoma de P. putida KT2440 con EcoRI-HindIll. La calle 2 revela el resultado de la digestion del
cosmido con EcoRI-HindIll. El marcador que observamos corresponde al cromosoma lambda digerido

con HindlIIl.

El producto de la digestion del cosmido con EcoRI-Hindlll, que incluia los
genes amaA 'y amaB, se clono en el gen pBBRIMCS-5 y se transfirié por conjugacion a
los mutantes lys5 (amaB) y lysl (amaA). Los transconjugantes se seleccionaron en
medio minimo M8 suplido con L-lisina 10 mM, Km y Gm. Posteriormente se analiz6 su
capacidad de catabolizar la L-lisina. Se pusieron cultivos celulares de P. putida KT2440
y de sus cepas isogénicas amaB y amaA complementadas con el fragmento de 3,5 kb,
en medio minimo M8 suplido con L-lisina 20 mM vy se estudi6 el tiempo de generacion
de ambos, (Figura C.I1.27). La cepa parental tenia un tiempo de generacion de 85
minutos, mientras que el mutante lys5 (amaB) y lysl (amaA) complementados
presentaron un tiempo de generacion de 101 + 5 minutos, con una mayor fase de

latencia que la cepa parental.
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Figura C.I1.27: Medida de la turbidez de P. putida KT2440 y su derivados isogénicos amaB y amaA
portador del cosmido. Tanto P. putida KT2440 (simbolos cerrados) como sus derivados isogénicos
amaA (cuadrados) y amaB (tridngulos) portadores del fragmento de 3,5 kb fueron preincubados en medio
minimo M9 suplido con benzoato 15 mM, tras alcanzar la fase estacionaria se inocularon en medio
minimo M8 suplido con L-lisina 20 mM y se sigui6 el aumento de la turbidez con respecto al tiempo tal y

como se muestra en la figura.

4.4.8 Transporte de L-lisina en lys2

En el mutante lys2 el miniTn5 se habia insertado en el gen que codifica una D-
aminoacido deshidrogenasa. Ya que este gen se encuentra intercalado en un sistema de
transporte de aminoacidos tipo ABC y a su vez, estos sistemas se organizan formando
un operdn, se planteo la hipotesis de que la insercion de miniTn5 pudiera estar
afectando el transporte del aminoécido L-lisina. Se determin la velocidad de transporte
de [U-'*C] L-lisina tanto en P. putida KT2440 como en el mutante lys2. Las células de
P. putida KT2440 y su derivado isogénico se cultivaron en medio minimo M9 suplido
con benzoato como fuente de carbono y al que se le adiciond L-lisina 5 mM. Tras
alcanzar la fase de crecimiento exponencial (DOg ~0,6-0,7) los cultivos se
centrifugaron y se resuspendieron en medio minimo M9 suplido con benzoato 15 mM.
El ensayo de transporte se realizd como se indico en el apartado 14 de la seccion
Materiales y Métodos. Los resultados de los ensayos de transporte se representan en la

Figura C.I1.28.
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Muestras no preinducidas; lys 0,5mM.
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Figura C.I1.28: Transporte de [U'*C] L-lisina en P. putida KT2440 y en el mutante lys2. Las células
de P. putida KT2440 (rombos abiertos) y lys2 (rombos cerrados) se cultivaron en medio minimo M9
suplido con Bz 15 mM y L-lisina 5 mM, hasta alcanzar una DQOg4(~0,6-0,7. Se recogieron las células por
centrifugacion y el experimento de transporte se realizé como se describio en el apartado 14 de la seccion
Materiales y Métodos. En las graficas se representan los valores medios obtenidos a partir de tres

experimentos independientes, junto con sus desviaciones tipicas.

La velocidad de transporte en el mutante lys2 era inferior a la obtenida para la
cepa parental. Sin embargo, no pudimos concluir que dicha alteracion fuera debida al
propio transportador que estuviera afectado debido a la insercion del miniTn5 o fuera un

efecto secundario como consecuencia de la alteracion del catabolismo de L-lisina.

4.5 Las dos rutas principales de degradacion de L-lisina se encuentran conectadas

a nivel del acido glutarico.

La completa degradacion de L-lisina, habia quedado demostrada gracias a la
conversion de este aminodcido en glutirico via 6-aminovalerato, o través, del a-
cetoglutarato via pipecolato. No obstante, existian evidencias de una posible ruta de
conversion de 2-aminoadipato en glutarato (Perfetti et al. 1972), si bien, minoritaria y
desconocida en Pseudomonas. Para demostrar la conexion entre ambas rutas a nivel de
glutarato, se realizaron experimentos con [U"°C; U'°N] L-lisina y glucosa, y se siguid
la incorporacién del °C en el esqueleto carbonado de los aminoacidos glutamato,
alanina y leucina, tanto en P. putida KT2440 como en sus derivados isogénicos

descritos a lo largo de esta Tesis Doctoral.
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Se pusieron cultivos de P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos en medio
minimo M8 suplido con L-lisina 5 mM y glucosa 0,8 %. Tras alcanzar la fase
exponencial a una DOgg=1, se recogieron los cultivos y se centrifugaron durante 20
minutos a 4 °C. Las muestras se lavaron con NaCl, y seguidamente se hidrolizaron. Las
muestras se analizaron como se indicé en la seccion 16.3 de Materiales y Métodos. En
la Tabla C.I1.15 se muestran los porcentajes relativos de "°C en los aminoacidos alanina,

glutamato y leucina.

Tabla C.IL15: Porcentaje relativo de '°N, C marcado en los aminoacidos glutamato, alanina y

leucina, en P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos rei2 y amaB incubados con [UC;UN] L-

lisina®.
% Glutamato (m;s) = DS
my my mj ms my ms Mg
KT2440 -0,5 32,3 18,2 17,5 11,5 5,2 15,9
Rei2 0,2 33,6 19,1 17,2 10,9 4,3 14,7
amaB -0,7 40,8 22,0 25,5 8,8 2,3 1.4
% Alanina (m;s) £ DS
my M; mp ms M, ms me my
KT2440 | 0,67 80,1 8,5 5,0 5,0 0 0 0
Rei2 0,83 80,9 8,09 4 5,1 0 0 0
amaB 0,6 87,0 83 3.5 0,6 0 0 0
% Leucina (m;s) £ DS
my m; mp m3 my ms; me my
KT2440 | -0,5 42,2 19,0 28,5 7,1 3.4 0,3 0
Rei2 0,6 44,6 20,3 25,5 6,3 2,5 0,1 0
amaB -0,5 49,3 19,3 26,1 5,4 0,4 -0,1 0,1

Las condiciones de cultivo y los analisis se especifican en Materiales y Métodos. No existe praticamente m, ya que
. L, . , . . 1 .
en todos los aminoacidos estd aumentado en +1 unidad de masa debido al grupo '°N, los restantes incrementos se

deben al *C incorporado en el esqueleto carbonado. La desviacion estandar fue en todos los casos inferior al 5%.

En P. putida KT2440 la sintesis de glutamato estd mediada por la
glutamato sintetasa y la glutamato deshidrogenasa utilizando a-cetoglutarato como

aceptor de un grupo amino. El °C a-cetoglutarato puede formarse via aminoadipato o
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via ciclo de Krebs. En el primer caso se hereda todo el esqueleto carbonado de la lisina,
mientras que en el segundo, no todos los carbonos estaran marcados, ya que, se esta
incorporando '>C procedente de la glucosa. La tabla C.II.19 muestra que para el
aminodcido glutamato en P. putida KT2440 por encima de un 15% del total aparecian
todos los carbonos marcados con el isotopo *C. No obstante, y de acuerdo con nuestra
hipotesis en el mutante lys5 (amaB) menos de 1,5 % del glutamato tenia todos los
carbonos marcados, porcentaje que podria deberse al producido por el TCA.

La sintesis de L-leucina implica la condensacion de piruvato y acetil-CoA. El
C de la leucina se forma a partir del acetilCo-A via 8-aminovalerato. Sin embargo, la
distribucion relativa de >C fue similar tanto en P. putida KT2440 como en rei2. Lo cual
resultoé sorprendente, ya que en el mutante rei2 se encontraba bloqueada la conversion
de 8-aminovalérico en glutarato, reduciéndose considerablemente el flujo de *C desde
L-lisina hacia acetil-CoA. Estos resultados mostraban que en el mutante rei2 la ruta del
aminoadipato contribuia a la sintesis de acetil-Co, pudiendo deberse a la
decarboxilacion de a-cetoadipato originando glutarato, quedando asi ambas rutas
conectadas. Estos resultados coincidian con los obtenidos por Perfetti (Perfetti et al.
1972), donde una cepa de P. putida P2, rendia cantidades traza de '*C-glutarato a partir
de a-amino [6-''C] adipato.

