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INTRODUCCION

Las bacterias del suelo pertenecientes al género Pseudomonas se caracterizan
por su elevada versatilidad metabdlica y una serie de caracteristicas que las hacen
atractivas para numerosas aplicaciones medioambientales y usos agricolas (Ramos et
al., 1994). Estos microorganismos colonizan la superficie de la raiz de plantas (Molina
et al, 2000; Rodriguez-Herva et al, 1999) y el suelo que rodea a la raiz, nicho
ecoldgico conocido como rizosfera, en una asociacién mutualista en la cual las bacterias
obtienen nutrientes facilmente utilizables de los exudados de las raices de plantas
(Lynch et al, 1990a). En algunos casos estas asociaciones pueden promover el
crecimiento de plantas e incluso ejercer un control contra ciertos patdgenos (Lugtenberg
et al.,, 1999). Dentro del género Pseudomonas también se han descrito microorganismos
que son patogenos oportunistas de animales como por ejemplo P. aeruginosa, asi como
patégenos de plantas como cepas de la especie P. syringae (Galli ef al, 1992). Muchas
de las cepas pertenecientes al género Pseudomonas capaces de degradar una amplia
gama de compuestos naturales y xenobioticos, alguno de los cuales son téxicos para la

mayoria de los seres vivos y contaminante del medio ambiente.

La cepa Pseudomonas putida KT2440, objeto de nuestro estudio, deriva de la
cepa P. putida mt-2, una cepa aislada del suelo por su capacidad para utilizar 3-
metilbenzoato como fuente de carbono (Nakazawa ef al., 1973) debido a la presencia
del llamado plasmido TOL pWWOQ (Worsey et al., 1975). P. putida KT2440 es un
derivado de la cepa mt-2 curado del plasmido pWWO y deficiente en el mecanismo de
restriccién de ADN exégeno (Franklin ef al, 1981), lo que hace que esta cepa sea
ampliamente utilizada para la expansién de rutas catabélicas con fines degradativos
(Ramos et al, 1994) y como hospedador en la clonacién y expresion de genes
heter6logos para su utilizacién en procesos de biotransformacién de compuestos
quimicos con valor afiadido (Delgado ef al., 1992; Kraak et al., 1997; Kellerhals ef al.,
1999) o de interés farmacolégico (Tan et al., 1996; Tan et al., 1997).

P. putida KT2440 puede colonizar la rizosfera de plantas a alta densidad celular

lo que hace que esta cepa sea un candidato adecuado para la rizorremediacion (Molina
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et al., 2000), esto es, la degradacion de compuestos de naturaleza toxica mediante el uso
de microorganismos asociados a las raices de plantas, o para el empleo del control
biolégico mediante de la expresion de proteinas con actividad insecticida. Numerosos
son los trabajos de investigacion que proponen la combinacién del potencial metabélico
de ciertas bacterias bien sean naturales o construidas mediante ingenieria genética, y el
efecto beneficioso de la rizosfera de la planta en el crecimiento de las bacterias
(Kloepper et al., 1980), lo que conlleva en muchas ocasiones la liberacion de

microorganismos manipulados genéticamente (OMGs).

La liberacién de OMGs al medio ambiente ha generado serias preocupaciones
tanto en la opinién publica general, como en la comunidad cientifica, debido a los
escasos conocimientos que se poseen sobre el comportamiento de los mismos en
hébitats naturales y a la incapacidad de predecir su comportamiento en distintos
ecosistemas (Ramos et al, 1995; Tiedje ef al, 1989). En nuestro grupo de
investigacion se han desarrollado sistemas activos de contencién bioldgica que
controlan la supervivencia de los OMGs en situaciones muy concretas (Contreras ef al.,
1991; Ronchel et al., 1995). Estos sistemas se basan en el control de una funcién letal
para la c€lula, como puede ser una proteina con funcién de porina o una nucleasa, por
medio de un elemento sensor que reconoce sefiales fisicas o quimicas existentes en el

medio ambiente, en este caso concreto la presencia/ausencia de un alquilbenzoato

(Molin et al., 1993).

La construcciéon de una cepa portadora de un sistema de contencién cuya
supervivencia respondiera a sefiales procedentes de las raices de plantas seria de gran
utilidad en procesos de rizorremediacién o en procesos de control biolégico de forma
que evitaria la dispersion del organismo mas all4 de la accién de la raiz de la planta y se
aseguraria la eliminacién del OMG cuando la planta muriese. De este planteamiento
surgio la idea de la construccién de una cepa de P. putida capaz de sobrevivir en las
inmediaciones de las raices de una planta modelo como es Zea mais e incapaz de vivir

en ausencia de la misma.

Al suelo que se encuentra bajo la influencia de la raiz se conoce con el nombre

de rizosfera (Vancura et al, 1988). La rizosfera es un medio dindmico en cuanto a




Introduccion

composicion que difiere del resto del suelo tanto en propiedades quimicas como fisicas
(Bowen et al., 2000). Su tamafio depende de la difusion de los compuestos liberados de
la raiz, de las caracteristicas de difusién del suelo y del estado hidrico del mismo, entre
otros parametros y suele extenderse s6lo unos pocos milimetros de la superficie de la
raiz de la planta (Bowen ef al, 1991; Miller et al, 1996). La naturaleza de los
compuestos organicos liberados desde las raices de las plantas hacia el suelo ha sido
objeto de estudio por muchos autores (Rovira et al,, 1969; 1971; 1973; Lynch et al.,
1990a; 1990b) distinguiéndose varios origenes del material organico que rodea a las
raices, a saber: 1.) Exudados. Se conoce como exudados a compuestos de bajo peso
molecular que difunden a través de los espacios intercelulares y las zonas de union entre
las células intactas de la epidermis de las raices. La colonizaciéon de los
microorganismos tiende a producirse preferencialmente a lo largo de estas uniones
debido a la acumulacién de compuestos organicos en estas zonas (Foster ef al., 1983;
Bowen et al,1979); 2.) Secreciones. Se trata de compuestos de bajo y alto peso
molecular que son liberados como resultado de los procesos metabdlicos de las células
de la raiz de la planta. En la préctica es muy dificil de diferenciar entre secreciones y
exudados y 3.) Lisados. Se trata del conjunto de compuestos liberados a partir de células

viejas o muertas de las raices.

En algunas especies de plantas la pérdida de carbono fijado mediante cualquiera
de las formas anteriormente citadas representan mas del 25% del carbono fijado por la
planta (Whipps 1990). La composicion de la materia organica procedente de la planta es
muy compleja. En la revision que hacen Curl y colaboradores (1986) sobre los
compuestos encontrados en las inmediaciones de las raices se describe la existencia de
azucares, aminoacidos, acidos organicos, acidos grasos y esteroles, factores de
crecimiento, nucleétidos, flavonas y enzimas. La naturaleza de estos compuestos y su
cantidad varia de unas plantas a otras, e incluso dentro de una misma planta puede
variar dependiendo de las condiciones medioambientales en las que se encuentre y del

estado de crecimiento de la misma (Schawab et al., 1983).

Los aminoécidos constituyen una fraccién importante de los compuestos de bajo
peso molecular liberados por las raices llegando a significar el 60-85% del total en la

especie Brassica napus (Sundin et al., 1990; Svenningsson ef al., 1990). Representan la
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mayor entrada de carbono y nitrégeno orgéanico soluble en la rizosfera por lo que puede
decirse que son los principales responsables de la induccién de la quimiostasis de la
microbiota del suelo a la raiz (Misaghi, 1982). De entre todos ellos, la prolina se
encuentra de forma abundante en la rizosfera (Vancura, 1969, 1988) y junto a la
histidina es uno de los pocos aminoacidos utilizados eficientemente como fuente de
carbono y de nitrégeno por P. putida KT2440 (Ramos C. datos no publicados). Por
estas razones la prolina fue la sefial quimica procedente de la raiz elegida para la

construccion del sistema de contencion bioldgica en P. putida.

En la introduccién de esta Tesis Doctoral se hace una breve revision de las
propiedades de este compuesto, de su papel en la naturaleza, al mismo tiempo que se
hace un disefio teérico del sistema activo de contencion biolégica dependiente de

exudados de raiz.

1. Propiedades fisicoquimicas de la prolina.

La prolina o acido 2-pirrolidincarboxilico es un sélido cristalino incoloro con un
alto punto de fusién en torno a los 220-222°C que presenta dos grupos polares que le
confieren una alta solubilidad en agua (162 g/100 mL a 25°C). Se considera un
compuesto anfétero ya que su molécula presenta una funcion 4cida (grupo carboxilo) y
una funcién bésica (grupo imino) las cuales poseen distinto grado de ionizacién

dependiendo del pH del medio (Figura 1).

M H'
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X COOH % _\ ;\]\coo— - _\ ¢ CcCoO-
'I-I2 H+ ||"|2 H+ LI

Figura 1. Equilibrio de los distintos estados de ionizacién de la prolina en
funcién del pH del medio.

Los valores de los pKa de las constantes de los equilibrios anteriormente

mostrados son de 1,95 para el grupo 4cido y 10,64 para el grupo basico. Cuando la
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prolina se encuentra en solucion acuosa a pH en torno a 7 la forma predominante es la
forma en la que los dos grupos se encuentran ionizados, por lo que la prolina se puede

considerar como un ion dipolar o zwitterion a este pH.

El carbono situado en posicion o con respecto al grupo carbonilo se encuentra
unido a cuatro grupos funcionales distintos por lo que es un atomo quiral lo que hace
que existan dos formas enantioméricas de la prolina, la L-prolina y la D-prolina aunque

sé6lo la forma L se encuentra en la naturaleza (Figura 2).

+ ¢ P+
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L-Prolina D-Prolina

Figura 2. Disposicién espacial de los grupos en las dos formas enantioméricas
de la prolina.

2. La biosintesis de la prolina.

La prolina se enmarca desde el punto de vista biosintético dentro de la llamada
familia del glutamato. Todos los amino4cidos pertenecientes a este grupo obtienen sus
esqueletos carbonados a partir del a-cetoglutarato producido en el ciclo de Krebs. La
biosintesis de la prolina a partir de glutamato en Escherichia coli transcurre a través de

cuatro etapas (Leisinger 1987) (Figura 3):
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1. En la primera etapa de la biosintesis de prolina la enzima y-glutamil kinasa
(y-GK) cataliza la transferencia de un grupo fosfato del ATP al grupo vy-

carboxilato del glutamato generando el y-glutamilfosfato.

2. El grupo fosfato del y-glutamilfosfato se reemplaza por un anién hidruro en
una etapa reductora catalizada por la y-glutamilfosfato deshidrogenasa o
reductasa (y-GPDH) dependiente de NADPH generandose el y-semialdehido
del 4cido glutamico.

3. El y-semialdehido del acido glutamico se cicla de forma no enzimatica

perdiendo una molécula de agua para formar la A'- pirrolina-5’-carboxilato.

4. La A'- pirrolina-5’-carboxilato reductasa (PSCR) dependiente de NADPH

reduce la A'- pirrolina-5’-carboxilato hasta prolina.

El intermediario y-glutamilfosfato producto de la accion de la y-GK y substrato
la enzima GPDH no ha sido nunca aislado, probablemente debido a su alta inestabilidad
por lo que se propone que en E. coli las dos enzimas forman un complejo enziméatico
convirtiendo el glutamato en su semialdehido por la accién conjunta de las dos enzimas
(Baich, 1971; Gramper et al., 1974; Hayzer et al., 1978).

La enzima y-GK esta codificada por el gen proB, la y-GPDH esta codificada por
el gen proA y la P5CR esta codificada por el gen proC (Hayzer et al., 1980). Los genes
proA y proB se encuentran adyacentes en el genoma de E. coli en el minuto 5,6 del
cromosoma, mientras que el gen proC se encuentra separado de prod y proB
localizdndose en el minuto 8,7 (Banchmann et al., 1976). Los genes proB y proA
forman un operén cuya direccion de la transcripcion se produce desde el gen proB al
proA (Deutch et al., 1984). Aunque la ruta biosintética de la prolina es una de las mas
simples si se compara con las rutas biosintéticas del resto de los aminoacidos su
regulacion estd muy poco estudiada. A nivel enzimatico el unico mecanismo de
regulaciéon que se conoce es que la primera enzima de la ruta, la y-GK, la cual esta

sujeta a retroinhibicién por prolina (Mahan et al., 1983; Massarelli et al., 2000). En
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cuanto al control transcripcional no se conoce mucho y parece ser que los genes proBA
y proC se expresan constitutivamente e independientemente de la cantidad de prolina
que exista en el medio (Condamine et al.,1971; Hayzer et al, 1980; Brandy et al,
1988).

Bacterias Plantas
COOH ; L COOH ; \\
NH2 COOH NHZ COOH
Glutamico Glutamico
Y-GK l
_ P5CS
COPO3
NHZ OCOOH
y -glutamil fosfato

y-GPDH '——j A/
CHO

NH, COOH

y -semialdehido del
4cido glutamico

espontinea

A

COOH
A'- pirrolina-5-carboxilato

PSCR

w\

COOH

Prolina

Figura 3. Ruta biosintética de la prolina en bacterias y plantas. Se
indican las enzimas que participan en la ruta biosintética donde y-GK es la y-
glutamil kinasa, y-GPDH es la y-glutamilfosfato deshidrogenasa, PSCS es la A'-
pirrolina-5’-carboxilato reductasa y PSCS la A'- pirrolina-5’-carboxilato sintetasa.
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En Pseudomonas aeruginosa se han purificado las enzimas y-GK (Krishna et al.,
1979a) y y-GPDH (Krishna et al., 1979b) por lo que la ruta biosintética de la prolina en
Pseudomonas parece ser similar a la de E. coli al igual que ocurre en otros

microorganismos (Datta et al., 1987; Fons et al., 1987; Baumberg et al., 1993; Limauro

et al.,, 1996).

En plantas la biosintesis de prolina se produce también a partir del glutamato
gracias a la A'- pirrolina-5’-carboxilato sintetasa (P5CS), la cual transforma el
glutamato en y-semialdehido del 4cido glutdmico en un tnico paso enzimético (Figura
3). Mediante ensayos de complementacion de esta enzima en mutantes de E. coli se ha
comprobado que la P5CS posee las actividades y-GK y y-GPDH (Hu ef al., 1992). La
P5CS también est4 sujeta a retroinhibicion por prolina aunque la y-GK de E. coli es 30

veces mas sensible a la inhibicién por producto (Hu et al., 1992).

3. Funciones fisiolégicas de la prolina.

En la bibliografia se pueden encontrar tres funciones esenciales de la prolina en
organismos. Por un lado es uno de los 20 aminoacidos que forman parte de la estructura
primaria de las proteinas por lo que representa uno de los pilares estructurales de la
vida. En segundo lugar la prolina, gracias a sus propiedades fisico-quimicas, desempefia
un papel esencial en el mecanismo de adaptacion que los organismos han desarrollado
frente a condiciones adversas para la vida como es el estrés osmético. En tercer lugar,
debido a su composicién quimica, la prolina es frecuentemente utilizada por numerosos
organismos como fuente de carbono, nitrégeno y energia. En este apartado se pretende

hacer una breve descripcién de la importancia de este amino4cido para los seres vivos.

3.1. Papel estructural de la prolina.

Aunque la prolina forma parte de las proteinas su estructura quimica difiere
radicalmente de la de los demés aminoéacidos debido a que su cadena lateral est4 unida
covalentemente al nitrégeno que forma parte del enlace peptidico en las proteinas.

Debido a este enlace con el nitrégeno, la prolina es quimicamente un iminoécido (-N-) y
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no un aminoacido (-NHy). La union de la cadena lateral al nitr6geno impide que esta
posicion exista el hidrogeno amidico el cual juega un papel esencial en el
establecimiento de puentes de H para la formacion de estructuras secundarias en las
proteinas. Aunque la prolina no es reactiva quimicamente, su cadena lateral de cinco
eslabones, un anillo de pirrolidina, restringe la simetria del esqueleto de la cadena de
proteina que la contiene, dando lugar a cambios bruscos en la direccion de la cadena

polipeptidica.

El enlace peptidico presente en las proteinas posee un caracter parcial de doble
enlace lo que hace que esté impedida la libre rotacion del enlace C-N. Una consecuencia
de esta rigidez es que los seis atomos que participan en el enlace peptidico (Cai, C, O,
N, H y Ca;) estan obligados a permanecer en el mismo plano existiendo dos posibles
configuraciones del enlace peptidico, la configuracion cis y la trans (Figura 4A). En las
configuraciones cis los atomos de Co se encuentran mas proximos entre si por lo que
los impedimentos estéricos de las cadenas laterales son mayores que en la conformacién
trans haciendo que la conformacion cis sea menos favorable y por tanto mas frecuente
que la frans. Sin embargo debido a su estructura la prolina presenta una alta
probabilidad de adoptar la conformacion cis dentro del enlace peptidico si se compara
con el resto de los aminoacidos ya que los impedimentos estéricos son menores

(Ramachandran ef al., 1976) (Figura 4B).

.Carbonon

OHM

Figura 4 A) Conformacion fransy cis de los Co en un enlace peptidico.
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@ Carbono a
@ Carbono carbonilico
B O Hidrogeno
@ Nitrogeno
@ Oxigeno
© Cadena lateral

Trans Cis

Figura 4B) Conformacion frans y cis de los Co en un enlace peptidico en el que
entra a formar parte la prolina. (Figuras adaptadas de Bioquimica volumen I,
Rawn. 1989).

La energia de isomerizacion cis-trans de la prolina es muy inferior a la del resto
de los aminoacidos lo que hace que sea posible encontrar un residuo de prolina con un
equilibrio entre las dos conformaciones. Se ha sugerido que la isomerizacion cis-trans
de la prolina esta activamente involucrada en la funcién de algunas proteinas de
membrana como son las bombas de sodio ya que se ha observado que dicha
isomerizacion estd acoplada a la translocacién del ion Na' a través de la membrana.

(Brandl et al., 1986)

Debido a su estructura quimica la prolina tiene restringida la participacion en la
formacion de las estructuras secundarias més frecuentes. Asi, no suele formar parte de
las hélices o debido a que no existe libertad de giro en torno al enlace carbono-
nitrégeno ya que forma parte de un anillo, y a que el nitrégeno amidico no posee
hidrégenos por lo que es imposible el establecimiento de los puentes de hidrégeno tan
esenciales para la formacion de hélices a. De formar parte de una hélice o suele
encontrarse en la primera vuelta de hélice, en el extremo N-terminal, en segunda
posicion donde juega el papel de iniciadora de la hélice (McArthur et al., 1991). Este
iminoacido se encuentra mas frecuentemente formando parte de la llamada lamina 3

plegada o lamina [ aunque tiende a distorsionar las laminas con aparicién de
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acodamientos. Donde si juega un papel esencial debido a su estructura quimica es en los
llamados giros B de las proteinas globulares (Figura 5) ya presenta una estructura

idonea para producir un giro o cambio de direccion en la cadena peptidica.

@ Carbono a @ Nitrogeno
@ Carbono @ Oxigeno
O Hidrégeno @ Cadena lateral

Figura 5. Representacién de un giro  en el que participa un
residuo de prolina y de glicina. (Figura adaptada de Bioquimica volumen I, Rawn.
1989).

Cuando varios residuos de prolina se encuentran consecutivos o cercanos en la
secuencia primaria de una proteina, la regién de poliprolina adopta una conformacién
que se conoce con el nombre de hélice PP II. Este tipo de hélice posee tres residuos por
vuelta a diferencia de los 3,6 que aparecen en una hélice a. La hélice PP II es una
estructura muy poco frecuente donde los residuos de prolina forman una franja
hidrofébica alrededor de la superficie de la hélice mientras que los carbonos
carbonilicos presentan una franja rica en electrones ideal para la formacion de puentes
de hidrogeno. Por tanto, las hélices PP II presentan una accesibilidad elevada a
superficies hidrofébicas y a sitios donde pueden formarse puentes de hidrégeno. La
relativa alta rigidez de las hélices PP II produce una pérdida de entropia conformacional
en estas estructuras lo que hace que sean mas favorables las interacciones y uniones de
estas estructuras que de otras. Por esta razon se ha propuesto que estas estructuras ricas

en prolina juegan un papel muy importante en las interacciones proteina-proteina tanto

en procariotas como en eucariotas (Kay et al., 2000). P —
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3.2. Papel osmoprotector de la prolina.

La exposicion de los organismos a ambientes con alta osmolaridad (medios con
alta concentracién de solutos, principalmente sales, o medios con bajo nivel hidrico)
produce una rapida salida de agua a través de la membrana semipermeable
citoplasmatica a favor del gradiente osmético que causa la reduccion de la turgencia de
la célula y la deshidratacion del citoplasma. Aunque muchas funciones bioquimicas
requieren iones inorganicos especificos para su funcionamiento, el incremento de la
concentracion de estos iones por encima de los niveles fisioloégicos produce una drastica
alteracion de la funcionalidad de las proteinas. Por ejemplo las velocidades de reaccion
de las enzimas y las constantes de afinidad de las mismas por sus substratos se ven
alteradas por el aumento de la concentracion de sales como el NaCl y el KC1 (Yancey et
al,, 1982) apareciendo ademas fenémenos de desnaturalizacién, de agregacion-
disgregacion o incluso polimerizacion de las proteinas. Esto sugiere que un aumento de
la concentracion de sales en el interior celular durante el tiempo que dure el estrés
osmético podria repercutir seriamente en las funciones metabdlicas del organismo
ademas del mantenimiento de los potenciales de membrana 6ptimos para el buen

funcionamiento celular.

Los microorganismos responden activamente a las variaciones de osmolaridad
de su habitat (Galinski et al, 1994; Csonka et al, 1996; Miller et al., 1996) en un
proceso que se conoce como osmorregulacion u osmoadaptaciéon y cuyo objetivo es
mantener la turgencia y el volumen de la célula dentro de unos niveles aceptables para
la fisiologia celular y proteger al organismo de los efectos letales de la deshidratacion.
(Record et al., 1998a,b). Los organismos vivos no poseen mecanismos de transporte
activo de agua por lo que la turgencia de las células en condiciones de estrés osmoético
se mantiene mediante el acimulo de determinadas sustancias las cuales se les conoce

con el nombre de agentes osmoprotectores.

Se han identificado dos estrategias basicas de adaptacion de los
microorganismos a medios con alta osmolaridad. Una de ellas consiste en la
acumulacion de altas concentraciones de iones en el interior celular, estrategia que es

seguida por arqueobacterias haldfilas y bacterias halotolerantes; mientras que la otra
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estrategia, seguida ademas por multitud de organismos, es la acumulaciéon de

determinados compuestos de bajo peso molecular en el citoplasma de las células.

Las halobacterias son el ejemplo mas llamativo de organismo sometido a estrés
osmotico. Estos organismos estan adaptados a vivir en ambientes donde las
concentraciones de sales alcanzan los niveles de saturacion. El mecanismo que estos
microorganismos han adoptado para vivir en ambientes tan inhéspitos para la vida es la
acumulacién de iones K* en el interior celular. A modo de ejemplo podriamos citar que
se han identificado en algunas especies de Halobacterium concentraciones 7 molar de
ion K" en el interior de su citoplasma (Lanyi, 1974). Para soportar esta alta
concentracion de iones las proteinas de las halobacterias han experimentado a lo largo
de la evoluci6én una sustitucion masiva de los aminoéacidos que forman parte de sus
proteinas enriqueciéndolas en residuos de aspartato y glutdmico y residuos de débil
caracter hidrofébico. (Lanyi 1974). Estas sustituciones posibilitan a las proteinas
halédfilas a tener conformaciones y funciones apropiadas en medios con alta
concentracion de iones. Por este motivo las halobacterias estdn confinadas solamente a

aquellos ambientes en los que siempre existe una salinidad elevada.

Pero la mayoria de los organismos viven en hébitats donde las condiciones de
humedad y salinidad no son tan extremas por lo que se han desarrollado mecanismos de
adaptacion al estrés osmético menos drasticos que el mecanismo adoptado por las
halobacterias que proporcionan proteccién sélo cuando las condiciones lo requieran. El
aciimulo de los llamados solutos compatibles en el interior celular es el mecanismo de
adaptacion que la mayoria de los organismos han adoptado en respuesta al estrés
osmdtico. La acumulacion de estos compuestos evita la modificaciéon de miles de
proteinas para evitar la fluctuacién de concentraciones salinas en el interior celular,
necesitdndose Ginicamente la regulacion de unos pocos genes implicados en la sintesis o
degradacién de los solutos compatibles. El término de soluto compatible fue introducido
por Brown y colaboradores para designar a todos aquellos compuestos que son
acumulados en los organismos en respuesta a un aumento del estrés osmético (Brown et
al., 1972; Brown et al.,1976). La caracteristica principal de estos compuestos es que la
acumulacion en el interior celular es inocua para la funcién de las proteinas. La mayoria

de los solutos compatibles son compuestos de bajo peso molecular entre los que se
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encuentran compuestos con alto niimero de grupos alcohol como el glicerol, la sacarosa
y la trehalosa, aminoécidos libres y sus derivados como la taurina y la B-alanina y las
metilaminas como la betaina y sarcosina. Lo mas curioso es que son relativamente
pocos los compuestos que poseen estas propiedades por lo que se encuentran en

multitud de organismos muy distanciados filogenéticamente.

Dentro de los solutos compatibles los aminoacidos y sus derivados son los
predominantes en multitud de organismos como las bacterias tolerantes a sales, plantas
haléfitas e invertebrados marinos. Dentro de los aminoacidos y sus derivados la glicina,
alanina, prolina, taurina y B-alanina son los mas importantes. No todos los aminoécidos
tienen este papel osmoprotector. Como ejemplo cabria citar que la K, para el
fosfoenolpiruvato de la piruvato kinasa de Pachygrapsus crassipes no se ve afectada
bajo concentraciones 1M de prolina en el medio mientras que es fuertemente
perturbada por la presencia en el medio de arginina o lisina (Clark et al,, 1968). Este
hecho viene dado porque la prolina se presenta a pH fisiolégico como un zwitterién
mientras que la arginina presenta una carga positiva en su molécula. El que un
aminoécido sea 0 no un soluto compatible depende por tanto de su naturaleza quimica y

propiedades fisicas.

La explicacion mas simple para el funcionamiento de un osmoprotector es que la
acumulacion de ellos en el citoplasma permite aumentar la fuerza osmética del interior
celular para igualar la del medio circundante y evitar asi la pérdida de agua. Pero
muchos autores sugieren que los compuestos osmoprotectores influyen directamente
sobre la estructura proteica de forma que sean funcionales en condiciones de estrés.
Durante el estrés osmotico las proteinas aparecen literalmente “bafiadas” en los solutos
compatibles acumulados pudiendo alcanzar concentraciones por encima de 1M. La
proteccion que los solutos compatibles proporcionan al mantenimiento de la estructura
proteica creando un “microambiente” protector alrededor de la proteina es lo que hace
que las proteinas puedan seguir desempefiando su funcién en condiciones de estrés
(Yancey et al.,1982).

El papel osmoprotector de la prolina fue demostrado por primera vez por

Christian y colaboradores en Salmonella oraniengurg (Christian 1955a, 1955b) vy
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posteriormente ha sido estudiado por numerosos autores en distintos organismos.
Eubacterias, protozoos, invertebrados marinos y muchas plantas acumulan prolina como |
osmoprotector (McCue er al., 1992; Delauney et al., 1990) por lo que este compuesto se
considera como uno de los solutos compatibles mas ampliamente distribuidos. La
acumulacion de prolina en el interior celular es el resultado del establecimiento de tres
mecanismos independientes o simultdneos bien caracterizados en bacterias y plantas.
Un primer mecanismo consiste en la captacién de prolina del exterior mediante un
sistema de transporte, un segundo mecanismo es el aumento de la biosintesis de prolina
y un tercer mecanismo es la disminucion de la degradacion de la prolina en el interior

celular. A continuacion se detalla cada uno de ellos.

3.2.1. Transporte de prolina al interior celular en respuesta al estrés
osmotico.

La adici6n de prolina exdgena al medio de cultivo en concentraciones del orden
de micro a milimolar confiere un considerable grado de tolerancia osmética permitiendo

a organismos como E. coli o S. typhimurium crecer en medios hiperténicos con

concentraciones de NaCl 1M.

El paso de la prolina a través de la membrana externa hasta el periplasma se
produce en enterobacterias por difusién pasiva a través de las porinas no especificas
OmpC y OmpF cuyos genes estructurales estan regulados por la osmolaridad del medio
de forma que la sintesis de OmpC predomina en medios hiperténicos mientras que la

produccién de OmpF predomina en medios hipoténicos (Pratt et al., 1996).

Dos transportadores, ProP y ProU, son los responsables de la captacién de
prolina a través de la membrana interna de numerosas bacterias entéricas en situaciones
de estrés osmoético. Inicialmente se identificaron como especificos de prolina pero
estudios posteriores muestran que transportan al interior celular un amplio espectro de
osmoprotectores con igual afinidad que la prolina entre los que se pueden destacar la
trimetilglicina y la dimetilprolina (Csonka et al, 1996). ProP es un transportador
monocomponente acoplado al simporte de cationes en medios de alta osmolaridad. La

activacién de su funcionalidad se debe tanto al aumento de expresion del gen proP
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como al aumento de la actividad de la proteina ProP la cual actia como sensora de la
osmolaridad del medio (Culham et al.,, 1993). ProU es un miembro de la superfamilia de
transportadores ABC. ProU es un complejo enzimético formado por una ATPasa
asociada a la membrana (ProV), una proteina integral de membrana (ProW) y una
proteina periplasmica de uni6n al substrato (ProX). La prolina es transportada por este
sistema con muy baja eficiencia pero un derivado de este aminoacido, la prolina betaina
o dimetilprolina es transportada eficientemente a través de la membrana citoplasmatica.
Este segundo transportador también es inducible por estrés osmético a nivel del
aumento de expresion de los genes del operén proVWJX gracias a una variacién en la

topologia del ADN de la zona promotora.

3.2.2. Biosintesis de prolina en respuesta a estrés osmético.

Numerosos estudios han mostrado que el actimulo de prolina mediante la
activacion de las rutas biosintéticas de la prolina proporciona un mecanismo importante
de adaptacion de los organismos a ambientes de elevado estrés osmético (Mahan et al.,
1983; Smith et al., 1985; Whatmore et al., 1990). Asi se ha descrito un mutante de S
typhimurium que superproduce prolina el cual presenta una tolerancia a estrés salino
superior a la cepa silvestre (Csonka 1981). Los niveles basales de prolina en algunos
organismos aumentan en condiciones de alta salinidad desde niveles basales del orden
de 10-20 mM hasta concentraciones 1 M (Kempf et al,, 1998) como consecuencia de

una activacion de las rutas biosintéticas.

Se sabe que en enterobacterias la primera respuesta a una situacién de estrés
osmotico es la activacion de sistemas de captacién de iones K+ (Bosseemeyer et al.,
1989) con objeto de igualar la presién osmética del interior celular con la del exterior.
Como consecuencia del aumento de iones K* se estimula la sintesis de glutamato como
contraién del K" (Measures 1975). Como se mencion anteriormente el glutamato es el
precursor inmediato de la prolina por lo que el aumento de los niveles de glutamato
provoca la biosintesis de prolina (Csonka 1988). Mutantes que tienen una mutacién en
la y-glutamil kinasa que hacen esta proteina menos sensible a la retroinhibicién por

prolina presentan una mejor adaptacion al estrés osmético lo que quiere decir que la
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activacion de la biosintesis de prolina en bacterias debe estar regulada a este nivel
(Smith 1985).

Las plantas también acumulan prolina mediante el aumento de la biosintesis y lo
hacen no sélo cuando crecen en condiciones de alta salinidad sino en condiciones de
estrés hidrico (Yancey ef al,, 1982; Csonka et al., 1989; Delauney ef al., 1990). Como
se coment6 anteriormente, la ruta biosintética de prolina en plantas se diferencia de la
de bacterias en que la transformaciéon de glutdmico a y-semialdehido del acido
glutamico esté catalizada por una tnica enzima, la A'-pirrolina-5’-carboxilato sintetasa
(P5CS), que presenta las actividades y-glutamil kinasa y y-glutamilfosfato
deshidrogenasa de enterobacterias. A diferencia de enterobacterias la acumulacién de
prolina en plantas durante el estrés osmético estd regulada a nivel transcripcional. Se ha
observado que los niveles de ARNm del gen que codifica para la P5CS aumentan
cuando la planta se encuentra bajo condiciones de estrés osmético mientras que
disminuyen cuando la planta vuelve a condiciones no estresantes (Yoshiba ef al,, 1997).
Sin embargo la expresion del gen que codifica para la PSCR, la segunda enzima en la
biosintesis de prolina en plantas, no se modifica apreciablemente en condiciones de
estrés (Yoshiba et al., 1995) lo que implica que la regulacion de la ruta biosintética se

produce a nivel del gen que codifica para la P5CS.

3.2.3. Represion de la ruta catabélica de la prolina en condiciones de estrés.

Como se describird més adelante la prolina es metabolizada hasta glutamato
mediante la accién de dos actividades enzimaticas, la prolina deshidrogenasa y la
pirrolina-5’-carboxilato deshidrogenasa. Existen numerosos estudios en los que se
demuestra que en condiciones de estrés osmético la ruta degradativa de la prolina queda
inactivada con objeto de evitar la degradacién de la prolina acumulada en la célula,
evitindose asi que la célula entre en un ciclo fiitil de acumulacién-degradacién bajo
condiciones de estrés (Stewart et al., 1977; Chang et al., 1998). En organismos como .
typhimurium la inhibicién de la ruta catabélica se produce a nivel de la actividad de la
enzima prolina deshidrogenasa (Ekena et al., 1990). Por el contrario estudios recientes
realizados en plantas muestran que la inhibicién de la ruta catabélica de la prolina se

produce a nivel transcripcional (Verbruggen et al., 1996; Yoshiba et al., 1997) de forma
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que la expresion del gen que codifica para la prolina deshidrogenasa de plantas
experimenta un marcado descenso en su expresién tanto en condiciones de estrés
provocado por el aumento de solutos en el medio (Verbruggen et al., 1996) como por el
estrés hidrico (Yoshiba et al., 1997). Cuando las condiciones de estrés cesan, la prolina
acumulada en las plantas es catabolizada hasta glutamato gracias a la activacion del gen
que codifica para la prolina deshidrogenasa. Se ha sugerido que la oxidacién de la
prolina proporciona el poder reductor, la fuente de nitrégeno y la energia necesaria para

la recuperacion de las células tras las condiciones de estrés (Verbruggen et al., 1996).

3.3. Papel de la prolina como fuente de carbono, nitrégeno y energia.

Debido a su composicién quimica, la prolina puede ser utilizada por las células
como una fuente de carbono, nitrgeno y/o energia. Al igual que la ruta biosintética de
la prolina, la ruta degradativa estd bastante conservada en los organismos y
fundamentalmente consiste en la oxidacién de la prolina hasta su transformacién en
glutamato. Dicha transformacion transcurre a través de la formacién de la pirrolina 5’
carboxilato, compuesto de naturaleza inestable (Melz ef al,, 1976) que se encuentra en

equilibrio con el semialdéhido del 4cido glutdmico (Figura 6).

PDH espontinea PSCDH
H, o
. AD FADH,
Q 120, H,0 Q ;\ AD° NADH COOH
N “coon oo {, COOH
Prolina Pirrolina 5' carboxilato semialdehido Glutimico

del 4cido glutdmico

Figura 6. Ruta catabdélica de la prolina hasta glutamato.

