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ABREVIATURAS
Ap: ampicilina.
Cm: cloranfenicol.
EDTA: acido etilendiaminotetracético.
IHF: factor de integracion del hospedador ("integration host factor™).
IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopirandsido.
Km: kanamicina.
MATAB: bromuro de alquiltrimetilamonio.
NTG: N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina.
ONPG: o-nitrofenil-8-D-galactopiranésido.
PIPES: piperacina-N,N'-bis[2-etanosulfonato].
SDS: laurilsulfato sédico.
Sm: estreptomicina.
TEMED: N,N,N'N',-tetrametiletilendiamino[ 1 .2-bis(dimetilamino)]-etano.
UAS: secuencia de activacion de la transcripcion ("upstream activation sequence").
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Introduccion

El mantenimiento del ciclo del carbono en la naturaleza es consecuencia directa
de la existencia de un equilibrio entre los procesos de sintesis y de consumo de materia
organica llevados a cabo por los organismos vivos. Cuando un compuesto es de dificil
degradacion debido a su estabilidad quimica, como es el caso de los compuestos
aromaticos, el proceso de reciclaje del carbono en la naturaleza se enlentece, ya que
estos compuestos se encuentran excluidos del ciclo durante periodos méas o menos
prolongados de tiempo. En este sentido, el papel que juegan la enorme diversidad
bacteriana y su gran capacidad de adaptacién al medio es fundamental. ya que las
bacterias poseen un arsenal extremadamente variado de enzimas catabélicos con los
que atacar sustratos potenciales de crecimiento.

Sin embargo, la liberacion a la biosfera de productos aromaticos ha aumentado en
los ultimos afnos como consecuencia de las actividades agricola e industrial del hombre.
Muchos de estos compuestos pueden ser degradados por rutas catabdlicas, en
particular aquellos denominados biogénicos, por presentar estructuras similares a las
sintetizadas por los seres vivos. Sin embargo otros, los xenobidticos, en general
persisten en el medio ambiente, bien porque son téxicos en algin grado para los
microorganismos, o bien porque sus estructuras o sustituyentes son inusuales para
éstos; por ello permanecen inalterados o son transformados a compuestos
recalcitrantes. De esta forma, los compuestos xenobidticos constituyen el punto final
de un flujo unidireccional que, partiendo de los recursos naturales, conduce a
productos que no son degradados o 1o son muy lentamente.

Por tanto, uno de los desafios principales de nuestro tiempo, es mejorar y explotar
las rutas biodegradativas existentes para la eliminaci6n de contaminantes ambientales,
0 s1 esto no es posible, desarrollar experimentalmente nuevas rutas catabélicas que
sean efectivas para este propésito. El primer caso descrito de degradacion bacteriana
de compuestos arométicos data de 1908, cuando Stormer aislé una bacteria del género
Bacillus capaz de crecer en tolueno y xileno. A partir de entonces se ha aislado un
gran numero de bacterias que utilizan este tipo de compuestos como fuentes de
carbono y energia. En otros casos no tiene lugar la mineralizacién del compuesto, sino
solo procesos de biotransformacién que unicamente alteran su estructura quimica.
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Ademis de la degradacién por bacterias individuales, en muchos casos comunidades
bacterianas formadas por varios microorganismos estan implicadas en la
biodegradacion de distintos compuestos, mediante complejos procesos de
cometabolismo que ocurren tanto en condiciones aerébicas como anaerdbicas.

El objeto de este trabajo ha sido el estudio de procesos degradativos de
compuestos nitroaromdticos por cultivos puros de bacterias en condiciones de
aerobiosis. En esta seccion de Introduccion se describen las rutas generales por las que
las bacterias degradan oxidativamente anillos aromaticos derivados del benceno, de las
que las codificadas por el plasmido TOL pWWO son las mejor caracterizadas a nivel
bioquimico y genético. De igual forma se describen procesos biodegradativos que
ocurren en el caso particular de compuestos con sustituciones nitro.



Introduccion

I. DEGRADACION BACTERIANA DE HIDROCARBUROS AROMATICOS

El estudio bioquimico y genético de los mecanismos por los cuales las bacterias
degradan compuestos aromdticos es imprescindible para el diseno estrategias que
permitan acelerar la evolucién de rutas catabélicas en el laboratorio y permitir el
metabolismo de compuestos recalcitrantes.

Una caracteristica comin de los mecanismos de degradacion de compuestos
aromaticos por bacterias, es la canalizacién de los sustratos hasta un numero limitado de
productos que posteriormente son catabolizados por las rutas centrales del metabolismo
celular. Existe un gran nimero de enzimas que catalizan las reacciones iniciales de las
rutas catabolicas en distintos microorganismos. El perfil de sustratos de estos enzimas es
amplio, y los tipos de reacciones que llevan a cabo estin encaminadas a la activacion
del anillo aromatico. Por otro lado, en general las rutas catabélicas para este tipo de
compuestos se encuentran sometidas a procesos de regulacion, esto es. 10s enzimas se
sintetizan en respuesta a la presencia de determinados compuestos. Los beneficios de la
canalizacion de diversos compuestos hasta unas pocas rutas centrales y la regulacion de
estos procesos, como son la reduccién de la carga genctica y la simplificacién de los
circuitos regulatorios, son claramente de una gran ventaja para los microorganismos, que
con frecuencia se encuentran en ambientes desfavorables que contienen bajas
concentraciones de fuentes de carbono para su crecimiento.

I. ESTRATEGIAS BIOQUIMICAS PARA EL CATABOLISMO DE
COMPUESTOS AROMATICOS

En el catabolismo aerébico de moléculas aromaticas por bacterias, las reacciones
iniciales conducen a la formacién de intermediarios dihidroxilados con los grupos
hidroxilo situados en las posiciones orto o para de la molécula (Nozaki. 1974). La
formacién de estos derivados es la estrategia bioquimica que han adoptado los
microorganismos para desestabilizar la estructura resonante del anillo aromatico
(Dagley, 1978 y 1986). Los compuestos dihidroxilados son sustrato de las dioxigenasas,
los enzimas responsables de la fision del anillo aromatico. Posteriormente, los productos
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de la rotura de éste son degradados hasta intermediarios del metabolismo central de la
c€lula.

1.1. FORMACION DE LOS DERIVADOS DIHIDROXILADOS

La biotransformacién de los compuestos aromaticos hasta sus derivados
dihidroxilados se realiza en general a base de procesos de oxidacién y de sustitucion
por grupos hidroxilo de diversos sustituyentes, como grupos metoxilo, amino, nitro,
atomos hal6genos, etc. Un mismo compuesto aromatico puede sufrir distintos tipos de
ataque que conduzcan a la forma activada con los dos grupos hidroxilo. Estos ataques
son llevados a cabo por enzimas oxigenasas, que catalizan la incorporacién de oxigeno
a sustratos organicos como grupos hidroxilo. Se clasifican en dos grupos,
monooxigenasas y dioxigenasas, seglin catalicen la incorporacién de uno o los dos
atomos de una molécula de oxigeno (Nozaki, 1979).

El ataque de las dioxigenasas se puede realizar directamente sobre el anillo
bencenico, o sobre un sustituyente de éste. En la Figura 1.a se muestra un esquema de
las reacciones descritas de formacién de derivados hidroxilados a partir del tolueno.
Existen monooxigenasas capaces de atacar inicialmente las posiciones 2, 3 y 4 del anillo
(Folsom er al., 1990; Shields et al., 1989:; Kukor y Olsen, 1990; Whited y Gibson, 1991).
Cuando éste es sustrato de una dioxigenasa se forma un cis-diol que posteriormente es
oxidado hasta metilcatecol (Gibson ez al., 1970). Alternativamente la cadena alquilica
del tolueno puede ser atacada por una monooxigenasa que la oxida hasta un grupo
alcohol; el alcohol bencilico formado es sustrato de deshidrogenasas que lo oxidan
secuencialmente hasta el acido benzoico; éste es descarboxilado y oxigenado para
producir catecol (Murray et al., 1972; Worsey y Williams, 1975).

Cuando el compuesto presenta ya un grupo hidroxilo, como el fenol, éste se oxida
a catecol por una fenol hidroxilasa, como se representa en la Figura 1.b (Shingler et al.,
1989).

El catabolismo de sustratos aromaticos con sustituciones de tipo metoxilo o
atomos de cloro, etc., suele implicar pasos adicionales para el procesamiento de los
sustituyentes. Estas reacciones son catalizadas por monooxigenasas o hidroxilasas
(Harayama y Timmis, 1989). Por ejemplo, en el caso del 4-metoxibenzoato que se forma
durante la degradacién de la lignina, existe una demetilasa hidroxilante que separa el
grupo metoxilo e introduce un grupo hidroxilo (Figura 1.c): el 4-hidroxibenzoato
resultante se hidroxila para rendir 3 4-dihidroxibenzoato (Kirk. 1984).
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Figura 1. Formacién de derivados hidroxilados a partir de compuestos aromaticos.
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1.2. EXISTEN DOS TIPOS DE FISION DEL ANILLO AROMATICO QUE
DETERMINAN LA RUTA DEGRADATIVA POSTERIOR

Una de las funciones principales de los enzimas dioxigenasas es la catalisis de la
rotura del anillo aromatico (Harayama y Rekik, 1989). Existen dos formas de fisién:

- Cuando se realiza entre los dos grupos hidroxilo (intradidlica) se conoce como
fision orto, y la ruta degradativa por la que los compuestos que han sufrido esta rotura
son llevados hasta intermediarios del ciclo de Krebs se llama ruta orto o del B-
cetoadipato. Enzimas que llevan a cabo fisiones orzo son la catecol 1,2-dioxigenasa y la
protocatéquico 3,4-dioxigenasa.

- Cuando la rotura ocurre entre un dtomo de carbono con un grupo hidroxilo y un
atomo de carbono adyacente (extradidlica), se trata de una fisién meta. En este caso los
grupos hidroxilo se encuentran en posicién orto o para. La catecol 2,3-dioxigenasa, la
protocatéquico 2,3—dioxigénasa y la protocatéquico 4,5-dioxigenasa son enzimas que
realizan roturas mera a partir de compuestos con los grupos hidroxilo situados en
posicion orto. Cuando los grupos hidroxilo se encuentran en posicién para, el enzima
que cataliza la fision es la gentisato 1,2-dioxigenasa, y la ruta se llama ruta del gentisato.

En la Figura 2 se muestran los dos tipos de rotura del catecol cuando este es
sustrato de fisiones orto (Omston, 1966a) y mera (Dagley y Gibson, 1965). Igualmente
s¢ representan los dos tipos de rotura para el 4cido 3,4-dihidroxibenzoico, que sufre una
fision orto en Pseudomonas fluorescentes, mientras que en las no fluorescentes sufre
rotura meta (Harayama y Timmis, 1989). Los productos de las fisiones orro son
derivados del 4cido cis,cis-mucénico, mientras que los productos de las fisiones mera
son derivados del semialdehido del 4cido mucénico.

Todas las dioxigenasas contienen hierro no hémico como grupo prostético. Las
dioxigenasas que catalizan fisiones meta de los anillos arométicos contienen Fe3* en la
forma activa de la proteina y son homopolipéptidos; en contraste, las que catalizan
roturas orto contienen Fe2* en la forma activa de la proteina, y estdn compuestas por
una subunidad o dos subunidades diferentes (Nozaki 1979; Ludwig er al. 1984). El
hierro es esencial para la catélisis por estos enzimas, aunque su papel en el ciclo
catalitico no se ha elucidado atn (Que ez al. 1987).

El que ocurra una fisién orto o mera estd directamente relacionado con dos
factores fundamentales:

- En primer lugar depende de las sustituciones del anillo. A pesar de que los
enzimas iniciales de estas rutas con frecuencia muestran un especificidad de sustratos
relajada y son capaces de transformar sustratos con diferentes sustituyentes, las rutas
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meta se utilizan generalmente en el metabolismo de aromiticos con sustituyentes
alquilicos, mientras que la rutas orro utilizan normalmente como sustratos anillos no
ya que
algunos enzimas de rutas meta no utilizan sustratos clorinados; por su parte enzimas

sustituidos o con sustituciones del tipo de dtomos de halégenos. Esto es asi,

que catalizan fisiones orzo, como la catecol 1,2-dioxigenasa, tienen muy baja afinidad
por los alquilaromaticos, e incluso si estos compuestos se rompen por esta via, por lo
general se acumulan compuestos no metabolizables del tipo de las alquilactonas
(Harayama er al. 1987a; Reineke ez al., 1982; Rojo et al. 1987).

FISION META [FISION ORTO
: catecol catecol
N OH 2,3-dioxigenasa OH 1,2-dioxigenasa =
| COOH
COOH \ COOH
CHO OH
semialdehido del 4cido catecol Acido cis,cis-muconico
2-hidroximucénico
COOH
COOH N
protocatéquico protocatéquico COOH
P 4,5-dioxigenasa 3,4-dioxigenasa \
- —>
CHO OH OH )
COOH
COOH OH OOH
semialdehido del 4cido 4cido protocatéquico 4cido cis,cis-

1-hidroxi-3-carboximuc6nico

(3,4-dihidroxibenzoico)

-2-carboximucénico

Figura 2. Fisiones orto y meta de catecol y acido 3,4-dihidroxibenzoico.

- Por otro lado el que un compuesto se degrade por una u otra ruta depende de la
regulacion a la que éstas se encuentran sometidas, que es a su vez consecuencia del
precursor del derivado dihidroxilado presente en el medio (Feist y Hegeman, 1969).
Muchos organismos del suelo tienen una o mas rutas para la degradacién de un
Sustrato, aunque para cada uno de estos se induce una ruta especifica. En el caso del
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benzoato, por ejemplo, y de su producto dihidroxilado, el catecol, éstos son degradados
en Pseudomonas putida por la ruta orto, (Johnson y Stanier, 1971); aunque el catecol
no es inductor ni de orto ni de meta, el producto de su fisién, el 4cido cis,cis-mucénico,
acumulado como consecuencia de la accién del nivel basal de la catecol 1,2-
dioxigenasa, induce la ruta orfo (Ornston, 1966b; Murray y Williams, 1974). Si el
sustrato es 3-metilbenzoato o fenol, inductores de la ruta meta, estos son transformados
en catecol y se degradan por esta via (Feist y Hegeman, 1969; Sala-Trepat et al.. 1972).

1.3. DEGRADACION DE LOS PRODUCTOS DE FISION DE ANILLOS AROMATICOS
HASTA INTERMEDIARIOS DEL CICLO DE KREBS

Los productos de la fision orzo de anillos aromaticos, el dcido cis.cis-mucénico o
sus derivados, son transformados hasta un intermediario comun, la B-cetoadipato enol-
lactona, y €sta hasta succinato y acetil-CoA, que se degradan por las rutas centrales del
metabolismo celular. En la Figura 3 se esquematizan las reacciones que componen la
ruta orto para la degradacion de catecol (Dagley, 1978; Ornston y Yeh, 1982).

OH
1 g COOH 2 COOH" "3 COOH
, 0 l oL .
—> COOH —» cC=0 ——®» =0
OH NN S 3]

catecol Cis,CIs-muconato muconolactona B-cetoadipato
enol-lactona

l 4
(@) O
6 CO-CoA 5 COOH
CH;-CO-SCoA " COOH- (CH,),-COOH <*—— COOH COOH
acetil-CoA succinato

B-cetoadipil-CoA B-cetoadipato
succinato  succinil-CoA

Figura 3. Esquema de la ruta orto para la degradacion de catecol. Los enzimas
son: (1) catecol 1,2-dioxigenasa, (2) enzima lactonizante de cis,cis-muconato, (3)
muconolactona isomerasa, (4) B-cetoadipato-enol-lactona hidrolasa, (5) succinil-CoA:3-
cetoadipil-CoA transferasa y (6) B-cetoadipil-CoA tiolasa.
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Organismos como Pseudomonas B13 que son capaces de degradar benzoato y 3-
clorobenzoato tienen dos rutas paralelas del B-cetoadipato distintas, designadas ruta
orto (para benzoato) y ruta orto modificada (para 3-clorobenzoato), que consisten en
enzimas paralelos con especificidades de sustrato alteradas. Estas rutas divergen a
nivel de los derivados dihidroxilados, catecol y 3-clorocateco! respectivamente; de
este. modo los pasos de rotura del anillo, lactonizacién, isomerizacion vy
delactonizacion de los sustratos no sustituidos son llevados a cabo por enzimas
andlogos pero claramente diferentes a los que utilizan los correspondientes
sustratos sustituidos. Por ejemplo, la pirocatecasa I o la muconolactona isomerasa
son altamente especificos para catecol y cis,cis-muconato respectivamente, y no
son activos con los derivados halogenados de estos compuestos; los enzimas
analogos en la ruta orto modificada son la pirocatecasa II y la cloromuconato
cicloisomerasa, cuyos sustratos son 3-clorocatecol y 2-cloro-cis,cis-muconato
respectivamente (Dorn y Knackmuss, 1978: Reineke, 1984; Schmidt y Knackmuss.
1980).

Los compuestos derivados del semialdehido del icido muconico, productos
de la fision meta de anillos aromaticos, se procesan a través de rutas merdq.
Existen dos vias simultdneas para la disimilacién de estos compuestos. Una fue
descrita por Nishizuka er al., (1962) e implica una deshidrogenasa que rinde 4-
oxalocrotonato; éste es tautomerizado y descarboxilado hasta el 2-0x0-pent-4-
enolato. La segunda se describié posteriormente, e implica una actividad hidrolasa
del semialdehido del 4cido 2-hidroximucénico que rinde directamente el 2-oxo-
pent-4-enolato (Dagley y Gibson, 1965 Bayly y Dagley, 1969). Este compuesto es
finalmente degradado hasta intermediarios del ciclo de Krebs. En la Figura 4 se
esquematizan las reacciones que componen los dos brazos de la ruta merq.
Mientras que catecol y 4-metilcatecol son sustratos de la deshidrogenasa y se
degradan hasta 2-oxo-pent-4-enolato por esta via, el 3-metilcatecol es atacado por
la hidrolasa (Sala-Trepat et al., 1972). Dado que ambos brazos se inducen
simultdnemente, el que se utilice una u otra via es funcién de la K, de la
deshidrogenasa y de la hidrolasa por el catecol y los metilcatecoles.

Rutas metabdlicas similares a la ruta mera también existen para el 4cido 3.4-
dihidroxibenzoico. Las rutas del gentisato para la degradacion de compuestos
como m-cresol y 4cido 2,5-dihidroxibenzoato estdin menos directamente
relacionadas con la ruta meta, pero hay una similitud significativa en el orden de
las reacciones enzimaticas a las del brazo hidrolitico de la ruta mera del catecol
(Dagley, 1978 y 1986).
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Figura 4. Esquema de la ruta meta para la degradacién de benzoato. Los enzimas
son: (1) benzoato 1,2-dioxigenasa, (2) 1,2-dihidroxi-3,5-ciclohexadieno-1-carboxilato
deshidrogenasa, (3) catecol 2,3-dioxigenasa, (4) 2-hidroximucénico semialdehido
deshidrogenasa, (5) 4-oxalocrotonato tautomerasa, (6) 4-oxalocrotonato
descarboxilasa, (7) 2-hidroximucénico semialdehido hidrolasa, (8) 2-oxopent-4-enolato
hidratasa y (9) 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa.
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2. ORGANIZACION GENETICA DE LAS RUTAS DEGRADATIVAS

Muchas rutas catabélicas bacterianas estan codificadas por plasmidos (Haas, 1983;
Farrell y Chakrabarty, 1979; Franz y Chakrabarty, 1986), algunos de los cuales son
autotransferibles o movilizables por otros plasmidos. De esta forma, el espectro de
bacterias hospedadoras que los portan se expande, y con ello el potencial metabdlico de
otros miembros de un ecosistema. Es por tanto facil de entender la importancia de los
plasmidos como agentes que facilitan el intercambio genético y la evolucion bacteriana.
En un ambiente rico en un compuesto organico particular, los organismos que lo
degradan poseen ventajas selectivas frente a los no degradadores, de manera que la
presencia del compuesto polucionante ejerce una presion selectiva para el
mantenimiento de la ruta catabélica correspondiente.

Las rutas del B-cetoadipato para la degradacion de benzoato y 34-
dihidroxibenzoato son, por lo general, de codificacién cromosdémica (Holloway vy
Morgan, 1986) lo que sugiere que la adquisicién de esta ruta puede haber sido
beneficiosa para ciertas bacterias durante un largo periodo de tiempo. En contraste. los
enzimas de la ruta orro para la mineralizacion de clorocatecoles son de codificacion
plasmidica. En efecto, el plasmido pWR1 porta los genes especificos que codifican los
enzimas para la degradacién de 3-clorocatecol hasta intermediarios del ciclo de Krebs,
que son pirocatecasa II, cloromuconato isomerasa, y dienelactona hidrolasa (Chatterjee
y Chakrabarty, 1983; Dorn y Knackmuss, 1978: Reineke, 1984; Schmitd y Knackmuss.
1980). Estos genes estian sometidos a amplificacion génica en bacterias cultivadas en 3-
clorobenzoato, de forma que la baja afinidad de los enzimas por sus sustratos
respectivos se compensa mediante dosis génica (Ngai y Ornston, 1988; Rangnekar,
1988).

Por lo general, las rutas catabdlicas tanto de codificacién cromosomica como
plasmidica estdn organizadas en operones. En ocasiones, no sélo el orden de los genes
€n un operon se conserva en rutas para la degradacién de un compuesto determinado
por microorganismos aislados independientemente, sino también los patrones de
restriccion. Por ejemplo, la ruta meta codificada por el plasmido NAH para la
degradacion de salicilato se parece a la del plasmido TOL para la degradacién de
benzoato y metilbenzoatos. Los genes que codifican para la degradacion de catecol
hasta piruvato y acetaldehido del plasmido TOL tienen el mismo orden que los del
plasmido NAH (Harayama er al., 1987b; Yen y Gunsalus, 1982), incluso existe
homologia de secuencias de ADN de enzimas isofuncionales (Harayama y Timmis,
1989). La organizacién estructural de los operones catabdlicos de TOL y NAH es

13
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consistente por tanto con una evolucién de rutas complejas a través de la combinacion
de modulos genéticos discretos que codifican unidades bioquimicas funcionales
(Harayama y Timmis).

3. EVOLUCION EN EL LABORATORIO DE RUTAS CATABOLICAS DE
COMPUESTOS AROMATICOS

A pesar de la baja especificidad de algunos enzimas catabdlicos, y de la gran
diversidad metabdlica bacteriana, en particular dentro del género Pseudomonas, es de
interés la explotacion de estas rutas degradativas para la degradacion de otros
compuestos recalcitrantes y toxicos. El desarrollo de estas nuevas capacidades
metabolicas se ha llevado a cabo mediante 3 estrategias principales: la seleccién en
quimiostato, que permite mantener una presion selectiva por la utilizacion de un
determinado compuesto; la transferencia génica "“in vivo" mediante procesos de
transduccion, transformacién y conjugacion; y la evolucion “in vitro” de nuevas rutas
catabolicas, bien mediante la transferencia selectiva a diferentes microorganismos de
genes clonados y bien caracterizados, o bien por medio de la induccién de una
mutacion en la especificidad de componentes enzimaticos y reguladores de la expresion
génica.

El mantenimiento de presion selectiva en quimiostato se ha utilizado para el
aislamiento de bacterias con determinadas capacidades catabélicas. Un ejemplo de ésto
lo constituye la cepa Pseudomonas B13, una bacteria capaz de crecer en benzoato que
adquiri6 la capacidad de crecer en 3-clorobenzoato tras un periodo prolongado de
incubacién en presencia de este compuesto (Dorn et al., 1974).

La evolucion de rutas mediante la transferencia génica “in vivo" o "in vitro" puede
ser utilizada cuando el compuesto recalcitrante tiene una estructura quimica similar a la
de un compuesto mineralizable, esto es, convertible en CO, y H,O. En primer lugar es
necesaria la identificacion de los elementos de la ruta que no son permisivos para el
compuesto en cuestion y su modificacién posterior, con objeto de hacerlos permisivos.
Esto conduce a la expansion del perfil de sustratos de la ruta originaria. Esta expansion
puede ser de dos tipos:

- Horizontal: se realiza mediante la transferencia de un enzima isofuncional de otra
ruta degradativa, o por mutacién que altere la especificidad de sustratos de un enzima.

De esta forma la ruta expandida permite la metabolizacion de analogos de un
compuesto degradable por ésta.
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Esta estrategia fue utilizada por Reineke y Knackmuss, (1979) para la degradacion
de clorobenzoatos por la cepa Pseudomonas B13. En este caso fue necesaria la
inactivacion de enzimas isofuncionales preexistentes que conducian a la formacién de
intermediarios no metabolizables: B13, capaz de degradar 3-clorobenzoato por la ruta
orto, no utiliza 4-clorobenzoato, debido a una falta de reconocimiento de este
compuesto como sustrato por el primer enzima de la ruta, la benzoato dioxigenasa
(Reineke, y Knackmuss, 1978). La transferencia a esta cepa del plasmido TOL, portador
de una benzoato 1,2-dioxigenasa con un amplio espectro de sustratos, salvaria el
bloqueo que existe unicamente a nivel de este enzima, ya que B13 es capaz de crecer en
4-clorocatecol. Sin embargo, cuando se transfiri6 TOL a B13 esta cepa fue capaz de
crecer en 3-metilbenzoato, pero no en 4-clorobenzato (Reineke y Knackmuss, 1979), y
la razon de esto era que el producto de la oxidacion del 4-clorocatecol por la catecol
2,3-dioxigenasa, el semialdehido del dcido 5-cloro-2-hidroximucénico, no es degradable
por la bacteria, lo que provocaba su acumulacién. La seleccion de un derivado de esta
cepa en el que la catecol 2,3-dioxigenasa era inactiva permitio la transformacién de 4-
clorobenzoato a 4-clorocatecol mediante la benzoato 1,2-dioxigenasa y la 1,2-dihidroxi-
3,5-ciclohexadieno-1-carboxilato deshidrogenasa del plasmido TOL, y la degradacion
posterior de €ste por la ruta orto de B13 (Lehrbach er al., 1984).

Por otro lado el procedimiento de mutagénesis para la alteracién de la
especificidad de enzimas determinados ha sido utilizado para la utilizacién de amidas
alifaticas por P. aeruginosa (Hall y Hartl, 1974; Tuberville y Clarke, 1981), y del
metabolismo de 4-etiltolueno por bacterias del género Pseudom(mas que portan el
plasmido TOL (Abril et al., 1989).

La evolucion de nuevas capacidades catabdlicas puede implicar la necesidad de
alterar el perfil de efectores de proteinas reguladoras de la expresion de los genes
catabolicos. Un ejemplo de ésto fue la alteracion del perfil de efectores del regulador
XylS del plasmido TOL para que adquiriera la capacidad de reconocer 3,5-
diclorobenzoato, que permitié la construccién de una cepa derivada de B13 que
degradaba este compuesto (Ramos et al., 1986). Por otro lado, la alteracién del perfil de
efectores del regulador XylS, junto con la alteracién puntual de la catecol 2,3-
dioxigenasa del plasmido TOL permiti6 el aislamiento de cepas de Pseudomonas putida
que degradaban 4-etilbenzoato (Ramos et al., 1987b).

2. -Vertical: mediante la transferencia de segmentos de rutas de hospedadores con
distintas capacidades catabélicas, de forma que se obtienen rutas expandidas por
ensamblaje de otras vias metabdlicas (Ramos y Timmis, 1987). La expansién de rutas
degradativas mediante esta estrategia se ha usado en la degradacion de 3-clorotolueno
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por Pseudomonas B13, mediente la transferencia a esta bacteria del plasmido TOL
pWWO, que aunque a baja velocidad, es capaz de oxidar 3-clorotolueno a 3-
clorobenzoato. El 3-clorobenzoato es posteriormente degradado por la ruta orto
modificada de B13 (Abril ez al., 1989).

Un ejemplo elegante y complejo de evolucién de rutas catabdlicas es el de
ensamblaje de rutas para la degradacion simultinea de alquil- y haloaromaticos
realizado por Rojo y colaboradores (1987). La degradaciéon de mezclas de estos
sustratos por las rutas meta y orto respectivamente es incompatible, ya que ambas vias
estan inducidas en presencia de los dos tipos de compuestos, y como resultado del
metabolismo de clorocatecoles por la ruta meta se acumulan productos no degradables
(Bartels er al., 1984; Schmidt et al., 1985). Mediante la introduccién en el cromosoma
de la cepa Pseudomonas B13 de los genes xy/XYZ y xylL que codifican para los
enzimas benzoato dioxigenasa y 1,2-dihidroxi-3,5-ciclohexadieno-1-carboxilato
deshidrogenasa del plasmido TOL respectivamente, junto con el gen regulador xy/S
necesario para la expresion de estos genes, se construyé una bacteria capaz de degradar
3- y 4-clorobenzoato similar a la obtenida por el grupo de Knackmuss. Esta bacteria,
Illamada FR1, degradaba 4-metibenzoato hasta 4-metil-2-enelactona que se acumulaba
como producto terminal. Sin embargo, FR1 era capaz de crecer en el isémero de ésta, 3-
metil-2-ene-lactona. El clonaje en un vector de amplio espectro huésped del gen de una
isomerasa de la bacteria Alcaligenes eutrophus IMP134 que transformaba 4-metil-2-
enelactona en 3-metil-2-ene-lactona, y su introduccion en FR1, permiti6 la expansion de
la ruta degradativa completa del 4-metilbenzoato en esta bacteria. De este modo, FR1
portando el gen de la isomerasa crece en 3-clorobenzoato, 4-clorobenzoato y 4-
metilbenzoato, y el catabolismo de estos compuestos puede ocurrir simultineamente.

El disefio de nuevas rutas catabdlicas mediante el ensamblaje de enzimas y
elementos reguladores es una alternativa promotedora para la degradacion de
compuestos recalcitrantes. El conocimiento de la bioquimica y regulacién de las rutas
catabolicas es fundamental para el desarrollo de nuevas rutas, que surgirian de forma
natural, pero a través de procesos mucho mas lentos.
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II. DEGRADACION BACTERIANA DE COMPUESTOS
NITROAROMATICOS

Los compuestos nitroaromaticos estin catalogados como residuos toxicos y
peligrosos debido a su caracter mutagénico y a otros efectos perjudiciales que ejercen
sobre c€lulas eucariotas y procariotas (Funk ez al., 1993: |.a y Froines, 1993; Shimizu y
Yano, 1986; Smock ez al., 1976). El origen natural de estos compuestos en el medio
ambiente deriva de la combustion del petroleo y de otras sustancias organicas
(Rosenkranz y Mermelstein, 1983), asi como de la sintesis bioldgica, como en el caso del
cloranfenicol (Raistrick, 1949) o del pirrol (van Pée ¢z al., 1981). Sin embargo en su
mayoria proceden de la actividad industrial derivada de Ia sintesis quimica de una gran
variedad de compuestos, como son pesticidas, productos farmacéuticos. tintes y
explosivos (Shackmann y Miiller, 1991).

La degradacion bacteriana de compuestos nitroaromaticos se ve dificultada por la
resistencia a la degradacion de los mismos, que deriva de sus caracteristicas quimicas. En
efecto, los grupos nitro, al igual que los sustituyentes cloro. reducen la densidad
electrénica del anillo aromatico, e impiden o dificultan el ataque electrofilico de las
oxigenasas. Ademds debido al caricter electronegativo del grupo nitro de estos
compuestos, particularmente los polinitroaromaticos son sustrato de reductasas que dan
lugar a derivados nitroso e hidroxilamino que espontaneamente generan derivados azo-,
azoxi- y otros compuestos poliméricos (Channon er al., 1944; Haidour y Ramos, 1994;
McCormick et al., 1976 y 1978). Hasta el momento no se han aislado MICroorganismos
Capaces de degradar los polimeros resultantes de la reduccion de nitroaromaticos.
Ademds en el suelo, tanto estos compuestos como las aminas aromaticas. forman
conjugados con los dcidos himicos, lo que conduce a su inmovilizacion e impide su
posterior degradacién por los microorganismos (Hsu y Bartha, 1976; Parris, 1980; Hallas
y Alexander, 1983).

Sin embargo en la bibliografia se ha descrito una gran variedad de bacterias
capaces de llevar a cabo la degradacién de nitroaromaticos. Las primeras referencias
datan de los afios 40, en los que Erikson (1941) y Moore (1949) aislaron actinomicetos
Capaces de utilizar dcido picrico y nitrobenceno. En algunos casos el aislamiento de
estas bacterias procedié de la observacion de que herbicidas del tipo del dinitro-orro-
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cresol eran inactivados en el suelo aparentemente por agentes biolégicos (Jensen y
Gundersen, 1955).

Entre las bacterias capaces de llevar a cabo transformaciones de este tipo de
compuestos predominan las del género Pseudomonas, aunque bacterias pertenecientes
a los géneros Arthrobacter, Nocardia, Comamonas, Alcaligenes, Moraxella y otros son
activas contra nitroaromaticos. Algunas de éstas se limitan a biotransformar el
nitroaromatico, por lo que el proceso no conlleva la obtencién de energia, sino que solo
consiste en cambios en la estructura quimica del compuesto que conducen en algunos
casos a la formacion de productos atin més téxicos o mas dificilmente degradables que el
compuesto original. Otras veces las bacterias son capaces de utilizar estos compuestos
como unicas fuentes de carbono y/o nitrégeno.

El estudio de los procesos degradativos de compuestos nitroaromaticos ha
conducido en muchos casos a la determinacion de los pasos bioquimicos que ocurren en
la ruta. Sin embargo el conocimiento actual que se tiene sobre los mecanismos fntimos
implicados en la liberacion del grupo nitro del anillo aromatico, o la formacién de los
derivados dihidroxilados necesarios para su rotura es escasa. En lo que respecta a la
organizacion genética de estas rutas degradativas el conocimiento es atn menor.

En este apartado se describen los procesos mejor conocidos de degradacién de
compuestos nitroaromaticos, en particular los procesos especificos relacionados con las
biotransformaciones que sufre el grupo nitro y su liberacion de la molécula.

1. LAS RUTAS DEGRADATIVAS DE COMPUESTOS NITROAROMATICOS

En general puede decirse que los nitroaromaticos polares del tipo de
nitrobencenos y nitrofenoles, son mds facilmente mineralizables en relacion con los no
polares, como los nitrotoluenos o nitrobencenos, que son mas resistentes a la
degradacion (Spanggord er al., 1991).

La mineralizacién bacteriana de compuestos nitroaromaticos implica la liberacion
del grupo nitro del esqueleto carbonado del anillo. Como consecuencia de la liberacion
de éste o posteriormente se forman los derivados difendlicos sustrato de las
dioxigenasas que rompen los anillos, momento a partir del cual la degradacion de estos
compuestos parece regirse por los mismos patrones que la de otros productos derivados
del benceno descritos en el apartado I de esta seccién. De hecho, se han descrito
procesos degradativos de compuestos nitroaromaticos en diversas cepas de
Pseudomonas en los que ha sido posible el aislamiento de los intermediarios de rutas
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orto como el cis,cis-muconato y el b-cetoadipato en la ruta de degradacion de 2-
nitrofenol (Zeyer y Kearney, 1984), y la deteccién de actividades 3.4-protocatéquico
dioxigenasa (Rhys-Williams er al., 1993) y 4,5-protocatéquico dioxigenasa (Haigler y
Spain, 1993) dependientes del crecimiento de la bacteria en 4-nitrotolueno.

En otros casos las transformaciones que sufre el grupo nitro unido al anillo

conducen a la formacién de productos no degradables que se acumulan en el medio de
cultivo.

1.1. FORMAS DE ATAQUE AL GRUPO NITRO

En la degradacién bacteriana de compuestos nitroaromaticos hay varias formas de
ataque con liberacién del grupo nitro del anillo, que se esquematizan en la Figura 5. Una
implica la liberacién directa del grupo nitro al medio en forma de nitrito que, como se
vera, puede conllevar la formacién o no de un fenol dependiendo del tipo de ataque
sobre el anillo. Otra, la reduccién de éste a través de los derivados nitroso e
hidroxilamino y la liberacién posterior en forma de amonio al medio; el derivado amino
puede o no ser un intermediario en este tipo de procesos. Los mecanismos intimos de la
liberacién del grupo nitro en ambos casos no son bien conocidos.

: : : R
liberaci6n directa e,
COmo nitrito

Xy NO:2 NO;  R=-OH;-H

g \ B ]
X NO X NHOH N X OH

nitro- = —> j»
reduccién y liberacién = = = NH;

€Omo amonio

nitroso- hidroxilamino- amino- fenol-

Figura 5. Esquema de las formas de liberacién del grupo nitro de un anillo
aromatico llevadas a cabo por bacterias. El derivado amino puede 0 no ser un
intermediario de la ruta, y se representa entre corchetes.
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Aunque un compuesto nitroaromatico puede sufrir varios tipos de ataque
dependiendo del microorganismo, la naturaleza quimica de éste determina la reactividad
del grupo nitro y por tanto su mayor o menor susceptibilidad de ataque por reductasas.
McCormick et al., (1976) estudiaron la influencia de sustituyentes de distinta naturaleza
quimica y la de su posicién relativa en la molécula respecto al grupo nitro sobre la
reactividad de éste. Dicho estudio estableci6 una regla segun la cual la velocidad de
reduccién del grupo nitro aumenta con el incremento del poder electronegativo del
grupo situado en posicion para del anillo, segun la serie siguiente: -NH, < -OH < -H <
-CH3 < -COOH < -NO,. De este modo, el grupo nitro de un nitrobenzoato sera mas
facilmente reducido que el de un nitrofenol.

En algunos microorganismos se producen los dos tipos de ataque sobre el
nitroaromatico; las reacciones que conducen a la liberacién de nitrito permiten la
utilizacién de este compuesto como fuente de carbono y/o nitrégeno; las reacciones de
reduccidn de éste suelen constituir rutas no productivas que conducen a la acumulacion
de compuestos no degradables (Bruhn er al., 1987; Duque er al., 1993; Won et al.,
1974).

