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1.  INTRODUCCION

1.1 La integracion de las rutas biodegradativas en ¢l metabolismo general de
la célula
Los microorganismos en general, y las bacterias en particular, poseen una gran
variedad de reacciones enzimaticas y rutas metabolicas, que les ha permitido
colonizar ambientes muy diversos y usar como fuente de alimento casi cualquier
compuesto del panorama quimico (Madigan et al., 2003; Varnam, 2000). Esto
representa una ventaja evolutiva para el organismo. Los microorganismos poseen un
papel principal en el proceso de mineralizacion de la materia organica. Los
microorganismos bien usando bien modificando rutas previas son capaces de
mineralizar o transformar compuestos recalcitrantes. Esto resulta cierto incluso para
compuestos derivados de la actividad humana a los que nunca antes se han enfrentado
en el medio ambiente; esta versatilidad metabolica les ha convertido hasta el momento
en los agentes preferidos como catalizadores en la mayoria de procesos de interés
biotecnologico (Demain and Davies, 1999). De muchos microorganismos poseemos
profundos conocimientos gracias a que son manejables en el laboratorio y han sido
objeto de estudio. Estos conocimientos sobre su fisiologia y genética han hecho
posible que podamos utilizarlos para la produccion de sustancias de alto valor anadido
(Demain and Davies, 1999), o bien para la eliminacion de compuestos toxicos del
medio ambiente (Timmis et al., 1994). Con el uso de diversas herramientas genéticas
en estos organismos podemos manipular la expresion de genes, propios o de otros
organismos, 0 hacer que la célula destine mas recursos energéticos en una funcion
metabolica concreta. Pero en general estas manipulaciones son solo viables en
condiciones de cultivo de laboratorio, o biorreactores controlados (Diaz and Prieto,

2000).

1.1.1  Regulacion especifica y global de rutas biodegradativas

En numerosos trabajos se han logrado bacterias con capacidades metabdlicas nuevas
o mejoradas (Bongaerts er al., 2001; Buhler ef al., 2003; Chang et al., 2003;
Gruenewald ef al., 2004; Hollmann et al., 2003; Kyla-Nikkila et al., 2000; Morrissey
et al., 2002; Spain et al., 2003; van Beilen et al., 2003; van Beilen et al., 2004; Walsh

et al., 2001). Pero estas capacidades deben actuar en armonia con el resto del




metabolismo celular para evitar gastos superfluos de recursos que pudieran afectar el

ajuste al nicho ecologico o comprometer su supervivencia. Para ello las bacterias han
desarrollado mecanismos de regulacion que permiten modular la expresion de estas
capacidades en funcion de las condiciones internas y externas (Fig. 1) (Shingler,
2004). Estos mecanismos representan un freno en el disefio de estrategias para el uso
de microorganismos en condiciones de cultivo no controladas. La mayor parte de las
rutas de degradacion de compuestos recalcitrantes solo son expresadas cuando los
substratos de la ruta se encuentran presentes, evitando asi el gasto de unos recursos
que no tendria su compensacion. Este tipo de regulacion suele depender de un
regulador asociado a de la ruta, y constituye un tipo de regulacion especifica de esta
(Gerischer, 2002). Como se discutira mas adelante en este trabajo la expresion de las
rutas de degradacion de tolueno y compuestos similares depende de la activacion de
un regulador que responde a substratos de la ruta. Este regulador, XyIR, es capaz de
disparar la expresion de la ruta solo cuando reconoce al compuesto en el medio;
cuando el compuesto ha sido completamente degradado y desaparece, el regulador
vuelve a ser inactivo y la ruta es silenciada. Esto asegura a la célula ahorrar recursos
de la expresion de una ruta que no va a ser utilizada. A esta regulacion especifica se le
une una regulacion general que conecta el metabolismo especializado de la ruta con el
estado general de la célula y su estatus energético. Este otro tipo de regulacion
depende de muchos factores y esta mediado por mecanismos de regulacion global de
la c€lula que afectan a muy diversos procesos celulares (Gerischer, 2002; Shingler,
2004). Esta regulacion global aporta los elementos necesarios para ajustar el
metabolismo a las sefiales ambientales. En este sentido podemos encontrar respuestas
celulares a variaciones en la temperatura (Arsene et al., 2000; Bukau, 1993; Tatsuta et
al., 1998; Tomoyasu et al., 1998), presencia de otros organismos (Saikaly and
Oerther, 2004), aumento de su propia poblacion (Gonzalez and Marketon, 2003;
Podbielski and Kreikemeyer, 2004; Winzer et al., 2003), o también a la variacion de
la concentracion de nutrientes, a la velocidad de crecimiento (Chatterji and Ojha,

2001; Hilbert et al., 2004; Madhusudhan et al., 2003), etc.




El Dilema Fisiolgico

Nutriente A Nutriente B

ATP .

Estrés 1 Estrés 2

Figura 1. Representacion del dilema que se le presenta a un microorganismo cuando tienes
varias fuentes de carbono; v de como las condiciones ambientales pueden influir en la
decision final.

Para elaborar esta respuesta los microorganismos han desarrollado diversos
mecanismos que se basan en sistemas traductores de sefiales. Asi la célula debe notar
que hay una bajada en los niveles de un nutriente y traducir esto en una senal
citoplasmica que sea reconocida por aquellos procesos metabodlicos que deben
ajustarse a las nuevas condiciones; esto incluye el buscar alternativas metabélicas o
sintetizar transportadores para ese nutriente. Para ajustarse a las nuevas condiciones,
los diversos procesos se regulan a muy diversos niveles; de este modo se pueden
encontrar mecanismos de regulacion a nivel de actividades enzimaticas, enzimas que
se activan o inactivan en respuesta a cambios ambientales (Bonnemain et al., 2004;
Yamazaki et al., 2003); regulacion a nivel de la estabilidad del ARN mensajero,
variando esta en funcion de los requerimientos celulares (Carrier and Keasling, 1997;
Leroy et al., 2002; Regnier and Arraiano, 2000); también existen mecanismos basados
en la modulacion de la traducibilidad del mensajero (Storz et al., 2004), regulacion a
nivel de la estabilidad de la proteina etc. Todas la etapas del proceso de expresion de

un gen son susceptibles de ser objeto de regulacion.