El esqueleto carbonado de la alanina proviene del piruvato. Existe una via que
podria estar contribuyendo a la produccion de "*C-piruvato y asi enmascararia los
resultados obtenidos de la L-leucina. La PEP carboxiquinasa cataliza la conversion de
oxalacetato en PEP. El *C-oxalacetato podria estar originandose a partir del *C-a-
cetoglutarato, via ciclo de Krebs. Los resultados muestraron que mas del 80 % del total
de alanina se formaba a partir de la glucosa, pudiendo asumirse que esta ruta estaba

practicamente inoperativa.
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DISCUSION GENERAL

Por encima de un 30 % de las cosechas mundiales se pierden como consecuencia de las
enfermedades de plantas, suponiendo una fuerte disminucion de los recursos agricolas
naturales. Durante largo tiempo se ha hecho frente a las enfermedades de plantas
mediante el uso de pesticidas, compuestos quimicos que en numerosos casos afectan a
la salud de seres vivos. A la larga acaban apareciendo estirpes patdgenas resistentes a
fungicidas y bactericidas, lo que requiere elevar progresivamente la dosis de los
mismos. Una estrategia mds atractiva supone el control bioldgico de patdégenos con
microorganismos antagonistas. Dentro del género Pseudomonas existen especies que
reducen las infecciones de la planta causadas por organismos como Fusarium,
Gaeumannomyces, Rhizoctonia o Rossellinia. Los mecanismos a través de los cuales
puede actuar como biopesticida se pueden dividir en cuatro: antibiosis, competicion por
nutrientes o nicho ecoldgico, colonizacion de las hifas de hongos o por induccion de la
resistencia sistémica en plantas.

La especie P. putida presenta un interés adicional derivado de su versatilidad
metabolica (introduccidon) que permite no so6lo tolerar sino también degradar toxicos
orgdnicos a menudo presentes como contaminantes en el medio ambiente. La
posibilidad de combinar ambas caracteristicas, colonizacion de la rizosfera y
biodegradacion, ha dado lugar al concepto de rizorremediacion, es decir, aprovechar el
asentamiento en la raiz de poblaciones bacterianas estables gracias a los nutrientes
liberados por las raices, para procesos de descontaminacion biologica de suelos.

El desarrollo de las aplicaciones mencionadas requiere asegurar el correcto y duradero
establecimiento del microorganismo sobre la raiz de la planta, asi como, garantizar la
expresion de las funciones deseadas en condiciones medioambientales. Para ello es
necesario un mayor conocimiento acerca de los mecanismos moleculares que tienen
lugar durante la colonizacion, establecimiento y desarrollo del microorganismo sobre la
raiz. El uso de marcadores proteicos, -galactosidasa, luciferasa o mas recientemente el
uso de proteinas autofluorescentes ha permitido ahondar mas en el conocimiento de
estos mecanismos (Shaw et al., 1992; Toyota & Kimura 1993; Chabot et al., 1996;
Chin-A-Woeng et al., 1997; Tombolini et al., 1999; Unge et al., 1999; Bloemberg et al.,
2000). Espinosa-Urgel y Ramos (Espinosa-Urgel & Ramos 2001) demostraron que

mediante el uso del transposén miniTnj-/ux podian identificarse genes de Pseudomonas
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que estuvieran inducidos por exudado de maiz. De este modo se aislé el mutante rei2 en
el cual el miniTnS5 esta insertado en un gen (davT) cuya expresion responde a exudados.
Un andlisis detallado permitié establecer que este gen era inducible por el aminoacido
lisina. El mutante rei2 estaba afectado en su capacidad para usar L-lisina como fuente
de carbono, lo que permitid establecer la participacion del gen davT en el catabolismo
de L-lisina.

Al principio de esta tesis doctoral se desconocian los genes implicados en el
catabolismo de lisina, tan sdlo se habia identificado el gen davT. Ya que este gen esta
activos en exudado de raiz se decidio estudiar mas a fondo su expresion, asi como, el

esclarecimiento de esta ruta a nivel genético.

1. ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES davDT en P. putida
KT2440.

Cuando Espinosa-Urgel y Ramos (2001) aislaron el mutante rei2, comprobaron
que el miniTn5-/ux se habia insertado en el gen davT. El producto de este gen
presentaba homologia con aminotransferasas. Puesto que el mutante rei2 era incapaz de
utilizar d-aminovalérico como fuente de carbono, se propuso que esta proteina
correspondia con la 6-aminovalerato aminotransferasa. En sentido 3" de davT, se
identificd un marco abierto de lectura que se denominé davD y que correspondia con la
glutarato semialdehido deshidrogenasa. A lo largo de esta tesis se demuestra que ambos
genes se encuentran formando un operon, asi como, su implicacion en la degradacion de
d-aminovalerato.

Analisis genémicos, ensayos de RT-PCR y fusiones de las regiones intergénicas
davD y davT al gen reportero ‘lacZ demuestran que el gen davT forma una unidad
transcripcional con davD. El punto de inicio de la transcripcion del promotor davD ha
sido identificado detectdndose una region -10 (5'-TAGCAT-3") y -35 (§'-TTGTCC-3")
similar a la propuesta para promotores ' en P. putida, con una secuencia -10 (5'-
TATACT-3") y -35 (5'-TTGAcC-3") [Dominguez 2004]. Ya que el promotor Pg,,p se
induce por L-lisina exdgena proponemos la participacion de un regulador todavia no
identificado que podria unirse a la region -58/-60 donde aparece una secuencia repetida
invertida. A pesar de que esta region estd lejos de la zona de unidon de la ARN

polimerasa, la existencia de un posible elemento UP en la region -50/-60 facilitaria el
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contacto entre la ARN polimerasa y un posible regulador (Ozoline et al. 1997). Este tipo
de organizacion ha sido descrita en E. coli para los promotores regulados por CRP
(Ross et al. 1993; Busby & Ebright 1999). Estos elementos UP se han encontrado en la
mayoria de los promotores ¢’’ analizados [Dominguez 2004]. A su vez, ensayos de
delecion de la region promotora demuestran que al menos se requiere un fragmento de
80 pb desde el punto de inicio de la transcripcioén para que tenga lugar la expresion de
este promotor. Este fragmento incluiria no sélo las regiones -10 y -35 del promotor, sino
también los posibles elementos UP.

La expresion a partir del promotor P4, se induce al entrar los cultivos en la fase
exponencial tardia. Se han descrito promotores que pueden transcribirse in vivo por los

70
factores o

0 o°°. Este ultimo es responsable de la expersion de numerosos genes al
inicio de la fase estacionaria, lo cual condujo a comprobar si 6°° estaba implicada en la
transcripcion del promotor davD. El andlisis de la expresion de Py, en un fondo o
demostrd que la expresion de este promotor es independiente de tal subunidad para el
inicio de la transcripcion. Por tanto, la induccion de Pg, al entrar en una fase
exponencial tardia se debe a otra serie de factores independientes de esta subunidad.

El factor o> (RpoN) regula el inicio de la transcripcion de genes bacterianos
implicados en el metabolismo del nitrogeno. Un mutante rpoN en P. syringae se
caracteriza por su incapacidad de usar un elevado nimero de fuentes de nitrégeno,
siendo incapaz de crecer a bajos niveles de amonio (Hendrickson et al. 2000). A su vez,
Kohler (Kohler et al. 1989) demuestraron que un mutante rpoN de P. putida, no crece
en presencia de L-lisina. Esto nos llevd a pensar que la expresion del promotor P,
podria estar influenciada por RpoN. Andlisis de induccién del promotor Pg,p en un
fondo rpoN reflejan un patrén de induccion similar al parental. Estos resultados
sugieren que el factor ™" no afecta la expresion de la ruta del aminovalérico. Estudios
posteriores realizados en nuestro grupo revelaron la incapacidad del mutante rpoN de
metabolizar el glutarato (Revelles, no publicado), producto final de la ruta del

aminovalerato.
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1.1 Analisis de la induccion del operon davDT en presencia de distintos

intermediarios del catabolismo de L-lisina.

Para el estudio de la expresion de Py, se analizé la actividad B-galactosidasa
obtenida de las fusiones transcripcionales construidas entre el gen reportero lacZ’ y la
region promotora P4, (pOR2). El seguimiento de la actividad B-galactosidasa en cepas
de P. putida portadoras de la fusion Py,::lacZ (pOR2) demostrd que la presencia en el
medio de L-lisina, cadaverina o d-aminovalérico hace que aumente la expresion de Py,
del orden de 2 veces en presencia de L-lisina, de 3 veces en presencia de o-
aminovalérico y 1.6 veces con cadaverina. Esto hace pensar que el verdadero inductor
es el 0-aminovalérico. Ensayos posteriores confirmaron este hecho. El producto de la
reaccion catalizada por DavD y DavT, glutarico, no afecta la expresion de este
promotor.

