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Introduccion

Uno de los fenémenos sociales de mayor crecimiento y que mas
repercusion ha tenido en las dltimas décadas del siglo pasado ha sido, sin duda
alguna, la concienciaciéon hacia las cuestiones medioambientales y la difusién del
ecologismo como una preocupacion global. No se discute que la expansion e
implantaciéon de los idearios ecologistas se deben, sobre todo, a un hecho sin
precedentes en la historia universal. Dicho es, el acelerado avance de las
tecnologias durante el siglo XX que ha propiciado, entre otras repercusiones, la
utilizacién ilimitada, y sin control en la mayoria de los casos, de los recursos
naturales, la destruccién directa de los ecosistemas y la aparicion en el medio de
nuevos factores que han desmantelado muchos de los finos equilibrios
biogeoquimicos que mantienen y regulan el funcionamiento del planeta. Todo ello
ha contribuido en diversos grados hasta propiciar una pérdida de los balances
naturales de los que atin no se pueden predecir todas las consecuencias futuras.

Entre dichos factores no controlados se puede destacar el debido al avance
de la industria quimica, uno de los mayores motores econémicos de la segunda
mitad del siglo XX, que ha provocado la liberaciéon al medio de compuestos de
nueva sintesis, la mayoria de ellos no naturales (xenobiéticos). El disefio de nuevas
moléculas y estructuras quimicas en muchos casos ha tenido como resultado que
gran parte de los xenobidticos sean refractarios a su eliminacién natural, o
lentamente utilizados por uno de los principales sitemas de eliminacién y reciclaje
de la materia, es decir, la actividad biolégica y su repertorio de sistemas
enzimaticos para el metabolismo y degradacién de la materia organica hacia
estructuras simples e inocuas. En otras palabras, una gran proporciéon de los
compuestos xenobibticos se acumulan en el medio sin llegar a ser degradados por
la falta de mecanismos suficientes que los eliminen, convirtiéndose con ello en
contaminantes, muchos de los cuales ademas son toxicos ya que son capaces de
interaccionar con los sistemas biolégicos afectando su funcionamiento o
destruyéndolos por completo.

Todo ello ha contribuido para crear una inquietud cada vez mas
generalizada por parte de las agencias gubernamentales e industria por disefiar y
poner en marcha protocolos de actuacion para la recuperacién de zonas

contaminadas y la eliminacion de estos compuestos xenobibticos del medio. Hasta
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hace poco, las soluciones mas utilizadas para la eliminaciéon de estos compuestos
contaminantes del medio han sido la incineraciéon o el almacenaje en depositos.
Sin embargo, ambos presentan graves problemas que contribuyen a una
aceptacion cada vez menor por parte de la sociedad, sobre todo en el caso de la
creacion de vertederos de almacenamiento, de donde pueden acabar escapandose
por filtracioén hacia aguas subterraneas o desgaste del sistema de almacenaje a largo
plazo. Por otra parte, la incineracién provoca la liberaciéon de gases toxicos que
contribuyen al empeoramiento de la calidad del aire.

Una solucién para muchos de los contaminantes de origen organico debe
tener en cuenta por tanto la estimulacién de los procesos naturales de
degradaciéon, en los cuales los microorganismos, tanto bacterias como hongos,
debido a su versatilidad metabélica y su capacidad de adaptarse rapidamente a
condiciones variables en su habitat natural, juegan un papel vital al poder
metabolizarlos hasta moléculas simples o facilmente degradables. A ello hay que
sumar unas ventajas claras en cuanto a costes (ver Tabla 1.1.) y aceptacioén social.
Este tipo de practicas tienen numerosos ejemplos positivos en la literatura que
apoyan su utilizacién (de Bruin, ef 4/, 1992; Kaufman y Kreuger, 1997; Pritchard y
Costa, 1991; Roberts, ¢ al., 1997, Suflita, ef al., 1988).

Tabla 1.1. Comparacién de distintos métodos de tratamiento de zonas contaminadas.

Tipo de tratamiento  Coste por Tiempo Factores Cuestiones de
metro necesario adicionales seguridad
cubico ($) (meses)
Incineracion 325-1000 6-9 Energfa Contaminacién
atmosférica
Vertedero 195-325 6-9 Control a Lixiviacion
largo plazo
Biotratamiento 50-130 6-9 Tiempo Metabolitos
requerido intermedios

4 Tabla adaptada de (Levin y Gealt, 1997)

1. Degradacion de compuestos aromaticos por
microorganismos.
Gran parte de los compuestos xenobidticos organicos emitidos a la

biosfera contienen en su estructura un anillo aromatico: gasolina y otros derivados
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del  petrdleo, Dbifenilos  policlorados  (PCBs), fungicidas policlorados
(pentaclorofenol), nitroaromaticos como herbicidas (dinoseb) y explosivos (TNT),
entre otros. El hecho de que los microorganismos tengan la capacidad de
metabolizar estos compuestos no resulta extrafio, ya que en la naturaleza abundan
los compuestos aromaticos de bajo peso molecular como aminoacidos (triptéfano,
fenilalanina y tirosina), quinonas, flavonoides, compuestos fendlicos y taninos.
Aun asi, las estructuras con anillos aromaticos con mayor presencia en la
naturaleza se encuentran en los polimeros de lignina de las plantas superiores.
Algunos microorganismos han evolucionado de manera que han logrado adaptar a
la perfecciéon sus capacidades metabdlicas para la utilizacién de compuestos
xenobibticos. Se han descrito numerosos casos de rutas metabolicas
perfectamente reguladas y estructuradas para la degradaciéon de compuestos no
naturales, como el naftaleno, el acido pricrico, diversos nitrotoluenos o
nitrobenzoatos, entre otros (Franklin, ez al, 1981; Kube, ¢ al., 2004; Mosqueda, ez
al., 1999; Nga, ¢t al., 2004; Nishino y Spain, 2004; Nishino, ez al., 2000; Parales,
2000).

Todas las estructuras aromaticas resultan ser muy estables (Aihara, 1992),
por lo que los microorganismos recurren a mecanismos que disminuyen la energfa
de resonancia del anillo que permitan su apertura y la utilizaciéon de la cadena
carbonada resultante como sustrato en su crecimiento.

Los microorganismos aerobios siguen el mismo patréon metabolico en
cuanto a degradacién de aromaticos se refiere: la eliminacién de los sustituyentes
del anillo para dejar posiciones libres que resultan hidroxiladas. Estas
hidroxilaciones suelen ser catalizadas por oxigenasas o dioxigenasas que utilizan
O2 como sustrato, y su objetivo es disminuir la estabilidad del anillo para proceder
a su apertura oxidativa. Esto convierte al catecol y sus derivados en los
intermedios centrales del metabolismo aerobio de compuestos aromaticos. Los
enzimas que intervienen en estos procesos pueder ser de codificacion
cromosémica (Mosqueda, ¢7 al., 1999) o plasmidica (Harayama, ez a/., 1989; Ramos,
et al., 1987).

En aquellos lugares donde el oxigeno es un factor limitante, o no esta

disponible, comos sucede en suelos, sedimentos y acuiferos (Atlas, 1997), la
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disponibilidad de oxigeno es el principal problema de la biorrecuperacion. La
solubilidad del oxigeno en el agua es baja, y la demanda de oxigeno para la
degradaciéon de hidrocarburos muy alta. En estos ambientes no es posible la
eliminaciéon natural de los contaminantes aromaticos con un metabolismo basado
en la ruptura oxigenolitica del anillo. Sin embargo, desde hace mucho tiempo se
conoce que, en ambientes anoxicos, no se acumulaban compuestos aromaticos de
bajo peso molecular, por lo que debfan ser consumidos por microorganismos
autoctonos (Evans, 1977).

La degradacién de compuestos aromaticos en ambientes andxicos se basa
principalmente en “guiar” los compuestos aromaticos a través de rutas
enzimaticas para converger hacia tres compuestos claves, de los cuales se pueden
distinguir dos vias distintas de degradacion (revisado por (Heider y Fuchs, 1997):

1. Ruta del Benzoil-CoA. El acetil CoA. Activa el anillo de manera
que la benzoil-CoA reductasa es capaz de reducir los dobles enlaces
creandose posteriormente una estructura abierta que se metaboliza
hasta acetil-CoA y COz (Harwood, ¢t al., 1999).

2. Ruta del floroglucinol y resorcinol. En este caso, los compuestos
aromaticos se metabolizan hasta formar estos anillos bencénicos
hidroxilados que se reducen hasta acetato y butirato sin requerir un
aceptor de electrones externo; esto hace que se puedan utilizar,
incluso, por organismos fermentativos estrictos como Pelobacter y
Clostridium sp. (Brune y Schink, 1992; Kluge, ez a/, 1990). El
resorcinol también puede sufrir una ruptura hidrolitica, que sélo se

ha descrito en bacterias denitrificantes (Gorny, ¢ al., 1992).

2. El 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) como contaminante.

Dentro de los compuestos aromaticos, uno de los grupos xenobidticos de
mayor uso es el de los nitroaromaticos (Hartter, 1985). Asi por ejemplo, la
mayotia de los herbicidas son compuestos de este tipo, como el dinoseb. Los
nitrobenzenos se utilizan como disolventes, y los polinitroaromaticos como el

TNT o el acido picrico se utilizan como explosivos. Otros muchos sirven como
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precursores de otros compuestos de sintesis como poliuretanos, farmacos, tintes,
etc.

Dentro de todos ellos, la utilizacién del TNT como explosivo militar por
parte de la mayoria de los estados durante la primera mitad del siglo XX lo ha
convertido en el de mayor produccién de todos los nitroaromaticos. Incluso los
datos recientes hablan de una produccién anual de TNT de aproximadamente 2
millones de toneladas (Hartter, 1985). La contaminacion con TNT es muy
abundante en el suelo y aguas subterrineas de instalaciones dedicadas a la
producciéon y almacenaje de explosivos. Ademas, el agua utilizada durante su
produccion, de la que se necesitan grandes cantidades para la purificaciéon del
TNT (Levsen, et al, 1993) debe ser almacenada ya que estd fuertemente
contaminada. Estas aguas residuales, que se denominan aguas rosas por el color
caracteristico que adquieren (ver Fig. 1.1.), contienen hasta 30 nitroaromaticos
distintos junto con el TNT (Urbanski, 1985). Sin embargo, a menudo éstas acaban
esparciéndose desde balsas construidas para su almacenaje, contaminando con ello
las zonas y acuiferos adyacentes. A éstas se suman las liberaciones accidentales
producidas durante la carga, empaquetamiento y ensamblaje de la municiéon que
contiene una gran cantidad de explosivos ademas de otros nitroaromaticos

(NDCEE, 1995).
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Fig. 1.1. Aspecto de una zona empantanada con aguas contaminadas con TNT proveniente de una factorfa
de dedicada al desmantelado de municién militar. Este agua recibe el nombre de aguas rosas debido a la
intensa coloracién que adquieren por la presencia del TNT (Foto por cortesia de José A. Paz).

El uso masivo de TNT durante la Primera y Segunda Guerra Mundial
provoco la liberacion de cantidades ingentes de TNT en el medio, y con ello la
contaminacion de numerosas zonas y acuiferos que, en el caso de Alemania,
debido a que la mayorfa de las factorfas de municiones (ver Fig. 1.2.) se
desmantelaron sin ningin tipo de consideracion hacia el dafio ambiental, supuso
un grave problema que atn persiste, ya que muchas de las zonas afectadas siguen
presentando niveles excesivos de explosivos. Cabe usar este ejemplo como
ilustracion del caracter extraordinariamente recalcitrante del TN'T, aun presente en
las zonas contaminada en cantidades masivas tras el paso de 60 afios.

Esta persistencia podria deberse, por un lado a que hasta la fecha tan sélo
se conocen cuatro compuestos naturales de tipo nitroaromatico, el cloramfenicol,
la oxypirrolnitrina (Hattor, ¢f @/, 1970), la nitropyoluteorina (Ohmori, ¢ al., 1978)
y la fidolopina (Thischler, e al., 19806). La baja degradabilidad de estos compuestos
en la naturaleza se deberfa asi a la falta de rutas enzimaticas adaptadas para

eliminar este tipo de compuestos.



Introduccion

Torgelowyy

Kriimmel( anm* e Domitz(1200)

¥ Dragahn(1100)
% Bomli lohensaator
omlitz .
W Klietz
¥ Licbenau Y Giisen(1300)
¢l hal(2800 ¥ Reinsdorf
N > austhal(28
W Sythen w > ' % Piesteritz
X ¥ Wolfen
Holten Bitterfeld ¥y ¥ Elsnig(260
. - Leuna
Schlebusch(1500 %
couse ) % Hessisch-Lichtenau(3500)
w Stadtallendorf{ 5000
Kéln-Kalk Y Stadsallendorf{: ¢

Fig. 1.2. Mapa de Alemania que muestra aquellos emplazamientos donde durante la II Guerra
Mundial la produccién de TNT superaba las 1700 toneladas al mes. Los nimeros en paréntesis indican la
producciéon mensual de TNT en toneladas. (Figura adaptada de (Spain, 2000)

En el caso del TNT sin embargo, el problema ambiental de su persistencia
en el medio como contaminante se agrava por su alta toxicidad, y ambos
fenémenos se explican por a la particular estructura molecular de este compuesto.
Es necesario por tanto hacer un inciso en las propiedades quimicas del TNT para
poder explicar sus posibilidades como compuesto utilizable como metabolito por
microorganismos.

2.1. Propiedades quimicas del TNT.

El 2/4,6-trinitrotolueno muestra una estructura aromatica tipo benzilo
sustituida simétricamente con tres grupos nitro. La electronegatividad de los
grupos nitro ejerce una atraccion sobre los electrones f del anillo aromatico,
confiriendo a éste cierto caracter electréfilo. Esto sera fundamental en lo referente
al metabolismo microbiano del compuesto, ya que la deficiencia electronica del
anillo impedira el ataque de las oxigenasas, enzimas que se encargan de abrir la
estructura aromatica, desestabilizandola mediante hidroxilaciones a partir de Ox.

El grupo nitro esta formado por dos elementos diferentes, ambos muy

clectronegativos, y que compiten por los electrones disponibles. La
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electronegatividad del oxigeno es mayor que la del nitrégeno, originandose una
polarizacion del enlace N-O. La carga positiva sobre el atomo de nitrégeno,
combinada con la electronegatividad del elemento hace que el grupo nitro sea
facilmente reducible. Esta reduccién influird, notablemente, sobre la
biodegradacion del explosivo y su persistencia en ambientes contaminados.

El grupo metilo ademas es un elemento donante de electrones, lo que, por
un lado, limita la deficiencia de electrones del anillo bencénico, pero por otro lado,
este grupo deja de ser susceptible al ataque por oxigenasas, contribuyendo con ello
a la denominada forma hiperconjugativa de la estructura del TNT (Rieger y
Knackmuss, 1995).

La reduccion del grupo nitro puede producirse mediante la transferencia de
2 e que darfa lugar a los intermedios nitroso (Ar-NO), hidroxilamino (Ar-NHOH,)
y amino (Ar-NHb»), como se muestra en la Figura 1.3. Las enzimas nitroreductasas
son capaces de catalizar esta reaccién, y se describirdn posteriormente en la
seccion X de esta Introduccion debido al papel clave que juegan en el metabolismo
del TNT. A éstas hay que afnadir otras enzimas que son también capaces de
reducir compuestos nitroaromaticos; entre ellas destacan la aldehido oxidasa
(Wolpet, et al., 1973), la citocromo B5 reductasa (Mason y Holtzmann, 1975), la
citocromo P450 (Eilers, ez al., 1999; Leung, et al, 1995) y enzimas tipo diaforasas
(Kato, et al., 1969).

Los grupos nitro también se pueden reducir mediante transferencias de 1 e
a través de un radical nitroanién (Figura 1.3.). Este radical podtia reaccionar con
oxigeno para producir un radical superéxido, y formar el nitroaromatico original a
través de un ciclo futil. Se puede hacer una primera clasificacion de enzimas
nitroreductasas dependiendo de como lleven a cabo el primer paso de reduccioén
(Cerniglia y Somerville, 1995): Las enzimas Tipo I o “insensibles a oxigeno”, que
son aquellas que reduce el grupo nitro a través de transferencias sucesivas de 2 e,y
las Tipo 1II o “sensibles a oxigeno”. Aquellas que el primer paso de reduccion es
mediante creacién del nitroanién por cesién de 1 e, Estas se pueden encontrar en
bacterias del género Clostridinm (Angermaier y Simon, 1983) y en enterobacterias

como E. coli (Peterson, et al., 1979).
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Figura 1.3. Mecanismos de reduccién del grupo nitro en compuestos nitroaromaticos (ArNOy). El primer
paso en la reduccién de un grupo nitro puede producirse por transferencia de un electrén (linea continua)
o de dos eclectrones (linea discontinua). La primera genera un radical nitroaniéon que puede reaccionar con
oxigeno para producir un radical superéxido (2) y la formacién del nitroaromatico original (1) a través de

un ciclo futil (linea punteada). Una vez alcanzado el intermedio nitroso (3), sucesivas transferencias de dos
electrones dan lugar a los intermedios hidroxilamina (4) y finalmente amina (5).

La reduccién del grupo nitro es posible en ausencia del enzima, a través de
transportadores de electrones en estado reducido, como el FADH, (Kamm vy
Gillette, 1963) o la ferredoxina (Lindmark y Muller, 1976).

La reduccion abidtica del grupo nitro a amino es un fenémeno observado
en suelo, sedimentos y acuiferos (Hadetlein y Schwarzenbach, 1995). Este tipo de
reacciones son posibles en ambientes naturales por la abundancia de materia
organica y de especies de hierro y azufre reducidas que actian como posibles
donadores de electrones. Estas especies se encuentran implicadas de forma
continua en los procesos biogeoldgicos y al encontrarse intimamente acopladas a
la actividad microbiana hacen que el estudio de estos procesos redox resulte
fundamental (Haderlein, ez a/., 2000; Hofstetter, ez al., 1999; Rigge, ¢f al., 1998).

En la molécula de TNT la velocidad con que se reduce el primer grupo
nitro es mucho mayor que la reduccion de los grupos restantes. Esto se debe a que
la conversion de grupos nitro en grupos amino, donadores de electrones, hace que
disminuya la deficiencia electrénica del anillo, dificultando con ello la reduccién de
otro grupo nitro. De hecho, Johnson y colaboradores han observado que el

producto reduccion del TNT, el aminodinitrotolueno, al aumentar la densidad
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electronica del anillo aromatico, es susceptible de ser atacado por distintas enzimas
oxigenasas con la consiguiente hidroxilacién del anillo aromatico (Johnson, e al.,
2001). Asi, para lograr la reduccién de la totalidad de los grupos nitro del TNT y
obtener triaminotolueno (T'AT), se requieren potenciales redox inferiores a -200
mV, propios de ambientes andxicos (Funk, ez al, 1993; Hofstetter, ez al., 1999;
Preuss, ¢z al., 1993).

Los distintos grupos nitro del TNT no muestran el mismo
comportamiento frente a la reduccion. Barrows y colaboradores (1996) plantearon
como hipdtesis que el paso que establecia la regioselectividad, en la reduccion de
los nitroaromaticos, era la transferencia del primer protén al radical anién
originado tras la reduccion inicial, y que el grupo nitro con la carga negativa mas
localizada serfa probablemente el mas facilmente protonable y en consecuencia
reducible. En el caso del TNT, la posicién para se reduce preferentemente,
probablemente por el efecto desapantallante del metilo sobre el grupo nitro en orfo

(Figura 1.4.).

CH
3
NO, p
NO, ) ®
@
NG,
A B C

Figura 1.4. (Pagina anterior). Distintas representaciones de la molécula de TNT. La representacion A,
corresponde a la estructura tipo Kekulé para el compuesto; en la B, el TNT se representa mediante un
modelo de esferas, apareciendo los atomos de carbono (esferas negras), hidrégeno (esferas grises),
nitrégeno (esferas azules) y oxigeno (esferas rojas). En el modelo C, se ha representado las superficies con
el mismo potencial electrostatico mediante colores; asi, el color rojo corresponderia a regiones con el
potencial mds negativo (maxima atraccién hacia cargas positivas); mientras que el color azul,
corresponderia a regiones con potenciales menos negativos. El grupo nitro, reducible experimentalmente,
corresponde con el que muestra mayor carga negativa (color rojo) segtn los estudios teéricos. En el caso
del TNT es el grupo nitro, en posicion para, el que tiene el potencial mas negativo (Figura adaptada
(Batrows, et al., 19906)
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La reduccién del grupo nitro de compuestos aromaticos (Ar-NO2) por
bacterias, sucede de un modo similar a la reduccion de nitrato durante la
desnitrificacién. Se podria esperar la existencia de paralelismo entre la quimica de
reduccion del nitrito (NOy) y la del nitroaromatico al contener ambos enlaces N-
O y el mismo estado de oxidacién (+3) para el nitrégeno; pero la distribucién de
los electrones de valencia en este elemento, especialmente la ausencia de pares
solitarios, hace que el AtNO: presente mayor similitud con el nitrato (NO3") que
con el nitrito (NOy). Las analogfas entre la reducciéon de estas especies resultan
de interés y fueron revisadas por (Averill, 1995).

La deficiencia electrénica del anillo aromatico del TNT hace posible el
ataque nucledfilo al anillo que darfa lugar a estructuras no aromaticas del tipo de
los complejos de Meisenheimer (Kaplan y Siedle, 1971). Estos compuestos
presentan una intensa coloracién roja-anaranjada en solucién, y una carga negativa
deslocalizada sobre el anillo y los grupos nitro (Figura 1.5.). Sucesivos ataques de
H- sobre la molécula podria generar complejos dihidruros de TNT (Vorbeck, ¢z al.,
1998). Se conocen varias proteinas de la familia OYE (en inglés, Old Yellow
Enzime) que son reductasas de ésteres de nitrato, capaces de llevar a cabo esta
reaccion sobre el TNT (French, e al., 1998; Pak, et al, 2000; Williams y Bruce,

2000). Esta familia de proteinas se revisara posteriormente en la seccién X de esta

Introduccion.
CH, CH,
NO, NO
I
NO. NO2
2
TNT Complejo de Meisenheimer DNT

Figura 1.5. Mecanismo propuesto para la formacion de complejos de Meisenheimer de TNT. La formacion
in vivo de estos complejos a partir de TNT se llevan a cabo mediante el ataque nucledfilo de iones hidruro

13



Introduccion

(H), posiblemente procedentes de piridin nucleétidos reducidos. El complejo de Meisenheimer tiende a
perder un grupo nitro, en forma de nitrito, para estabilizarse y recobrar su caricter aromatico como
dinitrotolueno (French ez a/., 1998).

En otros compuesto nitroaromaticos se han descrito reducciones del grupo
nitro hasta hidroxilamina como reaccion clave para la apertura del anillo. Asi por
ejemplo, el derivado hidroxilamino puede sufrir el ataque por parte de enzimas
hidroxilaminoliasas que adicionan un hidroxilo proveniente de una molécula de
agua con el resultado de la liberaciéon de amonio (Groenewegen y de Bont, 1992;
Hughes y Williams, 2001b; Meulenberg, ¢ al., 1996). Otro tipo de reaccién es el
reagrupamiento de Bamberger. Este consiste en un mecanismo por el que una
hidroxilamina de arilo sufre la ruptura del enlace N-OH, para convertirse en un
compuesto fendlico mediante el reagrupamiento intramolecular en el que el grupo
hidroxilo del hidroxilamino pasa a la posicion orzo del anillo aromatico (Figura
1.6.). Dicho mecanismo se ha descrito en numerosos casos de degradacion de
mononitroaromaticos (Nishino, ez a/, 2000) en las que este reagrupamiento lo
llevan a cabo enzimas de tipo mutasas (He, e a/, 2000; Nadeau, ¢f al., 2003). En el
caso del TNT, Hughes y colaboradores (Hughes, ¢z a/, 1998b) han descrito un
reagrupamiento de este tipo en extractos libres de células; mas recientemente se ha
atribuido a la CO deshidrgenasa (Huang, ¢ a/, 2000) y a la Fe-hidrogenasa
(Watrous, ef al, 2003) la formaciéon de estos reagrupamientos en derivados del

TNT.
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A NHOH NH NH-
| I |
+ + e
mutasa
—_—
H.O
R R R
Hidroxilamina imina aminofenol
B NHOH OH
| . _OH

hidroxilaminoliasa

7N

HQO NHS
R R

Hidroxilamina catecol

Figura 1.6. Reacciones iniciales en metabolismos productivos de hidroxilaminas aromaticas. A. Mecanismo
propuesto para el reagrupamiento de Bamberger en hidroxilaminas mediado por enzimas mutasas. Las
hidroxilaminas de arilo sufren un reagrupamiento interno sin la necesidad de participacién de moléculas de
H>O extrenas, para dar el aminofenol. B. En la caso de una transformacién por hidroxilaminoliasas, el
amonio sale directamente formando el derivado catecol.

2.2. Toxicidad del TNT.

El'TNT es un compuesto altamente toxico, por lo que se encuentra
en la lista de los contaminantes mas importantes de la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos. Es mas, los productos derivados provenientes
de sus posibles transformaciones ambientales, incluyendo arylaminas,
arylhidroxiaminas, y productos resultantes de condensaciones como los azoxy- y
azo-compuestos, son igualmente o incluso mas téxicos que el nitroaromatico de
partida (Hawari, ez a/, 1999). Durante la I y II Guerra Mundial, por ejemplo, se
dieron casos de muerte entre trabajadores en fabricas de municién por graves
problemas de anemia e ictericia. Se sabe ademas que la dosis letal (DLso) oral en
ratas es de 1g/kg/dia (NDCEE, 1995), y pruebas de toxicidad como el Mutatox o
de algas verdes han confirmado al TNT como el mas toxico de todos los

explosivos nitroaromaticos (Dodard, ¢z al., 1999; Tadros, et al., 2000).
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Los efectos toxicos y mutagénicos del TNT sobre microorganismos
(Honeycutt, et al, 1996; Spanggord, et al, 1995; Vaatanen, et al, 1997), algas
(Tadros, et al, 2000; Won, 1976), invertebrados (Robidoux, e al, 1999) y
organismos superiores (Banerjee, ef al, 1999; Brooks, et al, 1997; Gong, et al.,
1999; Johnson, ez al., 1994; Liu y Magasanik, 1995; Tchounwou, ez a/, 2001) estan
bien documentados en la literatura cientifica. Aunque los nitroaromaticos pueden
por si mismo producir mutagénesis en el ADN (Spanggord, e7 al., 1982; Styles y
Cross, 1983), su caracter mutagénico se encuentra ligado la proceso de reduccion
del grupo nitro (Rafii, ez al, 1994). En bacterias se ha descrito que el efecto
mutagénico del TNT aumenta al hacerlo la actividad nitroreductasa de la cepa
(Tan, et al., 1992), pero la completa reducciéon del grupo nitro a amino parece
hacer disminuir el efecto mutagénico del explosivo. Sin embargo los intermedios
nitroso e hidroxilamina son las mas reactivos y los ultimos responsables de los
efectos toxicos. Una toxicidad también demostrada de los intermedios
hidroxilaminos de dinitrotoluenos mediante la prueba de Ames (Padda, et al,
2003). En los procesos de reduccion del grupos nitros por transferencia de le, se
generan radicales superéxido que dafian el ADN. Se sabe que la exposiciéon de
TNT a extractos enzimaticos de tejidos de cerebro, rifién o higado en presencia de
NAD(P)H provoca la liberacion de especies reactivas de oxigeno (Zitting, 7 al.,
1982). También se ha descrito la formacién de aductos entre hidroxilaminas
esterificadas y la guanina (Heflich, ez a/, 1985). Ademas, el derivado nitroso
resultante de la reduccién con 2 electrones del grupo nitro puede también
reaccionar con los grupos tiol (-SH) de proteinas o de péptidos celulares como el
glutatién, lo que ha propuesto la formaciéon del semimercaptol y el consiguiente
reagrupamiento que produce sulfinamidas (Savolainen, ez a/, 1985). El estudio del
trasncriptoma en lineas celulares humanas expuestas a TNT demuestra una
activaciéon de numerosos genes implicados en respuesta a dafios celulares, tanto de
proteinas como de ADN (Tchounwou, ¢ al, 2001). Un estudio similar en la
bacteria Stenotrophomonas sp. OK-5 (Ho, et al, 2004) mostré resultados de las
mismas caracteristicas, incluyendo ademads un efecto claro en cuanto a la

regulacion de la sintesis y degradacion de los lipidos de membrana.
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En mamiferos se ha demostrado la reducciéon de la oxihemoglobina por
parte de la hidroxilaminodinitrotolueno para formar ferrihemoglobina vy
nitrosodinitrotolueno. En los eritrocitos de la sangre estas reacciones se
convierten en ciclos futiles ya que el derivado nitroso se volvera a reducir a
hidroxilamina, que reaccionara de nuevo con la oxihemoglobina (Bakhtiar, e a/,
1997; Kiese y Tager, 1976; Liu y Magasanik, 1995; Maroziene, ef al., 2001). Asi,
operarios que trabajaban en instalaciones de produccién y manejo de TNT han
mostrado sintomas de hemotoxicidad, y en su orina se detectaron metabolitos de
reduccion de TNT como hidroxilamina- y aminodinitrotolueno (Coombs y
Schillack, 1998). La reducciéon de grupos nitro en organismos superiores podria
llevarse a cabo a través de la microflora bacteriana del tracto gastrointestinal (Rafii,
et al., 1991; Zacariah y Juchau, 1974).

Por otra parte, la exposicion prolongada al TNT se ha asociado con
enfermedades como la pancytopenia, como resultado de un fallo en la médula
6sea (Amdut, ef al., 1991), hepatitis, dermatitis, y dafios oculares. En este sentido,
se ha comprobado que el TNT induce un tipo caracteristico de cataratas (Tiukina,
1967) cuyo origen se ha propuesto por la actividad NAPDH reductasa del enzima
[-cristalin, presente en la lente ocular, que capaz de transferir un electrén al TNT
y provocando con ello la aparicién de especies reactivas de oxigeno (Kumagai, ez

al., 2000).

3. Metabolismo del TNT.

Aungque los compuestos xenobibdticos nitroaromaticos se consideran como
recalcitrantes, existen numerosos casos descritos en la literatura de metabolismo y
mineralizacion de un numero importante de ellos y que se ha recogido en diversos
trabajos de revision (Crawford, 1995b; Gorontzy, et al, 1993; Higson, 1992;
Kaplan, 1989; Meulenberg y de Bont, 1995; Nishino, ez a/., 2000; Peres y Agathos,
2000; Spain, 1995; Walker y Kaplan, 1992). Sin embargo, la estructura de los
nitroaromaticos hace que, a mayor nimero de sustituyentes nitro presentes en la
molécula, mas complicado resulta su mineralizacién (Rieger y Knackmuss, 1995)
debido al comportamiento mads refractario al metabolismo oxidativo (ver seccioén

2.1. de esta Introduccion). Asi, en el caso del TNT se han descrito muy pocos casos
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de utilizacién del TNT como fuente de carbono y nitrégeno en bacterias. Sin
embargo, se han descrito numerosos procesos bioquimicos y diferentes
transformaciones llevadas a cabo por bacterias, hongos, plantas y organismos
superiores sobre el TNT. De todo ello, y justificado por la importancia de este
compuesto como contaminante, han surgido en la literatura varias revisiones
dedicadas en concreto al metabolismo de este compuesto (Esteve-Nufiez, 2001;
Hawari, ez al, 2000; Heiss y Knackmuss, 2002; Lewis, ez a/, 2004; Rodgers y
Bunce, 2001; Snellinx, e a/., 2002). En esta seccion de la Introduccion se resumira lo
mas destacado de los dltimos afios en cuanto al metabolismo del TNT por parte
de microorganismos.

3.1. Metabolismo aerobio en bacterias.

Aungque el metabolismo oxigenolitico de compuestos nitroaromaticos se ha
demostrado en varios géneros bacterianos, éste se ha limitado a compuestos
mononitro- (Haigler y Spain, 1993; Haigler, e al, 1994b; Hanne, et al., 1993;
Nishino y Spain, 1993; Rhys-Williams, ¢# a/., 1993; Roldan, e al., 1998; Spiess, et al.,
1998) y dinitroaromaticos (Haigler, ez al., 1996; Spanggord, ¢t al., 1991; Suen, et al.,
1996). La peculiar estructura del TNT, comentada anteriormente, impide que sea
sustrato de oxigenasas, por lo que debe ser transformado inicialmente a través de
un metabolismo reductivo.

Las bacterias aerobias tienden a transformar la molécula reduciendo uno o
dos grupos nitro y produciendo diferentes isémeros de hidroxilaminas y aminas
aromaticas que se acumulan en los medios de cultivo. Los intermedios de
reduccion nitroso e hidroxilamina reaccionan entre si, en presencia de oxigeno,
para formar azoxinitrotoluenos recalcitrantes (Haidour y Ramos, 1996). Estas
transformaciones reductivas pueden eliminar el explosivo en un alto grado, pero
no puede considerarse una degradacién completa del nitroaromatico por resultar
toxicos los metabolitos de reduccion generados (Banetjee, ¢ al., 1999; Brooks, ez
al., 1997; Honeycutt, ¢z al., 1996; Johnson, et al., 1994; Spanggord, et al., 1995;
Tadros, et al, 2000), y no ser metabolizados por la mayoria de los
microorganismos que los producen.

Tan sélo en algunas ocasiones se han documentado bacterias capaces de

utilizar al explosivo como fuente de carbono o nitrégeno, e incluso menos
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frecuentes son los casos de mineralizaciéon descritos (ver Tabla 1.2). A

continuacién se revisaran los mecanismos mas interesantes descritos para el

metabolismo aerobio de

bacterias que llevan a cabo transformaciones

significativas de TNT en productos mineralizables por si mismos, o por otros

microorganismos, ademds se ocupara una seccion dentro de este apartado para

describir la enzimologia del TNNT mas interesante descrita hasta la fecha. Las

distintas reacciones se ilustran, al final de este apartado, en la Figura 1.7.

Tabla 1. 2. Microorganismos acrobios que degradan o transforman TNT.

Microorganismo

Pseudomonas sp. 11Bx

Pseudomonas sp. 1-2wt

Pseudomonas

B3468

Pseudomonas sp. FR2

Pseudomonas sp. CBS3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp. clon A

Pseudomonas sp.

fluorescens

Metabolismo
Primera evidencia de mineralizacion
de “C-TNT.
Primera evidencia de mineralizacion
de “C-TNT.
Degradacion de  TNT  hasta
floroglucinol y  pirogalol.  El

nitrégeno del TNT se liberé como

amonio.

Reduccion de TNT a DANT.

Reduccion de TNT a DANT.

TNT como fuente de nitrégeno.
Transformaciéon de TNT en
ADNTs.

Cepa hibrida capaz de utilizar el
TNT como fuente de nitrégeno y
degradar el anillo.

Participacién en un consorcio capaz

de mineralizar hasta un 45% del

Referencia
(Traxler, et al,
1974)

(Traxler, et al.,
1974)
(Naumova, et al.,

1988)

(McCormick, et
al., 1976)
(Schackmann y
Muller, 1991)

(Jones, et  al,

1995)

(Duque, et al,
1993)

(Robertson y
Jjemba, 2005)
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Psendomonas aernginosa MX

Pseudomonas

MAT101

aeruginosa

Pseudomonas savastanoi

Pseudomonas pseudoalealigenes

Pseudomonas fluorescens 1-C

Mycobacterinm vaccae

Mycobacterinm sp. HLANT-
1

Enterobacter sp.

Enterobacter cloacae PB2
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TNT vy utilizarlo como fuente de
carbono y nitrégeno.

Formacién de ADNTs ademids de
productos denigrados DNTs y NTs,
y de la 3,5-dinitroanilina.
Transformaciéon de TNT y ADNTSs
en compuestos de alta polaridad, a
través de un mecanismo
dependiente de oxigeno.
Denitracion de TNT y reduccion
del grupo nitro a amino.

Reduccion  de nitro y

grupo
liberacion de nitrito a partir de 2,4-
dihydroxylamina-6-nitrotolueno.
Una flavoproteina oxidoreductasa,
dependiente de NADPH, cataliza la
transformacién de TNT en NHOH-
DNT, H-TNT y 2H—TNT.

50% de la radioactividad de C-
TNT se incorpord a lipidos.

Células

cultivadas en ANT

transforman TNT en complejos de

Meisenheimet.
Transformaciéon de TNT en
compuestos polares no
identificados, y 3% de
mineralizacidon.

Reduccién de TNT a complejos de
Meisenheimer y  liberacién  de

nitrito.

(Oh, et al., 2003)

(Alvarez, et al,

1995)

(Martin, et al,
1997)
(Fiorella, 1997)

(Pak ef al., 2000)

(Vanderberg, et
al., 1995)

(Vorbeck,
1994)

et al.,

(Bae, ¢t al., 1995)

(French, et al,
1998)
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Enterobacter sp.

Acinetobacter sp.

Klebsiella oxytoca C1

Servatia Marcensens

Stenotrophomonas maltophilia

Bacillus sp.

Bacillus subtilis SK1

Staphylococcus sp.

Rhodococcus erythropolis

Participacion en un consorcio capaz
de mineralizar hasta un 45% del
TNT vy utilizarlo como fuente de
carbono y nitrégeno.

Participacion en un consorcio capaz
de mineralizar hasta un 45% del
TNT vy utilizarlo como fuente de
carbono y nitrégeno.

Denitra el TNT formando 2,4-DNT
y nitrito. Mineraliza hasta un 6% del
TNT.

TNT como tnica fuente de carbono
y energifa en presencia de Tween 80.

TNT como unica fuente de energfa.

Liberacion de nitrito de la molécula
de TNT y transformacién hasta 2-
amino-4-nitrotolueno.

Liberacion de nitrito de la molécula
de TNT.

Liberaciéon de nitrito de la molécula
de TNT y transformacién hasta 2-
amino-4-nitrotolueno.

Células cultivadas en acido picrico,
transforman TNT en complejos de

Meisenheimet.