La primera reacciéon de la ruta catabélica estd catalizada por la actividad

enzimética prolina deshidrogenasa (PDH) la cual tiene como cofactor al FAD que se
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encuentra fuertemente unido a la proteina (Menzel ef al 1981b). La segunda reaccion no
es de naturaleza enzimatica sino un equilibrio quimico entre la pirrolina 5’ carboxilato
y el semialdéhido del acido glutdmico. La tercera reaccion esta catalizada por la

actividad enzimatica pirrolina 5’ carboxilato deshidrogenasa (PSCDH) que es
dependiente de NAD(P)Jr (Menzel et al., 1981a; Brown et al., 1992). Estudios recientes

en S. typhimurium han demostrado que las dos actividades enzimaticas de la proteina
PutA estan perfectamente acopladas produciéndose una a continuacién de la otra de
forma que el intermediario P5C sintetizado pasa desde el centro activo de la PDH al
centro activo de la PSCDH minimizando al méaximo el riesgo de pérdida del

intermediario inestable (Surber et al., 1998).

Las actividades enzimaticas anteriormente citadas responsables del catabolismo
de la prolina son comunes a todos los organismos estudiados hasta el momento pero
existe una diferencia fundamental entre eucariotas y procariotas y es que en eucariotas
las actividades PDH y PSCDH estan codificadas por dos genes distintos (Krywichi et
al., 1984; Wang et al., 1987), mientras que en procariotas ambas actividades se
encuentran codificados por el mismo gen (Maloy 1987; Menzel ef al.,, 1981a; Keuntje
et al., 1995; Straub ef al., 1996; Cho et al., 1996; Jiménez-Zurdo et al., 1997). Pese a
que las actividades enzimdticas y la ruta catabdlica estdn muy conservadas en los
organismos la organizaciéon genética y la regulacién de la expresion de los genes

implicados es muy variada (Soto et al., 2000).

Dado que uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral es el estudio del
catabolismo de la prolina en Pseudomonas putida se hara un breve repaso por la
organizacién génica y regulacion de la ruta catabolica de la prolina en aquellos

microorganismos en los que se ha estudiado.

3.3.1. Estructura y regulacion del operon del catabolismo de la prolina en
enterobacterias.

De todos los operones responsables del catabolismo de la prolina descritos en la
bibliografia el de enterobacterias es el mas estudiado. En E. coli, S. typhimurium y

Klebsiella pneumoniae el gen putA que codifica para la enzima bifuncional PutA que
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posee las actividades PDH y PSCDH forma parte de un operén junto con el gen putP el
cual codifica para una proteina de membrana interna cuya funcién es el transporte de
prolina desde el espacio periplasmico al citoplasma (Motojima ef al., 1978; Mogi et al.,
1986). Los genes putd y putP se transcriben divergentemente a partir de la region de
ADN situada entre ambos en donde se localizan las correspondientes regiones
promotoras (Hahn et al., 1986; Nakao et al., 1987; Chen et al., 1991) (Figura 7).

Figura 7. Organizacién genética y regulacion del operén del catabolismo
de la prolina en enterobacterias. Con el signo negativo se indica la represién que
ejercen la proteina PutA en ausencia de prolina mientras que con signo positivo se
indica la activacion que producen la proteinas NAC y CRP en la expresion de putd y
putP en presencia de prolina.

22



Introduccion

La expresion de los genes putd y putP esta regulada por la presencia en el medio
de prolina a través de la proteina PutA (Menzel et al., 1981a; Ostrovsky et al., 1991), la
cual ademds de presentar las actividades cataliticas mencionadas anteriormente posee
una funcién reguladora de la transcripcion ya que es capaz de unirse a la regiéon de
ADN situada entre los genes putd y putP (Ostrovsky et al., 1991; Ostrovsky et al.,
1993; Brown et al.,, 1993) evitando la expresion de los mismos al impedir el acceso de
la ARN polimerasa a las regiones promotoras. La unién de la proteina PutA al ADN
esta condicionada por la presencia/ausencia de prolina en el medio de cultivo. Cuando
no existe prolina en el medio la proteina PutA permanece unida a la region de ADN que
existe entre los genes putd y putP evitando la expresion de los genes del catabolismo de
la prolina cuando no se requieren. Sin embargo cuando la prolina estd presente en el
medio la proteina PutA sufre un cambio conformacional que provoca la liberacion las
regiones promotoras de los genes putd y putP permitiendo su expresion (Menzel et al.,
1981b; Ostrovsky et al, 1991). Una vez liberada de su funcién reguladora, se ha
sugerido que la proteina PutA se asocia a la membrana citoplasmatica, donde lleva a
cabo su funcién enzimatica al acoplarse a la cadena de transporte electrénico (Menzel et
al., 1981a; Abrahamson et al., 1983; Graham et al., 1984; Wood 1987) permaneciendo
en contacto con el transportador PutP con objeto de optimizar el catabolismo de la

prolina a la entrada de la misma (Maloy 1987).

El modelo propuesto para explicar cémo PutA autorregula su expresion y la del
gen putP dependiendo de la presencia/ausencia de prolina en el medio se basa en el
estado de oxidacién que presenta la proteina (Wood et al, 1987; Brown et al., 1993;
Ostrovsky ef al., 1993). PutA es una flavoproteina que contiene FAD como cofactor el
cual se reduce cuando se produce la oxidacién de la prolina (Wood 1987). Estudios in
vitro han demostrado que la afinidad de la proteina PutA por el ADN al que se une in
vivo disminuye significativamente con la reduccién de la proteina. De igual forma
estudios de hidrofobicidad relativa muestran que la reduccién de la proteina provoca un
aumento de hidrofobicidad de la misma (Ostrovsky et al, 1993). El modelo de
regulacion del oper6n del catabolismo de la prolina basado en la distinta localizacién de
la proteina PutA se resume en que la entrada de prolina en la célula provoca la
reduccién del FAD unido a la proteina PutA lo que se traduce en un descenso de la

afinidad de la proteina por la regién de ADN al que se une y un aumento de la
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hidrofobicidad de la misma. Estos dos hechos provocan la liberacién de las regiones
promotoras del operén y la migracién a la membrana interna citoplasmatica en donde se

acopla con la cadena de transporte electrénico para desempefiar su funcién enzimatica.

Ademads de la regulacién por prolina el operén put de enterobacterias se
encuentra sometido a otros niveles de regulacion. En S. typhimurium y E. coli el operén
put esta sometido a represion catabélica de forma que la expresion de los genes putd 'y
putP es muy débil en medios en los que la glucosa est4 presente (Wood ef al, 1979). En
S. pphimurium el efecto de la represion catabdlica es tan marcado que esta
enterobacteria es incapaz de usar la prolina cuando en el medio hay glucosa (Prival et
al, 1971; Razkin et al, 1978b) debido a que la transcripcion de los genes put esta
fuertemente reprimida (Maloy et al,, 1983). Se ha demostrado que la proteina receptora
de AMP ciclico y el propio AMP ciclico se requieren para la completa expresion del
operon put (Hahn et al., 1986; Maloy et al., 1983; Nakao ef al,, 1988) ya que mutantes
en la adenilato ciclasa (cya’) y en la proteina CAP o receptora de AMP ciclico (crp’) son
incapaces de activar la transcripcién de los genes put (Maloy et al., 1983). En la regién
de ADN situada entre los dos genes del operén put de enterobacterias se han localizado
secuencias que se ajustan al consenso propuesto por de Combrugghe y colaboradores
(1984) para los sitios de unién de la proteina receptora de AMP ciclico al ADN (Nakao
et al., 1987; Chen et al,, 1991).

Pero el efecto de represion catabdlica sobre el operén put de K. pneumoniae y E.
coli puede suprimirse en situaciones de hambre de nitrégeno, hecho que no se observa
en S. typhimurium. Esto parece indicar que ademés de la regulacién por fuente de
carbono, la expresion del operén put parece estar regulada por la fuente de nitrégeno del
medio. Se sabe que la expresion del operén put de K. pneumoniae y E. coli se encuentra
bajo el control del mecanismo general de regulacién del metabolismo del nitrégeno ya
que se activa cuando no existe amonio en el medio (Chen et al, 1991). En
enterobacterias la regulacién del metabolismo del nitrégeno se lleva a cabo a través de
tres proteinas fundamentales que son los productos de los genes ntrd, ntrB, y ntrC. El
gen nird codifica el factor ™* que confiere la especificidad a la holoenzima de la ARN
polimerasa para promotores con secuencias consenso —12/-24 muy conservadas del tipo

5°-GG(N)10GC-3’ (Barrios et al., 1999). El producto del gen ntrB es una kinasa que
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fosforila y desfoforila a la proteina NtrC con objeto de activarla o desactivarla. La
proteina NtrC es un activador transcripcional que en su forma fosforilada cataliza la
isomerizacion del complejo cerrado de la o*-ARN polimerasa a complejo abierto
permitiendo la transcripcion de los correspondientes promotores o> dependientes
(Magasanik 1996; Buck et al, 2000). Pero se da el hecho de que el operén del
catabolismo de la prolina no presenta promotores tipicos del factor ¢>* (Barrios et al.,
1999) ni homologia alguna con las secuencias consenso de los sitios de unién de NtrC
(Chen et al., 1991). El control de la expresion del operdn put no se produce de forma
directa a través de las proteinas NtrC, NtrB y o°*, sino que se produce de forma
indirecta a través de la llamada proteina NAC (nitrogen assimilation control). La
expresion del operdn put en K. aerogenes es totalmente dependiente de la proteina NAC
de forma que un mutante carente de esta proteina no es capaz de utilizar la prolina
(Bender ef al., 1983). Ademas, la proteina NAC es suficiente para producir la activacion
de la expresion del operén put ya que se ha comprobado que cepas portadoras de
fusiones transcripcionales de un promotor del tipo Py, y el gen nac expresean los genes
put unicamente en presencia de IPTG (Schwacha et al., 1993). En Salmonella no existe
la proteina NAC (Muse et al., 1998) ni el operdn del catabolismo de la prolina se activa
cuando se introduce la proteina NAC en trans (Chen et al., 1998) lo que explica que no

esté sometida a control de nitrégeno.

La proteina NAC juega un papel importante en la regulacion de la expresion de
algunos operones responsables del catabolismo de compuestos nitrogenados cuya
degradacion suministra a la célula una fuente de nitrégeno alternativa al amonio en
situaciones de hambre. Esta proteina pertenece a la familia LysR de reguladores
transcripcionales (Henikoff et al., 1988) que activa la transcripcion de operones como
los de degradacion de prolina, histidina y urea y reprime la expresion operones
involucrados en la asimilacién de amomo como el de la glutamato deshidrogenasa
(Bender et al., 1983; Macaluso et al 1990) La expresion del gen nac esta controlada
por el sistema de regulacion general del nitrogeno (sistema NTR) de forma que para la
expresion de la proteina NAC es necesaria la existencia de las proteinas NTRC-NTRB y
el factor o>* (Macaluso et al., 1990) (Figura 7). Dado que la proteina NAC activa la
transcripcion de operones dependientes de la ARN polimerasa ¢’° y que su sintesis

depende del sistema general de regulacion del nitrogeno se ha propuesto que esta
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proteina es un regulador transcripcional que acopla la expresion de los operones
dependientes de la ARN polimerasa ¢’° con los operones dependientes de la ARN

polimerasa 6>* en situaciones de hambre de nitrégeno (Bender 1991).

3.3.2. Estructura y regulacion del operén del catabolismo de la prolina en
Rhodobacter capsulatus.

El operon del catabolismo de la prolina en R. capsulatus consta de dos genes el
gen putA y el gen putR. El gen putA codifica una proteina homologa a la proteina PutA
de enterobacterias que posee las dos actividades enzimadticas necesarias para la
transformacién de prolina hasta glutamato aunque la proteina PutA de R. capsulatus es
86 aminoicidos mas corta en el extremo amino terminal que su homoéloga de
enterobacterias. El gen pufR es una fase abierta de lectura de 465 nucleétidos que se
transcribe divergentemente con respecto al gen put4 y codifica una proteina reguladora
de la familia de reguladores Lrp (Willins et al., 1991) (Figura 8). La proteina PutR es
un regulador transcripcional que regula su propia expresion y la del gen putd. En
ausencia de prolina la proteina PutR se une a la region de ADN existente entre los genes
putA y putR permitiendo sélo la expresion de los mismos a niveles muy bajos. Cuando
la prolina esta presente en el medio, la proteina PutR sufre un cambio conformacional
que provoca la liberacion de la region de ADN a la que se une y aumenta la afinidad de
la proteina por el promotor del gen put4 permitiendo la expresion a alto nivel de ambos
genes (Keuntje et al, 1995). La proteina PutA de R. capsulatus también parece
controlar su propia sintesis como ocurre en el caso de enterobacterias (Keuntje et al.,

1995).

Figura 8. Organizacion genética del operén del catabolismo de la prolina
en R. capsulatus. Con el signo negativo se indica la represién que ejercen las
proteinas PutA y PutR en ausencia de prolina mientras que con signo positivo se
indica la activacion que produce la proteina PutR en la expresion de putd y putR en
presencia de prolina.
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Se conoce poco acerca de la regulacion del operén put de R. capsulatus por
hambre de carbono y/o nitrogeno. Parece ser que la expresion del operén del
catabolismo de la prolina en R. capsulatus no depende del sistema de regulacion general
del nitrégeno ya que existe expresion de los genes putd y putR en mutantes NtrC ~ y

NtrA™ de este microorganismo.

3.3.3. Estructura y regulacion del operon de degradacion de la prolina en
Agrobacterium tumefaciens y Bradyrhizobium japonicum.

El operén del catabolismo de la prolina en A. tumefaciens y B. japonicum
presenta algunos aspectos similares al de R. capsulatus. La estructura genética del
operdn (Figura 9) es la misma que la encontrada en R. capsulatus, es decir, el operén
consta de los genes putd y putR transcritos divergentemente. La proteina codificada por
el gen putR presenta el mismo papel regulador que la proteina PutR de R. capsulatus
siendo un activador de los genes putA y putR cuando existe prolina en el medio y un
represor cuando no existe ésta. Pese a la similitud estructural la proteina PutA de 4.
tumefaciens y B. japonicum no parece autorregular su propia sintesis como ocurre en el
caso de enterobacterias y R. capsulatus de forma que el unico regulador transcripcional

conocido para el operén es la proteina PutR (Cho ef al., 1996).

Figura 9. Organizacion genética y regulacion del operén del catabolismo
de la prolina en A. tumefaciens y B. japonicum. Con el signo negativo se indica la
represion que ejercen la proteina PutR en ausencia de prolina mientras que con signo
positivo se indica la activacion que ejerce la proteina PutR en la expresion de los
genes putA y putR en presencia de prolina.
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3.3.4. Estructura y regulacién del operon del catabolismo de la prolina en
Sinorhizobium meliloti.

En S. meliloti €l gen putA responsable del catabolismo de la prolina (Jimenez-
Zurdo et al., 1995) no parece formar parte de ninguna agrupacion génica (Figura 10).
Mediante comparacién de secuencia y experimentos de intercambio alélico se ha
determinado que corriente arriba al gen putA no existe ninguna fase de lectura abierta
(ORF) implicada en el catabolismo de la prolina (Soto ef al., 2000). Las ORFs situadas
corriente arriba al gen putA codifican proteinas que no presentan homologia con el
regulador transcripcional PutR como ocurre en Agrobacterium, Rhodobacter o
Bradyrhizobium ni con el transportador PutP de enterobacterias. Se ha demostrado que
existe un transportador de prolina en este microorganismo pero no se encuentra ligado
al gen putA (Soto et al., 2000). Por tanto, el operon del catabolismo de la prolina en este
organismo consta de un unico gen, el gen putA cuya expresion se induce por presencia
de prolina y se autorregula como en el caso de enterobacterias. Al contrario de lo que
ocurre en enterobacterias el operén del catabolismo de la prolina no estd sometida a
represién catabdlica (Soto ef al., 2000) ni parece estar regulado por el sistema general

del metabolismo del nitrogeno (Jiménez-Zurdo ef al., 1997).

U

Figura 10. Organizacién genética y regulacion del operén del
catabolismo de la prolina en S. meliloti. Con el signo negativo se indica la
represion que ejercen la proteina PutA en ausencia de prolina.
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4. Diseiio de un sistema activo de contencion biolégica dependiente de
prolina.

En todo sistema activo de contencion se distinguen dos elementos
fundamentales, un elemento matador, cuya expresion provoca la muerte de la célula
portadora del sistema de contencién y un elemento regulador el cual controla la
expresion del elemento matador en respuesta a un cambio de la sefial del medio
ambiente. El funcionamiento de un sistema activo de contencion bioldgica se basa en la
induccién de la expresion de los llamados genes matadores o suicidas en situaciones

definidas.

En el laboratorio, el sistema de control de la muerte bacteriana utilizado mas
frecuentemente se basa en la fusién de un gen matador al promotor del operén de la
lactosa (Pi.), cuya expresion se reprime por la proteina Lacl (Bej ef al, 1988). En
presencia de lactosa o del andlogo de la misma, el isopropiltiogalactésido (IPTG), la
proteina Lacl se libera del promotor Py, y éste se expresa libremente. Sin embargo, en
el medio ambiente no seria practico controlar la supervivencia de microorganismos
liberados intencionadamente utilizando una sefial quimica exdgena. El control de la
muerte celular a través de compuestos presentes en el medio ambiente, o a través de
cambios en las condiciones fisicas del entorno como la temperatura, humedad, etc., se
consideran mas convenientes. Dado que el objetivo era la construccion de una cepa
contenida capaz de sobrevivir unicamente en las inmediaciones de las raices de maiz se
pensé6 que la sefial mas adecuada era algiin compuesto exudado por la planta, de entre
los cuales se eligié la prolina. El elemento regulador del sistema de contencién debia
estar disefiado de forma que evitara la expresion del elemento matador en presencia de
exudados radiculares o lo que es mismo en presencia de prolina. Esto se conseguiria
mediante la fusion del gen que codifica para la proteina represora Lacl a un promotor
inducible por prolina. Dicho promotor parecia légico buscarlo en los genes responsables
del catabolismo de la prolina de P. putida ya que se esperaba que la expresion de los
mismos estuviera condicionada por la presencia de prolina en el medio como ocurria en

otros organismos.
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El elemento matador elegido para la construccién de la cepa contenida fue el
desarrollado en nuestro grupo de investigacion por la doctora Ronchel el cual funcioné
eficientemente en la construcciéon de una cepa contenida de P. putida dependiente de
alquilbenzoatos (Ronchel et al., 1998). Este elemento matador estd basado en la
expresion del gen suicida del fago ®X174, conocido como gen E, a partir del promotor

Pa1-04/03, un derivado del promotor Py,.

El funcionamiento del sistema ideado se resume en la Figura 11. En presencia
de prolina, el promotor fusionado al gen Jacl se expresa, con lo que la proteina Lacl se
sintetiza, previniéndose la expresion del promotor Pai.0403 y por tanto la sintesis de la
proteina matadora. En ausencia de prolina, el promotor dependiente de este iminoacido
no se expresa, no se sintetiza el represor Lacl, el promotor Pa.04/03 se libera, la proteina

matadora se sintetiza y se produce la muerte celular.

Elemento regulador  Elemento matador Supervivencia

=+ il

=

A1-04/03

S1

Prolina [ —

%1%'3}

No

-

No Prolina [l

Nz
AN

1

Figura 10. Funcionamiento de un sistema de contencién biolégica
dependiente de prolina. A) Cuando existe prolina en el medio, el promotor Pp
dependiente de prolina se activa, permitiendo la sintesis del represor Lacl (M), se
evita la expresion del gen matador o suicida y la sintesis de la proteina E (), por lo
que la célula sobrevive. B) Cuando no existe prolina en el medio, el promotor Pp
dependiente de prolina no se expresa, el represor Lacl (M) no se sintetiza, el
promotor Pajo403 no se reprime por lo que la proteina matadora se sintetiza
provocando la muerte celular.
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Introduccion

Dado que los promotores del operén del catabolismo de la prolina en P. putida
no estaban caracterizados a nivel molecular fue necesario realizar un estudio previo del
oper6n responsable del catabolismo de este compuesto antes de la construccion del

sistema de contencion.

En esta Tesis Doctoral se presentan resultados sobre la identificacion del operon
del catabolismo de la prolina, su regulacion y su utilizacion en el disefio de un sistema
de contenciéon que permita controlar la supervivencia de una cepa de P. putida en

suelos.
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Objetivos

En base a los antecedentes resefiados en la Introduccién de esta Tésis Doctoral

se establecieron los siguientes objetivos inicialmente.

1) Caracterizacién de la utilizacién de prolina como fuente de carbono y
nitrégeno por Pseudomonas putida KT2440. Localizacion fisica, clonacion,

secuenciacién y analisis de los genes implicados en el catabolismo de la

prolina en P. putida KT2440.

2) Estudio de la expresion de los genes implicados en el catabolismo de la
prolina, identificacion de las regiones promotoras y andlisis de la

transcripcion en distintos fondos genéticos.

3) Aislamiento y caracterizacién de mutantes deficientes en el catabolismo de

la prolina.

4) Disefio y ensayo funcional de un sistema activo de contencion biologica en
P. putida basado en el promotor del gen put4, la funcién reguladora de la

proteina PutA y la accién letal del producto del gen E del fago $X174.
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1. CEPAS BACTERIANAS.

Las estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo, junto con sus genotipos o

caracteristicas mds relevantes se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Estirpe

Genotipo/Caracteristicas

Referencia/Fuente

Escherichia coli

IM109

DHS5a

HB101

RM2
CC118

CC118 Apir

S17-1-Apir

Mv1190 Apir

Pseudomonas

P. putida KT2440

P. putida KT2442

P. putida KT2440-IHF3
P. putida KT2440-C1R1
P. puida MAD-ptsN

P. putida KT2440-rpoN

recAl supE44 endA1 hsdR17 (1, my*)
gyrA96(Nal®) relA1 thi A(lac-proAB)
F[traD36 proAB* lacld lacZAM15]

supE44 AlacU169 (980 lacZAMI15) hsdR17
(r«my*) recA1 endA1 gyrd96 (NalR) thi-1
relA1

supE44 hsdS20 (r3"mg") recA13 ara-14
proA2 lacY1 galK2 rpsL20 (SmR) xyl-5 mtl-1

Trp lacZ rpsL thi AputAP F

A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20
thi-1 rpsE (SpR) rpoB (RifR) argE recAl

CC118 lisogenizada con el fago Apir

RecA, thi pro hsdR M" RP4:2-Tc:Km
Tn7, Apir

F’[traD36 proAB" lacZAM1S lacl%]
thi A(lac-proAB) supE A(srl-recA)
306::Tnl0 Apir

hsdR1

P. putida KT2440, Rif®

KT2440, ifA::Km, KmR

KT2440, rpoS::Km::luxAB, KmR
KT2442, Pu::lacZ, ptsN::Km, KmR
KT2440, rpoN::Km, KmR

Yanisch-Perron et al.,
(1985)

Hanahan, (1983)

Boyer et al., (1969)

Wood, (1981)
Manoil et al., (1985)

Herrero et al., (1990)

de Lorenzo et al., (1994)

Herreo et al., (1990)

Franklin et al., (1981)
Franklin et al., (1981)
Marqués et al., (1998)
Ramos et al., (1998)
Cases et al., (1999)
Kohler et al., (1989)

2. MEDIOS DE CULTIVO.

La composicién de los medios de cultivo utilizados en este trabajo se detalla a

continuacién. Todos los medios y soluciones se esterilizaron en autoclave por calor
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humedo a 120°C y 1 atmésfera de presién, o por filtracién utilizando filtros estériles de

acetato de celulosa de 0,22 pm de didmetro de poro.

2.1. Medios ricos.

Como medio habitual de crecimiento de las cepas de E. coli se utiliz6 el medio
Luria-Bertani (LB) (Sambrook er al., 1989), cuya composiciéon fue la siguiente:
bactotriptona, 10 g; extracto de levadura, 5 g; NaCl, 10 g y H,O hasta 1 litro.

Para la preparacion de medio s6lido LB se afiadié bacto-agar hasta alcanzar una

concentracion final de 1,5% (p/v) y se esterilizé mediante autoclave.

2.2. Medios minimos.

Para el cultivo de células en medio minimo se utilizé una modificacién del medio
M9 (Sambrooks ef al., 1989) cuya composicién fue la siguiente: solucién 10xM9, 100
mL; solucién A9 ("goodies"), 2,5 mL; MgSO4 1 M, 1 mL; citrato férrico aménico 0,6%
(p/v), 1 mL y H,0 hasta 1 litro. Las soluciones empleadas en este medio se prepararon y
esterilizaron por separado en el autoclave.

La composicién de la solucién 10xM9 fue: Na,HPO4 x 7H,0, 70 g; KH,POy, 30

8; NH4CI, 10 g; NaCl, 5 gy H,O hasta 1 litro.

La solucién A9 se compuso de: HBOs, 300 mg; ZnCl,, 50 mg; MnCl, x 4H,0,

30 mg; CoCl,, 200 mg; CuCl, x 2H,0, 10 mg; NiCl, x 6H,0, 20 mg; NaMoOy x

2H,0, 30 mg y H,0 hasta 1 litro.

El medio M8 fue similar al medio M9 con la excepcion de que se preparé a

partir de la solucién 10xM8 la cual contenia la misma composiciéon que la solucién
10xM9 pero sin NH4Cl.

La/s fuente/s de carbono (succinato, prolina, glucosa, citrato, glutdmico, glicerol,
glicina, fumdrico y acetato) se adicioné/aron al medio minimo a la concentracion
adecuada seglin el experimento a partir de soluciones madre 1 M las cuales se
esterilizaron mediante autoclave, a excepcion de la prolina y la glicina que se
esterilizaron por filtracién, y se almacenaron a 4°C hasta su utilizacion. Para la
preparacion de medio minimo sélido se afiadié bacto-agar para alcanzar una
concentracién final del 2% (p/v). El bacto-agar se esteriliz6 previamente mediante

autoclave en soluciones en H,0 al 2,25% (p/v).
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2.3. Antibiéticos.

Las soluciones de antibidticos se prepararon 1.000 veces concentradas en H,O
destilada, excepto el cloramfenicol que se prepar6 en etanol absoluto, y la rifampicina y
la tetraciclina que se prepararon en metanol. Las soluciones preparadas en H,O se
esterilizaron por filtracién y se almacenaron a -20°C. Los antibiéticos se utilizaron a las
concentraciones finales indicadas en pg/mL: acido nalidixico (Nal), 10; ampicilina
(Ap), 100; cloramfenicol (Cm), 30; estreptomicina (Sm), 50; kanamicina (Km) 25;
rifampicina (Rif), 20 y tetraciclina (Tc), 20.

2.4. Metales pesados.

El telurito potasico (Tel) se preparé en solucién 1000 veces concentrada en H,O
destilada, se esterilizé por filtracién, se almaciné a —20°C y se utiliz6 a una

concentracion final de 30 pg/mL.
2.5. Condiciones de cultivo.

Las cepas de E. coli se cultivaron a 37°C y las cepas de P. putida se cultivaron a

30°C. Los cultivos liquidos se incubaron con una agitacién de 200 rpm en un incubador
orbital Adolf Kuhner ISF-4-V.

3. CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS.

La conservacion de cepas a corto plazo se hizo en cultivos en estria en placas de
medios selectivos a 4°C. La conservacioén a largo plazo se hizo por congelacién de

cultivos liquidos en 40% (v/v) de glicerol a -20°C y -80°C.

4. PLASMIDOS.

En la Tabla 2 se relacionan los plasmidos utilizados en este trabajo junto con sus
caracteristicas mas relevantes. Asimismo en el texto se detallan algunas propiedades que

han sido relevantes para su utilizacién o en el disefio de ciertos experimentos.
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido

Caracteristicas

Referencia/Fuente

pUCI19

pUCI8

pLAFR3
pCKO1
pPC6

pMCC31

pMP220

pUC18Not

pCK220 (pUT/mini
-Tn5/uxABKm)

pCNBS (pUT/mini-
TnSlacl4/P,,.)

pUT/mini-Tn5/Km,

pJMSB4

pRK600

ApR, oriColE1, rop™, a-complementacién

Similar al pUC19 con distinta orientacién del
MCS.

TcR, cos, oriV RK2, oriTRK2, a-complementacién

CmR, vector de clonacién de bajo n° de copias

Derivado de pBR322 que contiene un fragmento

Aatll- Pvull que porta el operén del catabolismo de

la prolina de S. typhimurium.
ApR, Tel®, derivado de pIMSB4, Pay04/03::ge0 E

TcR , ’lacz

Derivado de pUC18 con dos sitios Not I
flanqueando al MCS, Ap®

ApR, KmR, oriR6K, oriTRP4, plasmido para la
donacién del mini-Tn5/ux4 BKm

ApR, KmR, oriR6K, oriTRP4, plasmido para la

donacién del mini-Tn5lacl%/P,,,

Ap®, Km", oriR6K, oriTRP4, plamido para la
donacién del mini-TnSKm

Ap®, Tel®, oriR6K, oriTRP4, plésmido para la
donacién del mini-Tn5Tel

CmR, 0riColE1, mobRK2, traRK2

Vieira et al., (1982)

Norrander ef al., (1983)
GenBank: L08752

Staskawicz ef al., (1987)
Fernandez et al., (1995)
Hahn et al,, (1988)

Ronchel (1997)
Spaink et al., (1987)

Herrero et al., (1990)

Sternberg et al., (1997)

de Lorenzo et al., (1993)
de Lorenzo et al., (1990)
Sénchez (1997)

Kessler et al., (1992)

pUC18: vector de clonacién de 2.686 pb que combina fragmentos de pBR322 y
de vectores de la serie M13mp (Figura 12). Carece del gen rop implicado en el control
del niimero de copias de plasmidos que contienen el origen de replicacion de ColEl, y
como consecuencia, presenta un alto nimero de copias (mds de 700) por célula.
Confiere resistencia a ampicilina, y posee un sitio de clonacién multiple (MCS) dentro
de la regién que codifica el péptido o de LacZ. Esto posibilita una f4cil seleccién de los
plasmidos recombinantes en cepas que permitan o-complementacién, es decir, aquellas
portadoras de la delecién lacZAM15 (por ejemplo JM109, DH5a, etc.). Aquellos clones
que porten un plasmido con inserto, formardn colonias de color blanco (en
contraposicion al color azul de los clones sin inserto) en medio LB sélido suplementado

con ampicilina y con 25 pg/mL del sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-
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D-galactopiranésido (X-gal). Si el plasmido se transforma en una cepa lacl*, es

necesario afiadir, ademas, 130 pM de isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG).

pLAFR3: césmido derivado de pLAFR1 (Friedman et al., 1982) que posee el
fragmento Haell de 454 pb de pUC8 (Vieira et al., 1982) conteniendo el MCS y las
regiones /ac que permiten la a-complementacion (Figura 13). Posee los sitios cos del
fago lambda necesarios para el empaquetamiento de ADN dentro de la capsida de dicho
fago. Sélo los césmidos recombinantes con un tamafio total entre 36 y 51 kb son
susceptibles de ser empaquetados in vitro. Este plasmido se utilizé para la construccion

de la genoteca de P. putida utilizada en este trabajo.

HindIlI
Sphl
Pstl
Hincll
Sall
BamHI1
Smal
Kpnl
Sacl
EcoRI1

Figura 12. Plasmido pUC18. Los sitios de restriccién indicados son inicos
y estan localizados en el MCS dentro del fragmento /acZ'. También se muestra la
localizacion del origen de replicacion (ori), y del gen de resistencia a ampicilina.
Las flechas indican el sentido de la replicacion del plasmido o de la transcripcioén de
los genes.

Smal Smd

Figura 13. Césmido pLAFR3. En el mapa se muestran los sitios de
restriccion més relevantes. En negrita se indican los sitios del MCS que son tinicos
en el plasmido. Se muestra ademas la posicion del gen de resistencia a tetraciclina y
la de los sitios cos. También se indica la posicion del fragmento lacZ' que se
encuentra bajo el control del promotor P, (el sentido de la transcripcién viene

indicado por la flecha).
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PCNBS: plasmido de la serie pUT que contiene un transposon mini-Tn5/acl/P,,,
(Figura 14). El sistema donador empleado para todos los transposones mini-Tn5 se
basa en el plasmido pUT (Herrero et al., 1990), un derivado del plasmido suicida
pGP704 (Miller et al., 1988). Este plasmido tiene el origen de replicacion del plasmido
R6K (dependiente de la proteina =), el origen de transferencia, oriT, del plasmido RP4
(es transferible si se aportan las funciones de movilizacién en trans), y lleva el gen de la
B-lactamasa que confiere resistencia a una gran variedad de antibidticos B-lactamicos
incluyendo piperacilina. El plasmido pUT contiene ademas el gen que codifica la
transposasa de IS50g, necesaria para la transposicién de los elementos mini-TnJ.
Durante la transposicién la transposasa corta el ADN diana dejando una duplicacion
directa de 9 pb a cada lado de los extremos del mini-Tns. Estos elementos
transponibles, delimitados por 19 pb de los extremos I y O de TnJ, poseen como
caracteristica comiin un gen marcador seleccionable y un sitio de restriccién unico, Notl
o Sfil, que facilita la clonacién de ADN heterélogo para su posterior insercién en el
cromosoma o en otro replicén de la bacteria elegida. Ademds, se han eliminado
secuencias no esenciales (como el gen inh, que codifica un inhibidor de la
transposicién), reduciéndo asi considerablemente su tamafio. Como consecuencia, una
misma cepa puede usarse repetidas veces como receptora de distintas transposiciones
siempre que se utilicen mini-TnS con marcadores de seleccién diferentes. Por otra parte,
el gen que codifica la transposasa se encuentra fuera de los extremos del minitransposén
Y, por tanto, no se moviliza con éste durante la transposicién. Como resultado, las
inserciones resultantes son muy estables. Ademés, como la transposasa actia
preferentemente en cis, incluso si la célula huésped adquiriese con posterioridad, o ya
portase, un transposén natural del mismo tipo, éste no estimularia una nueva
transposicién del elemento mini-TnJ5 insertado. Los transposones de la serie mini-TnS
se pueden usar para generar mutantes por insercién al azar o también para introducir
secuencias heterélogas de ADN en el cromosoma de una gran variedad de bacterias
gram negativas. El minitransposén mini-Tn5lacl9/P,,, que confiere resistencia a
kanamicina, permite clonar y expresar genes heterdlogos bajo el control del promotor
Pyc. Ademas, porta el gen lacla con lo que la expresion a partir de dicho promotor se

puede inducir afiadiendo IPTG.
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pPCK220: plasmido de la serie pUT que contiene un transposén mini-
Tn5luxABKm (Figura 14). Este minitransposén es un derivado del mini-Tn5/uxAB
construido por de Lorenzo ef al., (1990) en el cual se ha reemplazado el gen original de
resistencia a tetraciclina por un gen de resistencia a kanamicina (Sternberg et al., 1997).
También lleva los genes *luxAB desprovistos de promotor. Estos genes codifican las
subunidades o y B, respectivamente, de la luciferasa de Vibrio harveyi. Este elemento
permite, mediante fusiones transcripcionales, detectar y cuantificar la actividad de
promotores bajo los cuéles se inserte la unidad mévil. Los clones que portan fusiones
activas se pueden detectar porque emiten una luz verdeazulada (con un méximo de
emision a una longitud de onda de 490 nm) en presencia de oxigeno molecular y de un
aldehido saturado de cadena larga que contenga mas de 8 4tomos de carbono (por

ejemplo, n-decanal). La emisién de luz se puede detectar directamente en colonias

cultivadas sobre medio sélido.

pUTKm2: plismido de la serie pUT que contiene un transposon mini-Tn5-Km,
que porta el gen de resistencia a la kanamicina del transposén Tn903 (Figura 14). El

sitio Nol, tinico en el pldsmido, se encuentra delante del promotor del gen que codifica

resistencia a la kanamicina.

pJMSB4: plasmido de la serie pUT que contiene un transposén mini-TnS-Tel que
porta el gen de resistencia al telurito potasico (Figura 14). El sitio Notl, tnico en el

plésmido, se encuentra delante del promotor del gen que codifica resistencia a esta sal.