La induccion que experimenta P, es independiente de la cantidad de inductor
utilizado por encima de una concentracion de 5 mM, lo cual indica que puede existir

una saturacion por sustrato de los transportadores y/o del propio P,

1.2 Busqueda de factores que afectan la induccion del operon davDT.

Ya que los resultados anteriormente mencionados indicaban la presencia de un
regulador se decidié analizar posibles factores que influyeran sobre la expresion del
operon davDT. En sentido 3” de davT existe un marco abierto de lectura, orf4, cuyo
producto de la transcripcion muestra homologia con reguladores pertenecientes a la
familia de dos componentes. Un mutante orf4::QQKm muestra un patréon de expresion de
davDT similar al parental, descartdndo asi la implicacion de este gen en la regulacion
del promotor davDT. Se disefid6 una alternativa para identificar el regulador de este
promotor. El mutante rei2 posee insertado el miniTn5-/ux en el gen davT, de tal modo,
que en presencia de L-lisina emite luz. Un mutante afectado en el regulador, sobre el
fondo genético rei2, provocaria una disminucién de luz en presencia del agente
inductor. Tras una mutagénesis al azar con miniTn5-Gm se obtuvieron 5000
transconjugantes, de los que s6lo 3 exhibian bajos niveles de induccién. Andlisis de
estos genes reflejaban que dos de ellos estaban afectados en el transporte de L-lisina lo

cual indica que la expresion de davDT estd modulada en funcion de los niveles
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intracelulares de lisina. Estos mutantes se denominaron rei2-6 y rei2-7. Hasta la fecha
no ha sido posible identificar un regulador de la expresion de davDT.

El transporte de L-lisina en Pseudomonas putida esta mediado por al menos dos
sistemas de tipo ABC (Introduccion): uno general para aminodcidos bésicos y otro
especifico de L-lisina. En la figura C.I.7 se muestra la organizacion genética de estos
dos transportadores. En el mutante rei2-6 el gen inactivado corresponde con una
proteina de union a ATP, que estd seguida por la proteina de unioén a sustrato y dos
proteinas integrales de membrana. En el mutante rei2-7 el gen afectado corresponde aon
una proteina de union a sustrato. En este sistema de tipo ABC los genes que codifican
las dos permeasas se encuentran insertados entre la proteina de union a sustrato y la
proteina de unidon a ATP. Es de suponer que ambos sistemas se disponen formando un
operodn, caracteristica general de los sistemas de tipo ABC.

Analisis de BLAST revelan que el sistema de transporte inactivado en el
mutante rei2-6, posee alta similitud con transportadores arginina/onitina de P.
aeruginosa y de histidina de E. coli o P. syringae. La proteina de uniéon a ATP es el
componente mas conservado de los transportadores de tipo ABC, siendo el componente
mas especifico la proteina de unioén a sustrato. Por ello se utiliz6 esta proteina para
analizar la homologia de este sistema con otros descritos. En la Tabla D.1 se muestra el
resultado del alineamiento multiple de esta proteina (PP0282) con la disponible en la

base de datos de GenBank.

Tabla D. 1: Identidad de secuencia entre el producto del gen PP0282 y las existentes en las bases de

datos de GenBank.

. , ., Porcentaje de N° de acceso
Organismo Proteina Funcion

identidad (GenBank)
Transporte de 43 % (63 %
P. aeruginosa Aot] o - o NC002516
Arginina y Ornitina similitud)
Transportador
42% (60 %
E. coli Art] especifico de o CAA60105
similitud)
Arginina
Transportador
43% (60 %
S. typhimurium Art] especifico de o NP 459863
o similitud)
Arginina
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Esta proteina presenta homologia con transportadores de aminoacidos basicos.
La proteina Art] forma parte de un sistema de transporte de tipo ABC especifico de L-
arginina (Wissenbach et al. 1995). Este sistema est4 formado por cinco genes artPIQMJ
organizado en dos unidades transcripcionales (artPIQM y artJ). Los genes artl y art]
codifican las proteinas de union a sustrato. La proteina Art] es especifica de L-arginina
y estd sobreexpresada en presencia de esta. Sin embargo, para la proteina Artl se
desconoce su funcion. Los estudios de homologia parecen indicar que el transportador
afectado en rei2-6 es especifico de L-lisina. En la siguiente imagen se muestra el

resultado del alineamiento entre estas proteinas.

10 20 30 40 50 60
| \ \ \ \ \
ArtJEc -—--MKKLVLAALLASFTFG---ASAAEKINFGVSATYPPFESIGANNEIVGEFDIDLAKAL
ArtJSt —-—--MKKLVLAALLASFATG---SIAAEKINFGVSATYPPFESLDASNKIVGEFDIDLATAL
PP0282 MHTYKKFLLAAAATLVMSAN--AMAAEKLRMGIEAAYPPENNKDASGNVVGFDKDIGDAL
AotJPa ---MKKLALLGALALSVLSLPTFAADKPVRIGIEAAYPPFSLKTPDGQLAGEFDVDIGNAL
**: * . * . . '*: * . ****. .'.::'*** * . * %
Prim.cons. MHTMKKLVLAA2LA2F44G2PTA4AAEK12FG22A2YPPFESKDASZ4IVGFDID224AL
70 80 90 100 110 120
| \ \ \ \ \
ArtJEc CKOMQAECTEFTNHAFDSLIPSLKFRKYDAVISGMDITPERSKQVSEFTTPYYENSAVVIAK
ArtJSt CKOMQAECTEFTNHAFDSLIPALKFRKYDAVISGMDITPERSKQVAFSNPYYANSALVIAK
PP0282 CAKMKVECSVVTSDWDGIIPALNAKKFDFLVSSLSITDERKQAVDETNPYYSNKLQFIAP
AotJPa CEEMKVQCKWVEQEFDGLIPALKVRKIDAILSSMTITDERKRSVDFTNKYYNTPARFVMK
* -*- -* -*. **:*: * * :.* . * X **.: * * . . * X .
Prim.cons. CKQMZZECTFZNHAFDZLIPALKFRKYDAVIS2MDIT2ER2KQVDFTNPYY4NSA4ZIAK
130 140 150 160 170 180
| \ \ \ \ \
ArtJEc KDT-YKTFAD-LKGKCIGMENGTTHQKYIQDQHP--EVKTVSYDSYQONAFIDLKNGRIDG
ArtJSt KDT-YKTFTD-LKGKRIGMENGTTHQKYLQDKHP--EVKTVAYDSYQONAIIDLKNGRIDG
PP0282 KNVDFKTDKESLKGKVIGTQRATLAGTYLEDNYP--DVEIKLYDTQENAYLDLVSGRIDG
AotJPa EGASLNDPKADLKGKKAGVLRGSTADRYASAELTPAGVEVVRYNSQQEANMDLVAGRLDA
* % % % * * . *- *-- --\k ** **:*‘
Prim.cons. KDT2YKTFKD2LKGK4IGMEZGTTZQKYLQD4HPPAEVZTV4YDS2QNA4IDL2NGRIDG
190 200 210 220 230 240
| \ \ \ \ \
ArtJEc VFGDTA-VVNEWLKTNPQLGVATEKV----TDPQYFGTGLGIAVRPDNKALLEKLNNALA
ArtJSt VEGDTA-VVNEWLKTNPQLGPATEKV----TDPQYFGTGLGIAVRPDNKALLEKLNNALA
PP0282 ILADKY-VQYEWLKS--KDGSNFEFK--—--GEPVMDSDKIGIAVRKGDTKLRDDLNKALA
AotJPa VVADSVNLEDGFLKT——DAGKGYAFVGPQLTDAKYFGEGVGIAVRKGDSELAGKFNAAID
. * . **: * ***** . * . * *
Prim.cons. VF2DTANVVNEWLKTNPQLG4ATE2VGPQLTDPQYFGTGLGIAVR222KALLEKLNNALA
250 260
| \
ArtJEc ATKADGTYQKISDOQWEPQ--——--—
ArtJst ATIKADGTYQKISDQWEFPQ—=————-—
PP0282 EIKADGTYKKINDKYFPFSIE---
AotJPa ALRANGKYKQIQDKYFSFDVYGSN
. *:*.*: * * . :*
Prim.cons. AIKADGTYZKISDZZFPZZZZGSN
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Figura D.1: Alineamiento miltiple de la proteina de uniéon a sustrato PP0282 del sistema de
transporte de tipo ABC, identificado en el mutante rei2-6, con los homélogos encontrados en E. coli,
P. aeruginosa y S. typhimurium. La figura muestra el resultado del alineamiento entre la proteina
PP0282 con sus homologos: Aot] de P. aeruginosa, Art] de E. coli y Aot] de S. typhimurium. El
alinemiento se realizé usando el programa Clustal W. Para que una base forme parte de la secuencia

consenso debe estar presente en las tres secuencias alineadas.

Por otro lado, en el mutante rei2-7 el miniTn5 se habria insertado en un sistema
de transporte general para aminoacidos basicos, como sugirieron los andlisis de BLAST,

tratdindose del grupo LAO (Lisina, Arginina y Ornitina).

Tabla D. 2: Identidad de secuencia entre el producto del gen PP4486 y las existentes en las bases de

datos de GenBank.