1.1.1. La liberacién directa del erupo nitro

Simpson y Evans (1953) aislaron una bacteria del género Pseudomonas capaz de
llevar a cabo la degradacion de 2- y 4-nitrofenol con la acumulacién de nitrito.
Posteriormente se han descrito otras bacterias capaces de realizar este tipo de
transformaciones con acumulacién de nitrito en compuestos como nitrofenoles, acido
picrico, nitrobenzoatos y nitrotoluenos.

La liberacion directa del grupo nitro del anillo aromatico puede realizarse de dos
formas:

1.- Por medio de un ataque electrofilico llevado a cabo por enzimas oxigenasas,
que catalizan la incorporacion de un grupo hidroxilo en la posicién del grupo nitro y su
liberacion en forma de nitrito. La implicacion de monooxigenasas se ha descrito en la
utilizacion de 4-nitrofenol como fuente de carbono por Moraxella (Spain et al., 1979), y
en la de 2-nitrofenol como fuente de carbono y nitrégeno por Pseudomonas (Zeyer y
Kearney, 1984). El ataque por una dioxigenasa se ha descrito en la degradacion de 2,4-
dinitrotolueno por una cepa de Pseudomonas (Spanggord et al., 1991); el enzima
cataliza la incorporacién de dos atomos de oxigeno en las posiciones 4 y 5 del anillo; el
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grupo nitro se elimina espontdneamente de la molécula, con la formacién de 4-metil-5-
nitrocatecol, como se esquematiza en la Figura 6.

CH 3 B . ] CH 3
NO; CHj ‘ NO,
o NO, NO,

On, HO

NO, NO; <OH OH

2 4-dinitrotolueno L . 4-metil-5-nitrocatecol

Figura 6. Mecanismo propuesto de liberacion de nitrito a partir de 2.,4-
dinitrotolueno mediante un ataque electrofilico (Spanggord et al., 1991).

2.- La liberacion del grupo nitro en compuestos polinitroaromaticos puede ocurrir
tras un ataque nucleofilico en el que participa un i6n hidruro. El ataque ocurre a nivel
del carbono 3, y conlleva Ia formacién del complejo de Meisenheimer, el cual pierde su
aromaticidad y la recupera tras la liberacién de nitrito (Buncel, 1981: Crampton, 1969;
Meisenheimer, 1902). Esta reaccién, cuyo esquema se muestra en la Figura 7, se ha
descrito en la utilizacién bacteriana de icido picrico (Lenke y Knackmuss, 1992) y
recientemente se ha demostrado para la eliminacién del primer grupo nitro del
trinitrotolueno (Haidour y Ramos, 1994) de acuerdo con la propuesta de Duque er al.
(1993). Una vez liberado el grupo nitro como nitrito, éste se reduce hasta amonio

(Duque et al., 1993) para su posterior incorporacion a esqueletos carbonados en la
sintesis de aminodcidos.

OH

()'7 N H 2 0'7
a8 ] O Ne 2
H 4—
NOz
NO,

Figura 7. Mecanismo propuesto para la liberacién de nitrito del 4cido picrico
mediante un ataque nucleofilico (Lenke y Knackmuss, 1992).
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1.1.2. La reduccidn del grupo nitro en el anillo aroméatico

La reduccion de grupos nitro a amino en los sistemas bioldgicos ocurre a través de
los derivados nitroso e hidroxilamino en una secuencia de reacciones que ocurren por la
incorporacion sucesiva de 2 electrones (McCormick ez al., 1976):

R-NO; + H; » R-NO + H,0
R-NO + H, —» R-NHOH
R-NHOH + H, » R-NH, + H,O

Existen numerosos casos en los que se ha descrito la acumulacion de amonio en el
medio de cultivo durante la degradacion bacteriana de compuestos nitroaromaticos. La
identificacion del intermediario aromdtico hidroxilamino conduce a la conclusién de que
en estos casos la reduccion del grupo nitro ocurre cuando €ste se encuentra atn unido
al anillo. El grupo nitro es utilizado en estos compuestos como aceptor final de
electrones. En los casos en los que se ha caracterizado la actividad implicada en la
reduccion de estos compuestos se ha demostrado que es dependiente de NAD(P)H
(Schackmann y Miiller, 1991; Groenewegen et al., 1992; Nishino y Spain, 1993), aunque
en ninguno de estos casos se han purificado estos enzimas a homogeneidad.

Las aminas aromaticas resultantes de la reduccién completa de compuestos
nitroaromaticos pueden formarse tanto en condiciones de aerobiosis como de
anaerobiosis. En el caso de polinitroaromaticos, la presencia de un grupo nitro potencia
la reactividad de otro grupo nitro en la misma molécula (Pearson, 1948); en relacién con
la posicion relativa de este grupo respecto a otros sustituyentes, el grupo nitro situado
en posicion para es reducido mas rapidamente que el de la posicién orzo del anillo en el
caso de nitrotoluenos y nitrobenzoatos, mientras que ocurre lo contrario en nitrofenoles
y nitroanilinas (McCormick er al., 1976; Schackmann y Miiller, 1991).

En aerobiosis o cuando el potencial reductor del sistema no es lo suficientemente
electronegativo como para permitir la reduccién completa del grupo (o grupos) nitro de
la molécula, los derivados hidroxilamino persisten el tiempo suficiente y sufren
oxidaciones no enzimadticas que conducen a la formacién de derivados azoxi (Channon
et al., 1944; Haidour y Ramos, 1994; McCormick e al., 1976; McCormick et al., 1978).
Los procesos de reduccién total o parcial con formacién de algunos de los dimeros
correspondientes de los grupos nitro del trinitrotolueno se esquematizan en la Figura 8.
Haidour y Ramos (1994) han demostrado que los derivados azoxi en la degradacién de
trinitrotolueno por una cepa de Pseudomonas se forman espontdneamente a partir de
los derivados hidroxilamino, intermediarios en los procesos de reduccién de los grupos
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nitro a amino que sufre la molécula; en presencia de oxigeno molecular se forma nitroso

a partir del derivado hidroxilamino que, junto con otra molécula de hidroxilamino,
forman el azoxiderivado correspondiente.

(6% NO, CH,
CH; O-N NO»
OQN NO'_’
CH;
N
I

0«N h
@(‘H; NO, N+O

CH; CH;
O,N NHOH . NO,
0O-N NO, £ Oal -
O>N NO,
CH;
NO, NHOH
C“3 CH'&
O-N NH, O-N NO,
N(): CI {3 NH,
\i)zN NH:/
NH,
CH;
H,;N NHg
NH,

Figura 8. Rutas propuestas de reduccién de los grupos nitro del trinitrotolueno
(McCormick et al.. 1978).
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Por tanto, los productos finales de reduccion de compuestos aromaticos son
aminas aromadticas o derivados azoxi. Mientras que, como se ha dicho anteriormente, no
se han descrito microorganismos capaces de degradar los dimeros azoxi, si existen
bacterias que degradan aminas aromaticas, como anilina (Zeyer y Kearney, 1983) o 2-
aminobenzoato, en el que el grupo amino se sustituye por un grupo hidroxilo (Cain,
1966b), o €stas son intermediarios en la degradacién de nitrobenceno o nitrobenzoatos
(Cain, 1966a; Durham, 1958; Nishino y Spain, 1993).

Sin embargo en la bibliografia se han descrito casos en los que la degradacién de
nitrobenzoatos ocurre por la via reductiva sin pasar por el estado amino. En estos casos
se han identificado los derivados hidroxilamino, y particularmente en la degradacion de
4-nitrobenzoato por distintos microorganismos, diversos autores proponen que
posteriormente a la liberacion de amonio y previamente a la formacién del intermediario
dihidroxilado, el 3,4-dihidroxibenzoato, se produce 4-hidroxibenzoato (Ke er al., 1959:
Cartwright y Cain, 1959a y b; Cain y Cartwright, 1960; Cain y Cartwright, 1966a). Una
bacteria en la que el 4-hidroxibenzoato no es un intermediario en la ruta de degradacion
del 4-nitrobenzoato ha sido aislada por Groenewegen er al. (1992). El esquema de esta
ruta se muestra en la Figura 9. El 4-nitrobenzoato es reducido hasta su derivado
hidroxilamino, y este se transforma en 3,4-dihidroxibenzoato por un mecanismo ain
desconocido.

COOH COOH COOH COOH
NADPI I NADPH
NH
NADP* NADP* q Gl
NO, NHOH
4-nitrobenzoato 4-nitrosobenzoato 4-hidroxilaminobenzoato 3,4—d1h1drox1benzoat0

Figura 9. Ruta propuesta de degradacién de 4-nitrobenzoato en Comamonas
acidovorans (Groenewegen et al., 1992).

Recientemente se han aislado bacterias capaces de llevar a cabo la degradacion
completa de 4-nitrotolueno en las que ocurre reduccién del grupo nitro (Rhys-Williams
et al., 1992; Haigler y Spain, 1993). En estos casos el grupo metilo es oxidado
inicialmente a carboxilo a través de los intermediarios alcohol y aldehido, y se han
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detectado actividades alcoholbencilico deshidrogenasa y benzaldehido deshidrogenasa
dependientes de 4-nitrotolueno en un proceso que recuerda a la ruta "upper" del
plaismido TOL (Figura 10). La ruta de degradacién del 4-nitrobenzoato formado es
similar a la descrita por Groenewegen et al. (1992).

CH; CH,OH CHO COOH

NO, NO, NO, | NO,
alcohol - )
4-nitrotolueno 4-nitrobencilico 4-nitrobenzaldehido 4-nitrobenzoato
NH;
COOH COOH
/
ol
OCH Ol on
HOOC
OH

semialdehido del 4cido
2-hidroxi-4-carboximucénico 3,4-dihidroxibenzoato

Figura 10. Ruta propuesta de degradacién de 4-nitrotolueno por Pseudomonas
sp 4NT (Haigler y Spain, 1993).

El mecanismo mediante el cual las bacterias liberan el grupo amino tanto de los
compuestos hidroxilamino como de los aminoaromaticos permanece desconocido
(Groenewegen er al., 1992; Bachofer et al., 1975).

1.2. LA FISION DEL ANILLO

En las rutas degradativas de compuestos nitroaromaticos por bacterias no se han
descrito hasta el momento los enzimas oxigenasas o hidroxilasas que rinden los
derivados dihidroxilados necesarios para la rotura del anillo aromético. Unicamente en la
biotransformacién de nitrobenceno en 3- y 4-nitrocatecol por diversas oxigenasas de
Pseudomonas, Haigler y Spain (1991) han propuesto que la adicién del segundo grupo
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hidroxilo tras la sustitucién del grupo nitro por un grupo hidroxilo debe estar mediada
por una hidroxilasa o una monooxigenasa, pero este enzima es desconocido.

Por el contrario si se han detectado actividades enzimaticas implicadas en la rotura
de estos anillos aromaticos. En algunos casos se trata de fisiones orto, y se han
detectado actividades catecol 1,2-dioxigenasa (Nishino y Spain, 1993) y 3.4-
protocatéquico dioxigenasa (Rhys-Williams er al.,1993) dependientes de la presencia de
nitrobenceno y 4-nitrotolueno respectivamente. También se han identificado
intermediarios metabdlicos propios de rutas orto, como el c¢is,cis-muconato y el B-
cetoadipato, en la degradacién de 2-nitrofenol (Zeyer y Kearney, 1984). La ruta
degradativa posterior a la rotura del anillo es la del B-cetoadipato. Del mismo modo
existen casos en los que la degradacion posterior del compuesto ocurre por una ruta
meta; por ejemplo, se ha detectado una actividad protocatéquico 4,5-dioxigenasa
implicada en la degradacion de 4-nitrotolueno (Haigler y Spain, 1993) (Figura 10), y se
han identificado intermediarios metabélicos de rutas mera, como el semialdehido del
acido 3-hidroximuconico, en la degradacién de 4-nitrofenol (Spain et al. 1979).

Por otro lado se han descrito bacterias capaces de romper anillos aromaticos
portadores de grupos nitro, como en el caso de la degradacion de 2.4-dinitrotolueno por
Pseudomonas sp. (Spanggord et al., 1991), y de la degradacion de acido picrico por
Rhodococcus erythropolis (Lenke y Knackmuss, 1992).

2. ORGANIZACION GENETICA

Hasta el momento se desconoce casi completamente la organizacion genética de
las rutas implicadas en la degradacion de compuestos nitroaromaticos.

Suen y Spain (1993) describieron la localizacién plasmidica de 3 genes implicados
en la degradacion de 2,4-dinitrotolueno por una cepa de Pseudomonas. Los autores
proponen que la ruta esta organizada en 3 operones en base a procesos de adaptacion
secuenciales en los que se acumulaban progresivamente determinados intermediarios de
la ruta, lo que sugiere ademas la existencia de un sistema inducible en cascada.

Igualmente se ha mostrado que determinados nitroaromaticos son inductores de
sus rutas degradativas, como en el caso de la degradacién de nitrofenoles (Zeyer y
Kearney, 1984; Schmidt et al., 1987), o de 4-nitrotolueno (Haigler y Spain, 1993) por
bacterias del género Pseudomonas.

El conocimiento de la estructura, organizacién y regulacién de los genes
implicados en las rutas degradativas de estos compuestos es de enorme importancia para
el desarrollo de nuevas capacidades metabdlicas.
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III. LAS RUTAS DEGRADATIVAS CODIFICADAS POR EL PLASMIDO
TOL pWWO0 DE PSEUDOMONAS PUTIDA

En 1963 Nozaki y colaboradores aislaron una cepa de Pseudomonas putida que
catabolizaba benzoato, 3-metilbenzoato y 4-metilbenzoato por una ruta distinta a la
hasta entonces conocida ruta orto, la ruta meta. Los primeros en sugerir la posibilidad de
que la ruta meta de esta cepa, P. putida mt-2, estuviera codificada en un plasmido fueron
Nakazawa y Yokota (1973), cuando aislaron con una alta frecuencia mutantes de ésta
incapaces de crecer en 3- y 4-metilbenzoato, pero que conservaban la capacidad de
crecer en benzoato a través de la ruta orto. En 1974, Williams y Murray demostraron la
existencia del plasmido TOL pWWO cuando transfirieron el caracter de crecer en 3-
metilbenzoato a cepas que no crecian en este sustrato. Posteriomente Worsey y Williams
(1975) descubrieron que el plismido TOL codificaba ademis la informacion para la
degradacién de tolueno y m- y p-xileno, que eran oxidados a través de sus
correspondientes alcoholes bencilicos y benzaldehidos hasta los dcidos benzoicos, y que
€stos eran posteriormente degradados por ruta meta. Estos autores sugirieron por
primera vez que tolueno y xilenos inducian los enzimas necesarios para su degradacion y
la de sus correspondientes 4cidos benzoicos, mientras que éstos sélo inducian los
enzimas de la ruta meta, lo que sugeria la existencia de varias unidades transcripcionales.
A partir de entonces diversos grupos de investigacion han participado en el estudio de
las rutas catabdlicas codificadas en este plasmido y en su modo de regulacion, y
actualmente TOL es el pldsmido catabélico mejor caracterizado.

En los iltimos afios se han aislado otros plasmidos TOL que difieren del arquetipo,
PWWO, en una serie de caracteristicas como transmisibilidad, estructura molecular.
patrones de restriccion, o aparicién de delecciones (Duggleby er al., 1977; Friello et al..
1976; Williams y Worsey, 1976; Worsey y Williams, 1977).

En este apartado se resumen las caracteristicas de las rutas degradativas
codificadas por el plasmido arquetipo pWWO y el modelo de regulacién a que estan
sometidas. En especial se detalla la descripcién de los elementos enzimaticos y
reguladores que han sido utilizados en este estudio, que son el operén "upper” y el
regulador que induce su transcripcion, la proteina XylR.
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1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL PLAMIDO TOL pWW(

El plasmido TOL pWWO pertenece al grupo de incompatibilidad Inc P-9. Es un
plasmido autotransmisible, aunque su espectro de hospedador estd restringido a
Pseudomonas pertenecientes al grupo I de ARN ribosémico y a algunas enterobacterias
(Nakazawa, 1978; Ramos-Gonzdlez et al., 1991), y su replicacion es termosensible
(Nakazawa, 1978).

Su tamafio es de aproximadamente 117 kilobases, y las rutas catabélicas que
codifica se encuentran localizadas en un fragmento de unas 40 kilobases incluido
dentro de un transposén de 56 kilobases, el Tn4651, perteneciente a la familia del
Tn3 (Chakrabarty er al., 1978; Meulien et al., 1981; Tsuda e lino, 1987). Este transposon
esta a su vez incluido en otro, el Tn4653, de la misma familia, que probablemente
representa el transposoén de mayor tamano conocido, 70 Kb (Tsuda e Iino, 1988).
La caracterizacion genética de estos transposones, asi como de las funciones de
transposicion codificadas por éstos ha sido realizada en detalle por Tsuda et al.
(1989). De las restantes 47-50 Kb del plasmido se conoce poco, aunque se han
localizado la zona del origen de replicacién y la region implicada en las funciones
de transferencia (Franklin eral., 1981). Bradley y Williams (1982) describieron que
los pili codificados por TOL se transcribian constitutivamente.

En la Figura 11 se muestra un esquema de este plasmido con la situacion de
los genes que han sido identificados, junto con el mapa de restriccién para los
enzimas Xhol, EcoRl y Hindlll (Burlage er al., 1989: Downing y Broda, 1979).

2. LAS RUTAS CATABOLICAS CODIFICADAS POR TOL

Los genes catabdlicos del plasmido TOL pWWO0 se encuentran organizados en dos
unidades transcripcionales denominadas "upper” y meta. El operén "upper” codifica la
informacién genética para los enzimas implicados en la oxidacién de tolueno y xilenos
hasta benzoato y metilbenzoatos (Harayama et al., 1986a). El operén mera codifica la
informacion genética para la degradacién de los benzoatos y metilbenzoatos hasta
acetaldehido y piruvato (Harayama er al., 1984). Pseudomonas putida portadora del
plasmido pWWO es capaz de utilizar como tnica fuente de carbono ademas de tolueno,

m-y p-xileno (Worsey y Williams, 1975), 1,2 4-trimetilbenceno y 3-etiltolueno (Kunz y
Chapman, 1981).
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(Tn4653)
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Figura 11. Esquema del plasmido TOL pWWO de Pseudomonas putida. Se
representan los mapas de restriccién del plasmido para los enzimas Xhol, EcoR] y
HindIII; los fragmentos se nombran por orden alfabético en orden decreciente de
acuerdo con su tamafio. Las flechas indican las regiones que contienen los operones
"upper” y meta asi como los genes reguladores xylR y xylS, y su sentido indica el sentido
de la transcripcién. Se muestra la localizacion de los transposones Tn4657 y Tn4653, asi
como de los genes que codifican para las transposasas (rnpA) especificas de cada
transposén, y resolvasas (tnpS y tnpT) y el sitio res de Tn4651 comin para ambos

transposones. De igual forma se indica la posicion de las regiones de transferencia (Tra) y
replicacién (Rep).
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1.1. LA RUTA "UPPER" DE TOL

Los enzimas de la ruta "upper” son responsables de la oxidacién secuencial del
grupo metilo del anillo del tolueno y derivados hasta carboxilo a través de los
correspondientes alcoholes y aldehidos. Los enzimas encargados de estas oxidaciones
son la tolueno monooxigenasa, la alcohol bencilico deshidrogenasa y la benzaldehido
deshidrogenasa, cuya informacién genética se encuentra codificada en los genes xy[IMA,
xy[B y xylC respectivamente.

Los genes estructurales de estos enzimas se encuentran localizados en una region
de unas 8 kilobases que se transcribe desde el promotor Pu (Inouye et al., 1983).
Harayama er al. (1989) identificaron los productos de 5 genes de la ruta "upper”, y
establecieron que el orden de estos genes en el operén es xylC-xyIM-xylA-xylB-xyIN.
Los 4 primeros genes codifican para los enzimas de la ruta; la funcién del producto de
xyIN es atn desconocida. Ademds de estas proteinas, en la zona entre el promotor y el
gen xylC existe un marco abierto de lectura cuyo producto no se ha identificado atn
(Lebbens y Williams, 1985; Harayama er al., 1989). En la Figura 12 se muestra un
esquema de las reacciones de oxidacion del tolueno a través de los enzimas codificados
por el operén "upper".

CH, CH,OH COOH
tolueno alcohol bencilico benzaldehido
monooxngcnaqa deshldrooenasa deshidrogenasa
NAD+ NADH+H" NAD+ NADH+H"
tolueno alcohol bencilico benzaldehido benzoato
XyIMA XylB XylC
Pu xyl CAMBN >

Figura 12. Oxidacion de tolueno a través de los enzimas de la ruta "upper"” del
plasmido TOL vy organizacién de los genes catabolicos del operdon "upper". Los
productos de los genes xyIMA, xylB y xylC que codifican para los enzimas tolueno
monooxigenasa, alcohol bencilico deshidrogenasa y benzaldehido deshidrogenasa
respectivamente, se indican debajo de cada uno de ellos.
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1.1.2. Tolueno monooxigenasa

La tolueno monooxigenasa del plasmido TOL cataliza la oxidacién del grupo
metilo del tolueno para generar alcohol bencilico (Figura 12). Ademas posee una
actividad alcohol bencilico deshidrogenasa que le permite oxidar el alcohol bencilico a
benzaldehido (Harayama er al., 1986a).

El enzima consta de dos subunidades codificadas por los genes xylA y xylM,
cuyos productos de 35 y 40 Kd respectivamente son necesarios para la actividad
enzimatica (Harayama er al., 1989). La secuenciacién de estos genes, su comparacion
con secuencias de otras proteinas cuyo funcionamiento es conocido, asi como la
purificacion del producto del gen xy/A, han permitido establecer el mecanismo de accién
de este sistema multienzimatico. XylA presenta actividad NADH-reductasa; contiene
FAD unido no covalentemente y un centro [2Fe-2S]. XyIM es una hidroxilasa terminal
que realiza la tranferencia de un dtomo de oxigeno al grupo metilo del anillo, con la
formacion de H,O y la oxidacién del enzima. La funcién de XylA debe ser la
transferencia de equivalentes de reduccién desde NADH exogeno a través de FAD y de
un centro [2Fe-28] para regenerar la forma reducida de la proteina XyIM (Suzuki er al..
1991; Shaw y Harayama, 1992).

La tolueno monoox1gena§a puede oxidar un amplio espectro de sustratos, ya que
ademas de los ya mencionados oxida indol con la formacion de indigo (Mermod et al.,
1986). Sin embargo este enzima es el cuello de botella para la metabolizacion de otros
compuestos como 4-etiltolueno, ya que el alcohol bencilico y benzaldehido derivados de
éste si son sustratos del resto de los enzimas de la ruta "upper"” (Abril et al., 1989). Los
clorotoluenos sustituidos en las posiciones 3 y 4 son oxidados por el enzima, aunque a
baja velocidad (Abril er al., 1989).

1.1.2. Alcohol bencilico deshidrosenasa

El gen xylB codifica la alcohol bencilico deshidrogenasa, que cataliza la oxidacién
de alcohol bencilico a benzaldehido con la reduccién concomitante de NAD a NADH
(Figura 12) (Worsey y Williams, 1975). Shaw y Harayama (1990) purificaron y
caracterizaron este enzima. La protema activa es un homodimero de dos subumdades de
42 kDa, cuya actividad "in vitro” tiene un pH optimo de 9.,4. El valor de. Kiy e este
enzima por alcohol bencilico es de 220 mM. La reacciéh catahzada por la alcohol
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bencilico deshidrogenasa es reversible, con un pH optimo de 5,7. Estudios preliminares
indican que el enzima se inhibe en presencia de NADH (Shaw y Harayama, 1990).

1.1.3. Benzaldehido deshidrogenasa

Este enzima, al igual que la alcohol bencilico deshidrogenasa fue caracterizada por
Shaw y Harayama (1990). La proteina activa es un dimero de dos subunidades idénticas
de 57 kDa, codificadas por el gen xy/C que cataliza la oxidacién de benzaldehido a
benzoato con la reduccién de NAD (Figura 12). Esta reaccién es irreversible y su pH
optimo es de 9,6. La K., de la benzaldehido deshidrogenasa por benzaldehido es de 460
mM. La baja afinidad del enzima por su sustrato se compensa con una alta concentracion
de éste en la célula, que es alrededor de un 6% de la proteina total (Shaw y Harayama,
1990). '

1.2. LARUTA META DE TOL

El 4cido benzoico o sus derivados resultantes de la oxidacion de toluenos vy
xilenos por los enzimas de la ruta "upper” son transformados en intermediarios del ciclo
de Krebs por medio de una serie de reacciones que constituyen una ruta meta tipica de
las descritas en el apartado I de esta Introduccién (Figura 4). Los genes que codifican
para los enzimas de esta ruta se encuentran en un fragmento de unas 11 kilobases. El
orden de €stos es xy/X YZLEGFJQKIH, de acuerdo con Harayama y Rekik (1990) y se
transcriben desde un promotor tnico denominado Pm (Mermod ez al., 1984; Marqués et
al., 1993).

Los enzimas de esta ruta son los encargados de transformar los dcidos benzoicos
en catecoles, cuya fision meta produce los correspondientes derivados del semialdehido
del acido mucénico. Estos pueden seguir las dos vias alternativas descritas anteriormente,
bien de deshidrogenacién y descarboxilacién posterior o bien de hidrdlisis (Figura 4),
para converger posteriormente en el 2-oxo-pent-4-enolato, que entra en el metabolismo

central de la c€lula a nivel de piruvato y acetaldehido (Harayama ez al., 1986b: Harayama
y Rekik, 1990).
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3. EL MODELO DE REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DE LAS
RUTAS CATABOLICAS DE TOL

El plasmido TOL pWWO es un ejemplo més de la existencia de sistemas de
regulacion finamente controlados para la expresién de rutas catabélicas de compuestos
orgdnicos. Mientras que el crecimiento de P. putida (pWWO) en toluenos y xilenos
implica la expresion de los operones "upper" y meta, el crecimiento en metilbenzoatos
resulta en la expresién del operén meta, pero no del “upper” (Franklin er al., 1981;
Franklin ez al., 1983; Inouye ez al., 1981; Worsey et al., 1978).

El modelo general de induccién de la expresién de las rutas "upper" y meta del
plasmido TOL aparece esquematizado en la Figura 13. La regulacion de la expresion de
estas dos rutas degradativas corre a cargo de las proteinas XyIR y XylS; ambas son
reguladores positivos que se transcriben desde promotores independientes vy
divergentes. La expresion de los genes del operén "upper” requiere la proteina XyIR,
mientras que ambas XyIR y XylS son necesarias para la expresion del operon mera
(Inouye et al., 1981 y 1983; Franklin er al., 1981 y 1983; Ramos er al., 1987a), como
sugirieron Worsey y Williams en 1975.

: A
| T
Pu xyl CAMBN > Pm xy XYZLEGFJQKIH >< xyl S| Ps MR R>
+‘ + |
v\\ Sl S i) ?
@ e S
A

A

m-xileno

Figura 13. Modelo de regulacién de las rutas degradativas del plasmido TOL. La
activacion (+) o represion (-) de cada proteina sobre los promotores correspondientes se
indica mediante flechas. XyIR inactivo (O), XyIR activo @) XyIS inactivo (A ). XylS
activo (A ), NtrA (@), [HF (0).
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El regulador XyIR se expresa constitutivamente en forma inactiva (Inouye ez al.,
1985). Su activacién depende de la presencia en el medio de una gran variedad de
hidrocarburos aromaéticos, alcoholes bencilicos y 4-clorobenzaldehido (Abril er al., 1989).
La proteina activa, junto con el factor 654 de la ARN polimerasa (también llamado NtrA o
RpoN) y una proteina implicada en inducir dobleces en el ADN denominada IHF
("Integration Host Factor") (revisado en Marqués y Ramos, 1993) origina una cascada de
inducccion de la transcripcién que conlleva a la expresién de la ruta catabélica completa:
por un lado induce la transcripcién de los genes catabdlicos de la ruta "upper" a partir
del promotor Pu, y por otro la expresion del gen xylS desde el promotor Ps (Inouye et al.,
1987a; Ramos et al., 1987a). La hiperproduccién de XylS conduce a la expresion de la
ruta meta en ausencia de efectores de la proteina (Inouye et al., 1987b; Ramos et al.,
1987a). En presencia de sustratos de esa ruta, XylS interacciona con ellos e induce la
expresion de la misma (Ramos ez al., 1986 y 1987a).

Los reguladores XyIR y XylS no son homélogos entre si, y existen diferencias en el
mecanismo de activacion de la transcripcion llevado a cabo por cada uno de ellos. XylIS
es una proteina de 321 aminodcidos y muestra homologia en su extremo C-terminal con
las proteinas de la familia de AraC, implicadas en la estimulacién de la transcripcion de
funciones relacionadas con el metabolismo del carbono. patogénesis y respuesta a
agentes alquilantes en bacterias (Gallegos er al., 1993; Ramos er al., 1990). El promotor
activado por esta proteina, Pm, se considera un promotor tipo -10/-35, dependiente del
factor 670 (Reznikoff et al., 1985), aunque la zona -35 diverge de la secuencia consenso
establecida para E. coli. Los sitios de unién de la proteina XylS al promotor estin
situados en la zona de alrededor de -40 respecto al punto de iniciacién de la
transcripcion (Kessler, er al., 1993; Mermod et al., 1984: Ramos et al., 1987a), y aunque
el mecanismo de induccién mediada por el regulador no estd claro, probablemente XylS
interaccione con la ARN polimerasa favoreciendo asi la transcripcién (revisado en
Marqués y Ramos, 1993). El regulador XyIR y los elementos implicados en la activacién
de la transcripcion que induce se comentan en el apartado siguiente.

4. LA ESTIMULACION DE LA TRANSCRIPCION MEDIADA POR XYLR

4.1. EL GEN xy/[R Y SU PRODUCTO

La expresion del gen xylR tiene un papel fundamental en el sistema regulado de la
expresion de los genes xyl. Dos caracteristicas hacen la expresion de este gen distinta del
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resto de los genes de la ruta: una es que se expresa constitutivamente como se ha
mencionado en el apartado anterior (Inouye ez al., 1985); la otra es que reprime su propia
sintesis (Inouye er al., 1987a; Abril et al., 1989).

En el promotor de xy[R, Pr, existen dos puntos de iniciacién de la transcripcion, Pry
y Pry (Inouye et al., 1987), cuya estructura es similar a la de promotores de Escherichia
coli con estructura tipica -10/-35 que son reconocidas por el factor 670 de la ARN
(Reznikoff er al., 1985). El gen xylR se transcribe divergentemente de Ps, el promotor
adyacente a €l, y las zonas de unién de XyIR a este promotor para activar su
transcripcion se encuentran superpuestas a los dos promotores Pr (Holtel er al., 1992).
De este modo, se ha sugerido que XyIR se une al mismo sitio para activar Ps y para
reprimir su propia sintesis (Marqués y Ramos, 1993). En la Figura 14 se representa un
esquema de la zona promotora que incluye los promotores de los genes xylR y xylS.

12

)
+

-10 -35-10 -35

g - S
ARNm; xy/R ARNm,; xylR ARNm xv{S

Figura 14. Esquema de la regién promotora de los genes xy/R y xylS. Las flechas
en la parte superior indican las secuencias repetidas inversamente de unién de XyIR que
se localizan entre -136 y -187; las zonas -10/-35 de los promotores Pr; y Pr;, asi como la
zona -12/-24 del promotor Ps se indican mediante lineas. La trama color amarillo
representa el promotor Ps; la trama color azul el promotor Pr; la zona comiin a ambos
promotores se representa como gama de azul a amarillo.

XyIR es una proteina de 566 aminocidos perteneciente a la familia de reguladores
positivos de NtrC (Inouye er al., 1988). Esta familia incluye proteinas que controlan la
expresion de determinados operones en respuesta a una gran variedad de estimulos
ambientales y otros procesos fisiol6gicos en bacterias (Ronson ez al., 1987; Miller er al.,
1989); algunos de éstos son limitacién de nitrégeno (NtrC) en Escherichia coli,
Rhizobium meliloti y otras bacterias Gram negativas, fijacién de nitrégeno (NifA) en
Klebsiella pneumoniae, R. leguminosarum y R. meliloti, limitacién de fosfato (phoB) en
E. coli, control de virulencia (VirG) en Agrobacterium tumefaciens, y transporte de
acidos dicarboxilicos (DctD) en Rhizobium leguminosarum (revisado en Gross et al.,
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1989 y Ronson et al., 1987). La Figura 15 esquematiza el alineamiento de XyIR con
algunas proteinas de la familia. Estas protefnas se caracterizan por la existencia de 4
dominios, 3 de los cuales son altamente homélogos. La zona C-terminal o dominio D
contiene un motivo a-hélice-giro-a-hélice caracteristico de proteinas que se unen a ADN,
La region central o dominio C es la zona con un mayor porcentaje de homologia;
probablemente corresponde con la zona de interaccién del regulador con el factor 654 de
la ARN polimerasa, y contiene la regién de unién e hidrélisis de ATP para la liberacion de
la energia necesaria en la formacién de complejos abiertos del promotor (Kustu er al.,
1989). EI dominio B es un dominio de unién entre los dominios C y A. El dominio N-
terminal de estas proteinas estdi mucho menos conservado. En el caso de XylR este
dominio tnicamente es homélogo al del regulador DmpR implicado en la expresién de la
degradacion de fenol en Pseudomonas putida (Shingler et al., 1993). Se ha sugerido que
esta region es la zona de recepcién de la sefial ambiental especifica de cada sistema
(Inouye et al., 1988; Nixon et al., 1986).

A B & D
| 210)  [2i1 231 473 15 s66  XyIR
22 558
A
I 210 att 234 473 513 563 dm pR
229 558
E
120 139 378 426 h
1 LEE el 160 NtrC
138 466
F
> A aA77 e e
22 182 185 211 .3 AL 524 NifA
203 520

Figura 15. Esquema de los dominios conservados de XyIR con proteinas de la
familia de NtrC. Las regiones homologas se representan como recuadros comunes: las no
homélogas como recuadros independientes.

4.2. LOS PROMOTORES ACTIVADOS POR XYLR

Los promotores activados por el regulador XyIR, Pu y Ps, son homélogos a los de
los genes regulados por nitrégeno (ntr “nitrogen regulation”) y a los de fijacion de
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nitrégeno (nif "nitrogen fixation") y otros procesos en bacterias, ya que conservan las
secuencias consenso situadas en -12/-24 respecto al sitio de iniciacién de la transcripcion
(5-TTGCA-3"y 5-CTGGC-3") (Ausubel, 1984; Dixon, 1984a). Existen ademas otras dos
zonas de homologia que se localizan alrededor de -35/-70 y -120/-190 de Pu y Ps. En el
promotor Ps existen hay ademds otras 2 regiones homdlogas a la situada entre -35/-70,
que se encuentran entre -140/-150 (Holtel et al., 1990). En la Figura 16 se esquematizan
las secuencias homdlogas de estos dos promotores.
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Figura 16. Secuencias homdlogas de los promotores Pu y Ps con promotores -12/-

24. Los niimeros
la transcripcién.
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Las regiones conservadas en -12/-24 son tipicas de reconocimiento especifico por
el factor 6>* de la ARN polimerasa (Kustu ez al., 1989). Esta proteina, que inicialmente se
definié como un activador de la expresion del gen glnA en enterobacterias (Dixon,
1984b; Krajewska-Grynkiewicz y Kustu, 1983), se requiere para la estimulacion de la
transcripcion de genes implicados en procesos diversos como transporte de 4acidos
dicarboxilicos (Ronson, 1988) y produccién de melanina en R. leguminosarum (Hawkins
y Johnson, 1988) o fijacién y asimilacién de nitrégeno en A. vinelandii (Toukdarian y
Kennedy, 1986). Se ha demostrado que la expresion desde el promotor Pu es
dependiente de esta proteina (Dixon, 1986; Ramos et al., 1987a).

Las regiones -40/-70 de Pu y Ps son ricas en pares A-T. Concretamente las zonas
-55/-67 de Pu y -35/-47 de Ps muestran homologia a la zona consenso de uni6n de la
proteina IHF (Holtel er al., 1990) encontrada en otros promotores (Hoover er al., 1990).
Esta proteina recibe el nombre por su papel en la integracion del genoma del fago I en el
cromosoma de E. coli (Nash y Robertson, 1981; Landy, 1989) y esta implicada en una
gran variedad de procesos celulares que incluyen transposicion, iniciacién de la
replicacion de plasmidos y empaquetamiento de fagos, asi como en el control de la
expresion génica (Friedman, 1988). Se ha sugerido que el papel principal de IHF en estos
procesos es inducir dobleces en el ADN de forma que €ste adquiera una conformacién
funcional (Goodman y Nash, 1989; Snyder e al.. 1989). Aunque la presencia de IHF no
se ha confirmado en Pseudomonas, estudios de improntas in vitro han demostrado que
la proteina de E. coli se une a Pu (de Lorenzo er al., 1991). En ausencia de la proteina
IHF la expresion desde el promotor Pu disminuye al 25%. Por el contrario, la expresion
desde Ps es invariable en ausencia y presencia de IHF. Estudios de retardo en gel
realizados por Holtel ez al. (1992) han demostrado que IHF se une débilmente a Ps y que
la presencia de esta proteina no es necesaria para la activacién de la transcripcién desde
este promotor.