(Robertson y
Jjemba, 2005)

(Robertson y
Jjemba, 2005)

(Kim, et al., 2002)

(Montpas, e al.,
1997)

(Oh y Kim, 1998)
(Kalafut, e al,
1998)

(Kurinenko, e al.,
2003)

(Kalafut, e al,
1998)
(Vorbeck, et al,
1998)

La primera evidencia de mineralizacion de TNT la obtuvo Traxler y

colaboradores (1974), aunque la cepa de Pseudomonas sp., que utilizaron en sus

experimentos obtuvo niveles muy bajos de mineralizacién (0,25%) del explosivo.

Estos bajos niveles se atribuyeron a la fijacion heterotréfica de CO2 por parte de

la bacteria.
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En el grupo de Degradacion de Toéxicos Organicos de Granada, se aisld
una cepa de Pseudomonas del suelo de una fabrica de explosivos (Unién Espafiola
de Explosivos, Burgos) por su capacidad de utilizar TNT como unica fuente de
nitrégeno. La acumulacién de nitrito y de metabolitos con pérdida de grupos nitro
(2,4-;  2,6-dinitrotolueno, 2-nitrotolueno y tolueno) sugiri6 la eliminacion
secuencial de los grupos nitro en forma de nitrito; éste serfa reducido a amonio
que se incorporaria a los esqueletos carbonados por la accién de la glutamina
sintetasa. Mediante el uso de cultivos continuos, y con TNT como factor limitante
del crecimiento, se obtuvo una cepa derivada que mostraba una mayor eficacia en
la degradacion del explosivo. La ruta catabdlica de esta cepa se expandié tras
transferitle el plasmido TOL pWWO0-Km, que permitié a la nueva cepa hibrida
(clon A), utilizar la molécula de TNT como fuente de carbono y nitrégeno. Estos
estudios representaron el primer caso de expansion vertical de una ruta catabodlica
de TNT, en el que la maquinaria enzimatica del clon A para la eliminaciéon de los
grupos nitro se combiné con las enzimas para mineralizar tolueno codificadas por
el plasmido TOL. La cepa hibrida degradaba el 50% del explosivo, mientras que el
resto aparecia en forma de compuestos reducidos y azoxitetranitrotoluenos
(Ramos, ¢t al., 1995).

En el mecanismo de eliminacion de los grupos nitro se sugiri6 la formacion
de complejos de Meisenheimer (Haidour A., 1996). Este tipo de complejos ha sido
descrito por otros autores por participar en el metabolismo bacteriano de
polinitroaromaticos (French, ez al, 1998; Knackmuss, 1996; Vorbeck, ez al, 1998).
Lenke y colaboradores (Lenke y Knackmuss, 1992) aislaron una cepa de
Rhodococcus erythropolis capaz de usar 2,4,6-trinitrofenol (acido picrico) como fuente
de nitrégeno tras un ataque reductivo a través de un ion hidruro. Estas
hidrogenaciones sobre el anillo del TNT ( H-TNT y 2H-TNT) se han observado
en dos especies que no pueden utilizar el TNT como fuente de nitrégeno: la cepa
de Rhodococcus erythropolis, mencionada anteriormente, y una degradadora de 4-
nitrotolueno, Mpycobacterium sp. las primeras observaciones mostraron la
eliminacién del nitrito del TNT mediante suspensiones celulares de Mycobacterium
sp. (Votbeck, et al., 1994); pero resultados posteriores (Vorbeck ez al, 1998),

muestran que, a diferencia del complejo H-acido picrico, el complejo H-TNT no
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soporto eliminacion de nitrito ni rearomatizacién en condiciones fisiologicas, sino
un segundo paso de hidrogenacion del anillo (2ZH-TNT) que se acumulaba en el
sobrenadante de los cultivos. Los autores propusieron que, al menos en estas
cepas, la formacion de este tipo de complejos podria ser improductiva en el
metabolismo de TNT. Por el contrario, Haidour y Ramos (1996) demostraron la
formaciéon i vitro de 2,4-dinitrotolueno a partir del complejo H-TNT. La
eliminacién de grupos nitro para formar el dinitrotolueno correspondiente serfa
deseable, ya que se ha descrito una cepa de Pseudomonas sp. capaz de metabolizar
este nitroaromatico, a través de dioxigenasas, para producir 4-metil-5-nitrocatecol,
que tras sufrir una oxidacién y la eliminacion de nitrito, (Haigler, e al, 1994a;
Spanggord, ¢t al., 1991) se mineraliza. El ataque reductivo sobre el anillo aromatico
de TNT también ha sido propuesto por French y colaboradores (1998), mediante
la purificacion de una pentaeritriol tetranitrato reductasa (PETN reductasa)
procedente de una cepa de Ewnterobacter cloacae. Reacciones de este tipo se han
descrito con otras enzimas purificadas pertenecientes a la misma familia de
proteinas que la PETN reductasa (ver seccion 3.1.1. de esta Introduccion).

Otros autores también han mostrado denitraciéon de TNT (Martin, ef a/,
1997, Kim, et al., 2002; Ho, et al., 2003) con cepas de Pseudomonas. Martin y
colaboradores describieron una cepa de P. savastanoi capaz de transformar TNT en
2,4-DNT con eliminacién de nitrito. Los autores describieron como el proceso se
vefa potenciado por la adicion de nitrito e inhibido por amonio y glucosa.
Mientras, P. aeruginosa MX parece mostrar mas capacidad a la hora de denitrar
TNT, llegando a formar dinitrotolueno, mononitrotolueno, y 3,5-dinitroanilina.
Kim y colaboradores (2002) han descrito una cepa de Klebsiella oxytoca que también
muestra capacidad de denitrar TNT y producir 2,4-DNT vy nitrito. Los autores
muestran una mineralizacién del 6% del *C-TNT, aunque estos datos son tras 77
dias de cultivo.

Otro mecanismo propuesto (Kalafut ez a/, 1998) esta basado en la
transformacién de TNT en 2-amino-4-nitrotolueno; este metabolito se detectd en
cultivos de tres cepas bacterianas diferentes (Pseudomonas aernginosa, Bacillus sp. y
Staphylococeus sp.), y su estructura presenta dos carbonos adyacentes no sustituidos

que lo hacen posible sustrato de dioxigenasas.
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La transformacién de TNT en productos de mayor polaridad ha sido
descrita por Bae y colaboradores (1995). Los autores encontraron un 3% de
mineralizacion junto a una conversion del 80% en productos polares sin
identificar por parte de una cepa de Enterobacter sp. Los cambios sobre la molécula
de TNT que incrementen su polaridad pueden indicar reacciones de hidroxilacién
o de apertura del anillo, que conducirfan a la formacién de compuestos mas
facilmente degradables. La identificaciéon de estos compuestos es necesatia, por si
pudieran constituir, por si mismos, sustratos para rutas catabolicas de otros
microorganismos.

Vanderberg y colaboradores (1995) describieron una cepa de Mycobacterinm
vaccae por su capacidad de metabolizar TNT, en presencia de propano como
fuente de carbono y energia. Aunque no se detecté mineralizacion del
nitroaromatico, una parte importante de la radioactividad asociada al anillo de *C-
TNT (50%) se incorporé a la fracciéon de lipidos polares de la célula, lo que
supuso la apertura del anillo. Se desconoce sin embarog el proceso de ruptura del
anillo en esta cepa. Como subproductos del metabolismo del TNT, se ha
detectado el 4acido 4-aminodinitrobenzoico y el 24-diaminonitrobencilmetil eter;
los autores sugieren la O-metilacion sobre el alcohol bencilico como un
mecanismo de detoxificacion.

Como se describi6 en la seccion 2.1 esta Introduccion, la reduccion parcial de
nitroaromaticos a derivados hidroxilamina ha sido identificada como una reaccioén
clave en muchas rutas catabolicas (Nishino, ez a/, 2000). Fiorella y Spain, (1997)
propusieron un mecanismo de reducciéon parcial de TNT usando suspensiones
celulares y extractos libres de células de una cepa de Pseudomonas alcaligenes
cultivada en medios con nitrobenzeno. Los autores identificaron los metabolitos
2-hidroxilamina-4,6-dinitrotolueno y  2,4-dihidroxi-6-nitrotolueno; el dltimo
derivado parece descomponerse en presencia de oxigeno para dar un producto de
color amarillo y estructura desconocida. El mecanismo no se conoce, pero los
autores sugieren una eliminacién de nitrito, al detectarse pequefias
concentraciones de este anion en los ensayos. Vorbeck y colaboradores (1998)
también sugirieron que las hidroxilaminas aromaticas puedan ser intermedios clave

en la eliminacién del nitrégeno del TNT. Los autores utilizaron dos bacterias,
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aisladas por su capacidad de utilizar TNT como fuente de nitrégeno, para
determinar la posible reduccién del anillo aromatico o la liberaciéon de nitrito.
Ninguna de las reacciones tuvo lugar, pero si la acumulaciéon de 2- y 4-
hidroxilaminadinitrotolueno junto a un compuesto de mayor polaridad no
identificado. Los autores sugirieron que estas cepas podrian utilizar el nitrégeno
del TNT a través de un metabolismo reductivo de los grupos nitro. El paso
metabodlico en el que el nitrégeno se hace disponible para la bacteria no esta
resuelto, aunque los autores sugieron al amonio como posible producto de la
reacciéon. Por el momento, esta ultima hipétesis, junto a la formacién de
complejos de Meisenheimer, parecen ser los mecanismos aerobios que las

bacterias usan para la degradacion de TNT.
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Figura 1.7. Mecanismos propuestos para el metabolismo aerobio bacteriano de TNT. Figura adaptada de
Esteve-Nufiez, 2000.

El metabolismo reductivo sobre el TNT, ampliamente extendido sobre las
bacterias, produce grandes cantidades de aminas aromaticas que de forma general
se acumulan. Tan sélo algunos estudios examinan el metabolismo aerobio de este
tipo de compuestos (Alvarez, et al., 1995; Gilcrease y Murphy, 1995; Johnson, ez
al., 2001; Naumova, ef al., 1988).

Los estudios de Naumova y colaboradores (1988) mostraron cémo
extractos libres de células de  Pseudomonas  fluorescens, cultivadas en
diaminonitrotolueno como fuente de nitrégeno, fueron capaces de transformar
esta amina aromatica en floroglucinol y pirogalol; también se eliminé un 30% del
nitrégeno del anillo en forma de amonio. Al detectar actividades enzimadticas de
apertura del anillo aromatico, los investigadores postularon la mineralizacion del
derivado DANT, pero este microorganismo no fue capaz de utilizar DANT como

unica fuente de carbono energfa. Gilcrease y Murphy (1995) observaron en
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cambio una transformacion de Pseudomonas fluorecens del 2,4-DNT hasta 4-N-
acetylamino-2-amino-6-nitrotolueno  (4-N-AcANT), proponiéndolo como un
sistema de detoxificacién del compuesto por parte de la bacteria. Alvarez y
colaboradores (1995) describieron una cepa de Pseudomonas aeruginosa que
transformaba ADNT hasta un compuesto de alta polaridad no extraible del medio
acuoso mediante disolventes organicos. La posibilidad de que estas aminas sean
metabolizadas por oxigensas la comprobaron Johnson y colaboradores (2001),
utilizando con éxito tres oxigensas distintas sobrexpresadas en FE. cw/. Los
resultados mostraron que los productos de las reacciones dependian del enzima
utilizada, asi, la nitrobenzeno dioxigenasa de Comanwonas sp. JS765 (Parales, et al.,
1997) transformaba el 2ADNT a un producto de oxidacién del metilo, el 2-amino-
4,6-dinitro-benzil alcohol, y el 4ADNT en el compuesto hidroxilado 3-amino-6-
metil-5-nitrocatecol con la salida de una molécula de nitrito. Mientras, la 2.4-DNT
dioxigenasa de las cepas Pseudomonas putida DN'T (Spanggord, et al., 1991; Suen y
Spain, 1993) y Burkboldelia cepacia R34 (Johnson, et al., 2000) transformaban,
aunque con distinta eficiencia, el 2ADNT al producto hidroxilado 3-amino-4-
metil-5-nitrocatecol y nitrito. Ninguna de las dos transformé el 4ADNT. Todo
ello abre multiples vias alternativas de transformacién de las aminas aromaticas.
Por ultimo, recientemente se han aislado dos consorcios cuyas capacidades
degradadoras de TNT son prometedoras. Popesku y colaboradores describen en
dos trabajos recientes (Popesku, ez al., 2003, 2004) el aislamiento y caracterizacién
de un enriquecimiento desde un cultivo mantenido en presencia de crudo de
petréleo capaz de crecer en TNT como fuente de carbono y nitrégeno y cuyo
producto mas interesante de la reaccion es el 2,6-DNT cometabolizando el TNT
en presencia de glucosa, sin embargo, no se sabe qué cepas forman el consorcio ni
cual de ellas es responsable de cada proceso. Por otra parte, Robertson y Jjemba
(2005) han aislado un consorcio aislado de un sedimento altamente contaminado
con TNT formado por tres cepas, Pseundomonas sp., Enterobacter sp. y Acinetobacter
sp., capaz de crecer con TNT como fuente de carbono y nitrégeno, y que en
cultivos con suelo contaminado con TNT, mineraliza hasta un 45% de “C-TNT
utilizado. El efecto mas importante parece llevarlo a cabo la Enterobacter sp., capaz

de mineralizar por si sola un 25% del *C-TNT total.
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3.1.1. Enzimologia del TNT en bacterias aerobias.

Los estudios mas recientes sobre el metabolismo del TNT se han
concentrado en parte en la caracterizaciéon de dos familias de enzimas; la familia de
enzimas OYE (de Old Yellow Enzime) y la familia de Nitroreductasas clasicas,
cuya importancia en cuanto al metabolismo del TNT en bacterias reside en que
ambas llevan a cabo las transformaciones iniciales del TNT en numerosos
microorganismos de los descritos.

La familia de proteinas OYE, denominada asi por la primera enzima de
esta familia identificada (Warburg y Christian, 1932), se caracteriza por ser
reductasas de ésteres de nitrato, como la trinitroglicerina (GTN) o el pentaeritritol
tetranitrato (PETN), llevando a cabo una rotura del enlace para dar nitrito y al
derivado alcohol (Blehert, e# al., 1997; French, et al.; Marshall, ez al., 2004; Snape, ef
al.; Williams y Bruce, 2000). Son flavoproteinas oxidoreductasas homélogas que
utilizan NADPH como agente reductor y flavin mononucleétido (FMN) como
cofactor unido de manera no covalente al enzima (Williams y Bruce, 2000, 2002).
La primera descripcion de un enzima de la familia OYE capaz de metabolizar el
TNT la realizaron French y colaboradores (1998), los cuales observaron que la
enzima Pentaeritritol reductasa (PETN reductasa) de Enterobacter cloacae PB2
(French, e al., 1996) utilizaba TN'T como sustrato, reduciéndolo hasta el complejo
de Meisenheimer H-TNT, utilizando NADPH como donador de iones hidruro, y
liberando nitrito. La enzima también mostré tener actividad nitroreductasa al
detectarse hidroxilamino- y aminodinitrotolueno como productos colaterales de la
reaccién. El gen que codifica este enzima, designado como onr (organic nitrate
reductase) se cloné y sobreexpresé en E. o/ , donde llevé a cabo la misma
reaccion. Fste constituy6 el primer estudio sobre la liberaciéon de nitrégeno de la
molécula de TNT a través del ataque reductivo de su anillo aromatico, por parte
de una enzima purificada. La proteina XenB (del inglés xenobiotic reductase) de
Psendomonas fluorecens 1-C, aislada por ser capaz de metabolizar el GTN (Blehert, ez
al., 1999), puede llevar a cabo un ataque reductivo del anillo del TNT similar al de
PETN reductasa, con la consiguiente formaciéon de complejo de Meisenheimer
(Pak, et al., 2000). Los analisis zz vitro con esta proteina purificada mostraron

denitraciéon del TNT, ademas de la formacion de 4-HADNT y del producto

28



Introduccion

doblemente reducido 2H-TNT. Sin embargo, el mecanismo de salida del nitrito
tras la reduccién del anillo propuesto por los autores se basa en una condensacion
del 2H-TNT con el 4-HADNT cuya inestabilidad provocaria la liberaciéon de una
molécula de nitrito.

El interés mostrado por la familia OYE se demuestra con los diversas
estructuras de cristales de proteinas resueltas: morfinona reductasa de P. putida
(Barna, et al, 2002), OYE de S. carisbergensis (Fox y Karplus, 1994), 12-
oxofitodienoato reductasa de Lycopersicon esculentum (Breithaupt, ez al., 2001), XenB
de P. fluorecens (Orville, et al., 2004a), XenA de P. putida (Orville, et al., 2004b), y la
PETN reductasa de Enterobacter cloacae (Barna, et al., 2001; Khan, e al., 2002). De
ella se deduce una estructura comin en forma de barril formado por 8 hojas §3
rodeadas por 8 hélices . El FMN se une en la parte superior del barril, con una

cara de la flavina accesible al sutrato.

Fig. 1.8. (Pagina anterior). Estructura tridimensional de la protefna OYE oxidada con el ligando p-
hidroxibenzaldehido. Las flechas indican las hojas plegadas B, y los cilindros verdes muestran las hélices 3.
El FMN aparece en gris junto con el sustrato (amarillo).

El mecanismo de la adicién de iones hidruro al anillo aromatico se ha
estudiado usando la PETN reductasa (Khan, ¢ 4/, 2004; Khan, ef al., 2002). Los
autores mostraron una reacciéon que comienza con la unién del NADPH al
enzima para formar un complejo intermedio cargado NADPH-enzima del que se

transfiere el hidruro desde la nicotinamida al grupo FMN. La oxidaciéon de la
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flavina por el sustrato aromatico es cinéticamente indistinguible de la formacion
del complejo de Meisenheimer, lo cual esta en consistencia con un mecanismo de
ataque nucleofilico por hidruros desde el atomo N5 de la flavina al nucleo
aromatico del sustrato. La estructura del cristal del complejo enzima oxidado
unido a TNT concuerda con una transferencia directa desde la flavina reducida al
TNT.

Recientemente Williams y colaboradores han comparado las propiedades
bioquimicas de algunas de las proteinas caracterizadas de esta familia con respecto
a sus capacidades de transformar TN'T z vitro (Williams, e al., 2004). Las proteinas
utilizadas para el estudio fueron la PETN reductasa de Ewnterobacter cloacae PB2
(French, ez al., 1990), y una proteina homologa de la cepa Enterobacter cloacae ATCC
13047, NemA de Escherichia coli (Miura, et al., 1997), la morfinona reductasa de
Pseudomonas putida M10 (French y Bruce, 1995), y la OYE de la levadura
Saccharomyces carlsbergensis (Saito, et al., 1991). Por un lado, todas ellas redujeron los
grupos nitro hasta 24-DHANT como compuesto mayoritario y, en una
proporciéon del 4% del TNT, los isémeros 2- y 4-ADNT. Sin embargo su
capacidad metabdlica vari6 en cuanto a la sintesis del complejo de Meisenheimer,
que se produjo mayormente en las reacciones catalizadas por las PETN reductasas
y NemA. El di-Meisenheimer, solo se observé en preparaciones con las PETN
reductasa. Este di-Meisenheimer, considerado segin Vorbeck y colaboradores
(1998) como un producto que no se metabolizaba, desaparecia progresivamente
por una reacciéon dependiente del enzima hacia compuestos mas polares no
identificados. Esta reaccion no necesitaba la presencia de HADNT, lo cual supone
un mecanismo de eliminacién del di-Meisenheimer distinto al propuesto por Pak y
colaboradores (2000). Por otra parte, tanto NemA como las PETN reductasas
mostraron una gran produccion de nitrito. Las enzimas OYE y morfinona
reductasa en cambio, no denitraron el TNT.

Acerca de las proteinas nitroreductasas, se han descrito numerosos casos
de enzimas de éste tipo, capaces de reducir el a hidroxilamina el grupo nitro de los
nitroaromaticos mediante cesiones consecutivas de dos electrones (se clasifican
entonces como insensibles a oxigeno, ver seccion 2.1 de esta Introduccion), y que

estan presentes en numerosos microorganismos (ver Tabla 1.3.). La mayoria se
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han descrito por ser responsables de la reducciéon de grupos nitro de compuestos
xenobidticos, sin tener otra funcién celular aparente. Las primeras enzimas de esta
familia se aislaron en Escherichia coli por ser las responsables de la reduccion del
agente antimicrobiano nitrofurazona (Bryant, ez al, 1981), estando por tanto
implicadas en la activaciéon de esta prodroga. Ciertas enzimas nitroreductasas se
han identificado en rutas de degradacion de compuestos nitroaromaticos, como el
2,4-dinitrofenol (Blasco y Castillo, 1993), nitrobenzeno (Park y Kim, 2000;
Somerville, et al, 1995a) o 4-nitrobenzoato (Hughes y Williams, 2001). Sin
embargo, la mayorfa parecen reducir los nitroaromaticos de manera inespecifica,
aunque no se conoce su funciéon verdadera dentro de la célula. Las mejor
representadas en cuando a distribuciéon entre bacterias y casos descritos
pertenecen a una misma familia de proteinas bacterianas, llamada de
“Nitroreductasas Clasicas” (el numero de acceso de esta familia en la base de
datos “Pfam” es el Pf00881), que se caracterizan por ser flavoproteinas, con flavin
mononucleétido (FMN) como grupo prostético, dependientes de NAD(P)H
como donador de electrones, insensibles a oxigeno (de tipo I), con un peso
aproximado a 23-28 kDa y cuya estructura cuaternaria suele ser un homodimero.
El mecanismo de reduccion del sustrato es por Bi-Bi ping-pong.

La capacidad de reducir el TNT hasta 4-HADNT de esta familia de
proteinas esta bien documentado (Bryant y DeLuca, 1991; Kitts, ez a/., 2000; Oh, ez
al., 2001; Riefler y Smets, 2002; Sarlauskas, ez al, 2004). Kitts y colaboradores
(2000) observaron por ejemplo que, al clonar la proteina Ntr de E. cloacae en E.
coli, se observaba un incremento de la reduccion del TNT en la cepa de E. co/,
sugiriendo ademas que estas proteinas son las responsables de la reduccién del

explosivo en Enterobacteraceas.

Tabla 1.2. Enzimas nitroreductasas descritas en microorganismos.

Nitroreductasa Microorganismo Referencia
NifsA Escherichia coli (Zenno, et al., 1996b)
NisB Escherichia coli (Zenno, et al., 1996a)
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SnrA

Nin

Ntr

RdxA

FrxA

TNT-nitroreductasa

Nitrofenol

reductasa

Nitrobenzeno

reductasa

PnbA
NbzA
Frp
FRasel

NOX

Salmonella enterica serovar
Typhimurium
Salmonella enterica serovar

Typhimurium

Enterobacter cloacae 96-3

Helycobacter pylori

Helycobacter pylori

Psendomonas aernginosa MX

Rhodobacter capsulatus E1F1

Pseudomonas psendoalealigensis

]545

Pseudomonas putida TW 3
Pseudomonas putida HS12
Vibrio harveyi
Vibrio fischeri

Thermus thermophilus HB8

(Nokhbeh, 2002)

(Watanabe, ¢z al., 1990)

(Bryant y DeLuca, 1991;
Bryant, ez al., 1991)

(Goodwin, ef al., 1998)

(Jeong, et al., 2001)

(Oh, et al., 2001)

(Blasco y Castillo, 1993)

(Somerville, e al., 1995a)

(Hughes y Williams, 2001a)
(Park y Kim, 2000)
(Lei, et al., 1994)
(Zenno, et al., 1994)

(Park, ez al., 1992)

Cabe destacar que el espectro de sustratos de estas enzimas es muy variado.

Proteinas como NfsA de E. coli (Zenno, et al, 1996b), 6 Ntr de E. cloacae,

muestran un rango amplio de sustratos nitroaromaticos, aunque en el caso de la
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proteina Ntr se ha comprobado que el TNT es el de mayor afinidad (Bryant y
DeLuca, 1991). Estos autores observaron ademads un incremento de la proteina
Ntr en la cepa Enterobacter cloacae 96-3 en presencia de TNT. Esta cepa se aislé de
zonas contaminadas con el explosivo, lo cual indica una adaptaciéon de la bacteria
para una mejor utilizacién de las propiedades metabodlicas de esta proteina en
cuanto a la transformacion del TNT.

Se ha comprobado que la proteina NfsB de Escherichia coli es capaz de
redudir el explosivo CL-20 (Bhushan, ez /., 2004) mediante la transferencia de un
solo electron, con ello la molécula se desestabiliza hasta romperse, liberando tanto
nitrito como 6xido nitroso y amonio, acido féormico y glioxilal. NfsA y NfsB
pueden, a su vez, llevar a cabo la reducciéon de compuestos azo mediada por la 2-
hidroxi-1,4-naftoquinona en condiciones anaerobias (Rau y Stolz, 2003). Las
capacidades reductoras de estas proteinas se extiende mas alld de los compuestos
organicos, y por ejemplo, recientemente se ha comprobado que pueden funcionar
como cromato reductasas (Kwak, 2003). Normalmente, la reducciéon del cromato
es muy toxica debido a que ésta sucede mediante la cesién de un electron que
acaba provocando numerosas especies reactivas de oxigeno (Lefebvre y Pezerat,
1992). En cambio, se ha comprobado que la reducciéon del cromato por NfsA
provoca menos especies reactivas de oxigenos, lo cual sugiere una cesion de dos
electrones a la molécula (Acketley, ¢z al., 2004).

La capacidad de transformar el TNT por parte de estas enzimas se ha
utilizado para crear plantas transgénicas de tabaco con el gen n#r de E. cloacae
(Hannink, ef a/., 2001). En ellas se ha observado una tolerancia mayor de la planta
al TNT y un incremento de la absorcién del compuesto por parte de ésta (ver

seccion 4 de esta Introduccion).

3.2. Metabolismo anaerobio en bacterias.

Los procesos anaerobios presentan la ventaja potencial de permitir una
reduccion rapida a bajo potencial redox, minimizando asi las reacciones de
polimerizacién debidas al oxigeno. Por esta razén, los sistemas anaerobios para la

degradaciéon de TNT se han estudiado con el objeto de conseguir reducciones
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eficientes vy, evitar con ello, la formacion de azoxitetranitrotoluenos (Hadetlein y
Schwarzenbach, 1995; Haidour y Ramos, 1990).

La primera evidencia sobre el metabolismo anaerobio de TNT por
bacterias se observé en [Veionella alkalescens (McCormick, et al., 1976), que en
suspensiones celulares y extractos libres de células reducia TNT hasta
triaminotolueno (T'AT), utilizando Hz como donador de electrones.

La posibilidad de reducir el TNT completamente hasta TAT tan sélo en
anaerobiosis debido al potencial redox tan negativo que requiere esta reaccion, se
ha considerado como la reaccién mas interesante en estas condiciones y por tanto
la mayorfa de las publicaciones han mostrado la reduccion a TAT como el proceso
clave del metabolismo anaerobio de TNT (Drzyzga, et al, 1998; Ederet, et al,
1997; Funk, et al; Preuss, et al, 1993). Los principales mecanismos de
transformaciéon de TNT en condiciones anodxicas se recogen, al final de este
apartado, en la Figura 1.9.

Dos han sido los géneros bacterianos mas ampliamente estudiados, por sus
capacidades metabodlicas sobre el explosivo TNT, en condiciones anoéxicas:

Clostridium sp. y Desulfovibrio sp. Las principales cepas descritas aparecen recogidas

en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Microorganismos que degradan o transforman TNT en condiciones anodxicas.

Microorganismos Metabolismo Referencias
Veillonella alkalescens Reduccion de TNT a TAT. (McCormick, et al.,
19706)
Clostridium pasteariann Reduccion de TNT a TAT. (McCormick, et al.,
19706)
Desulfovibrio sp. cepa B TNT como fuente de (Boopathy y Kulpa,
nitrégeno; tolueno como 1992)
intermedio.
Desufovibrio sp. TNT como unica fuente de (Preuss, et al., 1993)

nitrégeno;  reduccién  de

TNT a TAT.

34



Introduccion

Desulfovibrio sp.

Methanococcus sp. cepa B

Clostridium bifermentans

CYS-1

Clostridium bifermentans

LJP-1

Clostridium sordelii

Clostridinm acetobutylicum

Clostridinm acetobutylicum

Escherichia coli

Lactobacillus

Pseudomonas

JLR11

putida

Transformacion de TNT en
TAT y DANT. El 42% de la
radioactividad del ™C-TNT
se encontr6 asociada a
material celular.

Reduccion de TNT a
DANT.
Degradacion de  TNT a
compuestos alifaticos
polares via 4-ADNT y 2,4-
DANT.

Reduccién de TNT a TAT,
derivado acetilado del TAT
y productos fendlicos.

Reduccion de TNT a TAT
Reduccion de TNT a TAT

Reducciéon de TNT hasta
24-DHANT y posterior

reagrupamiento de
Bamberger.

Reduccion de TNT a
DANT.

Reduccion de TNT a
DANT.

Asimilacién del 85% del N-
TNT para sintesis de
material celular, y utilizacion
de TNT como dltimo
aceptor de electrones en una

cadena respiratoria.

(Drzyzga, et al.,
1998)

(Boopathy y Kulpa,
1994)
(Shim y Crawford,
1995)

(Lewis, ¢f al., 1996)

(Ederert, et al., 1997)

(Ederert, et al., 1997)

(Hughes, ez al,

1998b)

(Ederet, et al., 1997)

(Ederert, et al., 1997)

(Esteve-Nunez, et

al., 2000; Esteve-

Nufiez y Ramos,

1998)
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Ederer y colaboradores (1997) compararon la capacidad de reducir el TN'T
por el género Clostridium , que sin previa aclimatacion de la cepa lo reducia hasta
TAT, con respecto a enterobacteraceas (E. coli y Salmonella thyminurium) y Lactobacilli
(L. acidophilus, L. casei y L. lactis), las cuales no redujeron el TNT mas alld del
DANT. Segun estos experimentos, la facilidad que tiene Clostridium para reducir el
TNT completamente parece determinado por reacciones inespecificas asociadas a
funciones metabolicas expresadas constitutivamente en las cepas de Clostridinm.

Se ha analizado por tanto la participacién de posibles proteinas que puedan
actuar como nitroreductasas en Clostridium. Debido al metabolismo fermentativo
de este género, hace que posea enzimas con capacidad de reducir posibles
moléculas aceptoras de electrones de muy bajo potencial redox (también llamados
“enzimas reductores de ferredoxinas”) de manera que se permitan transferencia de
electrones a potenciales cercanos al electrodo de hidrogeno (Ahmad y Hughes,
2000).

Fueron McCormick y colaboradores (1976) quienes propusieron primer
lugar el posible papel de enzimas hidrogenasas asociadas a ferredoxinas en la
reduccion del TNT. Estos estudios se corroboraron posteriormente en Clostridium
acetobutylicum, cepa que presentaba mayores rendimientos de transformaciéon de
TNT y sus amino derivados, en la fase metabdlica acidogénica. Los autores de este
trabajo observaron ademas la necesidad de Ha para poder llevar a cabo
reducciones de TNT en extractos crudos, lo cual indica un papel de la actividad
hidrogenasa en la reducciéon del TNT (Khan, e a/., 1997).

Hughes y colaboradores (1998) mostraron un reagrupamiento de
Bamberger  (ver apartado 3.1 de esta  Infroduccion)  sobre  un
dihidroxilaminadintrotolueno, con la formacion de 5-hidroxi-2-amino-4,6-
dinitrotolueno. La reaccién se detect6 en extractos libres de células de Clostridium
acetobutylicum incubados en condiciones anodxicas. Huang y colaboradores (2000)
detectaron este tipo de productos por la accidn catalitica de la CO deshidrogenasa
de Clostridinm thermoaceticumm (CODH) sobre TNT, en ausencia de transportadores
de electrones adicionales (ferredoxina, metilviologeno). Esta enzima transformaria
el TNT en: 2-hidroxilamino-4,6-dinitrotolueno, 4-hidroxilamina-2,4-

dinitrotolueno, 2,4-dihidroxi-6-nitrotolueno y como productos de la reagrupacion
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el 4-amino-6-hidroxilamina-3-metil-2-nitrofenol y el 6-amino-4-hidroxilamino-3-
metil-2-nitrofenol. Aunque este mecanismo ya se ha descrito, anteriormente, para
el hidroxilaminobenzeno (Nishino y Spain, 1993), no se habia detectado antes
para derivados del TNT. Se desconoce si podria estar implicado en un
metabolismo que condujera a la degradaciéon del compuesto, o si constituye una
reaccién aislada. Cabe sefialar que Preuss y colaboradores (1993) habian estudiado
anteriormente la actividad reductasa de la CODH de C. thermoaceticum sobre el 2.4-
diaminonitrotolueno, cuyo producto final de la reaccidon fue el 2,4-diamino-6-
hidroxiaminonitrotolueno.

Recientemente se ha aislado y caracterizado la Fe-hidrogenasa responsable
de la reducciéon de TNT en Clostridium acetobutylicumm mediante un proceso de
purificaciéon y seguimiento de la actividad TNT-nitroreductasa en extractos
celulares (Watrous, ez al., 2003). El enzima purificado fue capaz de reducir el TNT
de manera secuancial formando 4-HADNT y 2-HADNT, seguido de 24-
DHANT vy finalmente un reagrupamiento tipo Bamberger, lo que confirma lo
visto con anterioridad en extractos celulares y por el enzima CODH de C.
thermoaceticum (Huang, et al., 2000; Hughes, ¢t al., 1998a; Hughes, ef al., 1998b).

Es interesante que los ensayos con enzimas purificadas o en extractos, no
mostraron la reduccion total a TAT observada previamente en cultivos de la
misma cepa (Ederer, ez al, 1997), lo que parece indicar la necesidad de otros
factores para la completa reduccién del TNT, ya sean bioldgicos (otros enzimas u
otros transportadores de electrones) o ambientales (condiciones de cultivos).

El TAT resulta ser el metabolito generado por Clostridium y Desulfovibrio en
la reduccién de TNT, por lo que la degradacién completa del explosivo bajo
condiciones anaerobias supone la eliminacién de los grupos amino del TAT. En
una atmoésfera aerobia, la molécula resulta inestable siendo susceptible de
oxidacion y polimerizacion. La estabilidad de la molécula depende del pH del
medio; asi, en condiciones acidas, (pH<1) el TAT se desamina y convierte en
productos de estructura desconocida (Preuss y Rieger, 1995). Fsto hace que la
transformacion biolégica de TAT sélo sea posible en condiciones de pH proximas

a la neutralidad.
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El grupo de Crawford, en la Universidad de Idaho, ha centrado sus
investigaciones en el estudio de las transformaciones cometabodlicas de TNT por
parte de cepas del género Clostridium. Las cepas fueron aisladas de un bioreactor
que durante varios afios se alimenté de una mezcla de explosivos (TNT, RDX y
HMX) como fuente de carbono, nitrégeno y energfa (Crawford, 1995a).

En cultivos de Clostridium bifermentans, el TAT se detecté como producto
final, junto a otros productos metabolicos resultante de su hidrolisis (Lewis ez a/,
1996). La adicién de un cosustrato, que proporcionase el poder reductor, era una
condicién necesaria para obtener una degradacién significativa del explosivo.

Funk y colaboradores (1993) estudiaron la transformacion de TNT en
sistemas anaerobios utilizando cultivos mixtos de Clostridinm sp. procedentes de
suelo y fangos activados. En los sobrenadantes de estos cultivos, se detect6 la
presencia de TAT y de aromaticos que habfan perdido los sustituyentes con
nitrégeno: metilfloroglucinol y p-cresol. Estos estudios se aplicaron en un proceso
de biorecuperacion ex sitn de suelo contaminado con TNT, que se tratara mas
ampliamente en la seccién 4 de esta Introduccion. El origen del p-cresol desde el
TNT se ha puesto en duda, y Shen y colaboradores propusieron que éste puede
tener su origen en el catabolismo de ciertos aminoacidos aromaticos (Shen, e al.,
2000).

El género Desulfovibrio se ha estudiado ampliamente por su capacidad de
metabolizar TNT en condiciones respiratorias de sulfato. Boopathy y Kulpa
(1992) aislaron una cepa denominada Desulfovibrio sp. strain B, por su capacidad de
utilizar TNT como tnica fuente de nitrégeno. Los autores propusieron una
reduccion de los grupo nitro hasta la formaciéon de TAT, que sufrirfa una
desaminacion reductiva a través de un metabolismo andlogo al descrito para el
aminotolueno (anilina) (Schenll y Schink, 1992). La hipotesis resulta un tanto
preliminar ya que, pese a detectarse tolueno, los autores nunca presentaron
evidencias de la presencia de TAT.

Preuss y colaboradores (1993) aislaron un cultivo de puro de Desulfovibrio
sp. pot su capacidad de utilizar TNT como fuente de nitrégeno y piruvato como
fuente de carbono y energfa. Una suspension celular de esta bacteria catalizé la

reduccion completa de TNT a TAT, en ausencia de agentes reductores. Los
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autores sugirieron que la reduccién de DANT a TAT constituia el paso limitante
del proceso global. La inhibicién de la reduccion de DANT por parte del
monoxido de carbono (CO) hizo plantear a los autores que fuera la sulfito
reductasa la responsable de la produccién de TAT, ya que se conoce la inhibicién
que el CO ejerce sobre esta enzima.

Drzyzga y colaboradores (1998) realizaron ensayos de biotransformacion
de “C-TNT por cepas de Desulfovibrio sp.; el explosivo no se mineralizé, pero el
42% de la radioactividad inicial se encontré asociada al material celular. Los
metabolitos TAT y DANT se detectaron en los medios de ensayo.

Por otra parte, resultados posteriores han cuestionado el papel del TAT
como metabolito clave en la degradacién aerobia de TNT (Hawari, e al, 1998).
Tras analizar el comportamiento de la poblacién microbiana en un lodo
anaerobio, los autores concluyeron que el TAT no participaba en la degradacion
de TNT, sino mas bien que constitufa un subproducto que impedia la
mineralizacion del nitroaromatico.