Una de las etapas mas finamente regulada es la iniciacion de la transcripcion, tal vez
por ser el primer paso en la expresion de un gen. La célula utiliza para la mayoria de
los genes promotores cuya transcripcion esta dirigida por el factor 070, pero existen
conjuntos especificos de genes cuya transcripcion depende, al menos en parte, de
otros factores sigmas alternativos (Gruber and Gross, 2003; Laurie ef al., 2003;
Manganelli ef al., 2004; Nies, 2004); esto permite a la célula usar estos factores
sigmas alternativos frente a diferentes sefiales para activar asi un conjunto de genes
que le permita ajustarse a la nuevas condiciones ambientales. En este contexto se han
descrito factores sigmas alternativos para respuesta a choque térmico, para la
asimilacion de nitrogeno, la sintesis del flagelo, procesos de esporulacién, etc. La
célula, regulando la proporcion de ARN polimerasa que se encuentra asociada a cada
factor sigma, puede variar el conjunto de genes expresados, lo que se ha constituye un

fenomeno regulador denominado competicion de sigmas (Jishage et al., 2002).

1.1.2 La inhibiciéon por fuente de carbono alternativa y el sistema PTS

Quizas el fenémeno de control global mejor conocido es la regulacion que sufren
rutas catabolicas en presencia de otras fuentes de carbono alternativas (Bruckner and
Titgemeyer, 2002; Neidhardt, 1987). En este fenémeno la fuente de carbono preferida
desencadena una sefial que lleva a la represion del metabolismo de otras fuentes de
carbono. El caso de la represion por glucosa del metabolismo de otros azicares en E.
coli es paradigmatico. En este caso, cuando E. coli se encuentra en el medio de cultivo
glucosa, no se sintetizan ni los transportadores ni los genes del metabolismo de otros
carbohidratos, como el manitol o la fructosa, aunque estos se encuentren presentes en
el medio (Saier and Reizer, 1994). El sistema PTS (de phospho
enolpyruvate:carbohydrate phosphotransferasa system) proporciona gran parte de las
bases moleculares de la traduccion de sefiales desencadenadas durante este control
fisiologico ejercido sobre el metabolismo de azicares en E. coli (Postma et al., 1993).
El sistema PTS es una cadena de fosfotransferasas, descrita en bacterias y que aunque
se le ha relacionado con diversos procesos metabolicos (Postma et al., 1993; Saier and
Reizer, 1994), tiene como principal funcion el transporte y fosforilacion de azicares.
El esquema basico del sistema PTS consta de tres elementos: enzima I (EI), HPr (de
histidine containing protein) y enzima Il (EIl) (Postma et al., 1993; Saier and Reizer,

1994).



El enzima | toma el grupo fosfato del fosfoenol piruvato, y se lo transfiere a HPr; este
a su vez a un dominio de la enzima II, denominado EIIA, que lo transfiere a su vez a
otro dominio EIIB que lo transfiere finalmente al azucar que es transportado al
citoplasma por el dominio EIIC. Estos dominios de Ell pueden aparecer bien juntos
en un solo polipéptido, como en el caso del EIl de manitol de E. coli, o se pueden
presentar alguno de los dominios como polipéptido independiente como en el caso de

EIIA y EIIBC de glucosa (Fig. 2) (Saier and Reizer, 1994; Tchieu et al., 2001).
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Figura 2. Esquema del funcionamiento general del sistema PTS. El primer componente de la
cascada de fosfotransferasas (EI) toma el grupo fosfato del fosfoenolpiruvato, y lo transfiere
al segundo componente (HPr); este lo transfiere a los distintos Ells especificos para cada
azucar. Este tercer elemento se puede presentar como un solo polipéptido, como el caso del
EIl para manitol, o en diferentes como el EIl para glucosa. Los Ells reciben el fosfato en un
dominio llamado EIIA, que lo transfiere al EIIB, que lo transfiere al azlcar que es
transportado por el EIIC. Figura modificada de Postma, P.W. (Postma et al. 1993),

Mientras que las proteinas EI y HPr son generales, es decir participan en el transporte
de todos los aziicares que son incorporados via PTS, las proteinas EII son especificas
para cada azucar; existiendo un EII para el manitol, glucosa, fructosa y asi
sucesivamente para todos los azlcares transportados por el sistema PTS. Las
reacciones de fosfotransferencia entre las proteinas PTS son reversibles,

estableciéndose un equilibrio entre las formas fosforiladas y no fosforiladas de cada




componente de la cascada en funcion de la tasa de transporte de azucares en cada
momento (Fig. 3). De este modo el transporte de glucosa provoca una acumulacion
relativa de las formas no fosforiladas del EIl especifico para glucosa y de las proteinas

El'y HPr, al actuar la glucosa como sumidero del grupo fosfato.
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Figura 3. Flujo del grupo fosfato que se establece en el transporte de azicares via PTS como
consecuencia de la reversibilidad de las reacciones de fosfotransferencia. Cuando un aziicar es
transportado via PTS este produce un descenso relativo de las formas fosforiladas de los
elementos EI y HPr generales, y del EII especifico de su transporte. Al desaparecer el azcar,
se produce a su vez una acumulaciéon de las formas fosforiladas. Esquema inspirado en
Postma (Postma ef al. 1993)

De la misma forma la ausencia del transporte de azucares produce una acumulacion
de las formas fosforiladas. Mediante este mecanismo la célula traduce la presencia/
ausencia de azucares en el medio en variaciones de la concentracion de las formas
fosforiladas de las proteinas PTS. De este modo la presencia de glucosa es sefializada
hasta los promotores de los genes responsable del metabolismo de otros aziicares. Por
un lado la forma no fosforilada del EIIA especifico para la glucosa, inhibe
alostéricamente a las permeasas de otros azlcares, produciéndose una exclusion de su
transporte, que no activan por tanto a los reguladores especificos de su metabolismo.