Porcentajede  N°de acceso

Organismo Proteina Funcion )
identidad (GenBank)
Transporte de Arginina 60 % (71 %
P. aeruginosa Aot] . o NP 249579
y Ornitina similitud)
Transportador de 43% (61 %
E. coli LAO o o - o NP 416813.1
lisina/arginina/ornitina similitud)
Transportador de 43% (60 %
S. typhimurium ~ LAO o o - o AAATS577
lisina/arginina/ornitina similitud)

Los sistemas LAO de E. coli y Salmonella typhimurium han sido descritos
(Introduccion) como transportadores de lisina y ornitina. El gen argT codifica la
proteina LAO, implicada en el transporte de arginina, lisina y ornitina en estos
microorganismos. La proteina AotJ transporta arginina en P. aeruginosa. Se encuentra
formando un operdn con seis marcos abiertos de lectura. Cuatro de ellos codifican un
sistema de transporte de tipo ABC para arginina y ornitina pero no lisina, aunque este
ultimo es capaz de inducir este sistema de transporte. De los dos restantes genes uno de
ellos codifica el regulador ArgR, implicado en el metabolismo de arginina, que modula
la expresion de este operon en presencia de arginina (Takayuki Nishijyo et al. 1998). En
P. putida KT2440 en sentido 3" del sistema de transporte afectado en rei2-7 aparece un

marco abierto de lectura con homologia con distintos reguladores, y en concreto con

145



Discusion

ArgR. Analisis computacionales de prediccion de promotores o°' (Cases et al. 2003)
proponen el promotor del gen PP4486 como posible o dependiente. Estos promotores
suelen requerir de un activador de la transcripcion, sugiriendo asi un mecanismo de

regulacion similar al descrito para aotJ. En la siguiente imagen se muestra el

alineamiento entre estas proteinas.

10 20 30 40 50 60

| ! \ \ \ \

LAQEC MKKSILALSLLVGLSTAASSYAALPETVRIGTDTTYAPFSSKDAKGDEVGEDIDLGNEMC
LAOSt MKKTVLALSLLIGLGATAASYAALPQTVRIGTDTTYAPFSSKDAKGEFIGEFDIDLGNEMC
PP4486 MKK--LALLGALALSVFSLVSQAAEKPLKIGIEAAYPPFAFKQPDGSIAGEDYDIGNALC
AotJPa MKK--LALLGALALSVLSLPTFAADKPVRIGIEAAYPPFSLKTPDGQLAGEDVDIGNALC

Prim.cons.

* kK * Kk K . * . * . . e kK e e ek hkk . * * *khkk ke kk .-k

MKK22LAL222L2LSV42LSYAA2PK2VRIG2222Y2PFSSKD22G4FAGEFDID2GN22C

70 80 90 100 110 120

I ! \ \ \ \

LAQOEC KRMQVKCTWVASDEFDALTIPSLKAKKIDAITISSLSITDKROQQEIAFSDKLYAADSRLIAAK

LAOSt KRMQVKCTWVASDFDALIPSLKAKKIDAIISSLSITDKRQQEIAFSDKLYAADSRLIAAK

PP4486 EEMKTKCTWVEQEFDGLIPALKVRKIDAILSSMSITDDRKKSVDFTKRYYLTPARLVMKD
AotJPa

Prim.cons.

EEMKVOCKWVEQEFDGLIPALKVRKIDAILSSMTITDERKRSVDFTNKYYNTPARFVMKE

* . « Kk kK e kk  kk ke kK ekhkhkhkhkohkookhkhk Ko oo . * . . * . ok o e

22M2VKCTWV222FD2LIP2LK22KIDAI2SS2SITDKR2Q222F2DK2YA222RL222K

130 140 150 160 170 180

| \ \ \ \ \

LAQOEC GSPIQPTLDSLKGKHVGVLOGSTQEAYANETWRSKGVDVVAYANQDLVYSDLAAGRLDAA
LAOSt GSPVQPTLESLKGKHVGVLOGSTQEAYANDNWRTKGVDVVAYANQDLIYSDLTAGRLDAA
PP4486 GTTVSDSLDELKGKKIGVQRGSIHDRFAKEVLGAKGATVVPYGTONEIYLDVAAGRLDGT
AotJPa GASLNDPKADLKGKKAGVLRGSTADRYASAELTPAGVEVVRYNSQQEANMDLVAGRLDAV

Prim.cons.

* . . * ok Kk k. * % . Kk . .k * ** X% * . * . * ok k kK

GSPVQ2TLDSLKGK2VGVL2GSTQ22YANE42R4KGVDVVAYANQD2IYSDLAAGRLDAA

190 200 210 220 230 240

| \ \ \ \ \

LAQOEC LODEVAASEGEFLKQPAGKDFAFAGSSVKDKKYFGDGTGVGLRKDDAELTAAFNKALGELR
LAOSt LODEVAASEGFLKQPAGKEYAFAGPSVKDKKYFGDGTGVGLRKDDTELKAAFDKALTELR
PP4486 VADATLLEDGFLKTDAGKGFAEFVGPAFTDAKYFGDGIGIAVRKGDKANVDRINAAIDATIR
AotJPa VADSVNLEDGFLKTDAGKGYAFVGPQLTDAKYFGEGVGIAVRKGDSELAGKENAAIDALR

Prim.cons.

* « kK Kk k K * Kk K Kk Kk K Kk kKkkk ek Ko ek kK .. * . .k

22DEVA222GFLK22AGKG2AF2GPSV2D2KYFGDGTG222RK2D4EL4AAFN2A2D2LR

250 260

| \
LAQEC ODGTYDKMAKKYFDENVYGD—---
LAOSt ODGTYDKMAKKYFDENVYGD—---
PP4486 ANGKYKEIESKYENEFDIYGPDSK
AotJPa ANGKYKQIQDKYFSFDVYGSN——

Prim.cons.

ek Kk .. KAk ke o kK

22G2Y2K2AKKYFDF2VYGD2SK

Figura D.2: Alineamiento multiple de la proteina de unién a sustrato PP4486 del sistema de
transporte de tipo ABC, identificado en el mutante rei2-7, con los homélogos encontrados en E. coli,
P. aeruginosa y S. typhimurium. La figura muestra el resultado del alineamiento entre la proteina

PP4486 con sus homologs: Aot] de P. aeruginosa, LAO de E. coli y LAO de S. typhimurium. El
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alinemiento se realizé usando el programa Clustal W. Para que una base forme parte de la secuencia

consenso debe estar presente en las tres secuencias alineadas.

La inactivacion de cada uno de los dos sistemas de transporte conlleva una
reduccion significativa en el transporte de L-lisina y una consecuente disminucion en el
nivel de induccion de Pg,. Un estudio detallado del transporte de [U14C] L-lisina en
rei2-6 y rei2-7 refleja una clara diferencia entre ambos, bajo las condiciones analizadas.
En el mutante rei2-6 no existe transporte de lisina a los 120 segundos de afiadir el
aminoacido. Esto nos lleva a suponer que el transportador afectado en rei2-6 es mucho
mas especifico para L-lisina que el interrumpido en rei2-7. En el mutante rei2-7 el
porcentaje relativo de captacion de L-lisina es de un 38%, con respecto a rei2, debida al
transportador especifico de lisina. Sin embargo, la velocidad de transporte es
significativamente inferior a los de rei2, sugiriendo una importante contribucioén en el
transporte de L-lisina debida al transportador general de aminoacidos basicos. Estos
resultados concuerdan con los niveles de induccion de la expresion de Py, en para estos

mutantes, habiendo un mayor incremento en rei2-7 con respecto a rei2-6.

Tabla D.3: Transporte de [U'C] L-lisina en P. putida KT2440 y en los mutantes rei2, rei2-6 y rei2-

7. Porcentaje relativo del transporte de L-lisina a los 120 segundos de afiadir [U'*C] L-lisina.

Transporte de [U14C] Lisina a (%)

rei2 100 %
rei2-6 0
rei2-7 38%

Aunque en rei2 no se encuentra afectado ningun sistema de transporte, existe
una marcada disminucion del mismo con respecto a la cepa silvestre. En este mutante se
ha observado un elevado nivel de induccion de P,,,p debido a la acumulacion de o-
aminovalérico. Cabe pensar que en este mutante esta teniendo lugar la acumulacion de
intermediarios del catabolismo de L-lisina, y posiblemente del propio aminoacido,
pudiendo reprimir su transporte.

Estos resultados parecen indicar: el sistema de transporte afectado en el mutante
rei2-6 corresponde al transportador especifico de lisina, el sistema de transporte

afectado en el mutante rei2-7 es el transportador lisina/arginina/ornitina, y, bajo las
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condiciones de transporte analizadas, 0,5 uM de L-lisina, el transportador especifico de
lisina rei2-6 es crucial para asegurar la captacion de este aminoacido al interior celular,

lo cual coincide con los resultados obtenidos por Chang y colaboradores 1972 (1972).

2. CARACTERIZACION GLOBAL DE LA RUTA DEL CATABOLISMO DE L-
LISINA EN Pseudomonas putida KT440.

2.1 El catabolismo de L-lisina implica al menos tres rutas.

Gracias a una serie de ensayos bioquimicos realizados en la década de los 70, se
describieron cuatro rutas diferentes para el catabolismo de L-lisina en Pseudomonas
(Introduccion). Uno de nuestros objetivos consistia en esclarecer qué rutas existian en P.
putida KT2440 y, bajo qué condiciones se expresaban.