También se ha estudiado la degradaciéon de TNT en condiciones
anoxicas, con distintos aceptores de electrones (nitrato, sulfato y didxido de
carbono). Las condiciones de respiraciéon de nitrato fueron las Optimas en la
degradacién ejercida por un consorcio bacteriano de suelo (Boopathy, ez al., 1993),
mientras que la microflora de sedimentos acudticos mostré mejores niveles de
eliminacién del explosivo en condiciones metanogénicas (Krumholz, ez al, 1997).
Recientemente se ha demostrado que la incorporaciéon de Hz en cultivos mixtos
mantenidos en condiciones metanogénicas, o donadores de electrones que acaben
produciéndolo, favorecen la reducciéon de TNT a TAT, indicando una eficiencia
mayor de enzimas capaces de asociar la oxidaciéon de hidrégeno molecular a la
reduccion de TNT (Adrian, ef al., 2003). Estos resultados concuerdan también con
los mostrados previamente por Gorontzy y colaboradores (Gorontzy, et al., 1993),
los cuales observaron la reduccion de diversos nitroaromaticos usando diferentes
donadores de electrones. El resultado fue que el mejor donador era el Ha, seguido

por, piruvato, lactato, y finalmente etanol.
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Debido a la relacion del metabolismo descrito de Psexudomonas putida JLR11
con esta tesis doctoral, éste se tratara con detalle en la seccion 5 de esta

Introduccion.

COOH
NO, NO, NO,

OH > NO,
NO, NO, \ CH,

CH,
NO.
COOH CHs 2 NO, NO, NO,
: i “~_NO; _—
@ «— — TNT

oH No, / N02 \ NHCOCH,
CH / \

CH, CH,
NO, NHOH NO, NHOH NO, NO,
_— -—
2-NHOH-4,6-DNT 4-NHOH-2,6-DNT
|

o

NO, NHOH NHOH
| |
NO. NH 2
CH, 2 CH,
NO, NH, HO NO, NO,
NO,
2.ADNT : | 4-ADNT
NO, NH,
CH,
NO, NH,
| 2,4-DANT
NH2
CH, CH,
, NHz NH,
NH* | TAT
4
tolueno NH,
CHg CH,
OH OH
I I
OH OH
p-cresol metilfloroglucinol

Fig. 1.9. Mecanismos propuestos para el metabolismo del TNT en anaerobiosis. Figura adaptada de
(Esteve-Nufez, 2000a).
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4. Técnicas de descontaminacién de TNT.

La recuperacion de zonas contaminadas con TNT se ha tratado durante los
ultimos afios empleando para ello diversas técnicas. La mas utilizada hasta ahora
ha sido la retirada e incineraciéon de los suelos contaminados, sin embargo esta
técnica es muy destructiva para el suelo, muy costosa debido a la excavacion,
transporte del material y energfa requerida en el proceso, ademas de la toxicidad
de los gases liberados durante el proceso. Las diferentes alternativas, tanto
abiéticas como bidticas se han tratado en una revision reciente (Rodgers y Bunce,
2001). Entre los procesos abibticos propuestos alternativos a la incineraciéon se
destacan la absorciéon a carbén activo (Edward y Dennis, 1999), la
descomposicién del TNT catalizada por procesos de oxidacion avanzados (Bolton
y Carter, 1993), como la mediada por el reactivo de Fenton (H2O2 + Fe?) (L, ez
al., 1998), o la reduccién quimica (Bunce, e7 al., 1997).

Distintas  tecnologfas ~ biologicas se han desarrollado para la
biorrecuperacion de suelos contaminados con TNT. Aunque diversos grupos han
desarrollado experiencias de laboratorio, solo en algunos casos, se han intentado
experiencias a escala real (Funk, ez a/., 1995; Lenke, 7 al., 1998).

El método de Funk y colaboradores (1993) desarrollado y patentado en la
Universidad de Idaho, se muestra tutil en la biorecuperacion de suelos
contaminados con explosivos contaminados (TNT, RDX y HMX). Este
procedimiento se utiliz6 con anterioridad con éxito para la biorecuperacion de
suelos contaminados con el herbicida nitroaromatico dinoseb (Roberts, ¢ al.,
1997). Al proceso se le denomin6é SABRE [(Simplot Anaerobic Biological
Remediation Ex-situ) J.R.Simplot Co. Brise, Idaho], y consistié en el uso de un
consorcio anaerobio para transformar explosivos como el TNT en productos que
habian perdido su toxicidad y aromaticidad, y que resultaban mineralizables
acrobicamente. El consorcio estaba formado por diversas cepas del género
Clostridium y su capacidad para formar esporas se pretende aprovechar para
utilizarlas como inoculantes en tratamientos biolégicos (Sembries y Crawford,
1997). El proceso biodegradativo resultd efectivo y requirié la adicién de almidon
como cosustrato para obtener un 6ptimo metabolismo de TNT. La acumulacion

del almidén en el suelo tratado produjo un incremento en la demanda biolégica de

41



Introduccion

oxigeno (DBO), que podtia ser perjudicial para suelos agricolas debido al rapido
desarrollo de condiciones anaerobias que se generarfan al humedecerse el suelo
por la lluvia o por el riego. Roberts y colaboradores (1996) describieron que la
adicién de bacterias que degradaban especificamente nitroaromaticos, potenciaba
la mineralizacion de dinitrotoluenos en reactores de lodo, mientras que las
bacterias autdctonas no fueron capaces de transformar los DNTs en el mismo
tiempo de incubacion.

Debido a la baja degradabilidad del TN, los procesos cometabdlicos que
llevan a cabo una facil reduccién de los grupos nitro por parte de
microorganismos se estan utilizando como base para el desarrollo de técnicas de
descontaminaciéon (Daun, e al., 1998; Drzyzga, et al., 1998; Heiss y Knackmuss,
2002; Lenke, ez al., 1998; Pennington y Patrick, 1990). Los grupos hidroxilamino y
amino de los anillos nitroarenos pueden reaccionar con las quinonas y grupos
carbonilos de la fracciéon himica del suelo, formando productos de condensacion
que quedan inmobilizados (Achtnich, ez al, 2000; Lenke, ¢z al, 2000; Thorn y
Kennedy, 2002). De esta manera, el TNT se convierte en parte de los elementos
del suelo y, debido a que ya no es biodisponible, ya no presenta problemas de
toxicidad.

Los tratamientos biolégicos de campo incluyen el composting y el de
reactores en agitaciéon de suelo (bioslurry) o la fitorecuperacion. La técnica del
compost y su aplicacion para el tratamiento de zonas contaminadas con
explosivos se ha revisado por Bruns-Nagel y colaboradores (Bruns-Nagel, e7 al.,
2000). Esta técnica se basa en que el suelo a tratar se mezcla con divesrsos
materiales espesantes organicos facilmente degradables que se utiliza por parte de
los microorganismos presentes en ese suelo para colaborar en la transformacion
del TNT. Las mejores condiciones alcanzadas para el compost se han alacanzado
en un sistema secuencial anaerobio/aerobio (Bruns-Nagel, ¢f a/, 1998) en la que
casi todo el TNT queda inmobilizado. En este sistema, una primera parte anoxica
conduce a una rapida reduccién de los grupos nitro del TNT hasta aminas que se
condensan con los materiales humicos del suelo. En una segunda fase oxidativa,

los productos derivados del tratamiento anaerobio se metabolizan por los
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microorganismos del suelo de tal manera que los productos finales no se pueden
extraer del suelo por hidrolisis acida o alcalina o por extraccién con metanol.

Los procesos de reactores de suelo empiezan con la mezcla del suelo con
agua y nutrientes (Lenke e7 a/., 2000). El sistema de reactor de suelo es mas rapido
que el de compost, y se han descrito mayores niveles de reduccion de TNT
alcanzados (Lenke ez al., 1998). Experimentos llevados a cabo a escalas mayores
que la de laboratorio en un sistema denominado Terranox usa una combinacioén
secuencial de fase anaerobia/aerobia. No se detect6 liberacion de #*CO», pero por
resonancia magnética nuclear (RMN) se analiz6 la presencia y estructura del N-
TNT (Knicket, e al., 2001). La conclusion mostré que los productos de reduccion
del TNT formaron productos de condensacién heterociclicos y no heterociclicos,
derivados de anilina (aminas aromaticas substituidas) y otros productos de
condensacién diversos que hacian al TNT formar parte del suelo (Achtnich, ez af,
1999; Bruns-Nagel, ez al., 2000; Knicker, 2003; Thorn y Kennedy, 2002; Weiss, ez
al., 2004a2).

Recientemente, Weiss y colaboradores (Weiss, ¢ al., 2004b) han estudiado
la rotura del enlace '®N-C en suelo. Ademas de la producciéon de NH4* and
BNOz, los autores detectaron N20 que los autores sugieren como producto de
la hidrélisis de derivados azoxidimeros producidos durante la condensacion de
metabolitos del TNT. Todo ello indica que con el tiempo puede dar un lento
metabolismo de los productos inmobilizados.

En el caso del tratamiento por composting, aunque los datos de toxicidad
en monolitos humanos indicaban una bajada drastica de ésta tras el tratamiento
(Bruns-Nagel, ez al, 1999), algunos autores han identificado una toxicidad
preocupante tras el proceso de compost probablente debido a que no todo los
grupos nitro se redujeron (Heiss y Knackmuss, 2002). Este no parece ser el caso
de los reactores de suelo (Lenke, ¢ /., 2000). En ambos casos, parece claro que el
tiempo de aplicacion de la fase anaerobia es crucial para la reduccién de la
toxicidad, dando mejores resultados en fases mas extensas ya que permite
reducciones mas intensas del TNT. Sin embargo, los resultados obtenidos

demandan un seguimiento a largo plazo de la eficiencia del proceso de
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recuperacion para confirmar la seguridad y recuperacion total del suelo tratado
(Frische, 2003).

Una alternativa posible propuesta es la estrategia combinada entre métodos
bidticos y abidticos (Schrader y Hess, 2004). En ella, un rapido pre-tratamiento
abiético mediante aplicaciéon de una alta concentracién de radicales hidroxilos se
continda por un tratamiento en reactores de suelo para degradar los compuestos
formados en el primer paso. Como ventajas de este método, en vez de
inmovilizaciéon del TNT, se alcanzan niveles de mineralizacion superiores al 95%
de manera muy rapida. Por otra parte, se ha observado una drastica reduccién de
la poblacién microbiana como consecuencia de la aplicacién de la primera fase, lo
que podria afectar al tratamiento bidtico en algunos casos.

Entre estos métodos, la agencia de proteccion ambiental del ejercito de
Estados Unidos ha estimado que los costes de los tratamientos de volumenes de
suelo contaminado mayores de 10 mil metros cibicos. El composting tiene un
coste estimado que varfa en un rango entre 250 a 300 doélares por tonelada. En
tratamiento por reactores de suelo el coste estimado estd en un rango de 230-270
délares por tonelada. Estos datos incluyen los costes de excavacion y la posterior
eliminaciéon de la materia del compost (USAEC, 1999a, 1999b). Ambos procesos
son mucho mas baratos que la incineracion (740 dolares/tonelada). Una
desventaja del compost es la cantidad agentes espesantes como melazas, que
incrementan en gran medida el volumen de material a tratar. Ambos procesos son
medidas ex—situ, y por lo tanto mas costosas que las z-situ.

Como tratamiento z-situ, la fitorremediacion se considera cada vez mas
como una alternativa posible para la eliminacién del TNT (Burken ez a/., 2000,
Hannink ez a/, 2002). La planta parece actuar como un “higado verde”, de manera
que su funcién serfa extraer el TNT del suelo y detoxificarlo mediante
modificaciones quimicas y conjugaciones con metabolitos de la planta de tal modo
que acaben secuestrandose en tejidos o polimeros de la planta, como la lignina
(Burken, ez al., 2000; Vila, et al., 2005). La mayoria de las transformaciones del
TNT en la planta produce compuestos reducidos en varios grados, incluyendo
monoaminodinitrotoluenos (2-y 4-ADNT) en su mayoria,

diaminomononitrotoluenos o incluso hidroxilaminos (Wang, ¢ al, 2003). La
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mayor parte de los ADNTSs se acumulan en las raices de la planta, donde llegan a
exceder en proporcion al TNT.

Los metabolitos reducidos se conjugan con derivados de glucosa,
malonato, o glutatién mediante ttransferasas que reducen su toxicidad (Bhadra, ez
al., 1999b). En Miryophyllum aquaticum se han encontrado ademds una gran
proporcién de compuestos oxidados: acido 2-amino-4,6-dinitrobenzoico (4.4%),
2,4-dinitro-6-hidroxil-benzil alcohol (8.1%), 2-N-acetoxiamino-4-6-
dinitrobenzaldehido (7.8%), aparte de 2,4-dinitro-6-hydroxytoluene (15.6%), y dos
metabolitos binucleares (5.6%) (Bhadra, ez al., 1999a).

Por otra parte, Sens y colaboradores (Sens, ¢# al., 1999) encontraron que el
43% del TNT vy sus derivados aparecian en el citoplasma cellular, mientras que el
restante 57% aparecfa unido a la pared cellular. De esta fraccion, el 27% estaba
unido a ligninas. El resultado mostré ademas que la mayor parte se acumulaba en
las raices, indicando que el TNT no se transportaba a las partes aéreas de la planta.

En la planta de municiones de Iowa (EEUU) se llevé a cabo un proyecto
de fitorremediacién a gran escala (Betts, 1997) en el que se construyeron zonas
empantanadas capaces de eliminar 0,019 mg/L de TNT al dfa. Se utilizaron para
ello tres especies de plantas acudticas ademas de chopos que se sembraron en el
borde de la zona pantanosa. Aunque las plantas se mostraron eficientes a la hora
de eliminar el TNT, el hecho es que si se compara con los microorganismos, la
capacidad de recuperacion por unidad de biomasa de la planta es menor que la de
éstos.

Dos posibilidades a tener en cuenta y que actualmente se estan ensayando
son, por un lado, combinar las capacidades metabdlicas de ciertas bacterias que
puedan colonizar la rizosfera de plantas junto con la labor de ésta (van Dillejwin y
colaboradores, resultados no publicados), y por otro el de las plantas transgénicas
que expresen enzimas capaces de metabolizar TNT. Existen asi plantas
genéticamente modificadas de tabaco expresando la PETN reductasa (French, ez
al., 1999) 6 la nitroreductasa (Hannink, ez al, 2001) de Enterobacter cloacae. 1.os
resultados muestran un incremento en la tolerancia al explosivo en hidropénicos.

Asi, mientras que las silsvestres no crecen a una concentracién de 0,025 mM TNT
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(5,7 mg/L), las transgénicas germinaton vy crecieron petfectamente a
concentraciones de 0,05 mM de TNT.
5. Metabolismo del TNT por Psendomonas putida JLR11.

Esteve-Nufiez y Ramos (1998) describieron el aislamiento de una cepa
anaerobia facultativa de Pseudomonas, proveniente de aguas residuales, capaz de
utilizar el TN'T como unica fuente de N con glucosa como cosustrato. Esta cepa
que se denominé JLR11 y posteriormente se identific6 como una Pseudomonas
putida por secuenciacion del ARN 16S. Los analisis de balances de masas
indicaban una utilizaciéon de hasta el 85% de N-TN'T, incorporandolo a material
celular. Los analisis de sobrenadantes mostraron ademas la presencia de derivados
del TNT que presentaban menor carga de grupos nitro, como por ejemplo el
acido 2-nitro-4-hidroxibenzoico y el 4-hidroxibenzaldehido (ver Fig. 1.9. y 1.10.).
Esto indica una eliminaciéon de los grupos nitro a la vez que una oxidaciéon del

metilo del TNT.
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Fig. 1.10. Metabolismo del TNT en P. putida JLR11. Los productos mostrados en la figura fueron
identificados de la siguiente manera: a, espectro UV-visible tras separaciéon por HPLC; b, espectro de
masas tras separacion por GGy ¢, espectroscopia de RMN-!H. Figura adaptada de Esteve-Nufiez, 2000a.

Los datos de C-TNT indicaban que tan sélo se producia 1% de *COso,
aunque el 45% del carbono permanecia asociado a la fraccién precipitable con
acido tricloroacético (TCA). Por otra parte, se dedujo una posible via inicial de
ataque mediada por liberacion de grupos nitro en forma de nitrito, ya que éste se
acumulaba transitoriamente en los sobrenadantes de los cultivos. Extractos
celulares de la cepa crecida en medio anaerobio con TNT como tnica fuente de
nitrégeno mostraban actividad nitrito reductasa (Esteve-Nufiez, 2000b).

Un 15% del TNT inicial aparecia acumulado como productos de reduccién
tipo ADNTs que no se metabolizaban. Una parte de estos productos en
condiciones anaerobias procedian de un proceso respiratorio en el cual el TNT
servia como ultimo aceptor de electrones. En condiciones de anaerobiosis, con

acetato como fuente de carbono y TNT, el acetato debe ser oxidado y tan sélo el
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TNT puede servir como aceptor de electrones (Esteve-Nufez, 2000b). El
crecimiento de P. putida JLR11 en estas condiciones demostraba inequivocamente
esta capacidad. Los autores observaron ademds que en extractos celulares se
observaba la translocacion de protones asociada a reducciéon de TNT, pero no de
nitrito, o nitrato. También se demostré la sintesis de ATP asociada a la
translocacion de estos protones en vesiculas de membrana de células crecidas en

estas condiciones (ver Figura 1.11).

e” H,
Medio externo: @ ’ Citoplasma:
Cargado / - Cargado
positivamente negativamente
H* H*

e

Complejo tranportador
de electrones

[=
e, w
H+
H* 1
L -
A

TP

ATP-sintetasa

ADP + Pi

k,
Membrana
citoplasmatica

\

Fig. 1.11. Esquema que muestra la relacion entre la reduccion del TNT y la sintesis de ATP. Pi, indica
fosfato inorganico. Esquema adaptado de Esteve-Nufiez, ¢# a/., 2000b.
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Pseudomonas putida JLR11 se aislé en una planta de tratamiento de aguas
residuales de Granada por su capacidad para crecer en condiciones tanto
anaerobicas como aerdbicas utilizando el TNT como tnica fuente de nitrégeno.
El estudio en profundidad del metabolismo del TNT en esta cepa por el Dr.
Esteve-Nufiez y colaboradores (1998) determiné que el 85% del nitrogeno del
TNT se asimilaba como material celular pese a que no se observo una
mineralizacion del compuesto (en experimentos de marcaje con *C tan sélo el 1%
del TNT acaba en forma de CO2), mientras un 15% del TNT inicial se acumula en
forma de derivados reducidos del TNT en los sobrenadantes de los cultivos. Por
otra parte, la acumulacién transitoria de nitrito en el medio de cultivo indica una
posible denitracion del TNT con la formacién de nitrito como la posible ruta
asimilacién del N-TNT. La confirmacion de esta hipotesis es el punto donde se
inicia el trabajo de investigacion de esta Tesis Doctoral, cuyo trabajo se centrd en
el estudio en profundidad de las rutas de utilizacién del nitrégeno del TNT en

Pseudomonas putida J1.R11. Para ello se fijaron los siguientes objetivos:

1. Identificacion de las rutas de elimnacién del nitrégeno del TNT en

Pseudomonas putida JTL.R11 .

2. Determinaciéon de las rutas de incorporacion del nitrégeno liberado del

TN en Pseudomonas putida JLR11.

3. Identificacién y caracterizacion de proteinas nitroreductasas en Psexdononas

putida JLR11 y estudio de sus implicaciones en el metabolismo del TNT.
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1. Cepas bacterianas y su conservacion.

Las estirpes utilizadas en este trabajo, junto con su genotipo o sus
caracteristicas fenotipicas mas relevantes, se recogen en la Tabla 2.1. Las cepas se
conservaron a corto plazo a 4°C, en cultivos en estria sobre placas de medio
sélido, y a largo plazo a -80°C, en cultivos liquidos mezclados en proporcién 1:1

con glicerol al 80% (v/v).

Tabla 2. 1. Estirpes bacterianas

Estirpe

Genotipo/Caracteristicas

Referencia

Escherichia coli

supEA4 hsdS20 (tp my ) recA13

(Boyer y Roulland-

HB101 ara-14proA2. lacY'1 galK2 rps1.20 ~ Dussoix, 1969)
(SmR) xy5 mitl-1
B (ara-len) araD PlacX74 galE (Manoil
CC118 2alK phoA20 thil rpsE (SpR) rpeB  Beckwith, 1985)
(RifR) argE recA1
. C118 lisogenizada con el fago (de Lorenzo, et al.,
CC118Bpir Bpir 1990)
supEA4B lacU169(B 80/acZBM15) (Hanahan, 1983)
DH5f hsdR17  (r,m NreeAl  endAl
2rA96 (NalR) 7571 relAl
Psendomonas
Cepa anaerobia facultativa que Esteve-Nufiez
P. putida JLR11 utiliza TNT como unica fuente Ramos (1998)
de nitrégeno.
Mutantes de la cepa JLR11
JLR11-6.72 gtB::miniTn5-Tel obtenidos por Este trabaio
JLR11-40.48 inserciéon cromosoOmica al azar. ]
Tel®
Mutantes de la cepa JLR11
J %%1111_1\6[23 gtD:miniTn5-Tel  obtenidos Este trabaio
JLRll_Kl 5 por inserciéon cromosémica al )
J ) azar. TelR
Mutante de la cepa JLR11
ntrC::miniTn5-Tel obtenido por .
JLR11-9.46 insercion cromosOmica al azar. Este trabajo
Tel®
Mutante de la cepa JLRI11
LR11-36.35 nasT:miniTn5-Tel obtenido por Este trabaio
J s insercion cromosomica al azat. ]
Tel®
Mutante de la cepa JLRI1
JLR11-10.51 cnmA:zminiTn5-Tel  obtenido Este trabajo

JLR11-Mut81

por inserciéon cromosémica al
azar. TelR

Mutante #asB de la cepa JLR11
por insercion del plasmido
pAC.1 en el cromosoma. GmR

Este trabajo
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Mutante de la cepa JLR11
prrA:Tel generado pot
JLR34 recombinaciéon homologa con el Este trabajo
plasmido pMRSAC.1pnrA:Tel.
GmR
Mutante de la cepa Mut81
prrA:Tel generado pot
JLR5 recombinaciéon homologa con el Este trabajo
plasmido pMRSAC.1pnrA:Tel.
TelRGmR.

2. Medios y condiciones de cultivos
2.1. Medios de cultivo.

Como medio rico para el crecimiento de Escherichia coli y las cepas del
género Psendomonas se utilizé el medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook, ez al., 1989),

cuya composicion se detalla a continuacion:

Bactotriptona ..., 10¢g
Extracto de levadura .......cccoecceccivivincncnnnee. 5¢
NaCl .o, 10¢g
H2O oo hasta 11

Como medio habitual de crecimiento para las estirpes de Psexdomonas se

utiliz6 el medio minimo M8 (Abril, ¢# al, 1989) cuya composicién por litro fue la

siguiente:
Solucion 10 x M8 ... 100 ml
Solucion goodies ......vveeveiiicieneinennee 2,5 ml
MgSO4 x 7TH20 (IM) .covvrivvcreccineee 1ml
Citrato férrico amonico 6%o0(p/v) . ... 1 ml
HOO i hasta 11

La solucién M8 fue se esterilizé autoclavindose durante 20 minutos a 121°C y una

atmosfera de presion. La composicion de la solucion 10 x M8 fue la siguiente:
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NapgHPO4 x 12 H20 ..o 70 g
KH2PO4 s, 30¢g
NaCl .o 10¢g
HOO i hasta 11

La solucién goodies se esterilizo por filtracién a través de filtros estériles de

acetato de celulosa de 0,2 Xm de diametro de poro y su composicion fue:

HBO3S oo 300 mg
ZOCID i 50 mg
MnCI2 x 4H2O v, 30 mg
COCID i 200 mg
CuCl2 x 2 H20 i, 10 mg
NiCI2 x 6 H20 oo 20 mg
NaMoO4 x 2 H20 ..cccceivveiicccee 30 mg
H2O oo, hasta 11

Como fuentes de carbono se utilizaron las que se detallan a continuacién,
las concentraciones que se usaron en los distintos ensayos se describen en los
correspondientes apartados en la seccion Resultados.

Azucares: glucosa, fructosa y sacarosa se prepararon en soluciones madre al 20%
(p/v), esterilizindose en un autoclave en las mismas condiciones que las descritas
anteriormente.

Acidos: los 4cidos acético, citrico y succinico se prepararon en soluciones madre
a concentracion 1 M y se esterilizaron en un autoclave.

Compuestos aromaticos: las soluciones de benzoato, 4-hidroxibenzoato se
prepararon a concentracion 0,5 M; para facilitar la disolucion completa de los
acidos correspondientes se adicioné NaOH de manera que el pH final de la
disoluciéon fue ligeramente basico. La sal del acido se esterilizo mediante

autoclavado o filtracién.
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Como fuente de nitrégeno, se utilizaron las siguientes:

Aminoacidos: las soluciones de aminoacidos se prepararon a concentraciones
distintas dependiendo de la solubilidad de éstos. Asi , L-prolina, L-lisina, L-
glutamato y L-alanina se prepararon a 1M, L-arginina a 0,5M, L-asparragina, L-
glicina, L-histidina, y L-glutamina a 0,25M, y el L-aspartico a 0.05M.

Inorganicos: Las fuentes de nitrégeno de naturaleza inorganica que se utilizaron
fueron urea, y las sales nitrato potasico, nitrito potasico y cloruro amoénico, con las
que se prepararon disoluciones madre a una concentracion 1M que se
autoclavaron.

Nitroaromaticos: Debido a la baja solubilidad en agua de algunos de los
nitroaromaticos que se utilizaron como fuente de nitrégeno, éstos se
suministraron en saturacioén, para ello cristales del producto correspondiente se
mantuvieron en agitacion en el medio de cultivo durante 24 horas antes de iniciar
los ensayos. Cuando los nitroaromaticos, que se utilizaban como fuente de
nitrégeno, eran de naturaleza liquida, éstos se suministraron en fase gaseosa de la
misma forma en que se hizo con las fuentes de carbono volatiles.

La pureza del 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) utilizado en este trabajo de Tesis
Doctoral fue mayor del 99% y fue suministrado por la compania Unién Espafiola
de Explosivos (UEE).

2.2. Condiciones de los cultivos.
2.2.1. Cultivos en medios sélidos.

Para la preparacién de los medios sélidos se anadié bacto-agar (Difco, ref.
0140-01) a los medios liquidos hasta alcanzar una concentracién final del 1,5%
(p/v). Cuando se requirieron medios para ensayos con fuentes de nitrégeno
especificas, se hizo uso de un agar de mayor pureza (Agar Noble, Difco, ref. 0142-
17-0). Los cultivos en medio solido se hicieron en placas de Petri que se incubaron
a 37°C cuando se traté de una cepa de E. co/i y a 30°C si se trataba de bactetias
del género Pseudomonas. Para cultivos en condiciones andxicas se incubaron las
placas en una jarra de anaerobiosis (Anaerobic polycarbonate jar, Whitley) en la

que se hicieron sucesivos ciclos de vacio-N2 para crear una atmésfera andxica. El
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cambio de color del indicador de O2 (Merck, ref.1.15112) situado en el interior de

la jarra, confirmé la anoxia de ésta.
2.2.2. Cultivos liquidos aerobios.

Estos cultivos se hicieron en matraces Erlenmeyer con un volumen de
cultivo entre el 25 y el 35% del volumen del matraz, y se incubaron a 30°C, para
las cepas de Pseudomonas, o 37°C para las de E. coli., a 200 tpm en un agitador
orbital Adolf Kihner ISF-4-V.

2.2.3. Cultivos liquidos en anaerobiosis.

Cuando la bacteria se cultivd en matraces Erlenmeyer, estos se sellaron
con un septum de goma estéril y se desplazé el oxigeno del matraz mediante una
corriente de nitrégeno. Una vez inoculados los medios de cultivo, éstos se
incubaron en las mismas condiciones de temperatura y agitaciéon que los cultivos
aerobios.

Cuando se indica, las bacterias se cultivaron en reactores de 2 litros (Biostat
B, Braun-Biotech). En éstos la temperatura se mantuvo constante mediante un
sistema de agua termostatizada a través de la camisa del reactor. El pH del medio
de cultivo se mantuvo constante utilizando un controlador de pH conectado a

bombas peristalticas que suministraban automaticamente NaOH, 2N o H2SO4,

IN al medio de cultivo. La agitacion se llevé a cabo por un sistema rotacional de
paletas a 600 rpm.

Los biorreactores se esterilizaron con el medio sin completar para evitar
precipitacién de ciertas sales durante el proceso de autoclavado durante 20
minutos a 120°C y a 1 atméstera de presion. La solucion de goodies y el citrato
férrico se anadieron una vez el medio se hubo enfriado a una temperatura
adecuada. Para conseguir condiciones anaerobias, el medio, recién autoclavado, se
desgasifico utilizando la succion generada por una bomba de wvacio.

Inmediatamente después, se pasé una corriente N2 que, a través de un filtro

estéril, saturé el medio en este gas.
2.3. Antibidticos y sales metalicas.

Los antibiéticos se prepararon en H2O desionizada (H2O4) concentrados

1000 veces y se esterilizaron por filtracién, excepto el cloramfenicol que se
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preparé en etanol absoluto, y la rifampicina y la tetraciclina, que se disolvieron en
metanol. Los antibidticos se usaron a las concentraciones finales siguientes
(ug/ml): ampicilina, 100; cloramfenicol, 30; estreptomicina, 50; gentamicina, 10
(para E.coli) y 40 (para Psendomonas putida J1LR11); kanamicina, 25; rifampicina, 10 y
tetraciclina, 10.

Se prepararon soluciones acuosas de telurito potasico (Tel) 1000 veces
concentradas, y se utilizaron a distintas concentraciones (ug/ml): 30 para
Psendomonas putida JLR11, y 5 para E .coli DH5p.

2.4. Ensayos de resistencia en placas de gradiente.

La resistencia a nitrofurazona (NF) se comprobé mediante siembra en
medios solidos con gradiente de concentracion de NF. Se usaron placas de Petri
cuadradas de 10x10 cm en las que se afiadieron 30 ml de LB sélido con 500 Xg/ml
de NF. El LB se verti6 sobre las placas inclinadas por una de sus caras, de manera
que el LB quedase sin cubrir esta cara de las placas. Una vez solidificado, se
colocaron las placas en posicion horizontal y se afiadieron otros 30 ml de LB, esta
vez sin NF. Una vez solidificadas, las placas se pusieron en oscuridad para evitar la
degradacion de la NF y se esperd 12 horas hasta conseguir una difusion vertical de
la NF y con ello un gradiente de 500 a 0 Xg/ml de ésta en las placas. Sobre ellas se
sembraron diluciones de cultivos de las cepas a analizar de manera que quedasen
homogéneamente repartidos. Se puede calcular la concentracion de NF inhibitoria
del crecimiento dependiendo de la distancia a la cara de la placa con mayor

concentracién de NF a la que se produzca el halo de no crecimiento.

3. Plasmidos

En la Tabla 2.2. se muestran los plasmidos utilizados en este trabajo junto

con sus caractetisticas mas relevantes.
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Tabla 2.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Caracteristicas Referencia
. van Dillewijn ez .
pCHESIP KmGm ApR, KmR,GmR; 0/TRP4 (datos sin publicar)
ApR, KmR; 0/TRP4, mini-Tn5 (Sanchez-Romero, ¢t
pJMT4 Tel, srR6K. al., 1998)
TcR, cos, 07V RK2, 0r/TRK2, (Staskawicz, et al.,
pLAFR3 f-complementacion. 1987)
SmRApR;  07ROK,  or/TRPA4, .
pMRSAC.1 oriCOlE L, sacBR. Este trabajo
pRKG600 Cm s FCOlEL - molRE2, - (essler, et al, 1992)
pUC18/pUC19 ApR;  oriColEl,  rop, P (Norrandet, ez al.,

complementacion. 1983)

pCHESIB KmGm: plismido derivado del pCHESIB Km (Llamas, ¢ a/., 2003) de
6674 pb. Contienen el origen de replicacion 071" de RP4 lo que permite
transferirlo a otras bacterias cuando se aportan funciones de movilizacién en #rans.
Contiene el interposén B -Km del plismido pHP458 Km insertado en el sitio
Hindlll del sitio de clonacion maltiple (MCS) y el gen de resistencia a gentamicina
proveniente del plasmido pMS255 en el sitio BawHI. Permite la generacién de
mutantes en bacterias gram negativas en las que no se repliquen los plasmidos con

origen de replicacién oriColE1 (ver seccion 9.2 de Materiales y métodos y Fig. 2.4.).

pJMT4: plasmido de la serie pUT que lleva un transposéon mini-Tn5telurito
(Sanchez-Romero, ¢ al., 1998) (Fig. 2.1.). El sistema donador empleado para todos
los transposones mini-Tn5 se basa en el plasmido pUT (de Lorenzo, ef al., 1990),
un derivado del plasmido suicida pGP704 (Miller y Mekalanos, 1988). Este
plasmido tiene el origen de replicaciéon del plasmido RO6K (dependiente de la

proteina P), el origen de transferencia, 0771, del plasmido RP4 (es transferible si se
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aportan las funciones de movilizacién en #rans) y lleva el gen de la B-lactamasa que
confiere resistencia a una gran variedad de antibidticos B-lactamicos incluyendo
piperacilina. pUT lleva ademas el gen que codifica la transposasa de IS50R,
necesaria para la transposicion de los elementos mini-Tn5. Durante la
transposicion, la transposasa corta el ADN diana dejando una duplicacion directa
de 19 pb a cada lado de los extremos del mini-Tn5. Estos elementos
transponibles, poseen como caracterfstica comin un gen marcador seleccionable y
un sitio de restricciéon unico, NoA o Sfi, que facilita la clonacién de ADN
heterélogo para su posterior inserciéon en el cromosoma o en otro replicon de la
bacteria elegida. Por otra parte, el gen que codifica la transposasa se encuentra
fuera de los extremos del minitransposon y, por tanto, no se moviliza con éste
durante la transposicion. Como resultado, las inserciones resultantes son muy
estables. Ademas, como la transposasa actia preferentemente en ¢z, incluso si la
célula huésped adquiriese con posterioridad, o ya portase, un transposén natural
del mismo tipo, éste no estimularfa una nueva transposicion del elemento mini-

Tn5 insertado.
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Figura 2.1. Plasmido pJMT4. Se indican los genes que confieren resistencia a ampicilina (Ap) y telurito
(kilAtelAB), asi como el gen que codifica a la transposasa (#p*). Los extremos I y O del mini-Tn5 se
indican por recuadros sombreados. Se muestra la localizacién del origen de replicacién (o7 R6K) y el origen
de transferencia (071" RP4). El sitio NoA recuadrado es unico tanto en el mini-transposén como en la
construccion final y puede utilizarse como sitio de clonacién. Las flechas indican el sentido de la
replicacion, de la transferencia o de la transcripcién de los genes.

pLAFR3: cosmido derivado de pLAFR1 (Friedman, e al, 1982) que posee el
fragmento Haell de 454 pb de pUCS (Vieira y Messing, 1982) conteniendo el
MCS vy las regiones /ac que permiten la -complementacion (Fig. 2.2). Posee los
sitios cos del fago lambda necesarios para el empaquetamiento de ADN dentro de
la capsida de dicho fago. Sélo los césmidos recombinantes con un tamafio total
entre 36 y 51 kb son susceptibles de ser empaquetados in vitro. Este plasmido se

utiliz6 para construir genotecas de P. putida (ver seccion 8 de Materiales y miétodos.)
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Figura 2.2. Césmido pLLAFR3. En el mapa se muestran los sitios de restriccion mas relevantes. En negrita
se indican los sitios del MCS que son tnicos en el plasmido. Se muestra ademas la posicién del gen de
resistencia a tetraciclina y de los sitios cos. También se indica la posicion el gen /cZ' que se encuentra bajo
el control del promotor P, (el sentido de la transcripcion viene indicado por la flecha).

pMRSAC.1 (ver Figura 2.3.) Derivado del plasmido pMRS101 [Sarker y Cornelis,
1996} al que se le ha eliminado el gen bla que confiere resistencia a ampicilina
mediante restricciéon con el enzima Apalll y religacion. Este plasmido se utiliz6
para la generacion de mutantes tal y como se describe en la seccion 9.1 de
Materiales y métodos. Las mutagénesis con este plasmido se basan en las disefiadas
para el pKNG101 (Kaniga, e7 al., 1991), siendo un plasmido suicida que permite la
seleccion positiva de eventos de recombinacion doble en bacterias gram negativas.
Presenta el origen de transferencia de RK2, lo que permite transferirlo a otras
bacterias. Posee los genes de resistencia a estreptomicina s#24B que sirven como
marcador de seleccion de la integracion del vector en el cromosoma de la célula
huésped. Porta los genes sacBR de Bacillus subtilis como marcador contra-
seleccionable, lo que permite distinguir la escision del vector del cromosoma.
Estos genes codifican una levano-sacarasa que cataliza la hidrolisis de sacarosa asi
como la sintesis de levanos que, en bacterias gram negativas, se acumulan en el
periplasma y producen la muerte celular cuando la concentracién de sacarosa es
mayor o igual al 5% (p/v). Como ventaja del plismido pMRS101 sobre el

pKNG101, es la presencia de un origen de replicaciéon 0r7ColE1, no replicable en
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Psendomonas, que permite un numero de copias mayor, y por tanto mayor

flexibilidad a la hora de clonar fragmentos de ADN en el plasmido.

pMRSAC.1

7350 bp

“Notl 2629

8 mobRK2

Figura 2.3. Esquema del plasmido pMRSAC.1 donde se muestran los sitios de restricciéon mas destacables,
asf como la localizacion de los genes de resistencia a estreptomicina (s#24B), los que codifican la sacarasa

(sacBR)., asi como el origen de transferencia 70bRK2 y los de replicacion or7E1 y 0rnR6K.

pRKG600: plasmido auxiliar que aporta en #rans las funciones necesarias para la

movilizacién de plasmidos #ob™ tra. Este plasmido posee el origen de replicacion
de ColE1l y por tanto no se puede replicar en bacterias del género Pseudomonas.
Contfiere resistencia a cloramfenicol.

pUC18/pUC19: vectores de clonacién de 2.686 pb que combinan fragmentos de
pBR322 y de vectores de serie M13mp. Carecen del gen rp implicado en el
control del numero de copias de los plasmidos que contienen el origen de
replicacién de ColE1, y como consecuencia, presenta un alto nimero de copias
(mas de 700 por célula). Confieren resistencia a ampicilina, y poseen un MCS

dentro de la regiéon que codifica el péptido 3 de LacZ. Esto posibilita una facil
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seleccion de los plasmidos recombinantes en cepas que permitan f-
complementacién, es decir, aquellas portadoras de la delecion /acZXM15 (por
ejemplo JM109, DH5p, etc.). Aquellos clones que porten un plismido con
inserto, formaran colonias de color blanco (en contraposicion al color azul de los
clones sin inserto) en medio sélido suplido con ampicilina y con 25Xg/ml del
sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-gal). St
el plasmido se transforma en una cepa /acl*, es necesario afiadir ademas, 130XM de

isopropil-B-D-tiogalactopirandsido (IPTG).