Por otro lado el transporte de glucosa provoca un descenso de las formas fosforiladas
6




de EI y HPr, que son necesarias para el transporte de otros azucares. Finalmente la
expresion de los genes responsables del metabolismo de otros azicares, es
dependiente de la proteina CAP (de cyclic AMP acceptor protein) que requiere de la
union de AMPc para activar la expresion de estos genes. La forma fosforilada del
EIIA de glucosa es un activador de la adenilato ciclasa, por tanto al producirse un
descenso de la forma fosforilada de EIIAGlc se produce un descenso de los niveles
intracelulares de AMPc, lo que se traduce en una inhibicion de la expresion de otros

genes para el metabolismo de azicares (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema del mecanismo de sefializacion de la presencia de glucosa en el medio y
su efecto sobre el transporte y metabolismo de otros aziicares en E.coli. La entrada de glucosa
se traduce en un descenso de la forma fosforilada de EIIAGlc, y por tanto una desactivacion
de la adenilato ciclasa; el aumento relativo de la forma desfosforilada de EIIAGIc produce
una inhibicion alostérica de las permeasas de otros azucares; la exclusion de estos del
citoplasma impide la activacién de los reguladores especificos de los genes responsables de
su metabolismo.

Como se observa en este caso, a diferencia de la regulacion especifica, el control
global de rutas metabolicas involucra a muchas proteinas, el sistema PTS, las
permeasas, la adenilato ciclasa, CAP, etc., y afecta a muchos procesos celulares,

transporte y metabolismo de azicares, ademas de otros procesos que se ven afectados

-




por las variaciones de la concentraciéon de AMPc (Busby and Ebright, 1999; Gosset et
al., 2004; Kolb et al., 1993).

Este sistema es usado por E. coli para aprovechar nutrientes mas ricos que permiten
mayores tasas de crecimiento. Esto puede representar una ventaja en escenarios
naturales donde E. coli tiene que competir con otros organismos; el usar
exclusivamente las fuentes mas ricas permite un aumento de la poblacién mas rapido
y poder colonizar antes un nicho. Este razonamiento puede extenderse a otros
fenémenos de control global aunque el fendmeno de represion por fuente de carbono
no se presenta siempre con las mismas caracteristicas que en E. coli. Asi nos
encontramos que en Pseudomonas aeruginosa, ¢l transporte de manitol se encuentra
inhibido cuando existe succinato presente en el medio (Collier et al., 1996; Collier et
al., 2001; Wolff et al., 1991). En este caso el succinato es la fuente de carbono
preferida y en su presencia el metabolismo del manitol esta inhibido. De forma similar
la ruta de degradacion de alcanos de P. putida GPol es reprimida en presencia de
lactato o succinato (Yuste ef al., 1998; Yuste and Rojo, 2001). El sentido biologico de
la represion por fuentes de carbono alternativas de rutas especializadas como esta
aparece si cabe mas clara ya que generalmente el coste energético neto que suponen
en comparacion con otras fuentes de carbono es muy alto. En este sentido se ha
propuesto en algunos casos parece que la degradacion de sustancias, que son ademas
toxicos, tiene una funcion protectora que resulta a veces mas importante que la propia
contribucion al crecimiento que pueda tener (Ramos et al., 2001). Se han descrito

numerosas rutas de degradacion de compuestos recalcitrantes (Tabla 1).

Tabla 1. Ejemplos de rutas catabdlicas de compuestos recalcitrantes descritas

) (Assinder and
P. putida mt-2 (pWWO0) Tolueno Williams, 1990)
Pseudomonas sp. CF600 Fenol (Shingler et al., 1992)
(pVI150)
Burkholderia sp. RP007 Fenantreno (Laurie and_Lloyd-

Jones, 1999)

P. putida TMB Trimetilbenceno g%;t)em and Galli,
P. putida NAH (NAH7) Nafataleno (I%E;I;S)evcrino etal,
Acinetobacter sp. ADP1 Aril ésteres (Jones et al., 1999)




Ralstonia eutropha (pJP4) Acido 2,4 difenoxiacético (Trefault et al., 2004)

Pseudomonas sp. (pP51) Triclorobenceno (1‘;39"] ;131' Meer et al.,
P. putida UCC22 (Ptdn1) Anilina (Iggl;limori and Saint,
P. oleovorans (pOCT) Alcanos (1V92312 ;Seilen etal.,

B. cepacia LB400 Bifenilo, PCBs (Mondello, 1989)
Pseudomonas sp. VLB120 Estireno (Panke et al., 1998)

Muchas de estas rutas tienen al género Pseudomonas y especies relacionadas como
hospedador, esto junto con su facil manejo en el laboratorio y la abundancia de
herramientas genéticas y moleculares ha convertido a este género en uno de los

modelos favoritos de estudio de estas rutas.