PRKG600: plasmido auxiliar que aporta en frans las funciones necesarias para la
movilizacién de plasmidos mob* tra-. Este plasmido posee el origen de replicacién de
ColE1 y por tanto no se puede replicar en Pseudomonas. Confiere resistencia a
cloramfenicol.

pPC6: plésmido derivado del vector de clonacién pBR322 (Bolivar et al., 1977)
que contiene un fragmento Pvull-Aatll de 6,8 kb del cromosoma de S. typhimurium que

incluye el oper6n completo del catabolismo de la prolina de este organismo (Figura
15).

45



WoN| o
TIPHH
4ds
o ) sd
145 = 145 = oS,
11 PtE ﬂ‘lm mPuH P12 el BT ¥ E
| O —y 5 E M ¥ 3
14dg m looyr — #5d -
sd S — M
wex [M 15 £ o = }
IR | RO - g
104X — S um ‘s EMMM % EE@M-.— 2 m
v v e H:E.m. = e ir =
= 3 £ TIPUH £ nooq e
g — =
n P | usH 2 s B <
= [H“vg g 2 DA ‘e Hwg T
_:@_v E 1pug P e mpuwH 3
gooyq 19X [udy = n S
s | IPUH pog  WIPUH mds 2 e R
R AR s | '
o
Nwm B ooq oo _I.._l| .M === Qmm
1754 s | = s | - S

Materiales y Métodos

46




Materiales y Métodos

Figura 14. Plismidos de la serie pUT. El plasmido pUT, que funciona como
donador de los elementos mini-TnS5, se muestra en la parte inferior de la figura, y es
comun para las cuatro construcciones. 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 tp*. Este gen es un derivado de inp (que codifica la transposasa
de IS50g) en el cual se ha eliminado un sitio NoI interno. Las unidades méviles que

se muestran estdn clonadas en el pUT como fragmentos Xbal-EcoRI. Ambos sitios
son externos a los extremos del minitransposén (indicados como I y O), y no son
transportados con éste durante el evento de transposicién. NOTA: Que un sitio de
restriccion mostrado en el mapa del pUT no se indique en el mapa de los
minitransposones no implica que no pueda estar, y viceversa. En cambio, el sitio
Not recuadrado dentro del mini-Tn5/acl9/P,,, , mini-TnS5-Tel y mini-Tn5Km?2 si es
tinico, tanto en el minitransposén como en el pUT.

PMCC31: plasmido derivado del vector pJMSB4 resultado de la clonacién en el
sitio unico Notl de un fragmento que contenia la fusién transcripcional Paj.04/03:: gen E
(Figura 16). El promotor P14 ; o3 de origen sintético (Lanzer et al, 1988) es
reprimible por la proteina Lacl e inducible por IPTG. La represion de este promotor por
la proteina Lacl es 7 veces superior que la represion ejercida sobre el promotor natural
Piac, de la misma forma que su induccién por IPTG es 7 veces superior. El gen E del
fago ®X174 codifica un polipéptido de 91 aminoécidos que se inserta en las membrana
citoplasmatica y la membrana externa de bacterias gram-negativas produciendo un ttinel

transmembrana que desencadena una serie de acontecimientos que desembocan en la
lisis celular (Witte ef al., 1990).

pMP220: plasmido derivado del vector pTJS75 (Schomidhauser et al.,, 1985)
perteneciente al grupo de incompatibilidad IncP que porta el gen ’lacZ desprovisto de
promotor. La expresién del gen ’lacZ a partir de promotores clonados delante del gen

permite la medida de la expresion del promotor como actividad B-galactosidasa.

PCKO1: plasmido de bajo nimero de copias y de amplio espectro de huesped
derivado del vector pHSGS575 (Takeshita et al, 1987). Este plasmido confiere
resistencia a cloramfenicol y presenta un sitio de clonacién multiple idéntico al del

pUCI18 pero flanqueado por dos sitios NoA dentro de la regi6n que codifica el péptido a
de LacZ.
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Ndel
Pstl
Sacl .
Aafll
EcoR1

Clal

Figura 15. Plismido pPC6. Los sitios de restriccion indicados son tinicos.
Las flechas indican el sentido de la transcripcion de los genes. En blanco se muestra
el gen de resistencia a ampicilina, en gris el gen putP de S. typhimurium y en negro
el gen putA de este organismo.

BamH]1

Kpnl
Sacl
EcoRI
ST
Xbal ; FA10403
HindIll
BamHI

Sall

gen E lot1
O " \EcoRI

pMCC31 ori R6K ﬂ’\ﬂmdm
—

p* 8660bp
BamHI

HindIIl oriT RP4

BamHI

Figura 16. Plasmido pMCC31. En el mapa se indican los sitios de
restriccion maés relevantes, los origenes de replicacion y de transferencia, el gen de
resistencia a ampicilina y el gen tmp. Las flechas indican el sentido de la
transcripcion de los genes. En negro se muestra el gen E, en gris oscuro el gen que
codifica para la resistencia a la ampicilina y en gris claro el gen que codifica para la
resistencia a telurito potasico.

48



A W A ARG DT Tl M T o B Tl TP R i NI Sl | e A KR W e

Materiales y Métodos

S. AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO.

Para el aislamiento de ADN plasmidico se utilizaron los métodos que se describen
a continuacion, dependiendo del grado de pureza requerida y de la cantidad de ADN
que se quisiera obtener, asi como del tamafio del plasmido a aislar.

La cepa bacteriana portadora del plasmido de interés se cultivé en agitacion
durante 10-14 h a su temperatura 6ptima en medio LB suplementado con los

antibidticos correspondientes.

5.1. Método "Qiapreps"'.

El sistema "Qiapreps spin plasmid kit" (Qiagen, ref. 27104) se utilizé para la
preparacion rapida de ADN plasmidico libre de ARN, partiendo de un volumen de
cultivo de 3 mL y siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ADN plasmidico se

empled para reacciones posteriores de secuenciacion y/o clonacion.

5.2. Método de la lisis alcalina.

Para el aislamiento de pldsmidos a pequefia escala y andlisis tras una clonacién se
utiliz6 el método de la lisis alcalina (Sambrook er al., 1989) con algunas
modificaciones.

Se partié de un volumen de 1,5 mL de cultivo. Las células se recogieron por
centrifugacion a 12.000 x g durante 2’. Tras eliminar el sobrenadante, éstas se
resuspendieron en 100 pL de GTE y se incubaron durante 5’ a temperatura ambiente. A
continuacion se afiadieron 200 pL de solucién de lisis, se agito el tubo suavemente por
inversién y se incub6 durante 5’ en hielo. El lisado se neutralizé afiadiendo 150 pL de
tampoén acetato sédico 3M pH 4,8 y, tras mezclar el tubo por inversién las proteinas, el
ADN cromosémico y los restos celulares se eliminaron por centrifugacién a 12.000 x g
durante 15” y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio. El sobrenadante se trat6
con un volumen de una mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico en proporcién
25:24:1 (v/v), para eliminar restos de proteinas, y nuevamente con un volumen de una
mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico en proporcién (24:1) para eliminar restos de
fenol. Posteriormente a la fase acuosa se afiadieron 2 voltiimenes de etanol puro frio, se
incubé durante 30° a -20°C y se centrifugé a 12.000 x g durante 10°. Las sales del
precipitado se lavaron con un volumen de etanol 70% (v/v) en H,0. Tras descartar el

sobrenadante y secar el precipitado, éste se resuspendi6 en 35 pL de TE.
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La composicién de las soluciones empleadas en este procedimiento fue la
siguiente:

GTE: glucosa, 50 mM; Tris-HCl (pH 8,0), 25 mM; EDTA-Na,, 10 mM. La
solucion se esteriliz6 en el autoclave y se conservé a 4°C.

Solucion de lisis: SDS 1% (p/v) y NaOH 0,2 N. Esta solucién fue de preparacion
extemporanea a partir de soluciones madre de SDS al 10% (p/v) y 2 N de NaOH.
Acetato sédico 3 M pH 4,8: a 60 mL de una solucién de acetato sédico 5 M se le
afiadieron 11,5 mL de 4cido acético glacial y H,O hasta 100 mL. Cuando fue
necesario, el pH se ajusté a 4,8 con 4cido acético glacial. La solucién se esterilizé

en el autoclave y se conservo a 4°C.

TE: Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM y EDTA-Na,, 1 mM. Esta soluci6n se esterilizé en

el autoclave y se almacené a 4°C.

6. AISLAMIENTO DE ADN TOTAL.

Para la preparacién de ADN total se utilizé una modificacién del método descrito
por Kado ef al., (1981). Brevemente, las células se cultivaron con agitacion durante 10-
14 h en medio LB, tras lo cual se recogieron 0,5-1 mL del cultivo por centrifugacion a
17.000 x g durante 1°. Después de eliminar el sobrenadante, las células se
resuspendieron en 400 puL de una solucién que contenia EDTA 25 mM, sacarosa 20%
(p/v) y Tris-HCI 25 mM pH 8,0, y se incubaron a 4°C durante 5°. A continuacion, se
afiadieron 200 pL de una solucién con SDS 2% (p/v) y NaOH 0,3 N, y el tubo se
mezcl6 por inversién hasta que la lisis fue total. Posteriormente, se afiadieron 0,1
volumenes de MgCl, 0,1 M y el tubo se volvié a mezclar. Tras centrifugar la mezcla a
17.000 x g durante 10°, el ADN se extrajo con 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1). La extraccion se repitio tres veces. Finalmente, el ADN de la fase
acuosa se precipit6 afiadiendo 2 volumenes de etanol absoluto frio y se concentré por
centrifugacion a 17.000 x g durante 15°. El sedimento se lavé con 1 mL de etanol 70%
(v/v) y se centrifug6 a 17.000 x g durante 1°. El precipitado de ADN se sec6 a 37°C y se
resuspendié en 50 uL de H,0O miliQ-

7. TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS.

7.1. Transferencia por conjugacién.

La conjugacién bacteriana se utilizo para la transferencia de ADN plasmidico

desde E. coli a cepas de Pseudomonas. El sistema utilizado fue el denominado
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“triparental”. En este sistema de cruce, las funciones de transferencia (tra) son aportadas
en frans por un plasmido auxiliar autotransferible (pRK600), el cual moviliza el
plasmido en cuestion; de esta forma, la bacteria portadora del plasmido auxiliar también
forma parte del cruce (de Lorenzo ef al., 1990). Este sistema implica que las cepas
donadora y receptora, asi como la cepa auxiliar, deben estar marcadas adecuadamente
con resistencias a antibidticos o con capacidades metabélicas especificas que permitan
la seleccién de los transconjugantes y la contraseleccién de donadores, receptores y
cepa auxiliar.

Se parti6 de cultivos de las cepas donadora y receptora del plasmido en cuestion,
asi como de la cepa portadora del plasmido auxiliar, que habfan sido cultivadas a 30°C
en agitacion durante 10-14 h. Se recogieron aproximadamente 10% células de cada
cultivo por centrifugacién a 12.000 x g durante 1°. Las células sedimentadas se lavaron
2 veces con 1 mL de medio 1xM9, posteriormente, se mezclaron y se recogieron por
centrifugacion a 12.000 x g durante 1°. A continuacién, se resuspendieron en 50 uL de
1xM9 y la suspension bacteriana se deposité sobre un filtro de nitrocelulosa estéril de
0,22 um de didmetro de poro colocado sobre la superficie de una placa de LB sélido,
incub4ndose a 30°C entre 4 y 12 h. Transcurrido este tiempo, el filtro con las células se
coloc6 en un tubo con 5 mL de medio 1xM9, y las células se resuspendieron por
agitacion. A partir de esta suspension se hicieron diluciones seriadas en el mismo medio
y se sembraron placas de medio selectivo para los transconjugantes y los parentales. Las
placas se incubaron a 30°C hasta la aparicién de los transconjugantes. Las cepas
donadora, receptora, y auxiliar, se sometieron individualmente al mismo tratamiento y
se sembraron en placas del mismo medio selectivo, sirviendo de esta manera como
controles negativos de la conjugacién. La frecuencia de transferencia del plésmido se

expreso como el nimero de transconjugantes por receptor.

7.2. Transformacién mediante choque térmico.

El método utilizado para la preparacién de células competentes de E. coli. y su
posterior transformacién fue descrito por Inoue et al, (1990). Con este método se

obtuvieron frecuencias de transformacién mayores de 1x10’ transformantes/ pug de ADN
de pBR322.
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7.3. Transformacién por electroporacién.

La transformacién de células de Pseudomonas se realizé mediante el método de
Enderle er al., (1998). Para ello se parti6 de un cultivo de Pseudomonas en medio
solido crecido a 30°C durante 10-14 h. De este cultivo se tomaron con el asa de siembra
3 mg de células evitando arrastrar el agar del medio y se resuspendieron en 500 ul de
H,O destilada estéril. Las células de la mezcla homogénea se recogieron por
centrifugacion a 12.000 x g, tras lo que se eliminé el sobrenadante y el sedimento se
volvié a lavar en 500 puL de H,O destilada estéril en las mismas condiciones.
Posteriormente las células se resuspendieron en 40 uL de H,O destilada estéril
momento a partir del cual todas las operaciones se realizaron en hielo. A las células
preparadas segin se ha descrito se les afiadieron entre 5 y 15 ng de ADN libre de sales.
La mezcla se transfiri6 a una cubeta de electroporacién de 1 mm de anchura donde
recibieron un pulso eléctrico de 1800 voltios en un electroporador modelo Gene Pulser
Apparatus (Bio-Rad, ref. 165-2098). Tras el pulso las células se resuspendieron en 1 mL
de LB a temperatura ambiente y la suspensién se incub6 1 hora a 30°C. Entonces la
suspension se diluy6 seriadamente en medio M9 y las células se sembraron en placas de

medio selectivo para la seleccién de los transformantes.

8. TECNICAS COMUNES DE MANIPULACION DE ADN Y ARN.

8.1. Determinacion de la concentraciéon de ADN y ARN.

Para estimar la concentracién de ADN de una solucién se utilizé el método
espectrofotométrico descrito por Sambrook et al,, (1989).

La absorbancia de la solucién de ADN o ARN se determiné a 260 nm y 280 nm,
frente a un blanco de H,0 o TE dependiendo del disolvente utilizado en la disolucién
del 4cido nucleico. La concentracién de ADN o ARN de la muestra se calculd respecto
al valor estandar de Aj¢=1 para soluciones con 50 pg/mL de ADN de cadena doble o
40 pg/mL de ARN. La relacion Ayg/Asg se utilizé para estimar el grado de pureza de la
preparacion, de forma que valores de esta relacién por debajo de 1,8 se consideraron

indicadores de contaminacién por proteinas y/o fenol.
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8.2. Restriccion de ADN.

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccién se realizaron en las
condiciones Optimas para cada enzima fijadas por el fabricante. Las reacciones
contenian habitualmente entre 0,1 y 5 pg de ADN, 0,1 volimenes del tampén de
restriccion correspondiente suministrado por la casa comercial (10 veces concentrado),
y 0,5-10 unidades del enzima de restriccién, en volimenes finales de 10-30 pL
completados con H,O bidestilada estéril. Las digestiones de plasmidos se llevaron a
cabo incubando las mezclas de reaccion durante 2-4 h a la temperatura indicada por el

fabricante, mientras que las restricciones de ADN total se incubaron durante 12-16 h.

Las restricciones parciales de ADN cromosémico se realizaron segiin el método

descrito por Ausubel ef al. 1999.

8.3. Defosforilacion de ADN con fosfatasa alcalina.

Con objeto de aumentar la eficiencia de clonacién, rutinariamente se
desfosforilaron los vectores con fosfatasa alcalina de gamba 4rtica. Para ello el ADN
plasmidico previamente linearizado con la/s enzima/s de restriccién adecuada/s se
mezclé con 0,1 volimenes del tampén suministrado por el fabricante, y de 0,1 a 0,5
unidades de fosfatasa alcalina de gamba értica (USB. Amersham, ref, 70092), por cada
1 pmol de extremos de ADN. Tras la incubacién a 37°C de la mezcla durante 1 hora la

fosfatasa se inactivé por calor, incubando la mezcla de reaccién 15° a 65°C.

8.4. Electroforesis de ADN y ARN en geles de agarosa.

8.4.1. Electroforésis de ADN.

La separacion y visualizacién tanto de plasmidos completos, como de fragmentos
de ADN originados por la digestién con enzimas de restriccién se realizé mediante
electroforesis en geles de agarosa. Por cada 5 pL de muestra a analizar se afiadi6 1 pL
de tampén de carga, y esta mezcla se deposité en un pocillo del gel de agarosa al 0,8%
(p/v) en TAE, sumergido en una cubeta con el mismo tampén. Cuando el fragmento de
ADN era inferior a 0,5 kb, la concentracién de agarosa en el gel fue de 1,5% (p/v). La

separacion se realiz6 por electroforesis horizontal sumergida a un voltaje de 5-10 V/cm.
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Las moléculas de ADN se tifieron por inmersién en una solucién con bromuro de
etidio (1 pg/mL) durante 10 min. Tras lavar en agua para eliminar el exceso de bromuro
de etidio, el ADN se visualizé mediante exposicién del gel a luz ultravioleta (254 nm).

El tamafio de los fragmentos se estimé por interpolacién en curvas logaritmicas
del tamafio de cada fragmento frente a su movilidad relativa, utilizando como patrén los
fragmentos del ADN del fago A cortado con los enzimas de restriccion HindIll, HindIIl/
EcoRI o BstEIL Las imagenes se recogieron con una video-camara acoplada a una
impresora térmica, empleando el equipo "gelprinter" de la casa comercial TDI (Madrid).

La composicién de los tampénes y soluciones empleados en este procedimiento
fue la siguiente:

Tampén TAE: Tris-base, 4,84 g; 4cido acético glacial, 1,14 mL; EDTA-Na, 0,5

M pH 8,2 mL y H,0 hasta 1 litro. Este tampén se preparé a partir de una solucién

50 veces concentrada y esterilizada en el autoclave.

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

Los marcadores de peso molecular se prepararon de la siguiente forma: se
digirieron 80 L de ADN del fago A (250 ug/mL) con 1,5 unidades de los enzimas
HindIIl y/o EcoRI por pg de ADN en un volumen final de 100 uL del tampo6n
correspondiente. Una vez digerido, se calent6 a 80°C para separar las regiones cos de A,
y a la reaccién se afiadieron finalmente 80 pL de tampo6n de carga, completandose el

volumen hasta 400 uL con TE, de forma que la concentracién final de ADN en la
solucién fue de 50 pg/mL.

8.4.2. Electroforésis de ARN.

Las muestras de ARN se separaron y visualizaron, en aquellos casos en que fue
necesario, de la misma forma que la descrita para el ADN con las variaciones
siguientes: todo el material de electroforésis se enjuagé previamente en SDS al 1% (p/v)
y se aclar6 con una solucién autoclavada 1:1000 de DEPC en H,0. El tampdén TAE se
prepar6 por dilucién del 50 veces concentrado (descrito en la seccién anterior) en
solucién autoclavada 1:1000 de DEPC en H,O0. La concentracion de la agarosa en el gel
fue de 1,5% (p/v) en lugar de 0,8% (p/v) y se acompafi6 de 0,1% (p/v) de SDS. Todo el
material de vidrio para preparar estas soluciones se traté previamente con cloroformo

para eliminar posibles contaminaciones de RNasas.
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8.5. Recuperacién de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Una vez identificado en el gel de agarosa el fragmento de ADN que se queria
recuperar, se corté el trozo de agarosa del gel que contenia el fragmento con ayuda de
un bisturi, y se extrajo del mismo utilizando el sistema comercial Quiaex II (Qiagen ref.

20021) siguiendo las instrucciones del fabricante.

8.6. Ligacion de ADN.

Para la ligacién de moléculas de ADN se parti6 de fragmentos lineales obtenidos
por digestién con enzimas de restriccién en sitios compatibles para la ligacion. El vector
linearizado y el fragmento de ADN obtenidos por digestion con una o varias restrictasas
y purificado (segiin se indica en el apartado 8.5), se mezclaron en una proporcion
adecuada y se afiadié 0,1 volimenes de tampon de ligacion (suministrado por el
fabricante) y 1 unidad de ADN-ligasa del fago T4 en un volumen final de 15-20uL
completados con H,O miliQ- La mezcla se incubé a 14°C durante 8-14 h, tras lo que se
introdujo en la cepa adecuada por los métodos descritos en los apartados 7.2 6 7.3 de

esta seccién de Materiales y Métodos.

9. SECUENCIACION DE ADN.

La secuenciacion de ADN plasmidico se realizé tanto de forma manual como
automatica. Para la secuenciacién manual se siguié tanto la versién original de las
instrucciones del sistema comercial “T7 Sequencing Kit” (Pharmacia P-L Biochemicals,
ref. 27-1682-01), basado en el método de Sanger et al,, (1977), usando [«->°S]dATP yla
ADN polimerasa del fago T7, como una variacién de este sistema en el que en lugar de
usar [a->S]dATP se utiliz6 5-10 pmoles de cebador previamente marcado con 10° cpm
en su extremo 5’ con [7-32P]ATP (segun se describe en el apartado 12 de Materiales y
Métodos), y en la que a la reaccién de marcaje se le afiadi6 16 pM de dATP frio (esta
reaccién de secuenciacion se utilizé como patrén de peso molecular en las
determinaciones de los origenes de transcripcién mediante analisis de extensién a partir
de cebador). La secuenciacién automitica se llevd a cabo en el servicio de
secuenciacién automética del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra del
CSIC en Granada, utilizando un aparato Applied Biosystems (modelo 373 STRECHT),

asi como en el servicio de secuenciacién automética del Grupo de Degradacién de
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Toxicos Organicos de la Estacién Experimental del Zaidin del CSIC en Granada,
utilizando el secuenciador ABI PRISM™ (modelo 3 10) de Perkin Elmer. El método de
secuenciacion fue el comercializado por Perkin Elmer, ABI PRISM™ Dye Terminator
que utiliza en la reaccién de extension el enzima comercializado como "AmpliTaq DNA

Polymerase" (ref. 402122), y emplea dideoxinucle6tidos marcados diferencialmente con

cromoforos fluorescentes.

Los cebadores empleados para la secuenciacién del ADN a lo largo de esta tesis

se detallan a continuaciéon (Tabla 3) junto a su secuencia:

Tabla 3. Cebadores usados para la secuenciacién de fragmentos de ADN.

Nombre Secuencia (5" 3") Nombre Secuencia (5 3")

U-21 (17-mer)  5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’ 12U, 5’-CACCACTTCCTGCTCGGGGC-3’
Rev (21-mer)  5-CAGGAAACAGCTATGACCATG-3’ 4R, 5’-AAGCCGCACTGACCGAGCAC-3’
12R; 5’-ATCGGCATTCAGGCGCTTAA-3’ 4R, 5’-GCCAAGCGCACCCCCCACCG-3’
12Ry 5’-TGGAAGGCGTGACGATAGTT-3’ 4RU, 5’-CGGTGGGGGGTGCGCTTGGC-3’
12RU; 5’-AACTATCGTCACGCCTTCCA-3’ 4R, 5’-TTCCATCCAGGAACTGGTCG-3’
12U; 5’-AATTGGCGGCGCCTGCTTTG-3’ 4UR, 5’-ACGCCATTGCCGAAGTGCGT-3
12R; 5’-CCACAGGATCACCGTCAGCC-3’ 4U, 5’-ACGCACTTCGGCAATGGCGT-3
12UR, 5’-GGCTGACGGTGATCCTGTGG-3’ PutA; 5’-CCGGTTCGGACGGCTCGTTT-3’
12UR;3 5’-GAAGCATTCTTGCGCAGGAA-3’ SU, 5’-CGTTGCTGGCCGTCTGGACAACC-3’
12U, 5’-TTCCTGCGCAAGAATGCTTC-3’ SU; 5’-CCTTGAGCATCTCGATTACG-3’
12Us 5’-CTTCTCGGCCCATCCTGAGC-3’ SU, 5’-GCAACATGTCGTCAACCGC-3’
12UR, 5’-GGTGCGCTGACGGTGATCCTGTG-3’ | SU; 5’-CACCTGTTAGTCCAGCCCC-3’
12U, 5’-CGTGCTGATCTCCACCGGTG-3’ SUg 5’-GCGACTCGGACCAGCTGCGC-3’
12U; 5’-GGGTGGTCGCAGCCTGGGTA-3’ SU, 5’-GGGGCTGGACTAACAGGTGC-3’
12U, 5’-CGGGTGCAACCAGGTGCAAC-3’ If 5’-AGATCTGATCAAGAGACAG-3’

10. TRATAMIENTO Y ANALISIS DE SECUENCIAS.

Para el tratamiento y andlisis de secuencias de nucleétidos y aminodcidos
(determinacion de las fases de lectura abierta, de los sitios de restriccion, uso de
codones, perfiles de hidropatia, composicién de aminodcidos, etc.) se emplearon los

programas informéticos DNA Strider v. 1.1 (Marck, 1988) y SeqEd v. 1.0.3 (Applied
Biosystems, Inc., 1992).

Para el disefio y anilisis de oligonucleétidos (para secuenciacién y PCR) se
utilizaron los programas informéticos OLIGO v. 4.05 (W. Rychlik, National
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Biosciences, Inc., 1992) y Amplify v. 2.528 (B. Engels, University of Wisconsin, 1996).
Para la estimacion de la temperatura de hibridacion de los oligonucleétidos se uso el
programa "Tm determination" (Breslauer et al., 1986) disponible en Internet (Tabla 4)
que, ademds de la composicion de bases, también tiene en cuenta su secuencia.

La comparacién de nuevas secuencias (de nucleétidos y aminoacidos) con las
distintas bases de datos, se realiz6 con la ayuda de los programas BLAST (Altschul et
al., 1990) disponible en el servidor de Internet del NCBI, y FASTA3 (Pearson y
Lipman, 1988) disponible en el servidor de Internet del EMBL-EBI (Tabla 4). La base
de datos TIGR BLAST contiene, entre otros, el genoma completo de P. putida KT2440
que se usé para la obtencién de secuencias adyacentes a secuencias conocidas. Para la
prediccion de regiones transmembrana se uso el programa TMpred, disponible en el
servidor de Internet del ISREC (Tabla 4). La prediccion de péptidos sefial y de su sitio
de corte se realiz6 con ayuda del programa SignalP v. 1.1 (Nielsen et al., 1997)
disponible en el servidor de Internet del CBS (Tabla 4). El alineamiento de secuencias
peptidicas se realizé con el programa Clustal W (Thompson et al., 1994) disponible en
el servidor de Internet del PBIL (Tabla 4). Con todos estos programas se usaron las
opciones estandar. Los alineamientos obtenidos se trataron con el programa GeneDoc v.
2.5 (K.B. Nicholas y H.B. Nicholas, 1997) que, ademas de generar secuencias consenso

para los alineamientos, permite colorear o dar sombreado a los amino4cidos en funcién
de su identidad o similitud.

Tabla 4. Direcciones de Internet de los programas usados en esta tésis.

Programa Direccién

Tm determination http://alces.med.umn.edu/rawtm.htmL

BLAST http://ulrec3.unil.ch/software/WUBLAST _form.htmL

FASTA3 http://www2.ebi.ac.uk/fasta3/

TIGR BLAST http://www.tigr.org/cgi-bin/BlastSearch/blast.cgi?

TMpred http://www.isrec.isb-sib.ch/software/TMPRED_form.htmL

SignalP V1.1 http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Clustal W http://pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_clustalw.htmL
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11. REACCION DE AMPLIFICACION EN CADENA CON ADN
POLIMERASA TERMORRESISTENTE (PCR).

La reaccion de amplificacion en cadena con una ADN polimerasa termorresistente
se llev a cabo en aquellos casos en que se dese obtener fragmentos de ADN para su
posterior clonaje o secuenciacién y en aquellos casos en que fue necesaria la
comprobacién de la existencia de un fragmento de ADN determinado. La reaccién de
amplificacién incluy6: ADN molde, 0,2 ng de ADN cromosémico o 10 pg de ADN
plasmidico; cebadores, 50-100 pmoles; tampén Taqg ADN-polimerasa (KCl, 50 mM;
MgCl,, 1,5 mM; Tris-HCL, 10 mM pH 9); dNTPs, 100-200 uM de cada uno; Taq ADN-
polimerasa , 0,5 U/100 pL; H,O hasta 100 pL. Las condiciones estdndar de la reaccién
de amplificacion fueron las siguientes: tras una desnaturalizacién inicial a 94°C durante
3’, se realizaron 25 ciclos de 1’ a 94°C, 1 minuto a la temperatura de hibridacién
adecuada para cada pareja de cebadores y 1° por cada 2 kb de ADN a extender a T2°C,
seguido al final de los 25 ciclos de una extensién de 10’ a 72°C. La temperatura de
hibridacién se varié en funcién de la temperatura de fusién de los cebadores utilizados.
Cuando la reaccién estdndar no resulté satisfactoria se combinaron distintas
modificaciones en la concentraciéon de MgCl, (incrementéndola a 3 6 4,5 mM) y/o la
presencia de ciertos compuestos en la mezcla de reaccién, como por ejemplo glicerol al
10% (v/v) o DMSO al 5% (v/v). Ocasionalmente, el producto obtenido tras la
amplificacién se purifico utilizando el sistema comercial “QIAquick PCR Purification
Kit” (QIAGEN, ref. 28104) para eliminar los cebadores y los dNTPs.

Los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de amplificacién con ADN

polimerasa termorresistente se detallan en la Tabla 5.

Tabla S. Cebadores usados para la amplificacién de fragmentos de ADN.

Nombre Secuencia (5'— 3°)

AEco 5’-TTACGAATTCTGCTTTGAGTCGCTCACG-3’
PEco 5’-TTACGAATTCCGATGTAGATCACGAAGG-3’
PBam 5’-CTGAGGATCCCCGATGTAGATCACGAAGG-3’
ABam 5’-TGAGGATC CTGCTTTGAGTCGCTCACG-3’
LacI3 5’-CCTGTCTAGACTCCTAATGAGTGAGCTA-3’
Lacl5 5’-CCGGAAGGGATCCAATTCAGGGTGGTGAAT-3’
OslacZ 5’-GATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG-3’
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La reaccién de PCR también se utilizd para la seleccién de un plasmido
recombinante de entre un conjunto de candidatos potenciales. En este caso se utilizé una
variacion del método anteriormente descrito llamado PCR de colonia. En este método
la mezcla de reaccion fue similar a la descrita anteriormente con la excepcidn de que el
ADN cromosémico o plasmidico se sustituyé por la biomasa procedente de una colonia
recogida directamente de la placa de transformacién. La mezcla de reaccién se sometié
a las condiciones estandar de reaccién anteriormente citadas para que diera lugar la
amplificacién del fragmento deseado tras la lisis de las células producida por el uso de

temperaturas elevadas.

12. EXTENSION REVERSA A PARTIR DE CEBADOR.

La técnica conocida como extension reversa a partir de cebador o “primer
extension” se utilizé en aquellos casos en los que se deseaba determinar el punto de
iniciacién de la transcripcion o el nivel de expresién de un gen. Basicamente consiste en
la extensién a partir de un cebador antiparalelo a la regién codificante de un gen usando
como molde el ARN mensajero del mismo. En esta técnica se distinguen distintos pasos

cuya metodologia se detalla a continuacion.

12.1. Extraccion de ARN.

La extraccién de ARN y su andlisis posterior se llevé a cabo segun el método
descrito por Chomczynski et al., (1987) y Sambrook et al., (1989), modificado por
Marqués et al., (1993).

Para la prepraraciéon de ARN se tomaron distintas fracciones alicuotas de un
cultivo en tubos previamente enfriados en nitrégeno liquido. Las células se recogieron
por centrifugacién a 2500 x g a 4°C durante 15° y se congelaron a -80°C hasta la
extraccion del ARN. Para la preparacion del ARN se afiadieron 1,4 mL de solucién de
lisis, mezcla que se agité vigorosamente con los sedimentos de cada muestra, tras lo
cual se incubé a 60°C durante 10°, sometiendo la mezcla a agitacion periédica durante
este tiempo. Pasado el tiempo de incubacién, se afiadieron 0,28 mL de cloroformo,
agitandose de nuevo para homogenizar la muestra. Se centrifugé a 10000 x g en frio
durante 10°, y la fase acuosa se transfiri6 a un tubo limpio a la que se afiadié 0,66 mL

de isopropanol frio, que tras mezclar se incubé a - 20°C durante 15°. Los 4cidos
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nucleicos se recogieron por centrifugacién a 12000 x g durante 15°, y el sedimento se
lavo con etanol al 70%. Una vez seco se resuspendié en 75 pl. de HyOpgpc.

El ADN de la muestra se eliminé mediante tratamiento con DNasal de pancreas
bovino, para lo cual se afiadieron 25uL de una mezcla de DNasal a una concentracién
de 0,4 U/uL a los 75pL de 4cidos nucleicos anteriormente extraidos. Este tratamiento se
realizé durante 1 hora a 37°C, tras lo cual se afiadieron 110 uL de proteinasa K de
Tritirachium album a 0,02U/puL para eliminar las proteinas presentes en las muestras.
La mezcla se incubé 1 hora a 37°C, tras lo cual se realizaron dos extracciones
consecutivas con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y con cloroformo:alcohol
isoamilico respectivamente. EI ARN presente en la fase acuosa de esta ultima
extraccion se precipité afiadiendo 0,1 voliimenes de acetato sédico 3 M pH 48 y 2
volimenes de etanol frio. Tras mantener la mezcla durante 30° a -80°C se centrifugo a
12000 x g durante 15’ y el sedimento se lavé con etanol 70%, se seco y se resuspendid
en 30 uL. de HyOpgpc. La concentracion de ARN de la solucién resultante se cuantificd
espectrofotométricamente segun se describe en el apartado 8.1 de Materiales y

Métodos.

La composicién de los tampoénes y soluciones empleados en este procedimiento
fue la siguiente:

H;Opgpc: Soluciéon resultante al autoclavar una solucién 1:1000 de DEPC

comercial en H,O, tras incubarla al menos 60’ a temperatura ambiente.

Solucién D: Guanidium isotiocianato, 4M; citrato sédico, 25 mM; N-lauril

sarcosina 0,5% (p/v), en HyOpgpc hasta 50 mL. Una vez disuelta la mezcla, se

esterilizo en el autoclave y se le afiadieron 0,36 mL de B-mercaptoetanol.

Solucién de lisis: Solucién D, 20 mL; acetato sédico 2M pH 4, 2 mL; fenol

saturado en H,Opgpc, 20 mL.

Fenol saturado en H,Opgpc: Este reactivo se prepara mezclando por agitacion

fenol con HyOpgpc. Tras la separacion de las dos fases se repite el proceso dos

veces mas.

Mezcla de DNasal: RNase inhibitor, 20 U (inhibidor de RNasas); DTT

(ditiotreitol) 0,IM, 1 uL; MgCl, IM, 1 pL; DNasa I (libre de RNasa) 10 U,

HyOpkpc hasta 25 pL.