Tabla 2.3. Plasmidos de nueva creacion utilizados en este trabajo

Plasmido Caracteristicas Referencia/fuente

pUC19 que porta un
fragmento de 1043 pb que '
pNA]J contienen el gen purA Este trabajo
amplificado por PCR como
un fragmento Xbal-BamHI.

Derivado del pNA]
con el gen pnrA con una
delecién de 11 pb por corte
con Nrul . En este sitio se
lig6 un fragmento de 3,5 kb

pNAJTel extraido como fragmento
Hindlll de pJMT4 que
contiene los genes de
resistencia a telurito vy
tratado con el enzima
Klenow  para  generar
extremos romos.

Este trabajo

pUC19 que porta un
fragmento de 1046 pb que '
pNBJ contienen el gen pwB Este trabajo
amplificado por PCR como
un fragmento Xbal-BamHI.

pCHESIP KmGm
que porta un fragmento
pAC.1 interno del gen nasB de Este trabajo
1117 pb amplificado por
PCR como un fragmento
EcoRI-Kpnl.
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pMRSAC.1 al que se

ha insertado un fragmento '
PMRSAC. 7pnrA:Tel Qi1 de 4,1 Kb del plasmido Este trabajo

pNAJTel que contiene la
construccion prrA:Tel.

4. Aislamiento de ADN plasmidico

Para el aislamiento de ADN plasmidico se utilizaron distintos métodos
segun el grado de pureza requerido en su uso posterior. En todos los casos, la
cepa bacteriana portadora del plasmido de interés se cultivé con agitaciéon durante
10-14 horas a su temperatura 6ptima en medio LB suplido con los antibidticos
correspondientes.

4.1 Método de la lisis alcalina (preparacion a pequefia escala)

Para el aislamiento de plasmidos a pequena escala se utiliz6 el método de la
lisis alcalina de Sambrook ez al (1992) con modificaciones (Silvia Marqués,
comunicaciéon personal). Las células de 1,5 ml de cultivo se recogieron por
centrifugacion a 12.000 x g durante 5 minutos y se resuspendieron en 100 ul de
GTE, incubandose durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se
afiadieron 200 ul de soluciéon de lisis, se agit6 el tubo por inversion y se incubd en
hielo durante 5 minutos. La suspension lisada se neutralizé con acetato sédico 3M
pH 4,8 y, tras agitar el tubo por inversion, se incub6 durante 5 minutos en hielo.
Los restos celulares, proteinas y el ADN cromosémico se eliminaron por
centrifugacion a 12.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante se transfirié a un
tubo limpio y se le afiadié 1 ml de etanol absoluto frio para precipitar el ADN. La
mezcla se incub6 a -20°C durante 30 minutos, centrifugindose después a 12.000 x
g durante 5 minutos. El sedimento de ADN se secé al vacio y se resuspendi6 en
50 ml de agua. La composicion de las soluciones empleadas en este procedimiento
fue la siguiente:

GTE: Glucosa, 50 mM; Tris-HCl, 25 mM; EDTA-Nap; 10 mM. La solucién se

esterilizo en el autoclave y se conservo a 4°C.
Solucién de lisis: SDS 1% (p/v) y NaOH 0,2 N. Esta solucién se prepard a partir
de soluciones madre de SDS al 10% y 2N de NaOH.
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Tampon acetato sédico 3M pH 4,8: A 60 ml de una solucién de acetato sédico 5

M, se le afiadieron 11,5 ml de 4cido acético glacial y HoO hasta 100 ml. Cuando

fue necesario, el pH se ajusté a 4,8 con acido acético glacial. La soluciéon se

esterilizé por autoclavado y se conservo a 4 °C.

4.2. Método “QUIApreps”

Para la obtenciéon de ADN plasmidico de alta pureza, de uso posterior en
reacciones de secuenciacion y/o clonacién, se utilizé el sistema comercial
“QUIAprep-spin  Plasmid Kit” (QUIAGEN, Ref. 27104) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

5. Aislamiento de ADN total

La extraccion de ADN total se llevé a cabo por distintos métodos segun el
grado de pureza y la cantidad requerida.

Para la extracciéon para procesos de analisis de ADN cromosémico o
secuenciacion se usé el sistema comercial “Aqua Pure Genomic DNA Isolation
Kit” (Bio-Rad, Ref. 732-6340).

Para la construccion de la genoteca de Pseudomonas putida JLR11 (ver la
seccion 8 de Materiales y miétodos) se usé un protocolo descrito por Robertson y
colaboradores (1984) con modificaciones. Volimenes de 10 ml de cultivo en LB
de la cepa incubados durante toda la noche se recogieron por centrifugacion a
1500 x g durante 15 minutos y se lavaron una vez en 25 ml de TES. Las células se
resuspendieron en 10 ml de TES y se lisaron afiadiendo 1,6-2 ml de SDS al 10%
(p/v) e incubando a 37°C durante 10 minutos. A los lisados se les afiadi6
sucesivamente 1,2 ml de acetato sédico 3 M pH 4,8 y 10 ml de isopropanol y se
mezcl6 suavemente. EI ADN se recogié con ayuda de una varilla de plastico con
punta curvada y, tras drenar, se disolvié en 3-5 ml de 0,1 x SSC. Para digerir las
proteinas, se afladieron 500 Xg/ml de proteinasa K (Roche Molecular
Biochemicals, ref. 1373200) y se incub6 a 55°C durante dos horas. Los restos de
proteinas se eliminaron mediante extracciones sucesivas con volimenes iguales de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y una final de cloroformo. A la fase acuosa

conteniendo el ADN se le afiadié 1/10 del volumen de acetato soédico 3 M y 2
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volumenes de etanol 98%. El ADN precipitado se recogié con una varilla de
plastico y se resuspendié en 550 X de 0,1% de TESL. La muestra se trat6 con
ARNasa a 37°C 30 minutos para eliminar el ARN contaminante. Se eliminé la
ARNasa mediante fenolizacién y posterior precipitacién con acetato soédico 3 M y
etanol absoluto. La muestra se resuspendié en 300 X de 0,1% de TESL.

TES: Tris 10 mM; EDTA 100 mM y NaCl 150 mM, pH 8,0.

SSC: Citrato sodico 0,015 mM y NaCl 0,15 N

TESL: Tris 10 mM; EDTA 1 mM y NaCl 1,5 mM, pH 8,0.

6. Transferencia de plasmidos.
6.1. Por conjugacion.

La movilizacién de plasmidos no autotransferibles (mob*, tra) a cepas de
Psendomonas, se realizé6 mediante conjugacion “tripartita” (de Lorenzo y Timmis,
1994) en la que participaron la cepa de E. co/i donadora (portadora del plasmido
que se desee movilizar), la cepa de Pseudomonas receptora y la cepa auxiliar E. coli
HB101(pRK600). Los transconjugantes de Psexudomonas putida se seleccionaron en
medio minimo que contenia los nutrientes y los antibiéticos adecuados para la
seleccion del receptor del plasmido transferido. Simultaneamente, para calcular el
numero de células receptoras de Pseudomonas putida presentes en dicha mezcla, se
sembraron diluciones seriadas de la mezcla de conjugacién en el medio anterior
sin antibiético. La frecuencia de transconjugantes se expres6 como el nimero de
transconjugantes en relacion al nimero de receptores.

6.2. Por transformaciéon mediante choque térmico.

El método utilizado para la preparaciéon de células competentes de E. coli y
su transformacion fue descrito por (Inoue, et al, 1990). Con este método se
obtuvieron frecuencias de transformacién de aproximadamente 1x108
transformantes/>Xg de ADN de pBR322.

6.3. Por electroporacion.

La elctroporacién de plasmidos en células de E. coli y P. putida se realizd
segun (Enderle y Farwell, 1998). Para ello se partié6 de un cultivo en medio LB
solido de células incubadas a 30 6 37°C durante 10-14 horas y que no se hubiera

almacenado a 4°C o temperaturas inferiores. De este cultivo se recogieron 3 mg
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de células, evitando arrastrar el medio de cultivo, y se resupendieron en 0,5 ml de
H2Oq estéril. Las células se lavaron 2 veces con 0,5 ml de H2Oq estéril y se
concentraron por centrifugacion a 17000 x g durante 1 min, tras lo que se
resuspendieron en 40 X de H2Oq estéril. Las células se mantuvieron en hielo hasta
el momento del pulso eléctrico. Entre 5 y 15 ng de ADN plasmidico sin sales, se
mezclaron con las células ya preparadas. La mezcla se transfirié a una cubeta de
electroporacion de 0,2 cm de distancia entre los electrodos (Bio-Rad, ref. 165-
20806) previamente enfriada en hielo, y se sometié a un pulso eléctrico de 2,5-3 kV
en un electroporador (MicroPulser Electroporation Apparatus, Bio-Rad, 165-
2100). Después del pulso las células se recogieron inmediatamente afiadiendo 1 ml
de LB liquido, y la mezcla se incubé durante 1 hora a 30 6 37°C, tras lo que se
sembraron diluciones de la misma en medios sélidos selectivos para obtener

transformantes.

7. Técnicas comunes de manipulacion de ADN.
7.1. Restriccion de ADN.

Las reacciones de digestion de ADN con enzimas de restriccion se
realizaron en las condiciones éptimas para cada enzima fijadas por el fabricante.
Las reacciones contenfan habitualmente 0,5-5 pug de ADN; 0,1 volumenes del
tampon de restriccion suministrado, diez veces concentrado, por la casa comercial;
0,5-5 unidades del enzima de restriccion, en volumenes finales de 10-40 ul

completados con H,Oq4. Las digestiones se incubaron a la temperatura que

indicaba el fabricante durante un tiempo entre 2 y 12 horas, dependiendo de la
naturaleza del ADN de la muestra.
7.2 Electroforesis de ADN.

La electroforesis de ADN se llevo a cabo segin Sambrook y colaboradoes.
(1989), utilizando geles de agarosa preparados en tampén TAE. La separacion se
realiz6 por electroforesis horizontal a un voltaje de 5-10 V/cm. Para visualizar el
ADN en los geles, éstos se tifieron por inmersiéon en una soluciéon de bromuro de
etidio (10 Xg/ml) y postetior exposicién a luz ultravioleta (254 nm) en un

transiluminador. El tamano de los fragmentos de ADN se estimé por
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interpolacién en curvas logaritmicas del tamafio de cada fragmento frente a su
movilidad relativa, utilizando como patrén los fragmentos de ADN del fago
lambda digerido con las enzimas HindIIl y Bs/EIl o bien los suministrados
comercialmente VIII (Roche Molecular Biochemicals ref. 1336045) y X (Roche
Molecular Biochemicals ref. 1498037).

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

Tamp6n de carga: glicerol (30% v/v), azul de bromofenol (0,3% p/v) y azul de
xilencianol (0,3% p/v).

Tampo6n TAE: Tris-Base (4,84 g/1), acido acético glacial (1,14 ml/l), EDTA-Nax
0,5M, pH 8 (2 ml/J).

7.3. Recuperacion de fragmentos de ADN de los geles de agarosa.

Para la recuperacion de fragmentos de ADN de la agarosa se utiliz6 el
sistema comercial “QIAEX II Gel Extraction Kit” (QIAGEN, ref. 20021),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.4. Secuenciacion de ADN.

La secuenciacién de ADN plasmidico y de los fragmentos de ADN
amplificados por PCR se realizé utilizando un secuenciador capilar ABI PRISM
(modelo 310). Para la preparacion de las reacciones de secuenciacion se uso el kit
“DNA Sequencing Kit with AmpliTaq DNA polymerase” (Perkin-Elmer, ref.
402122), basado en la utilizacion de didesoxinucleétidos con cromoforos
fluorescentes. Los oligonucledtidos empleados como cebadores en la
secuenciacion se sintetizaron en el Servicio de Secuenciacion Automatica y Sintesis
de ADN del Instituto de Parasitologfa y Biomedicina Lopez Neyra del CSIC en
Granada. En todos los casos, se secuenciaron las dos cadenas de ADN.

7.5. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa
termorresistente (“PCR?”).

Este método se empled para la amplificacion de fragmentos de ADN del
cromosoma de Pseudomonas, y en algunos analisis de colonias obtenidas tras la
transformaciéon de ligaciones, para encontrar de forma rapida el ADN
recombinante de interés. La reaccion de amplificacion contenfa: ADN molde (0,2

ng/X para el ADN cromosémico o 10 pg/X para el ADN plasmidico), cebadores
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(0,5 XM cada uno), tampén de reaccion (KCl, 50 mM; Mg(OAc),, 1,5 mM; Tris-
HCI, 10 mM pH 8,3), dNTPs (100 XM cada uno) y ADN polimerasa Tag
(Eppendorf® Taq DNA polymerase, Eppendorf ref. 0032 002.200) (0,025 U/ ).
Las condiciones estandar de la reacciéon de amplificacion fueron las siguientes: tras
una desnaturalizacion inicial 2 94°C durante 5 min, se realizaron 30 ciclos en las
siguientes condiciones: 94°C, 10 seg; La temperatura de hibridaciéon (T,), 10 seg;
72°C, 1 min, y finalmente se realiz6 una extensiéon a 72°C durante 10 min. La
temperatura de hibridacion (T3,) se varié en funciéon de los cebadores utilizados.
Cuando la reaccion estaindar no resultd satisfactoria se combinaron distintas
modificaciones, como cambiar la concentracion de MgCl, (incrementiandola a 3 6
4,5 mM) y/o afiadir ciertos compuestos a la mezcla de reacciéon (por ejemplo,
glicerol al 10% [v/v] o DMSO al 5% [v/v]). Ocasionalmente, el producto
obtenido tras la amplificacién se purificé utilizando el sistema comercial
“QIAquick PCR Purification Kit” (QIAGEN, ref. 28104) para eliminar los
cebadores y los dNTPs; también se recurrié a separar el ADN mediante
electroforesis y recuperar el fragmento de interés como se describe en el apartado

7.3 de esta seccion.

7.6. Reaccion de amplificacion de secuencias contiguas a
transposones mediante “PCR arbitraria”.

El ADN flanqueate a inserciones de transposones se amplificé mediante
PCR a partir de cebadores degenerados descritos por [Caetano-Anolles (1993}.
En esta técnica, la region de ADN adyacente a la insercion, se enriquecio tras dos
rondas de amplificaciéon. En la primera ronda se utilizé un cebador especifico del
transposon utilizado, en este caso el del telurito, y otro, denominado ARB1, con
parte de la secuencia degenerada (ver Tabla 2.4). Esta reaccién se hizo en 100 ul
de volumen y los componentes de la mezcla son idénticos a los anteriormente
citados para las reacciones estandar de amplificacion, excepto por la adicién de 1
mM de MgSOs4. Las condiciones de esta primera ronda de amplificacion fueron las
siguientes: tras una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, se realizaron 6

ciclos en las siguientes condiciones: 94°C, 10 seg; 30°C, 30 seg; 72°C, 1,5 min; y
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otros 30 ciclos como sigue: 94°C, 30 seg; 30°C, 45 seg; 72°C, 2 min; y finalmente
se realiz6 una extension a 72°C durante 10 min. La segunda ronda de
amplificacién se hizo utilizando el ADN amplificado en la primera ronda, diluido
1:100, como ADN molde. Los cebadores en esta segunda ronda fueron ARB2
cuya secuencia es idéntica a la del extremo 5° de ARB1 (ver Tabla 4); y un cebador
complementario al extremo del transposén y con una localizacion mas externa que
la del utilizado en la primera ronda. Las condiciones de esta segunda ronda de
amplificacién fueron las siguientes: tras una desnaturalizaciéon inicial a 94°C
durante 5 min, se realizaron 30 ciclos en las siguientes condiciones: 94°C, 10 seg;
45°C, 30 seg; 72°C, 2 min; y finalmente se realizé una extensioén a 72°C durante 10

min.

Tabla 2.4. Cebadores utilizados para la amplificacion de fragmentos de ADN por PCR arbitraria.

Nombre Secuencia (57-3")

ARB1 GGCCACGCGTCGACTAGTACAGCT)(AGCT)(AGCT)(AG
TC)(AGTC)(AGTC)(AGTC)(AGTC)(AGTC)(AGTC)GATAT

ARB2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC

Tell GTTCACGCTTTGTTCTTCCATTC

TelA GATACACCCTCGCGGTGGGTTAATTG

Tel2
CAGAGCATAAGCGGCAAGAGA

TelB

AACCGGCTTTGTTGGGCTG

7.7. Transferencia de ADN a membrana e hibridacion (“Southern
blotting”).

El ADN previamente digerido y separado en gel de agarosa, se transfirio
por capilaridad a una membrana de nailon cargada positivamente (Boehringer

Mannheim, ref. 1417240) siguiendo el protocolo de transferencia alcalina descrito
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por Sambrook y colaboradores (1989). El marcaje con digoxigenina de la sonda, la
hibridacién y la posterior deteccién se realizaron siguiendo las instrucciones
indicadas por el sistema comercial “DIG DNA Labelling and Detection Kit”
(Boehringer Mannheim, ref. 1093657). Las membranas se hibridaron y lavaron en
condiciones estrictas.

7.8. Otras técnicas de manipulacion de ADN.

Las reacciones de ligacioén, de desfosforilacion, de relleno de extremos
colgantes en 5 (mediante tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa I de E. co/z.) o de eliminacién de extremos colgantes en 3’ (usando la
ADN polimerasa del fago T4), se realizaron siguiendo los protocolos descritos por
Sambrook ez al. (1989). La digestion parcial de ADN se realizé siguiendo el
protocolo descrito por [Ausubel ¢z a/. (2002)} basado en diluciones seriadas de
enzima de restriccion.

En ocasiones, los productos de amplificacion por PCR se clonaron
diréctamente en los plasmidos suministrados comercialmente pGEM-T (pGEMP -
T Vector systems, Promega, ref. A3600) o pCRP 2.1 (The original TA
cloning® Kit, Invitrogen, ref. 45-0046).

8. Preparacion de genoteca de P. putida en césmido.
8.1. Restricciones parciales de ADN.

El ADN cromosémico de P. putida JLR11 se obtuvo como se describe en
la seccion 5 de Materiales y métodos y se digirié parcialmente (ver seccion 7.7 de
Materiales y métodos) para enriquecer los fragmentos de 20-25 kb. Las restricciones
se llevaron a cabo con el enzima PsA, ya que la diana para este enzima se
encuentra en el sitio de clonacion multiple del césmido pLAFR3 (ver Fig. 2.2.)
ademas de ampliamente representada en el cromosoma de P. putida. Las moléculas
resultantes de la ligacién del cosmido con los fragmentos cromosémicos, de un
tamafo de 45-50 kb, eran susceptibles de empaquetarse como particulas del fago
B. Tras ensayar las condiciones de restricciones parciales para encontrar las
adecuadas para obtener estos fragmentos, se utilizé 0,5 Xg de ADN digeridos con

0,15 unidades de Psfl por Xg de ADN, en un volumen final de 20 X, durante 25
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minutos a 37°C, tras lo cual se pard la reaccién con un paso de 10 minutos a
65°C.
8.2. Empaquetamiento de c6smidos.

Unos 600 ng de ADN de fragmentos de aproximadamente 25 kb se ligaron
con el cosmido pLAFR3 (en proporcion 3:1) en un volumen final de 10 X. El
resultante de esta ligacién fue el sustrato usado en la reaccion que se llevo a cabo
con el extracto de empaquetamiento de Stratagene (Gigapack II Gold Packanging
Extract, Promega ref. 200210), siguiendo el protocolo del producto. Las particulas
de fagos se diluyeron hasta un volumen de 500 X de tampoén de dilucion de fagos
SM y se conservaron a 4°C hasta que se usaron en la transfeccion. La composicion
del tampoén SM, esterilizado en autoclave, fue: NaCl 5,8g; MgSO4 2g; Tris-HCl 1M
pH 7,5 50 ml; Gelatina 2% (p/v).

8.3. Preparacion de células transfectantes de E. c¢o/i HB101 y su
transfeccion.

Un volumen de 25 ml de medio TB se inocul6é con E. co/i HB101 y se
incubé durante unas 14 horas a 30°C en agitacién. Las células se recogieron por
centrifugaciéon a 1500 x ga 4°C durante 15 min y se resuspendieron en 12,5 ml de
MgSOy4, 10 mM estéril. Se diluy6 en la misma solucion hasta una DO ¢0am de 0,5-
0,7 y se conservaron a 4°C durante un maximo de 4 dias.

Para la transfeccion, a 6 ml de la dilucién anterior se afadid el
empaquetado de fagos descrito en la seccidén antetior y se incubé a 37°C durante
15 min para que tuviera lugar la inyeccion del cosmido dentro de la bacteria. Tras
completar el volumen hasta 30 ml con LB y 1 hora a 37°C, las celulas
transfectantes se seleccionaron tras siembras de diluciones seriadas en medio LB
solido suplido con tetraciclina. El nimero de colonias portadoras de plasmidos
recombinantes fue de unos 3000 clones, lo que indicando una alta frecuencia de
representacion del genoma de P. putida JLR11. La genoteca se conservd en masa
mediante la recogida de todos los clones del medio sélido con 2 ml de LB que se
centrifugd a 3500 x g durante 15 min y finalmente se resupendié en 16 ml de LB

suplida con glicerol 40% (v/v). Alicuotas de 2 ml se conservaron congeladas a -

80°C.
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9. Construccion de mutantes.

Los mutantes construidos durante esta Tesis se llevaron a cabo mediante
dos métodos distintos.

9.1. Mutantes generados mediante intercambio alélico.

Para la construcciéon de mutantes por intercambio alélico en P. putida se
utiliz6 el plasmido pMRSAC.1 (ver seccion 3 de Materiales y métodos) en el cual se
cloné el gen a mutar interrumpido por un gen marcador (el operén que codifica
para la resistencia a telurito £7.47/.4B) de manera que hubiese suficiente secuencia
de ADN a cada lado de dicho gen marcador. El plasmido se transfirié desde E. co/i
CC118Apir a P. putida por conjugacion triparental. Se seleccionaron los
transconjugantes resistentes a telurito surgidos como consecuencia de la
integracion del vector en el cromosoma del huésped por recombinacion homoéloga
a través de las secuencias que flanquean al marcador. Se comprobé por PCR la
presencia de la insercion, llamando cointegrado en estos clones (merodiploides).
Se descart6 asi la posible presencia de clones espontaneos resistentes al telurito.
Las cepas merodiploides no deberfan de crecer en sacarosa al 10% (p/v), pero en
ocasiones, las condiciones tuvieron que modificarse, bien variando la
concentracioén de sacarosa, de NaCl en el medio, o la temperatura de crecimiento.
Se seleccionaron varios merodiploides y se cultivaron por separado durante 8-10 h
en LB liquido sin presion selectiva. Al cabo de este tiempo se sembraron
diluciones seriadas en el medio LB con sacarosa (con las condiciones
optimizadas). Parte de este cultivo se utilizo para inocular medio LB fresco, y se
volvi6 a repetir todo el proceso. El crecimiento en ausencia de presion selectiva,
permitié que pudiese ocurrir un segundo evento de recombinaciéon que tuvo como
consecuencia la pérdida de las secuencias del vector y de una de las copias del gen
a mutar (bien la silvestre o la interrumpida). La posterior siembra en medio con
sacarosa permitié seleccionar aquellos clones donde el cointegrado se habia
resuelto, y la siembra en medio con telurito permiti6é distinguir indiscutiblemente
aquellos que habian revertido al genotipo el silvestre de aquellos que posefan la

copia mutada. Estos ultimos se terminaron comprobando por PCR y por

hibridaciones de ADN.
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9.2. Mutantes por insercion por recombinacion alélica.

Para estos mutantes se utiliz6 el plasmido pCHESIo KmGm (ver seccion 3
de Materiales y métodos) y el método descrito por Llamas y colaboradores (2003). En
este plasmido se cloné un fragmento interno del gen a mutar, preferiblemente
mayor de unas 500 pb. Este plasmido se transfirié desde E. co/i DH5B a P. putida
JLR11 mediante conjugacion triparental. Los transconjugantes se seleccionaron en
medio selectivo para la cepa de Pseudomonas ademis de gentamicina 40 (Xg/ml).
Los clones transconjugantes indicaban una insercién en el cromosoma por
recombinacién homologa entre el gen a mutar y el fragmento portado por el
plasmido, lo que conduce a la formacién de un cointegrado. Este cointegrado
posee dos copias truncadas del gen deseado, y por tanto es un clon mutante en
este gen (ver Fig. 2.4.). Los clones obtenidos se analizaron mediante PCR vy

posterior hibridacién de ADN.

pCHESIKmGm

4-8 > akmtH{ > ome|S j }‘"B

Fig. 2.4. Esquema representativo de mutagénesis por insercion mediante el plamido

pCHESIa KmGm. En este caso se ejemplifica con la mutagénesis del gen que codifica la nitrito reductasa
asimilatoria de Pseudomonas putida JLR11, nasB (ver seccién 2 del Capitulo I). Un fragmento interno de 1117
pb de este gen se ha clonado en el plasmido y se transfiere a P. putida JLR11 donde se produce el fenémeno
de recombinacién homologa (a). El cointegrado resultante posee el gen #asB interrumpido por el plasmido
y por tanto es mutante en este gen (b).
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10. Técnicas comunes de manipulacion de ARN.

10.1. Extraccion de ARN.

El ARN total se extrajo utilizando el reactivo TRI REAGENT® 1S
(Molecular Research Center Inc., ref. TS-120). Es importante trabajar en
condiciones libres de ribonucleasas que puedan degradar las muestras. Para ello se
requiere trabajar con guantes durante todo el proceso, material de plastico
obtenidos de bolsas recién abiertas, el material de vidrio tratado con cloroformo y
soluciones tratadas con dietilpirocarbonato (DEPC), o preparadas en H>Oqg
tratada con DECP (H2Operc). EI H2Opepc se obtiene tras esterilizar una solucion
de DEPC al 0,1% (v/v) en H2Oqincubada previamente al menos durante 60 min a
temperatura ambiente y en agitacion.

Para la preparaciéon de ARN se recogieron 10-12 ml de cultivos en fase de
crecimiento exponencial en tubos de centrifuga enfriados previamente con
nitrégeno liquido. Los sedimentos celulares obtenidos por centrifugacion a 4°C se
almacenaron a -80°C hasta la extraccion del ARN. Para la extraccion la solucion
TRI REAGENT? LS se calenté previamente a 65°C, asi como los tubos de
microcentrifuga donde se mezclé 1 ml de la solucién anterior con los sedimentos
celulares mediante agitaciéon vigorosa. Después de 10 min a esta temperatura se
centrifugé la mezcla a 13500 x g a 4°C otros 10 min. El sobrenadante se pasé a un
tubo nuevo junto con 100 X de 1-bromo-3-cloropropano (BCP) (suministrado
también por Molecular Research Center Inc., ref. BP-151). Tras agitacion vigorosa
para asegurar la mezcla, se centrifugd 15 minutos a 13500 x gy 4°C. La fase
acuosa se pasé a un nuevo tubo teniendo mucho cuidado para no arrastrar con ¢l
la interfase. Se afiadié 1 volumen de isopropanol y se dejo precipitando durante 5-
10 min a temperatura ambiente. Se centrifugd otros 15 min, a 13500 x g, y tras
descartar el sobrenadante, se lavé con 1 ml de etanol al 70% (v/v). Se centrifugd 5
min a 13500 x g y se eliminé el sobrenadante. Se dejé secar el ARN y se
resuspendi6 en 50-100 X de H2Oprpc.

El ADN presente en los acidos nucleicos extraidos se eliminé mediante
tratamiento con el enzima ADNasa I de pancreas de bovino libre de ARNasas. A

cada muestra se le afladi6 25 X de una solucién preparada en H2Oprpc que
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contenfa 20 U de inhibidor de ARNasas (“RNAse-Inhibitor”, Roche Molecular
Biochemicals, ref. 799025), ditiotreitol (DTT) 4 mM, MgCl 40 mM y 10 U de
ADNasa I libre de ARNasas (Roche Molecular Biochemicals, ref. 776785). La
mezcla se incubé durante 1 hora a 37°C. Para eliminar las proteinas presentes en
las muestras, se realizé una extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
25:24:1 (v/v/v) y otra postetior con cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v). El
ARN se precipité con acetato sédico 3 M pH 4,8 y 2,5 volimenes de etanol
absoluto ftio. La mezcla se incub6 40 min a -80°C, seguido de una centrifugacion
a 15000 x g durante 15 min. El sedimento se lavé con etanol 70% (v/v) y se
volvi6 a centrifugar durante 5 min. Tras secar el sedimento, el ARN se
resuspendi6 en un volumen de 50-75 X de HxOprpc. Las muestras se
almacenaron a -20°C, 6 a -80°C en caso de que se quiera un almacenamiento mas
prolongado.

10.2. Determinacion de la concentracion de ARN.

La concentracion de ARN se determiné midiendo la absorbancia de las
mismas a 260 y 280 nm frente a una muestra de H2Oq. La concentraciéon de cada
muestra se calculé tomando el valor de referencia el valor estandar de Ax0=1 para
soluciones que contienen 40 Xg/ml de ARN (Ausubel, ¢# al, 2002). La relacion
Aogo/ Aszgo se utilizé para determinar el grado de pureza las preparaciones. Esta
relacién es igual a 2 en caso de muestras puras disueltas en TE pH 8. Valores por
debajo de 1,8 se consideran una indicacién de contaminacion de la muestra por
proteinas y/o fenol. Sin embargo, debido al pH ligeramente 4cido del H2Opepc, el
valor de la relacion ideal para una muestra disuelta en H2Oq es de 1,8, siendo
correcta una medida por encima de 1,0.

10.3. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa
termorresistente acoplada a una reacciéon de transcripcion reversa (RT-
PCR).

La transcripcion reversa y la posterior reaccion de amplificacién del ADNc se
realizaron utilizando el sistema comercial “Titan one tube RT-PCR System”
(Roche Molecular Biochemicals, ref. 1855476) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La transcripcion reversa se realizé incubando las muestras a 50°C

durante 30 min. Las condiciones estandar de la reacciéon de amplificacién fueron
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las siguientes: tras una desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5 min, se realizaron
30 ciclos en las siguientes condiciones: 30 seg; 45-60°C, 30 seg; 68°C, 1 min, y
finalmente se realizé una extensién a 68°C durante 10 min. La temperatura de
hibridacion varié en funcién de los cebadores utilizados. En todos los ensayos se
realizaron controles negativos para detectar falsos positivos en la reacciéon de
extensiéon debido a la presencia de ADN en las muestras de ARN. Como
controles negativos se realizaron por un lado una reaccién de transcripcion reversa
y amplificacién sin la muestra de ARN, y por otro lado una reaccién de
amplificacion tras un tratamiento a 94°C para inactivar el enzima transcriptasa

reversa. También una reaccién de PCR normal a partir de las muestras de ARN.

11. Determinacion de la expresion génica por medio de amplificacion en
cadena a tiempo real (RT-PCR).

La variacion en la expresion en distintas condiciones de algunos de los genes
estudiados de Pseudomonas putida JLR11 se determind mediante la cuantificacion
del ARN mensajero (ARNm) por PCR a tiempo real.

11.1 Disefio de cebadores.

Los cebadores se disefiaron para amplificar un producto no superior a 150 pb.
Se trat6 ademas de evitar la formacion de estructuras secundarias y
amplificaciones inespecificas durante el uso de estos cebadores, segun las
recomendaciones de (Bustin, 2002). El correcto disefio de estos cebadores se

analizé en la pagina web http://scitools.idtdna.com/Analyzer/. Los cebadores

usados con este propodsito en esta Tesis se muestran en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Cebadores utilizados para PCR en tiempo real

Cebador Secuencia de 5’ a 3’
PnrART52 AGCGATGTCCGAGGAGCTTGGC
pnrART3 CTGAAACCGCCTCTGCCTCG

PnrB52 GTACTGCCTTGCTGGGTGCG

pnrB3 CCCACGCTCACGCAAACCC
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rRNA16SFwd AAAGCCTGATCCAGCGAT

rRNA16SRev GAAATTCCACCACCCTCTACC

11.2. Sintesis de ADNCc.

El ARN se extrajo tal y como se describe en la seccion 10.1 de Materiales y
miétodes, y a partir de 1 Xg de cada muestra se sintetiz6 el ADNc de los genes a
estudiar, usando para ello la transcriptasa reversa del virus de la mieloblastosis
aviar (“AMV reverse transcriptase” Roche Molecular Biochemicals, ref. 1 495 062)
y los cebadores especificos a estos genes descritos en la Tabla 5. La reaccién tuvo
lugar a 50°C durante 30 minutos.

Se realizaron ademas controles previos a la PCR en tiempo real mediante
reacciones de amplificacién de ADN acopladas a retrotranscripcion, RT-PCR (ver
seccion 10.3 de Materiales y métodos) con las cuales se comprobé que el producto de
la reacciéon de amplificaciéon era el deseado y no daba lugar a amplificaciones
inespecificas. Se comprobo6 ademas que el ARN no contenfa contaminaciones con
ADN mediante PCR normal a partir de estas muestras.

11.3. Cuantificacion de ADNc¢ en PCR a tiempo real.

El ADNc se us6 como molde en una reaccion de amplificacion en PCR a
tiempo real. Este sistema permite seguir la sintesis de doble cadena de ADN
mediante un lector 6ptico que mide la fluorescencia de compuestos, como el
SYBRP Green, presentes en la mezcla de reaccion. La intensidad de fluorescencia
de este compuesto es hasta 100 veces superior cuando se une a acidos nucleicos
de doble cadena. La reaccién de amplificacion puede ser representada, por tanto,
como una curva de intensidad de emisién del fluoréforo con respecto a los ciclos
de amplificaciéon. Dicha curva tiene una tendencia exponencial, de manera que el
ciclo en que el aumento en intensidad de luz entra en fase exponencial depende de
la cantidad de ADN inicial (a este ciclo se denomina “ciclo de transferencia, Cr”).
Asi, a menor cantidad de ADN molde inicial, mayor es el nimero de ciclos
necesarios para entrar en dicha fase exponencial.

Se puede comparar la diferencia de expresiéon de un gen en distintas

condiciones comparando el nimero de ciclos requeridos para llegar al Cr de las
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muestras en cada una de las condiciones. Para normalizar los resultados, se usa
como control interno la amplificacion del ADNc de un gen cuya expresion sea
constitutiva, como por ejemplo el usado en esta Tesis Doctoral, el ARN
ribosémico 168S.

Para la PCR a tiempo real se usé en el sistema “iCycler 1QQ real-time PCR
detection system” (Bio-Rad). Para la reacciéon se usé la mezcla comercial iQf
SYBR? Green Supermix (Bio-Rad, ref. 170-882), que contiene el fluoréforo asi
como la polimerasa de ADN. EIl ADNc y los cebadores se afiadieron siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las reacciones se realizaron en placas de 96 pocillos
donde se colocaron las muestras por triplicado, incluyendo ademas diluciones de
cada muestra de ADNc¢ para optimizar la medida. En el caso del ARN 16S se
utilizé una dilucién 1/1000 del ADNc, ya que de otra manera, la medida se saturd
por la alta concentracion de productos de PCR. Se afiadieron ademas controles de
mezcla de reactivo con cebadores y sin ADNc. El programa de amplificacion fue:
7 min a 95C., seguido de 40 ciclos de 15 s a 95°C,30sa 61°C y20sa 72°C. La
curva de disgregaciéon se analiz6 para comprobar que no se produjeron
amplificaciones inespecificas durante la reaccion. Las cuantificaciones de

diferencia de expresion se determinaron por el sistema estadistico descrito por

(Livak y Schmittgen, 2001).

12. Métodos analiticos.
12.1. Determinacion de nitrito.

La determinacion de nitrito se llevd a cabo mediante el método de
diazotaciéon de (Snell y Snell, 1949). El método requiri6 el uso de soluciones de
sulfanilamida (10g/1) preparada en HCl 24 N y de N-naftil-etilen-diamino
(NNEDA, 200 mg/l). A 0,5 ml de muestra se adicionaron volumenes iguales de
las soluciones de sulfanilamida y NNEDA. Las muestras se agitaron y se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. En presencia de nitrito se
formé un producto de diazotacion de color rosado que se detecté por su

absorbancia a 540 nm. Se utilizaron soluciones patrén de nitrito sédico entre 1y
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100 uM, obteniéndose la concentracién de nitrito por interpolacion grafica de la

representacion A, frente a las concentraciones de la soluciones patrén.

12.2 Determinacion de amonio.

El amonio se determiné por el método de determinaciéon de formacion del
indofenol-blue. En las determinaciones se utiliz6 una alicuota de 1 ml del medio
de cultivo libre de células, a la que se afiadia 5 X de MgSO4 3 mM. En agitacién
vigorosa, se afladié 50 X de reactivo de hipoclorito sédico (preparado de
hipoclotito sédico comercial al 5% (v/v) pH 7). Inmediatamente se afiadié 60 X
de reactivo de fenol (2,5 g de NaOH y 10 g de fenol en 100 ml de H2Oy). Tras 10
min, el producto de la reaccién se pudo medir a 630 nm. Se utilizaron soluciones
patrén preparadas de 1 a 200 XM de amonio para interpolar los valores obtenidos
en las muestras. Todas las soluciones debieron de conservarse frescas, no

pudiendo utilizarse con més de una semana desde la preparacion.