1.2 Pseudomonas como sistema modelo para el estudio de rutas catabélicas

El género Pseudomonas destaca por su gran versatilidad metabélica, lo que le permite
usar una gran variedad de compuestos como fuentes de carbono y energia. Entre estos
compuestos se encuentran especies quimicas altamente toxicas (Timmis et al., 1994).
Algunas de esta representan un problema de contaminacion en nuestra sociedad, al
haber sidos producidos y liberados al medio ambiente en grandes cantidades como
consecuencia de la actividad industrial. Por su potencial en bio-remediacion varias
especies de este género han sido objeto de estudio; se ha logrado acumular un
profundo conocimiento de su fisiologia y el desarrollo de numerosas herramientas
genéticas (de Lorenzo and Timmis, 1994; Schweizer and de Lorenzo, 2004). Este
interés se ha trasladado en proyectos de secuenciacion del genoma de varias especies

entre ellas Pseudomonas putida KT2440, objeto de este estudio.

La genomica se ha convertido en un importante campo emergente dentro del estudio
de microorganismos como consecuencia del aumento de los proyectos de
secuenciacion (Casjens, 2003; Chalker and Lunsford, 2002; Cole and Buchrieser,
2001; Donadio et al., 2002; Fritz and Raczniak, 2002; Sampson et al, 2003;
Suerbaum et al., 2002). La disponibilidad de la secuencia genémica permite por un
lado explorar, con las herramientas bioinformaticas adecuadas, las posibilidades que
presenta un organismo para desarrollar un proceso. Realizar comparaciones sobre la

proporcion de genes implicados en cada funcion celular asi como las diferencias y
9




similitudes que presenta con otros microorganismos. Pero mas alla de la informacién
contenido en la propia secuencia, €l conocimiento de la secuencia gendémica facilita el
uso de tecnologias de laboratorio a escala genémica; la tecnologia de los arrays de
ADN es una de estas tecnologias. El potencial de esta tecnologia se basa en la
capacidad de monitorizar un gran numero de genes al mismo tiempo. Los arrays de
ADN estan siendo utilizado para una gran diversidad de estudios, pero sigue siendo el
estudio de las variaciones de los niveles de mensajero la utilizacién mas extendida
(Anderton et al., 2004; Hu and Coates, 2001; Rudi ef al., 2003). En funcién de la
pregunta biolégica que se quiere abordar varian los disefios de los arrays y el tipo de
experimentos utilizados. Asi si se quiere ver que genes participan de un proceso
importante, como genes implicados en la fijacion de nitrogeno atmosférico por parte
de Azotobacter, o genes implicados en la formacion de biofilm en P. aeruginosa, se
opta por la utilizaciéon de arrays de ADN que monitoricen todas las ORFs del
organismo en cuestion (Whiteley et al., 2001). Si se quiere determinar variaciones en
la composicién la flora bacteriana de un suelo a lo largo de un periodo de tiempo, se
disefiard un array que sea capaz de discriminar entre un genero y otro, colocando
genes o grupos de genes cuyo patron sea diferente en cada caso (Loy et al., 2002).
Durante el desarrollo de este trabajo se ha completado la secuencia del genoma de P.
putida KT2440 lo que ha permitido el desarrollo de esta tecnologia en el contexto de

esta investigacion (Nelson et al., 2002; Stjepandic ef al., 2002; Weinel et al., 2002).

1.2.1 La ruta TOL del plasmido pWW0

P. putida KT2440 es una cepa derivada de un aislado natural P. putida mt-2
(Bagdasarian et al., 1981; Regenhardt ef al., 2002), en la que se ha curado el
megaplasmido pWWO. La cepa P. putida mt-2 posee la capacidad de crecer con
tolueno, m-, p- xileno como Unica fuente de carbono y energia; se aislé en virtud de su
capacidad de degradar meta-toluato. Estas capacidades se encuentran codificadas en el
plasmido pWWO0. Como se muestra en la Figura 5, la ruta TOL codificada en este
plasmido consta de cuatro unidades transcripcionales: dos operones metabélicos
(upper y meta), y dos que codifican reguladores transcripcionales (xy/R y xylIS)
responsables respectivamente de la transcripcion de los operones catabdlicos.
Numerosos trabajos han tenido como objeto el estudio de esta ruta catabdlica, lo que

ha permitido profundizar sobre los circuitos de regulacién que modulan la expresion
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de esta ruta (Assinder and Williams, 1990; Greated et al., 2002; Marques and Ramos,
1993; Marques et al., 1993; Marques et al., 1999; Ramos et al., 1987).

= I A -

Operon upper Operon meta xvlS xyIR

Figura 5. Esquema de la unidades transcripcionales de la ruta TOL del plasmido pWWO. La
ruta TOL del plasmido pWWO presenta cuatro unidades transcripcionales: dos operones
catabolicos, y dos que codifican reguladores transcripcionales.