La region de -120/-180 de Pu es la zona de unién del regulador XyIR (Abril et al.,
1991; de Lorenzo et al., 1991: Inouye er al., 1990), que reconoce el motivo consenso que
se muestra en la Figura 16. Dicha secuencia aparece dos veces en orientacion invertida
en este segmento. En el caso de Ps, la secuencia de unién de XyIR se encuentra en la
region de -130/-190 (Holtel er al., 1990). La dependencia de regiones que se encuentran
relativamente alejadas del punto de incicién de la transcripcion es una caracteristica
extendida entre los en promotores dependientes del factor 65 de la ARN polimerasa. Al
igual que ocurre en estos promotores, la zona de unién del regulador XylIR puede

alejarse hasta 1 kb del punto de inciacién de la transcripcion en Pu y en Ps (Gomada et
al., 1992; Inouye er al., 1990)
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De este modo, Pu y Ps son homélogos a promotores que controlan la expresion de
genes relacionados con funciones metabélicas diversas en distintos MIiCroorganismos, y
que parecen compartir sistemas similares de induccion. El mecanismo de activacion de
estos promotores dependientes de ¢354 es similar al de los promotores dependientes de
c7% en el sentido en que el activador debe estar en contacto con la ARN polimerasa
(Collado-Vides et al., 1991). En los promotores dependientes de 65, se ha propuesto que
el ADN se dobla de forma que el regulador y el factor 654 entran en contacto. La
proteina IHF capaz de inducir dobleces en el ADN, podria favorecer estos contactos
(Collado-Vides et al., 1991).

En el caso de Pu los datos apuntan a que esto ocurre asi. La Figura 17 es un
esquema del modelo propuesto (Abril er al., 1991 y 1993; de Lorenzo et al., 1991).

UASI

UAS2 \_/‘

Figura 17. Esquema del modelo de activacién de Pu por XyIR e IHF. Mediante
flechas se indican la orientacién del doblez inducido por IHF y el sentido de la
transcripcion (de Lorenzo ef al., 1991).

En efecto, de Lorenzo er al. (1991) demostraron que 634 y el sitio de unién de XylIR
S¢ encuentran en la misma cara del ADN, mientras que IHF se sitda en la opuesta. l.os
ensayos de improntas “in vivo" realizados por Abril er al. (1991) demostraron que en
presencia de efectores los patrones de metilacién de las regiones de unién de XyIR vy de
IHF de Pu cambian. Estos cambios se interpretaron como reflejo de los cambios
conformacionales inducidos en XyIR en presencia del efector, que facilitan el contacto
con el complejo formado por el promotor y el factor 654 en la regién -12/-24. El estudio
exhaustivo realizado por Abril ez al., en 1991 y 1993 sobre el efecto de mutaciones en el
promotor Pu, que colocan en distintas caras del ADN los sitios de unién de XyIR, IHF y
0%, permiti6 eluciar el papel fisico de IHF en la transcripcién desde Pu: de hecho. el sitio
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de union de THF al ADN puede ser sustituido por regiones ricas en AT, cuya flexibilidad
permite del mismo modo estos dobleces (Pérez-Martin et. al., 1994). En el caso de Ps la
indepedencia de IHF para la activacion de la transcripcion de este promotor parece ser
innecesaria debida a su riqueza en AT (Holtel et al., 1992), al igual que se ha demostrado
en el caso de otros promotores -12/-24 no dependientes absolutamente de IHF (Claverie-
Martin y Magasanik, 1991).
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Objetivos

Al iniciarse este trabajo, no se habian descrito bacterias capaces de degradar
nitrotoluenos, mientras que la degradacién de otros nitroaromaticos mas polares se
encontraba bien documentada.

Ensayos preliminares habian mostrado que Pseudomonas putida 2440 portadora
de TOL es incapaz de utilizar nitrotoluenos como fuente de carbono y/0 nitrogeno.

El plasmido TOL es el mejor caracterizado plasmido catabélico que existe en
cuanto a la organizacén genética de las rutas catabdlicas que codifica, de los sistemas
enzimaticos que componen dichas rutas catabélicas y de sus mecanismos de regulacion.
Esto hacia de este pldsmido un candidato apropiado para estudiar si en alguna
extension los elementos enzimdticos y reguladores reconocian compuestos
nitroaromaticos; en particular era de interés explotar la especificidad relajada de los
enzimas de la ruta "upper" para biotransformar nitrotoluenos en nitrobenzoatos. De este
modo, los objetivos de este trabajo fueron los siguientes:

1.- Por un lado determinar si los compuestos nitroaromaticos eran sustratos de los
enzimas de la ruta "upper" de TOL.

2.- Por otro lado establecer el perfil de nitroaromaticos que son reconocidos por el
regulador XyIR, y en caso necesario inducir las mutaciones adecuadas para expandir el
potencial de este regulador en la biodegradacién de nitroaromaticos.

3.- Aislar bacterias capaces de degradar nitrobenzoatos que pudieran ser utilizadas
como hospedadores para la expansién de las rutas de degradacion de nitroaromaticos,
mediante la transferencia de los sistemas de TOL permisivos o modificados por mutacion.

La caracterizacién de estos tres elementos realizada en este trabajo supone las
bases fundamentales para la construccién de rutas hibridas para la degradacion
completa de nitrotoluenos, mediante el ensamblaje de los elementos de TOL con
aquellos para la degradacién de nitrobenzoatos.

Por otro lado, el estudio del efecto de mutaciones de la proteina XylIR sobre la
expresion de los promotores que induce ha conducido al esclarecimiento de ciertos
aspectos del mecanismo de activacién de la transcripcion estimulada por el regulador.
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Materiales y Métodos

1. CEPAS BACTERIANAS

En este trabajo se han utilizado cepas bacterianas de colecciones de cultivos tipo
y de la coleccion del grupo de Biodegradacién de Granada. Ademads se ha llevado a
cabo el aislamiento de una bacteria del suelo con capacidades metabdlicas
determinadas, cuya descripcién se realiza en el apartado correspondiente de la
seccion de Resultados. Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se
relacionan en la Tabla 1 junto con sus genotipos o caracteristicas mas relevantes.

I.I. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

La tincién de Gram de bacterias aisladas del suelo se realizé utilizando el sistema
"Accustain Gram Stain" de la casa comercial Sigma (referencia n® HT90).

Para la identificacion de estas bacterias se utilizaron los sistemas de identificacion
de la casa comercial Api Systems Biomérieux para bacterias no entéricas "Api 20NE"
(referencia n® 2005) y para enterobacterias y otros bacilos gram-negativos "Api 20 E"
(referencia n° 2010). Estos paquetes comerciales permitian la realizacion de distintas
pruebas metabdlicas a partir de suspensiones bacterianas, constituyendo un sistema
satisfactorio para la identificacién de bacterias. Como pruebas complementarias para la
determinacion del tipo de metabolismo sobre la glucosa llevado a cabo por la bacteria
se utiliz6 el sistema "Api OF Medium" (referencia n° 501 1) y para la realizacion de las
pruebas de motilidad el sistema "Api M Medium" (referencia n® 501 2).

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 por calor himedo en un
autoclave a 115°C y 1 atmésfera de presion, o por filtracion utilizando filtros de 0,22 pm
de diametro de poro.
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Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Estirpe Genotipo Referencia

Pseudomonas putida

KT2440 hsdM, hsdR Franklin er al., (1981)

Klebsiella oxytoca

410P 4-nitrobenzoato* Este trabajo

Escherichia coli

5K res, thr, thi, tonA, supE R. L. Robson

71/18 A(lac-proAB), thi, supE, Messing et al., (1977)
F'proAB*, lacl4, lacZAM15]

DBP101 rpsL, A(lac -pro), Biek y Cohen, (1986)
himDA451::mini-tet

ET8000 lacZ319::1S1, gyrA, hurCS Mc.Neil et al., (1982)

ET8045 ET8000 (ntrA::Tnl0 ) Pahel y Tyler, (1979)

HB101 supE44, hsdS20, (rg-mg) Boyer y Roulland-

recAl3, aral4, proA2, lacY1, Dussoix, (1969)
galK2, rpsL.20, xyl5, mtll

IM101 lac, pro, thi, supE, F'[traD36, Messing, (1979)
proAB*, lacl9, lacZAM15]
MC4100 F-, araD139, deoC1, thiAl, Silhavy et al., (1984)

Al(argF-lac)U169], rpsLL150,
relAl, fIbB5301, ptsF25

S90C rpsL, lac, pro Biek y Cohen, (1986)
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Materiales y Mérodos

Los medios de cultivo ocuparon un volumen entre el 25 y el 35% del volumen del
matraz.

Para los cultivos en limitacién de oxigeno se utilizaron tapones de goma para
cerrar ¢l matraz.

2.1. MEDIOS RICOS

Como medio habitual de crecimiento se utilizé el medio Luria-Bertani (LB)
(Maniatis er al., 1982), cuya composicién fue la siguiente:

Baetotfiptomar: oo sal i i telnslaie 10 g
Extracto de Ievaura. ...l il bbb, Sg
NACT .. 10 g
3 G100 SN VTSR SRR 1L, a1 9% o TECTIEATIY, oo hasta 11

Para la preparacion de medio solido se afiadié bactoagar 1.5% (p/v).
Este medio se esterilizé en el autoclave.

En los casos en que se requiri6é un medio sélido diferencial para la expresion del
gen de la B-galactosidasa se utilizaron los siguientes medios:

a) Agar MacConkey 5,2% (p/v) esterilizado en el autoclave. Este medio contiene
lactosa y rojo neutro como indicador de pH, que vira a rojo como consecuencia de la
acidificacion del medio producida por la hidrélisis de la lactosa. El medio permitia la
diferenciacion de colonias Lac* como colonias rojas, frente a las colonias Lac™ que
aparecian sin color.

b) LB suplementado con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-gal),
un analogo de la lactosa cuya hidrélisis por el enzima B-galactosidasa produce un
compuesto insoluble en agua de color azul. El medio se suplementé con isopropil--D-
tiogalactopiranésido (IPTG) con objeto de bloquear la represion por Lacl. Los clones
que presentaron actividad B-galactosidasa se reconocieron como colonias azules en
este medio, frente a colonias sin color que no expresaban el enzima.

El X-gal se adicion6 al medio a una concentracién de 40 ug/ml a partir de una
solucién 2% (p/v) en N N-dimetilformamida que se conservo a -20°C.

El IPTG se afiadié a concentracién 0,2 mM a partir de una solucién 100 mM
esterilizada por filtracién y almacenada a -20°C.
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2.2. MEDIOS MINIMOS

Para el cultivo de células en medio minimo se utilizdé una modificacion del medio
M9 (Maniatis et al., 1982) cuya composicion fue la siguiente:

Solucion 10XMO..........ecieeeeecreieessee e ssessone 100 ml
Solucion A9 ("go0di€s").......covveveieeeceeeeieeeeeeen 25ml
MESO, IM L 1 ml
Citrato férrico amonico 6%0 (P/V) ...cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeenncne I ml
Bl oo i ens e R K i N A U e hasta 1 1

Las soluciones empleadas en este medio se prepararon y esterilizaron por
separado en el autoclave.

La composicion de la solucion 10xM9 fue:

NagHBO % THy @ nascnd.svilndii. ibiniatnatbatsl o 70 g
POy s st s iibbbin s L b sl 30 ¢g
NHACL oottt 10g
NAClre i bw s ot i bt it 0, e LD S¢g
H00) o cmmmsctnns it S e R it e el hasta 1 1

HBE . comsi . nteb st 80 b aobne il o 300 mg
ZnCly Ld. cocduntalonbinbalbabigd. sbaom sl 50 mg
MuCly X8 Ho O ot haicstion it b casinin i os X408 30 mg
. 0 TR O 1. w10 PO o TS R 200 mg
CuCly X ZH D e itz a2l i e erensd] 10 mg
NGl X002 bl chund L omedal Midmtond. 2 ac 20 mg
NaVIQ, X 2H50 0. s dab it aisildabad. iuo 30 mg
HoOhvcisncnddnunda il bonal a0, sh oo hasta 11

Como fuentes de carbono se utilizaron las que se detallan a continuacién a las
concentraciones finales que se indican:

a) Azucares : la glucosa y la fructosa se prepararon en soluciones madre al 20%

(p/v) que se esterilizaron en el autoclave, y se aiadieron al medio para alcanzar una
concentracion final de 0,5% (p/v).

50



Materiales y Métodos

b) Compuestos aromaticos: se utilizaron a una concentracion final en el medio de
5 mM. Estos compuestos se prepararon en soluciones madre alcalinas equimoleculares
en NaOH, para su disolucién: el benzoato y el 3-metilbenzoato se prepararon como
soluciones 0,5 M; los nitroaromaticos se prepararon como soluciones 0,1-0,5 M. Estos
aromaticos se esterilizaron en el autoclave. El alcohol 3-metilbencilico se preparo en
solucion 0,5 M en etanol:H,O (1:1) (v/v). El tolueno y sus derivados liquidos se
suministraron al medio en fase gaseosa, introduciendo varillas huecas de vidrio con 0,5
ml del compuesto aromatico en los matraces de cultivo, y sellando éstos con parafina.

En los casos en los que se utilizaron compuestos nitroaromaticos como fuentes de
nitrogeno, el NH,ClI se suprimi6 de la solucién 10xMO, y esta solucién, llamada 10xMS,
se utilizo en su lugar. Los nitroaromaticos se suministraron a partir de las soluciones
madre anteriores hasta alcanzar una concentracién final en el medio de | mM.

Para cepas de E. coli, los cultivos en medio minimo se suplementaron con tiamina
a una concentracion final de 0,05 mM a partir de una solucién 200 veces concentrada
esterilizada por filtracién.

Eventualmente los medios minimos liquidos se suplementaron con extracto de
levadura 0,02% (p/v) con el fin de disminuir el tiempo de la fase de latencia de los
cultivos. La solucion madre de extracto de levadura se prepar6 al 20% (p/v) y se
esterilizé en el autoclave.

Para la preparacién de medios sélidos se afiadi6 bactoagar 2% (p/v) o agar noble
225% (p/v).

2.3. ANTIBIOTICOS

Las soluciones de antibiéticos se prepararon 1000 veces concentradas en H,O
destilada, excepto la tetraciclina y el cloranfenicol que se prepararon en etanol
absoluto, y la rifampicina que se disolvié en metanol. Los antibidticos se utilizaron
usualmente a las concentraciones finales indicadas en pg/mi:

AMPICTING ..o 100

Cloranfenicol el b nn Tl v s S 30
Estreptomicina.........c.oovveeeeocoveoeoeoooeo S0
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ACIAO NALIATXICO ...c. et ee e e 10
Ve ARG ...k 5, 5503058008 st eSS it e A N Ools Lot 10
KANANHCIRA o i om s Bkt s apdsaim cteneb 1A, bbb b 3 25

Las soluciones preparadas en H,O se esterilizaron por filtracion y se almacenaron
a -20°C.

3. CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS

La conservacion de cepas a corto plazo se realizé a 4°C en cultivos en estria en
placas del correspondiente medio sélido suplementado con los antibiéticos adecuados.
A largo plazo se hizo por congelacién de cultivos liquidos suplementados con glicerol
40% (v/v) a -20°C y -70°C.

4. PLASMIDOS

En la Tabla 2 se relacionan los plasmidos utilizados en este trabajo junto con sus
caracteristicas mas relevantes. Los pldsmidos de nueva construccion se describen en 1os
apartados correspondientes de la seccién de Resultados.

5. AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO

Para el aislamiento de ADN plasmidico se utilizé uno de los tres métodos que se
describen a continuacion, dependiendo del grado de pureza requerida para el uso
posterior del ADN y del volumen de cultivo de partida segun la cantidad de ADN que
se quisiera obtener.

LLa cepa bacteriana portadora del plasmido de interés se cultivé con agitacion
durante 6-14 horas a 30°C en medio LB suplementado con los antibiéticos
correspondientes.



Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Materiales y Mérodos

Plasmidos Caracteristicas Referencia
pADI1 pTS174, xylR7 Este trabajo
pAD2 pTZI19R, fragmento 1,7 Kb Este trabajo
Hpal-Sall de xyIR7
pAD3 pTZ19R, fragmento 0,8 Kb Este trabajo
Sall-Hpal de xylR7
pAD4 pTZI19R, fragmento 1,7 Kb Este trabajo
Hpal-Sall de xylR49
pADS pTZ19R, fragmento 0,8 Kb Este trabajo
Sall-Hpal de xylR49
pAD49 pTS174, xylR49 Este trabajo
pAH100 Ap', ori R1, Ps::lacZ Holtel er al., (1992)
pAHI120 Ap', ori R1, Pr::lacZ. Holtel er al., (1992)
pERD401 Ap*, ori pMB1, Pu::lacZ Abril er al., (1991)
pERD411 Ap*, ori pMBI1, Abril er al., (1991)
A (-240 a -106)Pu::lacZ
pERD412 Ap’, ori pMBI1, Abril et al., (1991)
A(-240 a -144)Pu::lac”Z
pERD424 Ap', ori pMBI1, Abril y Ramos, (1993)
(G_131->A)Pu::lacZ
pERD425 Ap*, ori pMBI, Abril y Ramos, (1993)
(G_139->A)Pu::lacZ
pERD426 Ap', ori pMBI1, Abril y Ramos, (1993)
(G_160->A)Pu::lacZ.
pERD427 Ap*, ori pMBI1, Abril y Ramos, (1993)
(G_169->A)Pu::lacZ
pRD579 Ap', ori R1, Pu::lacZ Dixon, (1986)
pRK2013 Km®,ori ColE1l, mob, tra Figurski y Helinski,
(1979)
pIS174 Cm', ori p15A, xyIR Inouye et al., (1983)
_____ pTZ19R Ap', ori M13, ori f1 Zoller y Smith, (1983)
pWA2I Ap’, Sm', IncQ, Plac::xyIMA Wubbolts, (1987)
Delgado er al., (1992)
pWWO IncP9, tolueno*, m-, Worsey y Williams,
p-xileno*, m-, p-metilbenzoato* | (1975)
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HindIII
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Figura 18. Esquema del plasmido pTZ19R. Este plasmido es un derivado del
vector de clonaje pUCI9 (Viera y Messing, 1982) que contiene los origenes de
replicacion de pBR322 y f1. Se muestra la situacién de los genes lacZ’ y de resistencia
a ampicilina, asi como del promotor de T7; las flechas indican el sentido de
transcripcion. Igualmente se muestra la posicién de los puntos de corte para las
restrictasas que se indican. Este plasmido se ha usado en este trabajo para la clonacién
de fragmentos de ADN y su secuenciacién con dideoxinucleétidos. La clonacién de un
fragmento de ADN en el polinquer interrumpe la transcripcidn del fragmento o de la B-
galactosidasa, de forma que es posible detectar clones portadores del inserto como
colonias blancas, frente a azules que no lo llevan, utilizando el medio selectivo L.B
suplementado con X-gal e IPTG segiin se ha descrito en el apartado 2.1 de esta seccion.
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5.1. METODO "MAGIC-MINIPREP"

Este sistema se utiliz para la preparacién rapida de ADN plasmidico libre de ARN
para su uso en secuenciacion y clonacién. El procedimiento se realizé partiendo de un
volumen de cultivo de 3 ml y siguiendo las instrucciones del manufacturador (Promega
"Magic Miniprep" referencia n° A7100).

5.2. METODO DE LA LISIS ALCALINA

5.2.1. Aislamiento de pldsmidos a pequeiia escala

Para el aislamiento de plasmidos a pequena escala se utilizé el método de Ia lisis
alcalina de Ish-Horowicz y Burke, (1981). La composicion de las soluciones empleadas
en este procedimiento se indica al final del apartado.

Se parti6 de un volumen de 1,5 ml de cultivo. Las c€lulas se recogieron por
centrifugacion a 12000g durante 5 minutos. Tras desechar el sobrenadante, éstas se
resuspendieron en 100 pl de GTE, y se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién se afadieron 200 ul de solucién de lisis de SDS/NaOH., se
agit6 el tubo por inversién y se incub6 durante 5 minutos en un bano de hielo. El lisado
s¢ neutralizé afadiendo 150 pl de acetato potasico pH 4,8 y, tras agitar el tubo
invertido en un agitador mecanico, se incub6 durante 5 minutos en un baino de hielo.
Las proteinas y restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 12000g durante 5
minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se trat6 con 200 ul de fenol
acido con el fin de eliminar las proteinas unidas al ADN; tras agitar vigorosamente. las
fases se separaron por centrifugaciéon a 12000g durante S minutos. La fase superior
acuosa se transfirié a un tubo limpio y se repitié la operacion utilizando fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico.

Para precipitar el ADN, a la fase acuosa libre de proteinas se le anadieron 800 pl de
etanol absoluto frio, y se incubé a -20°C durante 30 minutos. E1 ADN se precipité por
centrifugacién a 12000g durante 10 minutos. El sedimento de ADN se sec6 al vacio y
S¢ resuspendio en 25 ul de H,0 o TE.

La composicién de las soluciones empleadas en este procedimiento fue la
siguiente:
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GTE:
CTIRICOSEA s msiassssisssnnsisssssssonss shibsasasoniniiss sorsisiarammessimsesss 50 mM
THSHCL 5. A0kt habis e a i tebs B 5 25 mM
ELD T OO TSR k. SP NPT PRI} 15 10 mM

La solucion se esterilizo en el autoclave y se conservé a 4°C. El método original
incluia en esta solucion lisozima (4 mg/ml) que se afiadia en el momento de su uso. Sin
embargo habitualmente se obtuvo una rotura de las paredes celulares satisfactoria en su
ausencia, y por ello se omitio de la solucion.

Solucidn de lisis:

Esta solucion fue de preparacion extempordnea a partir de soluciones madre del
10% (p/v) SDS y de 2 N de NaOH.

Tampon acetato potasico pH 4,8:

Acetato. POASICO 5 M . uiistveissotonebrshinsticsnsiiid 60 ml
Acido acetico glacial.,. ..ot ociitisizipsioivniinniul. 11,5ml
Hol) oot nomnssle satiin st s mrisssaid o hasta 100 ml

El pH se ajusté a 4,8 con acido acético glacial. La solucion se esterilizé en el
autoclave y se conservo a 4°C.

TE:
FasHCLOHLS., . o o cmpmnamnmimmab usaaaamsnbal 10 mM
B LANGS  cvconcinssiimnssr i o it Hcsess o i SR ETA 2 2 1 mM
Esta solucion se esterilizo en el autoclave.

Fenol acido: los cristales de fenol se fundieron a 55°C, y se aifiadi6
hidroxiquinoleina 0,1% (p/v) como antioxidante. La solucién se saturé con acetato
s6dico 50 mM pH 4,8 y se conservé a 4°C.

Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico: los cristales de fenol se fundieron a 55°C y
se mezclaron con cloroformo y alcohol isoamilico en proporcién 25:24:1 (v/v). La
solucién se satur6 con Tris-HCI 1 M, pH 8 hasta que la fase acuosa mantuvo este pH.

Posteriormente se retird el Tris-HCl y se sustituy6 por TE. La solucién se conservé a
ZC.
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5.2.2. Aislamiento de plasmidos a escala media

El procedimiento para la preparacién de plasmidos a escala media fue basicamente
el mismo que se utilizé para la preparacion alcalina a pequeiia escala, salvo que se partio
de un volumen inicial de 20 ml. La lisis celular se llevé a cabo con los mismos reactivos
que en las preparaciones a pequefia escala, excepto que los volumenes fueron 10 veces
superiores. La neutralizacion se hizo utilizando 10 volimenes superiores de KAcF, cuya
composicion se indica a continuacion, en lugar de acetato potasico. Al sobrenadante
recogido tras centrifugar 5 minutos a 12000g se afiadieron 8 ml de isopropanol frio (-
20°C) para precipitar el ADN, que se recogié por centrifugacion 12000g durante 15
minutos. Posteriormente el ADN se trat con fenol y se precipité del mismo modo que
en la preparacion a pequena escala, igualmente en volimenes 10 veces superiores. El
ADN se resuspendi en un volumen final de 100 ul de H,O o TE.

Eventualmente la solucion de ADN se traté con ARNasa con el fin de eliminar el
ARN de ésta. Para ello a la suspensién de ADN se afiadié ARNasa para alcanzar una
concentracion final de 20 pg/ml y 3 pl de NaCl 5 M, y se incubé6 durante 1 hora a 37°C.
Finalmente el ADN se trat6 con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y S€ precipito con
etanol como se ha descrito en el apartado anterior.

La soluciéon madre de ARNasa contenia 10 mg/ml de ribonucleasa A en TE. Esta

solucién se hirvié durante 10 minutos con objeto de eliminar nucleasas especificas de
ADN, y se conservé a -20°C.

KACF:
Acetdto potasiBo?.. LIl IRy ek a0 | 3M
ACHOTOrMIGHIE.: TSNS S20478 very di tal sl 500 1.8 M

5.2.3. Aislamiento de pldsmidos a gran escala y purificacién en gradiente de CsCl

Para la preparacién de plasmidos a gran escala se utilizé el procedimiento de
Jouain ez al., (1981).

Se partié de un preinéculo de 10 ml de Ia cepa portadora del plasmido a aislar
cultivada durante 12-16 horas. El cultivo se diluyé 100 veces en 500 ml de LB
suplementado con los antibiéticos adecuados y se incubé a 30°C con agitacion
durante 12-16 horas. Las células se recogieron por centrifugacién a 4000g durante 10
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minutos y se resuspendieron en 30 ml de GTE. A continuacién se lisaron mediante la
adicion de 60 ml de solucion SDS/NaOH recién preparada mezclando suavemente por
inversion. Esta mezcla se mantuvo en hielo durante 5 minutos y el lisado obtenido se
neutralizo afadiendo 45 ml de KAcF. Después de incubar 15 minutos en hielo, las
proteinas y gran parte del ADN cromosémico precipitados por la neutralizacion, se
retiraron por centrifugacion 5000g durante 15 minutos. El sobrenadante se transfiri a
un tubo limpio y se anadieron 80 ml de isopropanol mantenido a -20°C; el ADN se
precipito centrifugando a 12000g durante 15 minutos. El sedimento se drend, se secé
al vacio y se resuspendi6 en 10 ml de TE.

Posteriormente se realizé la purificacion del ADN plasmidico mediante
centrifugacion en gradiente isopicnico de cloruro de cesio. A la solucién de ADN en
10 ml de TE se afadieron 11 g de CsCl y 0,5 ml de una solucién de bromuro de etidio
(10 mg/ml). Los restos de proteina se eliminaron por centrifugacién a 4000g durante 15
minutos a temperatura ambiente para evitar la precipitacion del CsCl. El sobrenadante
se transfirié a tubos de ultracentrifuga con ayuda de una pipeta Pasteur y, una vez
equilibrados, se sellaron por calor. El gradiente de CsCl se obtuvo por
ultracentrifugacion a 145000¢ en un rotor Beckman 50Ti durante 48 horas a 15°C.
Las bandas de ADN plasmidico y cromosémico se visualizaron exponiendo los tubos a
luz ultravioleta de 360 nm, y la banda inferior correspondiente al ADN plasmidico se
extrajo mediante succidn con una jeringa.

El bromuro de etidio de la preparacién se elimind por extraccién con solventes
organicos. Se adicion6 1 volumen de isopropanol 90% (v/v), se mezclé y se centrifugé
a 12000 g durante 2 minutos. La fase superior con el bromuro de etidio se descartd, y
la operacion se repiti6 hasta que la fase acuosa aparecia incolora. E1 ADN se precipito
anadiendo 2 volimenes de H,O y 6 volimenes de etanol absoluto, y tras incubar a
-20°C durante 2 horas, se recogié por centrifugacién a 12000g durante 10 minutos. El
ADN precipitado se sec6 al vacio y se resuspendi6 en un volumen variable de H,O o
TE entre 100 y 400 ul dependiendo del nimero de copias del plasmido aislado.

5.3. AISLAMIENTO DE MEGAPLASMIDOS

Para la preparacién de megaplasmidos se utilizé el sistema de Kado y Liu, (1981)
con algunas modificaciones, como describieron Ramos-Gonzailez et al., (1991).
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Se parti6 de cultivos en LB o medio minimo de la cepa portadora del plasmido a
aislar, que habian sido incubados a 30°C en agitacion durante 12-16 horas. Un volumen
de 1,5 ml del cultivo se centrifugé a 12000g durante 2 minutos para recoger las células.
El sobrenadante se descartd, y las células se resuspendieron en 200 pl de una solucidn
de Tris-HCI 25 mM, EDTA-Na, 25 mM pH 8, sacarosa 20% (p/v), a la que se afiadi6
entonces 1 mg/ml de lisozima. La suspensién se incubé a 37°C durante 10 minutos para
permitir la actuacién de la lisozima sobre la pared bacteriana. La lisis celular se obtuvo
anadiendo 100 pl de una solucién de SDS 2% (p/v) y NaOH 0,3 N y mezclando
suavemente por inversion de los tubos. La suspension se incubé a 55°C durante 30
minutos para disminuir la integridad del ADN cromosémico. Los restos celulares se
eliminaron mediante la extraccién con 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico con agitacion suave, y la fase acuosa que contenia el ADN se conservd a
-20°C.

6. TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI
6.1. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

La preparacién de células competentes de E. coli para su transformacion posterior
se hizo por el método de Nishimura ez al., (1990). Al final del apartado se describe la
composicion de las soluciones empleadas en este procedimiento.

La cepa correspondiente de E. coli se inoculé en 3 ml de LB suplementado con
los antibiéticos adecuados, y se incub6 a 37°C con agitacion durante 12-16 horas. Este
cultivo se diluy6 100 veces en 50 ml de solucién A y se incub6 a 37°C con agitacién
hasta alcanzar la fase exponencial temprana de crecimiento (Agq = 0,6-0,8). A partir de
este momento se trabajé en frio, ya que la eficiencia de transformacion es de este modo
100 veces superior. Las células se mantuvieron en un bano de hielo durante 10 minutos,
Y S recogieron por centrifugacién a 12000g durante 5 minutos a 4°C. A continuacion
$€ resuspendieron cuidadosamente en 0,5 ml de solucién A. Posteriormente se
anadieron 2,5 ml de solucién B y se mezclo suavemente. La suspensién celular se
Iepartié en alicuotas de 150 pul que se mantuvieron a -70°C hasta el momento de su uso.

Las soluciones empleadas en este método se conservaron a 4°C y su composicion
fue la siguiente:
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Solucién A: LB suplementado con:
MeSO, x THyOums b ciinuntitibtiddmitaaaabials 10 mM
OGO 5o cmnamsstanste Smsmtitniadecin i, L 03011 0 0,2% (p/v)

Solucién B: LB suplementado con:

@) 1T/ 1.0) PRI BT, SR C T ST . | 36% (vIv)
BEG- 2500, 60 sttt S bt s L SR 12% (p/v)
MeSIO 3 2O . 0l e 12 mM

6.2. TRANSFORMACION

Para la transformacion de las células con ADN plasmidico, una alicuota de células
mantenida a -70°C se transfiri6 a un bafio de hielo. Se afiadieron 0,1-1 pg de ADN, y las
células junto con el ADN se incubaron en hielo durante 30 minutos con agitacion
ocasional. A continuacién se sometieron a un choque térmico mediante la incubacion a
42°C durante 1 minuto, y se mantuvieron en hielo durante 1-2 minutos. Posteriormente
se anadi6 1 ml de LB y las células se incubaron a 30°C durante 1-3 horas para permitir
la expresion de los genes de resistencia a antibidticos codificados por el plasmido. Las
c€lulas que habian adquirido el pldsmido, y por tanto la resistencia antibidtica, se
seleccionaron mediante siembra de alicuotas de 50-200 pl de la suspensién celular en
placas de LB soélido suplementado con los antibidticos adecuados. Las placas se
incubaron a 30°C hasta la aparicién de colonias.

7. TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS POR CONJUGACION

La conjugacion bacteriana se utiliz6 como sistema para la transferencia de ADN
plasmidico a cepas de Pseudomonas.

Cuando el plasmido que se queria transferir era autotransmisible, como es el caso
del plasmido TOL pWWO (Benson y Shapiro, 1978; Bradley y Williams, 1982). se utiliz6
el sistema de cruces sencillos, en los que participaron tnicamente las cepas donadora y
receptora del plasmido de interés.

En los casos en que se queria transferir un plasmido carente de las funciones de
transferencia, estas se aportaron en frans en un plasmido auxiliar autotransferible que
es capaz de movilizar el plasmido en cuestién; de esta forma la bacteria portadora del

60



Materiales y Métodos

plasmido auxiliar formé también parte del cruce. El plasmido auxiliar utilizado en este
estudio, pRK2013 (Tabla 2), presenta un origen de replicacion del tipo ColE1 que no es
reconocido en Pseudomonas, por lo que este plasmido no se establece en este
hospedador.

El plasmido a movilizar asi como las cepas donadora y receptora estaban marcados
adecuadamente bien con resistencias a antibiéticos o bien con capacidades metabdlicas
especificas que permitieron la seleccién de los transconjugantes.

Se parti6 de cultivos de las cepas donadora y receptora del plasmido en cuestion
asi como, en su caso, de la cepa portadora del plasmido auxiliar, que habian sido
cultivados a 30°C con agitacién durante 12-16 horas. Aproximadamente 108 células de
cada cultivo se recogieron por centrifugacién a 12000g durante 5 minutos, y el
sedimento se lavo con 1 ml de medio MS. Posteriormente las células se mezclaron vy se
recogieron juntas por centrifugacion a 12000g durante 5 minutos. A continuacién se
suspendieron en 50 ul de M8. La suspensién bacteriana se deposito sobre un filtro de
nitrocelulosa estéril de 0,22 um de didmetro de poro colocado sobre la superficie de una
placa de LB sélido, y se incubd a 30°C durante 16-20 horas. Transcurrido este tiempo
el filtro con las células se colocé en un tubo con 5 ml de M8, y las células se
suspendieron por agitacién. A partir de esta suspension se hicieron diluciones seriadas
en el mismo medio y se sembraron placas de medio selectivo para los transconjugantes;
¢stos son receptores que habian adquirido el plasmido de los donadores. Las placas se
incubaron a 30°C hasta la aparicion de los transconjugantes. Las cepas donadora,
receptora, y auxiliar cuando asi se requeria, se sometieron al mismo tratamiento y se
sembraron en placas del mismo medio selectivo, sirviendo de esta manera como
controles negativos de la conjugacién.

Simultdneamente se hicieron siembras en los medios correspondientes para el
crecimiento de las cepas donadora, receptora, y auxiliar en su caso, con objeto de
realizar el conteo del nimero de bacterias totales iniciales presentes en el cruce.

8. MANIPULACION DE ADN
8.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ADN

Para estimar la concentracidn de ADN de una solucién se utilizé el método
espectofotométrico descrito por Maniatis et al., (1982).
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Se determiné la absorbancia de la solucién de ADN a 260 nm y 280 nm, frente a
un blanco de H,O o TE dependiendo de lo utilizado para la disolucion del ADN. La
concentracion de ADN de la muestra se calcul6 respecto al valor estandar de A,qy = 1
para soluciones con 50 ptg/ml de ADN de cadena doble. La relacion A,y/A g, se utilizé
para estimar el grado de pureza de la preparacién, de forma que valores de esta relacién
por debajo de 1,8 se consideraron indicadores de contaminacién por proteinas y/o
fenol.

8.2. RESTRICCION DE ADN

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccién se realizaron en las
condiciones Gptimas para cada enzima fijadas por el manufacturador.

Las reacciones contenian habitualmente 0,5-5 pg de ADN, 0.1 volumen del
tampon de restriccion correspondiente suministrado por la casa comercial, y 0,5-5
unidades del enzima de restriccién, en volimenes finales de 10-40 ul completados con
H,0 o TE. Las digestiones se llevaron a cabo incubando las mezclas de reaccidén
durante 2 horas, a la temperatura indicada por el manufacturador.

8.3. SEPARACION DE MOLECULAS DE ADN MEDIANTE ELECTROFORESIS EN
GEL DE AGAROSA

La separacion y visualizacion tanto de plasmidos completos como de fragmentos
de ADN originados por la digestién con enzimas de restriccién se realizo mediante
electroforesis en geles de agarosa. La composicion de las soluciones utilizadas se
describe al final del apartado.

Cuando se traté6 de ADN de megapldsmidos se utilizaron geles de agarosa 0,7 %
(p/v) en tamp6n TAE. En el resto de los casos los geles de agarosa se prepararon al 0,8
% (p/v) en TAE o TBE.

Los geles se sumergieron en el mismo tampon en que se prepar6 la agarosa. Por
cada 5 ul de muestra a analizar se afiadi6 1 ul de tampén de carga, y la mezcla se
deposito en un pocillo del gel. La separacion se realizé por electroforesis horizontal
sumergida a un voltaje de 5-10 V/cm.
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Para la visualizacién del ADN los geles se tifieron por inmersion en una solucién
de bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 15 minutos y, después de lavar con agua, se
expusieron a luz ultravioleta de 254 nm en un transiluminador.

El tamano de las moléculas de ADN se estimé por interpolacion en curvas del
logaritmo del tamafio de cada fragmento frente a su movilidad relativa, usando como
patron los fragmentos de retriccién del fago A cortado con los enzimas HindIIl 6
HindIll'y EcoRI. Los geles se fotografiaron en una pelicula Polaroid 667.

La composicién de los tampones y soluciones utilizados en este proceso fue la
siguiente:

Tampon TAE :
Trig=Base: ... 20ldiheionn. s conlie B3 00 ory 2o ub 484 ¢
Acido acético glacial .............coocooooovioioo 1,14 ml
EDTA:Na; 0;5MiipHS8 ... 0000alili ol s JEmiass Jon 2ml
HiOy.. o conmlosam gz aalnodiom 2020 hasta 11
Tampon TBE:
TrisBase nsauh 2 DLl p st e non g g obe 10,8 g
ACIAO DOTICO .o 55¢
EDTA-Nays.jzilo . nnaty 0 o inait Sl (o 093 ¢
3 01 T hasta 11

Estos tampones se prepararon a partir de soluciones 10 veces concentradas y
esterilizadas en un autoclave.