12.3 Determinacion de proteina.

El método de (Bradford, 1976) se utiliz6 para determinar el contenido
proteico en extractos libres de células y en membranas. La concentracion proteica
en células enteras se analiz6 por el método de (Lowry, ez al., 1951).

12.3.1 Determinacion de proteina por el método de Bradford.

Los reactivos para la determinacién de proteina por el método de Bradford
fueron suministrados por la casa comercial Bio-Rad (Bio-Rad Dye reagent
concentrate, ref. 500-0006). A 800 X de la muestra se afiadieron 200 X del
colorante comercial, se incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
determiné la absorbancia de la muestra a 595 nm. La concentracién de proteina se
determiné utilizando como patrén una solucioén de albumina bovina.

12.3.2 Determinacion de proteina por el método de Lowry

El material proteico de las células se precipité con 5% (v/v) de icido
tricloroacético y el sedimento se resuspendié en una solucién de 1 N de NaOH.
El contenido de proteina se determiné por el método de Lowry y colaboradores
(1951) basado en la reaccién de Folin que resulté compatible con soluciones
alcalinas.

12.4. Extraccion de compuestos aromaticos de cultivos bacterianos
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Para la extracciéon de los metabolitos aromaticos se utilizé la extraccion
liquido-liquido. En todos los casos los cultivos bacterianos se centrifugaron a
5.000 x g durante 5 minutos para retirar las células, y los sobrenadantes se
extrajeron para recuperar los productos.

En todos los casos se saturd la muestra en NaCl con el fin de aumentar la
fuerza i6nica del medio y disminuir la solubilidad de los intermediarios aromaticos
en los sobrenadantes. Entonces, se llevé a cabo una primera extracciéon a pH 7
con acetato de etilo y una segunda tras acidificar con HCl el sobrenadante hasta
pH 3. Los extractos se deshidrataron con Na,SO, anhidro y el disolvente se
evaporo a vacio mediante un evaporador rotatotio.

12.5 Técnicas de analisis cromatografico.

El analisis de los intermediarios en la degradaciéon de TNT se realiz6
mediante técnicas cromatograficas (HPLC y GC).

12.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC).

Tanto los sobrenadantes de los cultivos como los productos extraidos
fueron analizados por HPLC (HP-1050 acoplado a un inyector automatico),
utilizando un detector de Diodo-Array (DAD, HP-1050). La detecciéon de los
compuestos aromaticos se hizo a 254 nm vy los diferentes picos fueron barridos
entre 200 y 600 nm. El analisis de los sobrenadantes se llevé a cabo en las
siguientes columnas de fase reversa: Hypersil C18; 100 x 4,6 mm (Teknocroma),
Novapak C18 y C8; 150 x 4,6 mm (Waters) y Ultracarb C18; 250 x 4,6 mm
(Phenomenex); se ensayaron fases moviles de distinta composicién hasta
optimizar el proceso de separacion. La distinta polaridad de los intermediarios
metabolicos requiri6 mas de un método para sus completa separacion
cromatografica, estos métodos se pusieron a punto por el Dr. Esteve-Nufiez

(2000a).

Método I: Es un método cromatografico rapido que permiti6 seguir la conversion
de TNT en ADNTs y DANTS, no permitiendo la separacién de aromaticos mas
polares que portaban grupos carboxilo e hidroxilo. La fase mévil (ACN:H,O,
065:35) se pasé en modo isocratico a través de una columna C18 a un flujo de 0,7

ml/min.
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Método II: Este método se disefié para permitir la separaciéon de los compuestos
polares que no resolvia el Método I, manteniendo la separacion de los productos

de reduccién del TNT. La fase moévil consistié en un gradiente de HyO:AcOH

99:1 (v/v) y ACN. La composicion inicial fue de 25% en ACN, manteniéndose asi
durante los primeros 2 minutos. La composiciéon cambio hasta 100% de ACN en
18 minutos; se mantuvo asi durante 2 minutos, para finalmente volver, en 3
minutos, a la composicién original de la fase mévil. El método mostré una buena
resolucion en fases estacionarias de fase reversa C18, especialmente en la columna
Ultracarb C18; 250 x 4.6 mm (Phenomenex).

Método III: Este método separé todos los isémeros mononitrotoluenos y
dinitrotoluenos asi como los ADNTSs. No resulté util para la separacion de
compuestos polares con grupos carboxilo e hidroxilo. La fase mévil consistié en
isopropanol:H>O (18:82) en modo isocritico a un flujo de 1 ml/min. El método
resulto 6ptimo para fases estacionarias en fase reversa C8, como la Novapak 5%
C8; 150 x 4,6 mm (Waters).

12.5.2 Cromatografia de gases y Espectrometria de Masas.

Los compuestos aromaticos se sometieron a analisis por CG-EIMS
utilizando un cromatografo de gases (Hewlett Packard 6890) acoplado a un
espectrometro de masas (Hewlett Packard 6890). Los metabolitos extraidos se
resuspendieron en acetona o metanol antes de ser analizados. Se utiliz6 una
columna 5% fenil-metil silicona (30 m x 0,025 m). Las condiciones del analisis
fueron las siguientes: la temperatura del horno se mantuvo a 60°C durante 5
minutos; entonces se inicié una rampa de temperatura (10°C/min) al término de
la cual la columna alcanzé los 280°C. El detector se conecté con 3 minutos de

retraso para evitar que éste se viera danado por el disolvente.

13. Analisis del metabolismo i# »ivo mediante ensayos de células en
suspension (“Resting cell”).

En ocasiones, las capacidades fisiologicas de las cepas mutantes en
comparacién con la silvestre se determinaron mediante ensayos de células en

suspension. Para ello, las cepas silvestres y los mutantes isogénicos de Pseudomonas
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putida JLR11 se cultivaron en medio M9 con glucosa al 0.5% (p/v) hasta que los
cultivos alcanzaron la fase exponencial (0,7-0,8 de DOgsonm). Las células se
recogieron por centrifugacion, se lavaron con tampon fosfato 50 mM pH 7 y se
resuspendieron en el mismo tampon suplido con succinato 10 mM como fuente
de carbono y el compuesto cuya transformaciéon se quiso estudiar (ver en
Resultados) a una turbidez a 660nm superior a 2. Esta suspension celular se incub6
a 30°C en agitacion y de ella se extrajo una alicuota de 1 ml cada 20 min para

analizar las transformaciones en el sobrenadante.

14. Preparacion de extractos libres de células.

El cultivo bacteriano se recogié por centrifugacion a 4°C y 5.000 x g
durante 20 minutos. Las células se lavaron con tampon fosfato 50 mM, pH 7 y se
centrifugaron de nuevo, resuspendiéndose en un volumen de tampoén no superior
a 5 ml. La suspension bacteriana se lisé por medio de la prensa de French, usando
a una presion de 1000 psi. Las células sin romper y los grandes fragmentos
celulares se descartaron por centrifugacion a 5.000 x g durante 45 minutos. El
sobrenadante constituy6 el extracto libre de células.

14.1. Preparacion de extractos citoplasmaticos y de membrana.

El extracto libre de células se dividi6 en ocasiones en el extracto
citoplasmatico y el de membrana. Para ello éste se ultracentrifugd a 90.000 x g
durante 1 hora a 4°C en un rotor TLA 100.4 (Beckman). El sobrenadante tras la
centrifugaciéon constituyo el extracto citoplasmatico, mientras que el sedimento se
resuspendié en un volumen igual al volumen del extracto citoplasmatico, dando

asi el extracto de membrana.

14. Medida de actividades enzimaticas.

14.1. Ensayo de la actividad nitrito reductasa en Psew#domonas putida JLRI11.
La actividad nitrito reductasa en células de Pseudomonas putida JLR11 se

determiné in vitro, tanto en extractos libres de células, como en geles nativos de

proteinas.

14.1.1. Ensayos iz vitro con extractos libres de células
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El ensayo se llevd a cabo en cubetas abiertas de 1 ml conteniendo la
mezcla de reaccién tampédn fosfato 100 mM pH 7,2; NADH 0,3 mM y una
muestra de extracto (2-3 mg de proteina/ml). Tras seguir durante unos minutos la
oxidacion basal de NADH, se afiadi6 NaNO; para alcanzar una concentracion en
la mezcla de ensayo de 0,5 mM. La actividad nitrito reductasa se determiné
espectrofotométricamente a 340 nm determinando la tasa de oxidaciéon del
NADH en presencia y ausencia de nitrito.

Una unidad de actividad nitrito reductasa corresponde a la oxidacién de 1
nmol de NADH por minuto.

14.1.2. Ensayos de deteccion de la actividad en geles nativos de proteinas.

El ensayo consiste en la detecciéon de la actividad enzimatica nitrito
reductasa en geles de poliacrilamida en las que la separacién electroforética se
realiz6 en condiciones no desnaturalizantes. El protocolo de este tipo de
electroforesis se describe en el apartado 15.2 de Materiales y métodes. El ensayo de
actividad nitrito reductasa en gel estd basado en el uso del metilviolégeno, un
donador de electrones que pierde su color azul, tornandose incoloro al oxidarse.
En el gel es posible detectar la actividad nitrito reductasa por la presencia de
bandas acromaticas sobre un fondo azul. El ensayo comenzo6 con la incubacion
del gel en una soluciéon de metilviolégeno 5 mM en Tris-HCl 50 mM pH?7,5
durante 5 minutos. Tras la incubacién se afiadié una solucién recién preparada de
hidrosulfito sédico (2 mg/ml) en Tris-HClI 50 mM pH7,5, que redujo al
metilviol6geno volviendolo de color azul y que tifi6 la totalidad del gel. A los 10
minutos de incubacién, se anadid nitrito sédico hasta conseguir en la mezcla de
incubacién una concentracion de 50 mM. Con la aparicién de bandas acromatica
sobre el fondo azul, se retir6 la solucion que cubria el gel y se afiadié otra de
cloruro de trifeniltetrazolio (25 mg/ml) que reaccioné con el metilviolégeno
reducido formando un derivado de intenso color rojo, excepto en aquellas zonas
en las se produjo la oxidacion enzimatica del metilviolégeno en presencia de
nitrito. Tras descartar la solucion y lavar el gel con agua, se fij6 la tincién
incubando en una solucién de acido acético al 3% (v/v).

14.2. Ensayo in vitro de la actividad nitroreductasa en extractos libres de

células de Psendomonas putida JLR11.
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El ensayo se llevo a cabo en cubetas de 1 ml, conteniendo la mezcla de
reaccion tampon fosfato 100 mM pH7,2; NADH o NADPH 0,3 mM y una
muestra de extracto (2-3mg proteina/ml). Tras seguir durante unos minutos la
oxidacion basal de NAD(P)H, se afiadieron 5 X de nitroaromatico (100 mM en
MeOH), para obtener una concentracion final de 0,5 mM en la mezcla de
reaccién. La actividad nitroreductasa se determiné espectrofotométricamente a
340 nm determinando la tasa de oxidaciéon del NAD(P)H en presencia y ausencia
del compuesto nitroaromatico. Paralelamente, la mezcla de ensayo se analizé por
HPLC para identificar los productos de la reaccion. Una unidad de actividad
enzimatica nitroreductasa corresponde a la oxidacién de 1 Xmol de NAD(P)H por

minuto.

15. Separacién de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida
(EGPA).

Para la separacion electroforética de proteinas se utiliz6 el equipo de
electroforesis vertical “Mini-PROTEAN II” (Bio-Rad Laboratorties, ref. 165-2940)
siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Las electroforesis se
realizaron utilizando geles discontinuos de poliacrilamida de 1,5 mm de espesor,
de acuerdo con el método descrito por (Laemmli, 1970). Cada gel constaba de un
segmento superior concentrador y un segmento inferior separador con mayor
porcentaje de poliacrilamida.

15.1. Separacion electroforética en condiciones desnaturalizantes (EGPA-
SDS).

Para la separacion de polipéptidos mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, los geles, el tampon de electroforesis y el tampén de carga se
prepararon en 0,1% (p/v) de SDS. El gel concentrador y separador se prepararon
a un porcentaje de poliacrilamida de 4 y 12,5% respectivamente, su composicion

se describe en la Tabla 2.6.
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Tabla 2.6. Composicion de los geles empleados en la EGPA-SDS.

Gel concentrador 2 Gel separador 2

Acrilamida/BisacrilamidaP 0,8 ml 8,3 ml
29:1 (p/v)
Tris-HCI1 1,5 M pH 8,8 - 5ml
Tris-HCI1 1 M pH 6,8 0,750 ml -
SDS 20% (p/v) 0,06 ml 0,2 ml
N,N,N",N Tetraetilendiamina 0.006 ml 0,01 ml

(TEMED)
Persulfato aménicoc10%(p/v) 0,06 ml 0,1 ml
HxO 4,39 ml 0,4 ml

2 En la tabla se muestran los componentes utilizados en la preparacién del gel concentrador (6 ml) y
separador (20 ml).

bTa solucién de acrilamida/bisactilamida fue suministrada por Sigma, ref. A-3574.

¢ El petsulfato amoénico se preparé en el momento del analisis o se guardé a -20°C

La muestra de proteina se mezclé con un volumen igual de tampon de
carga y la mezcla se incub6 a 95°C durante 5 minutos para desnaturalizar las
proteinas. La separacion electroforética se realizé a temperatura ambiente y a un
amperaje constante de 20 mA.

La composiciéon de las soluciones utilizadas en este proceso fue la

siguiente:

Tampon de carga:

Tris-HCL pH 6,8 .o 62 mM
GLCELO] e, 10%(v/v)
) 0 R 1%(v/v)
2-mercaptoetanol ... ecceeeneeneecieuneeeennn. 1%(v/v)
Azul de bromofenol .....ooeeeeeeeeeeeevveeeenn. 0,5%o0(p/v)

Tampon de electroforesis:
Tris-HCLpH 8,4 ..., 25 mM
GIHCINA ettt e e 192 mM
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SDS e 0,1%(p/v)

15.2. Separacion electroforética en condiciones no desnaturalizantes
(EGPA-nativo).

Las condiciones de la electroforesis fueron las mismas que las descritas
para el EGPA-SDS pero omitiendo el SDS y el mercaptoetanol en las soluciones
utilizadas. El porcentaje de poliacrilamida de los geles se vari6 para hacerlos al 2,5
y 6% para el gel concentrador y separador respectivamente. La electroforesis tuvo
lugar a un amperaje constante de 20 mA y a una temperatura de 4°C pata evitar el

calentamiento del sistema.

16. Sobrexpresion del gen punrA en E. co/i y purificacion de la proteina
PnrA.

El procedimiento de purificacion se basé en el descrito por Zenno e al.
(1996a). Una alicuota de 10 ml de un cultivo de 10-14 horas en LB de E. c/i
DH5B que portaba el plasmido pNA]J (ver seccion 3 de Materiales y métodos) se
afiadi6 a 1 litto de LB suplido con ampicilina 10 mg/l. El cultivo se incubé en
agitacion a 37°C durante 12 horas. Las células se recogieron por centrifugacion y
se prepar6 un extracto libre de células tal y como se describe en la seccion 14 de
Materiales y métodos. De éste se obtuvo posteriormente el extracto citoplasmatico
como se describi6 en la secciéon 14.1 de donde se purificé el enzima. El extracto
crudo se fracciond primero con sulfato de amonio, de donde se observé que el
90% de la actividad precipitaba entre el 30 y el 90% (p/v) de saturacién. La
proteina precipitada se resuspendi6é en tampon fosfato 50 mM pH 7 y se dializé
frente al mismo tampoén durante 24 horas. El extracto libre de sales se pas6 a
través de una columna en intercambio i6nico HiPrep Q XL (Amersham
Biosciences, ref. 17-5092-01) en un sistema de cromatografia AKTApprc de
Amersham Biosciences, previamente equilibrada con 50 mM de tampoén fosfato
pH 7. La columna se lavé con 200 ml del tampoén inicial a un flujo de 5 ml/min y
se eluyé con un gradiente linear de 0 a 1 M de KCl en una solucién de tampon
fosfato pH 7. Se recogieron las fracciones con picos de actividad TNT reductasa

dependiente de NADPH, que eluyeron alrededor de 0,3 M de KCL A éstas se
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afladi6é sulfato amonico para alcanzar una concentracion de 1,7 M. La mezcla
resultante se cargd de nuevo en el FPLC con una columna de interaccién
hidrofébica de fenil-sefarosa (Phenyl Sepharose High Performance, Amersham
Biosciences, ref. 17-1082-01), previamente equilibrada con tampén fosfato 50 mM
con sulfato amoénico 1,7 M. La columna se lavé con 30 ml de este tampon a un
flujo de 0,5 ml/min y se eluyé con un gradiente linear de sulfato aménico en
tampon fosfato de 1,7 a O M. Las fracciones con actividad se recogieron y se
dializaron frente a tampon fosfato 50 mM pH 7. La muestra se pasé entonces por
una columna de cromatografia de afinidad de “Red-sefarosa” (Red Sepharose Cl-
6B, Pharmacia Biotech, ref. 17-0528-01) equilibrada con tampén fosfato 50 mM
pH 7. La actividad nitroreductasa se eluy6 con un gradiente linear de 0 a 3 M de
NaCl a un flyjo de 1 ml/min. Los picos con actividad se recogieron y se
concentraron en con una membrana Centricon YM-3 (Millipore, ref. 4202). PnrA
se purific6 a homogeneidad finalmente en una columna de filtracién en gel
Superose 12 (Amersham Biosciences, ref. 17-0674-01), eluyendo con tampoédn
fosfato 50 mM pH 7 suplido con 150 mM de NaCl a un flujo de 0,2 ml/min. La
proteina PnrA se recogio, y tras eliminar las sales con columnas PD-10 (PD-10
desalting columns, Amershan Biosciences, ref. 17-0851-01) se conservé a -20°C

para analisis posteriores.

93



Materiales v métodos

94



Capitulo 1

Capitulo 1

Determinacion de las rutas de asimilacion del
nitrdgeno del TNT en Pseudomonas putida
JLR11
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RESUMEN

Los resultados mostrados en este capitulo demuestran que
Psendomonas putida JLR11 utiliza varias vias iniciales de ataque al
2,4,6-trinitrotolueno (TNT), de manera que el nitrégeno del TNT
puede liberarse en forma de nitrito o de amonio. Esta propuesta se
fundamenta por la observacion de que un mutante #asB, afectado en
la reduccion de nitrito a amonio es capaz de crecer en TNT, aunque a
menor velocidad que la cepa silvestre. El nitrogeno del TNT se
incorpora en los esqueletos carbonados via la ruta de la glutamina
sintetasa (GS)-glutamato sintetasa (GOGAT), como evidencia un
mutante en la GOGAT incapaz de crecer en TNT. Esta ruta le sirve a
ademas a esta cepa para asimilar el amonio producido por la
reduccion del nitrito/nitrato o cuando este amonio se suple a bajas
concentraciones. Tres mutantes con inserciones de transposones en
ntrC, nasT'y cnmA, que codifican proteinas reguladoras, no crecen en
TNT, aunque si lo hacen en TNT pero a menor velocidad que la cepa

silvestre.
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Los resultados del trabajo previo del Dr. A. Esteve-Nufiez (2000) en
nuestro grupo de investigacion concluyeron que Pseudomonas putida JLR11 es capaz
de metabolizar hasta el 85% del nitrégeno del explosivo 2,4,6-trinitrotolueno. En
cultivos con TNT como tunica fuente de nitrégeno, aparecia una acumulacion
transitoria de nitrito en el medio de cultivo, lo que indicaba una denitracion y
formaciéon de nitrito, que posteriormente se reduciria a amonio por la nitrito
reductasa, como mecanismo de asimilacién del nitrégeno del TNT. Una
demostracion inequivoca de esta hipétesis requerifa, sin embargo, el estudio del
metabolismo del nitrégeno en P. putida JLR11 y la obtencién de mutantes
bloqueados en estas rutas asimilatorias. Estos estudios son los que se han

abordado durante este capitulo de resultados.

1. Aislamiento de mutantes deficientes en el metabolismo del nitrito.

Para el estudio del metabolismo del nitrito en Pseudomonas putida JLR11, se
realizb6 una mutagénesis al azar sobre el cromosoma de esta cepa, usando para ello
el transposén mini-Tn5-Telurito. Los clones mutantes se seleccionaron en medio
MS8 con amonio 5 mM, glucosa al 0,5% (p/v) y Tel (30 Xg/ml). Se analizaron asi
3600 clones resistentes a telurito obtenidos en 10 ensayos de mutagénesis
independientes. Se obtuvieron 8 clones incapaces de crecer en medio solido
minimo con nitrito 2 mM como tnica fuente de nitrégeno (ver Tabla 3.1.)

La mayoria de las cepas seleccionadas tampoco crecieron en TNT cuando
se us6 como unica fuente de nitrégeno en medio sélido, aunque se pudo observo
un crecimiento residual de las cepas denominadas 10.51 y 36.35. La secuencia de
cada gen inactivado se identificd en cada mutante mediante la secuenciacion de la
zona adyacente a la inserciéon del mini-Tn5-Tel (ver seccion 7.6 de Materiales y

métodos).
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Tabla 3.1. Mutantes de Psexdomonas putida JLR11 obtenidos por insercion de miniTn5-Tel y
aislados por su incapacidad de crecer en nitrito.

Crecimiento Crecimiento Crecimiento Gen Funcién

Cepa NH,' NO, TNT  mutado

Silvestre ++ ++ +

Glutamato sintasa,

C42 +/- - - gitD subunidad menor
(GOGAT)

Glutamato sintasa,
subunidad menor

+/- - -
K12 / glitD (GOGAT)
Glutamato sintasa,
subunidad menor

+/- - -
M20 / glitD (GOGAT)
Glutamato sintasa,
subunidad mayor

+ - -
6.72 glitB (GOGAT)
Glutamato sintasa,
subunidad mayor

+ - -
40.58 gitB (GOGAT)
Regulador global
del metabolismo
9.46 ++ - - ntrC del N, activator
transcripcional

Regulador
transcripcional de la
++ - +/-

10.51 / enmA familia LysR
Regulador del
36.35 ++ - +/- nasT operon nasABC

El crecimiento de las cepas se comprobé en medio sélido minimo con glucosa como fuente de carbono y
diferentes fuentes de nitrégeno: 5mM de NH4Cl, 2 mM de nitrito y 500 uM TNT. El crecimiento se
examing tras 48 h de incubacién a 30°C. ++ significa que el tamafio de la colonia fue X 2 mm; + es para
colonias 2 X X X 1; + para < 1 mm; mientras que — se usé para aquellos donde no se observé crecimiento.
Se indica ademas el gen en donde el miniTn-5 se insert6, asi como la funcién correspondiente a cada
proteina codificada por dicho gen en la cepa silvestre.
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En la Tabla 3.1. se indica la pauta de lectura abierta (ORF) afectada y qué
proteina se codifica por dichos genes. En cinco de los casos, el mini-transposon se
insert6 en uno de los dos genes que codifican las dos subunidades de la glutamato
sintasa (GOGAT). En los mutantes 6.72 y 40.48 el gen truncado era el gi/B, que
codifica la subunidad mayor de la GOGAT, encontrindose el transposén
insertado en la base 961 del gen en el caso del 6.72, y en la base 2341 en el
mutante 40.48. Mientras, en los mutantes C42, K12 y M20 el mini-Tn5 se inserto
en la base 461 del gen g/#D, responsable de la sintesis de la subunidad pequena de
la GOGAT. Es muy posible que estos tres mutantes sean “hermanos”, ya que se
aislaron en la misma mutagénesis y presentaron la insercion en el mismo punto del
gen gitD. Por lo tanto, se seleccioné sélo uno de ellos para estudios postetiores.

En los otros tres mutantes seleccionados, el mini-transposén habia
interrumpido la secuencia de genes responsables de la sintesis de proteinas
reguladoras. De hecho, en la cepa 9.46, el miniTn5 se insert6 en la base 378 del
gen ntrC, que codifica el regulador global del metabolismo de asimilacién del
nitrégeno en un gran numero de microorganismos, incluyendo la familia
Enterobacteraceae, entre otros (He et al, 1997; Labes et al, 1993; Masepohl e al.,
2001; Merrick y Edward, 1995; Michael-Reydellet e a/,, 1997, Reyes-Ramirez ¢ al.,
2001, Studholme y Dixon, 2003; Wedel y Kustu, 1995). La cepa 36.35 result6 ser
un mutante por insercion en la base 482 de un gen homologo al nasT de
Agzotobacter vinelandii (Gutiérrez et al. 1995). La proteina codificada por este gen es
un regulador transcripcional positivo del operén nas, que es el encargado de la
asimilacién de nitrato y nitrito en numerosos microorganismos. En el mutante
10.51, por otra parte, el miniTn’ se encontraba insertado en la base 729 de un gen
cuyo producto presenta una alta homologia con reguladores transcripcionales de la
familia LysR (Henikoff ez a/, 1988; 1990). Ya que se desconocia la funcién exacta
de esta proteina, se decidi6 denominar al gen 24 (del inglés, control of nitrite
metabolism gene A).

Para confirmar que la incapacidad de crecimiento de estas cepas mutantes
en nitrito o TNT se debid a la insercién del transposén miniTn5-Tel en cada uno

de los genes descritos previamente, se procedié a identificar clones donde la
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mutaciéon se complementase para cada uno de los mutantes mediante la
transferencia de una librerfa genémica de P. putida JLR11 preparada en césmidos
pLAFR3 (ver seccion 8 de Materiales y meétodos). La libreria se transfirié en masa a
los mutantes mediante conjugacion tripartita, y se seleccionaron aquellos clones
que recuperaron la capacidad de crecimiento en nitrito. Se extrajeron los césmidos
TcR de los clones complementados. La reintroducciéon de éstos clones en los
mutantes corregia de nuevo la incapacidad de crecimiento en nitrito 2 mM y TNT
500 XM. En todos los casos, los césmidos que hacfan recuperar el fenotipo
silvestre a los mutantes portaban los genes que se habfan inactivado en las cepas
mutantes, tal y como se mostraba por hibridaciones “Southern blot” en los
césmidos, usando como sondas fragmentos internos de cada uno de los genes
generados por PCR (ver Figura 3.1.). Esto establece una relacién inequivoca entre

el fenotipo mutante, y su genotipo descrito.
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Fig. 3.1. (Pagina anterior) Comprobaciones por “Southern blot” de la presencia de los genes mutados en
los cosmidos que complementan el fenotipo cada una de los mutantes descritos. A saber: A. Hibridacién
de la sonda especifica del gen g#tD obtenida por PCR con los cebadores gltD52 (5-
CCGCCGTGAAGTGTTCAC -3 y gltD3 (5- ATCGCAGTCACCACCAG -3’) contra el cromosoma de
la cepa silvestre JLR11 y el césmido pCJLgltBD ambos digeridos con el enzima de restriccion PsA. Este
césmido complementé los mutantes 6.72 y M20, ambos mutados en los genes g/#B y g/tD respectivamente,
codificados en el mismo operén. B. Hibridacién de la sonda especifica del gen #asB obtenida por PCR con
los  cebadores nas53  (5- AAGAATTCCCTCGTGGAACGGCAGCG-3) 'y nas33 (5-
AAGTACCACACTGTCCTGCACGCC -3’) contra el cromosoma de la cepa silvestre JLR11 y el césmido
pCJLnasB ambos digeridos con el enzima de restricciéon Ps. Este cosmido complementé el mutante Mut
81 (ver seccion 2 de este Capitulo para descripcion de este mutante). C. Hibridacion de la sonda especifica
del gen ##C obtenida por PCR con los cebadores ntrC52 (5-CCGCCTTCTCGATTTACCTG-3’) y
ntrC32 (5-TGTGTTCCACCGCATCCGC-3’) contra el cromosoma de la cepa silvestre JLR11 y el
césmido pCJLntrC ambos digeridos con el enzima de restriccion PsA. Este césmido complemento el
mutante 9.46. D. Hibridacién de la sonda especifica del gen mm.A obtenida por PCR con los cebadores
LysR5 (5- CCTCGCTCAAGGCCGCGC-3") y LysR3 (5- AAGCGGATTTATCCGGG-3’) contra el
cromosoma de la cepa silvestre JLR11 y el césmido pCJLecnmA ambos digeridos con el enzima de
restriccion PsAl. Este césmido complementé el mutante 10.51. E. Hibridacién de la sonda especifica del
gen nasT obtenida por PCR con los cebadores nasT5 (5- CGCCTGTTCGACCAAGG-3’) y nasT32 (5-
TGCAGCCGCGCAGCATGG -3°) contra el cromosoma de la cepa silvestre JLR11 y el césmido
pCJLnasT ambos digeridos con el enzima de restriccién PsA. Este césmido complementé el mutante 36.35.
En todos los casos la calle 1 corresponde al cromosoma de JLLR11 y la calle 2 al c6smido utilizado en casa
caso.

En la figura 3.2. se muestra la organizaciéon de los genes que se sitian
alrededor de la ORF mutada en Pseudomonas putida JLR11. La secuencia de
nucleétidos de los genes mutados se establecié por secuenciacion de la region
adyacente utilizando cebadores especificos y los césmidos como molde. Muchos
de los genes representados en este esquema se identificaron por homologia con
los de la cepa Pseudomonas putida KT2440. Se puede destacar aqui que la
organizacion de los genes de P. putida JLR11 es idéntica a la de P. putida KT2440,
cuyo genoma esta disponible en la base de datos (Nelson ¢z o/ 2002). El nivel de
conservacion de la secuencia a nivel de nucledtidos es superior al 98 % entre
JLR11 y KT2440.

La secuencia de los genes se presenta en el Anexo I de esta Tesis Doctoral
y se han depositados en la base de datos del Genebank, cuyos nimero de acceso

son los siguientes:

Tabla3.2. Numeros de acceso de las secuencias depositadas en el Genebank

Gen Numero de acceso

gD AY885267
gltB AY885268
cnmA AY885269
nasB AY885270
nasT AY885271
ntrC AY885272
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Fig. 3.2. Mapa genético indicando la posicién de los mini-Tn5-Tel de los mutantes deficientes en
crecimiento en nitrito o TNT. El tridngulo invertido indica la posicién de la insercién en cada mutante. El
mutante #asB se generd por mutagénesis dirigida (ver seccion 2 de este capitulo). No se conoce la funciéon
de los genes 1-6 que se localizan divergentes con respecto a cuzA. Sus homélogos de KT2440 tienen los
nimeros de accesos siguientes: 1, PP2997; 2, PP22998; 3, PP22999; 4, PP23000; 5, PP23001; 6, PP23002.
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2. Mutagénesis dirigida del gen #asB de P. putida JLR11.

El proceso de mutagénesis al azar por insercion de mini-transposones no
aport6 un clon mutado en los genes que codifican la nitrito reductasa, la proteina
que esta implicada en la reduccién de nitrito a amonio. Por este motivo, se decidio
proceder a construir un mutante de JLR11 en el gen nasB, que codifica la
subunidad mayor de la nitrito reductasa, mediante mutagénesis dirigida. La
identificacién de la secuencia del gen #asB de JLR11 se basé en su homoélogo de
KT2440, que a su vez se hall6 por homologia través de busqueda por
comparacion con el programa BLASTP (Altschul ez a/, 1997) de una nitrito
reductasa ya caracterizada, la proteina NasB de Klebsiella pnenmoniae M5al (Lin et al.
1993), contra la base de datos del genoma de la cepa KT2440. Segin los extremos
5y 3’ de la secuencia de #asB de KT2440 se disefiaron cebadores (Nas5: 5’-
ATTCTAGACGGGCAACGAGAGCGACTGG-3 y Nas3: 5-
CTTCTAGACTCGACAGTTGGGATCAGG-3’) con los que se amplifico con
éxito un fragmento de ADN de 2356 pb, de JLR11. La secuencia de este
fragmento revelé6 que se habfa amplificado efectivamente el gen nasB. La
organizacion genética del operén es igual a la de K'T2440, con tres posibles genes,
nasABC (ver Fig. 3.2.), y el nivel de conservacion ronda el 99% a nivel de ADN.

Posteriormente se amplificé un fragmento central de 1117 pb del gen 7asB
usando los cebadores Nas53 (5-AAGAATTCCCTGCTGGAACGGCAGCG-3’;
con un sitio de corte EcRI [subrayado] que se incluyé en el extremo 5’ para poder
clonar el  producto de la  amplificacién), y  Nas33 (5-
AAGGTACCACACTGTCCTGCACGCC-3; con un sitio de corte Kprl
[subrayado] incluido en el extremo 5’ para clonar el producto de la amplificacion).
El producto se cloné en el plasmido pCHESIP Gm para generar el plasmido
pAC.1 (ver Tabla 2.3. de Materiales y métodos). La mutagénesis se llevo a cabo como
se describe en la seccion 9.2 y en la figura 2.4. de Materiales y métodos. La seleccion
del mutante se realizé en medio minimo con amonio 5 mM, benzoato 10 mM
como fuente de carbono y gentamicina 40 Xg/ml. Los clones obtenidos se
comprobaron por PCR, y por hibridaciéon en “Southern blot” usando como sonda
un fragmento del gen nasB amplificado por PCR con los cebadores nas53 y nas33
(ver Figura 3.3.).
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En un anilisis de crecimiento en medio solido con nitrito, TNT, 6 amonio
como fuente de nitrégeno, el mutante #asB crecié con amonio, pero no presento
crecimiento en nitrito. Sin embargo, este mutante mostraba un crecimiento lento

en placas con TNT.

3. Crecimiento en medio liquido de los distintos mutantes con
deficiencia en el metabolismo del nitrégeno.

Para la obtenciéon de datos cuantitativos del comportamiento de los
mutantes con diferentes fuentes de nitrogeno, se determiné la velocidad de
crecimiento del silvestre y los mutantes en las siguientes fuentes de nitrégeno:
5mM NH4Cl, 5 mM KNO3;, 2 mM NaNOy; algunos aminoacidos; y TNT, que se

afladi6 en cantidades por encima de su limite de solubilidad en agua (500 XM).
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Fig. 3.4. Cuvas de crecimiento en amonio (A) y en nitrito (B) como fuentes de nitrégeno. Se utiliz6
glucosa 0,5% (p/v) como fuente de catbono. Simbolos: Panel A; las lineas continuas indican una
concentracion inicial de 5 mM de amonio, mientras que las discontinuas es de 0,8 mM. En todos los casos,
los circulos cerrados (silvestre), cuadrados cerrados (mutante g/#B), cuadrados abiertos (mutante giZD),
triangulos cerrados (mutante ##C), triangulos abiertos, (mutante ¢.-), circulos abiertos (#7asB). En el panel
A, y linea discontinua, rombos cerrados (silvestre), rombos abiertos (mutante g/B), y cruces (mutante g/tD).

Los resultados de la Fig. 3.4. muestran que en amonio, la velocidad de
crecimiento fue similar entre el silvestre, los tres mutantes en los sistemas
reguladores, y el mutante #asB, con un tiempo de generacion de 2,55 = 0,15 horas,
y siendo la turbidez maxima que llegaron a alcanzar de 1,6-1,8 unidades de
turbidez a 660 nm (Fig. 3.4.A). En cambio, los mutantes en la GOGAT
exhibieron una larga fase de latencia, de unas 10-12 horas, y un crecimiento menor

que el silvestre, tanto en velocidad (tiempo de duplicacion de 4,5 = 0,3 h) como en
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turbidez, que alcanzé un maximo de 0,8 unidades. Ademas, los cultivos de los
mutantes GOGAT en este medio presentaban una coloraciéon pronunciada, no
presente en el silvestre ni el resto de mutantes (Fig 3.5.).

Cuando la concentracién de amonio se bajé de 5 mM a 0,8 mM, el silvestre
y el mutante #asB se duplicaron a una velocidad de unas 6 horas, y los cultivos
alcanzaron densidades de 0,8-1 de turbidez a 660nm (Fig 3.4.A). En cambio, no se
observo crecimiento alguno en los mutantes de la GOGAT en estas condiciones
de baja concentraciéon de amonio.

Ni los mutantes de la GOGAT, ni aquellos afectados en los sistemas
reguladores ##rC, nasT o cnmA presentaron crecimiento significativo en nitrito, asf

como tampoco lo hizo el mutante zasB (figura 3.4.B).

Fig. 3.5. Aspecto de los cultivos en medio minimo
con glucosa 0,5% (p/v) y amonio 5 mM tras tres
dias de crecimiento. El matraz del mutante 6.72,
present6 una acusada coloracién con respecto al
cultivo silvestre JLR11.

El hecho de que los mutantes fuesen incapaces de crecer en nitrito se ve
apoyado ademds por ensayos de suspension celular (ver seccion 14.1.1 de
Materiales y métodos) en donde se observd que éstos, a diferencia del silvestre, eran

incapaces de consumir el nitrito presente en el medio (Figura 3.6.).
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Fig. 3.6. Consumo de nitrito en ensayo de suspension celular. Simbolos: circulos cerrados
(silvestre), cuadrados cerrados (mutante g/#B), cuadrados abiertos (mutante g/iZD), tridngulos abiertos

(mutante ##rC), circulos abiertos (mutante #asB), rombos cerrados (mutante zasT), rombos abiertos
(mutante cm.A).

Ademais, en cultivos con nitrato 5 mM como fuente de nitrégeno, ningun
mutante present6 crecimiento (Fig. 3.7.A), sin embargo el mutante #asB incluso
cuando su crecimiento era imperceptible, era capaz de reducir el nitrato a nitrito,
que se acumulaba hasta en 350 XM en el sobrenadante del medio de cultivo. En
cambio, esta acumulacién no aparecia en los mutantes n#rC, gltB, gitD 6 nasT (ver
Fig. 3.7.).

Esta serie de resultados sugiere que el nitrégeno en forma de nitrato,
nitrito, o amonio (aunque a bajas concentraciones) se asimila preferentemente por

la ruta de la GS/GOGAT en Pseudomonas putida JLR11 (ver discusion).
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Fig. 3.7. Comportamiento de las cepas mutantes en cultivos con nitrato 5 mM como fuente de nitrégeno y
glucosa 0,5% (p/v). En el panel A se presenta el crecimiento expresado en turbidez a 660 nm del cultivo.
En el panel B se muestra la concentracion de nitrito en el sobrenadante. Simbolos: circulos cerrados
(silvestre), cuadrados cerrados (mutante g/#B), cuadrados abiertos (mutante g/#D), tridngulos cerrados
(mutante ##rC), triangulos abiertos (mutante zasT), circulos abiertos (mutante #asB), rombos cerrados
(mutante cmA).