Como primera aproximacion al problema se analizaron los metabolitos
intracelulares mediante CG-SM, encontrandose: d-aminovalérico, L-pipecolato y 2-
aminoadipato. Estos resultados, se comprobaron utilizando [°Na; 13Cé] L-lisina,
detectandose *C L-pipecolato, *C 2-aminoadipato y “C 8-aminovalerato. Queda
demostrado, que no so6lo la ruta del aminovalérico es activa, sino también, que la L-
lisina se degrada via pipecolato. Estos resultados fueron sorprendentes, ya que, aunque
en Pseudomonas se ha demostrado la existencia de una lisina racemasa (Introduccion)
los niveles de expresion descritos son muy bajos no puediendo permitir el crecimiento
en L-lisina de mutantes afectados en la ruta de la L-lisina. Se cuantificaron estos
compuestos encontrandose en el orden de los nmoles por gramo de proteina. Se ha
detectado del orden de 3 a 4 veces mas pipecolato que o-aminovalerato o 2-
aminoadipato, sin embargo, a raiz de estos resultados no podemos concluir que se esté
canalizando la L-lisina principalmente hacia de una de estas rutas puesto que para ello

seria necesario conocer las actividades enziméaticas de ambas rutas.
2.2 Ruta Monooxidativa y de la Cadaverina.
El mutante rei2 fue usado en una segunda tanda de mutagénesis para identificar

mutantes afectados en la emision de luz en presencia de L-lisina. Puesto que el d-

aminovalérico parece ser el inductor de P, esto podria permitir identificar genes
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implicados en los pasos desde lisina hasta 6-aminovalérico. De este modo, se obtuvo un
mutante denominado rei2-1, afectado en una amidohidrolasa. En la ruta monooxidativa
el segundo paso de reaccion, conversion de d-aminovaleramida en 6-aminovalérico, esta
catalizado por la enzima S5-aminovaleramida amidohidrolasa. Al gen identificado,
PP0382, se le denomind davA (d-aminovaleramida amidohidrolasa).

Analisis de la organizacion cromosomica reveld en sentido 5'de este gen un
marco abierto de lectura (PP0383) con homologia con aminodcido descarboxilasas. A
este gen se le denomin6 davB. Los genes davB 'y davA por tanto, codificarian la enzima
lisina descarboxilasa y la enzima 5-aminovaleramida amidohidrolasa, que catalizan la
conversion de L-lisina en d-aminovalérico. Estos genes no habian sido previamente
descritos en ningun organismo.

La liberacién de "*CO; a partir de [U'C] L-lisina en el mutante davB es un 5%
respecto a P. putida KT2440, lo que confirmaria que davB codifica la enzima L-lisina
descarboxilasa. Los mutantes davA, davB o rei2 (davT) son incapaces de utilizar
el aminodcido L-lisina como fuente de carbono. Cuando el aminodcido L-lisina es
suministrado como fuente de nitrégeno estos mutantes son capaces de crecer a expensas
de los grupos amino de este aminoacido, si bien, con un tiempo de generacion mayor
que el de la cepa parental. Analisis de los niveles intracelulares de L-pipecolato, 2-
aminoadipato y d-aminovalerato revelaron cantidades similares para P. putida KT2440
y su derivado isogénico davA. Esto indicaba la existencia de la ruta de la cadaverina
como la alternativa para la produccion de d-aminovalerato. La presencia de esta ruta se
apoya también en la capacidad de la cadaverina para inducir 1,5 veces el promotor
davDT, y, en el tiempo de generacion de rei2, que en presencia de cadaverina como
fuente de carbono es el doble del obtenido para P. putida KT2440.

Para identificar esta ruta a nivel genético se llevaron a cabo dos estrategias. Una
de ellas consistido en una mutagénesis al azar usando el miniTn5-Km y seleccionando
aquellos mutantes incapaces de utilizar la cadaverina como fuente de nitrogeno pero que
a su vez pudieran utilizar el d-aminovalerato. De los 5000 mutantes analizados s6lo dos
presentaban estas caracteristicas. Analisis de secuenciacion revelaron que se trataban:
de un posible transportador de putrescina y de la glutamato sintetasa. La putrescina
pertenece a la misma familia de compuestos que la cadaverina, tratindose ambas de
diaminas de bajo peso molecular, por otro lado, no existe ninglin dato experimental que

apoye que dicho transportador es especifico de putrescina. Esto sugiere que el
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transportador afectado estaria implicado en la captacion de cadaverina. La glutamato
sintetasa podria estar implicada en la utilizacion de los grupos amino de la lisina como
fuente de nitrégeno. No se obtuvo ningin mutante afectado en las enzimas L-lisina
descarboxilasa, cadaverina aminotransferasa o 1-piperideina deshidrogenasa.

De estas tres enzimas, tan solo la L-lisina descarboxilasa ha sido identificada a
nivel genético en E. coli y Salmonella typhimurium (Introduccién). Se usaron dichas
secuencias para la busqueda de un posible homologo en el cromosoma de P. putida
KT2440. De este modo, se encontrdé un gen que presentaba un 60% de similitud con la
L-lisina descarboxilasa de E. coli. Se construy6 un mutante en este gen denominado /dc,
el cual presentdé un tiempo de duplicacion 1,5 veces mayor que la cepa parental en
medio minimo suplido con L-lisina como fuente de carbono y nitrégeno.

Los analisis de expresion del Py, en los mutantes ldc, davA y davB reflejan que
en todos ellos los niveles de induccion en presencia de L-lisina son inferiores a los
observados en P. putida KT2440 restaurdndose cuando el d&-aminovalérico es el
inductor (Tabla D.4). Asi se concluye, que el verdadero inductor de Pg, es el o-
aminovalérico, y que la capacidad inductora de la L-lisina es debido a su conversion en
d-aminovalérico. La cadaverina mantiene los mismos niveles de induccion tanto en P.
putida como en sus derivados isogénicos, no podemos asegurar que la induccion de Py,
en presencia de cadaverina sea debida a la propia cadaverina o a su conversion en d-
aminovalérico. En todos los mutantes los niveles de induccién basal son ligéramente
inferiores al obtenido en P. putida, esta ligera diferencia puede deberse a la propia L-
lisina endogena.

Cuando la L-lisina es la Unica fuente de carbono y nitrogeno presente en el
medio los mutantes davA y davB son incapaces de crecer, sin embargo, el mutante /dc
posee un tiempo de duplicacion de 1,4 veces el obtenido para P. putida KT2440. Esto
supone que la ruta de la cadaverina es minoritaria para el catabolismo de L-lisina.
Siendo asi, los resultados de induccion de Py, en el mutante /dc en presencia de L-lisina
fueron mas bajos de lo esperado, 1,5 veces el nivel basal ya que en este mutante esta
operativa la principal ruta de produccion de 6-aminovalérico, el veradero de inductor de
P .. Estos resultados pueden indicar que es necesario un mayor tiempo exposicion con
L-lisina para obtener unos niveles de induccion mayores. En los mutantes davA y davB
no se ha detectado incremento en la expresion de Pg,, puesto que esta ruta es la

principal encargada en la sintesis de d-aminovalérico. No obstante, no se descarta que
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un mayor tiempo de exposicion en presencia de L-lisina conlleve un incremento en los
niveles de induccidon, puesto que en estos mutantes, davA y davB, se ha detectado o-

aminovalérico.

Tabla D.4: Incremento de la induccion del promotor davD en P. putida KT2440 y en sus derivados

isogénicos®.
Incremento en la induccion de P, con respecto al nivel basal
Cepa L-Lys AMV Cadaverina
KT2440 1 2 2,8 1,5
Idc 0,78 1,5 3,5 1,9
davA 0,75 1,12 3,6 1,8
davB 0,8 0,8 3 1,6

P. putida KT2440 y sus derivados isogénicos fueron cultivados en medio minimo M9 con benzoato como fuente de
carbono. En aquellos casos donde se indica los cultivos fueron suplidos con L-lisina 5 mM, cadaverina 2,5 mMy 9-
aminovalerato 5 mM. La actividad B-galactosidasa se determin6 7 h tras la induccion, estando las células en fase
exponencial. La actividad se expresa en Unidades Miller, y los valores son el resultado de una media procedente de

tres valores independientes.

En P. aeruginosa, como se describe en la introduccion, se han detectado bajos
niveles de lisina descarboxilasa, presentando un bajo crecimiento en presencia de lisina.
Esta enzima parece ser limitante en el catabolismo de lisina, pudiendo ocurrir lo mismo

en P. putida KT2440.

2.3 Ruta del L-pipecolato.

Al analizar los metabolitos intracelulares en P. putida KT2440 en presencia de
L-lisina se detectd la acumulacion de L-pipecolato y 2-aminoadipato, productos
procedentes de la degradacion de D-lisina. Esta ruta ya habia sido descrita a nivel
bioquimico (Introduccién) pero hasta el momento no se habia identificado a nivel
genético. Mediante mutagénesis al azar con miniTn5-Km, se obtuvieron cuatro
mutantes incapaces de catabolizar el aminoécido lisina, lysl (amaA), lys2, lys4 (dpkA),
lys5 (amaB).