Tampén de carga:
lioerol, - o sinianes i S B 30% (v/v)
Azul de bromofenol .........oooooooooo 0,3% (p/v)

Los marcadores de pesos moleculares se prepararon de la siguiente forma: se
cortaron 80 pl de ADN de fago A (250 ug/ml) con 1,5 unidades/ug ADN de los enzimas
HindIll y, en su caso, EcoRI . A la reaccién se afiadieron finalmente 80 ul de tampdn de
carga y se completo el volumen hasta 400 ul con TE, de forma que la concentracién
final de ADN en la solucién fue de 50 ng/ml. Una vez digerido el ADN se calenté a
80°C para separar la region cos de A.
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8.4. RECUPERACION DE MOLECULAS DE ADN DE GELES DE AGAROSA

Una vez identificado el fragmento de ADN que se queria recuperar como se ha
descrito en el apartado anterior, se cort6 el trozo de agarosa del gel que contenia el
fragmento con ayuda de un bisturi, y se extrajo del mismo. El ADN se recupero
utilizando el sistema comercial "Geneclean" (BIO/0/ Inc.) segin las instrucciones
indicadas por el manufacturador.

8.5. LIGACION DE ADN

Para la ligacion de moléculas de ADN se partié de fragmentos lineales obtenidos
por digestion con enzimas de restriccion en sitios compatibles para la ligacion. Se partio,
por un lado, de vector linearizado, y por otro de un fragmento de ADN obtenido por
digestion con uno o varios enzimas de restriccién y purificado como se ha descrito en
los apartados 8.3. y 8.4. Estas moléculas se mezclaron en una proporcion
vector:inserto de 1:3. La reaccién se llevé a cabo afiadiendo 0,1 volumenes de tampon
de ligacion y 1 unidad de ligasa del fago T4 en un volumen final 10-20 ul completado
con H,O o TE. La mezcla de reaccién se incubé a 8-12°C durante 24 horas.

La composicién del tamp6n de ligacién 10 veces concentrado es la siguiente:

Tris-HCL T M, PH 7.5 oo 660 mM
My, smelieaiintnnie e plamidon.c oo 50 mM
Biitiotreitol:. b, «f e abn. com. snaimas, da. fesnio 10 mM
ATPreles. de. agnsoss. b acominosm i de.dos. 10 mM

La solucion se conservd a -20°C.

8.6. SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacién de ADN bicatenario se realizé por el método de terminacion de
la extension de un ADN cebador con didesoxinucleétidos (Sanger et al., 1977). Como
ADN cebador se utiliz6 por un lado el cebador inverso complementario a la secuencia
adyacente al polilinquer de pTZ19R. Por otro oligonucleétidos complementarios a xy/R,
cuyas secuencias y localizacion con respecto a la A del codén de iniciacién se muestran
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en la Tabla 3; éstos oligonucleétidos son complementarios a la cadena menos de xy/R,
excepto 3,5R y ww538, que lo son a la cadena mas.

Tabla 3. Oligonucledtidos complementarios a la secuencia de xylR utilizados en
este trabajo.

Nombre Secuencia Localizacion

1 5-AGGCCTTGACGTTGCAAGGT-3' -90 a -70
ww538 5-ACGGATCTGGCTGCTAAGGTCTTGC-3' +156 a +131

2 5-GCTTCCGTCGCGAAATTAT-3' +230 a +249
3 5'-CCGAGTGGATTGATTCCTT-3' +467 a +486
35R 5-TTCCTTAGTTAGGTGAGCC-3' +601 a +584
4 5-AAAAGCGACCCGATCGTA-3' +700 a +719

5 5-GTGAACTGTGCGGCAATT-3' +958 a +977
6 5-ACCGCAACAAACGAGAAC-3' +1207 a +1226
6,5 5-ACTCTTGGCCTGTCTGAT-3' +1384 a +1402
7 5-GGTGATTCTTACCGAGA-3' +1476 a +1495
8 5-TAAGAAGCTTGACCCCAG-3' +1746 a +1765

Los nimeros en la localizacién de cada oligonucle6tido representan las posiciones de las bases
respecto al punto principal de iniciacién de la transcripcion.

8.6.1. Reaccién de extensidn

En la reaccién de extensién se utilizé la ADN polimerasa del fago T7, y mezclas de
desoxi/didesoxinucleétidos (ANTP/dANTP). Para el marcaje radiactivo se utilizé [o-
$8]dCTP. Con objeto de minimizar las compactaciones debido al alto contenido en
pares G:C del ADN de Pseudomonas, las reacciones de extension se incubaron a 40°C;
en el caso de compactaciones fuertes se utilizé el analogo 7-deazaGTP en lugar de
dGTP en la mezcla de marcaje. La composicién de las soluciones utilizadas en este
procedimiento se describe al final del apartado.

Se parti6 de una solucion que contenia 2 ug de ADN plasmidico en un volumen de

I8 ul de H,0 o TE. El ADN se desnaturaliz6 afiadiendo 2 pl de NaOH 2 N e incubando
d temperatura ambiente durante 5 minutos. La solucién que contenia ahora las cadenas
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sencillas se neutralizé con 2 pl de una solucién de acetato aménico 2 M, pH 4.5 y se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacién se afiadieron 75 ul
de etanol absoluto, y las muestras se incubaron a -70°C durante 15 minutos. EIl ADN
precipitado se recogi6 por centrifugacién a 12000g durante 10 minutos; tras eliminar e}
sobrenadante, el ADN se sec6 al vacio y finalmente se resuspendi6 en 5 pl de H,O.

Una vez desnaturalizado el ADN se procedié a la hibridacién con el
oligonucleétido adecuado, que se encontraba a una concentracién de 1 pg/ml. A la
solucion de ADN se afiadieron 3 pl de la solucién con el oligonucledtido y 2 ul de
tampon de hibridacién. Las muestras se incubaron a 70°C durante 2 minutos y se
dejaron enfriar al menos hasta alcanzar los 30°C.

Para la extensién del ADN cebador hibridado a las cadenas de ADN problema se
anadieron 3 pul de la mezcla de marcaje, 1 ul de [0-33S]dCTP (10 mCi/ml, 1000 Ci/mmol)
y 2 ul de ADN polimerasa del fago T7 diluida 5 veces en su correspondiente tampon de
dilucion. La reaccién de extension se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Las
reacciones de terminacién para los 4 nucledtidos se llevaron a cabo anadiendo 4 ul de
la mezcla de reaccion a tubos independientes que contenian 2,5 pl cada uno de las
correspondientes mezclas de terminacion para A, C, G y T e incubando 5 minutos a
37°C. A continuacién se afiadieron 5 pl de solucién de parada. Las muestras se
transfirieron a un bafio a 90°C durante 2 minutos con objeto de desnaturalizar las
cadenas extendidas de diferente longitud, e inmediatamente se enfriaron en un bafio de
hielo o se guardaron a -20°C hasta su separacién electroforética, con el fin de evitar
renaturalizaciones.

Las soluciones empleadas en este proceso se conservaron a -20°C y su
composicion fue la siguiente:

Tampo6n de hibridacion:

Tris-HCIPH 7,6 ..o 1 M
s L Sy 100 mM
Ditiotreitol.............oooweeeoeeo 160 mM

Tampon de diluciéon de ADN polimerasa del fago T7:

FrssHODPIE S st canabidosad mucieitido. o5 20 mM
Ditiotiéitel.nos sieJodo slanbador oo e S g
Seroalbimina bovina.................................... 100 pg/ml

GHCETOk. Az it s e SOeC . Ja A sl oS0 (v/v)
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Mezcla de marcaje:

AATP oo 1,375 uM
AGTP 0psssh s 2shibanren, anlliogs: 2enshae 1,375 uM
AFTR e fitcietletn, S 012 005, 5,080 20185 4o 202 1,375 uM
NaGl: 25 bl e I A s ook 333,5 mM

Mezclas de terminacién de ANTP/ddNTP:

Mezcla "A":
AP 2L, Sl alsens e 93,5 UM
AAA TR ocvedissstine 5002 14 uM
(31§ SN W E T 840 uM
AETR ohabisnssbaniiig 840 uM
1 I § PR SRR ) 840 uM
Tris-HCl pH 7.,6.............. 40 mM
NaGleiu i) is,.na sl 50 mM

Mezcla "G":
QTP 00, et 93,5 UM
AdGTP o idin 14 uM
QAT P s il 840 uM
TP s o, o 840 uM
AETRR: At B vasten 840 uM
Tris-HCIpH 76.............. 40 mM
NaCliv...oco.. Oty sk 50 mM

Solucién de parada:

Azul de bromofenol............
Xilanilcianol FF .................
EDTA-Na,pH75 ..............

Formamida desionizada

Mezcla "C
JOTR dumws M saesis 93,5 UM
ddECTRwodinan i 17 uM
AA TR iz 2l i) 840 uM
AGTPL. s iizalh pe. 08 840 uM
dBlPAnEns . e b i 840 uM
Tris:HG@lpHF6 2.4:)58 5 40 mM
WAl bastasda.cn tr 50 mM
Mezcla "T":
dT TR g re o 93,5 uM
A TR, 10k e kas ! 160 8 14 uM
AR, L) s sis oK 840 uM
dCTPARRIAL 8 R A0 840 uM
dGIIPE L a1 88 1 840 uM
TrissHCLpH 7:6.....0.0.0L, 40 mM
NG At o8, o 50 mM
................................. 0,3% (p/v)
................................. 0,3% (p/v)
....................................... 10 mM
..................................... 97.5% (v/v)
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8.6.2. Separacion de las cadenas extendidas

La separacion de las cadenas sencillas extendidas de diferente longitud se llevé g
cabo mediante electroforesis en geles (40 x 20 cm) de poliacrilamida 6% (p/v). Los
geles se prepararon a partir de una solucién que tenia la siguiente composicién:

Solucién madre de acrilamida...............coovvvvnen.... 11,25 ml
Uiben e fubaitsiomi. 2 al w6 il st it 31,87 g
IREBE L. 488 e o N i, ML P 0 15 ml
E0Ne0 . daten sl ooyl Mo - BAuy hasta 75 ml

La solucién madre de acrilamida contenia acrilamida 38% (p/v) y bisacrilamida 2%
(p/v); €sta solucion se desionizé afladiendo amberlita 5% (p/v) y agitando durante 30
minutos. La amberlita se elimin6 por filtracién y la solucién se almacené a 4°C
protegida de la luz para evitar reacciones de deaminacién.

Las placas de cristal de la unidad de electroforesis, una de las cuales habia sido
tratada con dimetildiclorosilano para evitar la adhesién del gel, se montaron conforme a
las instrucciones del manufacturador.

Para sellar la parte inferior del gel, a 15 ml de la mezcla anterior se afadieron 250 ul
de persulfato aménico 10% (p/v) y 75 pl de TEMED. Esta solucién se vertié en un
papel de filtro, y las placas unidas se colocaron sobre el mismo para permitir que la
solucion sellara por capilaridad la parte inferior de éstas. A los 60 ml restantes se
anadieron 300 pul de persulfato aménico 10% (p/v) y 50 ul de TEMED. Esta mezcla se
decant6 entre los dos cristales evitando la formacién de burbujas, y una vez
polimerizado el gel y previamente a la carga de las muestras, éste se sometié a un
campo eléctrico de 31 mA en tampén TBE para aumentar la temperatura del gel hasta
aproximadamente 50°C.

Una vez alcanzada esta temperatura, y para separar las cadenas de diferente
longitud, volimenes de 4 pl de muestra se cargaron en €l gel, y la electroforesis se llevo
a cabo a una intensidad constante de 31 mA en tampon TBE.

Una vez finalizada la electroforesis el gel se desmontd y se transfirié a papel
Whatman 3MM por adherencia, se fijé lavando con una solucién de acido acético
glacial 10% (v/v) y se cubri6 con papel de plastico transparente. El gel se seco al vacio
en un secador de geles Bio-Rad a 80°C durante 90 minutos. Posteriormente se expuso
a una pelicula Hyperfilm MP (Amersham) durante al menos 24 horas en oscuridad y a

68



Materiales y Métodos

temperatura ambiente. Tras este periodo la pelicula fotografica se revel6 utilizando
métodos estandar.

8.7. PREPARACION DE ARN Y ANALISIS DE EXTENSION DE CEBADOR

La preparacion de ARN y su andlisis posterior fueron llevados a cabo en
colaboracion con Silvia Marqués en este grupo de investigacion, segin el método
descrito en Maniatis er al., (1982) con modificaciones (Marqués er al., 1993). La
composicion de las soluciones utilizadas en este procedimiento se indica al final del
apartado.

Para la preparacién de ARN se parti de alicuotas de 2 ml de cultivo. Las células
se recogieron por centrifugacién en tubos enfriados previamente en nitrégeno liquido,
y los sedimentos celulares se mantuvieron a -70°C hasta la extraccion de ARN. Las
células congeladas se resuspedieron en 0,3 ml de solucién de lisis precalentada a 60°C,
y la suspensién celular se incub6 durante 10 minutos con agitacion ocasional. A
continuacion se suplement6 con 0,3 ml de fenol a 60°C saturado con Tris-HC1 0,06 M
pH 8.2, se agité durante 30 segundos y se incubé durante 5 minutos a 60°C.
Posteriormente se afiadieron 0,3 ml de solucién ATE y 0,45 ml de una mezcla de
cloroformo/alcohol isoamilico 24/1 (v/v). La suspension se incub6 durante 10 minutos a
60°C con agitacion ocasional, se mantuvo en hielo durante 15 minutos y se centrifugo
durante 15 minutos a 10000g. La fase acuosa se traté una vez con 0.6 ml de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y dos veces con 0,6 ml de cloroformo. Después de la
precipitacién con etanol, las muestras se trataron durante 1 hora con ARNasa libre de
ADNasa segiin Ausubel et al., (1991). Posteriormente se afiadieron 0.1 ml de tampon de
proteinasa K con 75 ug de proteasa y se incubaron durante 1 hora a 37°C. A
continuacion se realiz6 otra extraccién con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, las
muestras se llevaron a 0,3 M de acetato sédico, se precipitaron con etanol y se
fesuspendieron en H,O estéril tratada con dietilpirocarbonato.

La extensién de oligonucledtidos para la determinacién del punto de
iniciacién de la transcripcién desde el promotor Pu se llevé a cabo de
acuerdo con Marqués er al., (1993). El extremo 5' del oligonucledtido 5'-
GATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG -3' complementario a la secuencia de /acZ se
Marcé con [y-32P]ATP (> 6000 mCi/mmol) y T4-polinucleétido quinasa: el nucleétido
radiactivo sobrante se eliming por filtracién a través de una columna rellena con gel
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Sephadex G-25. La mezcla de hibridacién se componia de 2 pl de tampon de
hibridacion, 105 cpm del oligonucle6tido marcado y 20 pg de ARN total en un volumen
de 10 pl, y la hibridacién se realizé como se ha descrito en el apartado anterior para la
secuenciacion de ADN. La reaccién de extension se realizé afiadiendo 40 pl de tampon
de transcriptasa reversa, | mM de cada uno de los 4 desoxinucle6tidos, y 0,5 U/ul de
RNasin, un inhibidor de ARNasa suministrado por Promega (Referencia n° N2111) y 8
unidades de transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis de ave, e incubando
durante 1 hora a 44°C. La reaccion se par6 por la adicién de 5 il de acetato sédico 3 M
y 150 pl de etanol. E1 ADN-copia se separd, y se analizo por electroforesis en gel de
poliacrilamida como se ha descrito en el apartado 8.8. La exposicion de los geles y el
revelado de las autorradiografias se realizaron siguiendo métodos estandar.

La composicion de las soluciones utilizadas en este procedimiento fue la siguiente:

Solucién de lisis:

1SOtIOCIANALO ... 6,8 M
B-mercaptoetanol.......................... 1 % (vIv)
citrato s6dico pH 7 .......cccccoveveen. 0,017 M
N-laurilsarcosina........................o.oo...... 2% (p/v)
Solucién ATE:
acetato sodico pH S .......o.oovevevv 0,1 M
EDTA-Na....coooooiieiiieioeeeeeee ) 1 mM
Tris-HCIpH 4,8 ..., 10 mM
Tampoén de proteinasa K:
EDTA-Nagy y: S8l e sinoi o on'h 20 mM
Tos-HOL gosub. susslnang, 35 0 8 100 mM
SIS il e a0, 0.4% (p/v)
Tampo6n de hibridacién:
NAGL oot do siansmor o | bl 2M
PIEES S pHT s smnmens Adnatsks 50 mM
Tampon de transcriptasa reversa:
THS-HCl......cccooinnnnnimineseniensnenneenssonnssns 12,5 mM
dItiOtreitol ...........ovooceeeeeee 12,5 mM

70



Materiales y Métodos

9. PREPARACION DE EXTRACTOS LIBRES DE CELULAS

Se parti6 de cultivos de las cepas en LB con los correspondientes antibidticos
incubados a 30°C con agitacién durante 12-16 horas. Estos se diluyeron 100 veces en
100 ml de medio minimo con glucosa como fuente de carbono y m-xileno suministrados
en fase gaseosa como inductores de la expresién de los genes de TOL. Una vez
alcanzada la fase exponencial de crecimiento (Aggo= 0,6-0,7), las células se recogieron
por centrifugacion a 4000g durante 5 minutos, se lavaron con solucién tampon fosfato
100 mM, pH 7, y se resuspendieron en 5 ml del mismo tampon. La suspension
bacteriana se lisé por ultrasonidos utilizando un sonicador Braun Biotech modelo
Labsonic 2000 con una sonda de tipo aguja, manteniendo la muestra en un bano de
agua y hielo. Se dieron pulsos de 30 segundos a SOW. con intervalos de 1 minuto para
evitar el calentamiento de la muestra, hasta que se obtuvo un extracto transparente. Los
restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 12000¢ durante 2 minutos a 4°C. El
sobrenadante constituy6 el extracto libre de células que se conservo a 4°C.

10. MEDIDA DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

10.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD ALCOHOL BENCILICO DESHIDROGENASA

La estimacién de la actividad alcohol bencilico deshidrogenasa se realizé
espectrofotométricamente siguiendo la reduccién de piridin-nucledtidos en extractos

libres de células obtenidos por sonicacién, segin el método descrito por Worsey y
Williams, (1975).

El enzima alcohol bencilico deshidrogenasa cataliza la siguiente reaccion:

alcohol bencilico e N —+» benzaldehido
NAD* NADH+H™
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Las soluciones empleadas en este ensayo se conservaron a 4°C y su composicion
fue la siguiente:

Solucion de MATAB:

B e e BS i iretots B Pearl e s TS 01 1. 13 1Y SV R 20 mg
T OZ M, PH 8 i il e 10 ml
Tamp6n Z
AP O g s snsncnisibeibansmmsmsdssmmsssnssisansstomisisssssramnsass 60 mM
NaH,POy i 40 mM
KCL e, 10 mM
MaSOL L ov. bl D HE S L0 L il 1 mM
B-mercaptoetanol..........cccooooeiiiiiiiiieii 50 mM

Esta solucion es estable a 4°C.
Solucion de ONPG:

Tampo6n fosfato 100 mM, pH 7. 10 ml
Esta solucion es estable a 4°C en oscuridad.

11. DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS

El contenido protéico de una muestra se determiné siguiendo el método de
Markwell er al., (1978). Este método consiste en una modificacién del método de
Lowry et al., (1951) que al incluir SDS permite la determinacién de proteinas en células
enteras. El procedimiento bdsico consiste en una combinacién de las reacciones de
Biuret y de Folin en la que los grupos amino de los aminoacidos que reaccionan con
Cu?* en medio alcalino, reducen el reactivo de Folin, dando un producto de color azul.
La composicion de las soluciones utilizadas se indica al final del apartado.

Como muestras patrén se utilizaron soluciones seriadas de seroalbiimina bovina
que contenian 0, 30, 70, 150, 225 y 300 pg/ml en un volumen final de 200 pl. De la
muestra problema, bacterias enteras o extractos libres de células, se preparon distintas
diluciones en un volumen final de 200 pl completado con H,O. A cada muestra patrén
o problema se anadieron 50 ul de NaOH 0,5 N y 0.75 ml de solucién C. Los tubos se
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incubaron a 30°C durante 15 minutos, y posteriormente se afiadieron 75 ul de reactivo
de Folin (Sigma Art. 9001) diluido en H,O 1:1 (v/v). Las muestras se agitaron
vigorosamente y se incubaron a 30°C durante 30 minutos. Una vez transcurrida la
reaccion se determiné la absorbancia a 750 nm. La concentracién de proteina de las
muestras problema se obtuvo por interpolacién en curvas de A;so frente a las
concentraciones de la proteina patrén.

La solucién C se preparé en el momento de su uso a partir de las soluciones A y B
en proporcion 100:1 (v/v).

Solucion A:

NagOOs g 380 aaiveiin gonoiis, 28, 2% (plv)
NaOE2ucia. e im0 S e 0,4%(plv)
T artrato:-SOMICO ... 5 sivesimet b bosissssibsshaston s 0,16% (p/v)
SPS il sdn s oy iy 1 AHEDEHTIC 1% (p/v)

Solucidn B:
QuSOy L0 n a8k WL plnediosde Bl Gaumyainh 4% (p/v)

12. DETERMINACION DE AMONIO

La medida de amonio se realiz6 utilizando el sistema para determinacién de
amonio suministrado por la casa comercial Boehringer Mannheim (referencia n°® 1-112-
732). Este sistema se basa en que en presencia de glutdmico deshidrogenasa (GDH) y
NADH el amonio reacciona con el dcido 2-oxoglutarico para rendir dcido L-glutamico,
con la consiguiente reduccién de NAD a NADH:

acido 2-oxoglutdrico + NH, N dcido L-glutamico + H,0

NAD* NADH+ H"”

La cantidad de NAD que se reduce en esta reaccion es estequiométricamente igual
a la cantidad de amonio presente en la muestra. La cantidad de NADH se determiné
espectofotométricamente midiendo su absorbancia a 340 nm y utilizando un
coeficiente de extincion molar para el NADH de 6,3 (I x mmol'! x cm!).
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Para la determinacién de amonio en los sobrenadantes de los cultivos
celulares, las c€lulas se eliminaron por centrifugacién a 12000g durante 5 minutos,
y la concentracion de amonio se determiné siguiendo las instrucciones del
manufacturador.

13. DETERMINACION DE NITRITO

La determinacién de nitrito se hizo segtin el método de Snell y Snell, (1949) que
consiste en una reaccion de diazotacién. El producto que se forma, 1-naftilamina, es un
compuesto coloreado cuya concentracion en el medio se determind
espectofotométricamente. Las soluciones utilizadas en este método se describen al final
del apartado.

A un volumen de sobrenadante de un cultivo libre de células se adicionaron
volumenes iguales de las soluciones de sulfanilamida y dcido N-naftil-etilen-diamino
(NNEDA). Las muestras se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 15
minutos. Posteriormente se determind la absorbancia de éstas a 540 nm.

Como patrén se utilizaron soluciones seriadas de nitrito sédico 5 mM, y la
concentracion de nitrito de las muestras problema se obtuvo por interpolacién grafica
en curvas de Asyg frente a las concentraciones de nitrito de la curva patrén.

Las soluciones empleadas en este sistema son estables en la oscuridad y sus
composiciones fueron las siguientes:
Solucién de sulfanilamida:

Sulanilamida . . b it autim ettt it 10 g

HEBLZ N oo smnsermmmmnibbta s idos (6 Addsibh i 200 ml

L2 7. & PO W W S hasta 11
Solucion NNEDA:

INNEDA c.coe et MM B L it st seseosenans 200 mg

Holl v onsmasssimemspemsssivimssminstrn ot dossssontys adbsmsatoimtisis hasta 1 1
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14. PREPARACION DE EXTRACTOS PARA EL ANALISIS POR

ESPECTROMETRIA DE MASAS Y RESONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR DE PROTONES

Los andlisis de espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear del protén
(RMN-'H) se realizaron en colaboracién con Ali Haidour en este grupo de
investigacion, utilizando los equipos de los Servicios Técnicos de la Universidad de
Granada.

La preparacién de los extractos de los cultivos para la realizacion de estos analisis
se llevo a cabo de la siguiente forma: inicialmente se realiz6 una extraccion con acetato
de etilo para eliminar las impurezas: a continuacién se llevé a cabo una acidulacion de
la fase acuosa con HCI hasta alcanzar un pH de 2 con objeto de recuperar los dcidos en
la fase organica, seguida de una nueva extraccién con acetato de etilo. El extracto se
lavé con H,0, y se secé sobre SO4Na; anhidro. Finalmente se evaporo al vacio y se
resuspendi6 en un volumen adecuado de acetona o dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-dg) para su andlisis por espectrometria de masas y RMN-1H, respectivamente.

15. SEPARACION DE COMPUESTOS AROMATICOS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION

El equipo utilizado para la separacion de compuestos aromdticos fue un
cromatografo de liquidos de alta presién Hewlett-Packard modelo 1050A, equipado con
un detector de luz visible y ultravioleta, una columna Hypersil C18 ODS de 10 x 0.46
¢m, y un integrador 3394A.

Los compuestos aromaticos se detectaron a 254 nm. En el caso de la deteccion de
alcoholes bencilicos y benzaldehidos las muestras se cromatografiaron utilizando como
fase mévil una mezcla metanol:H,O (60:40) (v/v) a un flujo de 0,5 ml por minuto. Para la
Separacion de compuestos aromaticos derivados del metabolismo del 4-nitrobenzoato
se utiliz6 un gradiente de acetonitrilo y H,O con 4cido trifluoroacético (TFA) 13,5 mM
como fase mévil, de la siguiente forma: el programa de elucién partio de 100% de H,O-
(TFA) y 0% de acetonitrilo y cambi6 hasta 40% de H,0-(TFA) y 60% de acetonitrilo en
un tiempo de 6 minutos. El flujo fue de 1,5 ml por minuto.

Como patrones se utilizaron soluciones de concentracién conocida de los

cOmpuestos aromadticos, cuya pureza era mayor del 98 % (p/v).
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Resultados

I. COMPUESTOS NITROAROMATICOS COMO SUSTRATOS DE LA
RUTA "UPPER" DEL PLASMIDO TOL

Los enzimas de la ruta "upper" del plasmido TOL pWWO son capaces de utilizar
como sustratos un amplio espectro de compuestos aromaticos, como toluenos y xilenos.
La oxidacion secuencial de estos compuestos por los enzimas que componen esta ruta,
a saber, tolueno monooxigenasa, alcohol bencilico deshidrogenasa y benzaldehido
deshidrogenasa, resulta en la biotransformacion de los toluenos en sus correspondientes
acidos benzoicos (Abril er al., 1989; Kunz y Chapman, 1981; Worsey y Williams, 1975).

En este apartado se presenta el estudio realizado sobre el espectro de
nitrotoluenos que los enzimas de la ruta "upper” del plamido TOL son capaces de utilizar
COmoO sustratos.

1. NITROTOLUENOS COMO SUSTRATOS DE LA TOLUENO
MONOOXIGENASA

La tolueno monooxigenasa, el primer enzima de la ruta degradativa de toluenos y
xilenos del plasmido TOL, es un sistema multienzimatico codificado por los genes xy/MA
(Harayama et al., 1986a) que cataliza la oxidacién de la cadena alquilica del sustrato
para formar el alcohol bencilico correspondiente. Este enzima no solo es capaz de
oxidar tolueno hasta alcohol bencilico, sino que también oxida éste a benzaldehido
(Harayama et al., 1986a). Estudios realizados sobre la especificidad de sustratos de la
tolueno monooxigenasa habian mostrado que este enzima es capaz de oxidar tolueno,
m- y p-xileno (Worsey y Williams, 1975), 3- etiltolueno, 1,2,4-trimetilbenceno (Kunz y
Chapman, 1981), 3- y 4-clorotolueno, mientras que o-xileno y 4-etiltolueno no son
sustratos del enzima (Abril er al., 1989).

El estudio del espectro de nitrotoluenos que podian actuar como sustratos de la
tolueno monooxigenasa fue llevado a cabo en sistemas “in vivo", mediante el
seguimiento de la acumulacién de los productos de oxidacion del nitroareno en el
medio de cultivo. Los estudios se realizaron en E. coli y P. putida portando el plasmido
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pPWAZ2I (Figura 19) un vector de expresién en el que los genes xyIMA se expresan a
partir del promotor de lac.

Bglll
Xhol Sac
HindIII

Smal Clal

Xhol

Pstl

Figura 19. Esquema del plasmido pWAZ21. Este plasmido es un derivado del
vector de amplio espectro de huésped pKT231 (Babdasarian et al., 1981), y porta los
genes xy/MA clonados bajo el control del promotor Plac. Se muestran los sitios de
restriccion para los enzimas que se indican, asi como la localizacién del origen de
replicacion, la de los genes de resistencia a antibiéticos, y la de los genes implicados en
la movilizacién y replicacién del plasmido.
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L.I. - TRANSFORMACION DE NITROTOLUENOS POR LA TOLUENO
MONOOXIGENASA EN ESCHERICHIA COLJ

La cepa E. coli IM101 (pWA21) se cultivé en medio M9 con giucosa como fuente
de carbono y los correspondientes antibidticos, y se incub6 a 30°C en agitacion
durante 12-16 horas. El cultivo se diluyé 20 veces en el mismo medio fresco
suplementado con IPTG con objeto de evitar la represion del promotor Plac por el
producto del gen lacl, y se incubaron a 30°C en agitacion en presencia de vapores de
2-nitrotolueno y 3-nitrotolueno, y de 4-nitrotolueno y 3.4-dinitrotolueno suministrados
al cultivo como cristales para alcanzar su saturacién. A lo largo del tiempo se tomaron
muestras de estos cultivos y las células se retiraron por centrifugacion a 5000 g durante
5 minutos. Los compuestos presentes en los sobrenadantes se separaron mediante
HPLC, y los compuestos aromaticos presentes se detectaron y analizaron mediante luz
ultravioleta en las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Como patrones se
utilizaron soluciones de concentracién conocida de los alcoholes bencilicos y
benzaldehidos correspondientes.

- En presencia de 3-nitrotolueno se apreci6 la aparicion inmediata y la acumulacion
a lo largo del tiempo de un producto con un tiempo de retencion de 2,72 minutos, que
coincidi6 con el del patrén del alcohol 3-nitrobencilico y coeluyd con el mismo. La
concentracion méxima del alcohol en el medio de cultivo fue de 30 uM (Figura 20). A
partir de las 2 horas de incubacion se observé la aparicién en el medio de cultivo de un
producto con un tiempo de retencién de 2,91 minutos, que coincididé y coeluyé con el
del patrén de 3-nitrobenzaldehido, y que alcanzé una concentracién de 25 UM tras 7,5
horas de incubaci6n. En la Figura 20 se representa la acumulacién en el tiempo de estos
productos.

De igual forma los cultivos de E. coli IM101 (pWA21) incubados en presencia de
4-nitrotolueno acumularon un producto con un tiempo de retencién de 2,77 minutos,
que coincidio y coeluyé con el del patrén del alcohol 4-nitrobencilico. El compuesto se
acumul6 hasta alcanzar una concentracién de 60 UM, como se muestra en la Figura 21.
Con un retraso de 2-3 horas respecto a la aparicién del alcohol 4-nitrobencilico se
detect6 la acumulacién progresiva en el medio de un producto con un tiempo de
retencién de 2,96 minutos, el cual coeluyé con el del patrén de 4-nitrobenzaldehido y
alcanz6 una concentracién en el medio de 120 uM en un tiempo de 24 horas de iniciada
la experiencia. En la Figura 21 se representa la acumulacién en el tiempo de estos
productos.



Resultados

Figura 20. Transformacién de 3-nitrotolueno por E. coli IM101 (pWA21).
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E. coli IM101 (pWA21) se incub6 a 30°C en agitacién en medio M9 con glucosa suplementado con
IPTG en presencia de vapores de 3-nitrotolueno. La acumulacién de alcohol 3-nitrobencilico (@) y
de 3-nitrobenzaldehido (@) se determiné a los tiempos indicados, tras analizar el sobrenadante del
cultivo mediante HPL.C como se describe en Materiales y Métodos. Las concentraciones de alcohol

y aldehido se estimaron por comparacién con soluciones patrén de los mismos de concentracién
conocida.
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Figura 21. Transformacién de 4-nitrotolueno por E. coli IM101 (pWA21).
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E. coli IM101 (pWA21) se incub6 a 30°C en agitacién en medio M9 con glucosa suplementado con
IPTG en presencia de 4-nitrotolueno suministrado en exceso como cristales para alcanzar su
saturacion. La acumulaci6n de alcohol 4-nitrobencilico (@) y de 4-nitrobenzaldehido (@) se
determinG a los tiempos indicados, tras analizar los sobrenadantes del cultivo mediante HPLC como
se describe en Materiales y Métodos. Las concentraciones de alcohol y aldehido se estimaron por
comparacién con soluciones patrén de los mismos de concentracién conocida.
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La aparicion de productos con tiempos de retencién correspondientes a los
alcoholes 2-nitrobencilico y 3,4-dinitrobencilico en los cromatogramas procedentes de
los cultivos incubados en presencia de 2-nitrotolueno y 3,4-dinitrotolueno se observé
en cantidades inferiores a 5 UM, sugiriendo que estos compuestos no eran sustratos del

enzima.

1.2 TRANSFORMACION DE NITROTOLUENOS POR LA TOLUENO
MONOOXIGENASA EN PSEUDOMONAS PUTIDA

Ensayos similares a los descritos en el apartado anterior se realizaron utilizando la
cepa P. putida 2440. Esta cepa portando o no el plasmido pWA21 se cultivé en medio
M9 con benzoato como fuente de carbono, suplementado en su caso con los
antibioticos correspondientes. Los genes xy/MA se expresaron constitutivamente en
esta bactera, ya que Pseudomonas carece del gen lacl que codifica el represor Lacl del
promotor Plac; por ello no fue necesaria la adicién de IPTG al medio de cultivo. La
separacion y deteccion de los compuestos aromdticos presentes en los sobrenadantes
de los cultivos se realizaron mediante HPLC en las condiciones descritas en Materiales
y Métodos. Como patrones se utilizaron soluciones de concentracién conocida de los
alcoholes bencilicos y benzaldehidos correspondientes.

P. putida 2440 sin el plaismido pWA2I no transformé ninguno de los
nitrotoluenos probados (2-, 3-, y 4-nitrotolueno y 3,4-dinitrotolueno), lo que indicé que
la cepa carecia de actividad contra estos nitroarenos. En contraste, los cultivos de P.
putida 2440 (pWAZ21) incubados en presencia de 3- y 4-nitrotolueno acumularon en el
medio productos que coeluyeron con los de los patrones de los alcoholes bencilicos
correspondientes hasta alcanzar concentraciones de 20 y 50 uM respectivamente tras
24 horas de incubacion, mientras que se detectaron concentraciones del orden de 2 uM
de los alcoholes 2-nitrobencilico y 3.4-dinitrobencilico. En la Tabla 4 se recogen los
resultados obtenidos.

Tanto en presencia de 3-nitrotolueno como de 4-nitrotolueno se acumularon en el
medio de cultivo compuestos que coeluyeron con los patrones de 3-nitrobenzaldehido
y 4-nitrobenzaldehido respectivamente. En la Tabla 4 se recogen las concentraciones de
¢stos compuestos tras 24 horas de incubacién en presencia del nitroareno
correspondiente.

De igual forma se acumularon compuestos cuyos tiempos de retencidn
coincidieron con los de los correspondientes nitrobenzaldehidos. Sin embargo, los
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niveles de 3-nitrobenzaldehido y 4-nitrobenzaldehido en los cultivos de 2440 (pAW21)
fueron 1,5 y 6 veces inferiores a los determinados en cultivos de JM101 (pWA21)
respectivamente (Tabla 4). Esto sugirié que ciertos enzimas de codificacién
cromosomica de esta cepa de Pseudomonas podrian estar retirando los
nitrobenzaldehidos. Para comprobar esta hipétesis se ensayé para el caso de los
nitrosustituidos en posicién 4 del anillo, de forma que se estudio si la cepa 2440 sin
pWAZ2I era capaz de oxidar el 4-nitrobenzaldehido en las mismas condiciones que los
estudios de bioconversién de nitrotoluenos. En presencia de 4-nitrobenzaldehido 1 mM
se aprecio la desaparicién de este compuesto, y la acumulacién en el medio de un
producto con un tiempo de retencién de 2,02 minutos que probablemente correspondia
al 4-nitrobenzoato, ya que la catecol 2,3-dioxigenasa del plasmido TOL no utiliza
nitrobenzoatos como sustratos (Juan Luis Ramos, comunicacion personal). Esto sugeria
la existencia de enzimas de codificacién cromosémica capaces de utilizar como 4-
nitrobenzaldehido como sustrato.

Tabla 4. Acumulacién de alcoholes nitrobencilicos y nitrobenzaldehidos a partir
de nitrotoluenos por cultivos de P. putida 2440 (pPWAZ21).

Sustrato alcohol nitrobencilico | nitrobenzaldehido
2-nitrotolueno 1,6 -
3-nitrotolueno 19,2 16,3
4-nitrotolueno 51,2 19,5
3,4-dinitrotolueno 2,8 v -

Cultivos de P.putida 2440 (pWA21) se incubaron a 30°C en agitacién en medio M9 con benzoato
en presencia de los nitrotoluenos indicados. Los sobrenadantes se analizaron mediante HPLC como
se describe en Materiales y Métodos. Los valores de concentracién (uM) dados corresponden a
acumulacion de los productos a las 24 horas de incubacién, y se estimaron por comparacion con
patrones de concentracién conocida de los alcoholes nitrobencilicos y nitrobenzaldehidos
correspondientes. "-" significa no detectado.