Ya que la proteina NtrC en otros microorganismos juega un papel
fundamental en el control del metabolismo, regulando la expresion de las rutas de
degradacion de las distintas fuentes de nitrégeno disponibles, y que este trabajo
suponia la primera descripciéon de un mutante ##rC en P. putida, se decidié ademas
estudiar el crecimiento de las cepas mutantes en Ala, Arg, Asn, Gln, Glu, Gly, His,
Lys y Pro como unica fuente de nitrégeno. Para ello las células se precultivaron en

medio minimo con amonio 10 mM y glucosa 0,5% (p/v) y se transfirieron a los
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medios de cultivo con los distintos aminodacidos, suministrados en todos los casos
a una concentracion de 5 mM, y glucosa 0,5 % (p/v).

Los mutantes nasB, cimA y nasT mostraron un crecimiento similar al
silvestre en todas estas fuentes de nitrogeno (ver Tabla 3.3.), indicando que sus
productos génicos tenfan claramente una funcién especifica en el metabolismo del
nitrito/nitrato en P. patida JLR11. El mutante NtrC no crecié en Gly o Lys, y su
presentd un crecimiento muy limitado en His (Tabla 3.3.). Mientras, el crecimiento
de los mutantes en la GOGAT se vio también afectado en Ala, Arg, Gly y Lys.
No se observaron diferencias entre el silvestre y los mutantes en NtrC y GOGAT

cuando se utiliz6 Gln o Asn como fuente de nitrégeno.

Tabla 3.3. Crecimiento de cepas mutantes con distinto aminoacidos como fuente de
nitrégeno

Fuente de N Cepas

Silvestre gitB gltD  nasB  ntrC cwmA  nasT

Ala ++ B B ++  ++  ++ ++
Arg +++ B B +++ +++ +++ +++
Asn ++ ++  ++ ++ ++ ++ +H4
Gln +++ 4+ HH+ HH+ 4+
Glu ++ + + ++ + ++  ++
Gly ++ B B ++ B ++ 4+
His +++  H+H+ HH+ HHE + 4+ 4+
Lys +++ + +  +++ B +++ ++4
Pro +++ + + +++ 4

El crecimiento se determind por turbidez del cultivo a las 24 horas de incubacién a 30°C. +++ se
aplic6 para crecimientos 8 1,5 unidades de densidad éptica a 660nm; ++ para densidades épticas entre 1,5 y
1 unidades; + para 1 a 0,3 unidades y 3 para menos de 0,3 unidades.

4. Crecimiento de las cepas mutantes en TINT.

Para comprobar el comportamiento de las cepas silvestre y de los distintos
mutantes se realizaron curvas de crecimiento en medio minimo con glucosa 0,5%
(p/v) como fuente de carbono y TNT como tnica fuente de nitrégeno. Para

asegurar una homogeneizacion de las condiciones de cultivo al maximo, asi como
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la maxima solubilidad y la transferencia del TNT, las curvas se realizaron en
reactores de 2 L en aerobiosis. La cantidad afiadida de TNT fue de 300 mg, lo cual
estd por encima de su limite de solubilidad (100 mg/1).

Los mutantes GOGAT se mostraron incapaces de crecer en TNT (ver Fig.
3.6.A), mientras, los clones mutantes ##C, nasT'y nasB crecimieron en este medio,
si bien su crecimiento fue a una velocidad menor que el silvestre, de
aproximadamente la mitad que éste, es decir, unas 23-29 h de tiempo de

duplicacion, respecto a las 15 horas de la cepa silvestre.
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Fig. 3.6. Cultivos TNT glucosa 0,5% (p/v) en treactotes actobios de 2 L. En el panel A se muestra el
crecimiento referido a densidad 6ptica a 660nm. En el panel B se muestra la acumulacién de nitrito
presente en el sobrenadante del medio de cultivo. Simbolos: circulos cerrados (silvestre), cuadrados
cerrados (g//B); triangulos cerrados (n#rC); triangulos abiertos (nasT); circulos abiertos (#asB).
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Las cepas mutantes mostraron una acumulacién de nitrito en el medio que
aumentaba a lo largo del tiempo (alrededor de 30-40 XM) (Fig. 3.6.B). El silvestre
en cambio, acumulaba nitrito en el medio a baja concentraciéon, y de manera

transitoria.

5. Determinacion de la actividad nitrito reductasa.

Para confirmar que el crecimiento observado en la cepas mutantes 7asB,
ntrC y nasT no se debfa a una posible capacidad de reducir nitrito en estas
condiciones, se analizé la actividad nitrito reductasa de estas cepas. Para ello, se
partié de cultivos en medio minimo, glucosa 0,5% (p/v) y amonio (5 mM) como
fuente de nitrégeno. Una vez que los cultivos alcanzaron la fase exponencial las
células se recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces en tampoén fosfato
50 mM pH 7 para eliminar los restos de amonio. Tras ello, las células se
transfirieron a medio minimo con glucosa y TNT, o glucosa, amonio y TNT. Tras
tres horas de incubacion, se recogieron las células y se prepararon los extractos tal
y como se describe en la seccion 14 de Materiales y métodos.

No se observé actividad nitrito reductasa en los extractos de células
cultivadas en amonio y TNT como fuente de nitrégeno, tanto en los mutantes
como en la cepa silvestre. Sin embargo, se pudo observar esta actividad en
extractos libres de células del silvestre incubado en presencia de sélo TNT, siendo
de 128 mU/mg de proteina, pero no en las cepa 7asB o los genes reguladores (ver

Tabla 3.4.), lo que es consistente con el resultado mostrado en la Fig. 3.4.

Tabla 3.4. Medida de actividad nitrito reductasa en extractos celulares?

silvestre nasB ntrC nasT
TNT 0,128 0,01 0,01 0,01
TNT amonio 0,01 0,01 0,01 0,01

La actividad se determiné como se describe en la seccion 14.1 de Materiales y métodos. * La actividad
se expresa en miliunidades de actividad por miligramo de proteina. Siendo una unidad el consumo la
oxidacién de un nanomol de NADH por minuto.

La actividad nitrito reductasa se determiné ademas en geles de proteinas no

desnaturalizantes (ver seccion 14.1.2 de Materiales y miétodos y Fig. 3.7.). Los
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resultados de los geles confirmaron los datos de las medidas z vitro, ademas de
mostrar que zasB es el unico sistema de reducciéon de nitrito presente en células

incubadas en TNT en JLR11.

Fig 3.7. Determinacién de la actividad nitrito reductasa en geles de protefnas no denaturalizantes en
extractos libres de células de silvestre y mutantes incubados en TNT. Las muestras se corrieron por
duplicado. 1. mutante g/#B; 2. mutante ##rC; 3. silvestre; 4. mutante #asT; 5. mutante #asB; 6. mutante cnm.A.

7. Analisis comparativos del operén de la nitrito reductasa con respecto a
otras Psendomonadaceas.

Debido a la similitud de secuencia entre los operones #asABC de JLR11 y
K'T2440, se puede usar la base de datos del genoma secuenciado de esta ultima
cepa (Nelson et al, 2002) para llevar a cabo un estudio comparativo de la
estructura y localizaciéon de este operén con respecto a los genomas de otras
Psendomonas ya secuenciadas, es decit, P. aeruginosa PAO1 y P. syringae pv. tomato
str. DC3000.

El operén de la nitrito reductasa en P. putida esta compuesto por tres genes
(ver Fig. 3.1. y 3.8.), nasA, nasB y nasC. nasA codifica la nitrato reductasa, mientras

que los genes #asBC constituyen las dos subunidades de la nitrito reductasa.
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Fig. 3.8. Esquema representativo de la localizacién y organizacién de los operones #asST y nasABC en P.
putida asi como en otras especies de Psendomonas cuyos genomas estan secuenciados. Los genes homologos
en las tres especies estan representados con el mismo color. Los genes cuya denominacién corresponde a
un nimero se han determinado por similitud con protefnas de las bases de datos mediante BlastX, a saber:
1. Setina/Treonina protein quinasa; 2. Transportador de nitrato (#asl”); 3. Levanosucrasa; 4. Proteina de la
familia 2-hidroxiacido deshidrogenasas; 5. Proteina de la familia de reductasas de cadena corta; 6. wbA,
uroporfirina-IIT C-metiltransferasa. En gris aparece una proteina hipotética de funcién desconocida. Los

cortes en la cadena indican una distancia indefinida entre un grupo de genes y otros.
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Estos tres genes aparecen en P. aeruginosa, aunque se organizan justo al contrario,
codificaindose en primer lugar los genes de la nitrito reducatasa. En P. syringae en
cambio, parecen estar organizados como en P. aeruginosa, aunque nasB esta
truncado, y #asC ha desaparecido por completo en el operén. Esta bacteria sin
embargo posee una copia de los genes 7asBC en otra localizaciéon del cromosoma
en lo que puede ser un operén distinto, que tan solo codifica para la nitrito
reductasa.

El operén nasST, que en P. putida esta acompanado de un transportador de
nitrato (nasl’), también en P. aeruginosa y en P. syringae situado a poca distancia del
oper6n de la nitrato y nitrito reductasa, aunque en ambos casos el gen que codifica
el transportador de nitrato esta separado por otra region codificante, lo que parece
indicar una separaciéon de codificacion en distintos operones de los genes 7asl”y
nasST. En cualquier caso, en los tres genomas, tras el transportador de nitrato
aparece conservado otro gen que codifica una serina/treonina protein quinasa, lo
que parece indicar expresion en unico operdn, y por tanto una participacion

conjunta en el metabolismo del nitrito o nitrato.
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Capitulo 11

Aislamiento y caracteriiacion bioquimica del la

nitroreductasa PnrA en P. putida JLLRT1
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RESUMEN

Las nitroreductasas son un grupo de proteinas que reducen
numerosos nitroaromaticos con piridin nucleétidos como donadores
de electrones. En este capitulo se describe la identificacién de las
nitroreductasas PnrA y PnrB de la cepa JLR11 de Psesdomonas putida.
El enzima codificado por el gen pnrA se expres6 en Escherichia coli 'y
se purific6 a homogeneidad. Los resultados demuestran que es una
flavoproteina que usa 2 moles de NADPH para reducir un mol de
TNT hasta 4-hidroxilamino-2,6-dinitrotolueno mediante un
mecanismo bi-bi ping-pong. PnrA reconoce ademas a otros
nitroaromaticos como sustratos, por ejemplo el 2,4-dinitrotolueno, 3-
nitrotolueno, 3- y 4-nitrobenzoato, 3,5-dinitrobenzamida y 3,5-
dinitroanilina. Sin embargo, el TNT resulté6 ser el mejor sustrato
segun la relaciéon V__ /K mas alta. El analisis de la expresion de
pnrA y pnrB mediante la cuantificacion del ARN, , aislado en
distintas condiciones, indicé que el nivel de expresion de ambos
genes se mantiene relativamente constante independientemente de
las condiciones utilizadas para el cultivo del microorganismo, lo cual
esta en concordancia con los niveles relativamente constantes de
actividad nitroreductasa en células creciendo cultivadas con distintas

fuente de nitrégeno.
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Los datos presentados en el capitulo anterior de Reswu/tados indicaban que la
cepa JLR11 de Pseudomonas putida obtienia nitrégeno del TNT tanto en forma de
amonio como de nitrito. Un paso necesario para la liberacién de amonio a partir
de un grupo nitro es la reduccién de al menos uno de los grupos nitro del TNT.
Esto sugeria, por tanto, que el genoma de Pseudomonas putida JLR11 debia poseer
los genes que codifican este tipo de enzimas. Esto vendrfa apoyado por la
observacién de la acumulacién de aminas aromdticas en el sobrenadante de
cultivos tanto aerobios como anaerobios de la cepa JLR11 y que se producen
como resultado de la reducciéon del TNT (Esteve-Nufiez y Ramos, 1998). Asi
pues, para profundizar en el estudio del metabolismo del nitrégeno del TNT, se
hizo necesario identificar las nitroreductasas presentes en esta cepa. Con objeto de
identificar estas actividades se decidié proceder a la identificacion de la actividad

en fracciones subcelulares.

1. Identificacion de actividad nitroreductasa en extractos libres de
células de Psendomonas putida JLR11 en diferentes condiciones de cultivo.

Pseudomonas putida JLR11 se cultivé en medio minimo con amonio 10 mM
o TNT como fuente de nitrégeno, o con una mezcla de ambos al mismo tiempo,
en presencia o ausencia de oxigeno. Los extractos celulares recogidos de estos
cultivos mostraron actividad nitroreductasa constitutiva independientemente de
las condiciones de cultivo. Dado que la actividad de reduccion de TNT asociada a
la membrana sélo estaba presente en células cultivadas en condiciones anaerobias
en las que el TNT se utilizaba como aceptor final de electrones en una cadena
respiratoria  (Esteve-Nufiez, ¢ al, 2000b) se consideré que la actividad
nitroreductasa mostrada bajo condiciones aerébicas se producia principalmente
por reduccién citoplasmatica del TNT. Para demostrar esta hipétesis, de extractos
celulares de células cultivadas en amonio o en TNT, tanto en condiciones aerobias
como anaerobias, se realizaron fraccionamientos del citoplasma y de la membrana

plasmatica. Se observé que a la fraccién citoplasmatica se asociaba una actividad
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TNT reductasa independientemente de la condiciones de cultivo utilizadas para

preparar los extractos (ver Fig. 4.1.).
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Fig. 4.1. Actividad TNT-nitroreductasa medida en extractos citoplasmaticos de células cultivadas
en condiciones aerobias o anaerobias, con amonio 10 mM, o amonio 10 mM y TNT en exceso, como
fuente de nitrégeno.

2. Identificacion y clonaciéon de genes de nitroreductasas en P.
putida JLR11.

Durante el desarrollo de este proyecto se llevd a cabo la anotaciéon del
genoma de la cepa P. putida KT2440 y, como se ha descrito en el Capitulo I de
Resultados, el nivel de identidad entre la secuencias de P. putida JLR11 y P. putida
KT2440 ronda el 98% a nivel de nucleotidos. Se hipotetiz6 que la(s)
nitroreductasa(s) citoplasmaticas pudiesen formar parte de una familia de
proteinas nitroreductasas, del tipo 1 (también denominadas “insensibles a
oxigeno”), designada como familia de “Nitroreductasas clasicas” (ver seccioén
3.1.1. de Introduccion). Las proteinas de esta familia presentan una secuencia muy
conservada en bacterias, y constituye el grupo de nitroreductasas mas importante
de las presentes en procariotas. Se habfan descrito previamente dos

nitroreductasas de Escherichia coli codificadas por nfsA y nfsB (Zenno, et al., 19906a,
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1996b). Su secuencia sirvié para hacer una bisqueda por comparacion de genes
similares en el genoma disponible de la cepa KT2440 [Nelson e al 2002}
mediante el programa BLASTP. Se identificaron asi dos secuencias cuya
traduccion mostraba posibles pautas de lectura abiertas con alta identidad con

NfsA, (30%) (ver Fig. 4.2), vy con NfsB, (identidad del 52%) (Fig. 4.3)

NfsA 11 HRSIRHFTDEPISEAQREATIINSARATSSSSFLQCSSIIRITDKALREELVTLTGGQKHV
HRS+R ++D P+ E I +A++ S+SS LQ S++ + D+ L L+G Q+HV
2440 : 171707 HRSVRAYSDLPVDEQMLSWAIAAAQSASTSSNLQAWSVLAVRDRERLARLARLSGNQRHV

NfsA : 71 AQAAEFWVFCADFNRHLQIC----- PDAQLGLAEQLLLGVVDTAMMAQNALIAAESLGLG
QA F V+ D++R ++ P A + E +GVVD A+ AQNA +A E+ GLG
2440 : 171527 EQAPLFLVWLVDWSRLRRLARTLQAPTAGIDYLESYTVGVVDAALAAQNAALAFEAQGLG

NfsA : 126 GVYIGGLRNNIEAVTKLLKLPQHVLPLFGLCLGWP--ADNPDLKPRLPASILVHENSYQP
VYIGG+RN+ EA+++ L LP +FG+C+G P A ++KPRL S+++H Y+
2440 : 171347 IVYIGGMRNHPEAMSEELGLPNDTFAVFGMCVGHPDPAQPAEIKPRLAQSVVLHRERYEA

NfsA : 184 LDKGAL--AQYDEQLAEYYLTRGSNNRRDTWSDH-IRRTIIKES---RPFILDYLHKQGW
+ A+ A YD +++++ + NR +WS + R +S R + D L+ G+
2440 : 171167 TEAEAVSVAAYDRRMSDFQHRQQRENR--SWSSQAVERVKGADSLSGRHRLRDALNTLGFE

NfsA 238 ATR 240
R
2440 : 170993 GLR 170985

respectivamente.

Fig. 4.2. Comparacién de secuencias entre la proteina de E. w/i NfsA con la traduccion de la secuencia del
genoma de Pseudomonas putida KT2440. En negrita aparecen los residuos aminoacidicos conservados. Los
residuos que no son idénticos, pero poseen las mismas caracteristicas quimicas aparecen como cruces. Los
nameros referidos a la secuencia de K'T2440 corresponden al de los nucleétidos del contig X que codifican
la secuencia de aminoacidos alineada con la de la proteina NfsA.
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NfsB : 1 MDIISVALKRHSTKAFDASKKLTPEQAEQIKTLLQYSPSSTNSQPWHFIVASTEEGKARV
MD +S+A +R++TKA+DAS+++ + + L++SPSS NSQPWHFIVA T EGKA +
2440 : 111745 MDTVSLAKRRYTTKAYDASRRIPQATVDALLEQLRHSPSSVNSQPWHFIVADTAEGKALL

NfsB : 61 AKSAAGNYVENERKMLDASHVVVFCAKTAMDDVWLKLVVDQEDADGRFATPEAKAANDKG
AKS A Y +N +K+LDASHV+VFC +T M + L V+DQE ADGRF +A+A  ++
2440 : 111925 AKSTAEGYAYNTQKLLDASHVIVFCTRTEMTEEHLNAVLDQEAADGRFRDEQARAGONQS

NfsB : 121 RKFFADMHRKDLHDDAEWMAKQVYLNVGNFLLGVAALGLDAVPIEGFDAAILDAEFGLKE
R+ + ++tHR D D WM KQ YL +G LLG AA GLDA PIEGFD+ +LDAE GL+E
2440 : 112105 RRHYVNLHRFDQKDVQHWMEKQTYLALGTALLGAAAHGLDATPIEGFDSKVLDAELGLRE

NfsB : 181 KGYTSLVVVPVGHHSVEDFNATLPKSRLPONITLT 215
+G+TS+V++ +G+ S DFNA L KSRLP + T
2440 : 112285 RGFTSVVILSLGYRSEADFNAGLNKSRLPASQVET 112389

Fig. 4.3. Comparacién de secuencias entre la proteina de E. co/i NfsB con la traduccién de la secuencia del
genoma de Pseudomonas putida KT2440. En negrita aparecen los residuos aminoacidicos conservados. Los
residuos que no son idénticos, pero pero poseen las mismas caracteristicas quimicas aparecen como cruces.
Los nimeros referidos a la secuencia de KT2440 corresponden al de los nucleétidos del contig X que
codifican la secuencia de aminoacidos alineada con la de la proteina NfsA.

A estos posibles genes se les denominéd purA y pnrB (de Pseudomonas
NitroReductasa A y B) respectivamente, de acuerdo con la similitud presentada
con las proteinas NfsA y NfsB de E. w/. La secuencia de estos genes se utiliz6
para disefiar cebadores con los que amplificar y clonar los genes pnrA y pnrB de
JLR11.

Los cebadores usados para amplificar mediante PCR el gen pnrA de JLR11
fueron: pnrA5; 5-ATTCTAGAGTTATGAGCGTATATCTCGG-3 (disenado
con una diana de corte Xbal en su secuencia para poder clonarlo [subrayado] y
pnrA3; 5-AAGGATCCGCCACTGGAACCTTGAGTGTC-3" (disefiado con

una diana de corte BazHI para poder clonatlo [subrayado]). Los cebadores usados

para amplificar pnrB fueron: pnrB5; 5’-
GCICTAGAACAGTTCGAGGTCCGGTGAGC-3’ (disehado con una diana de
corte de Xbal [subrayado]) y pnrB3; 5-

AAGGATCCTGTGGATTTCGAAATCGCTG-3 (disefiado con una diana para

BamHI [subrayado]). Con ellos se amplificaron dos fragmentos cuyos tamafos
coincidieron con los de KT2440, siendo éstos de 1043 pb, para pnrA, y 1046 pb

para pnrB. Ambos productos de PCR se secuenciaron y se comprobd que la
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secuencia a nivel de nucleétidos se conservaba en mas del 99% con los genes de
KT2440. La secuencia de ambos genes de JLR11 se depositaron en la base de
datos del Genebank. Los numeros de acceso para estos genes son: pnrd; Q93AS3
y pnrB; Q8KRI2 (ver Anexo I para mas informacién sobre la anotacién de las
secuencias).

Por otra parte, los productos de la amplificacion se clonaron en el
plasmido pUC19, generando los plasmidos pNAJ y pNBJ, que portaban los genes
pnrA 'y pnrB respectivamente. Ambos plasmidos se transformaron en la cepa
DHS5B de E. cliy, tras cultivar las cepas en LB, se recogieron las células con las
que se prepararon extractos libres de células. Se determiné entonces la actividad
nitroreductasa asociada a los genes clonados usando los siguientes sustratos: 2,4,6-
trinitrotolueno,  24-dinitrotolueno,  4-nitrotolueno,  4-nitrobenzoato  y
nitrofurazona (Fig. 4.4.). Como control de actividad se utilizé un extracto de E.

coli DH5[ que portaba el plasmido pUC19 sin inserto.
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Fig. 4.4. Actividad nitroreductasa de E. w/i portando o no los genes pnrA y pnrB de JLR11. La
actividad nitroreductasa se estimé como el consumo de NADPH (panel superior) o NADH (panel
inferior). Se prepararon extractos libres de células de E. w/i DH5f portando el plismido pUC19 (control)
o los plasmidos pNAJ (PnrA) 6 pNBJ (PnrB). Los sustratos utilizados fueron: Nitrofurazona, TNT, 4-
nitrotolueno, 4-nitrobenzoato y 2,4-dinitrotolueno. Se ha de indicar que en ausencia de sustrato afiadido se
observé cierta actividad basal de oxidacién de NADH 6 NADPH.

Usando NADH como donador de electrones, la actividad basal de los
extractos de los tres cultivos fue de alrededor de 150 nmoles de NADH
consumidos por minuto y por mg de proteina. Sin embargo, los niveles de
oxidacion de NADH de los extractos que portaban las proteinas PnrA y PnrB con

los sustratos utilizados fue ligeramente superior a los basales, sugiriendo que ni
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PnrA, ni PnrB presentaban una actividad destacable con ninguno de los sustratos
utilizados en este experimento.

Con NADPH como donador de electrones, en cambio, se observo
actividad enzimatica con la proteina PnrA, mientras que PnrB presenté muy poca
actividad con respecto a los nitroaromaticos utilizados como sustratos. La
actividad especifica basal de E. c/i portando pUC19 fue relativamente baja ( 10
nmoles de NADPH oxidados por min por mg de proteina). La nitrofurazona fue
el sustrato con el que PnrA presentdé mayor actividad. Sin embargo, se encontré
una actividad especifica TNT-nitroreductasa asociada al producto del gen pnrA
muy alta, de més de 520 nmoles de NADPH oxidados por min y mg de proteina.
En cambio, la actividad con TNT como sustrato de la proteina expresada por el
gen pnrB no llegd a los 20 nmoles de NADPH consumidos por min por mg de
proteina. Con el apoyo de esta serie de resultados se consideré que PnrA era
probablemente la principal nitroreductasa citoplasmatica de JLR11, y por tanto, se
decidi6 continuar el estudio y caracterizacién de la proteina codificada por el gen

pnrA.

3. Determinacion de la expresion de los genes pnrA y pnrB en
Pseudomonas putida JLR11

Los estudios de actividad enzimatica llevados a cabo con la fraccion
citoplasmatica de JLR11 indicaron que la reducciéon de TNT es un proceso
constitutivo. Si la proteina codificada por pnrA es la responsable de la reduccion
del TNT en JLR11, la expresion del gen deberia ser a su vez constitutiva. Para
corroborar esta hipétesis se cultivaron células de P. putida JLR11 en medio
minimo con diferentes fuentes de nitrégeno, a saber amonio 10 mM, TNT, y
TNT mas amonio 10 mM, cuando la turbidez del cultivo a 660 nm alcanzd 0,7 se
extrajo el ARN total y se determiné la cantidad relativa de ARNm de pnrA y pnrB
mediante PCR a tiempo real, tal y como se describi6 en la seccion 11 de Materiales

Y métodos.
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Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.1. El nivel de
expresion de ambos genes fue similar, independientemente de la fuente de

nitrégeno utilizada para el crecimiento de la cepa.

Tabla 4.1. Expresion de los genes pnrA y pnrB medidos por PCR a tiempo real.

Fuente de nitrégeno Nivel de expresion
pnrA pnrB
Amonio 1 1
Amonio + TNT 0,96 0,79
TNT 1,26 0,64

Los valores dados son la media de tres replicas y se muestran como valores relativos a la expresion del gen
en cultivos con amonio 10 mM como unica fuente de nitrégeno, referido con el valor de 1. Los valores
relativos de pnrA y pnrB no son equivalentes entre ellos.

4. Purificacién y caracterizacion de las propiedades cinéticas del
enzima PnrA.

El gen pnrA codifica una proteina de 275 aminoacidos con un peso
estimado de unos 28 kDa. La proteina PnrA se purific6 a homogeneidad a partir
de extractos de cultivos de la cepa E. co/f DH5a que portaba el plasmido pNAJ. El
procedimiento de purificacion se describié en la seccion 16 de Materiales y miétodos.
El rendimiento de la purificacién de PnrA fue del orden del 36% y permitio
producir una cantidad de PnrA de unos 0,05 mg por litro de cultivo, con un factor
de purificacion de unas 366 veces (ver Tabla 4.2.) Las Figuras 4.5. y 4.6. muestran
los pasos de purificacion a homogeneidad de la proteina en columna (Fig. 4.5.) y la
resolucion de las proteinas en geles de EGPA-SDS (Fig. 4.6.).

El peso molecular estimado de PnrA en  geles de proteinas
denaturalizantes en SDS-PAGE fue de 28 kDa. El peso molecular de la proteina
nativa se estimé por filtracién molecular en gel, y result6 ser de 57 kDa. Por tanto,

PnrA es un homodimero en su conformacién nativa.
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Tabla 4.2. Rendimiento de purificacion de la proteina PnrA expresada en E. c/i DH5B que portaba el

plasmido pNA]J
Actividad
Actividad Proteina
Paso de Vol. especifica Rendimiento  Factor de
total total
purificacién  (ml) (U/mg (%0) putificacion
) (mg)
prot.)
Extracto
50 436 700 0,65 100 1
crudo
Fracccion
45 483 594 0,81 110 1,25

Citoplasmatica

Sulfato

amonico

30-90% 70 400 420 0,95 92 1,53
(dializado)
Cromatografia

Hiprep XL 50 296 65 4,5 68 7,35
Fenil sefarosa 15 230 11,5 20,25 53 32,6
Red sefarosa 15 102 0,4 226,6 36 365,5

Una unidad de actividad nitroreductasa corresponde a la oxidacion de 1 Xmol de NADPH por
minuto.
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Fig. 4.5. Resultados de la cromatograffa por FPLC. En rojo se indica la absorbancia a 280nm, lo
que corresponde a la concentracién de proteina. En azul se muestra el gradiente aplicado en cada paso de
FPLC, junto con la concentracién final de gradiente alcanzado. En negro se indica la actividad TNT-
nitroreductasa en cada fraccion (puntos negros) y que se corresponden con los valores dados en el eje Y de
unidades de actividad por fraccion. Las tres cromatografias son: A, Intercambio i6énico en columna Hiprep
XL; B, Interaccién hidrofébica en fenil sepharose; C, afinidad en Red Sepharose (Ver seccion 14 de
Materiales y métodos para mayor explicacion).
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- 66 kDa
- 45 kDa
- 31 kDa

Fig. 4.6. Geles EGPA-SDS donde se observa el nivel de purificacién de las fracciones con
actividad TNT-reductasa tras el paso por el FPLC: 1. Extracto crudo. 2. Columna de intercambio i6énico. 3.

Interaccién hidrofébica. 4. Afinidad.

Las soluciones de la nitroreductasa PnrA eran de color amarillo intenso, y
el espectro de la protefna era consistente con el de una flavoproteina (Fig. 4.7.). El
cofactor se caracteriz6 por HPLC y se identific6 como FMN. El espectro de la
proteina mostrd los picos maximos a 445, 370 y 270 nm, mientras que los picos

del FMN libre fueron a 448, 375 y 224 nm.

o
o
T

Absorbancia (UA)
o
N

o
N

1 1 1

200 400 600
Longitud de onda (nm)

Fig. 4.7. Espectro de la protefina homogénea PnrA.
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Se determiné la relacion molar entre el NADPH consumido por cantidad
de TNT reducido, dando una relacién de 1,9 moles de NADPH por mol de TNT.
Esto confirmé al 4-hidroxilamino-2,6-dinitrotolueno (4HADNT) como el
producto de la reaccién, que se detectd ademas por HPLC.

El pH 6ptimo de actividad del enzima PnrA fue de 7,2, aunque la reaccion
se observo en un intervalo de pH de 6,5 a 8,5, y una temperatura de 25°C. Por
otro lado, la K, para el NADPH fue de 20+2 XM.

Se determiné ademas los valores de Vimax asi como de K de PnrA para una

serie de mono- y dinitrotoluenos, 2,4,6-trinitrotolueno, 3- y 4-nitrobenzoato, 3,5-

dinitroanilina y 3,5-dinitrobenzamida (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Perfil de actividad de la nitroreductasa PnrA y sus constantes cinéticas

Substrato Km (uM) Vimax (U/mg) Vinax/Km
2,4,6-trinitrotolueno 5 6400 1280
2,4-dinitrotolueno 4 3500 875
3,5-dinitrotolueno 10 3800 380
2,6-dinitrotolueno 500 3150 6

2-nitrotolueno

2-nitrobenzoato

3-nitrotolueno

3-nitrobenzoato

4-nitrotolueno

Sin actividad

Sin actividad

30

30

Sin actividad

Sin actividad

Sin actividad

700

2800

Sin actividad

No aplicable
No aplicable
20
90

No aplicable

4-nitrobenzoato 20 3400 170
3,5-dinitrobenzamida 7 6500 930
3,5-dinitroanilina 9 5400 600

Los valores dados corresponden a la media de 4 medidas en ensayos independientes. La
desviacion estandar esta por debajo del 10% de los valores dados en la tabla.
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El maximo valor de la relacidon entre Vima/Km se obtuvo con el TNT. Esto
indica que, este nitroaromatico es el mejor sustrato de PnrA de todos los
compuestos ensayados. Los valotres de Vima/Km alcanzados con el 2,4-DNT y con
la 3,5-dinitrobenzamida fueron similares a los del TNT, lo que sugiere estos dos
compuestos son también buenos sustratos del enzima.

En comparacion con los resultados mostrados por el 2,4-DNT, los que
present6 el 2,6-DNT como sustrato fueron muy exiguos. Los mononitrotoluenos
y los nitrobenzoatos fueron también, en general, sustratos pobres de PnrA. Las
preferencias del enzima por la reduccion del grupo nitro en posicion para
concuerda con la mayor electronegatividad de los grupos nitro en esta posicion,
segun lo descrito por Barrows e al. (1990).

Se realizaron también representaciones graficas en donde se represent6 la
velocidad de reduccion del TNT con respecto a la concentracion inicial de
NADPH (ver Fig. 4.8.). Este grafico mostraba lineas paralelas, lo que sugerfa que
el modo en que PnrA llevaba a cabo su actividad catalitica era un mecanismo de
tipo bi-bi ping-pong, como se ha descrito previamente para otras nitroreductasas
(Bryant, et al., 1991; Zenno, et al., 1996a; 1996b). En este mecanismo de reduccion,
tanto el donador de electrones como el sustrato compiten por el centro activo, lo
cual quiere decir que la entrada de uno de los elementos impide la entrada del
otro. De este modo, el mecanismo consiste en una primera cesiéon de los
electrones desde el donador NADPH hasta el FMN, reduciéndolo. Una vez
oxidado, el NADPP sale del centro activo. La flavina una vez reducida cede

posteriormente los electrones al grupo nitro del sustrato.
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Fig. 4.8. Deduccién del mecanismo de reduccién de PnrA mediante la representacion de graficos doble-
reciprocos en los que se determina la velocidad inicial con respecto a la concentracion de TNT (A) o
NADPH (B). La actividad TNT reductasa dependiente de NADPH se midi6 usando concentraciones
constantes de NADPH (25uM, triangulos cerrados; 50uM, cuadrados cerrados; 100 uM,circulos cerrados)
o TNT (5 uM, circulos abiertos; 10 uM, cuadrados abiertos, 50 uM, triangulos abiertos).
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Capitulo 111
Implicaciones de la nitroreductasa PnrA en e/

metabolinsmo del nitrigeno del TN'T en
P. putida JLR11

139



Capitulo 11

140



Capitulo 11

RESUMEN

En este capitulo se ha analizado el posible papel de la
nitroreductasa PnrA en la asimilacion del nitr6geno del TNT a partir
de la ruta de produccién de amonio. Para ello se construy6 una cepa
mutante en pnrA en Pseudomonas putida JLR11 mediante sustitucion
alélica y se comprob6 su capacidad de utilizacion del TNT como
fuente de nitrégeno. Los resultados aqui obtenidos muestran que un
mutante pnrA crece con TNT a menor velocidad que la cepa
silvestre, lo cual indica una participaciéon activa de la nitroreductasa
PnrA en la utilizacién del TNT. Por otro lado, el mutante en p#nr.A4 es
capaz ain de producir 4-HADNT, aunque en cantidades un 40%
inferiores a la del silvestre. Esto indica que existen mas enzimas con
capacidad nitroreductasa en JLR11. Ademas, esta cepa es capaz aun
de acumular 4-ADNT en las mismas concentraciones que el silvestre,
lo cual sugiere que el proceso de reduccioén de hidroxilamina a amina
es independiente al de reduccion hasta hidroxilamina llevado a cabo
por enzimas nitroreductasas. Se construyé ademas un mutante doble
en los genes pnrA y nasB para estudiar si con ello se obtenia una cepa
incapaz de crecer en TNNT como fuente de nitréogeno. Este doble
mutante es incapaz de crecer con TNT como fuente de nitrégeno,
demostrando asi las existencia de dos rutas de asimilacion

independientes en JLR11.
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La asimilacién del nitrégeno del TNT en Pseudomonas putida JLR11 sucede, de
acuerdo con los resultados presentados en el Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral,
gracias a dos rutas de eliminacién de grupos nitro independientes que dan como
resultado tanto nitrito como amonio. En el Capitulo II se identifico y caracteriz6 la
nitroreductasa PnrA de JLR11, siendo este enzima capaz de reducirr el TNT hasta
4-HADNT, y habiendo sido identificado ademds como una de las nitroreductasas
mas importante de JLR11 en cuanto a la reduccion del TNT. Para estudiar el papel
que cjercia PnrA en la asimilacion del nitrégeno del TNT, se decidié construir y
posteriormente caracterizar, una cepa de JLR11 mutante en el gen pnrA. Ademas
se decidi6 construir una cepa mutante portando inactivados los genes pnrA y nasB,
para determinar si las rutas de asimilacién del TNT en P. putida JLR11 eran

sinérgicas.

1. Construccidén de las cepa mutante en pnraA.

La construccion del mutante de prnrAd se realizd6 mediante intercambio
alélico del gen silvestre por una copia truncada pnrA:te/ mediante doble
recombinacién homologa, tal y como se describié en la seccion 9.1. de Materiales y
métodos.

Para ello se partié del gen pnrA clonado en el plasmido pNA]J (ver Capitulo
II para su descripcién). El gen pnrA se interrumpié mediante insercion del operén
que contiene los genes de resistencia a telurito, 4z.4%/A4B, que se cloné entre las
dianas N7z de la secuencia de pnrA (Genbank Q93AS3). El operdén de resistencia
a telurito se obtuvo previamente como un fragmento Hindlll de 3500 pbs del
plasmido pJMT4 (Sanchez-Romero, ¢z al., 98, y seccion 3 de Materiales y miétodos) y
tratamiento con el enzima Klenow con el que se obtuvieron extremos romos. La
insercion de k#ArelAB dio lugar al plasmido pNAJTel que portaba el alelo
mutante de pnrA. La construccion pnrAXkilAtelAB se aislé como fragmento Sall y
se subcloné en el sitio Sa/l del plasmido suicida pMRSAC.1 (ver secciéon 3 de
Materiales y métodos y la Fig. 2.3), obteniéndose asi el plasmido pMRSAC.1pnrA4::Tel.
La construccion se transfirié a la cepa silvestre P. putida JLR11 por conjugacion

tripartita.
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Los clones recombinantes se seleccionaron en medio M9 con telurito (20
Xg/ml) y benzoato 10 mM como fuente de carbono; asi se seleccionaban
merodiplides en los que el plasmido pMRSAC.1pnr4::Tel se habia insertado a
través de un evento de recombinacién. La doble recombinacién se obtuvo tras un
paso de presion selectiva por sacarosa al 10% (p/v) mis telurito (20 Xg/ml) donde
se eliminaron todos los clones que poseian el gen sacB (sacB confiere sensibilidad a
sacarosa en este medio) codificado en el plasmido pMRSAC.1. El remplazamiento
alélico y por tanto la mutacién en el gen prrA se confirmé por Southern blot en el

clon JLR34 (ver Figura 5.1.).