Los mutantes lysl y lys5, no pueden degradar el acido pipecolico pero si el 2-

aminoadipato. Los andlisis de secuenciacion revelaban que estos genes presentaban
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homologia con una pipecolato oxidasa y con la 'A-piperideina-6-deshidrogenasa,
respectivamente, enzimas encargadas de convertir el pipecolato en 2-aminoadipato. Los
niveles intracelulares de L-pipecolato en estos mutantes estaban por encima de los 1000
nmoles por gramo de proteina, cinco veces superior a los niveles de 6-aminovalerato
encontrados en rei2. No se detectd 2-aminoadipato en ninguno de los mutantes. Estos
resultados coincidian con los estudios fisiologicos realizados en distintas fuentes de
carbono y/o nitrogeno.

En el mutante lys4 (dpkA) se encuentra inactivado un gen similar a la malato
deshidrogenasa. Recientemente (Muramatsu et al. 2004) se ha demostrado en P. putida
que este gen, dpkA, codifica la enzima 'A-piperideina-2-carboxilato reductasa. Esta
enzima cataliza el segundo paso de reaccion del catabolismo de D-lisina.

Los mutantes lys1 (amaA), lys2, lys4 (dpkA) y lys5 (amaB) estan afectados en la
ruta de la D-lisina, siendo incapaces de utilizar este aminoacido cuando se adiciona
como unica fuente de carbono y nitrogeno. Sin embargo, estos mutantes son incapaces
de utilizar el isomero L como fuente de carbono. Decidimos analizar la expresion de
P.q para descartar una posible represion de este promotor debida al acimulo de algin
compuesto. Los estudios de expresion de Py, reflejan un patron de expresion similar a
P. putida KT2440: tanto la cadaverina como la L-lisina mantienen sus niveles de
inducién. Esto supone que en estos mutantes la ruta monooxidativa es activa y que se
esta sintetizando DavD y DavT.

Estos resultados demuestran la implicaciéon de la ruta de la D-lisina en la
degradacion de su forma isomérica L. La L-lisina racemasa no ha sido aislada en
Pseudomonas, pero su actividad ha sido medida en extractos celulares. Nuestros
resultados sugieren que estd presente en P. putida KT2440 y es activa bajo las
condiciones analizadas, permitiendo una activa degradacion de este aminoacido a nivel
de la ruta de la D-lisina. Sin embargo, el hecho de que los mutantes en la ruta de la D-
lisina no puedan crecer en L-lisina, y, los mutantes en la ruta de la L-lisina si puedan
catabolizar D-lisina, sugire un mecanismo de actuacion de la Lisina racemasa
preferente. La pipecolato oxidasa se induce por L-lisina gracias a la actuacion de la
lisina racemasa (Introduccidn), sin embargo, no se ha observado ningln efecto inductor
por la D-lisina en las enzimas de la ruta de la L-lisina. Transportadores de L-lisina se

inhiben por D-lisina, pudiendo ser debido a la rapida racemizacion del mismo

152



Discusion

(Introduccion). Este conjunto de resultados parece sugerir que la racemasa cataboliza
preferentemente la conversion de L-lisina en D-lisina.

El mutante lys2- permanece como una incognita. En este mutante se ha afectado una
posible D-aminoécido deshidrogenasa, segiin muestran los andlisis de BLAST. Dicho
mutante es incapaz de utilizar el aminoacido D-lisina como fuente de carbono. Sin
embargo, cuando el aminoacido es aportado como fuente de nitrogeno el tiempo
generacional es cuatro veces el de la cepa parental y 2,5 veces el de los mutantes lys1-
(amaA) y lys5- (amaB). En un principio, se pens6 que podria tratarse de la D-lisina 6-
aminotransferasa, partiendo de esta hipotesis la produccion de L-pipecolato deberia
estar bloqueada. Sin embargo, los niveles intracelulares de L-pipecolato y 2-
aminoadipato son similares a los obtenidos para P. putida KT2440. Al estar este gen
formando parte de un agrupamiento que incluye un transportador de tipo ABC para
aminoacidos, podria verse afectado el transporte de L-lisina. No obstante, aunque a
tiempos cortos el transporte de L-lisina en lys2- es menor que en su cepa parental, los
niveles finales de este son similares.

En la introduccién se describe un paso alternativo para la sintesis de 'A-
piperideina-2-carboxilato. Se trata de la Lisina a-oxidasa que utiliza el piruvato como
aceptor del grupo amino de la D-lisina para sintetizar a-ceto-e-aminocaproico. Este
compuesto se cicla espontaneamente para dar 'A-piperideina-2-carboxilato. Es posible

que el gen afectado en lys2 participe en esta ruta.

Tabla D.5: Tiempos de generacion en distintas fuentes de carbono y/o nitrégeno de P. putida
KT2440 y sus derivados.
Tiempo de generacién (minutos)

Cepa M8; L-Lys 5 mM; Glc
M9; L-Lys 10 mM M8; L-Lys 20 mM

0,5%

KT2440 75 £ 90 + 19 70 £ 5
davB > 24h Nada 150+ 10
davA > 24h Nada 130 £ 10
ldc 95+ 10 125 £ 15 100 £ 20
amaA Nada Nada 140 + 40
amaB Nada Nada 170 + 30
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3. LAS DOS RUTAS PRINCIPALES DE DEGRADACION DE L-LISINA SE
ENCUENTRAN CONECTADAS A NIVEL DEL ACIDO GLUTARICO.

Nos encontramos ante dos rutas para el catabolismo de L-lisina, aminovalérico y
pipecolato, que contribuyen significativamente en su degradacion. En la ruta del
pipecolato, los dos grupos amino de la L-lisina son transferidos a dos moléculas de a-
cetoglutarato con la consecuente formacion de dos moléculas de glutamato, pero a su
vez, el esqueleto carbonado de la lisina es usado para la sintesis de una molécula de
glutamato. En la ruta del aminovalérico el esqueleto carbonado de la lisina se utiliza
para la sintesis de glutarico y Acetil-CoA, que puede ser degradado hasta CO, y H,O
via Ciclo de Krebs. Esto podria indicar que la ruta del pipecolato esta principalmente
destinada a la produccion de glutamato, mientras que, la ruta del aminovalérico es la
principal destinada para la utilizacion de lisina como fuente de carbono. Con el fin de
analizar esta hipoétesis, se realizé un estudio de flujos metabdlicos.

El estudio de flujos metabolicos se ha llevado a cabo mediante el uso de "°C,
administrando un sustrato marcado con "*C y analizando los productos metabélicos con
métodos que permiten distinguir entre diferentes patrones de marcaje isotdpico,
Resonancia Magnetica Nulcear o Espectometria de Masas (Szyperski 1998; Wittmann
et al. 2002). Esta tecnologia se ha usado durante largo tiempo en bioquimica para
estimar rutas o reacciones individuales (Szyperski 1998). En los ultimos afios se han
desarrollado otra serie de interpretaciones analiticas a partir del patron de marcaje
isotopico de aminoacidos proteinogénicos (Szyperski 1995; Fischer & Sauer 2003).
Utilizando esta metodologia se analizd el patron de marcaje isotopico en los
aminodcidos glutamato, alanina y leucina tanto en P. putida KT2440 como en sus
mutantes isogénicos amaB, ldc y rei2, a partir de [U"°C; U’N] L-lisina y glucosa al 0,5
%.

En P. putida la sintesis de glutamato estd mediada por la glutamato sintetasa y la
glutamato deshidrogenasa, que utilizan como aceptor de un grupo amino o-cetoglutarato
(Caballero et al. 2005). Esto supone que el °C a-cetoglutarato se formara a partir de la
ruta del aminoadipato o via Ciclo de Krebs (Figura D.3). El *C a-aminoadipato
formado a partir de la ruta del pipecolato posee el esqueleto carbonado de la lisina. Sin
embargo, el originado a partir del Acetil-CoA via ciclo de Krebs tendrd parte del

esqueleto carbonado de la *C glucosa y parte de la ">C L-lisina. De tal modo, que no
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todos los carbonos estaran marcados con “C. El porcentaje relativo de glutamato
marcado en todos los carbonos (m6) en P. putida KT2440 es 15,9 %, sin embargo, en
el mutante amaB es tan s6lo de 1,4 %. Estos resultados nos permiten verificar que el
esqueleto carbonado del aminoacido [UC; UN] L-lisina es usado en la sintesis de
glutamato via pipecolato. Sin embargo, en rei2 el patrén de marcaje con °C para el
glutamato es similar a P. putida KT2440.