2. ALCOHOLES NITROBENCILICOS COMO SUSTRATOS DE LA
ALCOHOL BENCILICO DESHIDROGENASA DE TOL

La estimacion de la actividad alcohol bencilico deshidrogenasa para alcoholes
nitrobencilicos se ensay6 en extractos libres de células de Pseudomonas putida 2440
(PWWO) cultivadas en condiciones de induccién. Los extractos libres de células se

87



Resultados

prepararon a partir de cultivos en medio minimo con glucosa de P putida 2440 con y
sin el plasmido pWWO que habian sido incubados a 30°C en agitacién durante 12-16
horas; las cé€lulas se cultivaron tanto en condiciones de induccién (presencia de m-
xileno) como de no induccién (ausencia de m-xileno) de las rutas de TOL.

En la Tabla 5 se recogen los resultados obtenidos. Todos los alcoholes bencilicos
ensayados fueron oxidados a baja velocidad, entre 8,5 y 21,5 nmoles/mg proteina y
minuto, por extractos de P. putida carente del plasmido TOL cultivadas con y sin m-
xileno. Estos niveles fueron similares cuando las células llevaron el plasmido TOL pero
se cultivaron en ausencia del inductor. En cambio las células de P. purida (pWWO0)
cultivadas con m-xileno presentaron 20 veces mdas actividad alcohol bencilico
deshidrogenasa para el alcohol bencilico que los extractos en ausencia de m-xileno, y
del orden de 6 veces superior para los alcoholes 3-nitrobencilico y 4-nitrobencilico: en
cambio no presentaron incremento de la actividad basal con alcohol 2-nitrobencilico y
alcohol 3.4-dinitrobencilico. Estos resultados indicaron que el enzima alcohol bencilico
deshidrogenasa del plasmido TOL era capaz de utilizar los alcoholes 3-nitrobencilico y
4-nitrobencilico como sustratos, mientras que los alcoholes 2-nitrobencilico y 3.4-
dinitrobencilico no eran oxidados por el enzima. Las actividades relativas de alcohol
bencilico deshidrogenasa para los alcoholes 3-nitrobencilico y 4-nitrobencilico respecto
al alcohol bencilico fueron del 25% y del 45% respectivamente.

Tabla 5. Actividad alcohol bencilico deshidrogenasa para alcoholes
nitrobencilicos en P. putida 2440 sin y con el plasmido pWWO.

2440 2440 (pWWO0)
sustrato - m-xileno + m-xileno -m-xileno +m-xileno
alcohol bencilico 10,8 10,7 207 440,9
alcohol 2-nitrobencilico 8.5 9.0 11,6 16,3
alcohol 3-nitrobencilico 21,5 18,3 21,9 196,6
alcohol 4-nitrobencilico 14,5 154 21,2 1179
alcohol 3.4-dinitrobencilico 12,2 12,4 14,6 13,5

Las c€lulas se cultivaron a 30°C en agitacién en M9 con glucosa en ausencia y presencia de m-xileno
durante 12-16 horas, y la actividad alcohol bencilico deshidrogenasa se determiné en extractos libres
de c€lulas preparados como se ha descrito en Materiales y Métodos. La concentracién del alcohol
bencilico y nitrobencilicos en el ensalyo fue 2,5 mM. La actividad especifica se expresa en mU por
mg de proteina,. 1 mU correponde a 1 nmol de producto formado por minuto Los valores dados son
media de 2 a 4 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.
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3. NITROBENZALDEHIDOS COMO SUSTRATOS DE LA BENZALDEHIDO
DESHIDROGENASA DE TOL

Para estimar la actividad benzaldehido deshidrogenasa para nitrobenzaldehidos se
utilizaron extractos libres de células de Pseudomonas putida 2440 (pWWO) bajo
condiciones de induccién. Los extractos libres de células se prepararon a partir de
cultivos en medio minimo con glucosa de P putida 2440 con y sin el plasmido pWW0
que habian sido incubados a 30°C en agitacién durante 12-16 horas; las células se
cultivaron tanto en condiciones de induccién (presencia de m-xileno) como de no
induccion (ausencia de m-xileno) de las rutas de TOL.

Como se observa en la Tabla 6, los extractos celulares de P. putida carente del
plasmido TOL que habian sido cultivadas con y sin m-xileno eran capaces de oxidar
benzaldehido, 3-nitrobenzaldehido y 4-nitrobenzaldehido con actividades del orden de
25 nmoles/mg proteina y minuto. Las células de P. putida (pWWO) cultivadas con m-
xileno persentaron del orden de 6 a 10 veces mas actividad benzaldehido
deshidrogenasa para los 3 sustratos del enzima que los extractos en ausencia de efector.
Es de sefalar que en el caso los sustratos sustituidos con grupos nitro la actividad fue 2
veces superior a la actividad con benzaldehido. No se detecté actividad benzaldehido
deshidrogenasa para el alcohol 2,6-dinitrobencilico.

Tabla 6. Actividad benzaldehido deshidrogenasa para nitrobenzaldehidos en
Pseudomonas putida 2440 sin y con el plasmido pWWO.

2440 2440 (pWWO0)
sustrato - m-xileno + m-xileno -m-xileno +m-xileno
benzaldehido 23 25 16 134
2-nitrobenzaldehido 0 0 0 0
3-nitrobenzaldehido 25 27 22 228
4-nitrobenzaldehido 22 26 32 297
2,6-dinitrobenzaldehido 0 0 0 0

Las células se cultivaron a 30°C en agitacion en M9 con glucosa en ausencia y presencia de m-
xileno durante 12-16 horas, y la actividad benzaldehido deshidrogenasa se determiné en extractos
libres de células como se ha descrito en Materiales y Métodos. La concentracién de benzaldehido y
de los nitrobenzaldehidos en el ensayo fue 0,3 mM. La actividad especifica se expresa en mU por mg
de protefna. 1 mU corresponde a 1 nmol de producto formado por minuto. Los valores dados son
media de 2 a 4 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.
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Il. COMPUESTOS NITROAROMATICOS COMO INDUCTORES DE LAS
RUTAS CATABOLICAS DEL PLASMIDO TOL

La activacion de la proteina XyIR mediada por la unién de una amplia gama de
compuestos aromaticos que actian como efectores (Abril ef al.. 1989), es el primer paso
en la induccion de la transcripcién de los enzimas degradativos de las rutas catabdlicas
del pldsmido TOL pWWO (Ramos et al., 1987), segin el modelo descrito en la
Introduccion de este trabajo. La expresion desde los promotores Pu y Ps inducida por la
proteina XyIR activa, requiere el factor 654 de la ARN-polimerasa, también llamado NtrA
y RpoN (Dixon, 1986; Kohler er al., 1989; Ramos et al.. 1987), y de la presencia de
secuencias activadoras (UAS) para la unién del regulador, que se localizan entre -120 vy
-180 pb en 57 con respecto al punto de iniciacién de la transcripcion (Abril er al., 1991;
de Lorenzo er al., 1991; Inouye er al., 1990). En el caso de Pu se ha puesto de
manifiesto el requerimiento de la proteina IHF para la maxima expresion desde este
promotor (Abril et al., 1991; de Lorenzo et al., 1991).

La existencia de un blogueo a nivel del reconocimiento como efectores de los
nitrotoluenos por el regulador XyIR podria ser una de las razones para la resistencia a la
degradacion de estos compuestos por Pseudomonas putida 2440 (pWWO0). De este
modo, el objetivo inicial fue determinar si los compuestos nitroaromaticos se
comportaban como efectores de la proteina XyIR. En caso de que no fuera asi, el
bloqueo a nivel de la expresién de los genes de esta ruta degradativa podria salvarse
mediante el aislamiento de mutantes de XyIR capaces de estimular la expresion desde
Pu, bien constitutivamente o bien en presencia de nitroarenos. Por otro lado, el estudio
del efecto de estos mutantes en la activacién de los promotores Pu, Ps y Pr podria
ayudar a esclarecer ciertos aspectos del mecanismo de activacion de la transcripcion
desde estos promotores por el regulador XyIR.

La transcripcion desde los promotores Pu, Ps y Pr se estimé en todos los casos
como actividad [-galactosidasa en cepas de Escherichia coli portadoras de las fusiones
correspondientes de estos promotores al gen lacZ carente de su promotor natural. Las
fusiones Pu::lacZ que se han utilizado han sido las codificadas en los plasmidos
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pRD579 y pERDA401, cuyos esquemas se muestran en las Figuras 22 y 23. Las fusiones
Ps::lacZ y Pr::lacZ utilizadas han sido las codificadas en los plasmidos pAH100 y
pAH120, que se representan en las Figuras 24 y 25 respectivamente. El gen xylR se
aport6 en trans en el plasmido pTS174, cuyo esquema se representa en la Figura 26. Las
condiciones de los ensayos se especifican en cada caso, y las determinaciones de la
actividad P-galactosidasa se realizaron segtin el procedimiento descrito en Materiales y
Métodos.

Figura 22. Esquema del plasmido pRD579. Este plasmido es un derivado del
vector de fusién transcripcional pJEL126 (Valentin-Hansen et al., 1986), y porta una
fusion del promotor Pu al operén de la lactosa. Se muestra la posicion de estos
elementos indicando la flecha el sentido de la transcripcién, asi como la del gen de
resistencia a ampicilina y de los sitios de restriccion para los enzimas que se indican.
Igualmente se muestra la situacién del gen parA y del replicén de R1 (copBA, repA'y
ori), junto con el gen ¢l y el promotor Pr del fago A.
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pERD401

10,2 Kb

Sall

Figura 23. Esquema del plasmido pERD401. Este plasmido es un derivado del
vector para clonaje y ensayo de promotores pMC1403 (Casadaban er al., 1980) que
- porta una fusién del promotor Pu al operon de la lactosa. Se muestra la posicion de
estos elementos, y la flecha indica el sentido de la transcripcion. Igualmente se muestra
la situacion del gen de resistencia a ampicilina, de la zona implicada en la replicacion del
plasmido y de los sitios de restriccion para los enzimas que se indican.
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Bglll

Bglll

pAH100

17,15 Kb

Figura 24. Esquema del plasmido pAH100. Este plasmido es un derivado del
vector pJEL122 (Valentin-Hansen er al., 1986) y porta un fragmento que contiene los
promotores Ps y Pr, clonado en la orientacién que permite la expresion del gen de la f3-
galactosidasa desde el promotor Ps. Se muestra la posicion de estos elementos,
indicando la flecha el sentido de la transcripcidn, asi como la del gen de resistencia a
ampicilina y de los sitios de restriccion para los enzimas que se indican. Otros
marcadores como en la leyenda de la Figura 22.
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Belll

Bglll

pAH120

17,15 Kb

Bglll

Figura 25. Esquema del plasmido pAH120. Las caracteristicas de este plasmido
son las mismas que las del pAH100 (Figura 24) con la excepcion de que el fragmento
que contiene los promotores Pr y Ps estd clonado en la direccion contraria, de forma que

la actividad B-galactosidasa se expresa desde Pr.
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pTS174

6,9 Kb

BamHI
Hpal
Bglll

Belll
Sphl g

Figura 26. Esquema del plasmido pTS174. Este plasmido es un derivado del
vector pACYC184 (Chang y Cohen, 1978; Rose, 1988) y porta un fragmento que
contiene el gen xy/R junto con su zona promotora. Se muestra la situacién de estos
elementos, la del origen de replicacion y del gen de resistencia a cloranfenicol, asi como
los sitios de restriccion para los enzimas que se indican.
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1. NITROAROMATICOS COMO EFECTORES DEL REGULADOR XYLR

La cepa 5K de E. coli portando el plasmido pRD579 que lleva el promotor Pu
fusionado al gen lacZ' (Figura 22), se transformé 0 no con el plasmido pTS174 (xy/R).
Los transformantes se cultivaron en medio LB suplementado con los antibiéticos
correspondientes, se incubaron a 30°C en agitacion durante 12-16 horas, y se utilizaron
para los ensayos de actividad B-galactosidasa.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 7. En ausencia de XyIR e
independientemente de la presencia de efectores se obtuvo una expresion de actividad
B-galactosidasa correspondiente a la actividad basal de la cepa (100 unidades) mas el
nivel de expresién basal desde el promotor Pu, en total alrededor de 150 unidades. En
presencia de XyIR y en ausencia de efectores el nivel basal incrementd hasta alrededor
de 250 unidades. De los compuestos aromaticos ensayados el m-xileno se comporté
como el mejor efector de la proteina, como puede verse en la Tabla 7.

Tabla 7. Perfil de nitroaromaticos reconocidos por el regulador XyIR.

Efector Pu::lacZ Pu::lacZ + XyIR
ninguno 150 260
m-xileno 160 1800
2-nitrotolueno 155 500
3-nitrotolueno - 135
4-nitrotolueno - 460
alcohol 2-nitrobencilico - 220
alcohol 3-nitrobencilico - 190
alcohol 4-nitrobencilico - 270
2-nitrobenzaldehido . 165
3-nitrobenzaldehido - 170
4-nitrobenzaldehido - 240

Cultivos en LB con Ap de E. coli 5K (pRD579) (Pu::lacZ) y en LB con Ap y Cm de SK
(PRD579)(pTS174) (Pu::lacZ y xylR) se diluyeron 1/100 en el medio fresco correspondiente y se
suplementaron 0 no con los compuestos aroméaticos indicad0§ a una _conccmrgcxén ﬁngl dg 1 mM.
La actividad B-galactosidasa se determinG tras 5 horas de incubacién a 30 .C en agitacion. Los
valores dados son media de 3 a 5 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar fueron
inferiores al 20%. "-" significa no determinado.
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Ademads de en presencia de este compuesto, sélo se observé incremento de la
actividad B-galactosidasa con 2- y 4-nitrotolueno. En el caso del resto de compuestos
nitroaromdticos ensayados la actividad no aumentd, sugiriendo que los nitroarenos
ensayados, con la excepcion de 2- y 4-nitrotolueno, no se comportaban como efectores
de la proteina XyIR.

2. AISLAMIENTO DE MUTANTES DE XYLR

Los resultados anteriores sugerian que existia una limitacién en el reconocimiento
de 3-nitrotolueno, alcoholes nitrobencilicos y nitrobenzaldehidos como efectores de
XyIR. Por ello se planteé como objetivo en la expansién de rutas catabélicas para la
eliminacion de nitrotoluenos el aislamiento de mutantes de la proteina que fueran
capaces de reconocer un espectro mas amplio de nitrotoluenos y/o con mas efectividad
para promover la expresion desde Pu en ausencia de efectores.

Para el aislamiento de mutantes del regulador, el gen xylR en el plasmido pTS174
se mutageniz6 “in vivo" con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) en la cepa
Escherichia coli MC4100, y se utilizé la estrategia de seleccién de mutantes que se
describe a continuacién.

E. coli MC4100 (pTS174) se incub6 en LB suplementado con Cm a 30°C en
agitacion hasta alcanzar una densidad celular de 0,6 a 660 nm. Para la mutagénesis se
tom6 1 ml del cultivo, y se incub6é durante 10 minutos a 30°C con NTG a una
concentracion final de 30 pg/ml. Las células se recogieron por centrifugacion durante 5
minutos a 5000g, se lavaron en 2 ml de LB y se incubaron durante 3 horas a 37°C. El
ADN plasmidico procedente de las células que sobrevivieron la mutagénesis, fue
extraido y transformado en la cepa MC4100 portando la fusién Pu::lacZ en el plasmido
PRD579. Las colonias resistentes a Ap y Cm se seleccionaron en agar McConkey
suplementado o no con 2-, 3- o 4-nitrotolueno. Del orden de 80 colonias rojas de un
total de 80.000 se seleccionaron para estudios posteriores. Estas se purificaron y se
utilizaron para estudiar la expresién de la actividad B-galactosidasa en presencia y
ausencia de nitrotoluenos en medio liquido.

De esta forma se aislaron varios tipos de mutantes, cuyos fenotipos se muestran en
la Tabla 8. Unos con especifidad de efectores alterada y capaces de reconocer
nitrotoluenos como efectores, como el mutante XyIR7. Otros semiconstitutivos del tipo
de XyIR6, que inducian una actividad desde Pu del orden de 5 veces superior a la de
XyIR en ausencia de efectores, y que eran ademis reconocian 3-nitrotolueno, un
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compuesto que no es un efector del regulador silvestre (Tabla 7). Otros como el mutante
XyIR49 eran capaces de inducir altos niveles de expresion desde Pu en ausencia de
efectores.

Tabla 8. Perfil de efectores de los tipos de mutantes de XylIR aislados por
mutagénesis con NTG.

Efector XylR XyIR7 XyIR6 XyIR49
ninguno 180 85 520 1370
tolueno - 125 1070 1815
o-xileno - 145 1070 2495
m-xileno 1315 150 1560 2620
p-xileno - 145 1150 1860
1,2,3-trimetilbenceno - 130 1105 2600
1,2, 4-trimetilbenceno - 180 1490 2420
2-nitrotolueno - 675 1645 3540
3-nitrotolueno 180 460 625 2955
4-nitrotolueno - 405 Z115 3380

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli MC4100 (pRD579) (Pu::lacZ), portadora de pTS174 con
xyIR o los derivados de éste con los correspondientes alelos mutantes, se diluyeron 1/100 en medio
fresco, y se suplementaron o no con los compuestos aromdticos indicados a una concentracién final
de I mM. La actividad B-galactosidasa se determing tras 5 horas de incubaci6n a 30°C en agitacion.
Los valores dados son media de 3 a 5 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar
fueron inferiores al 20%. "-" significa no determinado.

Los mutantes XylR7 y XyIR49 fueron elegidos para su posterior caracterizacion
en base al interés para su posible uso en la expansion de rutas degradativas,
especificamente de 3-nitrotolueno en el caso de XyIR7, y de otros sustratos incapaces
de inducir la expresion de los genes catabolicos en el de XyIR49. Los estudios llevados
a cabo para la caracterizacion de estos mutantes se muestran a continuacion.
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3. XYLR7, UN MUTANTE DE XYLR CAPAZ DE RECONOCER 3-
NITROTOLUENO

El mutante XyIR7 se aislé en agar McConkey suplementado con vapores de 3-
nitrotolueno. El clon se cultivé en medio liquido, y la determinacion de la actividad B-
galactosidasa en ausencia y presencia de 3-nitrotolueno puso de manifiesto que el
producto del alelo mutante de xy/R tenia una actividad basal ligeramente inferior a la
silvestre, y que era capaz de reconocer 3-nitrotolueno como efector (Tabla 8).

Con objeto de confirmar que el cardcter estaba asociado al regulador, el derivado
de pTS174 se aislo y transfomé en la cepa E. coli ET8000 (pRD579), y la expresion de
actividad [-galactosidasa expresada desde el promotor Pu se determiné de nuevo en
ausencia y presencia de 3-nitrotolueno. En la Tabla 9 puede observarse que el fenotipo
en esta cepa fue el mismo que el obtenido en el caso de MC4100. El plasmido derivado
de pTS174 portador del alelo mutante xy/R7 fue llamado pAD1 (Figura 27).

3.1. CAMBIOS EN LA SECUENCIA DEL ALELO MUTANTE XYLR7

Con objeto de identificar la mutacién o mutaciones inducidas por la mutagénesis al
azar llevada a cabo, el fragmento Hpal de 2441 pb del plasmido pADI1 portador del
mutante xy/R7 fue secuenciado en el vector pTZ19R. El clonaje de este fragmento
completo resulté imposible debido a que ocurrian delecciones de la secuencia interna
del gen. Por esta razon el clonaje se realiz6 en dos fragmentos, utilizando el sitio tGnico
de restriccion Sall del alelo silvestre que se conservaba en el mutante. La restriccion
con este enzima dié como resultado dos fragmentos de 1640 pb y 821 pb
respectivamente. El fragmento Hpal-Sall de 1620 pb de xy/R7 que contenia el
promotor Pr, se cloné entre los sitios Smal y Sall de pTZ19, originandose el plasmido
pAD?2; el fragmento de 821 pb se clond en sentido contrario entre los sitios Smal y Sall
de pTZ19, origindndose el plasmido pAD3. Un esquema de la construccién de estos
plasmidos se muestra en la Figura 27.

Los plasmidos pAD2 y pAD3 se usaron para la secuenciacién del alelo mutante
completo, mediante el uso de oligonucledtidos especificos y complementarios al gen
xyIR, cuyas secuencias se muestran en la Tabla 3, asi como el cebador inverso
complementario a la secuencia adyacente al polilinquer de pTZ19R. En la Figura 28 se
representa un esquema de la estrategia de secuenciacion utilizada.
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Figura 27. Construccién de los plasmidos pAD2 y pAD3.

Sall
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Restriccién con Hpal ¢ Sall
24 Kb
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LacZ'
pTZ19R
29 Kb
Ap
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3,7Kb

Ap Hpal/Smal

Hpal/Smal

El plasmido pTS174 portador del alelo mutante de xyIR fue digerido con los enzimas desestriccion
que se indican. Los fragmentos se separaron por electroforesis en gel de agarosa..y=SC extrajeron y
ligaron en los sitios de restriccién correspondientes en el vector pTZ]9[{ S los, procedimientos

descritos en la seccién de Materiales y Métodos.
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Figura 28. Estrategia de secuenciacion del alelo mutante xy/R7.
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Los oligonucle6tidos complementarios utilizados como cebadores en las reacciones de extensién se
representan como flechas que indican el sentido de la misma. La designacion de los cebadores se
detalla junto a cada uno de ellos. Se muestran los puntos delimitando la zona secuenciada, el punto
de iniciacion de la transcripci6n, asi como la posicion de la dnica mutacién en la secuencia del alelo
mutante.

De esta forma se determing la secuencia completa del alelo mutante de XyIR desde
la posicion -100 a la +1920 respecto al punto de iniciacién de la transcripcion. Esta
secuencia presenté una tnica mutacién en la posicién 514 desde la A del ATG
correspondiente al coddn iniciacion de la transcripcién. El cambio fue de G a A (Figura
29). Este cambio en el codén 172 de GAA a AAA resultaria en un cambio en la
secuencia traducida de la proteina de 4cido glutimico a lisina.

Figura 29. Autorradiografia positiva de la secuencia de la zona desde la posicién
+504 a la +524 respecto a la A del codén de iniciacion del alelo mutante XyIR7.

A C' G T

+504 C

+524 G

La flecha indica la posicién de la mutacién en la secuencia, una A en la posicion +514 que
corresponde a G en el alelo silvestre.
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3.2. CARACTERIZACION DE LA ESTIMULACION DE LA TRANSCRIPCION DESDE
EL PROMOTOR Pu POR XYLR?7

3.2.1. Perfil de efectores del regulador mutante XvIR7

El perfil de efectores del mutante XyIR7 se determiné por medio de ensayos de
actividad B-galactosidasa en presencia y ausencia de distintos aromaticos. La medidas
se realizaron en E. coli ET8000 portando la fusién Pu::lacZ en ei plismido pRD579,
con XylR7 o XyIR como control provistos en rrans desde los plasmidos pADI vy
pTS174 respectivamente.

La Tabla 9 muestra el perfil de efectores para la proteina mutante y la silvestre.

Los niveles basales de actividad [3-galactosidasa desde el promotor Pu en ausencia
de XyIR fueron alrededor de 300 unidades de actividad independientemente de la
presencia de efectores.

El perfil de efectores de la proteina silvestre fue similar al descrito por Abril et al.,
(1989). XylR es capaz de reconocer una amplia gama de efectores, como tolueno,
xilenos, alcohol 3-metilbencilico, 4-clorobenzaldehido, 2-nitrotolueno y 4-nitrotolueno;
pero no 3-nitrotolueno, los alcoholes 2-, 3- y 4-nitrobencilicos y 3-nitrobenzaldehido.

El mutante XylR7 adquiri6 la capacidad de reconocer 3-nitrotolueno y retuvo las
caracteristicas de la proteina silvestre de reconocer 2- y 4-nitrotolueno. En efecto, el
nivel de induccién desde Pu en presencia de 3-nitrotolueno fue del orden de 5 veces
superior con repecto al nivel basal. De igual forma el regulador mutante XyIR7
reconocié a los efectores de la proteina silvestre, aunque los niveles de induccion fueron
de alrededor de 2 veces inferiores a los determinados con XyIR (Tabla 9).
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Tabla 9. Perfil de efectores de XyIR y XyIR7.

Efector Pu::lacZ + XyIR Pu::lacZ + XyIR7
ninguno 300 170
tolueno 1220 (4) 425 (2.5)
o-xileno 1500 (5) 420 (2,5)
m-xileno 1540 (5) 490 (3)
p-xileno 1415 (4.,5) 440 (2.,5)
1,2, 3-trimetilbenceno 850 (3) 460 (2.5)
1,2 4-trimetilbenceno 1590 (5) 415 (2.,5)
1,3,5-trimetilbenceno 500 (1,5) 250 (1.,5)
2-etiltolueno 610 (2) 385 (2)
3-etiltolueno 540 (1,8) 335(2)
4-etiltolueno 460 (1,5) 330 (2)
2-nitrotolueno 1310 (4) 1405 (8)
3-nitrotolueno 150 (0,5) 930 (5,5)
4-nitrotolueno 1160 (3,5) 820 (5)
alcohol bencilico 390 (1) 185 (1)
alcohol 3-metilbencilico 1160 (3.,5) 440 (2.,5)
alcohol 2-nitrobencilico 350 (1) 270 (1,5)
alcohol 3-nitrobencilico 260 (1) 235 (1.,5)
alcohol 4-nitrobencilico 340 (1) 170 (1)
benzaldehido 250 (1) 103 (1)
4-clorobenzaldehido 2260 (7,5) 720 (4)
3-nitrobenzaldehido 190 (0,6) 84 (1)

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 portando la fusién Pu::lacZ en pRD579 con
pTS174 (xyIR) o pADI (xyIR7) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante 2
horas a 30°C en agitacion. A continuacién se suplementaron o no con los aroméiticos indicados a
una concentracién de 1 mM, y la actividad B-galactosidasa se determinG tras 5 horas de incubacién
en las mismas condiciones. Los valores dados son media de 3 a 5 determinaciones independientes, y
las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%. Entre paréntesis el nimero de veces que se
incremento la actividad respecto a la actividad basal correspondiente en ausencia de efector.
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3.2.2. Determinacién_del punto de iniciacion de la transcripcion _desde Pu por
XyIR7

Ensayos de extension del cebador realizados en colaboracion con Silvia Marqués
en nuestro grupo de investigacién, mostraron que el extremo 5' de iniciacion de la
transcripcion desde el promotor Pu mediada por XyIR7 activado por 3-nitrotolueno fue,
como se esperaba, el mismo que el del regulador silvestre activado por un efector

(Inouye er al., 1984). En la Figura 30 se muestran los resultados obtenidos.

Figura 30. Determinacién del punto de iniciacién de la transcripcion desde el
promotor Pu mediada por XyIR7.

- -

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 (pPRD579)(pTS174) con la fusion Pu::lacZ y xvlIR
(Iinea 1), y ET8000 (pRD579)(pAD1) con Pu::lacZ y xyIR7 (lineas 2 y 3) s¢ diluyeron 100 veces en
el medio fresco correspondiente y se incubaron durante 1,5 horas a 30°C en agitacion. A
continuacién el cultivo portador el alelo silvestre se suplementé con alcohol 3-metilbencilico ‘l’mM
(Ifinea 1) y el cultivo porador del alelo mutante se suplementé 0 no con 3-nitrotolueno 1 mM (Ifncas
2y 3 respectivamente). La extraccién de ARN y los ensayos de extension del cebador se realizaron
como se describe en el apartado correspondiente de la seccion de Materiales y Métodos.

3.2.3. Requerimiento de NtrA para la estimulacion de la transcripcion desde Pu por
XyIR7

El requerimiento del factor NtrA para la transcripcion desde el promotor Pu con el
regulador XyIR7 se ensay6 utilizando cepas isogénicas de E. coli NtrA* (ET8000) y
NtrA™ (ET8045). Los plasmidos portadores de la fusion Pu::lacZ (pRD579) y de xylR
(pTS174) o xyIR7 (pAD1) fueron transformados en estas dos cepas, y la actividad B-
galactosidasa se ensay6 siguiendo el procedimiento estandar.
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La transcripcién basal desde el promotor Pu en la cepa NtrA™ fue inferior a la basal
en la cepa NtrA”, tanto en presencia de XyIR como de XyIR7, como se observa en la
Tabla 10. De acuerdo con Abril er al., (1991) en el caso de la proteina silvestre e
independientemente de la presencia de efectores, no se observé induccién de la
transcripcion en ausencia de NtrA. Del mismo modo XyIR7 no estimul6 la expresién
desde Pu en un fondo genético NtrA™ en presencia y ausencia de efectores.

Tabla 10. Induccién del promotor Pu por XylR y XyIR7 en fondos genéticos

NtrA* y NtrA".

XyIR XyIR7
Efector NtrA* NtrA- NtrA* NtrA-
ninguno 300 20 150 20
alcohol 3-metilbencilico 1700 25 550 20
3-nitrotolueno 200 25 800 25

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 (NtrA™) y ET8045 (NtrA”) con pRD579 (Pu::lacz)
y pTS174 (xyIR) o pAD1 (xyIR7) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante 2
horas a 30°C en agitacién. A continuacién se suplementaron o0 no con los arométicos indicados a
una concentracion de 1 mM. La actividad B-galactosidasa se determing a las 5 horas de incubaci6n
en las mismas condiciones. Los valores son la media de 3 a S determinaciones independientes y las
desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.

3.2.4. Requerimiento de IHF para la estimulacién de la transcripcién desde Pu por
XyIR7

Los niveles de expresion desde Pu se estimaron en fondos genéticos IHF* e THF,
con objeto de determinar si la induccién méaxima mediada por XyIR7 era dependiente de
la presencia de IHF al igual que la proteina silvestre. Se utilizaron cepas isogénicas de E.
coli IHF* (S90C) e IHF (DBP101), y los pldsmidos portadores de la fusién Pu::lacZ
(pPRD579) y de xyIR (pTS174) o xyIR7 (pAD1) se transformaron en estas dos cepas para
la determinacién de la actividad B-galactosidasa.

En la Tabla 11 se recogen los resultados obtenidos. Tanto en presencia de XylR
como de XyIR7 se detectd una actividad basal desde Pu independiente de efectores. De
acuerdo con Abril ez al., (1991) en ausencia de IHF y en presencia de alcohol bencilico,
la expresion desde Pu inducida por XyIR fue del orden de un 20% de la actividad en el
fondo genético IHF*. De igual forma en el caso del regulador mutante XyIR7, la
induccion maxima de Pu en presencia de 3-nitrotolueno dependia de la proteina IHF, de
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forma que la actividad en un fondo THF fue de alrededor del 20% respecto al fondo
[HF".

Tabla 11. Induccién del promotor Pu por XyIR y XyIR7 en fondos genéticos IHF*
e [HF.

XyIR XylR7
Efector IHF* IHF [HF* IHF
ninguno 55 60 50 93
alcohol 3-metilbencilico 1345 250 80 55
3-nitrotolueno 55 45 250 60

Cultivos en LB con Ap y Cm de Escherichia coli SO0C (IHF") y DBP101 (IHF) con pRDS579
(Pu::lacZ) y pTS174 (xylR) o pAD1 (xyIR7) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron
durante 2 horas a 30°C en agitacién. A continuacién se suplementaron 0 no con los aromdticos
indicados a una concentracién de 1 mM. La actividad B-galactosidasa se determinG a las 5 horas de
incubacién en las mismas condiciones. Los valores son la media de 3 a S5 determinaciones
independientes, y las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%

3.2.5. Requerimiento de la regién UASI1 de Pu para la estimulacion de la

transcripcién por XvIR7

Los sitios de unién de la proteina XyIR localizados en la zona de -120 a -180 en el
promotor Pu (Abril er al., 1991; de Lorenzo er al., 1991: Inouye er al., 1990)), son
necesarios para la activacién de la transcripcion por el regulador XylR. En el caso de
XyIR7 se ensay6 si esta zona era de igual forma necesaria para la estimulacién de la
transcripcion. Para ello se utilizaron las fusiones del promotor silvestre Pu y de un
mutante de éste carente de la zona UAS1, PuAUASI. La deleccion AUASI incluye la
region de -144 a -240 con respecto al sitio de iniciacion de la transcripcion. Las fusiones
de estos promotores al gen lacZ en el vector pMC1403 resulté en los plasmidos
PERD401 y pERD412 respectivamente. Estos plasmidos se introdujeron por
transformacién en E. coli ET8000, junto con pTS174 (xyIR) y pAD1 (xy/R7), y la
actividad B-galactosidasa se determiné en las condiciones estdndar.

La Tabla 12 recoge los resultados obtenidos en los ensayos de induccién. El
promotor mutante retuvo alrededor de un 5% de la actividad respecto al silvestre en
presencia de XyIR y XyIR7, independientemente de la presencia de efectores. Con la
fusion Pu::lacZ con XyIR o XyIR7 se observo induccion desde Pu como se esperaba.
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En contraste, no se observé induccién desde PuAUASI, sugiriendo el requerimiento

estricto de ese sitio para la activacién del promotor con el regulador silvestre o mutante.

Tabla 12. Efecto de la deleccién de la zona UAS1 de Pu sobre la actividad del
promotor en presencia de XylR y XyIR7.

Pu::lacZ PuAUAS]1::lacZ.
Efector XyIR XyIR7 XyIR XyIR7
ninguno 180 60 10 3
alcohol 3-metilbencilico 1085 150 40 3
3-nitrotolueno 80 350 3 10

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 portando la fusién Pu::lacZ en pERD401 o
PuAUASI::lacZ en pERD412 con xylR (pTS174) o xyIR7 (pADI) se diluyeron 100 veces en medio
fresco y se incubaron durante 2 horas a 30°C en agitaciéon. A continuacién se suplementaron o no
con los aromdticos indicados a una concentracién de 1 mM. La actividad B-galactosidasa se
determind después de 5 horas de incubacién en las mismas condiciones. Los valores dados son
media de 3 a 5 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.

3.3. ESTIMULACION DE LA TRANSCRIPCION DESDE EL PROMOTOR Ps POR
XYLR7

Para determinar si el regulador XylR7 estimulaba la transcripcion desde el
promotor Ps, E. coli ET8000 con la fusién Ps:lacZ en el plasmido pAH100, se
transformo junto con pTS174 (xylR) o pAD1 (xy/R7). La actividad B-galactosidasa se
ensay0 en ausencia y presencia de los aromaticos indicados a una concentracién de 5
mM.

Los resultados de los ensayos de induccién se muestran en la Tabla 13. La
actividad basal del promotor Ps en ausencia de XyIR y XylR7 fue de alrededor de 30
unidades. El patrén de induccién de Ps por XylIR fue similar al determinado por Holtel et
al., (1992), esto es, se detecté un incremento en la actividad B-galactosidasa en
presencia de m-xileno y de alcohol 3-metilbencilico, pero no en presencia de 3-
nitrotolueno; sin embargo, los niveles de induccién con m-xileno fueron
significativamente inferiores a los obtenidos para el caso del promotor Pu. En el caso del
regulador XyIR7, y en contraste con los resultados obtenidos en Pu, la expresion desde
el promotor Ps no se indujo en respuesta a 3-nitrotolueno. y se incremeto débilmente
con el alcohol 3-metilbencilico.
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Tabla 13. Induccién desde el promotor Ps por XyIR y XyIR7 en presencia y
ausencia de efectores.

Efector Ps::lacZ + XyIR Ps::lacZ + XyIR7
ninguno 135 145
m-xileno 360 170
alcohol 3-metilbencilico 1005 240
3-nitrotolueno 50 150

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 portando la fusi6n Ps::lacZ en pAH100 con xy/R
(pTS174) 0 xyIR7 (pAD1) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante 16 horas
a 30°C en agitacién suplementados o no con los aromdticos indicados a una concentracién de S
mM. Los valores dados de actividad B-galactosidasa son la media de 3 a S determinaciones
independientes, y las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.

3.4. XYLR7 REPRIME DEBILMENTE SU PROPIA SINTESIS

El regulador silvestre XyIR regula su propia sintesis (Abril er al.. 1989; Inouye et
al., 1987; Marqués et al., 1993). La fusién Pr::lacZ en pPAHI20 se utilizé para
determinar si XyIR7 reprimia su propia sintesis, utilizando XyIR como control.

En la Tabla 14 se recogen los resultados obtenidos. El nivel transcripcional desde
Pr en presencia del regulador XyIR e independientemente de la presencia de efector se
redujo a un 40-50% del nivel en ausencia del regulador. En el caso de XylIR7, el nivel
de represion desde Pr fue sélo de alrededor del 25%. Estos resultados sugieren que el
regulador XyIR7 muestra alterada su capacidad para reprimir su propia sintesis.

Tabla 14. Regulacion de la expresion de Pr por XyIR y XyIR7.

alcohol 3-metilbencilico - XyIR + XyIR + XyIR7
= 580 (100) 265 (46) 435 (75)
+ 520 (100) 200 (39) 380 (73)

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 portando la fusion Pr::lacZ en pAH120 con xylR
(pTS174) o xyIR7 (pADI1) en trans se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante
16 horas a 30°C en agitacién suplementados 0 no con alcohol 3-metilbencilico a una concentracion
de 5 mM. Los valores dados de actividad B-galactosidasa son la media de 3 a 5 determinaciones
independientes, y las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%. Entre paréntesis se muestran los
porcentajes de actividad del promotor en ausencia de XyIR.
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4. XYLR49, UN MUTANTE CONSTITUTIVO DE XYLR

En la serie de transformacién de MC4100 (pRD579) se aislé una colonia roja en
agar McConkey en ausencia de efectores. El clon se cultivé en medio liquido y se
determind la actividad PB-galactosidasa dependiente o no de la presencia de 4-
nitrotolueno. El plasmido portador del posible alelo mutante de xylR era capaz de
inducir altos niveles de transcripcién en ausencia de efector, que se incrementaron al
doble en presencia de 4-nitrotolueno (Tabla 8).