5,1 Kb/ 4,9 Kb. |
4.2 Kb. |

3.5 Kb.

Fig. 5.1. Southern blot hibridado con una sonda especifica del gen pnr.A obtenida por amplificacién por
PCR con los cebadores nfs62 (5’- caccgtgatcgegeag -3’) y nfs7 (5- aaggatccgecactggaaccttgagtote-3’). Las
calles mostradas son: 1y 2, cromosomas digeridos con el enzima Swal de 2 clones mutantes seleccionados
tras doble recombinacién; 3, cromosoma digerido con el enzima S»al de clon merodiploide obtenido tras
una primera seleccién en donde se ha integrado el plasmido pMRSAC.1pnrA:Tel; 4, cromosoma digerido
con el enzima Swal de la cepa silvestre JLR11.

3. Resistencia a nitrofurazona de la cepa pnr.4-.

Se ha descrito con anterioridad que la actividad de las nitroreductasas es la
responsable de la toxicidad de algunos compuestos nitroaromaticos, como por
ejemplo la nitrofurazona (NF) o la metronidazola. Ambos compuestos se utilizan

como agentes antimicrobianos; la NF se usa en la actualidad como antibiético de

144



Capitulo 11

uso tépico en el tratamiento de quemaduras y en injertos de piel (Rodgers ez af,
1997) y la metronidazola en el tratamiento de ulceras gastrointestinales (Goodwin,
et al,, 1998). La letalidad de estos compuestos se ha asociado a la reduccién del
grupo nitro a hidroxilamino en la reaccién que se representa en la Fig. 5.2.
[Satlaukas ez a/ 2004; Goodwin et al 1998; Grove et al 2003} .

De esta manera en la literatura se han descrito casos donde se han podido
aislar facilmente mutantes en genes que codifican nitroreductasas debido a un
incremento de la resistencia a dichos compuestos en estos clones [McCalla ez a/
1978; Whiteway et a/ 1998; Jeong et a/ 2001}, como es el caso de los genes de E.

coli, nfsA 'y nfsB (cuyo nombre nombre viene del inglés Nitrofurazone sensitive).

\?_"_ﬁj/ CH=N-NHCONH,

o) Nitrofurazona
2 NAD(P)H

Nitroreductasa

2 NAD(P) / \ _— A\&a

CH=N-NHCONH, T

Fig. 5.2. Esquema de la reduccién de la Nitrofurazona y generacion del derivado téxico.

Se analiz6 por tanto el comportamiento del mutante JLR34 ante la NF en
placas de medio LB solido y NF en gradiente con rango establecido entre 500
Xg/ml y 0 Xg/ml. Las placas se prepararon tal y como se describe en la seccion
2.4. de Materiales y métodos. Los clones silvestre y mutante JLR34 se cultivaron en
LB durante 12 horas y se sembraron en las placas de gradiente mediante 7gp agar.
Tras incubar las placas durante 1 noche en oscuridad (para evitar la degradacion
de la NF) se analizaron los resultados que se muestran en la Fig. 5.3.

Sorprendentemente, s6lo se observé una ligera limitacion del crecimiento en las
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maximas concentraciones de NF aunque este efecto se observé tanto en la cepa
silvestre como en la mutante. Este dato se contrasté con un control de una cepa
silvestre de Escherichia coli, que fue incapaz de crecer en todo el gradiente de la
placa. En esta ultima cepa estos ensayos se han descrito con anterioridad, aunque
utilizando concentraciones 10 veces menores de NF, es decir, con un maximo de
50 mg/ml [McCalla ez a/ 1978}. Esto indica que JLR11 tiene una gran capacidad

para tolerar altas concentraciones de NF en el medio.

JLR11 pnrA

500

E. coli

Fig. 5.3. (Pagina anterior). Fotograffa de las placas de gradiente de NF tras una noche de incubacion en
oscuridad. El sentido en el que se aplicé el gradiente se observa en el diagrama lateral de las placas, con un
maximo de 500 Xg/ml de NF.

3. Crecimiento en TNT.
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Se analiz6 la capacidad de crecimiento en TNT del mutante prrA4- en medio
liquido M8 con TNT como unica fuente de nitrégeno y glucosa en condiciones
acrobias. El TNT se afiadi6 por encima de su limite de solubilidad en medio
acuoso para asegurar que €ste se encontrase a maxima concentracion (500 XM)
durante toda la curva de crecimiento y no fuese factor limitante en el crecimiento.
Las cepas se precultivaron en medio M9 con glucosa 0,5 % (p/v) y TNT. Tras
lavar las células con tampoén fosfato 50 mM pH 7, se transfirieron al medio de
cultivo sin amonio. Los resultados se muestran en la Fig. 5.4.

En el panel A de la Fig. 5.4. se observa que el crecimiento de la cepa JLR34
(pnrA) esta limitado en comparacion con el de la cepa silvestre JLR11. Esto indica
que la eliminaciéon de la nitroreductasa PnrA tiene un efecto claro y una
participacién destacada en cuanto al metabolismo del nitrégeno del TNT en P.
putida JLR11.

A lo largo de la curva de crecimiento se siguié ademas la acumulacién de
productos reducidos provenientes del TNT en la cepa mutante y en el silvestre. El
compuesto mayoritario obtenido fue el 4-aminodinitrotolueno (4-ADNT), cuyos
datos de concentracion medidos por HPLC se muestran en el panel B de la Figura
5.4. Se observa que el mutante acumula este compuesto a concentraciones
similares a las acumuladas por la cepa silvestre. Esto indica, en primer lugar, que
en P. putida JLR11 debe de haber al menos otros sistemas capaces de reducir el
TNT (los sistemas alternativos que podtian estas implicados en la nitroreduccién

del TNT se tratara en la Discusion de esta Tesis Doctoral).
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Fig. 5.4. Curvas de crecimiento en medio minimo con TNT como unica fuente de nitrégeno y glucosa 0,5

% (p/v). En el panel A se muestra el crecimiento en turbidez a 660 nm En el panel B se muestra la
acumulacién de 4-A-2,6-DNT medido por HPLC y expresado en Area (mUA/s) a 230 nm. Silvestre,
circulos cerrados; JLR34, cuadrados cerrados.

Para estudiar el patron de compuestos acumulados al final de la curva de
crecimiento se realizaron extracciones en fase liquido-liquido y se analiz6 el perfil
de productos por cromatografia de gases. Los resultados fueron similares a los
descritos anteriormente por el Dr. A. Esteve-Nufez (Esteve-Nufiez y Ramos,
1998), dando como compuesto acumulado mayoritario la 4-ADN'T, apareciendo
ademas derivados del tipo de los azoxynitrotoluenos como resultado de la

condensacién de dos moléculas parcialmente reducidas de TNT en presencia de
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O2 (Haidour y Ramos, 1996). No se observaron diferencias significativas en
cuanto al silvestre y las cepas mutantes.

Ahora bien, el producto de la reaccioén del enzima PnrA es el 4-HADNT,
el cual no se detectd en el medio en condiciones apropiadas (probablemente
debido a la inestabilidad de esta molécula). Se sabe que las enzimas nitroreductasas
son capaces de reducir hasta hidroxilamino los grupos nitro, pero es muy probable
que existan otras protefnas, no identificadas atun, capaces de transformar estos
compuestos parcialmente reducidos hasta el producto final, es decir, el
aminoderivado del nitroaromatico, que es el producto que se acumula
comunmente en los sobrenadantes de cultivos de TNT en JLR11.

Es por ello que se decidié medir la produccién de 4-HADNT a tiempos
cortos por HPLC en extractos libres de células de la cepas silvestre y mutante tras
someterlos a un pulso de TNT en cantidad limitante. Para ello se cultivaron las
cepas JLR11 y JLR34 en LB hasta una turbidez a 660 nm de 0,8, se recogieron las
células por centrifugacion y se lavaron en tampoén fosfato 50 mM pH 7. Se
resuspendieron posteriormente en 5 ml del mismo tampoén y se prepararon los
extractos tal y como se describe en al seccion 14 de Materiales y métodos. Para el
ensayo se utilizo6 la fraccion citoplasmica de los extractos, que se obtuvo tras hacer
una separacion por ultracentrifugacién del extracto crudo. Para la reaccién se
utiliz6 ademads del extracto, TNT 100 XM, y NADPH 350 XM. Se tomaron
alicuotas a distintos tiempos en donde la reacciéon enzimética se paraba
afladiéndole un volumen de metanol previamente enfriado en hielo e
inmediatamente se midi6 por HPLC. Para comprobar la identidad de los picos y
poder estimar concentraciones se utilizaron patrones estandar de 4-HADNT y 4-
ADNT suministrados por AccuStandard (New Haven, CT, USA).

Los resultados mostrados en la Fig. 5.5. demuestran que la cepa mutante
produce menos cantidad de 4-HADNT que la cepa silvestre. Los datos cinéticos
obtenidos indican que la cepa silvestre produce aproximadamente 1,8 Xmoles de
4-HADNT por minuto y por miligramo de proteina. Mientras, la cepa mutante en
PnrA produce 1,1 Xmoles de 4-HADNT por minuto y por miligramo de proteina,
indicando una produccién de alrededor del 40% menos en la cepa mutante. Esto

confirma que una mutacion pnrA- provoca una limitacion en cuanto a la reduccion
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del TNT en JLR11. Por otra parte, se observa una acumulacién de 4-ADNT que
es muy similar en ambos casos, tanto en el silvestre como en la cepa mutante,
llegando a ser de un 15 % del TNT inicial. Estos datos concuerdan con los
descritos por Esteve-Nufiez y Ramos, 1998, los cuales observaron esta proporcion
de aminas en los

sobrenadantes de cultivos de TNT de JLR11 tanto en condiciones aerobias como

anaerobias.
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Fig. 5.5. Cinética de produccién de compuestos reducidos medida en extractos citoplasmaticos de las cepas
JLR11 y JLR34. En lineas continuas se representa el consumo de TNT, mientras que en lineas discontinuas
se observa la produccién de 4-HADNT (simbolos cerrados) y de 4-ADNT (simbolos abiertos). En circulos
se representa JLR11, mientras que JILR34 se representa por cuadrados.

4. Construccion de la cepa mutante doble #asB-pnrA-.

Los rtesultados mostrados en la seccién anterior indicaban una
participacion directa de la nitroreductasa PnrA en la asimilacién del TNT. Sin
embargo, para ver si la ruta de asimilaciéon en la que PnrA participaba era distinta a
la de produccion de nitrito se decidié hacer el mutante doble #asBpnrA-. Para ello

se decidi6 utilizar la cepa JLR34 como fondo, y utilizar la construccion y estrategia
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descrita en la seccion 3 del Capitulo 1, volviendo a mutar el gen #asB. La razén de
ello fue que el mutante Mut. 81 (#asB) obtenido con el plasmido pAC.1 posee
todo el plasmido insertado dentro del cromosoma. La utilizacién de un segundo
plasmido podria provocar una recombinacién homologa de las secuencias
repetidas en ambos vectores, entorpeciendo con ello la integraciéon por homologia
con el gen pnrA. El mutante JLR34 tras la doble recombinacién no posee restos
del plasmido, y por tanto se puede volver a utilizar esta cepa para la integracion de
nuevos vectores en otros genes, como el caso de 7asB.

El vector pAC.1 se trasfiri6 a la cepa JLR34 por conjugacion tripartita y se
seleccionaron clones resistentes a gentamicina (40 Xg/ml) y telurito (20 Xg/ml) en
medio minimo M9 con benzoato 10 mM. Se seleccioné asi un clon al que se
denominé JLR5, que fue incapaz de crecer en medio minimo con nitrito 2 mM
como fuente de nitrégeno en medio sélido y el cual se comprobd que era mutante

en el gen nasB por Southern blot (ver Fig. 5.2.).
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Fig. 5.6. Southern blot hibridado con sonda especifica del gen 7asB obtenida por amplificacién por PCR
con los cebadores nas53 (5’- aagaattccctegtggaacggeageg — 3°) y nas33 (5- aagtaccacactgtectgeacgee — 37).
Las calles mostradas son: 1, cromosoma digerido con el enzima EwRV; 2, cromosoma de la cepa Mut
81digerido con el enzima EwRV utilizada como control positivo; 3, cromosoma de la cepa JLR5 digerido
con el enzima EwRV.. El mércador es del dig-Bhindii cuyas bandas observadas son , de mayor a menor en
pares de bases: 5418; 4973; 4268; 3530; 2027; 1904; 1584; 1375; 947; 831.

5. Crecimiento en medio liquido de las cepas mutantes.

En la caracterizacién de la cepa JLR5 en primer lugar se decidié comprobar
que la cepa pnrAnasB- estaba afectada en la asimilaciéon de nitrito. Ademas se
incluyo el mutante JLR34 en el experimento para comprobar que el mutante prrA-
reducia el nitrito a amonio. Para ello se cultivaron los mutantes en medio liquido
con nitrito 2 mM como unica fuente de nitrégeno y glucosa al 0,5 % (p/v). Los
resultados se muestran en la Figura 5.7., observandose una clara incapacidad del
mutante doble para crecer en nitrito, mientras que la cepa JLR34 se comportaba

como el silvestre en este medio.
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Fig. 5.7. Crecimiento de las cepas mutantes en medio liquido con nitrito 2 mM como unica fuente de
nitrégeno y glucosa 0,5 % (p/v). Se incluyé como control la cepa Mut 81 (nasB): Silvestre, rombos
cerrados; JLLR34, triangulos cerrados; JLLR5, cuadrados cerrados; Mut 81, circulos abiertos.

Los mutantes en pnrA se crecieron ademads en medio liquido M8 con TNT
como unica fuente de nitrégeno y glucosa en condiciones aerobias tal y como se
describi6 en la seccién 3 para el mutante JLR34. Se incluyé ademads en los ensayos
la cepa Mut 81 como control de crecimiento. Se analiz6 también la acumulacién
de nitrito en el medio y la produccién de compuestos aromaticos reducidos
derivados del TNT. Los resultados de los ensayos se muestran en la Fig. 5.8.

En el panel A de la Fig. 5.8. se observa que el crecimiento de la cepa JLR34
(pnrA) es similar al de la cepa Mut 81 (n#asB). El nitrito producido se acumula de
igual manera en las cepas Mut 81 y JLR5 (pnrAnasB), en las cuales el paso para la
reduccion del nitrito esta bloqueado, esto indica claramente que una mutacién en
el gen pnrA no esta afectando a la denitracion del TNT en forma de nitrito. Esto
no sucede en la cepa silvestre ni en la JLR34 donde el nitrito no se detect a lo
largo de la curva. En el caso del doble mutante JLR5, el efecto en cuanto al

crecimiento es mads drastico, siendo incapaz de utilizar el TNT como fuente de
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nitrégeno. Esto confirma la hipotesis de la existencia de dos rutas distintas
independientes y sinérgicas para la asimilacion del TNT en JLR11.

La producciéon de 4-ADNT se muestra en el panel B de la Figura 5.8. El
resultado concuerda con el de la Fig. 5.4. En la cual la acumulacion de 4-ADNT es

similar a la del silvestre, también en la cepa JLR5.
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Fig, 5.8. (pagina anterior) Curvas de crecimiento en medio minimo con TNT como unica fuente de
nitrégeno y glucosa 0,5 % (p/v). En el panel A se muestra el crecimiento en turbidez a 660 nm (lineas
continuas) ademas de la acumulacién de nitrito (lineas discontinuas). En el panel B se muestra la
acumulacién de 4-A-2,6-DNT medido por HPLC y expresado en Area (mUA/s) a 230 nm. Silvestre,
circulos cerrados; Mut 81, cuadrados abiertos; JLR34, cuadrados cerrados; JLR5, circulos abiertos.
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La estabilidad y caracter recalcitrante de la molécula del explosivo TNT se
debe, sobre todo, a la particular disposicion y cantidad de grupos nitro que posee
como sustituyentes del anillo aromatico. La electronegatividad de estos grupos
impide el ataque por oxigenasas, y favorece a su vez la reduccion de estos grupos a
derivados hidroxilamino o amino. Durante los ultimos 20 afios se han realizado
numerosas investigaciones sobre el metabolismo del TNT en microorganismos, de
los que se pueden sacar dos conclusiones importantes: 1) la cantidad de
compuestos detivados que se han aislado y/o caractetizados tras exponer el TN'T
a distintos sistemas biologicos indican una enorme variabilidad de posibilidades en
cuanto a reacciones potenciales a llevar a cabo sobre la molécula de TNT vy, 2)
toda reaccion catalitica clave para degradar el TNT hacia compuestos
mineralizables pasa por un ataque, de una manera u otra, de los grupos nitro de
forma que acaben liberandose del anillo aromatico.

Se conocen cada vez mads sistemas, tanto bacterianos (Esteve-Nufiez y
Ramos, 1998; Kim, ¢7 a/, 2002; Kim y Song, 2003; Martin, ¢ al., 1997; Popesku, ez
al., 2004; Robertson y Jjemba, 2005; Tharakan y Gordon, 1999) como fangicos
(Fritsche, e al., 2000; Jain, ez al, 2004; Kim y Song, 2000; Zaripov, et al., 2002)
capaces de denitrar el TNT, aunque todos ellos parecen presentar puntos sin
resolver en cuanto a la manera en que se producen estas eliminacion de los grupos
nitro, o en cuanto a los productos surgidos de estas reacciones de denitracion.
Pseudomonas putida JLR11 es capaz de crecer, tanto bajo condiciones aerdbicas
como anaerdbicas utilizando el explosivo TNT como unica fuente de nitrégeno.
La asimilaciéon hasta material celular del 85 % del nitrogeno del TNT indican una
gran capacidad de metabolizar estos grupos nitro en esta cepa. Resultados
preliminares mostraban la presencia transitoria de nitrito en sobrenadantes de
cultivos de JLR11 en TNT, lo que parecia indicar una utilizacién de los grupos
nitro en forma de nitrito. La confirmacion de esta hipotesis requeria un estudio en
mayor profundidad del metabolismo del nitrégeno del TNT en esta cepa, lo cual,
en primer lugar ayudaria a entender qué funciones metabolicas estan implicadas en
la degradacién del TNT en JLR11, y en segundo, colaboraria en el conocimiento
general del metabolismo del TN'T en bacterias, abriendo con ello posibilidades de

investigacion en otras cepas.
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1.  Metabolismo del nitrito del TNT.

Pseudomonas putida JLR11 presenta un crecimiento practicamente de tipo
linear cuando utiliza TNT como fuente de N, y éste ocurre a una velocidad
relativamente lenta, con un tiempo de duplicaciéon de unas 15 horas. Un estudio
previo mostré que cultivos de JLR11 en TNT acumulaban transitoriamente nitrito
en los sobrenadantes (Esteve-Nufiez y Ramos, 1998). Ademas, los datos
mostrados por estos autores (Esteve-Nufez, 2000a), y corroborados en esta Tesis
Doctoral indicaban una inducciéon de la actividad nitrito reductasa bajo estas
condiciones de crecimiento. La confirmacién de estos resultados requeria de la
comprobacién del papel de la nitrito reductasa asimilatoria de JLR11 en el
metabolismo del TNT. Por ello se decidié construir un mutante nulo en el gen
que codifica para la nitrito reductasa asimilatoria, 7asB.

En el capitulo I de Resultados se describid la construccion de este mutante
que, aunque acumulaba nitrito en el medio de cultivo con TNT, era atn capaz de
crecer bajo estas condiciones. Sin embargo su crecimiento fue mas lento que el de
la cepa silvestre siendo de alrededor de 30 horas el tiempo de duplicaciéon del
cultivo en comparaciéon a las 15 horas del silvestre. Este mutante ademas no
mostré actividad nitrito reductasa, y en geles nativos la cepa silvestre crecida en
TNT sélo aparecié una banda, la cual desaparecié en el mutante zasB, lo que
sugiere que en JLR11 no existe otra protefna con capacidad de reducir nitrito. Este
resultado sugiere que JLR11 es capaz de metabolizar el TNT de dos maneras. Por
un lado mediante una denitracién del TNT que produce nitrito, y por otro,
ademas de la actividad denitrasa de JLR11, esta cepa posee otro mecanismo de
asimilacién del nitrégeno derivado del TNT, y que dicho nitrégeno debe
asimilarse por una via distinta a la de reduccién de nitrito.

Un de las lineas de investigacién en nuestro grupo de investigacion es el de
elucidar los mecanismos por los cuales P. putida JLR11 es capaz de liberar nitrito
del TNT. Los resultados del Dr. van Dillewijn y colaboradores demuestran la
presencia de mas de un enzima que cataliza la formacién de complejos de
Meisenheimer a partir de TNT y la liberacién de nitrito como derivado de esta

reaccion (sin publicar).
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Por otra parte, un mecanismo potencial es la reducciéon parcial del TNT a
hidroxilamino y la subsiguiente liberacién de amonio mediante mecanismos de
reagrupamientos del tipo Bamberger (ver seccion 5 de esta Discusion). La reduccion
hasta hidroxilamino depende de enzimas nitroreductasas que se discutirin mas
adelante en la seccién 4 de esta Discusion. La utilizacion del nitrégeno del TNT
mediante la formacién de amonio a partir de hidroxilaminodinitrotolueno se ha
propuesto con anterioridad por Vorbeck y colaboradores (1998) como via
alternativa a la de liberacion de nitrito en cepas aisladas de zonas contaminadas
con TNT capaces de crecer a expensas del nitrégeno del TNT.

A su vez, una mutagénesis al azar del cromosoma de JLR11 mediante
minitransposones en busca de clones incapaces de utilizar nitrito como fuente de
nitrégeno dio como resultado el aislamiento de mutantes interesantes a la hora de
explicar la ruta de asimilacion de los grupos nitro del TNT. Asi, se pueden dividir
en dos grupos los mutantes obtenidos, uno de ellos en la glutamato sintasa,
también conocida como glutamina (amida): -cetoglutarato (NADP)
amidotransferasa oxidoreductasa (GOGAT), y el segundo, en genes que codifican

reguladores que controlan el metabolismo del nitrégeno en diversos puntos.

2. Mutantes GOGAT de P. putida JLR11.

La ruta glutamina sintasa/glutamato sintasa se utiliza por gran parte de los
microorganismos como via por la que se dirige la mayoria de las fuentes de
nitrégeno, incluyendo nitrito y nitrato, ademas de cuando la bacteria crece en bajas
concentraciones de amonio (Merrick y Edwards, 1995; Reitzer, 1996a, 1996b) y
partir de la cual se sintetizan los compuestos nitrogenados celulares. En E. co/i se
calcula que el 85% del nitrogeno celular parte del glutamato como compuesto
donador, mientras que el restante 15% lo hace a partir de la glutamina (Reitzer,
1996a). Los resultados obtenidos con los mutantes en los genes g/#B y g/tD indican
que esta parece ser también la ruta en P. putida JLLR11, lo cual también se apoya en
previos resultados realizados con distintas cepas de P. putida (Ebetl, et al., 2000
Sonawane y Rohm, 2004). Aunque la ruta principal de asimilacién del amonio en
bactetrias es la GS/GOGAT, este fenémeno puede darse por dos vias distintas

(Reitzer, 1996a) (ver Fig. 6.1.). Por un lado, mediante la asimilacién por la
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glutamato deshidrogenada (GDH), en la que el amonio forma directamente
glutamato a partir de 2-oxoglutarato. Esta ruta sélo se puede utilizar en
concentraciones de amonio altas, ya que la K,, para el amonio de la GDH es de
alrededor de 1 mM (Veronese, ¢t al., 1975). Por otra parte, la glutamina sintasa
(GS) presenta mayor afinidad por el amonio, generando glutamina a partir de éste
y glutamato. Esta reaccidon requiere ATP, por lo que energéticamente es mas
costosa que la primera (Helling, 1994, 1998). La glutamina, tras una
transaminacién con el 2-oxoglutarato forma dos moléculas de glutamato mediante

el enzima glutamato sintasa (GOGAT).

GDH .
1) 2-oxoglutarato + NH,* + NADPH » glutamato + NADP
+ GS .
2) glutamato + NH;" + ATP » glutamina + ADP + P;
GOGAT

3) glutamina + 2-oxoglutarato + NAPH————— 2 glutamato + NAP”

Fig. 6.1. Esquema de las dos rutas posibles de asimilacion del amonio descritas en bacteria. 1. La via de la
GDH (glutamato deshidrogenasa) utiliza NADPH como poder reductor para sintetizar glutamato. En la
via de la GS/GOGAT (Glutamina sintasa/glutamato sintasa) 2. se requiete ATP para sintetizar glutamina a
partir de glutamato y amonio. 3. Esta glutamina sufre una transaminacién con el 2-oxoglutarato para
generar dos moléculas de glutamato con el consumo de NADPH.

La ruta GS/GOGAT parece ser la responsable de la asimilacién del
nitrégeno del TNT en JLR11, puesto que los mutantes en los genes que codifican
la glutamato sintasa son incapaces de utilizar el TNT como fuente de nitrégeno.
El TNT, como otros nitroaromaticos presentan una baja solubilidad en medios
acuosos (500 XM para el TNT), por lo tanto, la accesibilidad en la que se
encuentra el nitrégeno del TNT en un cultivo de JLR11 esta siempre limitada.
Esto explicarfa el crecimiento lento y lineal de la cepa en este medio; incluso, en
fotografias de microscopia electrénica de transmision de la cepa JLR11 revel6 que
células crecidas en TNT presentan una alta concentracién de granulos de poli-B-
hidroxi alcanoatos, lo que parece deberse a un crecimiento en condiciones en las
que el radio entre el nitrégeno y el carbono esta desbalanceado (Esteve-Nufiez,
2000a). Ademas, las curvas de crecimiento con glucosa al 0,5% (p/v) como fuente

de carbono mostraron que los mutantes GOGAT fueron incapaces de crecer en
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concentraciones por debajo de 1 mM de amonio, mientras que a 5 mM estos
mismos mutantes si crecieron. Este dato indica que JLR11 posee ambas rutas de
sintesis de glutamato a partitr de amonio, y que en condiciones de alta
concentraciéon de amonio, la GDH puede asumir la responsabilidad de su
asimilacion. La  GDH se identifico en Pseudomonas aernginosa con anterioridad
(Janssen, ez al., 1980) pero en P. putida la Gnica confirmacién hasta ahora era el
posible gen que codifica la GDH que se identific6 como la pauta abierta de
lectura, PP2080, en la secuencia del genoma de P. putida KT2440 (Nelson, et al.,
2000).

En E. coli, esta descrito que un mutante GOGAT, a altas concentraciones
de amonio y energfa no presenta defectos en el crecimiento (Helling, 1998). Sin
embargo, en estas concentraciones de amonio, el crecimiento del mutante
GOGAT de JLR11 fue menor que el de la cepa silvestre. Ya que la GDH esta
suministrando las cantidades necesarias de glutamato a la célula para promover el
crecimiento, la proteina GOGAT debe estar interviniendo de algin modo en la
regulaciéon de otros procesos metabdlicos. Ademas, la notable coloracién que
adquieren los cultivos de los mutantes GOGAT de JLR11 crecidos en 5 mM de
amonio claramente parece estar indicando la acumulacién de ciertos metabolitos
que en condiciones normales no lo hacen. Esto confirma que en JLR11, un
mutante GOGAT presenta un fenotipo complejo, tal y como se ha descrito
anteriormente en otros sistemas (Pahel, ez a/., 1978).

Como se ha comentado mas arriba, la GOGAT juega un papel no solo de
la asimilacién del amonio, sino también en dirigir otras funciones relacionadas con
metabolismo del nitrégeno, como en la sintesis o degradacion de aminoacidos,
mediante el control de las reservas de glutamato de glutamina celulares (Brenchley,
et al., 1973; Ernsting, ez al., 1993). Las diferencias entre el silvestre y mutante en
cuanto a la utilizacién de ciertas fuentes de nitrégeno pueden explicarse asi por el
efecto pleiotrépico que presenta un mutante GOGAT debido al papel central que
ocupa la sintesis de glutamato en el metabolismo del nitrégeno celular (Pahel, ez
al., 1978). La necesidad del glutamato se extiende, por ejemplo, hacia la posibilidad
de utilizar o no un determinado aminoacido como fuente de nitrégeno

(Sonawane, e al., 2003; Sonawane y Rohm, 2004), de manera que sélo utilizara
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aquellos a partir de los cuales se pueda sintetizar glutamato (Reitzer, ez al., 1996a).
Asi por ejemplo, los mutantes gifB- y gifD- son capaces de crecer en glutamina,
pero no en alanina o arginina.

Por otro lado, se sabe que la enzima GOGAT interviene de un modo que
parece indirecto en la respuesta N'TR (esta respuesta depende de NtrC y se
explicara en la seccion 3 de esta Discusidn), de forma que un mutante en la
GOGAT es incapaz de activar esta respuesta, y por tanto, toda fuente de
nitrégeno cuyo metabolismo dependa de la activaciéon por NtrC estara reprimida
(Tyler, 1978), lo cual podria explicar porqué un mutante GOGAT en JLR11 utiliza
mal el glutamato o la lisina, por una falta de induccién de los sistemas de
transporte de estos aminoacidos los cuales podrian ser dependientes de la
activacion por NTR.

Existen ciertos puntos en comun entre lo estudiado en Enterobacterias y P.
putida. Por ejemplo, en esta Tesis Doctoral se observé que el mutante GOGAT no
es capaz de consumir el nitrito en ensayos de resting cell, ademas de que no se
detect6 actividad nitrito reductasa, lo cual coincide con lo descrito por Eberl y
colaboradores (2000), quienes observaron una inactivacion de la expresion del gen
de la nitrato reductasa en P. putida KT2442 en un fondo g//B-. Esto parece indicar
que un sistema homologo al NTR de Enterobacteraceas en P. putida, en el que estaria
implicado el regulador NtrC, es también incapaz de inducirse. Es de esperar sin
embargo, que existan diferencias en cuanto a la expresion de la GOGAT en
ambos sistemas, o que varie el efecto que pueda ejercer esta mutacién sobre el
metabolismo del nitrégeno. Asi por ejemplo, dos de los reguladores descritos en
Enterobacteraceas que activan la transcripcion del operén que codifica la GOGAT, la
proteina NAC, (Goss, ¢z al., 2001), y la proteina reguladora dependiente de leucina,
Ltr (Ernsting, et al., 1993), no se han identificado en Pseudomonas putida.

NAC es un activador transcripcional perteneciente a la familia LysR, y que
se activa por NtrC y sigma 54. Su mision es la de promover la respuesta NTR en
operones cuya regulacion sea dependiente de sigma 70 (Malacuso, et al, 1990,
Pomposiello y Bender, 1995). Se sabe asi, que en condiciones de baja
concentracion de nitrégeno, E. co/i activa hasta 23 operones, de los cuales 14 se

activan directamente por NtrC, y 9 a través de la proteina NAC (Gyaneshwar, ez
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al., 2005). Ltr controla la expresiéon de un numeroso grupo de genes, tanto
activandolos o reprimiéndolos, en presencia de leucina (Ernsting, ez al, 1992).
Aunque el sistema Ltr s podtia existir en P. putida, puesto que existe una posible
proteina (PP5271) con alta identidad de secuencia de aminoacidos con la de E. co/i
(57,3%), no se ha identificado sin embargo, en su genoma una posible proteina
cuya secuencia pueda corresponder a la proteina NAC.

Existen varias propuestas para explicar porqué un mutante GOGAT es
incapaz de activar el sistema N'TR aun en condiciones de “hambre de nitrégeno”.
La acumulacién de altas concentraciones de glutamina, que es la sefial que
controla la represion de NtrC a partir de Pu, y NtrB (ver siguiente seccion de
Discusion), podria reprimir la respuesta. Sin embargo, existe una posible
contradiccion, ya que, segun esta hipotesis, la bacteria poseeria bastante glutamina
como para reprimir la respuesta NTR, pero no como para permitir el crecimiento.
En E. coli se propuso al tercer gen del operén gtBDF, como un posible regulador
necesario para activar la respuesta NTR que podria verse afectado por mutaciones
polares (Castano, e al, 1992). Sin embargo, varios trabajos posteriores han
descartado esta posibilidad (Goss, et al., 2001; Grassl, e al., 1999), lo cual se ve
apoyado por la ausencia de homologia con g/ en busquedas realizadas sobre el
genoma de P. putida. Goss y colaboradores proponen a su vez que el efecto se
debe no al exceso de glutamina, sino a una falta de glutamato intracelular. Los
autores sostienen que, debido a la baja actividad de las enzimas glutaminasas, la
concentracion de glutamato se verfa reducida por la actividad glutamina sintasa.
Recientemente, Sonawane y colaboradores (2004) han observado la falta de
expresion de la glutaminasa/asparraginasa periplasmica (PGA) de una cepa g/#B- de
P. putida KT2440, la cual estd encargada de la deaminacién de la glutamina y
asparragina hacia los respectivos dicarboxilatos. Esto podria apoyar la hipotesis de
la acumulacion de glutamina por falta de enzimas responsables de su
transformaciéon a glutamato, lo cual podria reprimir la respuesta NTR. Sin
embargo, los mismos autores han observado altas acumulaciones de glutamato
intracelulares, lo que parece contradecir la hipotesis de Goss y colaboradores.

Un efecto no descrito anteriormente es la acumulacién de amonio en

ensayos de resting cell en el mutante GOGAT. Esta acumulacién de amonio
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parece indicar la degradacion de compuestos nitrogenados de los cuales no hay
posibilidad de recuperar el amonio por la falta del enzima encargado de ello. Esta
pérdida de nitrégeno celular en forma de amonio, que por un lado podtia explicar
el porqué un mutante GOGAT presenta poca viabilidad en medios donde no
posea una fuente de nitrégeno utilizable (Ebetl, e a/, 2001), resulté un
inconveniente a la hora de poder determinar una posible acumulacién de amonio
proveniente del TNT en los mutantes GOGAT. Esta respuesta se parece a la
observada en esta Tesis Doctoral en un ensayo en donde una suspension celular
de la cepa silvestre en ausencia de una fuente de nitrégeno, se produce una gran
acumulaciéon de amonio en el medio que sélo puede provenir del mismo material
celular degradado, y que no se consume probablemente por la falta de energia
necesaria para la asimilacién de este amonio. Vorbeck y colaboradores (1998), que
propusieron también la salida de amonio desde el TNT, no determinaron el
posible amonio proveniente del TNT porque encontraron el mismo fenémeno en

dos cepas celulares distintas.

3. Mutantes en sistemas de regulacion.

En contraste con los genes de la GOGAT, los mutantes en los tres genes
reguladores presenta un cierto crecimiento en TNT. Uno de los mutantes esta
afectado en el gen ##7rC que codifica el activador transcripcional NtrC. Esta
proteina actia en asociaciéon con la proteina sensora histidin quinasa, NtrB, como
el regulador principal del metabolismo de nitrégeno en numerosos sistemas
bacterianos (He, ¢z al., 1997; Labes, et al., 1993; Masepohl, ez al., 2001; Studholme y
Dixon, 2003), aunque aun no se habian descrito mutantes en este sistema en
Psendomonadaceas. La respuesta mediada por NtrC se denomina NTR (del inglés
Nitrogen Response), y segun tal y como se ha descrito en otros microorganismos,
la induccién de numerosos operones implicados en la utilizacién de numerosas
fuentes de nitrégeno alternativas al amonio, tanto inorganicas, como el nitrito o
nitrato u organicas, como la histidina, estan bajo el control de este sistema NTR
(Magasanik, 1996; Merrick y Edwards, 1995; Zimmer, e al., 2000). Aunque el
mecanismo de regulaciéon ejercido por NtrB/NtrC en Pseudomonas sp. no se ha

descrito, el descrito en Eunterobacteraceas esta muy conservado entre distintas
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familias de bacterias. Ademas, una busqueda biocomputacional en el genoma de P.
putida KT2440 (Nelson, et al., 2002) de los genes implicados en el sistema de
regulacion confirmé la presencia de éstos (ver Fig. 6.2.); el gen g/nK (PP5234), que
codifica la proteina Pii, conserva los residuos leucina en la posicién 3 y treonina en
la posiciéon 5 de la secuencia aminoacidica que definen a las proteinas homologas
codificadas por g/zK, ademas de la tirosina en posicion 51 que se sabe es el sitio de
uridilaciéon de la proteina (Arcondeguy, ez al, 2001); el gen gD (PP1589), que
codifica la Uridilil transferasa (UTasa/UR), conserva el motivo nucleotidil
transferasa (AVGGYGRXXLXPXSDIDLL) presente en el centro activo de estas
proteinas (Holm y Sander, 1995); asi como la Adenil Transferasa (ATasa),
codificada por el gen gizl= (PP0340).

En general, el amonio es la fuente de nitrégeno preferida por los seres
vivos, ya que puede asimilarse directamente como glutamato o glutamina con el
menor gasto energético, hecho claro cuando se observa que en medio minimo el
mayor crecimiento se obtiene utilizando amonio como fuente de nitrégeno. En
ambientes ricos en amonio la bacteria mantendra reprimidos numerosos operones
encargados de metabolizar fuentes de nitrégeno alternativas. La proteina P es la
responsable de traducir las condiciones ambientales de nitrégeno en una repuesta
de encendido o apagado de numerosos operones mediante los dos posibles
modificaciones de esta proteina: unida de manera covalente a uridil monofosfato
(UMP) o no, de manera que el estado de uridilaciéon de la proteina refleja el status
del nitrégeno intracelular. La proteina Uridil transferasa (UTasa/UR) actia en
ambos sentidos, siendo la responsable de la uridilacion y desuridilacién de P
Aunque Pii puede interaccionar con tres proteinas distintas, GS, NtrB y UTasa, la
interaccion entre ellas dependera del estado energético celular y de la disposicién
de nitrégeno y carbono. Todo ello esta indicado por tres moléculas, la glutamina,
el 2-oxoglutarato y el ATP. El ratio entre glutamina y 2-oxoglutarato en la célula
sube en condiciones de medio rico en nitrégeno y cae en condiciones de falta de
éste. Sin embargo, se sabe que, mientras para la uridilaciéon de la Pi requiere 2-
oxoglutarato y ATP, esta reaccion se inhibe por la glutamina. La desuridilacion
requiere también 2-oxoglutarato y ATP, pero se estimula por la glutamina

(Kamberov, ¢7 al., 1994). Es por tanto la glutamina, y no el ratio entre glutamina y
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2-oxoglutarato, lo que controla el sentido en que la UTasa/UR actuara sobre Pn
(Jiang, ez al., 1998).