La sintesis de L-leucina implica la condensacion de piruvato y acetil-CoA. El
PC  de la leucina vendra del acetil-CoA formado via aminovalerato. Sin embargo, el
porcentaje relativo de >C de este aminoacido tanto en P. putida como en sus derivados
1sogénicos, es parecido. Esto sugiere que en el mutante rei2 (bloqueado en la ruta del
aminovalerato) debe existir alguna ruta que dirija el esqueleto carbonado de la L-lisina
hacia acetil-CoA. Perfetti y colaboradores (Perfetti et al. 1972) observaron cantidades
traza de '*C-glutarato en células de P. putida incubadas con [6-'*C] adipato. A partir de
la decarboxilacion de a-cetoadipato puede obtenerse glutarato conectando la ruta del
aminovalerato con la del aminoadipato

Existe una via que podria estar contribuyendo a la formacién de *C piruvato y
enmascarar estos resultados. La PEP carboxikinasa cataliza la formacioén de PEP a partir
de OAA. Para confirmar si dicha ruta es activa en las condiciones ensayadas, se analizod
la alanina. Este aminodcido mantiene el esqueleto carbonado del piruvato, ya que, se
forma a partir de este. Los resultados obtenidos reflejan que mas del 80% del porcentaje
relativo de alanina posee el isotopo 12 en todos sus carbonos.

En resumen la ruta de degradacion de L-lisina (Figura D.3) se encuentra
conectada con la D-lisina a nivel del glutarato y de la lisina racemasa. La lisina
racemasa parece ser una enzima periplasmica, mientras que el resto de las enzimas del
catabolismo de lisina son citoplasmaticas. La accion de esta enzima antes de que se
produzca el transporte de L-lisina al interior celular, puede ser critica para determinar la
ruta metabdlica que va a dirigir este aminoacido. La acumulacién de d-aminovalerato,
pipecolato y 2-aminoadipato, indican que constituyen cuellos de botella en la

degradacion de L-lisina, suponiendo puntos de regulacion de estas rutas.
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Figura D. 3: Rutas del catabolismo de L-lisina en P. putida KT2440. Estas rutas son las propuestas a

partir de los metabolitos intracelulares detectados, derivados de "*C analizados y la distribucion de "°C en
los aminoacidos L-glutamato, L-leucina y L-valina. Se indican los genes identificados y estudiados en
esta tesis.

En la Figura D.3 se muestran las principales rutas de degradacion de
lisina. Ambas rutas parecen contribuir significativamente a la degradacion de lisina,
pues, la deficiencia de algunas de las enzimas indicadas en la figura supone una
marcada reduccion en la capacidad de utilizar la lisina. Sin embargo, existen distintos
factores que nos llevan a considerar la ruta del pipecolato como la principal en la
degradacion de L-lisina. Los mutantes lysl (amad) o lys5 (amaB) acumulan cuatro
veces mas pipecolato que rei2 8-aminovalerato. El porcentaje de distribucion del °C en
los distintos aminodcidos analizados es ligeramente diferente en lys5 (amaB) que en
rei2 con respecto a P. putida KT2440. En la busqueda de mutantes incapaces de utilizar

la L-lisina como fuente de carbono y nitrégeno siempre aparecen afectados en la ruta de
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la D-lisina. No obstante, no podemos descartar que éste teniendo lugar alglin efecto de
represion o de toxicidad por el acumulo de algin compuesto. Nuestros resultados
reflejan que una fraccion importante de L-lisina es metabolizada via aminovalerato. Es
posible que el acumulo de D-lisina desencadene algun efecto represor en la degradacion
de L-lisina, ya que, curiosamente el mutante lys2, donde existe produccion de
pipecolato y 2-aminoadipato, no puede catabolizar L-lisina. Independientemente de la
importancia relativa de estas rutas, parece imprescindible la funcionalidad de ambas
para un eficiente catabolismo de la lisina.

No descartamos la existencia de una funcionalidad diferencial en las rutas
descritas en Pseudomonas. En la ruta del pipecolato con siete reacciones se obtiene una
molécula de glutamato a partir del esqueleto carbonado de la lisina. Sin embargo, en la
ruta del aminovalerato se requieren 10 reacciones para sintetizar Acetil-CoA vy, a partir
de aqui a través del ciclo de los tricarboxilicos, se puede sintetizar glutamato. Esto
parece indicar que en aquellas situaciones de estrés que requieran de forma inmediata
glutamato la ruta del pipecolato estaria favorecida ya que parece ser la via mas rapida.

La ruta de la cadaverina, parece una ruta minoritaria en la degradacion de lisina
en P. putida KT2440. P. aeruginosa carece de la ruta monooxidativa para degradar L-
lisina, haciéndolo via cadaverina. La capacidad de degradar este aminoacido es pobre,
creciendo mejor en presencia de cadaverina o glutarato. De hecho los niveles de lisina
descarboxilasa son bajos, siendo esta enzima un factor limitante en la degradacion de
lisina via cadaverina. Los resultados obtenidos en P. putida reflejan una situacion
similar. La lisina descarboxilasa, Ldc, descrita en E. coli es constitutiva y se expresa a
un nivel basal muy bajo. En el sistema CadA existe una mayor produccion de
cadaverina, sin embargo, existe un antiporter encargado de excretar la cadaverina del
medio intracelular pudiendo evitar asi un exceso de cadaverina. Esta via de controlar la
produccion de cadaverina podria deberse a la toxicidad de la misma, ya que, se ha
comprobado que una concentracion por encima de 5 mM resulta toxica.

La existencia de esta ruta en P. putida puede tener un sentido evolutivo. Las
poliaminas (putrescina, cadaverina, espermidina, etc) estan presentes en exudados de
raiz constituyendo una fuente importante de nitrégeno. Gracias a la ruta de la
cadaverina, P. putida puede utilizar esta poliamina presente en la rizosfera como fuente

de nitrégeno.

157



Discusion

Un objetivo de esta tesis fue el analisis de flujos metabolicos, para estimar la
contribucion de cada ruta en el catabolismo de L-lisina. Sin embargo, el hecho de que
ambas rutas estén conectadas a nivel del mismo compuesto, acido glutarico, ha hecho
imposible tal analisis.

La complejidad en el metabolismo de lisina en P. putida no es unica. En
eucariotas tales como hongos, plantas y animales este aminoacido puede metabolizarse
a través de diferentes rutas o su degradacion puede ser especifica de tejido o de
organulo (introduccion). Galili (Galili 2002) propone la existencia de dos flujos
metabolicos para el catabolismo de L-lisina en plantas. Uno de ellos estaria altamente
regulado y operaria en tejidos donde la forma bifuncional LKR/SDH predomina, y otro,
muy eficiente que tendria lugar en tejidos donde la enzima monofuncional LKR es
mayoritaria. Este hecho estd en relacion con la doble funcionalidad de la ruta del
catabolismo de L-lisina, regular la homeostasis de lisina y generar glutamato. La
produccion de LKR-SDH tendria lugar mayoritariamente en tejidos donde los niveles de
lisina deben estar estrechamente regulados, semillas o flores en desarrollo. Mientras que
la forma monofuncional LKR seria crucial en situaciones de estrés para asegurar una
rapida conversion de lisina en glutamato. En animales se han descrito dos rutas: la ruta
de la sacaropina y la ruta del pipecolato. El aminoacido L-lisina es el principal precursor
en la sintesis de novo de glutamato en el sistema nervioso central de mamiferos (Papes
et al. 2001). La ruta de la sacaropina rinde al menos dos moléculas de glutamato
(Introduccion), adquiriendo un significado especial ya que es una fuente importante en
la produccion de glutamato. Hasta el momento se desconoce la importancia de la ruta
del pipecolato en mamiferos, aunque alteraciones en €ste provocan anormalidades en el
sistema nervioso central. En seres humanos se ha visto que la ruta del pipecolato es
activa en peroxisomas, mientras que la de la sacaropina lo es en mitocondrias. En ratas
se ha observado que la ruta de la sacaropina es activa durante el desarrollo embrionario
en el sistema nervioso central. En el individuo adulto, ésta es relegada al higado, siendo

mas activa en el cerebro la ruta del pipecolato.
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4. ORGANIZACION CROMOSOMICA DE LOS GENES DEL CATABOLISMO
DE L-LISINA.

Los genes del catabolismo de lisina estan distribuidos en el genoma de P. putida
KT2440 a ambos lados del origen de replicacion del cromosoma (Figura D.4). Esta
distribucion permite a la célula activar diferentes segmentos de la ruta de degradacion
de L-lisina en respuesta a diferentes situaciones nutricionales. De hecho, P. putida
KT2440 puede crecer en aminovalerato o pipecolato como Unica fuente de carbono
(Perfetti et al. 1972; Revelles et al. 2004), no induciéndose la ruta monooxidativa o la
de la D-lisina hacia pipecolato. Estos resultados estan de acuerdo con la propuesta de
que las distintas rutas del catabolismo de lisina se encuentran organizadas en bloques:

lisina a aminovalerato; aminovalerato a glutarato y pipecolato a aminoadipato.

L1415 davD-davT

5258-5257 0213-0214 HBC transporter

0283-0280

ImoA-davA
ABC trans porter 0383-0382

4486-4483

KT2440

Figura D.4: Organizacion fisica en el cromosoma de P. putida KT2440 de los genes implicados en el

metabolismo de L-lisina. La localizacion esta basada en la secuencia genémica disponible en la pagina

Www.tigr.org.