Para confirmar que el cardcter estaba asociado al plasmido con xy[R, el derivado de
pTS174 se transformé en E. coli ET8000 (pRD579) y se determiné la actividad B-
galactosidasa en presencia y ausencia de 4-nitrotolueno. Como se muestra en la Tabla
15, en presencia del derivado de pTS174 los niveles basales de actividad desde el
promotor Pu fueron del orden de 7 veces superiores a los del alelo silvestre, y se
incrementaron al doble en presencia de 4-nitrotolueno. El alelo mutante fue llamado
xylR49 y el plasmido portador de éste pAD49.

4.1. CAMBIOS EN LA SECUENCIA DEL ALELO MUTANTE XYLR49

Con objeto de identificar la mutacién o mutaciones inducidas por la mutagénesis al
azar en el gen xylR, el fragmento Hpal de 2441 pb del plasmido pAD49 portador del
mutante xy/R49 se cloné en el vector pTZI9R, utilizando la estrategia descrita
anteriormente para el alelo xy/R7 (Figura 28) y el sitio tnico Sall en la posicién 821 de
la secuencia que se conservaba en el alelo mutante. Los fragmentos Hpal-Sall de 1640
y 821 pb respectivamente se clonaron entre los sitios Smal y Sall de pTZ19R para
originar los plasmidos pAD4 y pADS5 respectivamente.

La secuenciacién del alelo mutante completo se realizé utilizando como cebadores
los oligonucleétidos especificos complementarios a xyIR cuyas secuencias se muestran
en la Tabla 3, asi como el cebador reverso.

Se determind la secuencia completa del mutante xyIR49 desde la posicién -100 a la
+1920 respecto al punto de iniciacion de la transcripcion. La secuencia del alelo
mutante presentd una tnica mutacién en la posicion +403 relativa a la A del ATG del
codoén de iniciacidn que resulto en un cambio de G a A, como puede observarse en la
Figura 31. Este cambio en el codén 135 de GAT a AAT resultaria en un cambio de acido
aspartico a asparragina en la cadena polipeptidica traducida.
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Figura 31. Autorradiografia positiva de la secuencia de la zona desde la posicion
393 a la 413 respecto al codén de iniciacién del alelo mutante xylR49.

AR C G

+413 G

+393 C

La flecha indica la posicion de la mutacién en la secuencia, una A en la posicion +403 que
corresponde a G en el alelo silvestre.

4.2. CARACTERIZACION DE LA ESTIMULACION CONSTITUTIVA DE LA
TRANSCRIPCION DESDE EL PROMOTOR Pu POR XYLR49

Para determinar la estimulacién de la transcripcién desde el promotor Pu mediada
por el regulador mutante XylR49 en presencia y en ausencia de efectores, se utilizé la
fusién Pu::lacZ en el plasmido pRD579. Este plasmido, junto con pTS174 y pAD49 se
transformé en la cepa de E. coli ET8000 y se ensay6 la actividad B-galactosidasa en
respuesta a la serie de compuestos aromaticos que se recogen en la Tabla 15.

Tabla 15. Induccion del promotor Pu por XyIR y XyIR49 en presencia y ausencia
de efectores.

Efector XyIR XyIR49
ninguno 280 1380
m-xileno 1660 2620
alcohol 3-metilbencilico 1160 2300
2-nitrotolueno 1250 3540
3-nitrotolueno 140 2955
4-nitrotolueno 1210 3380

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 (pRD579), portando la fusion Pu::lacZ y xylR
(pTS174) o xylR49 (pAD49) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se mcuparor} dpranlc 2
horas a 30°C en agitacién. A continuacién se suplementaron 0 no con los arométicos indicados a
una concentracion de 1 mM, vy se¢ incubaron durante 5 horas en las mismas condicioncs.' Los valores
dados de actividad B-galactosidasa son la media de 3 a 5 detérminaciones independientes, y las
desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.
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El regulador mutante XyIR49 fue capaz de estimular la transcripcion desde Pu en
ausencia de efectores, mediando un incremento de la actividad 7 veces superior a la
actividad basal mediada por el alelo silvestre, como se observa en la Tabla 15. En
presencia de efectores del regulador silvestre, como m-xileno y alcohol 3-metilbencilico,
la actividad desde el promotor Pu se incrementd unas 2 veces sobre el alto nivel
mediado por XylR49. El regulador mutente fue de igual modo capaz de promover un
incremento de 2 veces del nivel basal alto de transcripcion desde Pu en presencia de
nitrotoluenos, incluido el 3-nitrotolueno que no es efector del regulador silvestre.

4.2.1. Determinacion del punto de iniciacién de la transcripcién de Pu por XylR49

Los ensayos de extensién del cebador para la determinacién del punto de
iniciacion de la transcripcion desde el promotor Pu por XylR49 se realizaron en
colaboraci6n con Silvia Marqués en nuestro grupo de investigacion. En la Figura 32 se
recogen estos resultados.

Figura 32. Determinacion del punto de iniciacién de la transcripcion desde el
promotor Pu mediada por XylR49.
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Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 (pPRD579)(pTS174) con la fusién Pu::lacZ y xylIR
(Iinea 1), y ET8000 (pRD579)(pAD49) con Pu::lacZ, y xyIR49 (lineas 2 y 3) se diluyeron 100 veces
en el medio fresco correspondiente y se incubaron durante 1,5 horas a 30°C en agitacién. A
continuacién se suplementaron con alcohol 3-metilbencilico (lineas 1 y 3) a una concentracién de 1
mM. La extraccién de ARN vy los ensayos de extension del cebador se realizaron como se describe
en el apartado correspondiente de 1a seccién de Materiales y Métodos.
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Estos ensayos mostraron que el extremo 5' de iniciacién de la transcripcion desde
el promotor Pu mediada por XyIR49 tanto en presencia como en ausencia de efector fue
el mismo que el determinado con el regulador silvestre (Inouye er a! , 1984) en presencia
de alcohol 3-metilbencilico.

4.2.2. Requerimiento de NtrA para la estimulacién de la transcripcién desde Pu por
XyIR49

Para determinar si los altos niveles de estimulacién de la transcripcion mediados
por XyIR49 en ausencia de efector eran o no independientes del factor NtrA, se
utilizaron las cepas ET8000 (NtrA*) y ET8045 (NtrA"), y se determiné la actividad B-
galactosidasa expresada desde el promotor Pu en pRD579 dependiente de XyIR49. Los
plasmidos pRD579, asi como pTS174 (xyIR) y pAD49 (xy[R49) se introdujeron por
transformacion en estas cepas.

La Tabla 16 muestra los resultados obtenidos. Como puede observarse que en el
fondo NtrA™ e independientemente de la presencia de efector, ni XyIR ni XylR49
estimularon la expresion desde Pu. En contraste, en el fondo NtrA* el comportamiento
de los reguladores silvestre y mutante fue el esperado.

Tabla 16. Induccién del promotor Pu por XyIR y XylR49 en fondos genéticos

NtrA* y NtrA ™.
XyIR XyIR49
alcohol 3-metilbencilico NtrA™* NtrA~ NurA* NtrA”
- 300 30 1830 30
+ 1415 30 2280 30

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 (NrA™) y ET8045.(Ner ) con pRD579 (Pu::lac?)
Yy pPTS174 (xyIR) o pAD49 (xv/R49) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante
2 horas a 30°C en agitacién. A continuacién se suplementaron o no con alcohol 3-metilbencilico 1
mM, y se incubaron durante 5 horas en las mismas condiciones. Los valores dados de actividad f3-
galactosidasa son la media de 3 a 5 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar
fueron inferiores al 20%.
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4.2.3 La estimulacién de la transcripcién desde Pu por XylR49 es independiente
de IHF

Los niveles de expresion desde Pu se estimaron en fondos genéticos IHF* e IHF
con objeto de determinar si la induccién mediada por XylR49 era dependiente de la
presencia de IHF al igual que la proteina silvestre. Los plasmidos pTS174 (xyIR) y
pAD49 (xyIR49) se transformaron en las cepas isogénicas IHF* (S90C) e [HF (DBP101)
portadoras de la fusién Pu::lacZ en el plasmido pRD579 para la determinacién de la
actividad B-galactosidasa.

En la Tabla 17 puede observarse que las medidas de actividad control utilizando el
alelo silvestre fueron similares a las obtenidas por Abril er al., (1991). Nuestros
resultados confirmaron el papel estimulador de IHF en la transcripcién desde Pu
mediada por XyIR en presencia de alcohol 3-metilbencilico, ya que en un fondo ITHF" la
expresion desde el promotor fue del orden del 20% de la actividad en presencia de IHF.
En contraste, el nivel de actividad B-galactosidasa desde Pu mediada por XyIR49 en
ausencia de efector en el fondo IHF fue alrededor del 60% del nivel maximo en un
fondo THF*. En presencia de efector el nivel de expresion desde Pu en el fondo IHF se
incremento hasta llegar a ser del orden del 80% del méaximo nivel de expresién desde Pu
en IHF'. Estos resultados sugerian que XylR49 salva el requerimiento de IHF para
estimular la transcripcién desde Pu.

Tabla 17. Induccién del promotor Pu por XyIR y XyIR49 en fondos genéticos
[HF* e [HF.

XyIR XylR49
alcohol 3-metilbencilico IHF* IHF IHF* IHF
- 80 100 445 1037
+ 1463 310 1745 1350

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli S90C (IHF™") y DBP101 (IHF) con pPRD579 (Pu::lacz) y

4 (xyIR) 0 pAD49 (xyIR49) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante 2
horas a 30°C en agitacién.” A continuacién se suplementaron o no con alcohol 3-metilbencilico |
mM, y se incubaron durante 5 horas en las mismas condiciones. L.os valores de actividad B-
galactosidasa son la media de 3 a § determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar
fueron inferiores al 20%.
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4.2.4. Requerimiento de la regién UAS de Pu para la estimulacion de la
transcripcién por XyIR49

Para determinar si la activacién de la transcripcién desde Pu por XylR49 era
dependiente de las zonas UAS1 y UAS2 del promotor, al igual que para el caso del alelo
silvestre (Abril et al., 1991), se utilizaron los plasmidos pERD401 (Pu::lacZ), y las
delecciones del promotor de -240 a -144 y de -240 a -106 fusionadas a lacZ en los
plasmidos pERD412 (PuAUAS1) y pERD411 (PuAUAS1AUAS?2) respectivamente, y se
determind la actividad [3-galactosidasa en respuesta a la presencia de XyIR (pTS174) y
XylR49 (pAD49).

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 18. Al igual que con el regulador
silvestre (Abril er al., 1991), con XyIR49 ocurrié una pérdida total de la actividad desde
el promotor Pu carente de UASI y UAS2, independientemente de la presencia de
efector. La deleccion de la zona UASI de Pu suponia una disminucién de la actividad
estimulada por XyIR del orden del 95% tanto en presencia como en ausencia de efector.
En contraste, el nivel de expresion desde PUAUAS1 con XyIR49 fue del orden del 45%
de la actividad mdxima tanto en presencia como en ausencia de efector.

Tabla 18. Efecto de la deleccion de las zonas UAST y UAS2 de Pu sobre la
actividad del promotor en presencia de XyIR y XylR49.

alcohol 3-metilbencilico XyIR XyIR49
Pu::lacZ - 210 1280
- 995 1245
PuAUAST1 ::lacZ - 5 540
- 40 630
PuAUAS1AUAS2::lacZ - 1 1
+ | 1

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 portando la fusién Pu:lacZ en pERDA40I1,
PuAUAS1::lacZ en pERD412 0 PuAUAS1AUAS2::lacZ en pERD411, con xy/R (pTS174) o xg’l‘R49
(pPAD49) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubarqn durgqtc 2 horas a 3().C. en
agitacién. A continuaci6n se suplementaron o no con alcohol 3-metilbencilico 1 mM. La actividad
B-galactosidasa se determiné tras 5 horas de incubacién en las mismas coqdlcmncs. LLos v_alorcs
dados son media de 3 a 5 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar fueron
inferiores al 20 %.
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4.2.5. Efecto de mutaciones puntuales en la zona UAS de Pu sobre la estimulacién

de la transcripcién por XylR49

Abril et al., (1991) identificaron por medio de ensayos de improntas 'in vivo"
lugares protegidos de metilacion por dimetilsulfato en presencia de XylIR en las G's
situadas en las posiciones -131, -139 dentro del segmento UAS2, y en -160 y -169
dentro de la regién UAST1 del promotor Pu. Mutaciones independientes de estas G's por
A's (Abril ez al., 1993) se utilizaron para determinar si existian variaciones respecto al
patron silvestre de induccién de la transcripcién en los promotores mutados por el alelo
XylR49. Los pldsmidos derivados de pERD401 portando estas mutaciones se
transformaron en E. coli ET8000, y se determiné actividad B-galactosidasa dependiente
de la presencia de XyIR (pTS174) o XyIR49 (pAD49).

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 19. Con el regulador silvestre,
estas mutaciones en los sitios protegidos de metilacion no tenfan un efecto significativo
sobre la transcripcién desde Pu en presencia de efectores.

Tabla 19. Efecto de mutaciones puntuales en la regién UAS sobre la transcripcion
desde Pu por XyIR y XyIR49.

alcohol 3-metilbencilico XyIR XylR49
Pu::lacZ - 260 1175
- 1060 1310
PuGi3->A::lacZ - 235 825
+ 1325 1320
PuG39->A::lacZ - 205 455
+ 1465 1040
PuGg0->A::lacZ - 220 905
+ 1375 995
PuGgo->A::lacZ - 245 1180
+ 1200 1320

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 portando las fusiones al gen lacZ de los promotores
silvestre Pu (pERD401), y mutantes PuG,;;->A (PERD424), PuG;35->A (PERD425), PuG,¢->A
(PERD426) y PuG,e->A (pPERD427) en presencia de XyIR (pTS174) o XylR49 (pADA49) se
diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante 2 horas a 30°C en agitacion. A
continuacion se suplementaron o no con alcohol 3-metilbencilico 1 mM, y se incubaron durante 5
horas en las mismas condiciones. Los valores dados de actividad B-galactosidasa son la media de 3 a
5 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.
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En el caso de XyIR49 el nivel basal de expresion en ausencia de efectores con las
mutaciones -131, -139 y -169 fue del orden del 75 al 100% del nivel con el promotor
silvestre, mientras que con la mutacién -139 el nivel de expresion fue solo del 35%. Con
las cuatro mutaciones puntuales del promotor, el nivel de actividad mediado por
XylR49 en presencia de alcohol 3-metilbencilico fue del 80 al 100% del nivel
determinado para el promotor silvestre. Esto sugeria que UAS2 juega un papel

importante en la estimulacién de la transcripcién desde el promotor de la ruta "upper”
del plasmido TOL.

4.3. ESTIMULACION CONSTITUTIVA DE LA TRANSCRIPCION DESDE EL
PROMOTOR Ps POR XYLR49

La determinacion de la actividad transcripcional del promotor Ps mediada por el
regulador mutante XylR49 en presencia y en ausencia de efectores se estudio
utilizando la fusién Ps::lacZ en el plasmido pAH100. Este plasmido se transformd, junto
con pTS174 (xylR) y pAD49 (xyIR49) en la cepa de E. coli ET8000 y se ensayd la
actividad [(-galactosidasa en respuesta a la serie de compuestos aromaticos que se
recogen en la Tabla 20.

Tabla 20. Induccién del promotor Ps por XyIR y XyIR49 en ausencia y presencia
de efectores.

Efector XyIR XyIR49
ninguno 135 2165
m-xileno 360 2235
2-nitrotolueno 330 1710
3-nitrotolueno 50 1190
alcohol 3-metilbencilico 1005 1920

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 (pAH100) con la fusiéon Ps::lacZ, y XyIR (pTSl7o4)
0 XyIR49 (pAD49) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante 16 horas a 30°C
en agitacién suplementados o no con los arométicos indicados a una concentracion de 5 mM. Los
valores dados de actividad B-galactosidasa son la media de 3 a 5 determinaciones independientes, y
las desviaciones estdndar fueron inferiores al 20%.
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Al igual que en Pu el mutante XylR49 fue capaz de estimular la transcripcion
constitutiva desde el promotor Ps, de forma que la actividad mediada por el alelo
mutante fue 16 veces superior a la actividad basal del silvestre. Sin embargo, y en
contraste con los resultados obtenidos para el caso de Pu, no se observé incremento de
la actividad de Ps mediada por XyIR49 en presencia de efectores.

4.4. XYLR49 REPRIME FUERTEMENTE SU PROPIA SINTESIS

Del mismo modo que para el caso del mutante XyIR7, la fusién Pr::lacZ en
PAH120 se us6 para determinar si XylR49 autorregulaba su sintesis, utilizando XylIR
como control. Los plasmidos pTS174 (xyIR) y pAD49 (xyIR49) se introdujeron por
transformacién en la cepa ET8000 (pAH120) y se determiné la actividad B-
galactosidasa siguiendo el procedimiento estindar.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 21. El nivel transcripcional desde
Pr en presencia de XyIR sin efector se redujo un 40-50% con respecto al nivel en
ausencia del regulador como se ha determinado anteriormente. Con el regulador
XyIR49, el nivel de represion desde el promotor Pr fue superior al 75% del nivel en su
ausencia. Estos resultados sugieren que el regulador XylR49 muestra una fuerte
autorregulacion de su propia sintesis.

Tabla 21. Regulacion de la expresion desde Pr por XyIR y XyIR49.

Efector - XyIR + XyIR + XyIR49
ninguno 579 (100) 265 (46) 131 (77)
alcohol 3-metilbencilico 521 (100) 201 (39) 108 (79)

Cultivos en LB con Ap y Cm de E. coli ET8000 con la fusién Pr::lacZ en pAHI120 y xylR (pTS174)
0 xyIR49 (pADA49 ) se diluyeron 100 veces en medio fresco y se incubaron durante 16 horas a 30°C
en agitacion suplementados o no con alcohol 3-metilbencilico 5 mM. Los valores de actividad B-
galactosidasa son la media de 3 a 5 determinaciones independientes, y las desviaciones estdndar
fueron inferiores al 20%. Entre paréntesis se muestran 10s porcentajes de actividad respecto al
promotor en ausencia de XylR.
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I1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA BACTERIA CAPAZ
DE CRECER A EXPENSAS DE 4-NITROBENZOATO

En el primer apartado de esta seccién de Resultados se ha demostrado el potencial
de los enzimas de la ruta "upper" de TOL en Pseudomonas putida 2440 (pWWO) para
biotransformar 3- y 4-nitrotolueno en los dcidos 3- y 4-nitrobenzoico. Por otro lado. el
regulador XylR que presenta un amplio perfil de efectores reconocia 4-nitrotolueno
como efector; pero no el andlogo 3-nitrotolueno. El aislamiento de mutantes de XyIR,
bien constitutivos o bien con especificidad de efectores alterada, es una via para salvar
el bloqueo del metabolismo de 3-nitrotolueno a través de los enzimas de la ruta de TOL.

Cuando se inici6 este trabajo no se conocian microorganismos que degradaran
nitrotoluenos, y sélo recientemente se ha descrito el aislamiento por dos grupos de
investigacion independientes (Rhys-Williams er al., 1993; Haigler y Spain, 1993) de
bacterias del género Pseudomonas capaces de utilizar 4-nitrotolueno como fuente de
carbono y nitrégeno, pero no los otros mononitrotoluenos.

A la vista de estos antecedentes, y con objeto de expandir el potencial
degradativo de bacterias que metabolizaran nitrobenzoatos a nitrotoluenos, se inicio la
bisqueda de microorganismos que utilizaran como fuente de carbono y energia los
productos resultantes de la biotransformacion de nitrotoluenos por el plasmido TOL .
estos son 3- y 4-nitrobenzoato. Estas bacterias se utilizarian posteriormente como
receptores potenciales de una unidad genética portadora de los genes de la ruta "upper"
y el regulador xy/R o sus alelos mutantes, que perminitiera la transformacion de 3- y 4-
nitrotolueno en sus nitrobenzoatos correspondientes.

Los intentos de aislar microorganismos que crecieran a expensas de 3-
nitrobenzoato resultaron infructuosos; sin embargo, se aislo una bacteria capaz de
utilizar 4-nitrobenzoato como unica fuente de carbono y nitrégeno. El aislamiento de
esta bacteria, su identificacion, asi como otras pruebas realizadas para su caracterizacion

se describen seguidamente.
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1. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE 4.
NITROBENZOATO

La fuente para los aislamientos de bacterias capaces de crecer a expensas de 4-
nitrobenzoato fueron suelos procedentes de una factoria de produccién de explosivos
de Union Espanola de Explosivos, en Quintanilla de Sobresierra (Burgos). Alrededor de
100 g de suelo se suspendieron en 1 litro de medio M8, con objeto de no afadir a la
suspension ninguna fuente de nitrégeno que pudiera interferir en los aislamientos
posteriores.

El aislamiento de bacterias capaces de crecer en 4-nitrobenzoato se abordé
tomando como base la realizacién de enriquecimientos progresivos en medios minimos
con 4-nitrobenzoato como tnica fuente exdgena de carbono y/o nitrogeno. Los
enriquecimientos se hicieron de la siguiente forma: la suspension inicial de suelo se dejé
sedimentar y a la fase liquida de la suspension se anadieron 0,25 % (v/v) de solucion de
micronutrientes A9, 1 mM de SOs;Mg y 1 mM de 4-nitrobenzoato; posteriormente este
medio se suplementd con:

a) NH4Cl 10 mg/ml, con objeto de enriquecer la suspensién en microorganismos
que utilizaran 4-nitrobenzoato como fuente de carbono.

b) Fructosa 0,5 % (p/v), para el enriquecimiento en microorganismos que utilizaran
el nitroaromatico como fuente de nitrégeno.

¢) sin adicion, con objeto de enriquecer la suspensién en microorganismos que
utilizaran 4-nitrobenzoato como fuente de carbono y nitrégeno.

Las suspensiones se incubaron durante un periodo de 2 a 7 dias a 30°C con
agitacion. En todos los medios se observo incremento de la turbidez. Al cabo de este
periodo se hicieron diluciones 1/10 de estos cultivos en el medio fresco correspondiente.
El proceso se repitié 5-6 veces en cada uno de los casos, con el fin de favorecer la
seleccion. Como fase final se sembraron diluciones seriadas en placas del medio minimo
selectivo correspondiente y las colonias que presentaban distinta apariencia en placa se
aislaron y purificaron en sus correspondientes medios sélidos.

Alrededor de 20 colonias de cada uno de los medios de enriquecimiento se
ensayaron para comprobar su fenotipo. Para ello las bacterias se inocularon en el medio
de cultivo correspondiente suplementado con 1 mM de 4-nitrobenzoato, con y sin
fructosa (0,5% p/v) y con y sin NH4CI, (10 mg/ml), y se incubaron a 30°C con agitacion
hasta la aparicion de turbidez. Se observé que alrededor del 80% de los cultivos
crecieron en las condiciones del ensayo correspondiente. Se comprobd que
independientemente de las condiciones de enriquecimiento y seleccion utilizadas. todos
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los microorganismos seleccionados en esta fase crecieron en 4-nitrobenzoato como
fuente de carbono y nitrégeno.

Con objeto de seleccionar el microorganismo més eficiente se realizaron curvas de
crecimiento en 4-nitrobenzoato como fuente de carbono y nitrégeno, y se estimo la
velocidad de consumo del aromatico mediante HPLC. Estos ensayos permitieron la
seleccion del microorganismo mds efectivo en la degradacion de 4-nitrobenzoato, en
cuanto a tiempo medio de generacién en este medio y velocidad de consumo de 4-
nitrobenzoato. El resultado de la seleccién fué un microorganismo, designado como
cepa 410P, capaz de crecer a expensas de 4-nitrobenzoato como tnica fuente de
carbono y nitrégeno, que fue posteriormente caracterizado.

2. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LA CEPA 410P

Con objeto de utilizar la cepa 410P para posibles manipulaciones genéticas en
relacion con la expansién vertical de su ruta degradativa de 4-nitrobenzoato a 4-
nitrotolueno, se procedid a su identificacién asi como a la realizacién de una serie de
ensayos de caracterizacion de la ruta metabdlica utilizada por este microorganismo. [L.os
resultados obtenidos en estos ensayos aportan datos iitiles para determinar cuales son
los primeros pasos en el metabolismo del 4-nitrobenzoato en esta cepa.

2.1. IDENTIFICACION DE LA CEPA 410P

La observacién al microscopio optico confirmé que el aislamiento era un clon puro
de forma bacilar. La tincién de Gram mostré que esta cepa era una bacteria Gram
negativa.

Las pruebas "Api" revelaron que la cepa 410P es una bacteria inmévil, oxidasa
negativa y capaz de reducir nitratos. La prueba de utilizacion de citrato fué positiva. No
producia H,S a partir de tiosulfato sédico, y produjo indol y acetoina utilizando
triptéfano y piruvato sédico como sustratos respectivamente. Los ensayos de actividad
para los enzimas b-galactosidasa, ureasa y lisina descarboxilasa fueron positivos,
mientras que fueron negativos los de arginina dehidrolasa, ornitina descarboxilasa,
triptéfano desaminasa, y gelatinasa. La bacteria era capaz de fermentar glucosa, manitol,
nositol, sorbitol, ramnosa, sacarosa, melibiosa, amigdalina y arabinosa. La prueba sobre
el metabolismo de la glucosa por este microorganismo reveld la produccion de dcidos
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tanto en el proceso fermentativo como en el oxidativo. Los resultados de estas pruebas
permitieron la identificacién de 410P como Klebsiella oxytoca.

Los anilisis de fosfolipidos de membrana de esta bacteria realizados por la
compaiiia Microbial Identification Systems confirmaron la naturaleza de enterobacteria
de la cepa 410P realizada por las pruebas "Api".

2.2. 4-NITROBENZOATO COMO SUSTRATO DE CRECIMIENTO PARA LA
BACTERIA KLEBSIELLA OXYTOCA 410P

Con objeto de fijar las condiciones éptimas de cultivo, se ensayo el efecto que
ejercian sobre el crecimiento de la cepa determinados factores, como la concentracién
inicial de 4-nitrobenzoato en el medio, la adicién de extracto de levadura y la
temperatura de incubacion.

Para ello se realizaron curvas de crecimiento, en las que se partio en cada caso de
un cultivo de la bacteria incubado a 30°C en agitacion durante 30 horas en medio M8
con 5 mM de 4-nitrobenzoato. A partir de éste cultivo se hicieron diluciones 1/100 en
los medios correspondientes. La densidad celular de éstos a lo largo del tiempo se
determiné espectofotométricamente midiendo su turbidez a 660 nm. La desaparicién del
sustrato en el medio se determiné mediante HPLC a partir de sobrenadantes de los
cultivos, como se ha descrito en el apartado correspondiente de la seccion de Materiales
y Métodos.

En la Figura 33 se muestra una curva de crecimiento de la bacteria en medio
minimo M8 con 4-nitrobenzoato 5 mM como fuente de carbono y nitrégeno, junto con
el consumo de este compuesto a lo largo del tiempo. El crecimiento de 410P en este
medio presentd una curva tipica de crecimiento bacteriano con una fase de retardo de
10 horas, y una fase de crecimiento exponencial con un tiempo medio de generacién
estimado de 2 horas. La fase estacionaria se alcanzé a las 30 horas de incubacion.
Paralelamente al crecimiento se apreci6 la desaparicion del 4-nitrobenzoato del medio
de cultivo; la desaparicién de éste fue total tras 30 horas de incubaciodn, y la turbidez
maxima del cultivo coincidié con el consumo total del 4-nitrobenzoato presente en el
medio.
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Figura 33. Crecimiento de X, oxytoca 410P con 4-nitrobenzoato como fuente de

carbono y nitrégeno.
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Un cultivo de K. oxytoca 410P en medio M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato se diluyé 1/100 en el
mismo medio, y se incub6 a 30°C con agitacién. A los tiempos indicados se determiné la densidad

celular (@) y la concentracion remanente de 4-nitrobenzoato en el medio de cultivo (©).

2.2.1. Efecto de la concentracién inicial de 4-nitrobenzoato sobre el crecimiento

El efecto que distintas concentraciones de 4-nitrobenzoato ejercian sobre el
crecimiento de la bacteria 410P se recoge en la Figura 34. La turbidez final del cultivo
en 4-nitrobenzoato fue dependiente de la concentracion inicial de €ste en el medio y

directamente proporcional a ésta. El tiempo de la fase de latencia del cultivo aument6
con la concentracion de 4-nitrobenzoato, hasta las 30 horas cuando se utiliz6 20 mM
de 4-nitrobenzoato. La velocidad de crecimiento de la bacteria 410P en 4-

nitrobenzoato fué independiente de la concentracion inicial de €ste en el medio, ya que

el tiempo medio de generacion estimado fué¢ de 2-3 horas en las distintas

concentraciones del aromatico ensayadas.
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Figura 34. Crecimiento de K. oxytoca 410P a distintas concentraciones de 4-
nitrobenzoato.
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Un cultivo de K. oxytoca 410p en M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato se diluyé 1/100 en M8 con 4-
nitrobenzoato, cuya la concentracion inicial fuc 1 mM (@), S mM(O), 10 mM (@), 15 mM (@) y 20
mM (@). Los cultivos se incubaron a 30°C con agitacién y la turbidez de éstos se determiné a los
tiempos indicados.

2.2.2. El crecimiento en 4-nitrobenzoato de la cepa 410P conlleva la acumulacién
de amonio

Como se ha descrito en la Introduccién de este trabajo, en la degradacion
microbiana de compuestos nitroaromaticos existen varias formas de liberacién del grupo
nitro del anillo aromatico, bien como nitrito (Duque et al., 1993; Lenke y Knackmuss,
1992; Spain ez al., 1979; Spanggord er al., 1991; Zeyer y Kearney, 1984) o bien como el
producto de reduccion de éste a amonio (Groenewegen et al., 1992; Haller y Finn,
1978; Haigler y Spain, 1993; Nishino y Spain, 1993; Rhys-Williams ez al., 1993). La
acumulacion de nitrito 0 amonio en cultivos de microorganismos creciendo a expensas
de compuestos nitroaromdticos ha servido en muchos casos para determinar cuales son
los pasos iniciales en la degradacién de estos compuestos. Con objeto de determinar si
tenia lugar acumulacion de nitrito o de amonio en los cultivos de la cepa 410P
utilizando 4-nitrobenzoato como fuente de carbono y nitrégeno, se hicieron

determinaciones de €stos en sobrenadantes de cultivos de esta cepa en MS8
suplementado con 4-nitrobenzoato.
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Las determinaciones de nitrito, realizadas como se ha descrito en el apartado
correspondiente de la seccion de Materiales y Métodos, fueron negativas.

Por el contrario, en los sobrenadantes se detecté amonio cuya concentracion
dependi6 de la concentracion inicial de 4-nitrobenzoato en el medio; !a concentracion
maxima de amonio fue de alrededor de 1,5 mM y 4 mM en medio M8 con 5 y 10 mM del
nitroareno respectivamente. Estos resultados se recogen en la Figura 35, que muestra la
aparicion y acumulacién progresiva de amonio durante el crecimiento de la cepa 410P
con estas concentraciones de 4-nitrobenzoato. La acumulacién de amonio fue paralela
al crecimiento del cultivo y al consumo de 4-nitrobenzoato por la bacteria (Figura 33).
De este modo, a una concentracion 5 mM de 4-nitrobenzoato tras una fase de retardo

de unas 10 horas comenz6 la acumulacién progresiva de amonio, que alcanzé un
maximo a las 25 horas.

Figura 35. Acumulacién progresiva de amonio en cultivos de K. oxyroca 410P a
distintas concentraciones de 4-nitrobenzoato.
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Un cultivo de la cepa 410P en M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato se diluyd 1/100 en M8
suplementado con 4-nitrobenzoato S mM (0), o 10 mM (@). Los cu}uvos se mcut_)aron a 30°C con
agitacién. A los tiempos indicados se determiné la concentraciéon de amonio (mM) en los
sobrenadantes de estos cultivos.
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2.2.3. Efecto de la adicién de extracto de levadura sobre el crecimiento de la cepa
410P en 4-nitrobenzoato

La adici6n de extracto de levadura a los medios de cultivo liquidos de bacterias
con capacidades degradativas se realiza como via para acortar los periodos de latencia y
obtener mayor rendimiento celular (Jensen y Gundersen, 1955; Spain et al., 1979; Zeyer
y Kearney, 1984). En algunos casos la presencia de extracto de levadura en los cultivos
es imprescindible, ya que supone un aporte de vitaminas y de otros factores de
crecimiento para la bacteria insustituible por soluciones de vitaminas estandar (Locher
et al. 1989).

En el caso de la cepa 410P se ensayé el efecto de la adicién de extracto de
levadura 0,02% (p/v) a un cultivo de la misma en medio M8 con 5 mM de 4-
nitrobenzoato. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 36.

Figura 36. Crecimiento de K. oxyroca 410P en 4-nitrobenzoato con y sin
suplemento de extracto de levadura.
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Crecimiento (D. O. 660 nm)
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Un cultivo de la bacteria 410P en M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato se diluy6 1/100 en M8
suplementado con extracto de levadura 0.02% (p/v) (0); 4-nitrobenzoato 5 mM (@); o extracto de

levadura 0,02% (p/v) y 4-nitrobenzoato S mM (®). Los cultivos se incubaron a 30°C con agitacion, y
a los tiempos indicados se determiné su turbidez.
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La adicién de extracto de levadura estimulg el crecimiento de la bacteria 410P en
4-nitrobenzoato, ya que disminuyé la fase de latencia del cultivo y aumenté la densidad
celular final del mismo. Sin embargo el extracto de levadura no es necesario para el
crecimiento de la bacteria 410P a expensas de 4-nitrobenzoato, ya que es capaz de

utilizar 4-nitrobenzoato como fuente de carbono y nitrégeno también en ausencia de

éste como se ha visto anteriormente (Figuras 1 y 4). De este modo el extracto de

levadura en cultivos de 410P se afiadi6 ocasionalmente con objeto de acortar la fase de
latencia.

2.2.4. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de la cepa 410P

Con objeto de determinar la temperatura optima de crecimiento de 410P en 4-
nitrobenzoato, se siguieron las curvas de crecimiento en medio minimo MS

suplementado con 5 mM de 4-nitrobenzoato a distintas temperaturas. Los resultados de
estos ensayos se muestran en la Figura 37.

Figura 37. Crecimiento de K. oxytoca 410P a distintas temperaturas.

Crecimiento (D.O. 660 nm)

tiempo (horas)

Un cultivo de la cepa 410P en M8 con S mM de 4-nitrobenzoato se diluyg) ‘]O() veces en el misryq
medio. Los cultivos se incubaron con agitacién a 12°C (@), 2(?"[ (®), 25°C (@), 30°C (@) y 37°C
(0), y la turbidez de éstos se determind a los tiempos que se indican.
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Como puede observarse el crecimiento de 410P se vi6 inhibido a 37°C. Por debajo
de esta temperatura el crecimiento de la bacteria siguié curvas similares, y se alcanzaron
valores maximos de turbidez de aproximadamente 0,5. A 12°C y 20°C la fase de
latencia de los cultivos fue alrededor de 2 veces superior a la de 25°C y 30°C. El
tiempo medio de generacion a 12°C y a 20°C fue del orden de 5 horas, mientras que a
25°C y 30°C fue del orden de 2-3 horas. Por tanto la temperatura Sptima de
crecimiento para la bacteria 410P en medio M8 con 4-nitrobenzoato se encuentra entre
23 ¥y 30°C.,

2.3. EL FENOTIPO DE CRECIMIENTO EN 4-NITROBENZOATO DE LA BACTERIA
410P ES ESTABLE

En distintos sistemas bacterianos se ha observado la inestabilidad de determinadas
capacidades metabolicas, lo cual suele estar relacionado con la pérdida de plasmidos
que codifican la informacién para el desarrollo de las mismas en ausencia de presion
selectiva (Williams y Murray, 1974; Williams, 1981).

Para estudiar la estabilidad del fenotipo asociado a K. oxytoca 410P de crecer en
4-nitrobenzoato, se cultive la bacteria en medio rico LB, ausencia de presion selectiva, y
en medio minimo M8 suplementado con 4-nitrobenzoato como medio con presién
selectiva. En ambos casos los conteos se hicieron mediante siembra de diluciones
seriadas de ambos cultivos en medio LB (nimero total de bacterias) y en medio M8 con
4-nitrobenzoato como fuente de carbono y nitrégeno (nimero de bacterias que crecian
en el nitroaromatico).

Previamente a la realizacion del ensayo se estimé el tiempo medio de generacién
de K. oxytoca 410P en LB, mediante curvas de crecimiento en este medio. La Figura 38
muestra que tras una fase de retardo de unas 4 horas, la bacteria crecié con un tiempo
medio de generacion de 45 minutos, y alcanz6 la fase estacionaria 12 horas mas tarde.

Cultivos de K. oxyroca 410P se mantuvieron durante 300 generaciones en fase
exponencial de crecimiento en medio LB y en medio M8 con 4-nitrobenzoato. A 1o
largo del tiempo se realizaron siembras en placa como se indic6 en el parrafo anterior y
los resultados se muestran en la Figura 39. Se observé que los cultivos alcanzaron
niveles del orden de 5 x 10% y 5 x 10° bacterias/ml en los medios minimo y rico
respectivamente tras las 10 primeras generaciones. El nimero de bacterias capaces de
crecer utilizando 4-nitrobenzoato como fuente de carbono y nitrégeno fue similar al de

bacterias totales. lo que sugeria que el fenotipo era estable en ausencia de presion
selectiva.
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Figura 38. Crecimiento de K. oxyroca 410P en medio rico y medio minimo.
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Un cultivo de la cepa 410P en M8 con 4-nitrobenzoato S mM se diluy6 1/100 en medio LB (©) y
medio M8 con S mM de 4-nitrobenzoato (®). Los cultivos se incubaron con agitacién a 30°C, y a
los tiempos indicados se determiné su turbidez.