Mezcla de Proteinasa K: Tris 0,2 M pH 7/NaCl 0,1 M, 100 pL; SDS 10%, 4 pL,

EDTA 0,5 M pH 8, 4 uL, Proteinasa K (libre de RNasa), 2,4 U.
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Todas las disoluciones empleadas en la preparacion de las soluciones anteriores,
salvo las que llevan Tris, se prepararon en una solucién 1:1000 de DEPC en H,O, y tras

1 hora de incubacion el DEPC se inactivé mediante autoclavado.

12.2. Marcaje de cebadores.

Los oligonucleétidos utilizados como cebadores se marcaron por fosforilacién en
su extremo 5° con [y-°P]ATP. Cada reaccion contenia en un volumen final de 10 pL,
IpL de tampén de polinucledtido quinasa 10 veces concentrado, 10 pmoles de
oligonucleétido, 1 pL de [y-°P]ATP (>3.000 mCi/mmol) y 1 unidad de polinucle6tido
quinasa del fago T4. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 1 hora tras lo cual la
quinasa se eliminé tratando la mezcla con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). El exceso de nucledtido radiactivo se elimin6 por filtracién forzada a través

de una columna rellena con gel Sephadex G-25.

Tampén de polinucleétido quinasa 10 veces concentrado: TrisClH 0,5M

pH 7,6; MgCl, 0,1 M; DTT, 50 mM; spermidina 1 mM; EDTA, 1 mM.

12.3. Reaccién de extension.

Los cebadores complementarios a las cadenas de ARN de los genes en estudio se
muestran en la Tabla 6 los cuales hibridan con secuencias proximas al extremo 5° de
los ARNm de los genes en estudio, generalmente dentro de la region codificante. Para la
hibridacién de los oligonucleétidos marcados con las cadenas de ARN se mezclaron
2 pL de tampén de hibridacién, 10° cpm del oligonucledtido marcado y 10-60 pg de
ARN total en un volumen final de 10 pL. La mezcla se incubé a 85°C durante 5’ y
entonces se transfirié a un bafio a 65°C que se dejé enfriar hasta 45°C. La reaccién de
extension se realiz6 afiadiendo 40 puL de tampén de transcriptasa reversa que contenia
1 mM de cada uno de los 4 desoxinucle6tidos, 20 U de RNase Inhibitor, 3 pg de
Actinomicina D y 7 U de transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis de ave. La
mezcla se incubé a 44°C durante 1 hora tras lo cual la reaccién se detuvo por la adicion
de 5 pL de acetato sédico 3 M pH 4,8 y 150 pL de etanol.

La composicién de las soluciones utilizadas en este procedimient_o fue la _

siguiente:
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Tampén de hibridacién: NaCl, 2 M y piperacina-N,N’-bis(2-etanosulfonato)
(PIPES) 50 mM; pH 7.

Tampén de transcriptasa reversa: Tris-HCI 12,5 mM, pH 8,2; ditiotreitol
(DTT), 10 mM; MgCl,, 6 mM.

Tabla 6. Oligonucle6tidos usados para la extensién reversa a partir de cebador.

Nombre Secuencia (5~ 3")

12U, 5’-CACCACTTCCTGCTCGGGGC-3’
PESP 5’-GGCGATCCAGGCCTCGGACAGGCCCG-3’
Lacl4 5’-AAACGGTCTGATAAGAGAGACCGGC-3’

12.4. Separacién de las cadenas extendidas de ADNc mediante electroforesis.

Las reacciones de extensién se precipitaron por centrifugacién a 12.000 x g
durante 15°, se lavaron con etanol al 70% y se resuspendieron en 6 L de TE y 3 pL de
tampon de carga con formamida. La separacién de las cadenas con distinta longitud se
llevé a cabo mediante electroforesis en geles (40 x 20 cm) desnaturalizantes de
poliacrilamida al 6% (p/v) en TBE, a potencia fija de 40 W y voltaje variable entre
1.500y 2.000 V.

Una vez finalizada la separacién, el gel se transfirié a un papel Whatman 3MM,
se cubri6 con plastico transparente y se secé al vacio en un secador Bio-Rad a 80°C
durante 20°. El gel se autorradiografié en una pelicula Amersham Hyperfilm-MP
durante al menos 24 h a -80°C. La pelicula se revel6 utilizando métodos estdndar.

Alternativamente el gel se cuantificé mediante un Molecular Imager modelo GS-
525 (Bio-Rad).

La composicién de las soluciones utilizadas fue la siguiente:

TBE: Tris-base, 4,84 g; acido acético glacial, 1,14 mL; EDTA-Na; 0,5 M, pH 8,0,

2 mL; H,0 hasta 1 litro.

Solucién concentrada de acrilamida al 40% (p/v): acrilamida, 38 g; N,N’-

metilenbisacrilamida, 2 g y H,O hasta 100 mL. Esta solucién se filtré a través de

una membrana de nilén mediante vacio. La solucién filtrada se almacené en

oscuridad a 4°C.
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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 polimerizacion de la acrilamida se afiadieron a la solucién

anterior, inmediatamente antes de verter el gel, 125 pL de persulfato aménico

10% (p/v) y 125 uL de TEMED.

El montaje de las placas de cristal de la unidad de electroforesis, una de las cuales
habia sido tratada con dimetil-dicloro-silano para evitar la adhesién del gel, se realizé

conforme a las instrucciones del fabricante.

13. TRANSFERENCIA DE ADN A MEMBRANA DE NILON CARGADA
POSITIVAMENTE POR EL METODO DE "SOUTHERN BLOT" E
HIBRIDACION.

La técnica utilizada es la descrita en el libro de métodos “Current protocols in

molecular biology” (Ausubel ef al., 1999).

13.1. Transferencia de ADN por capilaridad.

Las muestras de ADN cromosémico o plasmidico, digeridas con enzimas de
restriccién o sin digerir se separaron en geles de agarosa y se transfirieron a membranas
de nilén de 0,45 pm de didmetro de poro cargadas positivamente (Boehringer
Mannheim, ref. 1417240), siguiendo el protocolo de transferencia alcalina descrito por
Reed et al., (1985).

Después de la electroforesis el gel se sumergié en una solucién 0,25 N de HCI
durante aproximadamente 15° hasta que se produjo el viraje del azul de bromofenol de
azul a amarillo, este tratamiento 4cido permitié la introduccién de mellas en el ADN y
su depurinizacién del mismo lo que facilité su transferencia. El ADN se desnaturalizé
introduciendo el gel en una solucién de NaOH 0,5 M, hasta que se observé de nuevo el
viraje del indicador ahora de amarillo a azul.

Sobre un cristal, se colocé una tira de papel Whatman 3MM, del mismo ancho
que el gel, de manera que los extremos quedasen sumergidos en la solucién de
transferencia (NaOH 0,5 M), colocada en un reservorio inferior. Sobre el papel se
coloco el gel en posicién invertida y sobre éste la membrana de nilén, posteriormente se
depositaron tres tiras de papel Whatman 3MM previamente humedecidas en solucién de

transferencia, abundante papel absorbente y un peso de aproximadamente 0,5 Kg. De
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esta forma la solucién de transferencia ascendié por capilaridad a través del gel
arrastrando el ADN hasta la membrana, donde quedé retenido. La transferencia total del
ADN del gel a la membrana se llevé a cabo entre 6 y 12 h.

La membrana se lavé posteriormente en solucién 2xSSC (Obtenida a partir de la
solucion 20xSSC) durante 5° permitiendo su neutralizacion y la eliminacién de posibles
restos de agarosa.

Las membranas se conservaron secas a temperatura ambiente selladas en bolsas de

plastico hasta su utilizacién.

13.2. Marcaje no radiactivo de ADN lineal.

El marcaje de la sonda con digoxigenina y la deteccion de los hibridos ADN-
ADN se realiz6 utilizando el kit de Bochringer Mannheim (ref. 1093657). Las sondas de
ADN se marcaron con digoxigenina-dUTP, mediante extensién con el fragmento
Klenow de la ADN-polimerasa de E. coli, y utilizando como cebadores una mezcla
aleatoria de hexanucle6tidos. El marcaje de la sonda y su recuperacion se realizod
siguiendo las instrucciones del fabricante.

En algunos casos el marcaje de la sonda se hizo por PCR utilizando el kit
comercial de Boehringer Mannheim "digoxigenina-11-dUTP" (ref. 1093088) que
provoca una incorporacién multiple de dUTP marcado, ya que puede ser usado como
sustrato por la Taq polimerasa, reemplazando al dTTP durante la reaccién en cadena de
la polimerasa. La mezcla de reaccién contenia: ADN molde, 0,05-1 pg; cebador 25
pmoles; tampén Taq ADN-polimerasa (10X) 5 uL; dNTPs: 0,2 mM de dATP, dCTP y
dGTP; 0,18 mM de dTTP y 0,02 mM de dig-dUTP; Taq ADN-polimerasa 1,2 U y H,O

hasta 50 pL. Para la amplificacién se usé el método descrito en el apartado 11.

13.3. Prehibridacién e hibridacién.

Una vez transferido el ADN a la membrana de nil6n se realiz6 una prehibridacién
y una hibridacién de la misma para lo cual se utilizé el horno de hibridacién modelo
Techne Hybridiser HB-1D (Cambridge). La composiciéon de la solucién de
prehibridacién fue la siguiente: 5xSSC; formamida, 50% (v/v); 0,02% (p/v) SDS; 5%
(p/v) agente bloqueante (suministrado por el fabricante); H,O hasta 20 mL.

Tras 1 hora de prehibridacion a 42°C con 20 mL de solucién de hibridacién por
cada 100 cm? de membrana, ésta se retird parcialmente, manteniéndose 2,5 mL/100

cm®. Entonces, se afiadieron 20-200 ng de sonda marcada y desnaturalizada, y
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posteriormente se realizo la hibridacién durante 6-15 h a 42°C. El lavado de las
membranas se realiz6 en las siguientes condiciones de fuerza iénica y temperatura: dos
lavados de 10’ cada uno a temperatura ambiente en 2xSSC + 0,1% (p/v) de SDS y dos
lavados de 15’ a 68°C en 0,1xSSC + 0,1% (p/v) de SDS. Cuando se emplearon sondas
heterélogas se omitieron los dos tltimos lavados a 68°C, sustituyéndolos por dos
lavados de 10’ con 1xSSC + 0,1% (p/v) de SDS a temperatura ambiente.

Para las hibridaciones con sondas heterélogas se emplearon condiciones de
hibridacién relajadas, disminuyendo alternativamente la concentracién de formamida en
la solucién al 30% (v/v) o la temperatura de hibridacién a 28°C, o ambas

simultidneamente.

13.4. Reaccion inmunolégica.

Esta reaccién se realizé segin protocolo detallado por Boehringer Mannheim.
Tras la hibridacién, la membrana se lavé con 20 mL de tampon-1 y se incubd en 100
mL de tamp6n-2 durante 30°. A continuacién se lavé con tampoén-1 y se incubd durante
30’ con 20 mL de solucién de anticuerpo (anti-digoxigenina conjugado a la fosfatasa
alcalina) diluido en tampén-1. Posteriormente, se realizaron dos lavados de 15’ con
100 mL de tampén-1 para eliminar el anticuerpo que permanecié sin unirse. A
continuacion, la membrana se equilibré con 20 mL de tampén-3 durante 2’ y finalmente
se incub6 con 10 mL de la solucién colorante durante 1 a 20 h en oscuridad. La reaccién
se detuvo por adicién de 50 mL de TE a la membrana durante 5°.

La composicion de las soluciones utilizadas en este proceso fueron las siguientes:

20xSSC: NaCl, 3 M; citrato sédico 0,3 M; se ajust a pH 7 con HCI1 1 M.

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

Tampén-2: solucién bloqueante 0,5% (p/v) en tampén-1.

Tampén-3, pH 9,5: Tris-HCI1 (pH 8,0), 100 mM; NaCl, 100 mM y MgCl,, 50

mM.

Solucién de anticuerpo: anticuerpo anti-dioxigenina conjugado con fosfatasa

alcalina, preparado en 20 mL de tampén-1 a concentracién final de 150 mU/mL.

Solucién colorante: solucién de azul de nitrotetrazolio (NBT); solucién de

5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato 45 pL (BCIP), 35 pL y tamp6n-3 hasta 10 mL.
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14. MUTAGENESIS.

14.1. Mutagénesis por transposicion.

El funcionamiento y el mecanismo basico de mutagénesis utilizando
minitransposones se detalla en el apartado 4 de la seccién de Materiales y Métodos.
Para la obtencién de mutantes en el metabolismo de la prolina se usé el minitransposén
miniTn5Km/ux4B contenido en el plasmido pCK220. La introduccion del plasmido
pCK220 en cepas de P. putida se realizé mediante conjugacién tripartita entre cepas de

P. putida KT2442 como receptora, E. coli CC118Apir como donadora y E. coli HB101

(PRK600) como cepa auxiliadora tal y como se indica en el apartado 7.1 de la seccion

de Materiales y Métodos. Tras la conjugacién, los transconjugantes se seleccionaron en
placas de medio minimo M9 con 10 mM de benzoato como fuente de carbono con
cloramfenicol y kanamicina. De los transconjugantes seleccionados se descartaron
aquellos que ademés fueron resistentes a piperacilina los cuales aparecian a baja
frecuencia como consecuencia de la integracion del plasmido completo en el
cromosoma de la célula huésped y no eran pues, el resultado de un verdadero hecho de
transposicion. Para la seleccién de los mutantes deficientes en el catabolismo de la
prolina, se ensayo el crecimiento de los transconjugantes obtenidos en placas de medio
minimo M8 con 20 mM de prolina y en placas de M9 con 20 mM de glucosa. Se
seleccionaron aquellos clones capaces de utilizar la glucosa como fuente de carbono

pero que fueron deficientes en la utilizacién de la prolina.

14.2. Mutagénesis al azar in vitro.

Para la obtencion de fragmentos de ADN con una secuencia alterada con respecto
a la secuencia de ADN silvestre se utilizé la técnica de amplificacién en cadena con
ADN polimerasa termorresistente en las condiciones mutagénicas descrita por Leung et
al., (1989). La amplificacion de los fragmentos se realizé de forma similar a la descrita
en el apartado 11 de los Materiales y Métodos con la excepcién de que a la mezcla de
reaccion se le afiadi6 MgCl, para alcanzar una concentracién final 6.1 mM y 0,5 mM de
MnCl,. Ademés los desoxirribonucleétidos dTTP, dCTP, dGTP se adicionaron a una
concentracion final de 1 mM mientras que el desoxirribonucleétido dATP se adicioné a
una concentracion final de 200 pM. Las condiciones de amplificacion fueron idénticas a

las descritas en el apartado 11.
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15. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA.

La medida de actividad B-galactosidasa se realizo segin el método descrito por
Miller (1972) en células permeabilizadas. Este método se basa en una reaccién
colorimétrica en la que el o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG), sustrato incoloro
de la B-galactosidasa, es hidrolizado por la enzima rindiendo galactosa y o-nitrofenol,
un compuesto de color amarillo cuya concentracion se determind
espectofotométricamente. La composicion de las soluciones utilizadas en este
procedimiento aparecen al final de este apartado.

Se parti6 de células cultivadas a 30°C con agitacion durante 12-16 h en medio LB
suplementado con los antibi6ticos adecuados. Ciento cincuenta microlitros de estos
cultivos se diluyeron en 4 mL de medio fresco y se incubaron a 30°C durante 3 h
momento en el que a las células se les afiadi6 el inductor adecuado. Tras un 2 h de
incubacion, 20 pL del cultivo se mezclé con 20 pL de una solucién del detergente
bromuro de alquil-trimetil-amonio (MATAB) con objeto de permeabilizar las células.
Esta mezcla se incub¢ en hielo durante 20°.

La determinacién de la actividad B-galactosidasa se realizé a 30°C en tampé6n Z.
A la mezcla con las células permeabilizadas se afiadieron 0,8 mL de tampén Z y 0,2 mL
de solucién de ONPG. Los tubos de reaccion se incubaron a 30°C hasta la aparicién de
color (de 2 a 30°). La reaccién se detuvo afiadiendo 2 mL de una solucién 0,5 M de
Na,CO;. La concentracion de o-nitrofenol se estimé espectofotométricamente
determinando su absorbancia a 420 nm. Para cada muestra se realiz6 ademds una

medida a 550 nm para correccién de la turbidez y se determiné también la densidad
celular de los cultivos utilizados en los ensayos midiendo su turbidez a 660 nm.

La actividad B-galactosidasa expresada en unidades Miller se calcul6 de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

A420-1,7xAs50
tx V xD.O. 660 nm

Unidades B-galactosidasa = x 1.000

donde t representa el tiempo de reacciéon en minutos y V el volumen de células
permeabilizadas en mL utilizadas en la reaccion.

Las soluciones empleadas en este ensayo se conservaron a 4°C y su composicién
fue la siguiente:

Soluciéon de MATAB: 20 mg de bromuro de alquil-trimetil-amonio en 10 mL de

una solucién 0,2 M de Tris-HCI pH 8.
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Tampén Z pH 7: Na,HPO4, 60 mM; NaH,PO4 40 mM; KCl, 10 mM; MgSQO;,
1 mM y B-mercaptoetanol, 50 mM. Esta solucién es estable a 4°C.

Solucién de ONPG: 40 mg de o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido se disolvieron
en 10 mL de tampén fosfato 0,1 M pH 7. Esta solucién es estable a 4°C en

oscuridad.

Rutinariamente los ensayos de 8-galactosidasa se realizaron por triplicado.

16. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROLINA
DESHIDROGENASA EN P. putida KT2440.

Para la determinacién de la actividad prolina deshidrogenasa en células de P.
putida se adapté un método propuesto por Dendinger et al., ( 1970) optimizado para
determinar esta actividad en células de Salmonella typhimurium. Para ello, se partié de
un cultivo de P. putida en el medio adecuado incubado durante 10-12 h el cual se diluyé
en 10 mL del/los medio/s en estudio. Tras incubacién a 30°C, las células en fase
logaritmica tardia (turbidez préxima a 1) se centrifugaron a 2500 x g en una centrifuga
de mesa (Beckman modelo GRP) durante 15 min. Tras descartar el sobrenadante las
células se resuspendieron en 5 mL de tampén Tris-HCI 0,1 M pH 7 y se les afiadi6 50
uL de tolueno. Con objeto de obtener una permeabilizacién Gptima esta suspension
bacteriana se agit6 fuertemente durante 10°. La suspensién se centrifug de igual forma
que la anteriormente descrita y se lavé tres veces con 5 mL de tamp6n Tris-HCI 0,1 M
pH 7 con objeto de eliminar completamente el tolueno. La mezcla de reaccién para la
determinaciéon de la actividad prolina deshidrogenasa contenia 1 mL de células
permeabilizadas, 1 mL de prolina 1M y 200 pL de una solucién 0,05 M de o-
aminobenzaldehido. Tras intervalos de tiempo de 5° se retir6 una fraccion alicuota de
150 pL a la que se le afiadieron 150 pL de una solucién de 4cido tricloroacético al 10%.
Diez minutos después de la adicién del 4cido tricloroacético la mezcla se centrifugé a
14000 x g durante 5° con objeto de eliminar la proteina precipitada. Posteriormente se
determin6 la absorbancia del sobrenadante a 443 nm con objeto de calcular la
concentracion de croméforo producida en la reaccion entre el o-aminobenzaldehido y la
pirrolina-5’-carboxilato, utilizando un valor del coeficiente de extincién molar de dicho

compuesto de 2.71 cm™ x mM’! (Strecker, 1965).
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La concentracion de proteina total de la suspension bacteriana de células
permeabilizadas con tolueno se determiné con el kit de Bio-Rad Protein Assay (Bio-
Rad ref.500-0005). La actividad prolina deshidrogenasa se defini6 como nmoles de

pirrolina-5’-carboxilato formados por mg de proteina total y minuto.
17. OBTENCION DE EXUDADOS RADICULARES.

Los exudados procedentes de la raiz de plantas de maiz se obtuvieron mediante el
cultivo hidropénico de semillas de maiz previamente germinadas en condiciones de
esterilidad. Para ello, las semillas de maiz se lavaron con 100 mL de agua destilada tras
lo cual se sumergieron inicialmente durante 5° en etanol al 70% y posteriormente 20’ en
una solucién de hipoclorito sédico al 20% para esterilizar la superficie de las semillas.
Pasado ese tiempo se realizaron 4-5 lavados con H,O destilada estéril con objeto de
eliminar los restos de hipoclorito. Una vez enjuagadas, las semillas permanecieron de 12
a 20 h en H,O destilada estéril para favorecer la germinacion de las mismas.
Posteriormente las semillas se colocaron en placas Petri de vidrio provistas de papel de
filtro que habian sido esterilizadas en el autoclave. Tras humedecer con H,O destilada
estéril el papel de las placas Petri se colocaron de 15 a 20 semillas por placa, las cuales
se incubaron a 30°C para favorecer la germinacién de las mismas. Pasados 2-3 dias, las
semillas germinadas se transfirieron a vasos de precipitados de cristal de 150 mL de
capacidad provistos de una malla metdlica en su borde los cuales habian sido
autoclavados previamente. El recipiente se llené completamente con una solucién de
medio minimo M8 estéril cuya composicién se detalla en el apartado 2 de los
Materiales y Métodos. Las semillas pregerminadas se colocaron sobre la rejilla
sumergiendo las raices en la soluci6n nutritiva. Posteriormente el cultivo hidropénico se
colocé en un recipiente mayor previamente autoclavado provisto de tapadera con objeto
de mantener la esterilidad del cultivo en todo momento. Tras 3 6 7 dias desde la
introduccién de las raices se retiraron las plantas y la solucién acuosa que ahora
contenia los exudados radiculares se filtr6 con papel de filtro para eliminar los restos

celulares, posteriormente se esteriliz6 por filtracién y se almacené a 4°C.
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Capitulo I

Aislamiento, clonacién y secuenciacion del operon del catabolismo de

la prolina en P. putida KT2440.

Las bacterias del género Pseudomonas pueden utilizar algunos de los llamados
aminoacidos proteinogénicos como fuente de carbono y/o nitrégeno (Phillips, 1986).
Las rutas metabdlicas implicadas en el catabolismo de los aminoécidos asi como la
organizacién genética y regulaciéon de los genes responsables de la degradacion estan
bien caracterizadas en otros organismos, pero en el caso de bacterias pertenecientes al
género Pseudomonas la informacion es escasa. Ello estimuld el interés del grupo en el
estudio en P. putida KT2440 del catabolismo de la prolina, un compuesto abundante en
exudados radiculares de plantas (Vancura et al., 1988), por lo que se emprendi6 la

caracterizacion del operén responsable de la degradacion de este iminoécido.

1. Crecimiento de P. putida KT2440 en prolina.

Con objeto de comprobar si P. putida KT2440 era capaz de utilizar prolina
como fuente de carbono, de nitrégeno, o de carbono y nitrégeno se realizaron una serie
de curvas de crecimiento en distintos medios minimos. En los medios de ensayo la
prolina fue la Gnica fuente de nitrégeno (M8 con 20 mM de prolina y 20 mM de
succinato como fuente de carbono), la unica fuente de carbono (M9 con 20 mM de
prolina), la tnica fuente de carbono y nitrégeno (M8 con 20 mM de prolina) o estuvo
acompafiada de otras fuentes de carbono y nitrégeno (M9 con 20 mM de succinato y 20
mM de prolina). P. putida KT2440 se cultivd durante 10-12 h en medio minimo M9
con 20 mM de succinato como unica fuente de carbono tras lo cual se diluyé en 100 mL
de los medios anteriormente citados hasta una turbidez inicial a 660 nm (D.O. 660 nm) de
0,05. El crecimiento de P. putida KT2440 se determiné siguiendo la turbidez de los

cultivos a intervalos de una hora. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 17.
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Figura 17. Crecimiento de P. putida KT2440 en distintos medios con
prolina. Un cultivo de P. putida KT2440 en medio minimo M9 con succinato se
uso para inocular 100 mL de medios minimos en los que la prolina fue la tnica
fuente de nitrégeno (circulos abiertos), la tnica fuente de carbono (circulos
cerrados), la tinica fuente de carbono y nitrogeno (cuadrados abiertos) y en un medio
con otras fuentes de carbono y nitrégeno adicionales como amonio y succinato
(cuadrados cerrados).

El crecimiento de P. putida KT2440 fue evidente en los cuatro medios
ensayados, lo que implica que éste organismo puede utilizar la prolina como tnica
fuente de carbono, como tnica fuente de nitrégeno o como tinica fuente de carbono y
nitrégeno. De la pendiente de las curvas de crecimiento (Figura 17) se estimé que el
tiempo de generacion de P. putida  KT2440 en fase exponencial fue de
aproximadamente 1,37 h en el medio M8 con prolina y succinato, 2,44 h en el medio
M9 con prolina, 2,27 h en el medio M8 con prolina y 1,7 h en el medio M9 con prolina
y succinato. Una vez comprobado que P. putida KT2440 utilizaba la prolina como
nutriente se plante6 la identificacion de los genes implicados en el catabolismo de la

misma.
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2. Aislamiento del operon del catabolismo de la prolina en P. putida
KT2440.

La cepa E. coli RM2 (Wood, 1981) no utiliza prolina como fuente de carbono o
nitrégeno debido a que contiene una delecién de los dos genes necesarios para el
catabolismo de este aminoacido, putd y putP. La transferencia a esta cepa de una
genoteca de P. putida KT2440 construida mediante clonacién de los fragmentos
resultantes de la digestion parcial de su cromosoma con PsifI en el vector pLARF3
(Ramos-Gonzalez e al., 1993), permiti6 rescatar el cosmido pCRR831 como aquel que
restauraba la capacidad de utilizar prolina como unica fuente de nitrégeno a la cepa E.

coli RM2.

Tras la separacion mediante electroforesis y transferencia a una membrana de
nilén cargada positivamente de los fragmentos resultantes de la digestion del césmido
pCRR831 con Psil se realizé una la hibridaciéon en condiciones estrictas usando como
sonda un fragmento del operén del catabolismo de la prolina de Salmonella
typhimurium presente en el plasmido pPC6 (Hahn ef al., 1988). Para preparar la sonda,
este plasmido se digiri6 con la restrictasa Mlul que rindié 3 fragmentos de tamafios 4,2 ,
3,9 y 1 kb. Uno de ellos, el de 4,2 kb que contenia casi la totalidad de los genes putd y
putP de S. typhimurium, se marcé con digoxigenina y se utiliz6 como sonda para la
hibridacién. Dos de las bandas resultantes de la digestion con PsfI del pladsmido
pCRR831, cuyos tamafios fueron 4,3 y 2 kb, hibridaron con la sonda utilizada. El

resultado de la hibridacién se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Localizacién de los genes put de P. putida en el cosmido
pCRR831 mediante hibridaciéon con una sonda de S. typhimurium. El panel 1
muestra el resultado de la digestion de pCRR831 con PstI (calle A) junto con un
marcador de peso molecular (ADN del fago A digerido con HindIIl) (calle B). El
panel 2 muestra el resultado de la hibridacion de los fragmentos obtenidos de la
digestion de pCRR381 con PstI usando como sonda parte de los genes putd y putP
de S. typhimurium. Notese que el fago A habia sido marcado previamente con
digoxigenina.

3. Subclonacién y secuenciacion de los fragmentos PstI procedentes del
cosmido pCRR831.

Tras la evidencia de que existian en P. putida KT2440 genes homologos a los
genes de S. fyphimurium implicados en el metabolismo de la prolina, se procedié al
aislamiento y subclonaciéon de cada uno de los fragmentos Psfl de 4,3 y 2 kb del
c6ésmido pCRR831 en el vector pUC19. Los plasmidos recombinantes resultantes tras la
seleccion en E. coli IM109 se denominaron pLCR12 (Figura 19) y pLCR4 (Figura 20)
y contienen los fragmentos de 4,3 y 2 kb respectivamente. Estos plasmidos se
secuenciaron a partir de los cebadores universal y reverso, en un principio, continuando
con cebadores internos a los insertos mostrados en la Tabla 3 del apartado 9 de
Materiales y Métodos. En la Figura 21 se muestra la secuencia completa de los genes
putA 'y putP de P. putida KT2440 asi como la localizacion de los cebadores empleados

en dicha secuenciacion.

3.1 Analisis del inserto del plasmido pLCR12.

Tras la secuenciacién completa del fragmento Psfl de 4,3 kb clonado en el
plasmido pLCR12 se compar6é con las secuencias disponibles en la base de datos
GenBank. El resultado de la comparacién mostré que el fragmento Psfl contenia un
marco de lectura abierto completo de aproximadamente 1,5 kb homélogo al gen putP de
distintos organismos y mostr6é un 79% de identidad con el gen putP de P. fluorescens y

un 69% de identidad con el gen putP de E. coli entre otros.
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Figura 19. Esquema del plismido pLCRI12. El plasmido pLCR12 se
obtuvo mediante clonacién en el sitio Pstl del vector pUC19 de un fragmento PsfI
de 4,3 kb procedente del césmido pCRR831. En la figura se muestran los sitios
unicos de restriccion, la posicién de los tres sitios Pstl que posee, asi como la
localizacion del gen bla que codifica resistencia a ampicilina (flecha gris), el gen
putP (flecha negra), el extremo 5’ del gen putd (flecha blanca) y la regién
intergénica a putd y a putP.

pLCR4
4711bp
¥ p

Bcll

Hind 11T

Pstl

Figura 20. Esquema del plasmido pCRLA4. El pldsmido pCRL4 se obtuvo
mediante clonacién de un fragmento PstI de 2 kb procedente del césmido pCRR831
en el sitio PstI del vector pUC19. En la figura se muestran los sitios tnicos de
restriccion, la posicion de los dos sitios PstI que posee asi como la localizacién del
gen bla que codifica resistencia a ampicilina y parte del gen putA4.

77



Resultados

* 20 ¥ 40 %* 60 i 80 % 100
GGGTCCCTTTTGGAATCCCCCCAATAATGGGGGAATTTTTACCGGGGTTAAGGGGTTCCGTTCAAAAGGGGAGTCCCAAAAAAAGGAAAAGAGAACCCCC
CCCAGGGAAAACCTTAGGGGGGTTATTACCCCCTTAAAAATGGCCCCAATTCCCCAAGGCAAGTTTTCCCCTCAGGGTTTTTTTCCTTTTCTCTTGGGGG

* 120 * 140 * 160 * 180 * 200
TTGAAAAAGCGTTTAAAGTTTTTTATATACCCTTTTTGAAAAGGGCAAATGCCAATTTCGGGATTCAGGAAAACCCTACCGGGGTCCATCCAAGGGCCCC
AACTTTTTCGCAAATTTCAAAAAATATATGGGAAAAACTTTTCCCGTTTACGGTTAAAGCCCTAAGTCCTTTTGGGATGGCCCCAGGTAGGTTCCCGGGG

* 220 & 240 * 260 ® 280 % 300
AGTTGGGGTTAATACGGTTTTTTGCGTTGTCTGGTGGCCTCCGGCGTCGTTTTGAAAGCCCATTGTGGCCGGCCTATTTTGCGGGTTTTACCATTCAGCA
TCAACCCCAATTATGCCAAARAACGCAACAGACCACCGGAGGCCGCAGCAAAACTTTCGGGTAACACCGGCCGGATAAAACGCCCAAAATGGTAAGTCGT

* 320 * 340 % 360 * 380 * 400
GCTTGCTGATCATTCTGGGTGTTCATGCAGAAGGGCATCAATTTCAGTGCGGGTGACAAAAGAAGGAAGGCCAACAAGCCGGGTTCACGCTGGCAAATTG
CGAACGACTAGTAAGACCCACAAGTACGTCTTCCCGTAGTTAAAGTCACGCCCACTGTTTTCTTCCTTCCGGTTGTTCGGCCCAAGTGCGACCGTTTAAC

® 420 ¥ 440 % 460 ok 480 * 500
GCTTTGGATGCTGTTGGGTATTGGGCTTATGCAGCACAGCTGTCTGCTTTGATTGCGCTTTCACCATGGTTTGAGCAAACTTTTGGCCGAAGCTCTGTCT
CGAAACCTACGACAACCCATAACCCGAATACGTCGTGTCGACAGACGAAACTAACGCGAAAGTGGTACCAAACTCGTTTGAAAACCGGCTTCGAGACAGA

% 520 % 540 B 560 % 580 % 600
GAGGGGAGCTCCGGATAGTCCCCGATCCAACCCGCGCTTCCACTTGCCTTAATACGGTGGTGCGGCAACAGTGAACGGCGGGTAGAAATTGGCCAGCAGG
CTCCCCTCGAGGCCTATCAGGGGCTAGGTTGGGCGCGAAGGTGAACGGAATTATGCCACCACGCCGTTGTCACTTGCCGCCCATCTTTAACCGGTCGTCC

¥ 620 % 640 % 660 &= 680 % 700
TCCGGCCTCTTCGCGGGTGAACCCGCTCCTACACGACGGCCTGTGCATGTGTATAGGGGCGGGTTTACCCGCGAAAGGACCGGCCCAGGCAGCCGAGAAT
AGGCCGGAGAAGCGCCCACTTGGGCGAGGATGTGCTGCCGGACACGTACACATATCCCCGCCCAAATGGGCGCTTTCCTGGCCGGGTCCGTCGGCTCTTA

* 720 * 740 * 760 ¥ su7 % 800
TTCCAGGGGATAAACGGTAACAACAGAAGACACCCAAGTCACCGTTGGCATGACCACGTTCTGGTGAGCACCTGTTAGTCCAGCCCCTGCTTCAGGACAT
AAGGTCCCCTATTTGCCATTGTTGTCTTCTGTGGGTTCAGTGGCAACCGTACTGGTGCAAGACCACTgFTGGACAATCAGGTCGGGEACGAAGTCCTGTA

SuU9
¥ 820 * 840 * 860 = * 900
GCACGCATAAAAAAGGAGAGCCGAGGCTCTCCTTCTTCTTCAACAACCCTCAGCCATTAGCCAATGGTCATCAGGCTGGCGTTACCACCCGCCGCTGCAG
CGTGCGTATTTTTTCCTCTCGGCTCCGAGAGGAAGAAGAAGTTGTTGGGAGTCGGTA GGTTACCAGTAGTCCG SGTGGGCGG GT
* 920 * 940 * 960 * 980 % 1000

TGTTCACGCTCACCGCGCGCTCGATGACCAGGCGCTCCAGCGCAATCTGGTGATCCCCGCTGGACAGCCCGTGCACCCCAACGATCGCCCCGGCACGCTT

TCGCGTTAGACCACTAGG(

ACAAGTGCGAG

* 1020 % 1040 % 1060 * 1080 * 1100
GGCCACCTGCTGGCATACGCCGCGCAGCTGGTCCGAGTCGCCATGGTGGATCACGGCGTCGAACGCCACTTCATCCTTGTTCCAGTCCGCGACCAGCTTC

"ACCTAGTGCCGCAC

TCGACC?

su8
¥ 1120 1140 % 1160 % 1180 * 1200
ACCTTGGCCTGCAGCTCACGCGGCAGGCGGGCGCGCAGGGCCTTGCCCGGTTCACCGTCAACCCACACCGCCGAGCTGCCAACGGCCAGTACCGCGGCGA

"GGACGTCGAG CCGGAACGGGCCAAGTGGCAGTTGGGTGTG TCGACGGTTG CE
* 1220 Gl 1240 % 1260 * 1280 & 1300
ACTGCGCCAGCAGGTCGGTTTCGTTGTCGGCCAGGCACAGCACGTGCTCACGCGGCAGAATGGTGTAGCTGTTGCGCTCGCCGGTCGGGCCTGGCAGCAG
TGACGCGGTCGTCCAGCCAAAGCAACAGCCGGTCCGTGTCGTGCACGAGTGCGCCGTCTTACCACATCGACAACGCGAGCGGCCAGCCCGGACCGTCGTC
* 1320 & 1340 x 1360 * 1380 s 1400

GCGGGCGATGCCGCTCTGCGACTGGCTGGCGAACTGGCTGCACAGCGCGGCCAGGTCGGCCAGCTGGTTGTTCTCGGCCCAGGCCTTCAGGCCGTGCAGC

"GACGTGTCGCGC GTCCGGCACGTCG

CGCCCGCTACGGCGAGACGCT

I

% 1420 ® 1440 ¥ 1460 x 1480 * 1500
GGCTTTACCAGCTGTTCGTGCAGGGTGCGGTCCGGCGTGCCTTCGCCGTCCTGCTGCTGGAAGTGGCGGCCAATGGCGTCGGCCGGGCGGGTCGACAGCA

"ACGCCAGGCCGCACGG! ;CGGCAGGACGACGACCTTC s>CCGGTTACCGCAGCCGGCC “CCA [GTCGT

* 1520 % 1540 * 1560 * 1580 * 1600

GGCGGTAGAGGTACAGCGGGCCGCCGGCTTTCGGGCCGGTGCCAGACAGGCCTTCACCACCGAACGGCTGCACGCCCACCACTGCACCCACAATGTTGCG
L eV VAN LS L =i | AL A - JloLyg Zv_,w\,, J ' -

* 1620 * 1640 * 1660 ® 1680 * 1700

2 CTCCCCCTCCCACTOR

;CAGCTATGCCCACACGTGCGGCTCCCAGTCCGGCATCGGCCTCAAC?