En condiciones de falta de nitrégeno (baja concentracién de glutamina), la
UTasa uridilara Pri. Bajo este estado, la proteina NtrB no interacciona con P, y
ello permitira que lleva a cabo su actividad quinasa sobre NtrC. La fosforilzacion
de NtrC estimulard su unién a promotores dependientes de sigma 54, actuando
como activador de la transcripciéon (Kustu, ez al., 1989). Por otro lado, PyPMP
estimula al enzima adenililtransferasa (ATasa) que elimina un grupo AMP de la
GS. El enzima GS desadenilado posee mucha mids afinidad sobre el amonio,
sirviendo asi como sistema de captacion rapida de cualquier incremento de la
concentracién de amonio que se pueda producir.

En caso de que la célula se encuentre en condiciones ricas en amonio, la
glutamina estimulara la actividad desuridilasa de la UTasa/UR sobre Pn. En estas
condiciones, la proteina Pries capaz de unirse fisicamente a NtrB, y ello estimulara
la actividad fosfatada de esta ultima sobre NtrC, y con ello la inactivaciéon de la
respuesta NTR. A su vez, la adenilil transferasa actuara adenilidando a la GS, lo

cual la inactivara parcialmente bajando asi su afinidad sobre el amonio (Kustu, ez

al., 1984).

N en condiciones no limitadas (glutamina en exceso)

T C=D

Limitacién de N (glutamina en baja concentracién)
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Fig. 6.2. (pagina anterior) Grafico donde se propone el sistema de regulacién mediado por la respuesta
NTR.

El mutante NtrC esta implicado en la regulacion de la expresion de la
nitrito reductasa en P. puatida JLR11, ya que se obtuvo como resultado de la
seleccion de un clon incapaz de activar el operdn de los genes de la nitrato y
nitrito reductasa (rasABC). Ademas, este mutante en medio con TNT como
fuente de nitrégeno, presenté un crecimiento similar al mutante en #asB, lo cual
sugiere que es incapaz de utilizar el nitrito del TNT. Estos datos se ven apoyados
por los ensayos de resting cell en los que el mutante fue incapaz de asimilar el
nitrito del medio.

Otro de los mutantes aislados fue en un gen que por identidad con las
bases de datos se identifico como #nasT. La proteina codificada por #asT se ha
propuesto en Azotobacter vinelaandi como necesaria para la induccién del operén del
nitrito/nitrato reductasa de esta cepa (Gutietrez, ef al., 1995) cuando el nitrito o
nitrato estan presentes en el medio. En contraste con el mutante en NtrC, la cepa
nasT- no exhibe limitaciones en cuanto al uso de otras fuentes de nitrégeno como
la histidina u otros aminodacidos. Sin embargo, al igual que el mutante NtrC, el
mutante en NasT crecié en menor medida que el silvestre en medio con TNT, y
fue incapaz de consumir el nitrito en ensayos de resting cell.

Se puede concluir por tanto que el sistema de induccion del operén nas
requiere dos circunstancias; por un lado debe de existir limitacién en las
concentraciones de amonio de manera que NtrC pueda actuar como activador de
la transcripcion del operén nas. En segundo lugar, las proteinas NasS y NasT
deben de reconocer la presencia de iones nitrito o nitrato en el medio para
permitir la transcripcion del operéon mediada por NtrC. De esta manera, el sistema
debe funcionar como el mediado por la proteina NasR que regula el operén
nasFEDCBA en Klebsiella pnenmoniae M5al (Chai y Stewart, 1998, 1999; Lin, e al.,
1994; Lin y Stewart, 1998; Stewart, 1994), ademas del operén de degradacion de
amidasa de P. aeruginosa codificado regulado por AmiR (Wilson, ez al., 1990).

La proteina activadora NasT pertenece a un sistema de dos componentes,

NasS y NasT, en el cual, a diferencia de otros sistemas de dos componentes
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clasicos, NasT no interacciona con ADN, sino con ARN. En el extrtemo 5’ de la
secuencia transcrita de nast' de K. pneumoniae y de amiE de P. aeruginosa se han
identificado dos estructuras terminadoras independientes de Rho (Chai y Stewart,
1998, 1999; Wilson, et al., 1996). Asi, se sabe que NasR interacciona con la primera
de ellas, en la cual se ha determinado un bucle de 6 nucleétidos en el que son
esenciales la adenina y la guanina colocadas en posicién 1 y 4 del bucle (ver Fig.
0.3.). Las posibles estructuras terminadoras del extremo 5’ del gen nasA de P.
putida se calcularon usando el programa disponible en la red denominado
“RNAfold”

(http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold /old /rna/form1.cgi). Se observé

as{ una conformaciéon del ARN con dos posibles estructuras terminadoras en las
que en la primera de ellas se obtiene un bucle de 6 nucledtidos en los que se

conservan los esenciales para el reconocimiento de la proteina antiterminadora.

170



Discusion

A R

&
Estructura %‘v”
terminadora 1 dul
Fag ~
Padh
Cud
Sag
Pe
g
o
243
o
Pagl
od
;J"““---,é Estructura
Z L, 2 terminadora 2
e 2 ?
rd FRee 'ai??m
.% ";' '(‘:Yﬁ = r‘“‘ f-? f [
PR 5% o e I
2. P .G‘gr L2 x f' 13
i ;:9- % nct “.'-c? "? 7
?f‘ e ﬂar@¢
E‘"(‘. i ’2’ Ib“.ﬂ
=% e
e B
P rT
P < <
;Y @ =
el -

PO G." il
i\yﬂ:\ ,g-gi’i‘,r‘;c-cﬁ“u
c;'\.‘ c__rgug*li;ircrc,-—ﬁ’
Estructura B poht, T s s & oalill
H * 1 e
terminadora 1 U, SN
. %J};’ C‘Mr’?
{5 L
(P
L\
b Duckﬂ_t_,c/f Estructura
0 g K terminadora 2
1 Q-R{L(G:C%E‘: ??.
L"‘L{U?:
K i
A C/ 20 'Y
g b .
¥
r—U

Fig. 6.3. Estruturas terminadoras del ARN mensajero de #asF (A) y la calculada para nasA de P. putida
JLR11 (B). Los nucledtidos identificados como indispensables para la unién de la proteina antiterminadora
NasR (A) y NasT (B) se han marcado en rojo.

171



Discusion

10 20 30 40 50 60
| | | | | |
1 e e o e
T e ——————— e e e e e e
3 e e o
4 MNNMAGHNTPEVVDWFRRARRLOKQOLHOLAQQOGTLAGOI SALVHMLOCERRENIWLCSGG
70 80 90 100 110 120
| | | | | |
1 e ————————————
2 e ——————————————————————
3 e ——————————————————————————
4 RLYAAECRAGAALVDEQLTRFYAALEPARDAASSALCWRIACAVWYLPOLAALREACATG
130 140 150 160 170 180
| | | | | |
1 e MLRILLINDTPKKVGRLKSALVEAGFEVVDES——=——————=———————
2 mmmmmm————— MLRILLIDDTOSKLGRLRAALSEAGFEITEAP == === —m - ——————
3 -MSANSLLGSLRELOVLVLNPPGEVSDALVLOLIRIGCSVR==—==—=———————————m e
4 RLPPEKRPPGSLAVIRHLLNRTAAQROHRRSANRRPHGCALOLYAGKRAGRTGARAGRAGF
HH * 2 - * H
190 200 210 220 230 240
| | | | | |
1 e GLTIDLPVRVEAVRPDVILIDTESPGRDVMEQVVLVSRDRP
2 eememeemeemeee—————— DLTIDLPACVETVRPDVVLIDTDSPDRDVMEQVVLVSRDQP
3 e QCWPPPEAFDVPVDVVFTSIFONGHHDEIAALLAAGTER
4 ARGQFSDELRQQLVDRIDGQQPCFDSFQALAQPPQTALFAEQCQOASLEIEQLRRVACTRO
250 260 270 280 290 300
| | | | | |
1 RP-— e e IVMFTDEHDPOVMRQAIQAGVS—--AYIVEG
2 RP-— e e IVLFTDEHDPGMMROAIQAGVS=-=AYIVEG
3 B e LVALVEYESPAVLSQITELECH--GVITQP
4 PPADEGETALRWFCAQTQRLEQLRGVEELLIVDLLNAADALLEGEEPEAHVPPADWQEDS
. HE s a3 : H :
310 320 330 340 350
| | | | |
1 IQAQRLOPILDVAMARFESDDALRAQLOAREAQLAERKRVELAKGLLMKMKNC SEE
2 IHAARLOPILDVAMARFESDDALKAQLLARDOOLAERKRIEQAKRKGLLMKMKDCNEEQAY)
3 LDAHRVLPVLVSARRISEEMAKLEKQKTEQLODRIAGOARINGAKVLLMORHGWDER
4 IATRLDKQLLPLVRODAHELOOLSGOLASLKDALEERKLIEHAKSVLMTYDGMQEEQAWD
H HEd . .. * H . H H HH L HEPT
370 380 390
| | |
1 LMRR SROOKLIQ QVIAMHDMLGS====
2 LMRR SROOKLIQ QIIAMHEMLG==———
3 HLSR KRREPILKIAQELLGNEPSA-—————
4 ALRKHM DENQRMVE LLTVKALWRVTFEE
- *¥,1.0 111 - .

Fig. 6.4. (pagina anterior). Alineamiento realizador con el programa ClustalW de las proteinas NasT de A.
vinelaandi (1), NasT de P. putida JLR11 (2), AmiR de P. aernginosa (3) y NasR de K. pneumoniae M5al (4). Los
residuos conservados aparecen marcados en negrita. En recuadro se marcan los residuos que definen el

dominio ANTAR.

El sistema de induccion del operén nas de P. putida serfa similar al de A.
vinelaands. En €1, NasS es la proteina encargada de detectar la presencia de nitrato o
nitrito y, en su ausencia, mantendrfa secuestrada a NasT de manera que la
transcripcion del operén zas no pudiese llevarse a cabo. En presencia de nitrato o

nitrito, NasT se liberarfa y unirfa a la estructura terminadora del ARNm,
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facilitando con ello la continuacién de la transcripcion. Este mecanismo es similar
al descrito para AmiR, el cual se controla por la proteina AmiC. En K. pneumoniae
no se conoce una proteina que actue como NasS, sin embargo, el tamafio de NasR
con respecto al de las proteinas analogas (ver Fig. 6.4), y la falta de homologia de
su extremo amino con el resto, puede indicar un funcionamiento distinto al de
NasS/NasT.

El sistema de dos componentes NasS y NasT se encuentra también en P.
aeruginosa y en P. syringae, (ver Fig 3. X) lo que sugiere que es un mecanismo comun
de regulacion de la asimilacion de nitrito y nitrato en Pseusdomonas sp. Es interesante
observar la distribucion del operén #asABC, el cual en P. aeruginosa se distribuye en
orden inverso al de P. putida, siendo el primer gen del operédn el #asB. Esto parece
ser el resultado de una reordenacién cromosémica que en P syringae parece haber
sucedido, aunque de manera incompleta, ya que la copia #asB colocada junto a
nasA estd truncada, apareciendo otra copia de 7asB completa junto a nasC, que
parecen expresarse independientemente de la nitrato reductasa. Existen ademas
dos genes que podtian pertenecer al mismo operdn, una protein quinasa y un
transportador de nitrato y que podtian estar bajo el control de NasS/NasT.
Ambos se encuentran asociados en los tres organismos, por lo que podtia
deducirse que ambos participan en una funcién comun, probablemente en el
transporte de nitrato/nitrito. En ese caso, en Pseusdomonas parece haber una
tendencia a organizar los genes encargados de metabolizar nitrito o nitrato de
manera similar a Klebsiella pnenmoniae, en donde el regulador se encuentra aguas
arriba de todo un operén en que se expresan los transportadores, seguidos de la
nitrito reductasa, y finalmente la nitrato reductasa.

La mutaciéon en el gen que codifica para la proteina que se denomind
CnmA, representa un nuevo regulador de la familia LysR-like, implicado en el
metabolismo del nitrégeno aunque su funcién concreta no se conoce. Los
resultados obtenidos indican una participacién concreta en el metabolismo del
nitrito, ya que no se observé otro defecto fenotipico en este mutante, aunque su
papel en concreto se desconoce. Aunque pertenezca a la misma familia de

reguladores, no parece ser un analogo al sistema NAC de Enterobacteraceas, puesto
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que no actua como regulador global, sino mas bien especifico sobre el
metabolismo del nitrito.

En resumen, estos resultados parecen indicar la existencia de dos modos de
ataques sobre el TNT en JLR11 en donde, por un lado se liberaria nitrito y por
otro amonio. En ambos casos, el nitrégeno del TNT se asimila a esqueletos
carbonados por la ruta GS/GOGAT. El hecho de que un mutante #asB ademas
de los afectados en funciones implicadas en la regulaciéon de la asimilacion de
nitrito (NasT, CamA y NtrC) pueden crecer en TNT como fuente de nitrégeno,
pero no un mutante GOGAT, asf lo indican. Una eliminacion de los grupos nitro
en forma de amonio indica que un primer paso debe ser la reducciéon del grupo
nitro hasta hidroxilamino como primer paso de la ruta. Es por ello que el siguiente

paso fue identificar la posible proteina encargada de llevar a cabo tal funcién.

4. Analisis comparativo de PnrA con otras nitroreductasas.

La nitroreductasa PnrA de P. putida JLR11 es una flavoproteina capaz de
reducir TNT hasta 4-hidroxilamino-2,6-dinitrotolueno. Esta enzima muestra gran
cantidad de similitudes y diferencias con otras reductasas de nitroaromaticos, lo
que parece explicar su especificidad por nitroarenos. PnrA es un homodimero de
dos subunidades de 28 KDa. En la literatura se han descrito enzimas
nitroreductasas de otros microorganismos en un rango entre 55 y 60 KDa. (Bryant
and De Luca, 1991; Bryant e# al., 1981; Zenno et al., 1996a; Zenno et al., 1996b).
Un analisis filogenético de secuencias determina claramente la existencia de dos
subgrupos distintos dentro de la familia (ver Fig. 6.5.) Una comparacién de las
nitroreductasas descritas deja ver una similitud importante entre dos bloques de
esta proteinas. Un primer bloque lo formarfa NfsA con FRP y SnrA, mientras que
el otro lo constituirfa el grupo formado por NfsB, NFN, NTR, RdxA, Frasel.

PnrA se encuentra en el subgrupo representado por las proteina NfsA y FRP.
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— Nitroreductase Pseudomonas pseudoalcaligenes.

—NbzA Pseudomonas putida H312
PnbA Pseudomonas putida TW3

RdxA Helycobacter pylori

Nitroreductase Clostridium perfringens

l: NTR Enterobacter cloacae

NfsB Escherichia coli

PnrB Pseudomonas putida JLR11

FRA1 Vibrio fisherii
NfsA Escherichia coli
|_—SnrA Salmonella enterica

——Frp Vibrio harveyi

PnrA Pseudomonas putida JLR11

Fig. 6.5. Arbol filogenético de nitroreductasas. Las secuencias usadas son NsfA de E. /i (GenBank
P17117), FRP de V. harey (GenBank Q56691), SnrA de S. enterica (AAD18027), Ntr de E. dbacae
(Q01234), NfsB de E. w/i (D25414), FRA1 de 1. fisherii (P46072), RAxA de H. pylori (AAL55409),
Nitroreductasa de Clostridinm  perfringens (NP_561099), NbzA de P. putida HS12 (AAK26512),
Nitroreductasa de P. psendoalcaligenes 1S45 (AAT71308), PnbA de Pseudomonas putida TW3 (AAGO1450) y
PnrA y PnrB de P. putida JLR11.

Para poder entender mejor el funcionamiento y el perfil de sustratos de PnrA
se alined esta proteina con las mas similares de la familia, NfsA de E. ¢/, Frp de
V. bharveyi y SnrA de S. enterica. (ver Fig. 6.6.). El grado de identidad con estas
proteinas de aproximadamente el 20%, mientras que la similitud es de
aproximadamente el 36%. El alineamiento revela un nimero de residuos muy
conservados en las cuatro proteinas, lo que concuerda con su actividad comun. Se
ha resuelto la estructura del cristal de NfsA y Frp, y ambas son proteinas
homodiméricas globulares y cada subunidad posee 12 hélices-f y 5 hojas-
(Haynes, ez al., 2002; Kobori, et al., 2001; Tanna, et al., 1996) en las que el centro
activo se sitda justo en la hendidura formada entre las dos subunidades de manera
que cada una de las subunidades aporta uno de los lados de éste (ver Fig. 6.7.). De
su estructura se desprende que los residuos que forman parte del centro activo de

estas proteinas son las regiones mas conservadas entre las proteinas. Hay tres
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dominios de interaccion en las nitroreductasas, implicados en el reconocimiento
del donador de electrones, del sustrato y del cofactor. Para union del cofactor
FMN, en NfsA se han identificado como necesarios los residuos Arg!>, Ser?,
Gln%7, Tyr!28 Gly'30, Gly3! y Lys!¢’. El grupo isoaloxazina del FMN forma
puentes de hidrégeno con los residuos Arg!®> con la amida de la Gly'* y Gly!3!
ademas de la GIn®". Por otra parte, el grupo carboxilo de la Tyr'?8 se coloca a tan
solo 2.9 A del 4tomo C4A del grupo pirazina del FMN. Mientras, el grupo ribitil
del FMN mantiene tres puentes de hidréogeno con la Ser® y la Lys!¢7) y la carga
negativa del grupo fosfato se contrarresta con la presencia de la Arg!®? y la His'!,
participando también la Ser'® al crear un puente de hidrégeno con el fosfato.
Todos ellos se conservan muy bien en el alineamiento entre NfsA y PnrA, lo cual
esta en consonancia con la identificacion de FMN como el cofactor de PnrA.

Los datos de PnrA indican que esta proteina utiliza NADPH, pero no NADH
como donador de electrones, lo cual parece una caracteristica comun del subgrupo
de nitroreductasas en donde PnrA esta englobada. Se ha analizado el papel
fundamental de la Arg?® en la unién del NADPH a la proteina en NfsA (Kobori,
et al., 2001). Esta arginina se conserva en las proteinas de la familia excepto en
PnrA, en la cual este residuo esta reemplazado por una histidina. Sin embargo, se
sabe que un residuo cargado positivamente, como la arginina, lisina, o histidina,
estan implicados en el reconocimiento del fosfato en posiciéon 2’ del NADPH
mediante el establecimiento de puentes de hidrégeno (Thorn, e al., 1995; Wilson,
et al., 1992). Se puede concluir con ello que la histidina de PnrA puede llevar a

cabo la funcién de la Arg?%3.
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NfsA *HFTDEPISEAQREATINSARATSS SFLQCSSTIRITDKALREEL 6@
SnrA HFTDEPVTEPQREAIN(RARSTSSSSFLQCSSTIRITORALREAL 6@
Frp YKFTAVPITDEQRQTITQAGLAASS SMLQVVSIVRVTDSEKRNEL 6@
PnrA

SASTSSNLOAWSVLAVRIRERLARL 53
* *

LorrEoEE Rk k.

NfsA VTLTGIKHVAQAAEFWY FCADFNRHLQTC - - - —PDAQLGLAEQLLLGWDTAMIAQNA 120

SnrA SCLTGHOKHVAQAAEFWVFCADFNRHLOIC- - - —PDAQLGLAEQLLL GWDTAMIGONA 120

WAYVE SAAEFL VFCIDYCRHAT IN- - - —PDVQADFTELTLIGAVDSGIMAQNC 120

PrrA ARLSONERHVEQAPLFL VWLVDWSRLRRLARTL QAPTAGIDYLESYTVGWDAALAAQNA 113
. *

sk Ok ok ok ok ok X * vk Rk o Rk

NfsA LIAAESLGL #L RNNLEAVTKL LKLPQHVLPLFGLCLGWPA - ~INPDLAPRLPAS 180
SnrA LTAAESLGL ¢TRNNIESVTEL LKLPKHVLPL FGLCLGWPA—-@NPDLYPRLPAE 180
Frp LLAAESMSLGGUJTI8L RNSAAQVDE L LGL PENSAVL FGMCLGHPD- ~NPEV(APRLPAH 180
PrrA ALAFEAQGL RNHPEAMSEELGLPNDTFAVFGMCVGHPDPAPAE TIPRLAQS 173
* *: * Rk t***#:# . * *t:. :*t:*:* * '::*#**'
NfsA TLVHENSYQPLIKGAL AQYDEQLAERIL 'iGSNNRRDTWSDI-[[RI%IIKE ____RPFIL 240
SnrA LVVHENQYQPLDEKLL ARYDEQL ARRJL TRIG SNTRROTWS DHIRRYL TKEQ- - -RPFTL 240
Frp VWVHENQYQELNLDDIQS YDQTMQ 'iTSNQKLSIWSQEVT%IJAGE ____RPHIL 240
PrrA VWLHRERYEATEAEAVSVAAYDRRMINFQEROQRENRSIWS S QAVER! LSGRHRLR 233
IERE IR T . . . . » Xk . * .
NfsA DYLHKQGWATR 251
SnrA EYLHK)GWATR 251
Frp PYLNKGLAKR 251
PrrA DALNTLGFGLR 244

.ok Ok

Fig. 6.6. Alineamiento realizado con el programa Clustalw. Los residuos idénticos se indican con un
asterisco, los fuertemente similares con dos puntos, mientras que los ligeramente similares con un punto.
Los residuos implicados en el reconocimiento del FMN estan indicados con un tridngulo blanco, mientras
los responsables de la unién del NADPH se indican con tridangulos grises y que aquellos responsables del
reconocimiento del sustrato estan con triangulos negros.

Una comparacion de los residuos del centro activo encargados del
reconocimiento y unién del sustrato nitroaromatico muestra una diferencia en la
conservacion de los aminoacidos. En el lado derecho del centro activo de NfsA se
exponen los residuos Arg!5 GIn®, Arg!33 Lys167 Arg??> Ser3”y la Ser® . Todos
estos residuos se conservan en la subfamilia. Sin embargo, el lado izquierdo del
centro activo presenta marcadas diferencias en cuanto a la secuencia. En el caso
de NfsA se compone de Tyr!?, Tyr?%0, Arg?03 Thr?19, Lys??2, Ser??* y Arg??>. Estos
residuos varfan bastante en FRP, y atin mas en PnrA. Las diferencias que posee
PnrA en este lado de la molécula podrian explicar la diferencia en cuanto a
sustratos que posee con respecto a NfsA, como se ha visto por ejemplo con el 4-

nitrobenzoato (Zenno ef al., 1996a).
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Fig. 6.7. Estructura tridimensional de la
proteina NfsA de E. w/i. Este disefio se a
realizado a partir de los estudios
cristalograficos realizados en la proteina
por el programa RASMOL. En color
magenta se representan las hélices-f y en
amarillo las hojas-B. En azul se puede ver
los grupos prostéticos, ademads, se
representa un posible sustrato en este
mismo color. Se puede observar la
estructura  dimérica, asi como la
localizacion de los grupos prostéticos entre
los surcos que dejan la subunidades.. Se
obseva ademds la posicion del sustrato,
apreciandose lo estrecho del centro activo
de manera que sélo puedan entrar
sustratos de estructura plana, como son los
anillos aromaticos.

El papel fisiolégico de las nitroreductasas descritas anteriormente se
desconoce en la mayoria de los casos, pero algunas de ellas no necesariamente
estan ligadas a la reducciéon de compuestos nitroaromaticos z vive. Por ejemplo,
las nitroreductasas descritas de en 7brio intervienen de manera directa y
fundamental en el proceso de Dbioluminiscencia que realizan estos
microorganismos (Lei, ef al., 1994; Zenno, et al., 1994). Por otra parte, la ubicuidad
de estas enzimas entre bacterias podria indicar la posibilidad de una funcién
comun, como setrfa el control del estado redox celular. Recientemente, se ha
identificado la regién promotora del gen #fi4d de E. coli y se ha descrito la
induccion de su expresion en respuesta a un agente generador de radicales libre, el
paraquat. También se sabe que este enzima participa en la respuesta frente a estrés
oxidativo mediada por SoxS (Liochev, et al, 1999; Paterson, ¢t al., 2002). Un
analisis computacional en busca de homodlogo al gen soxS en el genoma de P.
putida dio un resultado negativo, pero no se puede descartar una participacion de
PnrA en respuesta a estrés. Sin embargo, la capacidad que tienen estas proteinas
de reconocer una amplio abanico de sustratos puede haber servido de ventaja a la
hora de “adaptar” los recursos enzimaticos celulares para la utilizacion de otros

compuestos, como podrian ser los nitroaromaticos.
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Este parece ser el caso de la nitroreductasa NTR de E. cloacae 96-3; esta
cepa, que se aislé de terrenos histéricamente contaminados con explosivos, es
capaz de inducir la expresion de n#r en presencia de TNT (Bryant y DeLuca,
1991), por lo que parece indicar una funcién de NTR relacionada con el
metabolismo de este nitroaromatico en esta cepa tras una posible adaptacion de
las funciones de la nitroreductasa. Si bien la proteina PnrA no varfa sus niveles de
expresion en presencia de TNT, lo cual puede deberse a que se aislé de aguas
residuales no contaminadas con TNT (Esteve-Nufiez y Ramos 1998), de todos los
sustratos comprobados con PnrA, el TNT presenta la mejor relacion Vima/Km lo
que puede ser una ventaja para JLR11 a la hora de iniciar un ataque reductivo de

los grupos nitro del TNT.

5. Propiedades funcionales de PnrA.

La reduccion parcial de compuestos nitroaromaticos hasta los derivados
hidroxilamino se ha identificado como un reaccién clave en el rutas de
degradacién de algunos compuestos mononitroaromaticos, como el nitrobenceno
o el 4-nitrobenzoato (Groenewegen y de Bont, 1992; Nishino y Spain, 1993), en
los que una nitroreductasa lleva a cabo el primer paso de la ruta (Hughes y
Williams, 2001b; Somerville, e al, 1995b). Los resultados obtenidos con los
mutantes en funciones asociadas al metabolismo del nitrégeno en JLR11 indican
claramente la formacién de amonio a partir del TNT, lo cual sugiere que en esta
cepa existe un mecanismo parecido al descrito para otros nitroaromaticos en el
cual, la primera reaccién a llevar a cabo es la reduccion del grupo nitro. La
identificaciéon de PnrA como nitroreductasa de JLR11 requirié la construccién de
cepas mutantes que ayudasen a elucidar si esta proteina puede estar llevando a
cabo el primer paso de la ruta de asimilacion del N-TNT a partir de amonio.

El mutante en el gen pnrA esta claramente afectado en su capacidad de
utilizar el TNT como fuente de nitrégeno, lo que confirma la participacién de la
nitroreductasa PnrA en el metabolismo productivo del TNT en P. putida JLR11. El
analisis de los sobrenadantes de las curvas de crecimiento de la cepa mutante y de
los compuestos acumulados al final de éstas mostraron la presencia del derivado

reducido de TNT, el 4-ADNT y que éste se acumulé en las mismas
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concentraciones que en la cepa silvestre. Esto indica que en JLR11, ademas de
PnrA, existe al menos otro enzima capaz de reducir el TNT. Se puede descartar la
posibilidad de que sea la otra nitroreductasa aislada en JLR11, PnrB, puesto que
ésta no presentaba actividad con TNT. Sin embargo, en JLR11 se ha aislado una
proteina homologa a XenB de P. flounrecens 1-C (Pak, et al., 2000). Esta descrito que
esta proteina es capaz de llevar a cabo la formacion del complejo de
Meisenheimer, ademas de la reducciéon de TNT a hidroxilamino 7 vive, y se ha
confirmado que la proteina XenB de JLR11 es capaz de llevar a cabo las mismas
reacciones (van Dillewijn y colaboradores, resultados sin publicar). Sin embargo, la
comparacion de los datos bioquimicos de las dos enzimas purificadas indican que
la K, de PnrA por el TNT es mas de 10 veces superior a la de XenB, lo cual
parece indicar que en la cepa silvestre PnrA puede tener preferencia por el TNT
sobre XenB.

Por otra parte, el compuesto de reduccién identificado en las curvas de
crecimiento fue la 4-ADNT. Todas las reacciones descritas de enzimas
nitroreductasas purificadas sobre compuestos nitroaromaticos han identificado el
producto de la reaccién como el derivado hidroxilamino, lo cual concuerda con la
cinética de la reaccidon caracterizada en sistema bi bi ping pong en donde 2
moléculas de NAD(P)H entran para reducir el FMN;, una vez oxidadas salen del
centro activo para dejar paso al sustrato que se reduce por 4 electrones,
produciendo la hidroxilamina. Debe de existir por tanto algin mecanismo, ya sea
enzimatico o abidtico, no descrito hasta ahora en ningtn sistema, que transforme
la hidroxilamina hasta amino. La acumulacién de cantidades similares de 4-ADNT
en la cepa silvestre y en la mutante se explicarfa si la velocidad maxima de la
catalisis del paso de hidroxilamina a amina es inferior a la de sintesis de 4-
HADNT a partir del TNT por parte de la(s) enzima(s) que ejerzan esta funcion en
la cepa mutante.

Una analisis mas detallado en reacciones a tiempos cortos mediante las
medidas de produccién de 4-HADNT en extractos crudos de JLR11 y de la cepa
mutante JLR11-pnrA- indicaban una caida de la produccién del compuesto de un
40%, y una velocidad de producciéon de 4-HADNT inferior en la cepa mutante.

Ademais, el seguimiento del 4-ADNT en este experimento confirmé que la
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reaccioén de formacion de este dltimo compuesto es independiente de la reduccién
de TNT a 4-HADNT, y que la cinética de produccion fue igual tanto en la cepa
silvestre, como en la, siendo su valor un 15% del TNT inicial. Este dato de
acumulacién de aminas aromaticas concuerda con lo observado anteriormente por
Esteve-Nufniez y Ramos (1998) en cultivos de JLR11 creciendo a expensas del
TNT.

Por otra parte, la cepa mutante doble pnrA-nasB- mostrd un efecto sumado
de ambas mutaciones, de manera que fue incapaz de utilizar el TN'T como fuente
de nitrégeno. Ademas, la acumulaciéon de nitrito en el sobrenadante del mutante
nasB- como en el nasBpnrA- fue muy similar, lo que indicaba que una mutacién en
el gen pnrA no impide la denitracion del TNT en forma de nitrito, y que el efecto
que la mutacién en pnrA esta relacionado con otra ruta metabolica. Esto confirma
la existencia de dos rutas independientes en JLR11 por las que se puede
metabolizar el TNT (ver figura 6.8).

Se desconoce el mecanismo que JLR11 pueda estar llevando a cabo para
liberar el amonio del TNT. La posibilidad de que el derivado del TNT
hidroxilamino pudiese ser clave en la utilizacién del TNT como fuente de
nitrégeno tras su transformacién por parte de nitroreductasas fue postulada por
Fiorella y Spain (1997) en Pseudomonas pseudoalcaligenes JS52, pero los autores
proponen una liberacién de nitrito y formaciéon de un compuesto no determinado
como productos del metabolismo del hidroxilamino. En cambio, la descripcion de
reagrupamientos de Bamberger a partir de la molécula del TN'T en bacterias abre
la posibilidad de que JLR11 pueda seguir ese procedimiento (Hughes, ez af,
1998b). En el caso de Pseudomonas pseudoalcaligenes JS45, el nitrobenceno se
metaboliza en primer lugar por la nitrobenceno reductasa (NbzA) vy
posteriormente una mutasa, la HabA, es la encargada de llevar a cabo la
transformaciéon hasta el aminofenol mediante reagrupamineto de Bamberger.
Aungque la similitud entre la nitroreductasa NbzA y PnrA es relativamente baja, y
filogenéticamente parecen bastante lejanas, se sabe que otras enzimas
nitroreductasas homoélogas a PnrA, como la NTR de E. dbacae es capaz de

reproducir el primer paso dado por NbzA.
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Nishino y Spain (2004) han postulado una divisién de las nitroreductasas
entre especificas, que son aquellas caracterizadas dentro de rutas de degradacion
de nitroaromaticos mediante reduccién parcial hasta hidroxilamino, como son la
PnbA y NbzA y que filogenéticamente estan relacionadas entre ellas (ver Fig. 6.5.),
e inespecificas, las cuales no tienen una funcién especifica determinada y en donde
se englobarfan todas las que presentan homologifa con PnrA vy clasificadas dentro
de la familia de “nitroreductasas clasicas”, y cuya reduccion de los grupos nitro,
segun estos autores, conlleva la produccion cometabdlica de derivados amino. Sin
embargo, Kadiyala y colaboradores (2003) recientemente han demostrado que la
proteina NTR de E. clacae puede ocupar la funcién de la NbzA en un
reconstruccion artificial de la ruta NbzA-HabA expresada en E. co/i y llevar a cabo
reducciones parciales del 2-nitrotolueno y 3-nitrotolueno con la consecuente
formacion de los derivados 2-amino-3-metilfenol y 2-amino-4-metilfenol,
respectivamente. Los mismos autores observaron ademas una afinidad hasta 5
veces superior del enzima NTR sobre el TNT que el enzima NbzA. Todo ello
sugiere que PnrA puede llevar a cabo una reduccién productiva del TNT en
JLR11 para dirigirlo hacia un complejo de Bamberger de manera que se acabe
liberando amonio desde la molécula de TNT.

Por otra parte, en el caso del nitrobenceno se sabe que la encargada de
catalizar el reagrupamineto de Bamberger es un enzima de tipo mutasa; la reaccion
catalizada por la mutasa HabA de P. pseudoalcaligenes se ha determinado i vitro a
partir del enzima purificado (He, e a/, 2000; Nadeau, ¢z al., 2003). Sin embargo, el
reagrupamiento de Bamberger en nitroaromaticos no es una reaccion exclusiva de
enzimas mutasas, y se han determinado otras proteinas capaces de llevar a cabo
esta reaccion en TNT, como son las enzima Fe-hidrogenasa (Watrous, ez al., 2003)
y la CO-dehidrogensa (Huang, ez al., 2000) de Clostridium. Ademas, el complejo de
Bamberger para el TNT se ha observado en diversos microorganismos, no sélo en
Clostridinm, sino también en hongos como Phanerochaete chrysosporium (Hawari, ef al.,
1999), lo cual parece indicar que puede ser una reaccion relativamente sencilla de
catalizar sobre el TNT.

En la figura 6.8. se esquematiza los resultados obtenidos en esta Tesis

Doctoral y se muestran las distintas posibilidades abiertas para el metabolismo del
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nitrégeno del TNT, indicando ademas los enzimas mas relevantes estudiados
durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral. En la literatura se han descrito casos
de utilizacion del TNT mediante liberacion de nitrito o amonio (Esteve-Nufez, e/
al., 2001). Sin embargo, los estudios de liberacién de amonio a partir del TNT se
han centrado en reducciones del TNT hasta triaminotolueno (TAT) en
condiciones anaerobias, y posterior eliminacién de los grupos amino. En
derivados del TNT parcialmente reducidos las investigaciones realizadas se han
centrado en determinar nitrito proveniente del TNT. En estas circunstancias la
liberacién de amonio sélo se ha propuesto como producto de la eliminacion de
grupos nitro por Vorbeck y colaboradores (1998), los cuales, como en el caso de
esta Tesis Doctoral, no pudieron determinar la salida de este i6n desde el TNT.
Sin embargo, esta Tesis Doctoral representa el primer estudio del metabolismo del
TNT mediante la interrupcién por mutagénesis de las rutas metabodlicas implicadas
en el catabolismo del nitrégeno. El estudio de un mutante #asB en una cepa capaz
de asimilar el nitrégeno del TNT saca a la luz por primera vez la existencia de dos
rutas metabolicas alternativas en el mismo microorganismo para atacar la molécula
del TNT, y con ello la necesidad de estudiar en profundidad una ruta alternativa a

la formacién de nitrito como via principal del metabolismo del TNT.
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Fig. 6.8. Esquema donde se postulan las vias de asimilacién de nitrégeno en Psexdomonas putida JLR11.
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Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral permiten establecer las siguientes

conclusiones:

1. Pseudomonas putida JLR11 metaboliza el nitrégeno del TNT mediante dos
rutas alternativas. En una de ellas el producto de la reacciéon de denitracion
es el nitrito mientras que en la segunda el producto originado del

metabolismo del grupo nitro es el amonio.

2. En Pseudomonas putida JLR11 el nitrégeno del TNT se asimila por la ruta de
la glutamina sintasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT). La asimilacién es
directa, si el producto es amonio. En el caso de la liberacion en forma de
nitrito, éste se reduce previamente hasta amonio, mediante la nitrito

reductasa asimilatoria codificada por los genes #asBC.

3. Los genes que codifican la nitrito reductasa asimilatoria se encuentran
organizados en un operdn junto al gen de la nitrato reductasa (nasA) en
Pseudomonas putida JLR11. La activacion de su expresion estd regulada a
través de circuitos intrincados. En el proceso participan tanto la proteina
NtrC, encargada de detectar la deficiencia de nitrégeno, asi como dos
reguladores especificos del metabolismo del nitrito y nitrato: NasT, que
actia como antiterminador de la transcripcién, y CnmA, cuyo mecanismo

de actuacién es objeto de estudio en la actualidad.

4. Pseudomonas putida JLR11 posee un enzima de la familia de las
“nitroreductasas clasicas”, denominada PnrA, capaz de reducir el TNT
hasta 4-hidroxilamino-2,6-dinitrotolueno, con el consumo de 2 moles de
NADPH por mol de TNT. Esta nitroreductasa presenta un amplio perfil
de sustratos, pero, la mejor relacién 17,u/Ky se da con el TNT como

aceptor de electrones.

5. PnrA es clave en la asimilaciéon del nitrégeno del TNT mediante la
formaciéon de 4-hidroxiamino-2,6-dinitrotolueno, que da lugar a la
liberacion de amonio del anillo del nitroareno.

6. La falta de crecimiento en TNT de un doble mutante nasBpnrA en

Pseudomonas putida JLR11 demuestra que la ruta de metabolismo del
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nitrégeno del TNT en la que interviene PnrA es independiente de la ruta

de eliminacion de grupos nitro mediante formacion de nitrito.
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