1.2.1.1 Regulacién especifica de la ruta TOL del plismido pWW0

P. putida es capaz de crecer con tolueno m-, p-xileno cuando porta algunos de los
plasmidos TOL. El plasmido TOL pWWO permite la completa mineralizaciéon de
estas especies quimicas y su uso como unica fuente de carbono y energia. Como
reflejo de la organizacion genética la ruta TOL se divide en dos etapas, una primera,
upper, consiste en la transformacion del tolueno en benzoato mediante la oxidacion
secuencial de su grupo metilo. En una segunda etapa, metfa, el benzoato es
metabolizado hasta intermediarios del ciclo de Krebs mediante la rotura en posicion
meta del intermediario catecol (Assinder and Williams, 1990; Marques and Ramos,
1993). La expresion de cada una de las etapas es dependiente de un regulador
asociado codificado también en el plasmido. El promotor de la ruta upper, Pu,
depende de XyIR, un activador de la familia de activadores de 054 (Marques and
Ramos, 1993; Ramos ef al., 1987; Studholme and Dixon, 2003; Xu and Hoover, 2001;
Zhang et al., 2002), responsable también de aumentar los niveles de expresion del
promotor de xyl/S; XylS es un regulador transcripcional de la familia
AraC/XylS(Egan, 2002; Gallegos et al., 1997, Marques and Ramos, 1993; Marques et
al., 1999; Ramos et al., 1987; Ramos et al., 1997) y el responsable de la expresion del
promotor de la ruta meta, Pm.
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Los circuitos de regulacion de la ruta TOL del plasmido pWWO han sido objeto de

estudio tanto desde la perspectiva especifica como desde la fisiologia de la célula

(Fig. 6).

COOH OH

CH3
© ————*@—b@% — =» Ciclo de Krebs

| |

1 1 | | l"“

operon upper operon meta

Figura 6. Esquema simplificado del circuito de regulacion especifica de la ruta TOL. Cuando
El tolueno se encuentra presente en el medio, el activador XylIR dirige la transcripcion del
promotor Pu (upper) y del promotor Ps (xylS). La accién de las enzimas de la ruta upper
producen la transformacion de tolueno en benzoato; este es responsable de la activacion de
XylS que dirige entonces la expresion de la ruta meta. Las enzimas de rama meta contintian la
mineralizacion desde benzoato hasta intermediarios del ciclo de Krebs mediante la rotura
meta del anillo aromatico.

XylIR y XyIS median la regulacion especifica del conjunto de rutas TOL; en ausencia
de substratos, tanto XylS como XyIR son sintetizadas en formas no competentes para
activar a sus promotores respectivos. En respuesta a la presencia de sustratos de la
ruta upper XylIR, cambia de conformacion y pasa a ser competente para activar Pu y
Ps. De este modo se expresan las enzimas encargadas de los primeros pasos de la ruta,
y se aumentan los niveles del segundo regulador (XylS) que reconoce los productos
de esta primera etapa. XylS entonces activa el promotor de la rama encargada de los
siguientes pasos de degradacion (Fig. 6). Este puede activar la expresion desde el
promotor Pm bien en presencia de sustratos de la ruta meta o bien cuando se sintetiza
a altos niveles como consecuencia de la accion de XylR (Marques and Ramos, 1993;
Marques ef al., 1993; Marques et al., 1999; Ramos ef al., 1997). La expresion de xy/R
es constitutiva y se ha descrito que XyIR posee capacidad para reprimir su propio
promotor, en un equilibrio que conlleva al mantenimiento de niveles constantes de la
proteina (Abril ef al., 1989; Bertoni et al., 1997; Bertoni et al., 1998; Duetz et al.,
1994; Fraile et al., 2001; Inouye et al., 1985).
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1.2.1.2 Regulacién fisiolégica
En toda la ruta TOL se codifican 20 proteinas cataliticas y 2 reguladores. Esto supone
un gasto importante de recursos energéticos, por lo que la necesidad de ser capaces de
modular la expresion de esta ruta es si cabe mas importante. Numerosas
observaciones se han llevado a cabo en este sentido. La primera que sugeria una
regulacion fisiolégica de la ruta TOL fue realizada Hugovieux (Hugouvieux-Cotte-
Pattat ef al., 1990). En este trabajo se observo que no era posible detectar actividad de
la ruta upper durante el crecimiento en medios ricos hasta alcanzar la fase
estacionaria. Trabajos en esta linea determinaron que mientras que en medio minimo
se detectaban mensajeros a los cinco minutos de exposicion al inductor, al afiadir Caa
o extracto de levadura se producia un retraso hasta alcanzar fase estacionaria (Holtel
et al., 1994). Como se observa en la Figura 7 al monitorizar la expresion del promotor
Pu, en la cepa de P. putida MAD2 durante la fase exponencial de crecimiento en
medio LB, pese a que esta cepa porta un alelo de xy/R que codifica para una proteina
constitutivamente activa que no necesita de efector para ser capaz de disparar la
expresion desde Pu (Cases et al., 1996), este disparo no se produce hasta que el
cultivo deja la fase exponencial del crecimiento. En esta cepa se mide la expresion del

promotor Pu desde una fusion cromosémica del promotor al gen reportero lacZ.

No se ha determinado cual es exactamente la sefial, aunque combinaciones concretas
de aa son suficientes para provocar este silenciamiento de la ruta durante la fase
exponencial del crecimiento en medios ricos. Aunque los mecanismos subyacentes a
este silenciamiento no estan elucidados, se ha sugerido que la capacidad del factor
054 para activar el promotor Pu en esas condiciones esta disminuida (Cases et al.,

1996). Seria a este nivel donde la sefial del medio rico se trasladaria a la ruta TOL
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Figura 7. Curvas de crecimiento y de expresion del promotor Pu de un cultivo de la cepa
Pseudomonas putida MAD2 en medio LB. La expresion del promotor Pu se mide como
actividad B-galactosidasa ; esta cepa lleva una insercién cromosémica que porta una fusion de
este promotor y el gen reportero /acZ junto un alelo de xy/R que codifica para una proteina
constitutivamente activa. Experimento recreado de Cases et al.(1996).