GTGACGACATGTTGCCGGCGTTGCGGTTTCCACCACTTTGGCGATGGTCTCGTCGATACGGGTGTGCACGCCGAGGGTCAGGCCGTAGCCGGAGTTGTTG

SuU4

* 1720 ¥ 1740 * 1760 * 1780 * 1800
ATCTGCTCGATCAGCTGGTCCAGATTGCGGCGGTTGTAGCGCACCACGTGCAGCACGGGGCCGAAGATTTCGCGCTTCAGCTCGTCGAAGCTGTCCAGCT
TAGACGAGCTAGTCGACCAGGTCT SCCAACATCGCGTGGTGCACGTCGTGCCCCGGCTTCTAAAGCGCGAAGTCGAGCAGCTTCGACAGGTCGA

* 1820 ® 1840 * 1860 * 1880 * 1900
CGATCAGGGTTGGCATGACGAAGGTGCCGCGCTTGATCTCGGCAGCATCGGCAATGGCGACTTGGTAGACCGGGCGGCCTTTCTCGCGCATGCCCTGGAT
GCTAGTCCCAACCGTACTGCTTCCACGGCGCGAACTAGAGCCGTCGTAGCCGTTACCGCTGAACCATCTGGCCCGCCGGAAAGAGCGCGTACGGGACCTA
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# 1920 - 1940 ¥ 1960 - 1980 i 2000
GTGCTTCTCGATGCCGGCTTTGGCTTCGGCATCGATCACCGGGCCGATGTCCACGGCCAGGCGGTCCGGGCAGCCCAGGCGGCTTTCAGCCATGGCGCCC

CGTAGCTAGTG

SU5 2020 x 2040 ¥ 2060 " 2080 * 2100
IIQAQCAIQIQQAIIAQQQQGTCGGCGGAGTCTTCCTGCAAGCACAGTACGCGCAGGGCCGAGCAACGCTGGCCGGCACTGTCGAAGGCCGAGGACACCA

% 2120 o 2140 * 2160 * 2180 % 2200
CGTCGATCACGACCTGTTCGGTCAGTGCCGAGGAGTCGACGATCATCGCGTTCTGGCCGCCGGTTTCGGCGATCAGCGGGATCGGGCGGCCCTGGTTGTC
G 3CTAGTGCTGGACAAGCCAGTCACGGCTCCTCAGCTGCTAGTAC G GGGACCAACAG

SuU2

GCAAGACCGGC

GTCGCCCTA: u

¥ 2220 & 2240 * 2260 ® 2280 *
CAGACGGCCAGCGACGTTGCGCTGCAGCAGGCGGGCCACTTCAGTGGAGCCGGTGAACATCACGCCTTTGACGCGCTCGTCTCCGACCAGGCCGGCACCG

GT( SCGGTCGCTGCAACGCGACGTCGTCCGCCCGGTGAAGTCACCTCGGCCACTTGTAGTGCGGAAACTGCGCGAGCAGAGGCTGGTCC "GTGGC

% 2320 * 2340 % 2360 L 2380 x 2400
ACAGTTTCACCGCGGCCCGGCAGCAGCTGCAGCACGCCTTCTGGGATGCCAGCTTCCAGCAGCAGGCGCACGGCCTGGGCGGCGATCAGTGGGGTTTGCT

SAA A CGTCGACGTCGT A ARAGGTCH( - C( ceee

¥ 2420 * 2440 # 2460 * 2480 = 2500

CGGCAGGCTTGGCCAGTACCGGGTTGCCGGCAGCCAGGGCTGCGGCCACCTGGCCGGTGAAGATCGCCAGCGGGAAGTTCCATGGGCTGATGCACACCAC
CGGT SA - CG 3 CCGACTACGTGTG .

e Velalelelalartatiat: iy

PutA3

* 2520 & 2540 % 2560 * 2580 4U1 2600
AGGACCCAGTGGGCGGTGGGCGTCGTTGCTGAAGTCGTTAAGTGCCTGCACCGCGTAGTAGCGCAGGAAGTCCACGGCTTCACGCAATTCGGCAATGGCG

“GCAGCAACGACTTCAGCAATTCACGGACGTGGCGCATCATCGCGTH! CUHACij TlAAuCLC"TALLG
4UR1
L 2620 ® 2640 o 2660 % 2680 i 2700
TTGGGGAAGGTTTTGCCGGCCTCGCGGATGAGCAGGCCCATCAGCGGGTGGATTTCGGCCTCCATCAGGTCGGCGGTGCGCTCCAGAATGGCAGCACGCT
AACCCCTTCCAAAACGGCCGGAGCGCCTACTCGTCCGGGTAGTCGCCCACCTAAAGCCGGAGGTAGTCCAGCCGCCACGCGAGGTCTTACCGTCGTGCGA
% 2720 * 2740 i 2760 * 2780 * 2800
CGGCTGGTGGGGTGGCCTGCCAGATCGGCGCGGGGTTCAGTGCGCAATGGATGGCGTTGTCARATTTGGCAACGGTGGCCTCCTGCACATGGCCGACGAC
GCCGACCACCCCACCGGACGGTCTAGCCGCGCCCCAAGTCACGCGTTACCTACCGCAACAGTTTAAACCGTTGCCACCGGAGGACGTGTACCGGLTGLTG
* 2820 i 2840 & 2860 * 2880 * 2900
GTTGCGGTGGTCAGCCGGGTTCAGCACCGGTGCGGCAGCGCTCTCCCTGGCGGCGCAGGCCAGCAGCGGGGCAGCCTCCCACTGTTTGTGAGCGGTGGCC
CAACGCCACCAGTCGGCCCAAGTCGTGGCCACGCCGTCGCGAGAGGGAC GTCCGGTCGTCGCCCCGTCGGAGGGTGACAAACACTCGCCACCGG
® 2920 X 2940 ¥ 2960 * 2980 * 3000

ACCATGGCGCAGGACAACAACCCCAGGCGGTGTTCATTGGCCATTTCAATACCGGCCAATTTGGCCCGTTCGGTGCCATACAGGTCGCGCGGCAGGGGAA
TGGTACCGCGTCCTGTTGTTGGGGTCCGCCACAAGTAACCGGTAAAGTTATGGCCGGTTAAACCGGGCAAGCCACGGTATGTCCAGCGCGCCGTCCCCTT

% 3020 ¥ 3040 * 3060 ® 3080 * 3100
TGCGTGGGTGCGGCAGGCCGATACTGCCTTTCCTGGGTACCCATGCGATCGATGCTGGCCACCGGTCGGCGACCAGTTCCTGGATGGARATCGAGTGGTC
ACGCACCCACGCCGTCCGGCTATGACGGAAAGGACCCATGGGTACGCTAGCTACGACCGGTGGCCAGCCGCTGGTCAAGGACCTACCTTTAGCTCACCAG

«

4R3
= 3120 * 3140 ¥ 3160 X & 3200
GGCAATGCGGTTGACGAACGAGGTGTTCGCGCCGTTTTCCAGCAGGCGGCGCACCAGGTAGGCCAGCAGCGTTTCATGGGTGCCGACCGGTGCATACACG
CCGTTACGCCAACTGCTTGCTCCACAAGCGCGGCAAAAGGTCGTCCGCCGCGTGGTCCATCCGGTCGTCGCAAAGTACCCACGGCTGGCCACGTATGTGC
* 3220 * 3240 * 3260 * 3280 ok 3300

CGGCACGGGCGGTTCAGCTTGCCATCGGCAATCTTGCCGACCACTTGCTCGTACAGCGGTTCGCCCATGCCGTGCAGGCACTGGAACTCGTACTGGCCCG
GCCGTGCCCGCCAAGTCGAACGGTAGCCGTTAGAACGGCTGGTGAACGAGCATGTCGCCAAGCGGGTACGGCACGTCCGTGACCTTGAGCATGACCGGGC

* 3320 * 3340 o 3360 = 3380 X 3400
GGTAATAGTTCTGCCCGGCAATGTGGTAGATGGCCGACAGGGTGTGGGCGTTGTGGGTGGCGAACTGCGGGTAGATGGCTTCTGGCACGGCCAGCAGCTT

P S T AR TR ST R

CCATTATCAAGACGGGCCGTTACACCATCTACCGGCTGTCCCACACCCGCAACACCCACCGCTTGACGCCCATCTACCGAAGACCGTGCCGGTCGTCGAA

% 3420 % 3440 * 3460 c 3480 & 3500
GCGGGCGCAGGCGACGTAGGACACGTCGGTGTACACCTTGCGGGTATAGACCGGGTAGCCTTCCAGGCCTTCGACCTGGGCACGCTTGATCTCGCTGTCC
CGCCCGCGTCCGCTGCATCCTGTGCAGCCACATGTGGAACGCCCATATCTGGCCCATCGGAAGGTCCGGAAGCTGGACCCGTGCGAACTAGAGCGACAGG

¥ 3520 * 4RU2 * 3560 * 3580 * 3600
CAGTAGGCGCCTTTTAACAGGCGGATTATCAGGCQQTQQQQGQIﬁgggllGQ;CAGATCGAAGAAGTAGTTGATCAAGTACGGGCAGCGCTTCTGGTAGG
GTCATCCGCGGAAAATTGTCCGCCTAATAGTCCGLCACCCCCCACGCGAACCGGTCTAGCTTCTTCATCAACTAGTTCATGCCCGTCGCGAAGACCATCC

4R2

* 3620 % 3640 * 3660 * 3680 * 3700

CCTGGATAACGAAGCCGATGCCGTTCCAGCCAGCCAGGGATGGCTCGAAGCACAGGCGTTCGAGCAGGTCCAGCGARAGCTCCAGGCGGTCGGCTTCTTC
GGACCTATTGCTTCGGCTACGGCAAGGTCGGTCGGTCCCTACCGAGCTTCGTGTCCGCAAGCTCGTCCAGGTCGCTTTCGAGGTCCGCCAGCCGAAGAAG

* 3720 * 3740 * 3760 * 3780 i 3800
GGCGTCGATGTTAAGGCCGATGTCGTACTGCTTGGCCAGCAGGGTCAGCGACAGCAGGCGCGGGTACAGCTCTTCCATCACGCGCTCGTACTGGGCCCGG
CCGCAGCTACAATTCCGGCTACAGCATGACGAACCGGTCGTCCCAGTCGCTGTCGTCCGCGCCCATGTCGAGAAGGTAGTGCGCGAGCATGACCCGGGCC
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e 3820 o 3840 % 3860 5 3880 #* 3900
CTGTAGCGCGGGTGCAGTGCCGACAGCTTGATCGAGATGCCTGGGCCTTCATAGATGCCACGGCCATGCGAGGCCTTGCCGATCGAGTGGATGGCCTGCT
GACATCGCGCCCACGTCACGGCTGTCGAACTAGCTCTACGGACCCGGAAGTATCTACGGTGCCGGTACGCTCCGGAACGGCTAGCTCACCTACCGGACGA

i 3920 i 3940 . 3960 # 3980 ® 4000
CGTAGGACGCCAGGTACTTCTGCGCGTCGTGCTCGGTCAGTGCGGCTTCGCCAAGCATGTCGTAGGAGTAACGGAAGCCTTTGGCCTCGAAACGGCTGGC

3CATC GTCCATGAAGACGCGCAGCACGAGCCAGTCACGCCGAAGCGGTTCGTACAGCATCCTCATTGCCTTCGGARACCGGAGCTTTGCCGACCG
<+
4R1
* 4020 * * 4060 *® 4080 # 4100

GTTGGCCAGGGCTTCGGCAATGGTCTCGCCGGTGACGAACTGCTCACCCATCAGGCGCATGGCCATGTCGACGCCCTTGCGGATCATCGGCTCGCCGCTC
CAACCGGTCCCGAAGCCGTTACCAGAGCGGCCACTGCTTGACGAGTGGGTAGTCCGCGTACCGGTACAGCTGCGGGAACGCCTAGTAGCCGAGCGGCGAG

* 4120 * 4140 ¥* 4160 * 4180 ® 4200
TTGCCGATGATGCGGGTGAGCGAGGAGGTGAGGCCGGTTTCGTTATGGGTGCTGACCAGCTTGCCGGTCAGCAGCAGCCCCCAGGTGGCGGCGTTGACGA
AACGGCTACTACGCCCACTCGCTCCTCCACTCCGGCCAAAGCAATACCCACGACTGGTCGAACGGCCAGTCGTCGTCGGGGGTCCACCGCCGCAACTGCT

* 4220 * 4240 ki 4260 * 4280 x 4300
ACAGTGACGGGCTGTTGCCCAGGTGCGGCTGCCAGTTGCCGGTACTGATCTTGTCGCGGATCAGCGCATCACGGGTACCTTTGTCGGGGATACGCAGCAG

CACTGCCCGACAACGGGTCCACGCCGACGGTCAACGGCCATGACTAGAACAGC CTAGTCGCGTAG \TGGAAACAG
S 4320 & 4340 * 4360 * 4380 ® 4400
GGCTTCGGCCAGGCACACGCCACGCCTTTCCTGAGACGACAGCGAGAATTCCTGCAGCAGGCCCTGGACGATACCGGCACGGCCGCCGACGCTTTTCTGG
CCGAAGCCGGTCCGTGTGCGGTGCGG CTCTGCTGTCGCTCTTAAGGACGTCGTCCGGGACCTGCTAT CTG z &
] 4420 * 4440 * 4460 * 4480 * 4500

TTGCGCAGTTTTTCGGCAATGCTTGCGGCCAGCTTGTTGGTGGCGTCGGCCAGCGGCGCGCTCAGGCGCGCCTGCTCCAGCAGCATCGGCACCACTTCCT

AACGCGTCAAARAGCCGTTACGAACGCCGGTCGAACAACCACCGCAGCCGGTCGCCGCGCGAGTCCGCGCGGACGAGGTCGTCGTAGCCGTGGTGAAGGA
1201 = 4520 * 4540 ™ 4560 ¥ 4580 & 4600
GCTCGGGGCQgCGGTAGGCGGCGGTGATCGCCGAGCGCAGTACCGACTGCGGCAAGATGCTCTCGGCAAATTCGAGGAAGCACTGGTGGCTGTGGTCGGC
CGAGCCCCGCCGCCATCCGCCGCCACTAGCGGCTCGCGTCATGGCTGACGCCGTTCTACGAGAGCCGTTTAAGCTCCTTCGTGACCACCGACACCAGCCG
* 4620 e 4640 % 4660 ® 4680 ® 4700
CTGGACTTCACCGGCATCGTCGGCCGGGTTGCTGGCATGACCGTTGAGTTCGGTCAGGGTGGCACCACCCTCGAGCTTCTCCAGGTAATTGAAGATCGCT
G2 GCAGCCG( \ACGACCGT CAACTCAAGCCAGTCCCACCGTG AGCTCGA A

* 4720 * 4740 * 4760 ® 4780 ® 4800
TGCTTGATCAACCAGTGAGGCGTGCGGTCGATGGACTGCGCAGCTGCTTTGAGTCGCTCACGGGTCGGGTCGTCGAGTTTGACCCCAAGGGTGGTAGTCG
ACGAAC ICAGC 7 GC

* 4820 i 4840 % 4860 i 1202 A 4900
CCATTTCTTATCCTCGTTATTGCCACGGTTGTGGCCTAAGCTGGCGTCAAGAGTATCTGTAGGACAATTCGGGTGCAACCAGGTGCAACCCGATTTTTTC
'AAAGAATAGGAGCAATAACGGTGCCAACACCGGATTCGACCGCAGTTCTCATAGACATCCTGTTAAGCCCACGTTGGTCCACGTTGGGCTAAAARAG

- putA
* 4920 * 4940 * 4960 * 4980 * 5000

GTGTGAARAGGTGCAACTCGTCCGACAGCTATTCCCATACCCTGAAAAGGGGCGCTTTCGGTGCGATTTATTCTGAAAAAGCGGTTTTTTGCTCCCGAAAG
CACACTTTCCACGTTGAGCAGGCTGTCGATAAGGGTATGGGACTTTTCCCCGCGAAAGCCACGCTAAATAAGACTTTTTCGCCAAAAAACGAGGGCTTTC

i 5020 i 5040 L 5060 ¥ 5080 5 5100
GAGCAAGAAGTGGGCTTTGTCGGAAAATGCACGGGCAGGTGCAACTTGCAAAAGAAAAATGGTTGCACCTTCTTTGCGTTGTTGCATAGCATTCGCCGCC
CTCGTTCTTCACCCGAAACAGCCTTTTACGTGCCCGTCCACGTTGAACGTTTTCTTTTTACCAACGTGGAAGAAACGCAACAACGTATCGTAAGCGGCGG

* 5120 * 5140 * putP ‘ * 5180 * 5200
TGGGTGCAACCACCAACGGTGTGGTTGCGCATGATAAAAACAAACGCCAGGGCACACGCATGGGCAATCCACTAACGATCACCTTCGTGATCTACATCGC
ACCCACGTTGGTGGTTGCCACACCAACGCGTACTATTTTTGTTTGCGGTCCCGTGTGCGTACCCGT TAGGTGAT TGCTAGTGGAAGCACTAGATGTAGCG

. 5220 . 5240 % 5260 1203 5280 % 5300
AGCAATGGTGCTGATCGGCTTCGCCGCCTATCGCGCTACCAACAACCTTTCCGATTACATTCTGGGTGGTCGCAGCCTGGGTAGCGTGGTTACCGCGCTG
TCGTTACCACGACTAGCCGAAGCGGCGGATAGCGCGATGGT TGT TGGARAGGCTAATGTAAGACCCACCAGCGTCGGACCCATCGCACCAATGGCGCGAC

. 5320 L 5340 * 5360 # 5380 i 5400
TCTGCCGGTGCCTCCGACATGAGTGGCTGGCTGCTGATGGGCCTGCCCGGTGCCATCTACTTCGCGGGCCTGTCCGAGGCCTGGATCGCCATCGGCCTGA
AGACGGCCACGGAGGCTGTACTCACCGACCGACGACTACCCGGACGGGCCACGGTAGATGAAGCGCCCGGACAGGCTCCGGACCTAGCGGTAGCCGGACT

* 5420 * 5440 * 5460 & 5480 o 5500
CAGTGGGTGCCTACCTGAACTGGCTGTTCGTGGCAGGCCGGCTGCGCGTGCAGACCGAACACAATGGTGACGCGCTGACCCTGCCGGACTACTTCTCCAG
GTCACCCACGGATGGACTTGACCGACAAGCACCGTCCGGCCGACGCGCACGTCTGGCTTGTGTTACCACTGCGCGACTGGGACGGCCTGATGAAGAGGTC

® 5520 ¥* 5540 d 5560 i 5580 = 5600
CCGTTTCGAAGACAATAGCGGGCTGCTGCGTATCATTTCCGCCATCGTCATCCTGGTGTTCTTCACCATCTACTGTGCCTCCGGCATCGTGGCCGGTGCC
GGCAAAGCTTCTGTTATCGCCCGACGACGCATAGTAAAGGCGGTAGCAGTAGGACCACAAGAAGTGGTAGATGACACGGAGGCCGTAGCACCGGCCACGG
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% 5620 * 5640 * 5660 e 5680 ¥ 5700
CGTCTGTTCGAGAGCACCTTCGGCATGTCGTACGAAACCGCTTTGTGGGCTGGTGCGGCGGCGACCATCGCCTACACCTTCGTTGGTGGCTTCCTGGCGG
GCAGACAAGCTCTCGTGGAAGCCGTACAGCATGCTTTGGCGARACACCCGACCACGCCGCCGCTGGTAGCGGATGTGGAAGCAACCACCGARGGACCGCC

% 5720 % 5740 . 5760 1204 5780 % 5800
TGAGCTGGACCGATACCGTACAGGCTTCGCTGATGATCTTCGCGCTGATCCTGACCCCGGTAATCGTGCTGATCTCCACCGGEGGCTTCGACCAGACCTT
ACTCGACCTGGCTATGGCATGTCCGAAGCGACTACTAGAAGCGCGACTAGGACTGGGGCCATTAGCACGACTAGAGGTGGCCACCGAAGCTGGTCTGGAA

<« Srnra

* 5820 * 5840 * 5860 " 5880 2 5900
CGCCGCTATCGAGGCGGTGAACCGGCGAAACTTCGACATGCTCAAGGGTGCCACCTTCATCGGCATCATCTCGCTGATGGGCTGGGGCCTGGGTTACTTC
GCGGCGATAGCTCCGCCACTTGGCCGCTTTGAAGCTGTACGAGTTCCCACGGTGGAAGTAGCCGTAGTAGAGCGACTACCCGACCCCGGACCCAATGAAG

* 5920 & 5940 % 5960 * 5980 i 6000
CGGCCACCGCATATCCTGGCGCGCTTCATGGCCGCTGATTCGGTGAATTCCATCGCCAAGGCGCGCCGCATTTCCATGACCTGGATGATCCTGTGCCTGG
GCCGGTGGCGTATAGGACCGCGCGAAGTACCGGCGACTAAGCCACT TAAGGTAGCGGTTCCGCGCGGCGTARAAGGTACTGGACCTACTAGGACACGGACC

* 6020 W 6040 1205 6060 * 6080 = 6100
CGGGTACCTGTGCCGTTGGCTTCTGCGGCATTGCCTACTTCTCGGCCCATCCTGA?CTGGCAGGCCCGGTTAGCGAAAACCACAAACGTGTGTTCATCGA
GCCCATGGACACGGCAACCGAAGACGCCGTAACGGATGAAGAGCCGGGTAGGACTCGACCGTCCGGGCCAATCGCTTTTGGTGTTTGCACACAAGTAGCT

* 6120 % 6140 * 6160 * 6180 * 6200
GCTGGCCAAGATCCTGTTCAACCCATGGGTTGCGGGTGTCCTGCTGTCGGCCATCCTGGCCGCAGTCATGATTACCCTGAGCTGCCAGCTGCTGGTGTGC
CGACCGGTTCTAGGACAAGT TGGGTACCCAACGCCCACAGGACGACAGCCGGTAGGACCGGCGTCAGTACTAATGGGACTCGACGGTCGACGACCACACG

* 6220 * 6240 21¢ 6260 x 6280 * 6300
TCCAGTGCCCTGACCGAAAACTTCTACAAAGCCTTCCTGCGCAAGAATGCTT;GCAGGTCGAACTGGTGTGGGTCGGCCGTCTGATGGTGCTGGCCGTGG
AGGTCACGGGACTGGCTTTTGAAGATGTTTCGGAAGGACGCGTTCTTACGAAGCGTCCAGCT TGACCACACCCAGCCGGCAGACTACCACGACCGGCACC

« SR 3

- 6320 * 6340 * 6360 * 6380 * 6400
CCCTGATCGCCATCGCCATGGCCGCCAACCCGGAARACCGCGTGCTGGGCCTGGTGGCCTATGCCTGGGCTGGCTTCGGTGCCGCCTTTGGCCCGGTGGT
GGGACTAGCGGTAGCGGTACCGGCGGTTGGGCCTTTTGGCGCACGACCCGGACCACCGGATACGGACCCGACCGAAGCCACGGCGGARACCGGGCCACCA

® 6420 ® 6440 e 6460 : 6480 * 6500
GCTGATTTCGGTGCTGTGGAAAGGCATGACCCGTAACGGTGCGCTGGCCGGTATCGTGGTGGGTGCGCTGACGGTGATCCTGTGEGAAGAACTTCGACACC
CGACTAAAGCCACGACACCTTTCCGTACTGGGCATTGCCACGCGACCGGCCATAGCACCACQ?ACGCGACTGCCACTAGGACAC5TTCTTGAAGCTGTGG

* 6520 G 6540 E 6560 * 6580 ® 6600

GAGCCCAACATGCTTTAGTAGGGCCCGAAGGACAAGCGGTCGTAGCGGTAACAAGACCACTCGTTCGACCCGTCGGGAAGCGTTTGCTACCAGTTCGCGA
k 6620 & 6640 * i 6680 * 6700
CACCCGTTGAATTGGCGGCGCCTGCTIEQCGGGTGCCGCCAATCAGCAGCCAGGCCTGACTC
AGCTTCGCCCGACTACGCCGCATAGTGCGGCTGTTCATTGT GGGCAACTTAACCGCCGCGGACGAAACGCCCACGGCGGTTAGTCGTCGGTCCGGACTGAG

* 6720 & 6740 * & 6780 & 6800
CGCCTGCAAGGCAAGGTAAACTTGCCGCCTTCGCAGGAGTTGCCATGAACTATCGTCACGCCTTCQECGCCGGCAACCACGCCGACGTCCTCAAACACAT
GCGGACGTTCCGTTCCATTTGAACGGCGGAAGCGTCCTCAACGGTACQIQAIAQQAQIQQQQAAQQIGCGGCCGTTGGTGCGGCTGCAGGAGTTTGTGTA

# 6820 i 6840 # 6860 * 6880 * 6900
CGTGCTGACCCGCCTCATCGCCCTGATGTCGCGCAAGGAGCAGCCGTTCGCCTATATCGATACCCACGCAGGGCTCGGCCTGTACGACCTGCAAGGCGAC
GCACGACTGGGCGGAGTAGCGGGACTACAGCGCGTTCCTCGTCGGCAAGCGGATATAGCTATGGGTGCGTCCCGAGCCGGACATGCTGGACGTTCCGCTG

L 6920 # 6940 * 6960 ¥ 6980 L 7000
CAGGCAAGCCGTACCGGCGAGTACCTGGAAGGCGTAGCCCGCCTGTGGAATCGCGATGACCTGCCGGCCATGGCCGACGAATACCTGCGCATTA;TAAGC
GTCCGTTCGGCATGGCCGCTCATGGACCTTCCGCATCGGGCGGACACCTTAGCGCTACTGGACGGCCGGTACCGGCTGCTTATGGACGCGTAATAATTCG

& 7020 % 7040 i 7060 & 7080 & 7100
GCCTGAATGCCGATGGCGAGCTGCGGTAATACCCGGGGTTGCCCGAAATGGCCCGTTGCCTGATGCGCCAGCAGGACCGCGCCCTGCTTAACGAAAAGCA
CGGACTTACGGCTACCGCTCGACGCCATTATGGGCCCCAACGGGCTTTACCGGGCARCGGACTACGCGGTCGTCCTGGCGCGGGACGAATTGCTTTTCGT

= 7120 % 7140 i 7160 # 7180 * 7200
CCCCGAAGACGGGCCGCTCCTTAAGGGAAAACATGAAAAAAGACCCGCGCGTGACCGTGCAACTGGGTGAAGGGTGGCATGTGCCGCGGGCCTTGCTGCC
GGGGCTTCTGCCCGGCGAGGAATTCCCTTTTGTACTTT TTTCTGGGCGCGCACTGGCACGTTGACCCACTTCCCACCGTACACGGCGCCCGGAACGACGE

Figura 21. Secuencia del operon del catabolismo de la prolina de P.
putida KT2440. Se muestra la secuencia completa del operén de la prolina de P.
putida KT2440. En ella se sefialan los genes putAd (en rojo) y putP (en azul) los
cuales se transcriben divergentemente. Sobre la secuencia se sefialan también los
cebadores utilizados en la secuenciacién del operon mediante una flecha que indica
la direcciéon 5°— 3.
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Ademas del gen putP, el inserto del plasmido pLCR12 presentd una region de
aproximadamente 450 pb homéloga al extremo 5’ del gen putA de distintos organismos
presentando un 70% de identidad con put4 de K. aerogenes y un 69% de identidad con
putA de E. coli.

3.2 Analisis del inserto del plasmido pLCR4.

La secuencia nucleotidica del inserto de 2 kb del plasmido pCLR4 se comparé
con las existentes en la base de datos GenBank y resulté ser homoéloga al gen putd de
otros microorganismos con un 70% de identidad con el gen put4 de K. aerogenes y 69

% de identidad con el gen putA de E. coli entre otros.

En el inserto de pLCR4 se encontrd una region codificante de 676 aminoacidos,
pero en ningiin momento se encontré un codén de terminacion de la traduccion por lo
que se concluyé que gen putA de P. putida KT2440 estaba incompleto en dicho clon.
Con objeto de obtener la secuencia completa del operén del catabolismo de la prolina se
recurri6 al cosmido pCRR831 con objeto de rescatar un fragmento de ADN que

contuviera la region 3’ del gen putA.

3.3 Construccion, secuenciacion y analisis del plasmido pSLH4.

Para la construccién de un plasmido que contuviera un fragmento de ADN de
mayor tamafio que el existente en los pldsmidos pLCR4 y pLCR12 se digiri6 el cosmido
pCRR831 con HindlIll, enzima que rendia en dicho cédsmido fragmentos de 10-15 kb.
Tras la digestion, electroforesis y transferencia a una membrana de nilén, se realiz6 una
hibridacion en las condiciones detalladas en el apartado 13 de Materiales y Métodos,
usando como sonda el fragmento Ps¢l del plasmido pLCR4, el cual contiene parte del
gen putA. En la Figura 22 se muestra el resultado de dicha hibridacién en la que se
observé que un fragmento HindIIl de aproximadamente 10,5 kb hibridé con la sonda
mencionada. Para comprobar si este fragmento HindIIl contenia también el gen putP
ademas del gen putA, se repitio la hibridacion en las mismas condiciones usando como
sonda un fragmento obtenido por PCR con los cebadores 12R¢ y 12U:s situados en el
extremo 3’ del gen putP (ver Figura 21). El resultado fue que dicha sonda hibridé con
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el mismo fragmento HindlIll, lo que sugeria que, ademas del gen putA, este fragmento

contiene el gen putP (Figura 22, calle D)

23 kb))

9 kb )
6 kb)

4Kkb)

Figura 22. Localizacién de los genes put4 y putP en pCRR831 dentro de
un fragmento HindIIl. El panel 1 muestra la digestion de pCRR831 con la
restrictasa HindIII (calle B) junto con un marcador de peso molecular (ADN del
fago A digerido con HindlIIl) (calle A). El panel 2 muestra el resultado de las
hibridaciones de la digestion de pCRR831 con la enzima HindIll usando como
sondas el fragmento PsfI de pLCR4 que contiene parte del gen put4 de P. putida
(calle C) y el extremo 3’ del gen putP de P. putida obtenido mediante PCR a partir
de los cebadores 12Rg y 12Us (calle D) (ver Figura 21).

El fragmento HindlIl se subclono en el vector pUC19 previamente digerido con
la misma restrictasa obteniéndose el plasmido pSLH4 mostrado en la Figura 23. Tras la
construccion del plasmido pSLH4 se procedid a la secuenciacidn del inserto usando en
un principio el cebador 4URI, el cual estaba disefiado en base a la secuencia del
extremo 3’ del inserto Pstl del plasmido pLCR4, y posteriormente otros cebadores
disefiados sobre la secuencia obtenida. El resultado fue la obtencion de la secuencia
completa del operén del catabolismo de la prolina en P. putida KT2440, la cual fue
depositada en la base de datos GenBank con el nimero de acceso AF153207 y que se

recoge en la Figura 21.
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Figura 23. Mapa del plasmido pSLH4. El plasmido se obtuvo mediante
clonacién de un fragmento HindIII de 10,5 Kb procedente del cosmido pCRR831
en sitio HindIII del vector pUC19. Dicho fragmento contiene todo el operén de
degradacién de la prolina. En el mapa se muestran los sitios de restriccién mas
relevantes asi como la localizacién de los genes putd y putP y el gen bla que

codifica para la resistencia a la ampicilina.

4. Analisis del operén del catabolismo de la prolina en P. putida KT2440.

El anilisis de la secuencia presentada en la Figura 21 mostr6 que el operén del
catabolismo de la prolina en P. putida KT2440 consta de dos genes: el gen putd y el
gen putP que se transcriben divergentemente a partir de una zona central de 355 pb. Al
comparar las secuencias aminoacidicas deducidas de los genes putd y putP de P. putida
KT2440 con las disponibles en las bases de datos GenBank, PDB, SwissProt y Pir
mediante el programa BLAST (Altschul ez al., 1990), se observé que las dos proteinas
son homoélogas a proteinas PutA y PutP de otros microorganismos. En las Tablas 7y 8
se recoge el organismo al que pertenecen, los porcentajes de identidad con las proteinas

de P. putida y los nimeros de acceso a la base de datos GenBank de algunas proteinas

homélogas a PutA y PutP de P. putida KT2440.
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Tabla 7. Identidad de la proteina PutA de P. putida con la de otros organismos.

Porcentaje N° de acceso

Preanismo de identidad (GCNBANK)

P. putida 100% AF153207

K. aerogenes 70% AF038838
E. coli 69% - D90738
S. typhimurium 69% X70843
Agrobacterium tumefaciens 54% U39263
Sinorhizobium meliloti 53% Y08500

Tabla 8. Identidad de la proteina PutP de P. putida con la de otros organismos.

Organismo

Porcentaje N° de acceso

de identidad (CenBank)

P. putida 100% AF153207
P. fluorescens 79% D32069
E. coli 69% X05653
S. typhimurium 68% L01148
Rickettsia typhi 67% LO1134
Haemophilus influenzae 58% U32814
Bacillus subtilis 49% U92466

La proteina PutA presentd cierto grado de similitud (alrededor del 30 % de

identidad) con diversas deshidrogenasas como las aldéhido deshidrogenasas de B.

subtilis (GenBank Z99105) y Homo sapiens (GenBank AF003341), la retinaldéhido

deshidrogenasa de Rattus norvegicus (GenBank U60063) y la deshidrogenasa del
semialdéhido del 4cido succinico de E. coli (GenBank AE000351).

La proteina PutP present6 cierta similitud también con otros transportadores

asociados al simporte de sodio como los responsables del transporte de compuestos
como el inositol (GenBank AJ001290), el pantetonato (GenBank U32778), el 4cido
fenilacético (al GenBank Z71176) y la glucosa (GenBank D78137).
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En las Figuras 24 y 25 se muestra el resultado del alineamiento multiple de las

proteinas PutA y PutP de P. putida KT2440 con las homélogas de distintos organismos.