Figura 39. Estabilidad de la capacidad de crecimiento en 4-nitrobenzoato de
K.oxytoca 410P cultivada en ausencia y presencia de presion selectiva.
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Un cultivo de la bacteria 410P en medio M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato se diluy6 100 veces en
LB y en M8 con la misma fuente de carbono y nitrogeno. Los cultivos se incubaron a 30°C con
agitacion, y sc diluyeron cada 12 horas y cada 24 horas respectivamente con el fin de mantener lz.h
cflulas en fase exponencial de crecimiento. A los tiempos indicados se realizaron siembras en placa
de LB (simbolos cerrados) y de M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato (mmbolqs abiertos) a p'imlr del
cultivo en LB (simbolos amarillos) y a partir del cultivo en M8 con 4-nitrobenzoato (simbolos
verdes).

129



Resultados

2.4. ACUMULACION DE METABOLITOS DURANTE EL CRECIMIENTO DE LA
BACTERIA 410P EN 4-NITROBENZOATO

Durante el crecimiento de la cepa K. oxytoca 410P a expensas de 4-nitrobenzoato
se detecto la acumulacion en el medio de productos resultantes de su metabolismo. La
primera evidencia de ésto fue la observacién de que los cultivos tomaban una
coloracion amarilla a lo largo del tiempo. La realizacién a partir de sobrenadantes de los
cultivos de un barrido de absorcién desde una longitud de onda de 800 nm hasta 200
nm revel6 la existencia de tres picos de absorcién, cuyos maximos eran uno en el
espectro de luz visible a 426 nm, y dos en el ultravioleta a 259 y 294 nm
respectivamente (Figura 40).

Figura 40. Espectro de absorcion del sobrenadante de un cultivo de X. oxytoca
410P en 4-nitrobenzoato.
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Un cultivo de K. oxytoca 410P en M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato se incub6 durante 60 horas con
agitacion a 30°C. El sobrenadante de este cultivo se utilizé para la realizaci6n de un barrido de
absorcion entre 800 nm y 200 nm. Se indican los valores de longitud de onda que corresponden a
los maximos de absorbancia del espectro.

Se realizaron medidas de absorbancia a 426 nm a partir de sobrenadantes de los
cultivos a distintas concentraciones de 4-nitrobenzoato: los resultados se recogen en la
Figura 41. Estas medidas revelaron que la coloracién comenzaba a aparecer
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simultaneamente a la degradacién del 4-nitrobenzoato, y su intensidad dependia del
tiempo de incubacién y de la concentracién de 4-nitrobenzoato inicial presente en el
medio, lo cual sugerfa la acumulacién de metabolitos no degradables por la bacteria.

Figura 41. Aparicién de coloracién amarilia en cultivos de K. oxytoca 410P en 4-
nitrobenzoato.
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Un cultivo de K. oxytoca 410p en M8 con S mM de 4-nitrobenzoato se diluyé 1/100 en M8 con 4-
nitrobenzoato, cuya concentracion inicial fue 1 mM (¢), S mM(4), 10 mM (@), 15 mM (@) y 20
mM (x). Los cultivos se incubaron a 30°C con agitacién y la absorbancia de éstos a 426 nm se
determiné a los tiempos indicados.

Los andlisis mediante HPLC de sobrenadantes de estos cultivos en las condiones
descritas en Materiales y Métodos confirmaron la aparicién y acumulaciéon de
compuestos distintos del 4-nitrobenzoato durante el crecimiento de 410P en este medio.
La Figura 42 muestra un cromatograma tipico al inicio del ensayo y tras 50 horas de
incubacion. A tiempo cero se detectd un solo compuesto aromatico con un tiempo de
retencion de 5,10 minutos correspondiente al 4-nitrobenzoato. A las 50 horas de
incubacion se detecto la desaparicion del 4-nitrobenzoato, y la aparicion de al menos 4
nuevos productos cuyos tiempos de retencion fueron 1.50, 2.52, 3.47 y 4.47 minutos
respectivamente.
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Figura 42. Acumulacién de productos durante el crecimiento de la bacteria 410P
en 4-nitrobenzoato.

Tiempo = 0 horas Tiempo = 50 horas

0.72
1.50

447
5.00

Cromatogramas del sobrenadante de un cultivo de K. oxytoca 410P a tiempo cero y 50 horas mds
tarde en medio minimo M8 con 4-nitrobenzoato. Los tiempos de retencién en minutos aparecen
junto a cada pico.

Para la identificaciéon de estos compuestos se realizaron extractos de los
sobrenadantes de cultivos de la cepa 410P en M8 con 10 mM de 4-nitrobenzoato. Los
extractos se analizaron mediante RMN-'H y espectrometria de masas. Estos analisis
fueron llevados a cabo en colaboracién con Ali Haidour de este grupo de investigacion,
utilizando los equipos de los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada.

Estas pruebas permitieron la identificacién de 4 productos principales, aparte de
una cantidad remanente de 4-nitrobenzoato (15% del total de productos del extracto),
cuyos espectros de masas aparecen en la Figura 43. Los compuestos fueron 3-hidroxi-
4-acetilaminobenzoato (75% del total), 4-acetilaminobenzoato (9% del total), 4-
aminobenzoato (1% del total) y 4,4'-azoxibenzoato (trazas). Los tiempos de retencién
en HPLC que corresponden a estos compuestos son de 3.47, 3.55, 2.52 y 4.47 minutos
respectivamente. No se logré identificar en el extracto ningin compuesto con un
tiempo de retencién 1.50 minutos.
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Figura 43. Espectros de masas de los compuestos mayoritarios acumulados
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durante el crecimiento de K. oxytoca 410P en 4-nitrobenzoato.
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Los espectros de RMN-'H confirmaron la presencia en el extracto de los cuatro
metabolitos mayoritarios, cuyos desplazamientos quimicos se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Valores de RMN-'H de los compuestos mayoritarios acumulados
durante el crecimiento de K. oxytoca en 4-nitrobenzoato

Compuesto Desplazamiento Multiplicidad
quimico (ppm) (Hz)
3-hidroxi-4-acetilaminobenzoato 2.12 (3H, s, OAc)
7.38 (IH,dd,J; =1.9,], =84, H-6)
7.44 (IH,d,J=1.9, H-2)
8.03 (1H,d,J =84, H-5)
9.03 (-OH, intercambiable con D,0)
4-nitrobenzoato 8.09 (4H,s, H-1, H-2, H-5 y H-6)
4 ,4'-azoxibenzoato 8.15 (4H,d,J =8.9,H,H-2 y HH-6)
8.34 (4H,d,J=8.9, HH'-3 y H.H'-5)
4-acetilaminobenzoato 2.06 (3H, s, OAc)
7.65 (2H,d,J =8.6, H-2 y H-6)
7.87 (2H, d,J =8.6, H-3 y H-5)

2.5. IDENTIFICACION DEL SUSTRATO DE LA DIOXIGENASA EN LA RUTA DE
DEGRADACION DE 4-NITROBENZOATO POR LA BACTERIA 410P

Debido a la acumulacién en cultivos de X. oxytoca 410P en 4-nitrobenzoato tanto
de amonio como de productos de reduccién del nitroareno, se consider6 la posibilidad
de que en la ruta de degradacién del 4-nitrobenzoato en esta cepa el 3,4-
dihidroxibenzoato fuera el derivado dihidroxilado que sirviera para la fisién del anillo,
como ocurre en otros casos descritos en la bibliografia para la degradacion de este
compuesto por la via reductiva (Cartwright y Cain, 1959a; Durham, 1958; Groenewegen
et al., 1992). Puesto que los enzimas dioxigenasas son dependientes de la presencia de
oxigeno (Harayama y Rekik, 1989), se hipotetiz6 que este compuesto se acumularia
mediante el bloqueo de la ruta en condiciones de limitacién de oxigeno.

Para realizar el ensayo un cultivo de la cepa 410P de 500 ml en M8 suplementado
con 5 mM de 4-nitrobenzoato se incubé a 30°C con agitacion durante 24 horas. Las
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células se recogieron y lavaron en medio M8§. Las c€lulas se resuspendieron en M8 (230
mg proteina/ml hasta suplementado con 2 mM de 4-nitrobenzoato. La mitad de la
suspension se incubd en aerobiosis y la otra mitad en limitacién de oxigeno en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, ambas a 30°C con agitacion. A lo largo
del tiempo se tomaron muestras de los dos cultivos, y los sobrenadantes de éstos se
analizaron mediante HPLC. En la Figura 44 se representan los resultados obtenidos.

Figura 44. Acumulacion de 3,4-dihidroxibenzoato en un cultivo de la cepa 410P
con 4-nitrobenzoato en condiciones de limitacién de oxigeno.
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Células de K. oxytoca 410P (230 mg proteina/ml) se incubaron en aerobiosis (sfmbolos verdes) o con
limitacién de oxigeno (sfmolos rojos). A 1o largo del tiempo se estimé la concentracién en el medio
de cultivo de 3,4-dihidroxibenzoato (simbolos cerrados) y de 4-nitrobenzoato (simbolos abiertos).

Cuando las células se cultivaron en limitacion de oxigeno se aprecié la aparicion
de un compuesto en el medio cuyo tiempo de retencién en las condiciones
cromatograficas utilizadas coincidia con el del 3 4-dihidroxibenzoato, mientras que este
pico no aparecié en aerobiosis.
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2.4. SUSTRATOS DE CRECIMIENTO DE LA BACTERIA 410P

Algunas bacterias, entre las que se encuentra P. putida 2440 (pWWO0), son
capaces de utilizar una gran variedad de compuestos aromaticos como sustratos de
crecimiento. Esto estd relacionado con un amplio perfil de sustratos de los primeros
enzimas de las rutas degradativas, que permiten la canalizacion a un nimero restringido
de formas activadas, como se ha descrito en la Introduccién de este trabajo. En otros
casos la utilizacion de miltiples sustratos se debe a la existencia en el microorganismo
de una amplia gama de enzimas catabdlicos (Reineke, 1984; Clarke, 1986).

Con objeto de determinar la especificidad de la ruta de degradacién de 4-
nitrobenzoato de la cepa K. oxyroca 410P, se ensayaron un amplio nimero de
compuestos aromaticos como sustratos de crecimiento para esta bacteria. El objeto de
estos ensayos fue: i) establecer si la capacidad degradativa de 4-nitrobenzoato era
ampliable a otros aromaticos con grupos metilo y nitro, o 4tomos de cloro en distintas
posiciones, y ii) estimar el crecimiento de la bacteria en posibles intermediarios de la ruta
de degradacion del 4-nitrobenzoato.

La bacteria K. oxytoca 410P se cultivé a 30°C con agitacién durante 36 horas en
medio M8 con 5 mM de 4-nitrobenzoato. Los cultivos, cuya turbidez a 660 era del
orden de 0,6, se diluyeron 1/100 en los medios de ensayo. Estos fueron los siguientes: i)
M8 para ensayar la utilizacién de un compuesto como fuente de carbono y nitrégeno;
i1) M9 para ensayar la utilizacién de un compuesto como fuente de carbono; y iii) M8
con fructosa 0,5 % (p/v) para ensayar su utilizacién como fuente de nitrégeno. La
concentracion del aromdtico fue en todos los casos de 3 mM. La serie de compuestos
utilizados se relacionan en la Tabla 23 indicando su ensayo como fuente de carbono,
nitrégeno, o carbono y nitrégeno. Los cultivos se incubaron durante 72 horas con
agitacion a 30°C, y al cabo de este tiempo se determiné el crecimiento de 410P en estos
medios como turbidez a 660 nm. En la Tabla 23 se recogen los resultados obtenidos.

La bacteria carece de los enzimas necesarios para la degradacién de toluenos ya
que no fue capaz de crecer en tolueno ni en ninguno los nitrotoluenos probados. El
alcohol 4-nitrobencilico y el 4-nitrobenzaldehido no son utilizados como sustratos de
crecimiento por esta cepa. La bacteria tampoco crecia en alcohol bencilico o
benzaldehido.

Se ensayo el crecimiento de la cepa en compuestos aromdticos como benceno,
fenol, benzoato, salicilato y catecol que son considerados como encrucijadas
metabolicas en la biodegradacion de diversos compuestos aromaticos. De éstos, la cepa
K. oxytoca 410P unicamente crecié en benzoato.
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Tabla 23. Espectro de sustratos para el crecimiento de K. oxytoca 410P.

compuesto carbono nitrégeno carbono y
nitrégeno

benceno !
fenol -
tolueno =
alcohol bencilico 2
benzaldehido (+)
benzoato +
salicilato »
catecol £
3-metilbenzoato 2
4-metilbenzoato -
3-clorobenzoato =
4-clorobenzoato -

3-hidroxibenzoato +
4-hidroxibenzoato (+)
3,4-dihidroxibenzoato +

4-nitrobenzaldehido -

alcohol 4-nitrobencilico -

2-nitrofenol -

3-nitrofenol -

4-nitrofenol - =
4-nitrocatecol s » =
4-nitrotolueno 5
2,4-dinitrotolueno - ¥
2,6-diamino,4-nitrotolueno - -
4-aminobenzoato - =
anilina . -
3-aminosalicilato = =
S-aminosalicilato — A
2-nitrobenzoato 3 -
3-nitrobenzoato - :
4-nitrobenzoato + + +
2,4-dinitrobenzoato y E
3,5-dinitrobenzoato . &

Los compuestos indicados se ensayaron como fuente de carbono ylo nitrégeno para la cepa 410P de
Klebsiella oxytoca. "+" indica crecimiento (A, > 0.,5), "(+)" crecimiento pobre (0,2 < /}6’(‘(, < Q.S’) y
-" ausencia de crecimiento (Agy < 0,08). La concentracion de los compuestos arométicos fué 3
mM.
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Otros compuestos aromaticos con sustituciones de tipo amino y nitro diferentes
del 4-nitrobenzoato, tampoco fueron utilizados ni como fuente de carbono ni de
nitrégeno por esta cepa. El hecho de que tampoco fuera capaz de crecer en nitrocatecol
sugiri6 que la eliminacién del grupo nitro en la degradacién del 4-nitrobenzoato por
esta bacteria ocurria antes que la fision del anillo aromaético.

Se ensayaron también otros aromaticos con grupos metilo e hidroxilo y dtomos de
cloro. Ninguno de ellos fue sustrato de crecimiento de K. oxytoca 410P. Sin embargo
esta cepa crecio en 3-hidroxibenzoato y 3,4-dihidroxibenzoato, y con menor
rendimiento en 4-hidroxibenzoato. Esto sugirié que estos compuestos podrian ser
intermediarios en la ruta de degradacion de 4-nitrobenzoato por la bacteria 410P, ya
que se han descrito rutas degradativas de nitrobenzoatos en las que la retirada del
grupo nitro de la molécula resulta en un derivado dihidroxilado (Cain y Cartwright,
1960; Groenewegen et al., 1992; Haigler y Spain, 1993).

Por tanto, K. oxytoca 410P presenta un metabolismo muy restringido en la
utilizacion de compuestos aromaticos.

3. PRESENCIA DE UN MEGAPLASMIDO EN LA BACTERIA 410P

Desde los anos 70 se han descrito numerosos casos en los que bacterias con
capacidades catabdlicas determinadas perdian estas capacidades espontaneamente e
irreversiblemente, y que éstas eran transferibles por conjugacién a otras especies
(Williams, 1981). La evidencia genética de que estas capacidades estdn estrechamente
relacionadas con la presencia de plasmidos quedé patente durante esta década (Dunn y
Gunsalus, 1973; Williams y Murray, 1974), y desde entonces se han descrito numerosos
casos en los que se ha demostrado que rutas catabdlicas completas o partes de ellas son
de codificacion plasmidica (Farrell y Chakrabarty, 1979; Franz y Chakrabarty, 1987;
Haas, 1983). En el caso de rutas degradativas de compuestos nitroaromaticos, y aparte
de en este trabajo en el que se ha demostrado que los elementos enzimaticos de la ruta
"upper” de TOL son permisivos para la oxidacion de 3- y 4-nitrotolueno, sélo se ha
descrito la presencia de un plasmido en el caso de la degradacién de 2,4-dinitrotolueno
por una cepa del género Pseudomonas (Suen y Spain, 1993).

En este trabajo se ha analizado la presencia de plasmidos en la cepa 410P, para lo
cual se procedio a la extraccién de ADN de la bacteria. Se parti6 de un cultivo de 25 ml
de la cepa 410P en medio M8 suplementado con 10 mM de 4-nitrobenzoato que habia
sido incubado a 30°C con agitacion durante 30 horas. La extraccién de ADN se realizé

-

segun el método descrito para la extraccion de megaplasmidos en el apartado
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correspondiente de la seccién de Materiales y Métodos. La Figura 45 muestra una
fotografia de una electroforesis en un gel de agarosa de ADN procedente del cultivo.
Estos andlisis revelaron la presencia en las células de 410P de un megapldsmido de un
tamano superior al del plasmido TOL pWWO, y del orden de 150 Kb.

Figura 45. Extraccién de ADN de megaplamidos de K. oxytoca 410P.

Electroforesis en gel de agarosa 0,7% (p/v) de ADN de megapldsmidos de K. oxyroca 410P y P.
putida 2440 (pWWO0) extraido segiin el sistema descrito en Materiales y Métodos. ADN de TOI
(Iinea 1); megapldsmido de 410P (linea 2): ADN de fago A cortado con HindIlI (linea 3).

3.2. INDUCIBILIDAD DE LA RUTA DE DEGRADACION DE 4-NITROBENZOATO DE
LA BACTERIA 410P

Las rutas catabdlicas en general se encuentran sometidas a procesos de regulacion
(Nakazawa e Inouye, 1986). Se reconoce que la induccién en respuesta a la presencia
de los sustratos es un mecanismo de ahorro en la sintesis de proteinas. De este modo. era
de interés conocer si los genes responsables de la degradacién de 4-nitrobenzoato por
la cepa 410P eran inducibles o no.

La velocidad de desaparicion del 4-nitrobenzoato por células precultivadas en 4-
nitrobenzoato y en otras fuentes de carbono y nitrégeno indicaria la inducibilidad o no
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de la ruta. Para ello se partié de células de K. oxytoca 410P en distintas fuentes de
carbono, a saber: glucosa, un metabolito ajeno a esta ruta, acido benzoico y acido 3 ,4-
dihidroxibenzoico como posibles intermediarios de ésta y 4-nitrobenzoato como
sustrato de la ruta. Tras 24 horas de cultivo en medio M9 para el caso de benzoato y
3,4-dihidroxibenzoato, y medio M8 para el caso de 4-nitrobenzoato, las células se
recogieron por centrifugacion y se lavaron en M8. Finalmente se resuspendieron en M§
hasta alcanzar una concentracién de proteina de aproximadamente 55 mg/ml y se
suplementaron con 0,3 mM de 4-nitrobenzoato. A lo largo del tiempo se retiraron
alicuotas de cada cultivo, y los sobrenadantes se inyectaron en el HPLC con el fin de
detectar la concentracién remanente del 4-nitrobenzoato en cada uno de ellos. Los
resultados de estos ensayos se muestran en la Figura 46.

Figura 46. Consumo de 4-nitrobenzoato por c€lulas de K. oxytoca 410P
precultivadas en distintas fuentes de carbono.
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K. oxytoca 410P se cultivé en medio M9 con glucosa (@), benzoato (O), 3,4-dihidroxibenzoato (@)
0 M8 con 4-nitrobenzoato (®). Las células se lavaron en medio M8 sin fuente de carbono y se
resuspendieron en este mismo medio suplementado con 0,3 mM de 4-nitrobenzoato, hasta alcanzar

una concentracion de proteina de 55 mg/ml. A los tiempos indicados se estimé la concentracién de
4-nitrobenzoato remanente en los sobrenadantes.
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4.1. UTILIZACION DE OTROS NITROBENZOATOS POR CELULAS DE 410P
PRECULTIVADAS EN 4-NITROBENZOATO

La incapacidad de la cepa 410P de utilizar otros nitrobenzoatos como fuentes de
carbono y/o nitrégeno se podria deber a que los nitroaromaticos ensayados no
indujeran los enzimas de la ruta, Y no a una imposibilidad de reconocimiento como
sustratos de las proteinas degradativas que la componen.

Para ensayar esta hipétesis, células de K. oxytoca 410P cultivadas en 4-
nitrobenzoato se incubaron en presencia de 1 mM de 2-, 3- y 4-nitrobenzoato, y24-y
3.5-dinitrobenzoato. La concentracién remanente de éstos compuestos en el medio se
estimo a lo largo del tiempo mediante HPLC. Las células cultivadas en medio M8 con 4-
nitrobenzoato se recogieron, lavaron y resuspendieron en M8 para alcanzar una
densidad celular de 50 mg de proteina/ml en presencia de 1 mM de los nitroaromaticos.

En la Tabla 24 se muestran las concentraciones inicial y final de estos compuestos
a las 48 horas de incubacién. Como puede verse, mientras que la desaparicion de 4-
nitrobenzoato es total en este tiempo, en ningiin caso disminuy6 la concentracién de los
otros nitrobenzoatos. Por tanto estos compuestos no son sustrato de los enzimas de la
ruta.

Tabla 24. Utilizacién de diversos nitrobenzoatos por K. oxytoca 410P cultivada
en 4-nitrobenzoato.

Concentracion (mM)
inicial final
2-nitrobenzoato 1 1
3-nitrobenzoato 1 1
4-nitrobenzoato 1 0
2,4-dinitrobenzoato 1 1
3,5-dinitrobenzoato 1 1

Células de K. oxytoca 410P (50 mg proteina/ml) precultivadas en 4—mt{0benz_0gt9 se incubaron en
presencia de 1 mM de los nitrobenzoatos que se indican. Las concentraciones inicial y tras 48 horas
de incubacién se estimé mediante andlisis en el HPLC de los sobrenadantes de 1os cultivos.
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o-xileno, son inductores gratuitos de la ruta ya que no son sustrato de los enzimas
catabdlicos (Abril ez al., 1989).

1.1. RECONOCIMIENTO DE NITROAROMATICOS POR LOS ELEMENTOS
ENZIMATICOS Y REGULADORES DE LA RUTA "UPPER"

Los estudios sobre la especificidad de los enzimas de la ruta "upper" para la
oxidacion de nitrotoluenos revelaron que la tolueno monooxigenasa, la alcohol
bencilico deshidrogenasa y la benzaldehido deshidrogenasa de TOL son capaces de
utilizar ciertos nitroaromaticos como sustratos. '

La tolueno monooxigenasa de TOL representa el cuello de botella para la
degradacion de determinados derivados del tolueno por la ruta "upper”, ya que su perfil
de sustratos es mds restringido que el de la alcohol bencilico deshidrogenasa y la
benzaldehido deshidrogenasa, segin desmostraron Abril er al. (1989). Estos estudios
revelaron que existia un bloqueo a nivel de este enzima para el metabolismo de 4-
etiltolueno y que constitufa el paso limitante en la velocidad de oxidacion de 3- y 4-
clorotolueno, amén de que ningin tolueno sustituido en la posicion 2 del anillo es
sustrato del enzima (Abril ez al., 1989; Wubbolts, 1993). Nuestros estudios sobre el perfil
de nitrotoluenos que la tolueno monooxigenasa utilizaba como sustratos reveld el
enzima oxidaba 3- y 4-nitrotolueno a sus correspondientes alcoholes nitrobencilicos.
Por el contrario el 2-nitrotolueno y el 3,4-dinitrotolueno no son sustratos de éste. Estos
resultados concuerdan con el estudio de Wubbolts (1993) sobre la especificidad de los
enzimas de la ruta "upper" para la degradacién de derivados del tolueno sustituidos con
grupos nitro. Segin este estudio, la actividad del enzima para 3-nitrotolueno y 4-
nitrotolueno es de alrededor del 50% y del 65% respectivamente, en relacion con la
actividad del enzima con el tolueno.

Ademads nuestros estudios revelaron que la tolueno monooxigenasa es capaz de
oxidar ademds los productos resultantes de la oxidacién de 3- y 4-nitrotolueno, los
alcoholes 3- y 4-nitrobencilicos, hasta sus nitrobenzaldehidos correspondientes. La
capacidad de este enzima para catalizar la oxidacién de toluenos y alcoholes bencilicos
fue descrita por primera vez por Harayama et al. (1986), cuando analizaron los
fenotipos de distintos derivados de P. putida 2440 (pWWO) obtenidos por mutagénesis
con transposones, y la expresion de los enzimas de la ruta "upper” en E. coli portadora
de distintos fragmentos de la ruta clonados bajo el control del promotor p1. del fago A.
En dicho estudio los autores demostraron que los genes xyIMA que codifican para la
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tolueno monooxigenasa, no sélo permitian la oxidacion de tolueno a alcohol bencilico,
sino que presentaban asociada una actividad alcohol bencilico deshidrogenasa que
permitia la oxidacion de alcohol bencilico a benzaldehido. Por tanto en la ruta "upper”
de TOL existen dos actividades alcohol bencilico deshidrogenasa, la de la tolueno
monooxigenasa (XyIMA) y la de la alcohol bencilico deshidrogenasa (XylB). Los
toluenos y alcoholes bencilicos se parecen en su estructura quimica, como ocurre con el
sustrato y el producto de cualquier reacciéon. El hecho de que la tolueno
monooxigenasa sea capaz de oxidar tanto un sustrato, por ejemplo el 4-nitrotolueno,
como el producto de la oxidacion de éste, el alcohol 4-nitrobencilico, demuestra la
relajada especificidad del enzima. La tolueno monooxigenasa es un ejemplo mas del
amplio pefil de sustratos de algunos enzimas de TOL. El primer enzima de la ruta meta de
este plamido, la toluato 1,2-dioxigenasa también muestra un perfil relajado de sustratos
(Lehrbach ez al., 1984; Reineke y Knackmuss, 1978; Wubbolts y Timmis, 1990), pero no
es capaz de oxidar nitrobenzoatos (J. L. Ramos, comunicacién personal).

El perfil de nitroaromdticos de la alcohol bencilico deshidrogenasa de TOL se
estudio en extractos libres de P. putida (pWWO) cultivada en presencia de m-xileno.
Los extractos oxidaron los alcoholes bencilicos sustituidos con grupos nitro en las
posiciones 3 6 4 del anillo, pero no sustratos como el alcohol 2-nitrobencilico o el
alcohol 3,4-dinitrobencilico. Dado que la actividad estaba asociada a TOL y al
crecimiento de la bacteria en presencia de un inductor de la ruta, se concluyé que el
enzima responsable de la oxidacién era la alcohol bencilico deshidrogenasa codificada
por xy/B. Shaw er al. (1992) estudiaron la especificidad de la alcohol bencilico
deshidrogenasa con la proteina purificada, y confirmaron nuestros resultados sobre el
perfil de nitroaromaticos del enzima. Nuestros datos mostraron que la actividad del
enzima para los alcoholes 3- y 4-nitrobencilicos fue del 45% y del 25% de la actividad
con el sustrato no sustituido. Shaw er al. (1992) propuesieron que la reducida actividad
del enzima con los nitroaromaticos podria deberse a que, debido al tamaiio del grupo
nitro, éste podria causar un impedimento estérico que dificultara la oxidacién de los
alcoholes 3- y 4-nitrobencilicos por el enzima. En el caso del alcohol 2-nitrobencilico, la
posible formacion de un enlace de hidrégeno entre un oxigeno del grupo nitro y el
hidrogeno del grupo alcohol haria esta molécula resistente a la oxidacién por el enzima
(Shaw et al., 1992).

El espectro de nitrobenzaldehidos que la benzaldehido deshidrogenasa utilizo
como sustratos se determind de igual modo en extractos libres de P. purida (pWWO)
cutivada en presencia de m-xileno. Se detecté una actividad benzaldehido
deshidrogenasa dependiente del cultivo de las células en presencia de este inductor que
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oxidé6 3- 'y 4-nitrobenzaldehido, pero no 2-nitrobenzaldehido ni 2,6-
dinitrobenzaldehido. Los estudios de especificidad de sustrato del enzima purificado
realizados por Shaw er al. (1992) confirmaron nuestros resultados. La actividad
benzaldehido deshidrogenasa con 3 y 4-nitrobenzaldehido fue del orden de 2 veces
superior que con benzaldehido. Segiin Shaw et al. (1992) la actividad benzaldehido
deshidrogenasa se potencia con la electronegatividad del sustituyente del anillo, de
forma que la presencia en la molécula de grupos altamente eiectronegativos del tipo de
un atomo de fldor o un grupo nitro aumenta la ‘Vmax del enzima respecto al sustrato no
sustituido.

Por otro lado y en relacién con la regulacién de la ruta "upper”, se determino el
perfil de nitroaromaéticos que se comportaban como efectores del regulador XyIR. Para
ello se utilizo la fusién de uno de los promotores regulados por esta proteina, el
promotor Pu, al gen lacZ desprovisto de su promotor natural. Estos ensayos
demostraron que XyIR reconocia como efectores 2- y 4-nitrotolueno, pero no otros
nitroarenos. El hecho de que el regulador reconociera estos compuestos como efectores,
suponia que el gran tamaiio del grupo nitro y/o su elevada electronegatividad no fueron
impedimento para la activacion de la proteina.

En resumen, se puede decir que el impedimento para la transformacién de
nitrotoluenos por las rutas degradativas del plasmido TOL se encuentra a distintos
niveles dependiendo de la posicién del grupo nitro en el anillo. Asi, la degradacion de 4-
nitrotolueno a 4-nitrobenzoato procede a través de la ruta "upper", y el metabolismo del
dltimo queda bloqueado en el primer paso de la ruta mera (J. L. Ramos, comunicacion
personal). En el caso del 3-nitrotolueno, éste y sus derivados alcohol y aldehido son
sustratos de los enzimas correspondientes de la ruta "upper" pero no es reconocido por
XyIR, lo que supone la existencia de un punto de bloqueo a nivel del regulador para la
degradacién de este compuesto a través de la ruta "upper” de TOL. El 2-nitrotolueno, al
igual que el o-xileno, se comporta como inductor gratuito de la ruta, ya que los enzimas
de €sta no son capaces de oxidar este compuesto.

1.2. DESBLOQUEO DEL RECONOCIMIENTO DE NITROAROMATICOS POR XYLR
Con objeto de salvar la limitacién en el reconocimiento de nitroaromaticos como
efectores por XylIR, se disefi6 una estrategia para aislar mutantes del regulador que

estimularan altos niveles de transcripcién en presencia de los nitroaromaticos que no se
comportaban como inductores. Para ello se realizé una mutagénesis al azar con
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nitrosoguanidina en E. coli portando un plasmido con xy[R; la validez de la estrategia
de seleccion de los fenotipos deseados se demostrd por la consecucion del objetivo
propuesto. El resultado fue por un lado el aislamiento de un mutante, XyIR49, capaz de
promover altos niveles de transcripcion independientemente de la presencia de
efectores; por otro lado el aislamiento de un mutante con especificidad de efectores
alterada, XyIR7, capaz de reconocer y estimular la transcripcion en presencia de 3-
nitrotolueno.

El estudio de la capacidad de induccién de estos mutantes tanto del promotor Ps
como de Pu, asi como de una amplia bateria de mutantes de €ste ultimo construidos por
M?* Angeles Abril de nuestro grupo de investigacion, ha permitido elucidar algunos
aspectos del mecanismo de activacién de la transcripcion por el regulador XylIR, que se
discuten en el apartado II de esta seccidn.

2. DEGRADACION DE 4-NITROBENZOATO POR KLEBSIELLA
OXYTOCA 410P

Con objeto de una posible utilizacién de la ruta "upper" para la expansion de rutas
degradativas de nitrobenzoatos por bacterias, se aislaron microorganismos que
crecieron a expensas de 4-nitrobenzoato a partir de suelos contaminados con
compuestos nitroaromaticos. De entre ellos se seleccioné la cepa 410P como la mds
eficiente en la degradacién de este compuesto. La caracterizacion microbioldgica de la
cepa 410P asigné ésta a la especie Klebsiella oxytoca. Es bien conocida la ubicuidad
de las bacterias del grupo de enterobacterias oportunistas a las que pertenece la cepa
410P, debido a que sus requerimientos nutricionales son escasos y a su relativamente
alta resistencia a agentes externos; en concreto Klebsiella oxytoca esta amplicamente
distribuida en la naturaleza, y se encuentra en agua, suelos, sedimentos, etc. (Pumarola et
al., 1987).

En la bibliografia abundan los casos en los que se describe el aislamiento de
microorganismos a partir de ambientes contaminados con un determinado compuesto,
que son capaces de utilizar €ste como fuente de carbono y energia (Stanier et al., 1966);
en estos medios el microorganismo o microorganismos que sean capaces de crecer a
expensas del compuesto cuentan con ventaja selectiva frente a los que no lo utilizan
(Dagley, 1984). En algunos casos las cepas aisladas de la naturaleza pierden, de manera
transitoria o permanente, determinadas capacidades metabdlicas en el laboratorio
(Clarke, 1984). La estabilidad de la cepa es fundamental para su caracterizacion
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posterior y posible utilizacién tanto en la descontaminacién de suelos, aguas residuales,
etc., como en la construccién a partir de ésta de bacterias con nuevas capacidades
catabolicas. La bacteria K. oxytoca 410P conservé la capacidad de crecer en 4-
nitrobenzoato en el laboratorio incluso después de crecer durante mas de 300
generaciones en medio no selectivo del tipo LB. La cepa crecié en un amplio margen de
temperaturas, al menos entre 12 y 30°C,

El crecimiento de la bacteria 410P en 4-nitrobenzoato conté ademas con ciertas
ventajas respecto a otras bacterias capaces de degradar 4-nitrobenzoato, ya que crecié
a altas concentraciones de 4-nitrobenzoato, al menos hasta 20 mM, mientras que otras
bacterias son incapaces de crecer en este compuesto a concentraciones superiores a 5
mM (Groenewegen et al., 1992). Por otro lado, Locher y colaboradores (1989) han
descrito que el mantenimiento del caracter de degradacion de determinados compuestos
aromaticos en medio liquido requiere la adicion de extracto de levadura, probablemente
como via de suministro de determinados factores de crecimiento insustituibles por
soluciones de vitaminas estandar. La adicién de extracto de levadura no fue necesaria
para la degradacion de 4-nitrobenzoato por la bacteria 410P, lo que supone una ventaja
de esta cepa con vista a su posible uso industrial. El extracto de levadura se adiciond
eventualmente cuando se requeria una mayor densidad celular como es habitual en
otros casos (Jensen y Gundersen, 1955; Spain ez al., 1979).

K. oxytoca 410P utiliza 4-nitrobenzoato como unica fuente de carbono y
nitrgeno. El hecho de que el crecimiento de esta cepa en 4-nitrobenzoato no requiera
la adicién de ninguna otra fuente de carbono o nitrégeno alternativa supone que este
compuesto debe proporcionar todos los intermediarios metabdlicos necesarios para
biosintesis de los componentes celulares, y generar mediante su catabolismo la energia
esencial para la biosintesis de estos componentes y el mantenimiento de las actividades
celulares, como movimiento, transporte activo, quimiotaxis, etc. (Clarke, 1984). EI
crecimiento de la cepa 410P en 4-nitrobenzoato es un proceso tipicamente ligado a la
degradacion completa de este compuesto hasta moléculas inorganicas, lo que, desde el
punto de vista practico, es lo deseado cuando se trata de evitar su persistencia en el
medio ambiente. Sin embargo, la coloracion amarilla que tomaron los cultivos a lo largo
del tiempo, y que se ha observado en el caso de otras bacterias capaces de degradar
compuestos nitroaromaticos (Lenke y Knackmuss, 1992; Nishino y Spain, 1993; Rhys-
Williams et al., 1993), indicé la acumulacién de ciertos metabolitos no degradables por
la bacteria durante su crecimiento a expensas de 4-nitrobenzoato. La identificacion de
estos productos fue de utilidad para la determinacién de los posibles pasos iniciales de
la ruta degradativa del compuesto, junto con los ensayos de crecimiento en posibles
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intermediarios de ésta, ya que frecuentemente los intermediarios de las rutas
degradativas son sustratos de crecimiento (Clarke, 1984).

La degradacién bacteriana de 4-nitrobenzoato se describi6 por primera vez en
1958 por Durham, que aislé una bacteria de la especie Pseudomonas fluorescens que
reducia este compuesto hasta 4-aminobenzoato; la degradacion posterior de €ste
implicaba la liberacién de amonio con la formacién de 4-hidroxibenzoato, que se
hidroxilaba a 3,4-dihidroxibenzoato y que se catabolizaba posteriormente por una ruta
orto. Independientemente, Cain (1958) aislé una cepa de la especie Nocardia
erythropolis que degradaba igualmente 4-nitrobenzoato por una via reductiva a través
de los intermediarios nitroso e hidroxilamino y que, a diferencia de la ruta descrita por
Durham (1958), no implicaba al 4-aminobenzoato como intermediario, aunque éste se
acumulaba en el medio de cultivo de la bacteria durante el crecimiento en 4-
nitrobenzoato (Cain y Cartwright, 1959a y b). También se han descrito bacterias del
género Pseudomonas capaces de crecer en 4-nitrobenzoato con la acumulacion de
amonio en el medio (Haller y Finn, 1978). Mas recientemente, Groenewegen et al.
(1992) aislaron una bacteria de la especie Comamonas acidovorans que utilizaba 4-
nitrobenzoato como fuente de carbono y nitrégeno. La ruta de degradacion de este
compuesto en esta bacteria implicaba igualmente la reduccion del grupo nitro con la
formacién de los derivados nitroso- € hidroxilaminobenzoato, pero €ste no se reducia
hasta 4-aminobenzoato; ademds el 4-hidroxibenzoato no era intermediario
metabolicode la ruta. En contraste, el 4-hidroxilaminobenzoato era directamente
transformado en 3,4-dihidroxibenzoato con la concomitante liberacién de amonio, como
se ha descrito en el apartado II de la Introduccion de este trabajo.