Otro fenémeno de control fisiologico ejercido sobre la ruta TOL que ha sido objeto de
estudio es la represion que ejercen ciertas fuentes de carbono sobre algunos
promotores de la ruta. Cuando se afiaden al medio de cultivo glucosa o gluconato, los
niveles de expresion del promotor Pu descienden hasta un 66%. Los primeros trabajos
observaron que al crecer las células en medio minimo con diferentes compuestos
como fuente de carbono, y se inducia el promotor Pu con bencil alcohol, la induccion
en presencia de glucosa o de gluconato era de hasta un 70% menor que otras fuentes
de carbono como el succinato o la fructosa (Holtel et al., 1994). En trabajos
posteriores para poder separar los efectos debidos a diferencias en la velocidad de
crecimiento de los producidos por la presencia de fuentes de carbono alternativas, se
visualizé el disparo de la expresion del promotor, en medios minimos con Caa. 0,2 %
que iguala las tasas de crecimientos, en presencia de diferentes fuentes de carbono
(Fig. 8). Este problema biologico se ha abordado tanto desde cultivos en matraces

como desde cultivos en quimiostatos (Cases ef al., 1999; Duetz et al., 1994; Duetz et
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al., 1996; Holtel et al., 1994; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1990; Marques et al.,
1994)

y R — R TS, e

Actividad B-galactosidasa (U. Miller x 1000)

M9 Caa M9 Caa glucosa M9 Caa gluconato M9 Caa Fructosa M9 Caa Succinato

Figura 8. Efecto de diferentes fuentes de carbono en la actividad del promotor Pu. La
actividad del promotor Pu es medida durante la entrada en la fase estacionaria de cultivo en
medio minimo suplementado con Caa, para evitar variaciones en la velocidad de crecimiento
y con diferentes fuentes de carbono afiadidas. La actividad del promotor Pu se mide como
actividad B-galactosidasa en la cepa de P. putida MAD?2. Figura de (Cases , 1998).

Ya en estos trabajos se pone de manifiesto que no existe relacion entre las velocidades
de crecimiento permitidas por las distintas fuentes de carbono y su capacidad de
reprimir la expresion de Pu. Trabajos posteriores han logrado demostrar la
implicacién de los genes ptsN 'y ptsO en la represion ejercida por glucosa o gluconato
sobre la expresion del promotor Pu (Cases et al., 1999; Cases et al., 2001).

Estos genes codifican para las proteinas EITAN"

y Npr respectivamente, y pertenecen a
una subfamilia del sistema PTS (Fig. 21). Los genes ptsN y ptsO se localizan
agrupados en el cromosoma con el gen rpoN , que codifica para el factor sigma

alternativo 054 (Fig. 9)
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ptsN rpoN
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ORF284 rpoX

Figura 9. Agrupamiento génico de ptsN y ptsO. Esquema deducido desde www tigr.org.

Un mutante defectivo para EIIA™" no es capaz de responder a la presencia de glucosa
bajando los niveles de expresion del promotor Pu, presentando niveles de expresion
desreprimidos incluso en presencia de glucosa (Cases et al., 1999); se ha demostrado
que para que EIIAN" pueda desempeiiar su papel en esta cascada de sefializacion es
necesaria la conservacion de la histidina fosforilable de los EITA. Experimentos con
mutantes dirigidos en este residuo y que mimetizan las formas fosforiladas y no
fosforiladas de EII"" sugieren que es la forma fosforilada de EII"" la que dispara la
represion (Cases ef al., 1999). En esta cascada también participa NPr, un mutante
defectivo de esta proteina presenta unos niveles de expresion reprimidos incluso en
ausencia de glucosa en el medio. Este fendmeno de control del promotor Pu se
manifiesta de forma independiente del control ejercido durante la fase exponencial del
crecimiento en medios ricos, de modo que los mutantes defectivos en NPr y EINAN

siguen presentado un silenciamiento en esas condiciones (Cases et al., 1999; Cases et

al., 2001).

El hecho de encontrarse agrupados con 054, historicamente asociado al metabolismo
del nitrégeno, y algunos fenotipos relacionados con el metabolismo del nitrégeno de
ptsN, hizo que se propusiera un papel para ptsN y ptsO en comunicar el metabolismo
del nitrogeno y el carbono (Powell et al., 1995). En estudios posteriores se demostrd

in vitro una mayor afinidad de NPr por EIIAN" que por EIIAGlc (Rabus et al., 1999).

Ntr

Como se observa en la Figura 21 EII'" posee similitud de secuencia con dominios

EIIA, y NPr con proteinas HPr. Estudios con el doble mutante ptsN ptsO sugieren

Ntr

para NPr un papel en el proceso de desfosforilacion de EII"™ en ausencia de glucosa

(Cases et al., 2001).

Como se describe en la Figura 10 la entrada de la glucosa favoreceria mediante un

Ntr

mecanismo desconocido la acumulacion de la forma fosforilada de EITA™ | la cual
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induciria la represion del promotor Pu, al desaparecer la glucosa, NPr se encargaria de
P p g

desfosforilar EIIAN" y producir la liberacién del promotor Pu de la represion.

glucosa

glucosa
NPr~P EIIANtr 7 NPr EIIANtr~P

.®+“ g .+”®

Pu

Figura 10. Esquema del modelo propuesto de la represién ejercida por la glucosa del
promotor Pu. La forma fosforilada de EIIANtr se acumularia en el citoplasma en presencia de
glucosa en el medio, y dispararia la represion del promotor. Cuando la glucosa desaparece del
medio, la proteina NPr se encargaria de desfosforilar EIIANtr y se liberaria la represion
(Cases et al., 2001).
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Con estos antecedentes nos planteamos los siguientes objetivos en este trabajo:

Profundizar en el mecanismo de control por fuente de carbono ejercido sobre

el promotor Pu y el papel del sistema PTS en este proceso

Explorar la informacion genomica disponible en relacion al papel del sistema

PTS en P. putida KT2440

Disefiar un array que nos permitiera visualizar desde una perspectiva global el

comportamiento de la ruta TOL y esbozar el estatus metabdlico de P. putida

Visualizar el impacto de la implantacion de las rutas TOL en el metabolismo

de P. putida KT2440

Explorar el efecto de diferentes tipos de estreses en las capacidades

metabolicas asociadas a las rutas TOL, dentro del contexto de P. putida

KT2440.
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3.  MATERIALES Y METODOS

3.1  Cepasy plasmidos
A continuacion se enumeran los plasmidos y cepas de Escherichia coli y
Pseudomonas putida, asi como sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas mas

relevantes, utilizados en este trabajo.