4.1. Anilisis de la proteina PutA de P. putida KT2440.

El gen putA de P. putida KT2440 tiene un tamafio de 3945 pares de bases de
cuya secuencia se predice una proteina de 1315 aminoacidos con un peso estimado de
142838 Daltons. La comparacién de la secuencia aminoacidica de la proteina con las
existentes en la base de datos mediante el programa BLAST nos permitié observar que
la proteina PutA de P. putida presenta homologia con dos tipos de proteinas, las prolina
deshidrogenasas y las pirrolina 5’carboxilato deshidrogenasas responsables de la
oxidacién de la prolina y la pirrolina 5’ carboxilato (P5C) respectivamente. En la
proteina PutA de P. putida se encontraron los dominios correspondientes a dichas
actividades cuya localizacién se predijo en base a los alineamientos multiples de
proteinas PutA de distintos organismos (Figura 24) y en base al estudio detallado de
secuencia que Ling y colaboradores (1994) realizaron sobre la proteina PutA de E. coli.
El dominio de la actividad prolina deshidrogenasa se localizé entre los residuos 289 y
588 de la proteina (Figura 24). Dentro de este dominio, se encontré una secuencia
conservada en enzimas dependientes de FAD entre los aminoacidos 312 y 354 y un

motivo de unién al FAD con consenso GXGXXXG (Baker et al, 1992) entre las
posiciones 314 y 320.

La regi6n de la proteina PutA de P. putida comprendida entre los aminoacidos
642y 1074 fue homéloga a la pirrolina-5’-carboxilato deshidrogenasa de Synechocystis
sp. (40% de identidad) y deshidrogenasas como la del acido succinico, acetaldéhido,
gliceraldéhido, etc, por lo que en estas posiciones se localizé el posible dominio de la
actividad PSCDH de la proteina PutA (Figura 24), actividad que es responsable de la
oxidaci6n de la P5C a glutamato. Dentro de este dominio cabe destacar la presencia de
los residuos E-880 y C-914 (Figura 24) que se encuentran conservados en todas las
aldéhido deshidrogenasas. Los aminoécidos situados entre las posiciones 905 y 917 de
la proteina PutA de P. putida presentaron el consenso SAF DSAGQCSAL (Straub et al.,
1996) que forma parte del centro catalitico de todas las deshidrogenasas. En el dominio

de la actividlad PSCDH entre los residuos 830 y 854 se encontré el motivo

86



Resultados

GXGX3GX3FTGST propuesto como motivo de unién al NAD" en la familia de las
aldéhido deshidrogenasas (Hempel et al., 1993).

Fuera de los dominios PDH y P5CDH, entre los aminoacidos 225 y 355 se
localizé un motivo de unién a la pirrolina-5’-carboxilato que estd presente en gran parte
de las pirrolinas-5’-carboxilato reductasas y que en la proteina PutA podria estar

involucrado en la unién con la P5C para su oxidacién (Ling et al., 1994).

La proteina PutA no presenta alternancia de dominios hidrofobicos e hidrofilicos
a lo largo de su secuencia aminoacidica ya que no se trata de una proteina integral de
membrana, sin embargo las regiones comprendidas entre los aminoécidos 158-167, 767-
817 y 1205-1220 tienen un fuerte caracter hidrofobico. Esté descrito que la proteina
PutA de E. coli se asocia a la membrana citoplasmatica para acoplarse a la cadena
transportadora de electrones donde es activa enzimaticamente (Ekena et al., 1990), por
lo que las regiones de cardcter fuertemente hidréfobo anteriormente citadas, podrian

estar involucradas en la asociacién de la proteina PutA a la membrana citoplasmatica.
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* 20 * 40 e 60 *
P.putida : MATTTLGVKLDDPTRERLKAAAQSIDRTPHWLIKQAIFNYLEKLEGGATLTELNGHASNPADDAGEVQA- : 69
K.aerogen. : MGTTTMGVKLDDATRERIKSAASRIDRTPHWLIKQAIFNYLEKLENDETLPELPALLSGAANESDDASEP : 70
E.coli : MGTTTMGVKLDDATRERIKSAATRIDRTPHWLIKQAIFSYLEQLENSDTLPELPALLSGAANESDEAPTP : 70
S.typhim. : MGTTTMGVKLDDATRERIKMAASRIDRTPHWLIKQAIFSYLDKLENSDTLPELPALFVGAANESEEPVAP : 70
B.BUMEES ., G o e e e e e e e e et e ot e e i e e MADGASKADVNP : 12
BaMeliJos. & e e e e e e e e e e e e e e e e e e i e e o MSPNPLQKPA : 10

80 * 100 * 120 ® 140
P.putida : —DHSHQCFLEFAESILPQSVLRSAITAAYRRPEQEVVPMLLEQARLSAPLADATNKLAASIAEKLRNQKS : 138
K.aerogen. : TEEPYQPFLEFAEQILPQOSVRRAAITAAWRRPETDAVPMLLEQARLPQPLGEQAHKLAYQLAEKLRNQKT : 140
E.colid ¢ AEEPHQPFLDFAEQILPQSVSRAAITAAYRRPETEAVSMLLEQARLPQPVAEQAHKLAYQLADKLRNQKN : 140
S.typhim. : QDEPHQPFLEFAEQILPQSVSRAAITAAWRRPETDAVSMLMEQARLSPPVAEQAHKLAYQLAEKLRNQKS : 140
A.tumefa. : QQTVNGIFQNFAPPVREQSPLRKAITAAYRRPEEECLAPLIDAATVTPEQAAAIRTTATKLIEALRAKTK : 82
S.melilo. : IDAAPAPFADFAPPVRPOSTLRRAITAAYRRPETECLPPLVEAATQSKEIRDAAASTARKLIEALRGKHS 80

* 160 % 180 * 200 2
P.putida ¢ VGGRAGIVQGLLQEFSLSSQE-RRGVCLAEALLRIPDKGTRDALIRDKISTGNWQPHLGNSPSLFVNAAT 207
K.aerogen. : ASGRAGMVQSLLQEFSLSSQEGVALMCLAEALLRIPDKATRDALIRDKISNGNWQSHIGRSPSLFVNAAT : 210
E.coli : ASGRAGMVQGLLQEFSLSSQEGVALMCLAEALLRIPDKATRDALIRDKISNGNWQSHIGRSPSLFVNAAT : 210
S.typhim. : ASGRAGMVQGLLQEFSLSSQEGVALMCLAEALLRIPDKATRDALIRDKISNGNWQSHIGRSPSLFVNAAT : 210
A.tumefa. : GTG~~---VEGLVQEYSLSSHEGVALMCLAEALLRIPDTATRDALIRDKIARGDWKSHIGGGRSLFVNAAT : 148
S.melilo. : GSG----VEGLVQEYSLSSQEGVALMCLAERPVRIPDTATRDALIRDKIADGNWKSHLGRSRS 146

%ok ok ok ok ok ok okok ok ok ok

220 % 240 % 260 & 280
P.putida : WGLLLTGKLVSTHNETGLTSSLTRIIGKSGEPMIRKGVDMAMRLMGEQFVTGETIAEALANASRFEAKGF : 277
K.aerogen. : WGLLFTGKLVSTHNETSLSRSLNRIIGKSGEPLIRKGVDMAMRLMGEQFVTGETIAEALANARKLEEKGF : 280
E.coli WGLLFTGKLVSTHNEASLSRSLNRIIGKSGEPLIRKGVDMAMRLMGEQFVTGETIAEALANARKLEEKGEF : 280
S.typhim. WGLLFTGRLVSTHNEANLSRSLNRIIGKSGEPLIRKGVDMAMRLMGEQFVTGETIAQALANARKLEEKGE : 280
A.tumefa. WGLVITGKLTSTVNDSGLSAALTKLIARAGEPVIRRGVDMAMRMMGDQFVTGETIGEAIKRSKPLEEQGF 218
S.melilo. WGLVVTGKLTSTVNDRTLAARVTRLISRCGEPVIRRGVDMAMRMMGEQFVTGETI-EALKRSKELEEKGF 215

* %k ok k Kk k ok ok GxGxxxG

% 300 % 320 * 340 X
P.putida 3 CAALTEHDAQKYLASYEQATHSIGKASHG 4 I YSRAQYERVMEE LY s 347
K.aerogen. : L”AAD“QAVMVSVQQ“IJAIGAASNu LY & 350
E.coli 3 AIH 3 RVMEELY | 350
S.typhim. : I QAVMVSIQQﬁiHAIGnASN KLSALHPRYSRAQYDRVMEELY |: 350
A.tumefa. TTAKDAERYYKDY ENA'”AIGNASA(BfIYGCP (LSAI 1P%VARVQAERVMAELL 288
S.melilo. PTAADAERYYRDYESATHATAKPR-GRGIYEGPC PRYR--QAARVMGELL 281

360 * 380 ¥ 420
P.putida :| PRLLSI TTTAKQV\T“LMT“AVﬁArerL°TﬁfTFRTCFEPSLAV Q XCPYLINYFFDL |: 417
K.aerogen. : XLKSLTLLARQYT NI 1 SLDLLEKI . T_ 3 RCPFVIDYLIDL |z 420
E.coli LKSLTLLARQ? \ PLVIDYLIDL |z 420
S.typhim. :| PRLKSLTLI ARQ(U*”Lr : 420
A.tumefa. :|PRVKSLMLLSKKYDIGLNID 358
S.melilo. :|PRVKALALLAKNYDIGLN 351

* 440 * 460 * 480 %
P.putida AKRTPHRLIIHLL((/YWDSFIKRAQVE(lEGY VYFR\VYLHV“VVACARKLLAVPEAIYbQLPT”NAH : 487
K.aerogen. ATRSRRRLMIRLVKG FATHN : 490
E.coli :| ATRSRRRLMIRLVK \“AQMDL_EGYKVYT VVYTu\ YLACAKKLLAVPNLIYL AH |: 490
S.typhim. :| ASRSRRRLMIRLVK %VAQME LEGYPVYT YT LACAKKLLAVPNLIYF \ AH |: 490
A.tumefa. AQRAGRRIMVRI IACARKLLAARDVV Q 428
S.melilo. ARRSGRRIMVRI YMPRTQAACRDRCGV 20 420

500 * 520 * 540
P.putida ¢ | TLSAIYHIAGONYYPGQYE SEPLYEQVVGKIADGKLNRPCRVYAPVGT 557
K.aerogen. TLAAIYQLAGONYYPGQYEFQCLHGMGEPLYEQVVGKVADGKLNRPC( : 560
E.coli TLAATYQLAGONYYPGQYEFQCLHGMG LYEQVTGKVADGKLNR s 560
S.typhim. TLAAIYHLAGONYYPGQYEFQC ”beEPMYEQVT”KVADGKLNHP[PIYA[V([‘LLLA\YLVPPLL N|J: 560
A.tumefa. SMATIYHLAGPDFKLGD : 495
S.melilo. TLAATYHMAGKDFHVGKY : 487
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il 580 ¥ 600 X 620 *
P.putida RIADHSISIQELVADRWPASIAWNPRKGSIGLPHPRIPLPRDLYGTERAKLAGIEMANEHRL 627
K.aerogen. SFVNRIADNTLPLDELVADPVSAVEKLAQQOEGQAGLPHPKIPLPRDLYGSGRSNSAGLDLA! 630
E.coli NTSEVNRIADTSLPLDELVADPVTAVEKLRQOQEGQTGLPHPKIPLPRDLYGHGRDNS I 630
S.typhim. NTSFVNRIADATLPLDELVADPVEAVEKLRQQEGQAGIPHPKIPLPRDLYGEGRINSAG 630
A.tumefa. WNSSFVNEIADPAVPVASLLEDPVTVVKAY[P----VPCARHDR [ AAPAG! FCPERANSAG 561
S.melilo. ISSEVHRINDPKVSIDELIADPVEVV ~=~--VVCAKHDRIALFPAVLFGDARTNSZ 553
640 * 660 * 680 * 700
P.putida : GLLSCAMVATAHKQWEAAPLLACAARESAAAPV. JFADHRNVVTHVQEATVAKFDNAIHCALNPAPIWQAS: 697
K.aerogen. : ASLSSSLLNSALHKWQALPMLEQPVAEGEMQPVVNPAEPKDIVGYVREASDAEVQQALTSAINNAPIWFA: 700
E.coli 5 ASLSSALLNSALQKWQALPMLEQPVAAGEMSPVINFAEPKDIVUYVRRATPREVEQALESAVNNAPIWF 700
S. typhim. ASNSSALLSNEMQKWQNKPVLEQPVADGEMTPVIMDAEPKDIVﬁWGREATESEVEQALQNAVNQAPVWFA;‘ 700
A.tumefa. AATLDNVLKAGATTEWKA==-—-- AAPHAGGKTRPZL&?GDHNDVV~YVTiPTEADVEAAMQRAAASN——WSSE: 625
S.melilo. AS\TEALRESAAMK%T&LPQFATGPAAGETRTVLNTGDHRDVUMSVT?TRKRTHGAPCACRRRGA——GLGE: 621
* 120 * 740 * 160
P.putida ¢ TPPAFRAAITERTADLMEAEIHPIMGLLIR KTFPNATAELF JFTRYYAVQALNDFSNDAHRFT 767
K.aerogen. :: TPPQERAAILERAAVLMESQMPTILMGILVE NZ DFLHYYAGQVRDDFDNETHRP 770
E.coli :i TPPArrAAT I HRAAVLMESQMQOQ 1 I -ILV i F H' « nGQVRDDFANETHR 770
S.typhim. :{ TPPQERAAILQRAAVLMEDOMQQOLIGLLVREAGK I HYYAGQVRDDFDNETHRP 770
A. tumefa. TPVEERAACLERAADRMQAEMPALLGLIM I DFLRY YAAEARKTFKANET - 694
S.melilo. GRLA CLDRAAELMQARMPTIL.LGLII RYYAEQTRRTL--GPAT 689
GxGxxxGx
780 * 800 * 820 * 840
P.putida \% ! “T(:OVAAALA P Q1P AQAVRL!.L IPEGVL RGETV 837
K.aerogen. eV 5 FTCEOIAAAT AACNGY ARQTPT.TARQGVAITLFAGYPPGVINLI.PGREETV 840
E.coli =Y TFTGOIARATLAACNSVLAKPAEQTPLIAAQGIATILLEAGVPPGVV! PCGRGETV 840
S.typhim. v L r ToyIAAnLAAGNS racQi1SL1AnQGIATILL V-PGVVy. RGETV 840
A. tumefa. Vi b et W \% P E P AQGVRL ! Ht vV QDAV DGK-T 763
S.melilo. I T [A v B E P EGVRI R I ASAL D R-V 758
XXXXXXXXXXXXFTGST Gl
i 860 % 880 i 900 1
P.putida i G VGIERVK R vV G N¢ I Q I W8 907
K.aerogen. :: A TSDERVR T I s P iy M E T 1.0
E.ecoli :i © TGDDRVR B X5 Al E M vV L 91.0
S.typhim. ::Q TAUARVRR T 17T AD R I M v L 910
A.tumefa. :iA VGSALTA R I GQL G VLAN Q V Q A A I 833
S.melilo. :i A VAGR-DA R I AQL D [.SPA \Y% Q AG G IT 827
920 & 940 * 24aQ % 980
P.putida v S DRVIEMLK AMAESRLGCPDRL-AV I DA AG K IQG EK 976
K.aerogen. v EEV DHTLTMLR AMSECRMGNPGRI-TT T DA EN R IQA AK 979
E.eola DEI DHTLKMLR ! ECRMGNPGRL-TT S AN R T 8 979
S.typhim. DDI EHTLKMLR AMAECRMGNPGRL-TT S A R IQT Ai 979
A.tumefa. I EDV DRTLTMLK ALHELRIGRTDSL-SV V TA GI K VDS AL 902
S.melilo. .UV GPHPDDAE RAARHCISAAPIVFSV V TS D K TER GL 897
bl 1000 * 1020 * *
P.putida RPVY VA---IAD A IKR M LDSFDE KR I V YN 1043
K.aerogen. RTVY AVRENSED R WRH P DSFDE KK Y 1049
F.coli RPVEF AVRENSED R WQS A L LDDFAE QK V V YN 1049
S.typhim. RPVF AARENSDD Q WQT M L LENFAE EK V YN 1049
A.tumefa. HRIE IS-—-—- L G TGK P I MKSLAD KK V I FK DN 967
S.melilo. RKVE I[G===~= L S TGV P I LEKLSD QR I 962
1060 * 1080 * 1100 o3 117{):
P.putida I [ I AK VETATPATCRH- IV F v LLSTR ADAIG & 1712
K.aerogen. [ AQ TGSAKVGNLYVN MV B Y LLSSR QDAVG 1119
E.coli L £ AQ TGSAHVGNLYVN M\ ANR ESALA 1119
5. typhinm. L I E AQ TGSAHVGNLYVN MV E ¢ LLAHR PNALN 1118
A.tumefa. P L L D QH LSRVAAGNLYVN II R G VTQTA KIDRV i: 1037
S.méelilo. F L H TSRIKAGNLYIN II R G LVTTA VPPQH%: 1.032
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* 1140 * 1160 * 1180 *
P.putida RHFQQODGEGTEDRTLHEQLVKPLHGLKAWAENNQLADLAALCSQOFASQSQSGIARLLPGPTGERN : 1182
K.aerogen. : NTFARQDAERPIIDAQLKTLLEKPLQALQQWAAGR--PELQALCQQYSEQAQSGTORLLEPGPT! : 1187
E.coli : {VTLARQDAKYPVDAQLKAALTQPLNALREWAANR--PELQALCTQYGELAQAGTQRLLPGPTGERN : 1187
S.typhim. TTLTRQDARYPVDAQLKTTLLAPLTALTQWAADR--PALQTLCRQFADLAQAGTQRLLPGPTGERN : 1187
A.tumefa. : AS——————————em e QODQAAVDLARWLDENGQSVAAEAARQAAALSGLGFETELAGPVGER : 1091
S.melilo. GGV m = mm e e HTDPVLLDFAK/LDGKGARAEVEAARNAGSSSALCGLDLELPGPVGE : 1087
1200 * 1220 * 1240 * 1260
P.putida LPREHVLCLADNETDLLAQFAAVLAVGSSAVWVDGEPGKALRARLPRELQAKVKLVADWNKDEVAFDAVI : 1252
K.aerogen. : MPRERVLCVADNEQDALIQLAAVLAVGCEVLWPDSALQRDLAKKLPREVSERIRFAKAEQLPVQAFDAVI : 1257
E.coli LPRERVLCIADDEQDALTOLAAVLAVGSQVLWPDDALHRQLVKALPSAVSERIQLAKAENITAQPFDAVI : 1257
S.typhim. LPRERVLCLADDEQDALTOLAAVLAVGSQALWSDDAFHRDLAKRLPAAVAARVQFAKAETIMAQPFDAVI : 1257
A.tumefa. HPRGKVLLIPATEQGLYROLAAALATGNSVVIDNASGLEKSIYGLPATVTSRITWADSWEKSA-PFAGAL : 1160
S.melilo. HARGRITLLVPATESGLYHOLAAATATGNSVAIDAASGLOASLKNL PQTVGLRVSWSKDWAADG-PFAGAL : 1156
* 1280 * 1300 * 1320 *
P.putida HHGDSDQLRGVCQQVAKRAGAIVGVHGLSSGDHQIALERLVIERAVSVNTAAAGGNASLMTIG-—————— : 1319
K.aerogen. : YHGDSDQLRELCEQVAARDGAIVSVQGFARGETNLLLERLYIERSLSVNTAAAGA-—————————==——= ;1322
E.coli FHGDSDQLRALCEAVAARDGTIVSVQGFARGESNILLERLYIERSLSVNTAAAGGNASLMTIG—-—————— : 1320
S.typhim. FHGDSDKLRTVCEAVAAREGAIVSVQGFARGESNILLERLYIERSLSVNTAAAGGNASLMTIG-—————— : 1320
A.tumefa. IEGDAERVVAINKKIPALPGPLVLVQAATTEALDRETQPYNLDWLVEEVSVSVNTTAAGGNASLMSIG-~ : 1228
S.melilo. VEGDAERIRAVNKAIAALPGPLLLVQAASSGEIARNPDAYCLNWLVEE—~=—==—-——m = mmmm e e —— 1204

Figura 24. Alineamiento miiltiple de proteinas Prolina
deshidrogenasa/pirrolina  S’carboxitato  deshidrogenasa de  distintos
organismos. Las proteinas alineadas pertenecen a los organismos P. putida
(AF153207), K. aerogenes (AF038838), E. coli (D90738), S. typhimurium
(X70843), A. tumefaciens (U39263) y S. meliloti (Y08500). El alineamiento de la
proteina PutA de P. putida KT2440 con proteinas PutA de otros organismos se
realiz6 mediante los programas ClustalW y GeneDoc. En color rojo se muestran
aquellos aminoécidos presentes en un 100% de las secuencias alineadas y en color
azul se muestran aquellos aminoécidos presentes en esa posicién al menos en un
60% de las secuencias. Sobre la figura se marcan los dominios de las dos actividades
enzimaticas de la proteina PutA. El dominio de la actividad PDH se muestra
recuadrada con trazo continuo entre las posiciones 312 y 592 (aminoacidos 289-588
de la proteina PutA de P. putida), mientras que el dominio de la actividad PSCDH se
muestra recuadrada con trazo discontinuo entre las posiciones 645 y 1032
(aminoécidos 642-1074 de la proteina PutA de P. putida). La zona de unién al FAD
se marca con una linea punteada entre las posiciones 315 y 357 (aminoacidos 312-
354 de la proteina PutA de P. putida) y sobre ella se muestra el motivo consenso de
unién al FAD. La zona de unién al NAD(P)" se marca mediante su consenso entre
las posiciones 833 y 857 (aminodcidos 830-854 de la proteina PutA de P. putida).
La zona propuesta como centro catalitico de las deshidrogenasas se sefiala mediante
una linea de é&ngulos en las posiciones 908 y 920 (aminoacidos 905-917 de la
proteina PutA de P. putida). La zona propuesta de unién al P5C o su semialdéhido
se marca con una linea de asteriscos de color verde entre las posiciones 259 y 288
(aminoacidos 225-355 de la proteina PutA de P. putida).
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4.2. Analisis de la proteina PutP de P. putida KT2440.

El gen putP de P. putida KT2440 present6 un tamafio de 1476 pares de bases de
cuya secuencia se predice una proteina de 492 aminoécidos con un peso estimado de
52566 Daltons. Dada la homologia existente entre la proteina PutP de P. putida y
organismos como E. coli (Figura 25) propusimos esta proteina como el principal
transportador de prolina al interior celular. Se trata de una proteina integral de
membrana que se sitia en la membrana interna de la célula transportando activamente la
prolina junto con iones Na' desde el espacio periplasmatico hasta el citoplasma. PutP
pertenece a una familia de proteinas de membrana dependientes de sodio presentes en
bacterias, levaduras, insectos y mamiferos encargadas en el transporte de compuestos
como la glucosa, inositol, pantetonato, etc (Hediger ef al., 1989; Jackowski et al., 1990;
Griffith et al., 1992). La energia necesaria para el transporte activo de la prolina se
obtiene precisamente del gradiente de iones Na' generado, por lo que la actividad
transportadora de la proteina PutP es totalmente dependiente de iones Na' (Cairney et

al,, 1984).

# 20 * 40 * 60 %

P.putida ~-GNPLTITEV [AA V FA YRA NNLS 5 BV I¥XE 2 68
P.fluore. SVSNPTI VI IAA V LM YRS NNLS SV L M & 7

Eecoli ATISTEMLVTFCV IFG I FI WRS KNFD I VEL 3 70
S.typhim. AISTEMLVTHCV I I Wis KUFD 70
R. typhi AISTEMLVTECV I I Wrs KNED 7
H.influe. FGFDPS N L VL YYY NNLS R M VYT & 70
B.subtil. --SIEIIISLGI FIA L WY FKK TDIN M G A M Vv MFA : 68

80 % 100 o 120 ® 140
P.putida A A A% L WLF Q HNGD S8 NEG I v : 138
P.fluore. S IV YL WLEV VQ HNGD SS DKSGI \Y v 140
E:toll ISt L WI WK VH Yl TG EDKSRI LL : 140
S.typhim. I L WI WK VH B Y TG SRV LL E : 140
R. typhi 151 L WI WK VH FNNN L DY TG EDKSRV RI LL I 140
H.influe. : VEG I F WLL Y LNNN 1 EY HN GSSHKL KLV TI LV L I : 140
B.subtil, ¢« T L8TL L L I YS YLLL P AY AADD I I DF DK QHSSSL KIV I MI L : 138

& 160 * 180 ki 200 %
P.putida I A v IVLISTG : 208
P.fluore. A i IVLLATG : 210
E.dedd [ A I L ASL VIVIISVG : 210
S.typhim. 7 i MVIVG 1 230
R.typhi A AR E i ETA WAGA L 1 MVIVGVG : 210
H.influe. : Z V A AK QNI SVE STA WYGA ATIA I W £ AT I FVLLSFA : 210
B.spbtil. 3 T8 MBS G A GAD KLG FLTT VVVL LF L Fv GAI FA V V IVAFTH 3 208
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220 ® 240
P.putida GFDQTFAAI-—-—--EAVNRRNFDMLKGATFIGIISLMGW s 274
P.fluore. GVDTTFLAI----EAKDPTSFDMLKNTTFIGIISLMGW e 276
E.coli GFGDSLEVI--—--KQKSIENVDMLKGLNFVAIISLMGY 4 P FMAADSHHSIVHAR : 276
S.typhim. GFSESLEVI—--~--KQKSIENVDMLKGLNFVAIISLMGY 'FGQPHILARFMAADSHHSIVHAR % 276
R.typhi : GFSESLEVI----KQKSIENVDMLKGLNFVAIISLMGWGLGYFGQPHILARFMAADSHHSIVHARRISMT : 276
H.influe. DTAQFSAVLEQAEAAVNKDFTDLFTSTTPLGLLSLAAWGLGYFGQPHILARFMAADSVKSLIKARRISMG : 280
B.subtil. : GVAPTFHEI--—--DAVNPHLLDIFKGASVISIISYLAWGLGYYGQPHIIVRFMAIKDIKDLKPARRIGMS : 274
* 300 * 320 e 340 *
P.putida WMILCLAGTCAVGFCGIAYFSAHPELAGPVSENHKRVFIELAKILFNPWVAGVLLSAILAAVMITLSCQL : 344
P.fluore. WMILCLGGTVAVGFFGIAYFSAHPEVAGPVTENPERVFIELAKILFNPWVAGVLLSATILAAVMSTLSCQL : 346
EB.ooli WMILCLAGAVAVGFFGIAYFNDHPALAGAVNQONAERVFIELAQILFNPWIAGILLSAILAAVMSTLSCQL : 346
S. typhim. WMILCLAGAVAVGFFGIAYFNNNPALAGAVNQONSERVFIELAQILENPWIAGVLL AAVMSTLSCQL : 346
R.typhi WMILCLAGAVAVGFFGIAYFNNNPALAGAVNQNSER ELAQILFNPWIAGVL [ LAAVMSTLSCQL : 346
H.influe. WMVLCLAGAIGIGLFAIPYFFANPAIAGTVNREPEQVFIELAKLLENPWIAGILI AVMSTLSAQL 350
B.subtil. : WMIITVLGSVLTGLIGVAYAHK----FGVAVKDPEMIFIIFSKILFHPLITGFLL MSSISSQL 340
360 * 380 o 400 e
P.putida LVCSSALTENFYKAFLRKNASQVELVWVGRLMVLAVALIATIAMAANPENRVLGLVAYAWAGEG : 414
P.fluore. : LVCSSALTEDFYKAFLRKGASQRELVWVGRLMVLVVALIAIAMAANPENRVLGLVSYAWAC( : 416
E.coli : LVCSSAIT 416
S.typhim. : LVCSSAITEDLYKAFLRKSASQQELVWVGRVMVLVVALIAIALAANPDNRVLGLVTYAWAGFGA? 416
R.typhi : LVCSSAITEDLYKAFLRKSASQQELVWVGRVMVLVVALIAIALAANPDNRVLGLVSYAWAGFGAAF : 416
H.influe. LISSSSITEDFYKGFIRPNASEKELVWLGRIMVLVIAALAIWIAQDENSKVLKLVEFAWAGEFGSAFGPVV : 420
B.subtil. LVTASAVTEDLYRSFFRRKASDKELVMIGRLSVLVIAVIAVLLSLNPNSTILDLVGYAWAGFGSAFGPAL : 410
* 440 * 460 * 480 *
P.putida : LISVLWKGMTRNGALAGIVVGALTVILWKNFDTLGLYEIIPGFLFASIATIVLVSKLGSPSQTMVKRFEAA : 484
P.fluore. , ISVIWKHMTRN VIVWKHFELLGLYEIIPGFIFASLATIYFVSKMGAPTLGMVERFDAA : 486
E.coli LFSVMWSRMTRN TVIVWKQFGWLGLYEIIPGFIFGSIGIVVFSLLGKAPSAAMOKRFAE : 486
S.typhim. LFSVMWSRMTRN VIVWKQYGWLDLYEIIPGFIFGSIVIVLFSLLGKAPSAAMQERFAK : 486
R.typhi LESVMWSRMTRNG:! [VIVWKQYGWLDLYEIIPGFIFGSLGIVIFSLLGKAPTATMQERFAK : 486
H.influe. LFSLFWKRMTSSGAMAGMLVGAVTVFAWKEVVPADTDWFKVYEMI PGFAFASLAIIVISLLSNKPEQDIL : 490
B.sitbtil. LLSLYWKRMNEWGALAAMIVGAATVLIWITTGLAKSTGVYEIIPGFILSMIAGIIVSMITKRPAKASYRL : 480
500
P.putida 3 DAAYHADK===—ma=im= : 492
P.fluore. EKDYNLNK-=--—=—===— : 494
E.coli : ADAHYHSAPPSRLQES-- : 502
S typhin.: 3§ ADR-—mm——m—mmomom—s : 489
R.typhi 3 ADArRmes s : 489
H.influe. NTFDKAEKAYKEAK---- : 504
B.subtil. : FGVMEKLLKRKK--—-—-- : 492

Figura 25. Alineamiento miiltiple de proteinas prolina permeasa de
distintos organismos. Las proteinas alineadas corresponden a las citadas en la
Tabla 8. El alineamiento de la proteina PutP de P. putida KT2440 con proteinas
PutP de otros organismos se realiz6 con los programas ClustalW y GeneDoc. En
color rojo se muestran aquellos aminoéacidos presentes en un 100% de las
secuencias alineadas y en color azul se muestran aquellos aminoacidos presentes en
esa posicion al menos en un 60% de las secuencias. El sitio de procesamiento
predicho por el programa SignalP se indica con una flecha.
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El analisis de hidropatia de la proteina PutP mediante el método propuesto por
Kyte y Doolittle (1982) mostr6 que era una proteina fuertemente hidrofébica tal y como
se muestra en la Figura 26, lo que estd de acuerdo con su papel fisiolégico de
transportador de membrana. El programa SignalP, disponible en la red en la direccion
que se detalla en el apartado 10 de Materiales y Métodos, predijo la existencia de un
péptido sefial de 25 aminoacidos en el extremo aminoterminal de la proteina. Segun este
programa el punto de procesamiento de PutP se situa entre la arginina 25 y la alanina 26

tal y como se indica en la Figura 25.

100 200 300 400
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Figura 26. Perfil de hidropatia de la proteina PutP de P. putida KT2440.
El perfil de hidropatia de la proteina PutP se generd siguiendo el método de Kyte y
Doolittle (1982). En el eje horizontal se indica la posicién de los restos de
aminoacidos de la proteina PutP. En el eje vertical se indica la hidrofobicidad
relativa donde los valores positivos indican hidrofobicidad y los negativos
hidrofilicidad.

La prediccion de la estructura secundaria de la proteina PutP mediante el
programa PredictProtein, disponible en la red en la direccion detallada en el apartado
10 de Materiales y Meétodos, reveld la existencia de 12 posibles alfa hélices
comprendidas entre las posiciones 17-34, 39-63, 101-119, 134-154, 159-182, 206-223,
247-267, 294-317, 347-364, 375-392, 403-420 y 425-443 de la proteina madura. La
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prediccion de la estructura secundaria de la proteina PutP de P. putida permitié hacer la
representacion mostrada en la Figura 27 la cual coincidié con la propuesta por Jung y

colaboradores (1998) para la proteina PutP de E. coli.
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Figura 27. Prediccién de la estructura secundaria de la proteina PutP. La
figura muestra la disposicion de los amino4cidos de la proteina PutP en base a la
prediccién de la estructura secundaria realizada por el programa PredictProtein. Los
aminoacidos enmarcados representan las 12 alfa hélices predichas por el programa,
las cuales se insertan en la membrana citoplasmatica. El resto de los amino4cidos se
localizan en el espacio periplasmico o en el citoplasma de la bacteria.
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Capitulo 11

Estudio de la expresion de los genes del operdn del catabolismo de la
prolina en P. putida KT2440.

Con objeto de caracterizar el funcionamiento del operén del catabolismo de la
prolina en P. putida KT2440 se disefiaron una serie de experimentos encaminados al
estudio de la transcripcion de los genes putA y putP. La expresion de los dos genes se
abordé mediante dos estrategias distintas: una de ellas fue la medida de la actividad
B—galactosidasa en fusiones transcripcionales de los promotores de los genes putd y
putP con el gen reportero *lacZ, y la otra fue la determinacion de los niveles de ARN

mensajero.

1. Caracterizacion de la expresion del operon del catabolismo de la prolina
mediante determinacion de la actividad f—galactosidasa en fusiones
transcripcionales con el gen ’lacZ.

1.1 Construccion de las fusiones transcripcionales de los promotores de los
genes putA 'y putP con el gen reportero lacZ.

Como se ha mencionado con anterioridad, el operén del catabolismo de la
prolina en enterobacterias consta de dos genes estructurales, putd y putP, los cuales se
transcriben divergentemente a partir de la region de ADN comprendida entre ambos en
donde se localizan sus promotores (Maloy ef al., 1983; Hahn et al., 1988; Chen ef al,,
1991). Dado que la organizacién genética del operon del catabolismo de la prolina en P.
putida es similar a la de enterobacterias se asumi6 que la region comprendida entre los

genes putA y putP de P. putida debia contener las regiones promotoras de ambos genes.