En los casos descritos en la bibliografia en los que se han determinado rutas
catabdlicas de compuestos nitroaromaticos, la acumulacion de nitrito o amonio en los
cultivos ha sido un factor importante en la determinacion del modo de liberacién del
grupo nitro de la molécula, lo que en algunos casos se ha confirmado posteriormente
por distintos ensayos de actividades enzimdticas (Cartwright y Cain, 1959b;
Groenewegen et al., 1992; McCormick ez al., 1976; Schakmann y Miiller, 1991; Spain
et al., 1979; Spangoord et al., 1991). La acumulacién de amonio en los cultivos durante
el crecimiento de K. oxytoca 410P en 4-nitrobenzoato y la ausencia de nitrito en €stos,
sugeria que la bacteria no liberaba directamente el grupo nitro de la molécula como
ocurre en algunos casos (Bruhn er al., 1987; Lenke y Knackmuss, 1992; Spangoord e!
al., 1991), sino que éste era reducido en el anillo y posteriormente liberado en forma de
amonio al medio como ocurre en otros (Cain; 1958; Cain y Cartwright 1959a; Durham,
1958; Nishino y Spain, 1993; Rhys-Williams er al.. 1993). Esta acumulacién implicaba, al
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igual que en estos casos, la reduccién del grupo nitro unido al anillo aromatico, y debia
implicar la formacién de los consiguientes intermediarios nitroso- e
hidroxilaminobenzoato (Figura 47), aunque estos compuestos no se han identificado en
los extractos de los cultivos de la cepa 410P en 4-nitrobenzoato.

Sin embargo, la identificacién en los sobrenadantes de los cultivos de los
productos de reduccion del 4-nitrobenzoato, 4-aminobenzoato, 4-acetilaminobenzoato
y 3-hidroxi-4-acetilaminobenzoato, apoy6 que la via reductiva era la utilizada en los
primeros pasos de degradacion de 4-nitrobenzoato por 410P (Figura 47). La
acumulacion de los productos citados, mayoritariamente el 3-hidroxi-4-
acetilaminobenzoato, indicé que éstos no eran sustratos de crecimiento para la cepa, lo
cual se confirmé para en caso del 4-aminobenzoato. La cantidad acumulada de estos
productos, que fue minima para el 4-aminobenzoato y méxima para el 3-hidroxi-4-
acetilaminobenzoato, sugiri6 la existencia de una ruta no productiva paralela a la de
mineralizacion del 4-nitrobenzoato que implicaria la acetilacién del 4-aminobenzoato
formado y su posterior hidroxilacién en posicién 3.

Debido a que, como se ha dicho anteriormente, el 4-aminobenzoato no era sustrato
de crecimiento, la eliminacién del nitrégeno de la molécula debia ser previa a la
reduccion completa hasta amino, lo cual implicaria una bifurcacién de la ruta a nivel del
derivado hidroxilamino. La formacién del derivado dihidroxilado para la rotura del
anillo por una dioxigenasa debia ser posterior o concomitante a la eliminacién del
nitrogeno de la molécula. Como confirmacién de ésto hay que decir que en caso de que
fuera anterior se formaria 4-hidroxibenzoato, y sin embargo el crecimiento de la cepa
410P en este compuesto fue mucho mis débil que en 4-nitrobenzoato y 3.4-
dihidroxibenzoato, lo que sugiri6 que el 4-hidroxibenzoato no era un intermediario de
la ruta, al igual que en el caso de C. acidovorans (Groenewegen et al., 1992).

Respecto a la liberacién de amonio a partir de los productos de reduccién de
compuestos nitroaromaticos, el mecanimo no esta claro hasta el momento
(Groenewegen er al., 1992; Haigler y Spain, 1993), mientras que si se conoce el
mecanismo de liberacién de otros grupos como carboxilo (Reiner, 1972), hidroxilo
(Brilon et al., 1982; Spain et al., 1989) acetilo y sulfonilo (Brilon er al., 1981). Ramos er
al. (1994) han propuesto que la liberacion de amonio en la ruta de degradacién de 4-
nitrobenzoato por la cepa 410P podria producirse por una reaccion del tipo Stork. Esta
reaccion ocurriria durante la hidroxilacion en la posicion 3 del 4-hidroxilaminobenzoato,
lo que originaria la formacién del derivado 3-hidroxi-4-cetoxima, con la liberacién
€spontianea de amonio al medio y la formacion de 3.4-dihidroxibenzoato (Figura 47).
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La acumulacién de este compuesto en cultivos de K. oxytoca 410P incubados en
condiciones de limitacién de oxigeno supuso la confirmacién de que el 34-
dihidroxibenzoato era un intermediario de la ruta. Este hecho sugirié ademas que el 3 4-
dihidroxibenzoato podria ser el sustrato directo de la dioxigenasa, presumiblemente el
primer enzima de la ruta dependiente de la presencia de oxigeno, al igual que ocurre en
la degradacion de 4-nitrobenzoato por otras bacterias (Cain y Cartwright, 1959a;
Durham, 1958; Groenewegen et al., 1992; Haigler y Spain, 1993: Rhys-Williams et al.,
1993). Esta hipétesis esta apoyada por la incapacidad de la cepa 410P de crecer tanto
en catecol como en 4-nitrocatecol, lo que indicaba que en esta bacteria la degradacion
de los acidos benzoicos que eran sustratos de crecimiento ocurria sin descarboxilacion
previa a la rotura del anillo, y sugeria que la dioxigenasa (o dioxigenasas) encargada de
romperlo no era una catecol dioxigenasa, sino probablemente una protocatéquico
dioxigenasa. Esto requiere una comprobacion mediante los ensayos de las actividades
enzimaticas correspondientes .

El cultivo de la bacteria 410P en 4-nitrobenzoato originaba la acumulacion en el
medio de productos acetilados, como 4-acetilaminobenzoato y 3-hidroxi-4-
acetilaminobenzoato. La acetilacién de compuestos aromaticos portadores de grupos
amino se ha observado en otros casos en los que los microorganismos llevan a cabo la
reduccién de grupos nitro (McCormick et al., 1978; Schackmann y Miiller, 1991).
Parece ser que la acetilacién de los aminoderivados es un sistema de proteccion de la
bacteria frente a la elevada reactividad del grupo amino (Schackmann y Miiller, 1991).

Igualmente se ha determinado la presencia del dimero 4,4'-azoxibenzoato en
cultivos de 410P en 4-nitrobenzoato. La formacién de este tipo de derivados se ha
observado en numerosos casos en los que compuestos nitroaromaticos sufren procesos
de reduccién (Duque er al., 1993; McCormick er al., 1976 y 1978; Yamashina et al.,
1954). Haidour y Ramos (1994) han demostrado que la formacién de los azoxidimeros
es un proceso espontaneo que tiene lugar en condiciones aerdbicas a partir del
derivado hidroxilamino, y del nitroso que se forma como consecuencia de la oxidacion
de éste en presencia de oxigeno molecular.
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Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo sugerian que la ruta
degradativa del 4-nitrobenzoato por K. oxytoca 410P era inducible por 4-
nitrobenzoato, ya que cuando la cepa se cultivé en compuestos distintos de €ste como
glucosa, benzoato o incluso 3,4-dihidroxibenzoato supuesto intermediario de la ruta, se
aprecié una disminucién considerable en la velocidad de eliminacidon del 4-
nitrobenzoato. La inducibilidad de rutas catabdlicas por los sustratos de éstas es un
fenomeno general en biodegradacion que conlleva ventajas adaptativas, ya que supone
un ahorro de sintesis proteica en un medio carente del compuesto degradable por ellas;
este fendomeno se ha observado igualmente en el catabolismo de derivados del benceno
portadores de grupos nitro (Groenewegen er al., 1992; Rhys-Williams er al., 1993).

La bacteria K. oxytca 410P carece de los enzimas necesarios para crecer en
tolueno y en ninguno de los nitrotoluenos probados. De igual forma, es incapaz de
utilizar alcohol 4-nitrobencilico y 4-nitrobenzaldehido. Esto, junto con el hecho de que
tampoco creciera en alcohol bencilico y débilmente en benzaldehido, sugirié que 410P
carecia de una maquinaria enzimatica similar a la de la ruta "upper" de TOL. Por tanto
esta bacteria es un candidato apropiado para la expansion vertical de la ruta
degradativa del 4-nitrobenzoato mediante la transferencia a esta cepa del plasmido TOL
o de plasmidos portadores de genes de la ruta "upper" capaces de replicarse en
enterobacterias, 1o que resultaria en la construccion de una bacteria con la capacidad
hasta entonces "nueva" de degradar 4-nitrotolueno.

La expansion de rutas catabdlicas en el laboratorio supone una herramienta util
para acelerar la evolucion de nuevas capacidades metabdlicas, y con frecuencia se ha
hablado de que estas rutas surgirian de forma natural pero a través de procesos mucho
mas lentos. Sin embargo, es bien conocida la enorme diversidad y versatilidad
metabolica bacteriana. Ademas, las formas naturales de evolucién de rutas gracias a la
alta capacidad de adaptacién al medio de estos microorganismos, junto con la
adquisicion de nuevas capacidades metabélicas mediante el ensamblaje de rutas gracias
a la transferencia natural de material genético, ambos procesos gobernados por la
seleccion natural, podrian hacer posible la evolucién natural de bacterias capaces de
degradar 4-nitrotolueno. En efecto, recientemente los grupos de Peter Williams en
Bangor y de Jim Spain en Florida, han aislado independientemente distintas cepas del
suelo pertenecientes al género Pseudomonas que son capaces de crecer en 4-
nitrotolueno como unica fuente de carbono y nitrégeno (Haigler y Spain, 1993; Rhys-
Williams et al., 1993). La ruta de degradacion del 4-nitrotolueno en estas cepas ocurre
inicialmente siguiendo una via similar a las reacciones que componen la ruta "upper" de
TOL, es decir, a través de la oxidacién secuencial de la cadena alquilica del compuesto
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hasta la formacién de 4-nitrobenzoato via alcohol 4-nitrobencilico y 4-
nitrobenzaldehido. El 4-nitrobenzoato se degrada posteriormente a través de rutas
similares a la descrita por Groenewegen et al., (1992).

La realizacion de estudios de comparacién del comportamiento de estas
Pseudomonas aisladas directamente del medio ambiente con enterobacterias del tipo de
K. oxytoca 410P cuya ruta de degradacién de 4-nitrobenzoato se haya expandido para
la degradacion completa de 4-nitrotolueno, es de interés potencial en relacion con
posibles diferencias en ventajas adaptativas entre los dos tipos de microorganismos en
determinados microcohabitats, que conducirian a diferencias en las capacidades de
colonizacién por éstos de distintos nichos ecoldgicos.
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II. EFECTO DE MUTACIONES PUNTUALES EN EL DOMINIO N-
TERMINAL DE XYLR

La proteina XyIR estimula la transcripcién desde los promores dependientes del
factor 654 de la ARN polimerasa del plasmido TOL de Pseudomonas putida Pu y Ps
(Franklin et al., 1983; Inouye er al., 1983; Ramos e al., 1987). Esta proteina pertenece a
la familia de reguladores de NtrC (Inouye ez al., 1988). Los promotores activados por
las proteinas de esta familia muestran regiones conservadas en -12/-24 que son
reconocidas por el factor 654 de la ARN polimerasa. Estos promotores contienen
secuencias activadoras (UAS) situadas entre -100 y -200 pares de bases con respecto al
sitio de iniciacién de la transcripcién, que son los sitios de reconocimiento y union de
las proteinas activadoras (Kustu er al., 1989). El modelo de activacién de estos
promotores propone que el activador unido a las UASs interacciona con el holoenzima
0%4-ARN polimerasa unido a la region -12/-24 mediante el doblez de la cadena de ADN,
lo cual permite la aproximacién de ambos factores (Figura 8). Este doblez parece estar
facilitado en algunos casos por IHF (Abril ez al., 1991; Cannon et al., 1990; Gober y
Shapiro, 1990; Hoover et al., 1990: de Lorenzo et al., 1991; Santero et al., 1989).

Caracteristicamente los reguladores de la familia de NtrC controlan la transcripcion
de genes que se expresan en respuesta a una gran variedad de estimulos ambientales
(revisado en Gross et al., 1989). Aunque cada sistema responde a un estimulo especifico,
existe una fuerte homologia en determinados dominios de las proteinas de esta familia
que reflejan una similitud funcional. Alineamientos muiltiples de estas proteinas revelan
una alta homologia en la regién central que estd probablemente implicada en la hidrdlisis
de ATP, dimerizacién e interaccién con el factor 53¢ (North ez al., 1993). En el extremo
C-terminal existe un motivo o—hélice-giro-o—hélice que sugiere que estas proteinas se
unen a ADN. El extremo N-terminal, cuya homologia es mucho menor entre los
miembros de la familia se ha propuesto que es el responsable de la recepcion de la senal
ambiental especifica transmitida por una proteina sensora. De este modo, los sistemas
tipicos de transduccién de sefial constan de dos proteinas, una sensora y otra receptora,
Y se denominan sistemas de dos componentes.
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Aunque algunas proteinas sensoras como NtrB no muestran una regién
hidrofobica tipica, los perfiles de hidropatia de muchas de las proteinas sensoras de estog
sistemas indican que son proteinas transmembrana, con un dominio N-teminal
periplasmico y uno C-terminal citoplasmico de unos 250 aminoacidos que estj
altamente conservado. Se ha propuesto que la region N-terminal de la proteina sensora
detecta el cambio ambiental y la sefial se transmite al dominio C-terminal, posiblemente
por una alteracion topoldgica de la estructura protéica o por un cambio en su estado de
oligomerizacion. La sefial se transmite hasta el dominio N-terminal de la proteina
reguladora (Gross er al., 1989). En los sistemas NtrB/NtrC (Keener y Kustu, 1988; Ninfa
y Magasanik, 1986; Weiss y Magasanik, 1988), Che A/CheY/CheB (Parkinson, 1988) y
EnvZ/OmpR (Igo y Silhavy, 1988), se ha demostrado que la transmisién de la sefial a
nivel molecular consiste en una fosforilacién. Las proteinas sensoras NtrB, CheA y
EnvZ son capaces de autofosforilarse y de fosforilar a las proteinas reguladoras NtrC,
CheY/CheB y OmpR respectivamente. Esto ha sugerido que la fosforilacion es el
mecanismo general de transferencia de la sefial en estos sistemas: el extremo C-terminal
de la proteina sensora es un médulo con actividad protein-quinasa y el extremo N-
terminal de la proteina reguladora es el receptor del grupo fosfato. La fosforilacién y
defosforilacion de la proteina reguladora podria cambiar sus propiedades de unién al
ADN o su habilidad para interaccionar con otras proteinas, modulando de esta manera
su actividad bioldgica (Gross et al., 1989). En el caso particular de NtrC, el regulador de
la familia mejor estudiado, la fosforilacién ocurre en el residuo 54 de 4cido aspartico
(Keener y Kustu, 1988; Ninfa y Magasanik, 1986; Weiss y Magasanik, 1988). La
fosforilacion estimula una actividad ATPasa de NtrC; esta actividad es la que cataliza la
isomerizacion de los complejos cerrados del promotor con el holoenzima o54-ARN
polimerasa a complejos abiertos, en los que las cadenas de ADN se desnaturalizan
localmente en la zona de iniciacién de la transcripcién (Popham er al., 1989: Sasse-
Dwight y Gralla, 1988;Weiss et al., 1991).

Al estudio del mecanismo de accién de este regulador y de otros de la familia han
contribuido su purificacion y cristalizacién en ocasiones, asi como el aislamiento de
mutantes espontaneos o por mutagénesis dirigida de residuos altamente conservados en
las proteinas de la familia. En el caso de XyIR la proteina no se ha purificado atn, y
hasta el momento no se habian aislado mutantes que pudieran ayudar a clarificar ciertos
aspectos de su mecanismo de accién. En este trabajo se han aislado y caracterizado dos
mutantes de XyIR que presentaron mutaciones puntuales en sus respectivos dominios
N-terminales, y cuyos fenotipos conducian a una respuesta especifica a un nuevo
efector en el caso de XylR7, y a una respuesta constitutiva en el caso de XylR49.
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El mutante XyIR7 reconocié 3-nitrotolueno como efector a diferencia de XyIR, y
conservo la capacidad de inducir, aunque débilmente, la actividad del promotor Pu en
presencia de efectores del regulador silvestre. Estas capacidades estaban relacionadas
con una unica mutacion en el residuo 172 de la proteina que mut6 de 4cido glutdmico a
lisina. El hecho de que una mutacion en el extremo N-terminal de XylR originara un
cambio en el perfil de efectores sugirié que este residuo esta implicado en la interaccion
con el efector. Como se ha mencionado anteriormente, el extremo N-terminal de las
proteinas de la familia se ha propuesto, y en algunos casos se ha demostrado, que es la
zona receptora de la sefial especifica en cada sistema (Gross et al., 1989). En algunas
proteinas de la familia, la homologia se extiende hasta el dominio N-terminal, como en el
caso de NtrC y DctD (Nixon et al., 1986), y en el de OmpR y CheY (Stock et al., 1990).
El extremo N-terminal de XyIR no guarda homologia con ninguna de las proteinas de la
familia excepto con DmpR con un 64% de identidad. Este regulador controla la
expresion del operdn para la degradacion de fenol y cresoles en la cepa CF600 de
Pseudomonas, y su activacién depende, al igual que la de XyIR, de la presencia en el
medio de compuestos aromdticos (Shingler er al., 1993). Recientemente Shingler vy
Moore han construido proteinas hibridas entre XyIR y DmpR y han estudiado el efecto
sobre la expresioén del promotor activado por DmpR, Pdmp. El perfil de efectores de
DmpR, incapaz de reconocer toluenos y xilenos, indujo actividad desde el promotor
cuando su extremo N-terminal fue sustituido por el de XyIR que si los reconoce (Abril et
al., 1989). Esto sugeria que el extremo N-terminal de estos dos reguladores esta
implicado en el reconocimiento del efector y por tanto en la especificidad de la
activacién de la transcripcion (Shingler y Moore, 1994).

Con anterioridad a los estudios de Victoria Shingler en DmpR y del aislamiento de
los mutantes descritos en este trabajo, se habia sugerido que la activacién de estos dos
reguladores podria no implicar fosforilacion, sino una interaccién directa con la molécula
del efector. Nuestros resultados y los del grupo de Victoria Shingler apoyan, aunque no
prueban, esta hipétesis. A favor de ésta se encuentra el hecho de que el perfil de
efectores de XylIR, que se ha estudiado en P. putida, su hospedador natural, y en E.
coli, es similar en ambos organismos, lo que sugiere que la respuesta es especifica (Abril
etal., 1989). Por otro lado, tanto XylR como DmpR promueven la transcripcién desde
los promotores que activan en hospedadores distintos del natural (Abril et al., 1989;
Shingler y Moore, 1994).

De este modo, la unién del inductor a la proteina debe tener un efecto similar al de
la fosforilacién en el caso de otros reguladores de la familia anteriormente mencionados,
es decir, se deben inducir cambios conformacionales en XylR que modifiquen sus
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propiedades de union al ADN y/o su habilidad para interaccionar con otras proteinas
que resulte en la estimulacion de la transcripcion. Estudios de improntas “in vivo" (Abril
et al., 1991) y ensayos de ADNasa "in vitro" (de Lorenzo et al., 1991) en el promotor Py
han puesto de manifiesto que XyIR estd unido permanentemente a sus secuencias diana
en el promotor Pu, y que en presencia del efector se alteran los contactos con el ADN,
como se deduce del cambio en el patron de metilacion del promotor en presencia de
éste. Esto sugirié que la unidn del efector podria originar una modificacién estructural
que altere la interaccion con el ADN (Abril er al., 1991), hipétesis que esta apoyada por
nuestros resultados.

Por tanto, el sistema inducido por XylR parece ser una excepcion al mecanimo de
respuesta a estimulos ambientales de un sistema tipico de dos componentes, porque no
parece requerir ningun elemento sensor. Los sustratos de este sistema catabélico son
toxicos para la actividad celular, aunque existan a bajas concentraciones en el ambiente.
De este modo, la degradacion rapida y eficiente de estos compuestos aromaticos es
beneficiosa para la c€lula por la detoxificaciéon de sustancias deletéreas y por la
adquisicion de energia metabdlica. Los sustratos del sistema catabdlico regulado por
XyIR pueden ser considerados como una seiial de alarma para la célula.

En el caso de XyIR49 la unién del efector no es necesaria para la estimulacion de la
transcripcion, ya que en ausencia de éste el regulador mutante es capaz de promover
altos niveles de actividad desde los promotores que induce. Esta proteina present6 una
mutacion en el extremo N-terminal, concretamente en el residuo 135 que muté de 4cido
aspartico a asparragina. El comportamiento de XyIR49 fue similar al de un mutante
constitutivo de NtrC, en el que el residuo serina 160 de la proteina mut6 a fenilalanina
(Dixon et al., 1991). Por analogia con este mutante, la mutacién de XylR49 que implica
que la activacion de la transcripcién promovida por éste sea independiente de la
presencia de efector, podria tener un efecto similar en la activacién de la proteina que la
de NurCS160F, cuya actividad ATPasa es independiente de fosforilacién. Por otro lado,
en presencia de efectores la elevada actividad desde el promotor Pu mediada por
XylIR49 se increment6 aun 2 veces, lo que sugirié que las interacciones con el efector
no estaban bloqueadas en este mutante.

Como se ha mencionado anteriormente, la estimulacién completa de la
transcripcion desde el promotor Pu por el regulador silvestre requiere la presencia de
otras proteinas de union a ADN, el factor 654 de la ARN polimerasa e IHF, asi como de
las secuencias de union de estas proteinas a Pu, que se encuentran situadas entre -12/-
24 para 6>* (Ausubel, 1984), entre -59/-72 para IHF (Abril e al., 1991 de Lorenzo et al.,
1991) y entre -120/-180 para XyIR (Abril y Ramos, 1991 y 1993; Inouye er al., 1990).
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En efecto, Abril ez al., (1991) realizaron delecciones del promotor que se extendian
desde -240 a -144 (AUASI), y desde -240 a -106 (AUAS1AUAS?); estas delecciones
resultaron en una disminucion de la actividad del promotor de alrededor del 90% en el
caso de la primera, y de una anulacién completa de actividad transcripcional en el de la
segunda. Estas delecciones incluian dos secuencias situadas en orientacién invertida
con el motivo 5-ATTTGANCAAATC-3', que Holtel y colaboradores (1990) propusieron
como el sitio de unién de XyIR. De hecho, los patrones de metilacion (Abril ef al., 1991)
y de delecciones con ADNasa (de Lorenzo et al., 1991) de la regién UAS sufrian
cambios en presencia y ausencia del regulador, lo que demostré que ésta era la zona de
union del regulador al promotor Pu, aparentemente reconocida por dimeros de la
proteina.

El estudio del efecto de estas delecciones sobre la actividad de Pu en presencia de
los mutantes XylR7 y XylR49 revel6 diferencias entre ambos. En el caso de XyIR7, la
deleccion de la zona UAS1 de Pu originé una dismimucion en la actividad del promotor
de alrededor de un 95% al igual que en el caso de XyIR, lo que indic6 que esta zona era
necesaria para la activacion de la transcripcion de acuerdo con datos previos (Abril er
al., 1991; de Lorenzo et al., 1991), y sugirié que el sitio de union de XylR7 a Pu debia
ser el mismo que el del regulador silvestre. Sin embargo, y a diferencia de XyIR y XyIR7,
el mutante XylR49 conservo hasta un 45% de actividad en el promotor Pu con una
deleccion de la zona UAS1. Este mutante no estimul6 la transcripcion de Pu con una
deleccion que incluia ambas regiones UAS1 y UAS2. Estos datos sugerian que la zona
UAS?2 es critica en la estimulacién de la transcripcién del promotor Pu por XylR49,
como se ha sugerido en el caso del regulador silvestre (Abril er al., 1991 y 1993). El
hecho de que una mutacién de G-139 a A en la regién UAS2 originara una reduccién
de la actividad del promotor por XylR49 del 65%, mientras que la sustitucion
equivalente en la zona UASI no provocara ningin cambio sobre ésta, apoyd nuestra
hipGtesis y la de Abril y colaboradores. Por otro lado, la mutacién de XylR49 podria
favorecer la oligomerizacién del regulador, aunque la actividad del promotor depende
de la region UAS2, ya que en ausencia de ambas zonas UAST y UAS2, XyIR49 no
estimulg la transcripcién desde Pu .

La estimulacion del promotor Pu por XyIR requiere el factor 634 (Abril ez al., 1991;
Dixon, 1986). Esta proteina es la responsable del reconocimiento por la ARN polimerasa
de regiones especificas que difieren de las reconocidas por el factor 679, mas extendido
en eubacterias, y que estdn situadas entre -12/-24 del punto de iniciacién de la
transcripcién (Morett y Buck, 1989). Nuestros resultados confirmaron el requerimiento
de NtrA para la actividad de Pu promovida por XylR, ya que en ausencia de la proteina

163



Discusion

no se obtuvo estimulacion de la transcripcién desde el promotor. De igual forma, en el
caso de los mutantes XylR7 y XyIlR49 en ausencia de NtrA no se detectd actividad
transcripcional desde Pu. Se ha sugerido que la transcripcion de los promotores
dependientes de 654 requieren un contacto fisico entre el activador y la ARN polimerasa
(Kustu et al., 1989). La regién N-terminal de la subunidad o del enzima esta implicada
en el ensamblaje de los monémeros que forman el corazén de esta proteina; la zona C-
terminal de esta subunidad parece estar implicada en los contactos con el regulador, ya
que mutantes en este dominio afectan a la respuesta del enzima a varios factores de
transcripcion (Igarashi er al., 1992). Sin embargo, otros factores, entre los que se
encuentra NtrC, no requieren la zona C-terminal de la subunidad o de la ARN
polimerasa para la activacion de la transcripcién dependiente de o4 (Lee er al., 1993).
Estos autores proponen que este activador contacta directamente con la subunidad ¢4,
y que estos contactos son necesarios para la estimulacion de la transcripcion. Nuestros
resultados son consistentes con esta propuesta, ya que demostraron que la activacion
transcripcional desde Pu tanto por XylR como de los reguladores mutantes XyIR7 y
XylR49 era absolutamente dependiente de la proteina ¢>4.

La afinidad del complejo 6°4-ARN polimerasa por un promotor determinado parece
determinar el requerimiento de éste por IHF. En el caso de Pu se ha demostrado el
requerimiento de IHF para la estimulacion méaxima de la transcripcidn, y que esta
proteina juega un papel fisico en la actividad del promotor facilitando los contactos
entre XyIR y el complejo 674-ARN polimerasa (Abril et al., 1991; de Lorenzo et al.,
1991; Pérez-Martin et al., 1994). Se ha propuesto que los promotores dependientes de
c°4 en cuya transcripcion interviene IHF han adoptado el sistema de dobleces
inducidos por éste para compensar la instabilidad de los complejos de nucleoproteina
que intervienen en la transcripcion, ya que en promotores fuertes como glnAp2 no hay
sitio de union de IHF (Collado-Vides et al., 1991). En cambio si los hay en promotores
nifH y nifLA de K. pneumoniae, en los que la union del holoenzima o34-ARN
polimerasa es inestable (Buck y Cannon, 1989; Minchin er al., 1989; Morett y Buck,
1989). Ademds se ha demostrado que mutaciones que incrementan la afinidad del
promotor por el complejo 6°4-ARN polimerasa eliminan la necesidad de THF para la
estimulacion méaxima de la transcripcién (Morett y Buck, 1989; Hoover er al., 1990).

Nuestros resultados mostraron que cuando la actividad del promotor Pu se ensayo
en un fondo genético deficiente en IHF, ésta disminuia hasta un 75% tanto en el caso de
XylIR como en el de XyIR7, lo que indicaba que el regulador mutante era dependiente
de la presencia de IHF para la estimulaciéon maxima de la transcripcion, al igual que el
silvestre (Abril et al., 1991; de Lorenzo et al., 1991). En contraste, no hubo disminucion
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de la transcripcion de Pu por XylR49 en ausencia de IHF. Recientemente se ha sugerido
que el papel de IHF no es tnicamente fisico en la induccién de dobleces en el ADN, sino
que ademas actia como estimulador de la respuesta, ya que reduce la actividad basal de
transcripcion en condiciones de no induccién (Perez-Martin er al., 1994). Los
resultados obtenidos con XylR49 indicaron que este mutante era capaz de superar la
barrera impuesta por IHF en ausencia de efectores.

La estimulacién de la transcripcion del promotor Ps por XyIR es al igual que Pu
dependiente del factor 6°4 de la ARN polimerasa, el cual reconoce las secuencias
consenso situadas entre -12/-24, asi como de las regiones de union del regulador en la
region entre -207/-133 respecto al punto de iniciacion de la transcripcion (Holtel er al.,
1992). De igual forma que en el caso del promotor Pu, se han realizado ensayos de
actividad del promotor Ps en presencia de los mutantes XyIR7 y XyIR49. En el caso de
ambos reguladores, existieron diferencias en la estimulacion de este promotor respecto a
Pu, ya que XyIR7 no indujo la transcripcién en presencia de 3-nitrotolueno, y XylR49
no aumento la actividad del promotor en presencia de efectores. Estudios anteriores han
demostrado que existen diferencias en la activacion por XylR de los promotores Pu y
Ps. En primer lugar, mientras que la activaciéon maxima de Pu requiere la proteina [HF, la
activacion de Ps es independiente de THF (Abril er al., 1991; de Lorenzo et al., 1991;
Holtel ez al., 1992). Por otro lado, la estimulacion de la transcripciéon de Pu por XyIR
silvestre activado por efectores es 4 veces superior a la estimulacion de Ps (Marqués et
al., 1993).

La proteina XyIR unida a la regién promotora Pr/Ps autorreprime su sintesis
(Inouye et al., 1987a; Abril et al., 1989), probablemente impidiendo el acceso del
complejo 679-ARN polimerasa a Pr (Marqués y Ramos, 1993). Las mutaciones en el
extremo N-terminal de los reguladores XylR7 y XylR49 afectaron en distinta forma a la
autorrepresion de su sintesis. Mientras que en XyIR7 los niveles de autorrepresion
fueron del orden de 2 veces menores respecto al regulador silvestre, XylR49
autorreprimia fuertemente su sintesis, hasta un 75% frente al 50% de XyIR.

Por tanto, respecto a la activacion de la transcripcion por XylR49 hay que decir
que a diferencia del regulador silvestre, el mutante estimulé la transcripcion de los
promotores Pu y Ps en ausencia de efectores. Ademas existieron diferencias con el
regulador silvestre en relacién con el requerimiento de la proteina IHF asi como en la
interaccion de la proteina tanto con la zona UAS del promotor Pu, como con la zona de
union a la regién promotora Pr/Ps. La mutacién en el extremo N-terminal de XyIR49
podria originar cambios en la estructura tridimensional de la proteina que se
transmitieran al dominio de union a ADN. Se ha descrito que mutaciones puntuales en el
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dominio N-terminal de proteinas de la familia como VirG (Han'y Winans, 1994) y OmpR
(Brissette et al., 1992) afectan a su capacidad de unidn al ADN. De igual forma, los
estudios de (Dixon et al., 1991) sobre el regulador NtrC demostraron que la
fosforilacién de éste influye en la unién del activador al ADN. La mutacién de XylR49
podria originar un incremento en la afinidad de la proteina por sus secuencias diana en
el ADN, lo que podria ser la causa de que en ausencia de la region UAS1 el mutante
estimule la actividad de Pu hasta alrededor del 45% al contrario que el silvestre; por otro
lado estos cambios en la regién promora Pr/Ps se traducirfan en un aumento en la
capacidad de autorreprimir su sintesis.

Respecto a XylR7 se puede decir que el regulador mutante requirio la estructura
modular completa del promotor, lo que sugeria que el mecanismo de activacion de la
transcripcién de Pu por esta proteina era similar al de la proteina silvestre. De este modo,
la alteracién principal de XylR7 mutante parecia implicar interacciones con el efector.
Sin embargo la débil autorrepresion de su sintesis en relacion con XylIR podria ser
debida a cambios conformacionales inducidos por la mutacion de XyIR7 que afecten a

la unién a sus dianas en el ADN, como se ha sugerido para otros reguladores de la
familia (Han y Winans, 1994).
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Los resultados obtenidos en este trabajo permiten extraer las conclusiones que se
exponen a continuacion, y que pueden dividirse en dos apartados: las correspondientes
a la degradacion bacteriana de compuestos nitroaromadticos y las correspondientes al
efecto de mutaciones puntuales en el dominio N-terminal de XyIR.

El estudio de la degradacion bacteriana de compuestos nitroaromaticos permite
extraer las siguientes conclusiones:

1.- La bacteria Klebsiella oxytoca 410P es capaz de utilizar 4-nitrobenzoato como
unica fuente de carbono y nitrégeno. El crecimiento de esta cepa en 4-nitrobenzoato
conlleva la acumulacién de amonio en el medio de cultivo, lo que indica la eliminacion
reductiva del grupo nitro.

2.- La incubacién de la bacteria K. oxytoca 410P en condiciones de limitacién de
oxigeno conduce a la acumulacion de 3,4-dihidroxibenzoato en el medio de cultivo. lo
que sugiriendo que este compuesto es un intermediario de la ruta, y que es el sustrato
del primer enzima dependiente de oxigeno en la ruta degradativa del 4-nitrobenzoato
por la cepa 410P, presumiblemente la dioxigenasa encargada de la rotura del anillo.

3.-La ruta de degradacion de 4-nitrobenzoato por la cepa K. oxytoca 410P es
inducible por el primer sustrato de ésta, y no por el intermediario 3.4-dihidroxibenzoato.
lo que indica que la expresion de los genes que codifican para los enzimas de esta ruta
estan sometidos a un proceso de regulacion.

4.- Los enzimas de la ruta "upper" del plasmido TOL pWWO de Pseudomonas
putida, tolueno monooxigenasa, alcohol bencilico deshidrogenasa y benzaldehido
deshidrogenasa, son capaces de utilizar como sustratos los toluenos. alcoholes
bencilicos y benzaldehidos respectivamente sustituidos con grupos nitro en las
posiciones 3 y 4 del anillo. La sustitucién de un grupo nitro en la posiciéon 2 o las
disustituciones no son permisivas para estos enzimas. De este modo la ruta "upper” de
TOL constituye un elemento versitil que puede ser utilizado en la expansién vertical de
futas bacterianas de degradacion de 3- y 4-nitrobenzoato.
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5.- El regulador XyIR del plasmido TOL pWWO reconoce una amplia gama de
compuestos aromaticos como efectores, incluidos 2-nitrotolueno y 4-nitrotolueno; en
contraste, no promueve la actividad desde el promotor Pu en presencia de 3-
nitrotolueno, alcoholes nitrobencilicos o nitrobenzaldehidos, 1o que sugiere que los
elementos de la ruta "upper” de TOL tienen el potencial para metabolizar solamente 4-
nitrotolueno.

Respecto al estudio del efecto de mutaciones puntuales en el dominio N-terminal
de XyIR, se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1-. El mutante XylR7 es capaz de promover la transcripcion desde el promotor Pu
en presencia de 3-nitrotolueno, un compuesto que no es reconocido por el regulador
silvestre, y retiene la capacidad de reconocer a los efectores de la proteina silvestre. Este
mutante muestra una mutacién puntual en la regién amino terminal de la proteina,
concretamente en la posicion 172 que ha mutado de acido glutamico a lisina.

2.- XyIR7 conserva los requerimientos del regulador silvestre para la activacion de
la transcripcion desde el promotor Pu, ya que ésta es dependiente de la presencia de las
proteinas ¢>4 ¢ IHF, asi como de la regién UAS1 de Pu. Esto supone la existencia de una
estrecha relacion entre el cambio aminoacidico en la cadena polipeptidica de XyIR7 y la
capacidad adquirida por éste para reconocer 3-nitrotolueno como efector, e indica que
el residuo 172 esta implicado en el reconocimiento de efectores por el regulador.

3.- El mutante XyIR49 induce altos niveles de transcripcién desde los promotores
Pu y Ps en ausencia de efectores. Este mutante muestra una mutacién puntual en la
region amino terminal de la proteina, concretamente en la posicién 135 que ha mutado
de acido aspartico a asparragina.

4.- La activacién de la transcripciéon desde el promotor Pu por XyIR49 es
dependiente de o54.

5.- XylR49 es capaz de promover altos niveles de transcripcién desde Pu en
ausencia de IHF. De este modo, XyIR49 es capaz de superar las restricciones impuestas
por IHF, cuyo papel fisico en la estimulacion de la transcripcion parece ser facilitar la
interaccion entre el regulador unido a las secuencias UAS y el complejo de la ARN-
polimerasa/c>4 en presencia de efectores.
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6.- XyIR49 estimula altos niveles de transcripcién desde Pu atin en ausencia de la
zona UASI, mientras que la deleccién de las regiones UAS1 y UAS2 produce una
anulacion de la transcripcién desde el promotor, lo que indica el requerimiento de la
zona UAS?2 para la activacién por el regulador mutante.

7.- La estimulacién de la transcripcién desde el promotor Ps por los mutantes
XyIR7 y XyIR49, muestra diferencias respecto al promotor Pu, ya que la actividad
transcripcional de Ps inducida por ambos reguladores no se incrementa en presencia de
efectores. Esto indica que, al igual que en el caso del regulador silvestre, la existencia de
diferencias en la secuencia nucleotidica entre los promotores Pu y Ps se refleja en la
actividad de ambos promotores inducida por los reguladores mutantes.

8.- Las mutaciones en el extremo N-terminal de XylR7 y-XylR49 produce
alteraciones en la capacidad de ambos reguladores de reprimir su propia sintesis, lo que
sugiere que los cambios aminoacidicos en esta regién de la proteina originan cambios en
su capacidad de unirse a ADN y/o de interaccionar con el factor o5
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