Los genes que codifican las enzimas de la primera ruta (lisina-aminovalérico),
davA y davB, se encuentran organizados formando una unidad transcripcional. Estos
genes estan regulados por L-lisina y su expresion es independiente de $-aminovalerato.

Los genes de la ruta del aminovalerato forman un operén, davD y davT, que se inducen
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por d-aminovalerato, debiéndose la induccion por L-lisina a su conversion en o-
aminovalerato. En la ruta del pipecolato, los genes también se disponen formando un
operdn cuya expresion esta regulada por el pipecolato. Algunos intermediarios de estas
rutas estan presentes en el medio. Por ejemplo, el pipecolato se ha identificado en tejido
vegetal, en muestras de suelo (Grobbelaar et al. 1954; Zacharius et al. 1954) y en

exudado de raiz (Guirguis et al. 1969; Vancura et al. 1969).

5. DISTRIBUCION DE LA RUTA DE LAS DE DEGRADACION DE LISINA EN

Pseudomonas.

A lo largo de este trabajo se han identificado numerosos genes de la ruta de
degradacion de lisina, asi como, genes implicados en el transporte de L-lisina.
Decidimos analizar si estos genes se encontraban en el genoma de otras especies de
Pseudomonas que ya habian sido secuenciadas (Stover et al. 2000; Nelson et al. 2002;
Buell et al. 2003). Utilizando el programa BLAST enfrentamos cada uno de estos genes
con el genoma de P. aeruginosa, P. syringae y P. fluorescens (tabla). En todas las
Pseudomonas analizadas se identificaron los dos sistemas de transporte descritos en esta
tesis. En P. aeruginosa los genes davA y davB no aparecen, lo que es consistente con la
ausencia de la ruta monooxidativa en esta bacteria. A su vez, se identifico el gen ldc
perteneciente a la ruta de la cadaverina (Rahman & Clarke 1980). En P. syringae no se
identifico ldc, pero si los genes davA y davB, indicando que en esta cepa la degradacion
de L-lisina tiene lugar via monooxidativa. Finalmente, P. fluorescens posee ambas
rutas sugiriendo un catabolismo similar para L-lisina al descrito en P. putida KT2440.
En todas las Pseudomonas analizadas se han identificado los genes davD y davT, asi
como los implicados en el catabolismo de pipecolato. La capacidad de estas cepas de
degradar el aminoacido L-lisina via pipecolato depende de la existencia de una
racemasa. Aunque esta enzima no ha sido identificada Pseudomonas, su actividad se ha
detectado en células de P. putida previamente incubadas con L-lisina. El paso de L-
lisina a ' A-piperideina 6-carboxilato puede tener lugar a través de la enzima L-lisina 6-
aminotransferasa (Introduccion). Forthegill et al., (Fothergill & Guest 1977) proponen
la existencia de esta enzima, sin embargo, a lo largo de esta tesis no ha podido ser
indentificada. A su vez, en el mutante pipecolato oxidasa no se observa 2-aminoadipato

en el medio intracelular. Una de las posibles expliaciones es que P. putida carezca de la
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enzima LAT vy, por tanto, no se esté produciendo 'A-piperideina 6-carboxilato, sustrato

de la P6C deshidrogenasa. Por otro lado, puede ocurrir que en este mutante amaA no

esté produciendo amaB (P6C deshidrogenasa).

La conexion entre la ruta de degradacion de L-lisina y D-lisina a nivel del

glutarato en estas especies de Pseudomonas permanece sin ser aclarada.

Tabla D. 6: Genes del catabolismo de lisina consevados en distintas Pseudomonas. Entre corchetes se

indica el nimero polipeptidico asignado segtn la anotacion de la secuencia gendomica en P. aeruginosa,

P. syringae y P. fluorescens.

% de similitud entre las distintas especies de Pseudomonas.

Nombre del Funcion P. P. P. syringae P. fluorescens
gen putida  aeruginosa  sv syringae PfO-1
KT2440 PAO1

davD il 100 o1 o1 ol
(PP0213) deshidrogenasa (PA0265) (PSPTO0300) (Pfl02004773)

davT d-aminovalerato 100 89 92 92
(PP0214)  aminotransferasa (PA0266) (PSPTO0301) (Pfl02004774)

davB Lisina 100 nada 91 91
(PP0383) monooxigenase (PSPTO0518) (Pf102005316)

davA aminovgl_eramida 100 nada 73 73
(PP0382) amidohidrolasa (PSPTO0517) (Pf102005317)

amaA L-Pipecolato 100 86 90 84
(PP5257) Oxidasa (PA1027) (PSPTO1891) (Pfl02000241)

1 e .

AmaB A6:Selllr)lf(r)lxd§:tls- 100 7 73 ”
(PP5258) deshidrogenasa (PA1028) (PSPTO1892) (Plu02000242)

ldc Lisina 100 88 nada 90
(PP4140) descarboxilasa (PA1818) (Plu02001874)

o ol s w 5
(PP0282) lisina (rei2-6) (PA5153) (PSPTO5358) (PfluO2003365)

pel;iﬁta{cslrrlllailca Tr::lllsilil(zg? ?door sde 100 o4 92 2
(PP4486)  basicos (Rei2-7) (PA0892) (PSPTO1830) (Pflu02003361)

161






CONCLUSIONES






Conclusiones

1. Los genes davD y davT codifican las enzimas glutarato semialdehido deshidrogenasa
y la d-aminovalerato aminotransferasa, respectivamente. Ambos genes se disponen
formando un operén cuya expresion estd mediada por la ARN polimerasa con ¢'°. La

expresion desde dicho promotor se induce por d-aminovalérico, sustrato de la ruta.

2. Para el transporte de L-lisina se requieren al menos dos sistemas de transporte de tipo
ABC, uno especifico y otro general de aminoacidos basicos. Para que tenga lugar una
completa induccion de P, es necesaria la actuacion de estos dos sistemas. Bajo las
condiciones analizadas el transportador especifico de L-lisina es el principal implicado

en el transporte de L-lisina.

3. El catabolismo de lisina implica en P. putida KT2440 al menos tres rutas de
degradacion: Ruta de la cadaverina, ruta monooxidativa y la ruta de la D-lisina. Las
rutas mayoritarias de degradacion de L-lisina son la de la monooxidasa y la ruta de la D-
lisina. Se postula la existencia de una lisina racemasa activa que permite la continua
racemizacion de L-lisina en D-lisina. La ruta de degradacion de lisina se encuentra

conectada a nivel de la lisina racemasa y en el paso de 2-aminoadipato a glutarato.

4. Se han caracterizado a nivel genético las rutas de catabolismo de lisina. Asi, se han
identificado:

a) Los genes dpkA, amaA y amaB, de la ruta de la D-lisina, que codifican las
enzimas A'-piperideina-2-carboxilato reductasa, pipecolato oxidasa y A'-piperideina-2-
carboxilato deshidrogenasa, respectivamente.

b) Los genes davA y davB, codifican las enzimas L-lisina 2-monooxigenasa y 0-
aminovaleramida amidohidrolasa.

c) El gen ldc que codifica la lisina descarboxilasa implicada en la ruta de la

cadaverina.

5. Los genes del catabolismo de lisina se encuentran organizados en unidades
transcripcionales que incluirian davD-davT para el catabolismo del d-aminovalerato,
amaA-amaB para el catabolismo de pipecolato y al menos davA-davB para el
catabolismo de L-lisina hacia d-aminovalerato. Dicha organizacion parace comin en las

distintas especies de Pseudomonas.
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Las bacterias del género Pseudomonas, y entre ellas P. putida KT2440,
colonizan la superficie de la raiz de plantas y el suelo que las rodea, nicho conocido
como rizosfera. Se trata de un entorno complejo y de elevada actividad metabdlica.

P. putida KT2440 presenta un interés especial tanto por su versatilidad
metabolica como por su capacidad para colonizar la rizosfera de plantas a una alta
densidad celular, siendo por ello objeto de estudio en este trabajo. Al principio de esta
Tesis y con objeto de identificar promotores que se indujeran por exudado de raiz, se
aislo un gen (davT) que se inducia por L-lisina, un aminoacido muy abundante en
exudado de maiz. Dicho gen codificaba una enzima implicada en el catabolismo de
lisina.

A través del desarrollo experimental descrito en esta Tesis Doctoral se
caracterizan a nivel genético tres rutas de degradacion de L-lisina: ruta de la
cadaverina, ruta monooxidativa y ruta de la D-lisina. Los genes de dichas rutas se
encuentran formando unidades transcripcionales distribuidas a lo largo del
cromosoma de P. putida KT2440.

La completa degradacion del aminodcido L-lisina hasta CO, y H,O
requiere del correcto funcionamiento de la ruta monooxidativa y de la ruta de la D-
lisina, siendo la ruta de la cadaverina minoritaria.

A lo largo de este trabajo se han identificado dos transportadores de
tipo ABC implicados en la captacion de L-lisina, uno especifico de este aminoacido y
otro general de aminodacidos basicos que incluye arginina, lisina y ornitina.
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