Para el estudio de la expresion de cada uno de los genes del operdn put, se
construy6 una fusién transcripcional de la region situada entre los genes putd 'y putP al
gen reportero ’lacZ existente en el plasmido pMP220 (apartado 4 de Materiales y
Métodos). La region promotora se obtuvo a partir de ADN cromosémico de P. putida
KT2440 mediante amplificacién por PCR con los cebadores AEco y PEco (Tabla §). El
cebador AEco es antiparalelo a la secuencia codificante del gen putA e hibrida con ADN

localizado 60 pb corriente abajo del codén de inicio de su traduccién, mientras que el

95



Resultados

KT2440 mediante amplificacion por PCR con los cebadores AEco y PEco (Tabla 5). El
cebador AEco es antiparalelo a la secuencia codificante del gen putA e hibrida con ADN
localizado 60 pb corriente abajo del codén de inicio de su traduccidn, mientras que el
cebador PEco es antiparalelo a la secuencia codificante del gen putP y esté disefiado a
40 pb corriente abajo del inicio de la traduccién de dicho gen. Ambos cebadores
presentan un sitio de restriccion EcoRI en su extremo 5’ afiadido con el objeto de
facilitar la clonacién del fragmento amplificado. Tras la amplificacion por PCR
(apartado 11 de Materiales y Métodos) de la regién comprendida entre los cebadores
AEco y PEco con una temperatura de hibridacién de 56°C se obtuvo un fragmento de
aproximadamente 0,5 kb el cual se digiri6 con EcoRI. Dicho fragmento se ligé al vector
pMP220 previamente digerido con la misma enzima y el producto de la ligacién se
transformé en P. putida mediante electroporacién tras lo cual, las células se sembraron
en placas de medio rico LB con tetraciclina y X-gal. Después de 12 horas de incubacién
a 30°C se seleccionaron, para su posterior andlisis, aquellas colénias que presentaban
una coloracién azul consecuencia de la expresion del gen *lacZ Dado que la expresion
del gen ’lacZ podia tener lugar a partir del promotor del gen put4 o a partir del
promotor del gen putP se determin6 la orientacién del inserto EcoRI mediante PCR de
colonia usando los cebadores AEco 6 PEco disefiados en el inserto y el cebador OslacZ
disefiado en base a la secuencia del gen *lacZ del plasmido pMP220. Se eligieron dos
plasmidos recombinantes, pMIS5 para la fusién de la regién promotora del gen putA
con el gen ’lacZ (fusién PputA::’lacZ) y pMIS12 para la fusién de la region promotora
del gen putP con el gen lacZ (fusién PputP::’lacZ). Los plasmidos pMIS5 y pMIS12 se
utilizaron para todos los estudios de expresién que se describen en los siguientes

apartados.

1.2 Estudio de la expresién de los promotores Pputd y PputP en medios con
y sin prolina a lo largo del tiempo.

Esta descrito en enterobacterias y otros organismos como S. meliloti, R.
capsulatus que los genes putA y putP se inducen por la presencia de prolina en el medio
de cultivo (Ratzkin ef al., 1978b; Chen et al,, 1991; Jiménez-Zurdo et al., 1995; Keuntje
et al., 1995). Con objeto de averiguar si la induccion por prolina tiene también lugar en
P. putida, se realizaron una serie de curvas de actividad p—galactosidasa en cepas de P.

putida KT2440 portadoras de los plasmidos pMISS5 y pMIS12. Células de P. putida
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dividio en dos fracciones alicuotas, a una de las cuales se le afiadi6 20 mM de prolina
mientras que a la otra se le afiadié 20 mM de succinato con objeto de igualar la cantidad
de fuente de carbono en las dos fracciones. A intervalos de una hora se determiné la
turbidez del cultivo y la actividad B—galactosidasa de cada cultivo. En la Figura 28 se
muestra el crecimiento bacteriano (panel A) y los niveles de la actividad
B—galactosidasa (panel B) a lo largo del tiempo. La actividad B—galactosidasa que
presentaron las células de P. putida (pMISS) y P. putida (pMIS12) cultivadas en
presencia de prolina fue en todo momento superior a la actividad de las mismas
cultivadas en ausencia de este aminoacido, sin embargo se observé que la cepa P. putida
(pMIS5) en condiciones de induccidn, alcanzé un valor maximo de 12.000 Unidades
Miller, mientras que la cepa P. putida (pMIS12) en estas mismas condiciones no supero

las 2.500 Unidades Miller.
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Figura 28. Crecimiento y actividad B—galactosidasa de cepas de P. putida
con los plasmidos pMIS5 y pMIS12. Células de P. putida (pMIS5) (circulos) y P.
putida (pMIS12) (cuadrados) se cultivaron bajo las condiciones descritas en el texto
y se diluyeron hasta una D.O. 4 nm de 0,05 en medio minimo M9 con 20 mM de
succinato. Tras 2 horas de crecimiento a 30°C, cada uno de los cultivos se dividi6 en
dos fracciones alicuotas, a una de las cuales se afiadié 20 mM de prolina (simbolos
cerrados) mientras que a la otra se le afiadi6 20 mM de succinato (simbolos
abiertos). Se determiné el crecimiento del cultivo mediante medida de la turbidez a
660 nm (panel A) y de la actividad B—galactosidasa a lo largo del tiempo (panel B).

1.3. Estudio de la induccion de los promotores Pput4 y PputP con distintas
concentraciones de prolina.

Una vez comprobado que los promotores del operén put de P. putida KT2440
son inducibles por prolina, se decidié determinar si el nivel de induccién de los
promotores era o no dependiente de la cantidad de prolina existente en el medio de
cultivo. Para ello se cultivaron células de P. putida (pMIS5) y P. putida (pMIS12) en
medio rico LB durante 12-14 h, tras lo cual se diluyeron hasta una turbidez de 0,05 en
15 mL de medio minimo M9 con 20 mM de succinato. Tras 3 h de crecimiento a 30°C,
cada cultivo se dividi6 en 5 fracciones alicuotas de 3 mL, a cuatro de las cuales se le
afiadié 5, 20, 50 y 100 mM de prolina respectivamente, permaneciendo la quinta
fraccién como control negativo de la induccién. Después de 2 h mas de incubacion a
30°C se determind la actividad B—galactosidasa en cultivos inducidos y sin inducir. En
la Figura 29 se muestran los valores de la actividad p—galactosidasa obtenidos. Las
fusiones transcripcionales Pputd::’lacZ y PputP::’lacZ presentaron en ausencia de
prolina unos valores de actividad B-galactosidasa de 350 y 700 Unidades Miller
respectivamente mientras que los valores de actividad p—galactosidasa en los cultivos a
los que se afiadié prolina a concentraciones de 5, 20, 50 y 100 mM mostraron valores
similares entre si y en torno a las 4000 y 1800 Unidades Miller respectivamente. A
partir de estos valores se determiné que la adicién de prolina al medio aumenta 10 veces

la expresién de la construccién Pputd::lacZ y 2,6 veces la expresién de la construccion
PputP::lacZ.
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Figura 29. Expresion de los promotores PputA y PputP con distintas
concentraciones de prolina. Se muestra la actividad B-galactosidasa de cepas de P.
putida KT2440 portadoras de los plasmidos pMIS5 (fondo rayado) y pMIS12 (fondo
blanco) cultivadas de la forma indicada en el texto con las concentraciones de
prolina indicadas en la figura.

1.4. Expresion de los promotores PputA4 y PputP en presencia de glutamato.

La accion de las dos actividades enzimaticas que posee la proteina PutA (prolina
deshidrogenasa y pirrolina-5’-carboxilato deshidrogenasa) hace que la prolina se
transforme de forma secuencial en A' pirrolina-5’-carboxilato y en glutamato
confluyendo de esta forma la ruta catabolica de la prolina con la del glutamato
(Dendinger et al., 1970; Scarpulla ef al., 1978). Con objeto de determinar si la prolina
es el unico inductor de los genes del operén put y no un producto final de su
metabolismo o del metabolismo del glutamato, se estudié la expresion de los
promotores PputA y PputP en medios que contenian glutamato. Dada la gran
inestabilidad de la pirrolina carboxilato en medio acuoso (Strecker 1960; Mezl ef al.,

1976) se descarto el estudio del papel inductor de ésta.
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Para estudiar el efecto del glutamato como inductor de los genes del catabolismo
de la prolina, células de P. putida (pMIS5) y P. putida (pMIS12) cultivadas en medio
rico LB con tetraciclina durante 12-14 h diluyeron 100 veces en 6 mL de medio
minimo M9 con 20 mM de succinato. Tras 3 h de agitaciéon a 30°C los cultivos se
dividieron en 3 fracciones alicuotas de 2 mL a una de las cuales se le afiadi6 20 mM de
prolina y a otra 20 mM glutamato, quedando la tercera fraccion como control negativo
de la induccién. Dos horas después de la adicion se determind la actividad
B—galactosidasa de los seis cultivos (Figura 30). Se observd que la cepa (pMISS)
cultivada en presencia de prolina presentd, una actividad —galactosidasa de 6000
Unidades Miller mientras que las cultivadas en presencia de glutamato o de succinato
presentaron una actividad de 600 Unidades Miller. Por otro lado la cepa de P. putida
(pMIS12) cultivada en presencia de prolina presentd una actividad B—galactosidasa de
2500 Unidades Miller mientras que las cultivadas en presencia de glutamato o succinato
presentaron una actividad de 1000 unidades. Estos resultados sugieren que la expresion

del operén put esta mediada por prolina y no por glutamato.

7000

e T

® 6000 -

o

@ _ 5000 -

59

© = _

?&,E 4000

&= @ 3000

TS

ST 2000

>=

£

2= 1000 L
o mE [

pMIS5
pMIS12

Figura 30. Papel inductor del glutamato sobre el operén del catabolismo
de la prolina. Células de P. putida (pMISS) y P. putida (pMIS12) cultivadas como
se describe en el texto se incubaron en medio con succinato (fondo negro), en medio
M9 succinato suplementado con prolina (fondo blanco) o en medio M9 succinato
suplementado con glutamato (fondo rayado). Tras 2 h de incubacion en estos medios
se determind la actividad B—galactosidasa.
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2. Caracterizacion de la expresion del operon del catabolismo de la
prolina mediante determinacion de los niveles de ARN mensajero.

2.1. Estudio de la induccién por prolina de los genes put4 'y putP de P.
putida KT2440 y determinacion del origen de transcripcion de los mismos.

El estudio de la expresion de los genes putd y putP y la determinacion de los
origenes de transcripcion de los mismos se realizo mediante la técnica conocida como
extension reversa a partir de cebador (apartado 12 de Materiales y Métodos). Para
determinar el nivel de induccién de los genes put mediante esta técnica se cultivo P.
putida en medio minimo M9 con 20 mM de succinato durante 12-14 h a 30°C, tras lo
cual se diluy6 en el mismo medio fresco hasta una turbidez a 66 nm de 0,4. Después de
2 h de incubacién con agitacion a 30°C, el cultivo se dividié en dos fracciones alicuotas;
a una de las fracciones se afiadi6 20 mM de prolina, mientras que la otra permanecid
como control negativo de la induccién. Tras 2 h més de incubacién a 30°C se recogieron
las células de los dos cultivos y se aislo el ARN total tal y como se detalla en el
apartado 12.1. de Materiales y Métodos. Muestras que contenian 25ug de ARN total se
extendieron a partir de los cebadores 12U1 y PEPS marcados previamente con [y- P
ATP]. Estos cebadores se disefiaron 310 y 200 pb corriente abajo del codén de inicio de
la traduccion de los genes putA y putP respectivamente y fueron complementarios a la
secuencia codificante de cada gen. La electroforesis en gel desnaturalizante de
poliacrilamida de los ADNc obtenidos tras la extension se realizé en paralelo con una
reaccion de secuenciacion del ADN situado corriente arriba del codén de inicio de la
traduccion de cada uno de los genes. Para esta secuenciacion se usaron los mismos
cebadores marcados radiactivamente que en la extension y como molde el plasmido
pLCR12 (Figura 19). La autorradiografia del gel obtenido (Figura 31) mostré una
Unica banda de 345 pb de tamafio en el caso del gen put4 y una tnica banda de 294 pb
en el caso del gen putP en aquellos medios que contenian prolina. En las calles
correspondientes a los medios sin prolina se observaron bandas de los mismos tamafios
pero de una intensidad al menos 10 veces menor en el caso del gen put4 y al menos 5

veces menor en el caso del gen putP.
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Figura 31. Determinaciéon de los puntos de inicio de la transcripcion de
los genes putA y putP de P. putida KT2440 y estudio de la induccién en medios
con prolina. Se muestra el resultado de la extensiéon 25ug de ARN total con los
cebadores 12U1 (panel put4) y PEPS (panel putP) de células cultivadas en presencia
de 20 mM de prolina (calles 2) y en ausencia de prolina (calles 1). En la figura
también se muestra el resultado de las secuenciaciones (calles T, G, C y A) de la
zona existente entre los genes putA y putP con los cebadores 12U1 y PEPS usando
como molde el plasmido pLCR12.

El punto de inicio de la transcripcion de los genes putd y putP se pudo
determinar mediante la comparacién de los tamafios de las bandas obtenidas con las
obtenidas en la secuenciaciéon de la regién intergénica. El punto de inicio de la
transcripcion del gen putd fue una citosina situada a 36 pb del codén de inicio de la
traduccion de este gen mientras que el inicio de la transcripcion del gen putP fue una
citosina situada a 60 pb del coddn de inicio de la traduccién tal y como se representan
en la Figura 32. En posicioén 5’ con respecto al origen de transcripcion del gen putA4 se
propuso la secuencia 5° GCCCTG-(N);7~AGTTCT 3’ como la regiéon promotora de
dicho gen. En posicion 5° con respecto al origen de transcripcion del gen putP se
propuso la secuencia 5° TTGCAC-(N);5-TAGCAT 3’ como la regién promotora de
dicho gen.
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{3 putd

1 TGCTTGATCAACCAGTGAGGCGTGCGGTCGATGGACTGCGCAGCTGCTTT

51 GAGTCGCTCACGGGTCGGGTCGTCGAGTTTGACCCCAAGGGTGGTAGTCG
101 TTCTTATCCTCGTTATTGCCACGGTTGTGGCCTAA:CTGGCGI_QAA_
151.GAGTATCTGTAGGACAATTCGGGIECAACCAGGTGCAACCCGATTTT&EL
201 GTGTGAAAGGTGCAACTCGT&%LACAGCTATTCCCAIACCCTGAAAAGGG
251 GCGCTTTCGGTGCGATTTATTCTGAAAAAGCGGTTTTTTGCTCCCGAAAG
301 GAGCAAGAAGTGGGCTTTGTCGGAAAATGCACGGGCAGGTGCAACTTGCA
351 AAAGAAAAATGGIIQQAQCTTCTTTGCGTTGTTGCAIAQQBITCGCCGC:
401 TGGGTGCAACCACdﬁgCGGTGTGGTTGCGCATGATAAAﬁgCAAACGCCAG
451 GGCACACGC[AT@GGCAATCCACTAACGATCACCTTCGTGATCTACATCGC

501 AGCAATGGTGCTGATCGGCTTCGCCGCCTATCGCGCTACCAACAACCTTT

putP —)

Figura 32. Representacién de los inicios de transcripciéon y regiones
promotoras de los genes putd 'y putP de P. putida KT2440. Se muestra la
secuencia de ADN existente entre los genes putd y putP del operén del catabolismo
de la prolina en P. putida. En ella se sefiala el inicio de la secuencia codificante de
cada gen (en color gris), los puntos de inicio de la transcripcién en cada gen
(asteriscos), asi como las regiones promotoras —10 y —35 propuestas.

2.2. Expresion de los genes put4 y putP de P. putida KT2440 en distintos
medios de cultivo.

Con objeto de estudiar si la expresion de los genes putd y putP se afectaba por la
presencia de fuentes de carbono y nitrégeno adicionales, se analizé el nivel de ARN
mensajero obtenido de células de P. putida cultivadas con prolina en presencia de
amonio y/o succinato. Para ello, un cultivo de P. putida en medio minimo M9 con 20
mM de succinato se diluyé hasta una turbidez de 0,4 en 30 mL de medio M8 con 20
mM de prolina, medio M9 con 20 mM de prolina, medio M8 con 20 mM de prolina y
20 mM de succinato y medio M9 con 20 mM prolina y 20 mM de succinato. Tras 2,4 y
6 horas de agitacion a 30°C se extrajo el ARN total de 5 mL de cada uno de los cultivos
y se procedio a la extension reversa de 24 pug de ARN con los cebadores 12U1 y PESP.
La Figura 33 muestra la expresion de los genes putd y putP en células recogidas 2 h
después de la induccion aunque el analisis se realizo también en células de cultivos
recogidos 4 h y 6 h después. La expresion de los genes en células tomadas a las 4 horas

de la induccién fue similar a la mostrada en la Figura 33, en cambio no se observd

103



Resultados

expresion de los genes en células recogidas 6 h después de la induccién. Dado que la
intensidad de las bandas fue similar en todos los medios se sugiere que la expresion de
los genes putd y putP fue semejante independientemente de que junto a la prolina
existiera en el medio una fuente adicional de carbono (medio M8 con prolina y
succinato), de nitrégeno (medio M9 con prolina) o de ambas simultaneamente (medio

M9 con prolina y succinato).

putA putP

354pb=

294pb=

Figura 33. Expresién de los genes putd y putP en distintos medios tras
induccién con prolina. Se muestra el resultado de la extensién de 24 ug de ARN
total obtenido a partir de células de P. putida cultivadas como se detalla en el texto
en los medios M8 con 20 mM de prolina (calles 1), M9 con 20 mM de prolina
(calles 2), M8 con 20 mM de prolina y succinato (calle 3) y M9 con 20 mM prolina
y succinato (calles 4) usando los cebadores 12U1 (panel put4) y PESP (panel putP).

Con objeto de confirmar que la induccién de los genes put es independiente de la
fuente de carbono adicionada, se realiz6 una extensién reversa de los cebadores 12U1 y
PEPS a partir del ARN total extraido de células cultivadas en M9 con 20 mM de prolina
y en presencia de una fuente de carbono distinta al succinato. La metodologia del
experimento fue similar a la descrita al comienzo de este apartado con la diferencia de
que se analiz6 Unicamente la expresion de los genes 2 horas después de la induccioén y
que se usaron los medios M9 con 20 mM de prolina mas 20 mM de glucosa, glicina,
glutdmico, glicerol, fumérico, acetato, citrato 6 1% (p/v) de casamino4cidos en lugar de
succinato. Para la extension de los cebadores 12U1 y PESP se usaron muestras con 18
pug de ARN total. Después de la separacién mediante electroforesis en gel de acrilamida

de los fragmentos extendidos, se procedi6 a la cuantificacion de la actividad de cada una
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de las bandas obtenidas. Los resultados de la cuantificacion se recogen en la Tabla 9.
Los resultados obtenidos sugieren que la expresion de los genes put de P. putida no se
encuentra bajo represion catabolica ya que en todos los casos se obtuvo un nivel de

expresion similar.

Tabla 4. Cuantificacion de la expresion de los genes putA y putP en
medios M9 con prolina y una fuente de carbono adicional. En la tabla se muestra
el resultado de la cuantificacién del ARN mensajero (en unidades relativas UR)
obtenido a partir de células de P. putida cultivadas en medio minimo M9 con 20
mM de prolina a los que se afiadi6 una fuente de carbono adicional. La metodologia
empleada fue la misma a la descrita en el pie de la figura 6 y los valores de
expresién relativa se cuantificaron mediante el empleo de un Molecular Imager
modelo GS-525.

Fuente de carbono adicionada Gen putA (UR)x10°  Gen putP (UR)x10°

______ 12 2.8

Glucosa (20 mM) 10 34
Glutdmico (20 mM) 9 2.8

Glicerol (20 mM) 9 2.3

Glicina (20 mM) 11 2.5
Fumarico (20 mM) 8 34

Acetato (20 mM) 12 2.9

Citrato (20 mM) 8 3.3
Casaminoacidos (1% p/v) 9 3.1

2.3. Analisis de la expresién de los genes put4 y putP en células cultivadas
con distintas concentraciones de prolina mediante extension reversa a partir de
cebador.

En el apartado 1.3. de este capitulo se describié que la actividad
B—galactosidasa en  P. putida (pMISS5) y P. putida (pMIS12) fue similar
independientemente de la cantidad de prolina adicionada al medio. Con objeto de
confirmar estos resultados, se realizé un estudio similar para determinar la expresion de

los genes putA y putP mediante la técnica de extension de cebadores. Para ello, P.
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putida KT2440 se cultivé en medio minimo M9 con 20 mM de succinato tal y como se
describi6 en el apartado 2.1. de este capitulo dividiendo el cultivo en 4 fracciones
alicuotas de 30 mL a las que se afiadié 20, 2, 0°2 y 0°02 mM de prolina
respectivamente. Tras 15, 30 y 60 minutos de incubacion a 30°C se extrajo el ARN total
del cual se hizo una extension reversa con 20 pg y los cebadores 12U1 y PEPS (Figura
34). Los resultados obtenidos revelaron que 15° después de la induccion se detecté una
tinica banda en todos los cultivos inducidos con prolina salvo en aquel al que se le
afiadi6 0,02 mM de prolina. La expresion de los genes putd y putP era manifiesta treinta
y sesenta minutos después de la adicién del aminoacido sélo en aquellos medios a los

que se afiadio 2 y 20 mM de prolina.

DutA putP
15° 30° 60’ 15’ 30’ 60’
1234 1234 1234 1234 1234 1234

354 pb =
294 pb =

Figura 34. Expresién de los genes putA y putP en medios con distinta
concentracién de prolina. Un cultivo de P. putida KT2440 en medio minimo M9
con 20 mM de succinato se cultivé bajo las condiciones detalladas en el texto. Se
realizaron extensiones reversas de 20 ug de ARN obtenidos a partir de células
recogidas 15, 30 y 60 minutos después de la induccién con 20 mM (calles 1), 2 mM
(calles 2), 0’2 mM (calles 3) y 0°02 mM (calles 4) de prolina con los cebadores
12U1 (panel put4) y PEPS (panel putP).

2.4. Analisis de la participacion de distintos factores transcripcionales en la
expresion de los genes putd y putP.

El andlisis de la regién corriente arriba de los genes putd y putP revelé unas
regiones similares a las reconocidas por el factor de transcripcién 6'°. Dado que algunos
promotores pueden transcribirse in vivo por los factores 6'° 6 6°® dependiendo de la fase
de crecimiento (Jishage et al., 1996; Tanaka et al., 1993), se decidi6 comprobar si el

factor o°® intervenia en la transcripcion de los genes putd y putP en fase estacionaria
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temprana mediante el uso de la cepa P. putida CIR1, un mutante rpoS de P. putida
KT2440 (Ramos-Gonzélez et al, 1998). Para ello, se cultivaron a 30°C en medio
minimo M9 con 20 mM de succinato células de P. putida deficientes en el factor oty
su isogénica silvestre hasta alcanzar la fase estacionaria temprana de crecimiento,
momento en que los cultivos se dividieron en 2 fracciones alicuotas, a una de las cuales
se afiadio 20 mM de prolina mientras que la otra fracciéon permanecié como control
negativo de la induccién. Quince minutos después de la adicién de la prolina se extrajo
el ARN total de los cultivos y se analiz6 el nivel de ARN mensajero de los genes putA y
putP. El resultado de la extension de 23 pg de ARN total con los cebadores 12Ul y
PESP se muestra en la Figura 35 donde se observa que el mutante de P. pufida
deficiente en el factor 6 present6 el mismo nivel de expresién en presencia de prolina

que el que presento la cepa silvestre.

putA putP

+ = 4 =

354 wmly W

Figura 35. Analisis de la influencia del factor o en la transcripcién de
los genes putA y putP de P. putida. Las condiciones de cultivo de las cepas P.
putida KT2440 (calles 1) y P. putida CI1R1 (calles 2) se detallan en el texto. Se hizo
una extensioén a partir de los cebadores 12U1 y PEPS marcados radiactivamente del
ARN total extraido de cultivos inducidos con 20 mM de prolina (simbolos +) y
cultivos sin inducir (simbolos -).

La expresion de los genes del catabolismo de la prolina en enterobacterias
depende del factor de transcripcion o>* (Macaluso et al, 1990) y de la proteina
denominada factor de integracién del hospedador o proteina IHF. (Ostrovsky de Spicer
et al, 1991; O’Brien ef al., 1992). Con objeto de comprobar si la transcripcion de los
genes put en P. putida dependia del factor de transcripcion o>* o de la proteina IHF se
analiz6 la expresion de los genes putd y putP en mutantes de P. putida deficientes en

estas proteinas, P. putida-rpoN (Kéhler ef al., 1989) y P. putida IHF3 (Marqués et al.,
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1998) junto con la cepa silvestre, de la misma forma que la descrita para el mutante
rpoS. Dos horas después de la induccion se extrajo el ARN total de cada cultivo y se
hizo una extension reversa de 28 pg de ARN a partir de los cebadores 12U1 y PEPS
marcados radiactivamente. Tras la electroforesis del ADNc obtenido y revelado del gel
se observo que los niveles basales e inducidos de los genes putd y putP en el mutante
IHF fueron idénticos a los de la cepa silvestre (Figura 36). Por el contrario no se
observé expresién de ninguno de los genes del operén en células cultivadas en presencia

de prolina del mutante deficiente en el factor ¢>*,

putA putP

@ 294

Figura 36. Anilisis de la influencia del factor ¢y las proteinas IHF y
PtsN en la transcripcién de los genes putd y putP de P. putida. Células de P.
putida KT2440 (calles 1), P. putida-rpoN (calles 2), P. putida THF 3 (calles 3) y P.
putida MAD2 ptsN::Km (calles 4) se cultivaron en las condiciones descritas en el
texto. Se extrajo el ARN total tanto a los cultivos inducidos (simbolos +) como a los
no inducidos (simbolos -) y se realiz6 una extensi6n reversa a partir de los cebadores
12U1 y PEPS marcados radiactivamente.

Se ha descrito recientemente que el gen rpoN y los genes pts situados corriente
abajo al gen rpoN, forman parte del mismo operén. (Cases ef al., 1999). Dado que el
mutante deficiente en el factor >* se obtuvo mediante la insercién de un Tn5 en el gen
rpoN no se pudia descartar que la ausencia de expresion de los genes put en el fondo
genético rpoN en condiciones de induccién se debiera a un efecto polar de la mutacion.
Por ello se analizo, de igual forma que se hizo con los mutantes ¢>* y IHF, la expresién

de los genes putd y putP en un mutante de P. putida MAD2 ptsN::Km construido
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mediante insercion en el gen ptsN del gen de la kanamicina desprovisto de promotor y
de parada de la transcripcion (Cases et al., 1999). La metodologia para el andlisis de la
expresion de los genes put en el fondo ptsN fue igual a la utilizada con los mutantes P.
putida-rpoN 'y P. putida THF3 descrita anteriormente. El resultado de la extension de
28 ug de ARN total con los cebadores 12U1 y PESP se muestra en la Figura 36. Se
observé que el nivel de expresion de los genes putd y putP en el mutante deficiente en

la proteina PtsN fue similar que los determinados en la cepa silvestre.
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Capitulo III

Obtencion y caracterizacion de mutantes de P. putida KT2440
deficientes en el catabolismo de la prolina.

En el estudio de cualquier ruta metabolica es frecuente la obtencién de mutantes
deficientes en dicha ruta ya que la caracterizacion de ellos suele aportar informacién
valiosa sobre el funcionamiento y la regulacién de la misma. Como parte del estudio del
catabolismo de la prolina en P. putida se obtuvieron un conjunto de mutantes
deficientes en la utilizacién de prolina como fuente de carbono y de nitrogeno. Los
resultados obtenidos se presentan en este capitulo y revelaron una variada informacién

sobre la regulacion del operdn del catabolismo de la prolina en este organismo.

1. Obtencién de mutantes en el catabolismo de la prolina.

Los mutantes deficientes en el catabolismo de la prolina se obtuvieron mediante
dos métodos. El primero fue la insercién al azar de un transposon en el genoma de P.
putida KT2440 y la posterior busqueda de clones que presentaron deficiencias en el
metabolismo de laprolina. El segundo fue la seleccién de cepas capaces de crecer en
placas de medio minimo en presencia de 3,4-L-dehidroprolina, andlogo de la prolina

toxico para las células.

1.1. Mutagénesis de P. putida KT2440 con mini-Tn35.

Para obtener mutantes de P. putida afectados en el catabolismo de la prolina se
llevé a cabo una mutagénesis al azar mediante insercién del transpos6n mini-
Tn5Km/uxAB. Dicho proceso se realizé mediante conjugacion triparental entre las cepas
P. putida KT2440 como receptora, E. coli S17-1-Apir (pCK220) como donadora y
HB101 (pRK600) como auxiliar. El plasmido pRK600 moviliza el plasmido suicida
pCK220 portador del transposén miniTnSKml/uxAB a cepas de P. putida. Tras la
conjugacion se seleccionaron 744 transconjugantes de P. putida en placas de medio rico
LB con kanamicina y cloramfenicol con una frecuencia de 10 transconjugantes por
receptor. Tras ello se ensayé la capacidad de crecimiento de estos clones en placas de

medio minimo M9 con 20 mM de glucosa y M8 con 20 mM de prolina, obteniéndose 4
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receptor. Tras ello se ensay6 la capacidad de crecimiento de estos clones en placas de
medio minimo M9 con 20 mM de glucosa y M8 con 20 mM de prolina, obteniéndose 4
mutantes, denominados S14D2, S14D11, S15D3 y S16D2, que crecieron en medio
minimo M9 con 20 mM de glucosa pero que no crecieron (mutante S14D2) o
presentaron un crecimiento retardado con respecto a la cepa silvestre (mutantes

S14D11, S15D3 y S16D2) en medio minimo M8 con 20 mM de prolina.

1.2. Seleccion de mutantes espontaneos resistentes a 3,4 dehidro D,L-
prolina, un analogo téxico de la prolina.

La 3,4-dehidro-D,L-prolina (3,4-DHP) es un compuesto con una estructura
analoga a la prolina que posee una insaturacién entre las posiciones 3 y 4 de su
molécula (Figura 37). Dada la analogia estructural entre estos dos iminoacidos la 3,4-
DHP es transportada al citoplasma por la proteina PutP, transportador natural de la
prolina (Dila ef al, 1986). Una vez en el interior, la 3,4-DHP se incorpora en la
biosintesis proteica del organismo en lugar de la prolina provocando la pérdida de la
estructura de las proteinas y su de funcionalidad (Fowden et al., 1963; Morris et al.,
1972; Tristram et al., 1968). En enterobacterias se ha demostrado que el crecimiento
celular resulta fuertemente inhibido por la presencia en el medio de la 3,4-DHP y que la
resistencia a este compuesto es concomitante a la aparicién de mutaciones en el

transportador principal de la prolina PutP (Ratzkin et al., 1978a; Wood 1981).

ITI COOH E COOH
Prolina 3,4-dehidroprolina

Figura 37. Estructura de la prolina y su andlogo téxico la 3,4-dehidroprolina.

Anterior al inicio de este estudio se desconocia si la 3,4-DHP inhibia el
crecimiento de P. putida KT2440, por esta razén se determiné en primer lugar la
concentracion de 3,4-DHP que prevenia el crecimiento de P. putida KT2440. Para ello

se estri6 una colonia de P. putida en placas de medio minimo M9 con 20 mM de
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putida present6 crecimiento mientras que en presencia de 50 6 100 pg/mL de 3,4-DHP

no crecio.

Tras este ensayo se procedié a la obtencion de mutantes de P. putida KT2440
resistentes a la 3,4-DHP. Para ello se sembraron 100 pL de un cultivo de P. putida en
medio rico LB en fase exponencial tardia en 2 placas de medio minimo M9 con 20 mM
de succinato a las que se les habia afiadido 50 y 100 pg/mL de 3,4-DHP
respectivamente. Tras 20-24 h de incubacion a 30°C aparecieron colonias aisladas en
ambas placas con una frecuencia de aproximadamente 1 x 10”. De entre todas las cepas
resistentes a la 3,4-DHP se eligieron al azar una colonia de cada placa. La llamada P.
putida PRO-21 toleré una concentracién de 3,4-DHP de 50 pg/mL mientras que la
llamada P. putida CRR216 toleré 100 pg/mL. Ambas cepas presentaron un crecimiento
similar al de la cepa silvestre en placas de medio M9 con 20 mM de succinato pero no
crecieron (PRO-21) o presentaron un crecimiento retrasado con respecto a la cepa

silvestre (CRR216) en placas de medio M8 con 20 mM de prolina.

2. Caracterizacion de los mutantes deficientes en el catabolismo de la
prolina de P. putida KT2440.

Tras la obtencion de los mutantes deficientes en el catabolismo de la prolina se
disefiaron una serie de ensayos con objeto de caracterizar el comportamiento de cada

uno, los cuales se exponen a continuacion.

2.1. Crecimiento de los mutantes S14D2, S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21y
CRR216 en medio minimo.

La primera aproximacion en la caracterizacion de cada uno de los mutantes fue
el andlisis del crecimiento en medio minimo liquido con prolina como tnica fuente de
carbono y nitrégeno y en medio minimo con glucosa y amonio. Para ello se cultivaron
cada uno de los mutantes y la cepa silvestre en medio rico LB durante 12-14 h a 30°C,
tras lo cual cada cultivo se diluy6 hasta una turbidez a 660 nm de 0,05 en medio M9 con
20 mM de succinato y en medio M8 con 20 mM de prolina. El crecimiento de cada
mutante en los dos medios de cultivo ensayados se determin6 como el incremento de la

turbidez a 660 nm de los cultivos. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura
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mutante en los dos medios de cultivo ensayados se determiné como el incremento de la
turbidez a 660 nm de los cultivos. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura
38. Los mutantes en estudio, a excepcion del mutante S15D3, presentaron tiempos de
generacion en medio M9 con glucosa que oscilaron entre 2 y 2,4 h, los cuales fueron
similares al que present6 la cepa silvestre en dicho medio (2.1 h). El tiempo de
generacion del mutante S15D3 en dicho medio fue de 3,8 h, cerca del doble del que
present6 la cepa KT2440. Por el contrario el comportamiento de los mutantes en medio
M8 con prolina difiri¢ del presentado por la cepa silvestre. Asi, los mutantes S14D2 y
PRO-21 no crecieron en este medio, mientras que el resto de los mutantes terminaron
creciendo pero presentaron periodos de latencia (entre 5 y 10 h) y tiempos de
generacion (entre 3 y 4 h) superiores al de la cepa silvestre (1h de latencia y un tiempo

de generacién de 2,27 h).

Con objeto de comprobar si los mutantes en estudio eran sélo deficientes en el
catabolismo de la prolina se ensay6 el crecimiento de cada uno en medio minimo con
otras fuentes de carbono distintas a la glucosa. Los ensayos de crecimiento se realizaron
de forma similar a las descritas anteriormente con la diferencia de que las fuentes de
carbono utilizadas fueron el succinato y el glutamato. El seguimiento de la turbidez de
cada cultivo (Figuras 39A y 39B) mostré un comportamiento similar de todos los
mutantes al de la cepa silvestre en ambos medios con la excepcién del mutante S15D3
que presentd de nuevo en estos medios una fase de latencia y un tiempo de generacion
superiores a los presentados por la cepa silvestre. De estos ensayos se concluyd que el
mutante S15D3 presenta una deficiencia metabdlica y por tanto genética que no esta
restringida a la utilizacién de prolina sino que afecta a otro nivel que debe ser comun al

metabolismo de distintas fuentes de carbono.
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Crecimiento (turbidez a 660nm)

Crecimiento (turbidez a 660nm)
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Figura 38. Crecimiento de distintas cepas de P. putida en medio M9 con
20 mM de glucosa y en medio M8 con 20 mM de prolina. Crecimiento de la cepa
silvestre P. putida KT2440 (panel A) y de los mutantes S14D2 (panel B), S14D11
(panel C), S15D3 (panel D), S16D2 (panel E), PRO-21 (panel F), y CRR216 (panel
G) en los medios M9 con 20 mM de glucosa (simbolos abiertos) y M8 con 20 mM
de prolina (simbolos cerrados). Las condiciones de cultivo se detallan en el texto.
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Figura 39. Crecimiento de distintas cepas de P. putida en medio minimo
M9 con 20 mM de succinato y M9 con 20 mM de glutamato. Crecimiento de la
cepa silvestre P. putida KT2440 (circulos abiertos) y de los mutantes S14D2
(circulos cerrados), S14D11 (cuadrados abiertos), S15D3 (cuadrados cerrados),
S16D2 (tridngulos abiertos), PRO-21 (triangulos cerrados) y CRR216 (rombos
abiertos) en medio M9 con 20 mM de succinato (panel A) y M9 con 20 mM de
glutamato (panel B). Las condiciones de cultivo se detallan en el texto.
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2.2. Estudios de complementacién de los mutantes S14D2, S14D11, S15D3,
S16D2, PRO-21 y CRR216 con el cosmido pCRR831.