Tabla 2. Estirpes de E. coli

F ®80d lacZAM15A(lacZYA-argF) Ul 69 Hanahan

H
o recAl endAl hsdR17 RM" supE44 thil gyrd reldl  (1983)
. Manoil y
CC118 A(g;a;fué (iz‘ir:;)drgljc}f( 74 galE galK phoA thil rpsE Beckwith
"pos arg “ (1985)
) . . de Lorenzo
CC118 Apir ~ CC118 liségeno A pir y Timmis
(1994)
S17-1Apir ~ Tp'Sm'; recA thihsd R M" RP4::2- de Lorenzo
Te:Mu::Km::Tn7, liségeno Apir y Timmis
(1994)
HB101 Sm',Cm’; hsd R M pro leu thi recA (pRK600). Sambrook et
(pRK600) Estirpe ayudante en conjugaciones tripartitas. al. (1989)

Tabla 3. Estirpes de P.putida

) ) Nozaki et
mt-2 Aislado natural de P. putida (pWWO0) al. (1973)
KT2440 mt-2 curada de pWW0 Bagdasarian
etal (1981)
KT2442 KT2440 Rif" Franklin ez
al. (1981)
Tel"; KT2442 con una insercion cromosomica del :
MADI Fernandez

transposon de pMAD1, mini-Tn5 con xy/R bajo su

propio promotor y una fusion Pu-lacZ erai.(1395)

19




MADI
(pWWO0)

MAD?2

pisN::Km

ptsN::xylE

ptsO.::Km

ptsP::Km

fruB::xylE

ptsP::Km
fruB::xylE

fda::Km

eda::xylE

creodc

cyoB::Tc

Tel; MADI con el plasmido pWWO0

Tel"; KT2442 con una inserciéon cromosomica del
transposon de pMAD?2, mini Tn-5 con el alelo
constitutivo xy/RAA2 bajo su propio promotor y una
fusion Pu-lacZ

Tel",Km"; MAD2 con el gen ptsN interrumpido con un
gen que confiere resistencia a kanamicina.

Tel', XylE"; MAD2 con el gen ptsN interrumpido con
un gen que codifica para la catecol 2,3 dioxigenasa.

Tel’,Km"; MAD2 con el gen ptsN interrumpido con un
gen que confiere resistencia a kanamicina.

Tel’,Km"; MAD?2 con el gen ptsP interrumpido con un
gen que confiere resistencia a kanamicina.

Tel', XylE"; MAD2 con el gen fruB interrumpido con
un gen que codifica para la catecol 2,3 dioxigenasa.

Tel’, Km', XylE"; MAD2 con los genes ptsPy fruB

interrumpidos con genes que codifican para resistencia a

kanamicina y para la catecol 2,3 dioxigenasa
respectivamente.

Tel’, Km"; MAD2 con el gen fda interrumpido con un
gen que confiere resistencia a kanamicina..

Tel’, XylE"; MAD2 con el gen eda interrumpido con un
gen que codifica para la catecol 2,3 dioxigenasa.

Tel’,Tc"; MAD2 con el gen cre interrumpido con un gen
que confiere resistencia a tetraciclina.

Tel',Tc"; MAD2 con el gen cyoB interrumpido con un
gen que confiere resistencia a tetraciclina.

Este trabajo

Fernandez
et al. (1995)

Cases et al.
(1999)

Cases et al.
(2001)

Cases et al.
(1999)

Cases et al.
(2001)

Cases et al.

(2001)

Cases et al.
(2001)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo




Tabla 4. Plasmidos

pUC18Not

pUCKm

pXylE10

pUCptsP

pUCeda

pUCfruB

pUCptsPKm

pUCedaXylE

pUCSiuBXylE

pKNG101

pKNGptsP

pKNGfruB

Ap', a complementacion de /acZ; similar al
pUC18 pero con el MCS flanqueado por las
dianas de corte de la enzima Notl.

Ap’, Km'; derivado de pUC19, en el que se
ha clonado el gen que confiere resistencia a
Km del pACYC177 en el sitio de corte de
BamHI.

Km', XylE"; plasmido que lleva el gen xylE
de pWWO flanqueado por multiples dianas
de restriccion.

Ap', pUC18Not en el que se ha clonado
como fragmento EcoRI-BamHI la CDS del
gen ptsP.

Ap', pUC18Not en el que se ha clonado
como fragmento Xbal-EcoRI 1.6 kb que
contienen el gen eda y regiones
flanqueantes.

Ap', pUC18Not en el que se ha clonado
como fragmento EcoRI-BamHI el gen fruB.

pUCptsP en el que un fragmento ptsP ha
sido sustituido por 0.8 kb (casete sin region
promotora de Km") de pUCKm.

pUCeda en el se ha interrumpido la CDS de
eda con el gen xy/E del plasmido pXylE10.