Como se expuso en el capitulo I de esta Tesis Doctoral el césmido pCRR831
contiene los genes putd y putP del operén del catabolismo de la prolina de P. putida
KT2440. Con objeto de estudiar si los mutantes deficientes en el catabolismo de la
prolina recuperaban el fenotipo de la cepa silvestre mediante la introduccién del
césmido pCRR831, se realiz6 una conjugacion tripartita entre la cepa donadora E. coli
RM2 (pCRR831), la cepa auxiliadora HB101 (pRK600) y cada uno de los mutantes
S14D2, S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21 y CRR216 como cepas receptoras. Tras
seleccionar los transconjugantes en medio rico LB con tetraciclina con una frecuencia
de 107 transconjugantes por receptor, se eligié un representante de cada conjugacion
para su posterior caracterizacion. Después de comprobar la existencia del césmido
pCRR831 en cada uno de los transconjugantes, mediante el método de lisis alcalina, se
procedi6 a la caracterizacién de los mismos en medio minimo. Para ello se cultivé la
cepa silvestre P. putida KT2440, las cepas mutantes S14D2, S14D11, S15D3, S16D2,
PRO-21 y CRR216 y los transconjugantes S14D2 (pCRR831), S14D11 (pCRR831),
S15D3 (pCRR831), S16D2 (pCRR831), PRO-21 (pCRR831) y CRR216 (pCRR831) en
medio minimo M9 con 20 mM de succinato durante 10-12 h, tras lo cual cada cultivo se
diluy6 hasta una D.O. 660 nm de 0,05 en medio fresco M8 con 20 mM de prolina y se
sigui6 la turbidez de cada cultivo a lo largo del tiempo (Figura 40). Se observé que los
transconjugantes S14D2 (pCRR831) y PRO-21 (pCRR831) crecieron en medio minimo
con prolina como Unica fuente de carbono y de nitrégeno mientras que las cepas
mutantes (carentes del césmido pCRR831) no presentaron crecimiento alguno en este
medio. La introduccién del cosmido pCRR831 en los mutantes S15D3 y CRR216
restaurd el fenotipo de crecimiento en medio minimo M8 con prolina eliminandose la
fase de latencia prolongada que presentaron los mutantes. Por el contrario la
introduccién del cosmido pCRR831 en los mutantes S14D11 y S16D2 no restaur¢ hasta
los niveles de la cepa silvestre la capacidad de crecimiento de éstos en el medio M8 con
20 mM de prolina, por lo que tanto los mutantes como sus correspondientes

transconjugantes presentaron un crecimiento similar.
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Figura 40. Crecimiento de distintas cepas de P. putida en medio minimo
M8 con 20 mM de prolina. En cada panel se muestra el crecimiento en medio
minimo M8 con 20 mM de prolina de la cepa silvestre P. putida KT2440 (circulos
abiertos), del mutante (circulos cerrados) y del transconjugante correspondiente
(cuadrados abiertos). Los paneles A, B, C, D, E y F corresponden a los mutantes
S14D2, S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21 y CRR216 y a sus transconjugantes
respectivamente. Las condiciones de cultivo se detallan en el texto.
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2.3. Medida de la actividad prolina deshidrogenasa en la cepa silvestre P.
putida KT2440 y en los mutantes S14D2, S14D11, S15D3, S16D2, PRO-
21 y CRR216.

La actividad prolina deshidrogenasa es una de las dos actividades enzimaticas
que presenta la proteina PutA y es la responsable de la transformacién de la prolina en
la pirrolina 5’-carboxilato tanto en eucariotas (Wang ef al., 1987; Hayward et al., 1993)
como en procariotas (Maloy 1987; Menzel et al 1981b; Keuntje et al., 1995; Cho et al.,
1996). La medida de esta actividad en P. putida KT2440 y en los mutantes deficientes
en el catabolismo de la prolina tuvo un doble objetivo, el primero, la comprobacién de
que la proteina PutA de P. putida poseia la actividad PDH y el segundo, determinar si
la deficiencia en la utilizacién de prolina en los mutantes se debia a una deficiencia en

dicha actividad.

2.3.1. Medida de la actividad prolina deshidrogenasa en P. putida KT2440.

La actividad prolina deshidrogenasa se determin6 mediante una modificaciéon del
método propuesto por Dendinger et al., (1970) el cual se describe en el apartado 16 de
los Materiales y Métodos. Para ello se cultivaron células de P. putida KT2440 en medio
minimo M9 con 20 mM de succinato durante 10-12 horas a 30°C tras lo cual se
diluyeron 100 veces en 10 mL de medio M9 con 20 mM de succinato y medio M9 con
20 mM de succinato y 20 mM de prolina. Cada cultivo se incubé a 30°C hasta alcanzar
turbidez de 0,8, momento en el que se centrifugaron, se lavaron y se permeabilizaron
con tolueno como se describié en el apartado 16 de los Materiales y Métodos. Las
células permeabilizadas se utilizaron en el ensayo de la actividad PDH, y la formacién
de pirrolina-5’-carboxilato se determiné a lo largo del tiempo. Los resultados de la
Figura 41 mostraron que sélo aquellas células que habian sido cultivadas en presencia

de prolina presentaban actividad PDH.

A partir de la pendiente de la recta obtenida por regresién de minimos cuadrados
se determiné que la actividad prolina deshidrogenasa en P. putida fue de 177 nmoles de

P5C por mg de proteina y minuto.
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Figura 41. Actividad prolina deshidrogenasa en células de P. putida
KT2440. La actividad prolina deshidrogenasa se determiné en células
permeabilizadas cultivadas en medio M9 con 20 mM de succinato (circulos
cerrados) y en medio M9 con 20 mM de succinato y 20 mM de prolina (circulos
abiertos). La cantidad de prolina en cada extracto fue de 0,058 y 0,045 mg/mL
respectivamente.

2.3.2. Medida de la actividad prolina deshidrogenasa en los mutantes
S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21 y CRR216 y en los clones S14D2
(PCRR831) y PRO-21 (pCRR831).

Una vez optimizada la medida de la actividad prolina deshidrogenasa en la cepa
silvestre P. putida KT2440 se determiné dicha actividad en los mutantes deficientes en
el catabolismo de la prolina y en S14D2 (pCRR831) y PRO-21 (pCRR831), dos de los
mutantes a los que la transferencia de dicho plasmido les restauré el crecimiento en
prolina. Para estos ensayos, células de S14D2, S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21,
CRR216 y S14D2 (pCRR831) y PRO-21 (pCRR831), junto con la cepa silvestre
KT2440 se cultivaron en medio minimo M9 con 20 mM de succinato y con 20 mM de
prolina, y la actividad prolina deshidrogenasa se determin en células permeabilizadas.
Los valores de actividad de cada unos de los clones bajo se presentan en la Tabla 10,
donde ademads se representa el valor porcentual de la actividad de cada mutante con

repecto al valor de actividad de la cepa silvestre.
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Tabla 10. Actividad prolina deshidrogenasa de distintas cepas de P.
putida KT2440 cultivadas en medio minimo M9 con 20 mM de succinato y 20
mM de prolina.

Actividad PDH . .
Cepa Porcentaje de actividad

(umolP5C/mg prot. x min.)

KT2440 170 100
S14D2 9 5
S14D11 136 80
S15D3 151 89
S16D2 166 98
PRO-21 7 4
CRR216 178 109
S14D2 127 75
(pPCRR831)
PRO-21 136 80
(PCRR831)

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad PDH en los mutantes
S14D2 y PRO-21 representé no mas del 5% de la actividad de la cepa silvestre,
mientras que en el resto de los mutantes los valores de actividad PDH oscilaron entre el
80 y 100% de la actividad de la cepa silvestre. La presencia del cosmido pCRR831 en
los mutantes S14D2 y PRO-21 restaur6 los niveles de actividad PDH alcanzando unos

valores entre el 75y 80% de la actividad de la cepa silvestre.

2.4. Expresion de los genes putA y putP en los mutantes de P. putida KT2440
deficientes en el catabolismo de la prolina.

Con objeto de estudiar si los mutantes de P. putida deficientes en el catabolismo
de la prolina presentaban afectada la transcripcion de los genes del operén put se
analizd, mediante la técnica de extension reversa a partir de cebador, la expresion de los
genes putA y putP en presencia y ausencia de prolina. Como control se utilizé la cepa
silvestre cultivada en las mismas condiciones. La cepa KT2440 y sus mutantes S14D2,

S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21 y CRR216 se cultivaron en medio M9 con 20 mM de
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S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21 y CRR216 se cultivaron en medio M9 con 20 mM de
succinato durante 10-12 h tras lo cual los cultivos se diluyeron en el mismo medio
fresco hasta una turbidez de 0,4. Dos horas después se dividié6 cada cultivo en 2
fracciones alicuotas a una de las cuales se le afiadi6 20 mM de prolina, permaneciendo
la otra fraccion como control negativo de la induccién. Tras incubar 2 h a 30°C y con
agitacion se recogieron 5 mL de cada cultivo y se extrajo el ARN total, el cual se utilizd
como molde para el ensayo de la extension reversa a partir de los cebadores 12U1 y
PESP con objeto de analizar los niveles de los ARN mensajeros expresion de los genes
putA 'y putP respectivamente. El resultado de las extensiones se representa en la Figura
42 donde se observé que el patron de expresion del gen putd en los mutantes S14D11,
S15D3, S16D2 y PRO-21 fue similar al de la cepa silvestre, esto es, no se observd
expresién en ausencia de prolina y se obtuvo alta expresiéon en condiciones de
induccion. Por el contrario se observé que la expresion del gen putAd en los mutantes
S14D2 y CRR216 diferia de la cepa silvestre en que la expresién del gen putd ocurria
independientemente de la presencia de prolina ya que los niveles de expresién fueron
similares en células cultivadas en el medio M9 con 20 mM de succinato y en el medio

M9 con 20 mM de succinato y 20 mM de prolina.
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Figura 42. Expresion de los genes putA y putP en los mutantes de P.
putida deficientes en el catabolismo de la prolina. La figura muestra la expresiéon
de los genes putA y putP de la cepa silvestre P. putida KT2440 y en los mutantes
S14D2, S14D11, S15D3, S16D2, PRO-21 y CRR216 en los medios M9 con 20 mM
de succinato y 20 mM de prolina (simbolos +) y M9 con 20 mM de succinato
(simbolos -) bajo las condiciones detalladas en el texto.
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En cuanto a la expresion del gen putP, se observd que los mutantes S14D11,
S15D3, S16D2 y CRR216 fue similar a la de la cepa silvestre. En el mutante S14D2 se
observé una comportamiento similar al observado en el gen put4 ya que su expresion
fue independiente de la presencia de prolina en el medio. Por el contrario, el mutante

CRR216 no presentd expresion del gen putP en ninguna de las condiciones ensayadas.

3. Localizacion de las mutaciones que afectan al catabolismo de la prolina
en los mutantes de P. putida.

Tras la caracterizacion fenotipica de los mutantes en el catabolismo de la prolina
en P. putida se decidio determinar la localizacion exacta de las mutaciones que
afectaban a la utilizaciéon de prolina en cada uno de los mutantes bajo estudio. La
estrategia seguida para la localizacion de la mutacién varié en funcién del tipo de

mutante que se estudiaba.

3.1. Localizacién de la mutacion que afecta a los mutantes obtenidos por
mutagénesis al azar con el transposén mini-Tn5Km/uxAB.

3.1.1. Determinacion de la localizacion del miniTn5 mediante hibridacion.

La insercion del mini-TnSKm/uxAB en el cromosoma de P. putida KT2440,
rindi6 los mutantes deficientes en el catabolismo de la prolina S14D2, S14D11,
S15D3 y S16D2, tal y como se describi6 en el apartado 1.1 de este capitulo.
Como primera aproximacion en la localizacion de las mutaciones se decidio
determinar mediante hibridacion si alguno de los genes del operén del
catabolismo de la prolina estaban afectados por la insercidon del minitransposon.
Para ello se realizd una digestion con Xhol de 10 pg de ADN cromosémico
obtenido a partir de la cepa silvestre P. putida KT2440 y de los cuatro mutantes
mencionados. La elecciéon de esta enzima se basé en el hecho de que el
transposon miniTnSKm/uxAB no presentd ninguna diana para esta enzima, lo
que simplificd la localizacion del mismo. Tras la digestion y la separaciéon
electroforética se llevo a cabo una hibridacion usando como sonda un fragmento
de 2 kb marcado con digoxigenina resultante de la digestion del plasmido

pCLR4 con Pstl. El resultado de la hibridacion (Figura 43) revelo que el
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gen put4 en el mutante S14D2 poseia un tamafio de aproximadamente 11 kb mientras

que el resto de los mutantes y la cepa silvestre present6 un tamafio de 6 kb.

23kb »
9kb —’ i .
6kb _’ O i m,,,w i

Figura 43. Hibridacion de ADN cromosémico de cepas de P. putida
usando como sonda el gen put4 de P. putida. El ADN cromosémico digerido con
Xhol de las cepas de P. putida KT2440 (calle 1), S14D2 (calle 2), S14D11 (calle 3),
S15D3 (calle 4) y S16D2 (calle 5) se transfiri6 a una membrana de nilén tras la
separacion electroforética y se hibrid6 contra una sonda que contenia parte del gen
putA de P. putida.

El aumento de tamaiio de 4,7 kb que se observd en el mutante S14D2 en la
Figura 43 correspondi6 a la introduccion del transposén miniTnJ en el gen putA tal y
como se demostré mediante otra hibridaciéon usando como sonda un fragmento que
contuvo los genes /ux4AB y el gen que codifica para la resistencia a la kanamicina. Para
ello una membrana obtenida de forma andloga a las anteriormente descritas se hibridé
en condiciones estrictas con una sonda obtenida mediante marcaje de un fragmento de
ADN de 4,7 kb producto de la digestion del plasmido pCK220 con Sall. El resultado de
la hibridacién (Figura 44) mostré que el tamafio del fragmento que contiene el
transposon en el mutante S14D2 coincide con el tamafio del fragmento que contiene el
gen putd (Figura 43). El resto de los mutantes presentaron sefiales positivas de
distintos tamafios que no correspondieron en ningin caso a fragmentos que contenian

los genes del operodn del catabolismo de la prolina.
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Figura 44. Hibridacién de ADN cromosémico de cepas de P. putida
usando como sonda el mini-TnSKml/uxAB. El ADN cromosémico digerido con
Xhol de las cepas de P. putida KT2440 (calle 1), S14D2 (calle 2), S14D11 (calle 3),
S15D3 (calle 4) y S16D2 (calle 5) se transfirio a una membrana de nildn tras su
separacion electroforética y se hibrid6 contra una sonda obtenida mediante marcaje
con digoxigenina de un fragmento Sall de 4,7 Kb que contenia al gen que codifica
para la resistencia a la kanamicina y los genes /uxA4B.

Una membrana obtenida de forma analoga a las anteriormente descritas se
hibridé con una sonda que contenia parte del gen putP construida mediante el marcaje
con digoxigenina de un fragmento de 1,2 kb obtenido por PCR con los cebadores 12Uj;
y 12R; disefiados sobre la secuencia codificante del gen putP. El resultado de la
hibridacién de esta membrana en condiciones estrictas con la sonda del gen putP
(Figura 45) mostr6é una sefial positiva correspondiente a un fragmento X#%ol de 4 kb
tanto en la cepa silvestre como en cada uno de los mutantes lo que indicd que en

ninguno de los mutantes se habia producido la insercién del minitransposén en el gen

putP.
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Figura 45. Hibridacion de ADN cromosémico de cepas de P. putida
usando como sonda el gen putP de P. putida. E| ADN cromosémico digerido con
Xhol de las cepas de P. putida KT2440 (calle 1), S14D2 (calle 2), S14D11 (calle 3),
S15D3 (calle 4) y S16D2 (calle 5) se transfiri6 a una membrana de nilon tras su
separacion electroforética, la cual se hibridé contra una sonda obtenida mediante
marcaje con digoxigenina de un fragmento de 1 kb que contuvo parte del gen putP
de P. putida.
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3.1.2. Localizacion de la insercién del miniTn35 mediante secuenciacién de
las regiones adyacentes.

Para establecer la localizacién exacta del miniTn5 en el mutante S14D2 y el gen
que estaba interrumpido en el resto de los mutantes se decidié secuenciar el ADN
adyacente al extremo del minitransposon. Previa a la secuenciacion fue necesaria la
clonacion del ADN cromosémico que flanqueaba al minitransposén con el objeto de

facilitar la secuenciacion efectiva de la region de interés.

3.1.2.1. Clonaci6n de la region de ADN adyacente al minitransposén
miniTn5Km/uxAB en distintos mutantes de P. putida KT2440.

El elemento transponible del minitransposén que se usé para la mutagénesis
present6 tres dianas PstI, una en el gen que confiere resistencia a kanamicina y otras dos

en el gen /uxA (Figura 46).

s 0,85Kb 3Kb
e >
Pstl Kpnl P]vtI Kpnl fTSfI Plsz‘I Psi
J—k KmK gl luxB { Twd '
< If
I (0
ADN flanqueante

Figura 46. Localizacién de los sitios Psfl y Kpnl en el minitransposén
miniTn5 Km/uxAB insertado en el ADN cromos6mico. El mapa muestra las
posiciones de los sitios Psfl y Kpnl en el elemento transponible miniTn5Km/ux4B
una vez insertado en el cromosoma. El sitio Ps/l situado més a la izquierda del
esquema corresponde a un sitio PstI hipotético perteneciente al ADN cromos6mico
que flanquea al elemento de insercién y situado a una distancia desconocida del
extremo I del miniTnJ5.

Para la clonacién del ADN que flanqueante al miniTnJ5 se realiz6 una restriccién
parcial con la enzima PsfI (Ausubel ef al., 1999) del ADN cromosémico obtenido de los

mutantes S14D2, S14D11, S15D3 y S16D2. El producto de las restricciones parciales se
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transformé en células competentes de E. coli DH5o. De cada una de las
transformaciones se selecciond un clon resistente a Km para su posterior caracterizacion
y secuenciacién. Los pldsmido recombinantes obtenidos se denominaron pS14D2-Km,
pS14D11-Km, pS15D3-Km y pS16D2-Km los cuales portaban el ADN flanqueante al
minitransposén de los mutantes S14D2, S14D11, S15D3 y S16D2 respectivamente. Una
vez obtenidos se estim¢ mediante hibridacién el tamafio del ADN cromosomico
adyacente al minitransposon que existia en los plasmidos obtenidos. Para ello se digirié
cada uno de los plasmidos con Psfl y tras electroforesis de los fragmentos resultantes se
realizé una transferencia a una membrana de nilén cargada positivamente. Dicha
membrana se hibridé con una sonda del gen que confiere resistencia a la kanamicina
obtenida por marcaje con digoxigenina de un fragmento Kpnl de 1,5 kb obtenido a
partir del plasmido pCK220. Los resultados obtenidos (Figura 47) mostraron que cada
plasmido presenté dos fragmentos que fueron positivos en la hibridacion, uno de 3 kb
comtin a todos los plasmidos, y otro de tamafio variable que fue de 2 kb en el mutante
S14D2, de 1,05 kb en el S14D11, de 1,9 kb en el S15D3 y de 1,2 kb en el S16D2. El
fragmento comuin a todos los plasmidos correspondié al fragmento Pstl de 3 kb que
contiene parte del gen de la kanamicina, el gen /uxB y parte del gen luxA (Figura 46).
Los fragmentos de tamafio variable contienen 0,85 kb del gen de la kanamicina y un

fragmento de ADN cromosémico adyacente al miniTn5 de tamafio diferente en cada

mutante.

1.2 kby |§
1 kb |f
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Figura 47. Localizacién de los fragmentos PstI que contienen el ADN
flanqueante de los mutantes S14D2, S14D11, S15D3 y S16D2. Los plasmidos
pS14D2-Km, pS14D11-Km, pS15D3-Km y pS16D2-Km se digirieron con Psil y
tras separacion electroforética se tifieron con bromuro de etidio (panel A). El ADN
del gel del panel A se transfirié a una membrana y se hibrido contra una del gen de
la kanamicina (panel B). Sobre la figura se sefialan mediante una flecha los
fragmentos Psfl que contienen el ADN cromosémico que flanquea al
minitransposoén.

3.1.2.2. Secuenciacion y anilisis del ADN flanqueante al miniTn5 en cada
uno de los mutantes deficientes en el catabolismo de la prolina.

Tras la obtenciéon de los pldsmidos recombinantes portadores del ADN
flanqueante al miniT5 se secuenciaron a partir del cebador If disefiado en el extremo I
del minitransposén (Figura 46). La secuencia resultante se compard con la base de
datos TIGR BLAST. Esta base de datos contiene la secuencia completa del genoma de
P. putida KT2440 (5 de septiembre de 2000), lo que permite, conocida una secuencia,
obtener al menos 1 kb corriente arriba y otra corriente abajo de la secuencia dada. La
secuencia obtenida de esta base de datos se comparé mediante el programa BLAST con
las bases de datos existentes, lo que proporcioné informacién sobre los genes o
proteinas similares que contenia dicha secuencia. El resultado de las comparaciones se

expone a continuacion.

3.1.2.2.1. Anilisis de la secuencia de ADN adyacente al miniTn5 en el
mutante S14D2.

El plésmido pS14D2Km contiene clonado un fragmento de 1,95 kb de las cuales
1,1 kb corresponden al ADN cromosémico adyacente al minitransposén en el mutante
S14D2. La secuencia nucleotidica de este fragmento se comparé con la base de datos
TIGR BLAST de donde se obtuvo una secuencia de 3,1 kb perteneciente a un fragmento
de ADN denominado “contig 31”. Esta secuencia se comparé mediante el programa
BLAST con las existentes en las bases de datos resultando que fue similar a secuencias
que codificaban para la enzima prolina deshidrogenasa, como era de esperar,
confirmando asi los resultados obtenidos mediante de hibridacién en el apartado
anterior. Una vez obtenida esta informacién se localizo la insercién del minitransposon

en el mutante S14D2 a 1635 pb del codén de inicio de la traduccién del gen putd.
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3.1.2.2.2. Analisis de la secuencia de ADN adyacente al miniTn5 en el
mutante S15D3.

El plasmido pS15D3Km contiene clonado un fragmento de 1,9 kb de las cuales
1,1 kb corresponden al ADN cromosémico flanqueante al minitransposon en el mutante
S15D3. La secuencia nucleotidica de este fragmento se traté de forma andloga a las
anteriormente descritas y se obtuvo una secuencia de 2,9 kb perteneciente a un
fragmento de ADN denominado por la base de datos TIGR BLAST como “contig
10760”. El resultado de la comparacién utilizando el programa BLAST no revel6
secuencias similares a la secuencia en estudio por lo que no se pudo establecer una
hipotesis sobre la posible funcién del gen que estaba interrumpido por el

minitransposén en el mutante S15D3.

3.1.2.2.3. Analisis de la secuencia de ADN adyacente al miniTn5 en el
mutante S14D11.

El plasmido pS14D11Km contiene clonado un fragmento de 1,05 kb de las
cuales 0,2 kb corresponden al ADN cromosémico adyacente al minitransposén en el
mutante S14D11. La secuencia nucleotidica de este fragmento se compard con la base
de datos TIGR BLAST de donde se obtuvo una secuencia de 2,2 kb perteneciente a un
fragmento de ADN denominado “contig 10801”. Esta secuencia se compar6 mediante el
programa BLAST con las existentes en las bases de datos obteniendose que era similar
a secuencias que codifican para diversos reguladores transcripcionales de la familia
NtrC. En la Tabla 11 se detallan algunos de ellos, junto con el organismo al que
pertenecen y su porcentaje de identidad con la secuencia en estudio y el n® de acceso a
la bases de datos GenBank.

Tabla 11. Proteinas similares a la codificada por la secuencia de ADN
flanqueante al miniTn5 en el mutante S14D11. La tabla recoge la informacién
sobre porcentage de identidad, organismo al que pertenece y n® de acceso a la base

de datos GenBank de las proteinas homélogas a la secuencia adyacente al
minitranspos6n miniTnJ5 en el mutante S14D11.

Porcentaje N° de acceso

Protefna . identidad Chsgetisnig (GenBank)

NifA 78% Alcaligenes faecalis AF155934
PilR 44% Myxococcus xanthus L39904
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Herbaspirillum
NtrC 44% ceronedicae AF082873
HYDG 41% S. typhimurium AF170176
ATOC 40% E. coli AE000311
AlgB 38% P. aeruginosa M62902

3.1.2.2.4. Anilisis de la secuencia de ADN adyacente al miniTn5 en el
mutante S16D2.

El plasmido pS16D2Km contiene clonado un fragmento de aproximadamente
1,2 kb de las cuales 0,4 kb corresponden al ADN cromosémico adyacente al
minitransposén en el mutante S16D2. La secuencia nucleotidica de este fragmento
también se comparé con la base de datos TIGR BLAST de donde se obtuvo una
secuencia de 2,4 kb perteneciente a un fragmento de ADN denominado “contig 10801,
Esta secuencia se compar6 mediante el programa BLAST con las existentes en las bases
de datos obteniendose que era similar a secuencias que codifican para diversas proteinas
sensoras del tipo de las histidin kinasas. En la Tabla 12 se recogen algunas de esas

proteinas junto al organismo al que pertenecen, su porcentaje de identidad y n° de

acceso.

Tabla 12. Proteinas similares a la codificada por el ADN flanqueante al
miniTn5 en el mutante S16D2. La tabla recoge la informacién sobre porcentaje de
identidad, organismo al que pertenece y n° de acceso a la base de datos GenBank de
las proteinas homoélogas a la secuencia adyacente al minitransposén miniTn5 en el
mutante S16D2.

Porcentaje N° de acceso

Proteina deidentidsd Organismo (GenBank)
HYDH 31% E. coli AE000473
CvgSY 30% P. syringae AF001355

EspA 28% Myxococcus xanthus AF181079

PilS 27% Myxococcus xanthus L39904

CckA 27% Caulobacter crescentus M62902

NtrB 25% Klebsiella pneumoniae X03146
ATOS 24% E. coli AE000311
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3.2. Localizacion de la mutacion en los mutantes resistentes a la 3,4
dehidroprolina.

Los mutantes PRO-21 y CRR216 se obtuvieron como resistentes al analogo
téxico de la prolina 3,4-DHP tal y como se describi6 en el apartado 1.2. de este
capitulo. Se ha descrito anteriormente que la resistencia a 3,4-DHP suele deberse a una
alteracion en la secuencia aminoacidica de la proteina PutP que imposibilita el
transporte de la 3,4 DHP al interior celular (Ratzkin et al., 1978a; Wood et al., 1981).
Por tanto, lo esperado en los mutantes PRO-21 y CRR216 era que la proteina PutP
presentara una o varias mutaciones en su secuencia de forma que explicara su fenotipo

de resistencia a la 3,4DHP.

3.2.1. Localizacion de la mutacion en el mutante CRR216.

Pese a la predicciéon de que el mutante CRR216 contuviera una mutacion en el
transportador de la prolina, datos anteriores apuntaban hacia la hipétesis de que no era
una pérdida de funcionalidad del transportador sino la ausencia de expresion del gen
putP lo que producia la resistencia a la 3,4-DHP en esta cepa. Como se mostro en la
Figura 42 el mutante CRR216 no presentd expresion alguna del gen putP en presencia
de prolina, lo que indujo a la bisqueda de la mutacion en la region promotora de este
mutante. Para ello se amplific6 mediante PCR un fragmento de 910 pb a partir de los
cebadores 12U; y PESP usando como molde ADN cromosémico extraido del mutante
CRR216 con una temperatura de hibridacién de 60°C. Dicho fragmento se secuenci6
mediante el uso de los cebadores empleados para la amplificacién y la secuencia
resultante se comparé con la de la cepa silvestre obtenida previamente y mostrada en la
Figura 32. El resultado de la comparacion de estas dos secuencias (Figura 48) mostro
que el mutante CRR216 poseia una pequefia delecion de 10 nucleétidos situados a 210 y
76 pb corriente arriba del sitio +1 los genes putP y putA respectivamente. La secuencia
delecionada, cuya secuencia fue CAGGTGCAAC (Figura 48), formé parte de un
motivo de 8 pb de secuencia GGTGCAAC el cual se encontré 5 veces repetido y una
vez en su forma complementaria, a lo largo de la regién comprendida entre el inicio de

la traduccion de los genes putA 'y putP.
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Figura 48. Localizacion de la zona delecionada en el mutante CRR216.
La region delecionada de 10 pb se muestra enmarcada en un recuadro de asteriscos y
sombreada en color gris. Los 6 motivos repetidos se muestran enmarcados en un
recuadro de linea continua y fondo blanco. Ademas se representa los inicios de la
transcripcion y las regiones —10 y —35 de los genes putA y putP.

3

g

3.2.2. Localizacion de la mutacion en el mutante PRO-21.

Dado que la expresion de los genes putd y putP del mutante PRO-21 fue similar
al de la cepa silvestre no hubo indicio alguno que apuntara a que la mutacion se habia
producido en la region promotora del operén del catabolismo de la prolina como ocurrié
en el mutante CRR216. Para comprobar si existia o no alguna mutacién en el gen putP o
se amplificé6 mediante PCR un fragmento que contuvo el gen putP del mutante PRO-21
a partir de ADN cromosémico del mismo con el uso de los cebadores 12U, y 12R¢
(Figura 49). Dicho fragmento se secuencié completamente con cebadores internos al
fragmento y la secuencia obtenida se compard con la del gen putP de la cepa KT2440.
Con el resultado de esta comparacion no se localizé ningiin cambio en la secuencia

nucleotidica del gen putP en el mutante PRO-21.

Dado que el mutante PRO-21 no presento6 actividad PDH alguna se secuenci6 el
ge put4 en mutante usando productos amplificados por PCR. Debido al gran tamaiio del
gen putA se realiz6 la amplificacion en tres fragmentos de 1,4 kb, 2 kb y 2,2 kb de
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tamafio mediante el uso de las parejas de cebadores SU7-SU», SUs-4R; y 4RU,-12UR4
(Figura 49). La comparacién de la secuencia obtenida de estos fragmentos con la de la
cepa silvestre mostré que en el gen put4 del mutante PRO-21 existié un cambio de una
guanina por una adenina en el fragmento amplificado por los cebadores SU7 y SU> lo
que produjo un cambio del glutdmico 896 por una lisina en la secuencia aminoacidica
de la proteina PutA. Este cambio se localizé dentro del dominio de la actividad
pirrolina-5’-carboxilato deshidrogenasa segun la prediccion propuesta en el apartado

4.1. del capitulo I (Figura 24).

12Us 4RU: 12U
120
—<C  pud | utP >——
SU2 4R: 12UR4 :

Figura 49. Localizacién de los cebadores utilizados en la amplificacién
del operén del catabolismo de la prolina. Se muestra mediante una flecha la
localizacién y direccién en sentido 5°—3 de los cebadores utilizados para la
amplificacién y secuenciacion de los genes putd y putP del mutante PRO-21.
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Capitulo IV

Primeras aproximaciones en la construccion de una cepa de P. putida
KT2440 portadora de un sistema activo de contencion biolégica

dependiente de prolina.

Como se menciono en la introduccion de esta Tesis Doctoral, P. putida KT2440
es un buen colonizador de la rizosfera de plantas ademds de ser una cepa adecuada para
su manipulacion genética, hechos que hacen que este microorganismo sea de interés
para su uso en rizorremediacion. Pero como se expuso anteriormente, la
rizorremediacion implica la liberacion de organismos en ocasiones modificados
genéticamente, por lo que puede ser necesario dotar a la célula de un sistema de
contencion de forma que cuando finalice la vida de la planta a cuya raiz se encuentra
asociada, la célula induzca su propia muerte evitando asi su permanencia en el medio

ambiente.

Por motivos detallados en la introduccion, se eligié la prolina como seifial
quimica para un sistema de contenciéon bioldégica de forma que su ausencia
desencadenara la muerte celular. Para cumplir este objetivo era necesaria la
construccion de un elemento regulador del sistema de contencién que respondiera a
prolina. Al estudiar los promotores del operén put de P. putida se observd que ambos
eran inducibles por prolina por lo que parecieron candidatos idoneos para mediar la
expresio de gen lacl conforme al esquema presentado en la Figura 11 de la
Introduccion en el que se presentaban las bases del modelo de contencién bioldgica

mediado por prolina.

1. Induccion de la expresion de los genes put por exudados de raiz de
plantas de maiz.

Como se menciond en la introduccion, las raices de plantas exudan una compleja
mezcla de compuestos organicos de entre los cuales los aminoacidos representan un
grupo importante. Muchos autores han demostrado que la prolina est4 presente en estos
exudados (Vancura et al., 1965; Verslues et al., 1999), pero al comenzar este estudio no

se habian realizado ensayos que permitiesene discernir si la cantidad de prolina
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presente en un exudado serfa suficiente para inducir los genes put en un
microorganismo. Con objeto de aclarar esta situacién en P, putida KT2440, se realizd
un andlisis de la expresion de los genes putd y putP en células expuestas a exudados
radiculares obtenidos mediante cultivos hidropénicos de plantas de maiz (apartado 17
de Materiales y Métodos). En este ensayo se procedié como sigue: primero P. putida
KT2440 se cultivé en 100 mL de medio minimo M9 con 20 mM de succinato durante
12-14 h, tras lo cual el cultivo se lavé con medio M8 y se resuspendi6 en un décimo del
volumen inicial. La suspensién celular se utilizo para inocular, hasta una turbidez de 0,7
de D.O.660 nm, los siguientes medios: 1) M9 con 20 mM de succinato y 0,2 mM de
prolina; 2) exudados radiculares obtenidos en M9 durante 3 dias; 3) exudados
radiculares obtenidos en M9 durante 7 dias y 4) medio M9 con 20 mM de succinato.
Tras 5°, 10’ y 15” de incubacién a 30°C se recogieron fracciones alicuotas de 5 mL de
cada suspension celular y se procedi6 a la extraccién del ARN total. Se extendieron
aproximadamente 28ug de ARN total con los cebadores 12U1 y PESP con objeto de
determinar la expresion de los genes putd y putP respectivamente. Tras la electroforésis
de los fragmentos obtenidos (Figura 50) se observé que 5’ después de la induccidn, los
genes pul se expresaron en los medios con 0,2 mM de prolina y de los exudados de raiz
de maiz, lo que indic6 que la cantidad de prolina presente en ellos era suficiente para la
activacion de los promotores Pputa y Ppup. Diez minutos después de la induccién sélo se
observé expresion de los genes put en células en el medio con 0,2 mM de prolina y con
los exudados recogidos durante 7 dias. Por el contrario, no se observé expresion en
aquellas células que se habian incubado con los exudados recogidos durante 3 dias,
probablemente debido a que la prolina se habia agotado como consecuencia del
metabolismo celular. Trascurridos 15° desde la induccién sélo se observé expresion en

el medio que contenia 0,2 mM de prolina.

Tras comprobar que la prolina exudada por las raices de plantas de maiz es
suficiente para inducir la expresién de los promotores de los genes putd y putP, se

comenzo con la construccién del sistema de contencién dependiente de prolina.
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Figura 50. Expresion de los genes putd y putP en presencia de exudados
radiculares de plantas de maiz. Un cultivo de P. putida KT2442 en medio minimo
M9 con 20 mM de succinato se diluy6é como se describe en el texto en medios que
contenian M9 con 0,2 mM d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>