Ap', XylE"; pUCfruB en el que un fragmento
de fruB ha sido sustituido por el fragmento
que incluye el gen xy/E de pXylE10

Sm’, Sac®; vector con seleccion positiva y
negativa usado para realizar integraciones
por recombinacion homoéloga en el
cromosoma. Origen de replicacion RK2,
dependiente de la proteina Pir de lambda

Sm', Sac’; derivado de pKNG101 para la
interrupcion del gen ptsP.

Sm', Sac®, XylE"; derivado de pKNG101

de Lorenzo et al.
(1994)

Cases et al. (1999)

Stein D.C. (1992)

Cases ef al. (2001)

Este trabajo

Cases et al. (2001)

Cases et al. (2001)

Este trabajo

Este trabajo
Cases et al.
(2001).

Kaniga et al.
(1991)

Cases er al. (2001)

Cases et al. (2001)
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pKNGeda Sm', Sac’, XylE"; derivado de pKNG101 Este trabajo
para la interrupcion del gen eda

pCRC20 Sm’, Sac®, Tc"; derivado de pKNG101 para la Dinamarca et al.
interrupcion del gen cre (2002)

pKCYOBTc  Sm', Sac’, Tc'; derivado de pKNG101 para la Dinamarca et al.
interrupcion del gen cyoB (2002)

pVLTfruB Sm'; derivado de pVLT35 en el que se ha Este trabajo
clonado la CDS del gen fruB.

pVLTfda Sm"; derivado de pVLT3S5 en el que se ha Este trabajo
clonado la CDS del gen fda.

pCHESIQKm Km', Ap; derivado de pUC Marqués S.

pCHESIfdaKm Km', Ap"; derivado de pCHESIQKm para Este trabajo
seleccionar en un solo evento de
recombinacion la interrupcion del gen fda.

pVLT35 Sm’; vector de expresion basado en de Lorenzo et al.
lacl’/Ptre, con origen de replicacion de (1993)
RSF1010 de amplio espectro de hospedador
y MCS de pUC18.

pVLTptsP Sm'; derivado de pVLT35 en el que se ha Este trabajo

para la interrupcion del gen fruB

clonado la CDS del gen pisP.

3.2 Medios y condiciones de cultivo

Como medio de cultivo rico se empleé la receta de Luria-Bertani (LB, Sambrook ef
al., 1989). Salvo que se indique lo contrario los medios minimos utilizados llevaron
como base las sales M9 (Sambrook et al., 1989) a la que se afiadieron las fuentes de
carbono a las concentraciones finales siguientes: succinato a 10 mM, glucosa a 15
mM, casaminoécidos a 0.2%, 3-.metil-bencilalcohol a 3 mM y 3-metil-benzoato a 3

mM.

m-xileno y o-xileno fueron afiadidos en fase gaseosa depositando en un
compartimento ad hoc, 200 ul de una disolucién 1:5 en dibutilftalato (Fig 11) en

matraces con tapa de teflon.




Reservorio

Cultivo

Figura 11. Matraz utilizado para el cultivo de P, putida para afiadir fuentes de carbono en la
fase gaseosa. Con flechas se sefialan el lugar que ocupa el cultivo y el reservorio separado
para la adicién de la fuente de carbono volatil.

De manera rutinaria las cepas de E. coli se cultivaron a 37 °C y las de P. putida a 30°C
y los antibiGticos se usaron a las siguientes concentraciones: Ap, 150 pg/ml; Te, 15
pg/ml; Cm, 30 pg/ml; Km, 50 pg/ml; Tel, 80 pg/ml; Sm, 50 pg/ml para E. coli y 125
pg/ml para P. putida.

3.3  Visualizacién de PHAs

Para el analisis de la sintesis de PHAs el medio de cultivo fue M63 (Sambrook et al.,
1989) suplementado con octanoato sddico 15 mM, y una variante de M63 donde la
fuente de nitrogeno se redujo 10 veces. Ambos medios fueron inoculados a DO
600nm 0.05 con un preindculo en LB de la estirpes a estudiar, lavado dos veces en
SOsMg 10 mM. Se incubé durante 16-48 h a 30 °C y se visualizaron los granulos

intracelulares en un microscopio de contraste de fases.

3.4  Metodologias genéticas

3.4.1 Técnicas generales

La preparacion de ADN, digestion, ligacion y otras técnicas comunes para la
manipulacion de 4cidos nucleicos se realizaron siguiendo los protocolos descritos por
(Sambrook et al., 1989). Las condiciones estandar para amplificacion de fragmentos
de ADN mediante PCR fueron las siguientes. Las reacciones se llevaron a cabo en una

mezcla tampén que contenia 1.5 mM CL,Mg, 50 mM CIK, 10 mM Tris-HCI pH 8.3,

23



0.001% gelatina y 0.1 mM de cada uno de los dNTPs. Los cebadores se emplearon a
20 M. Las muestras se sometieron a un programa estandar en el termociclador que
consistié en 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C, y 1 min/kb del amplicén a 72
°C. Finalizados los 30 ciclos se mantiene la temperatura a 72 °C durante 7 min. Como
molde de la reaccion se usaron preparaciones de extraccion de plasmido, o de ADN
cromosémico o una colonia bacteriana hervida 10 minutos en agua bidestilada; si el
molde provenia de una preparacion de ADN cromosémico o de una colonia, se incluia
en protocolo del termociclador un paso previo de incubacion de la reaccion a 94 °C de
5 min. La purificacion de productos de PCR se realizé usando el PCR purification Kit,
siguiendo las recomendaciones del fabricante (QIAGEN GmbH Germany).Para la
induccion de competencia en E.coli se utilizé el método del Cl,Ca descrito por
(Sambrook ef al., 1989). La movilizacién de plasmidos a P. putida, se realiz6é por
conjugacion bipartita o tripartita segin (de Lorenzo and Timmis, 1994) usando en su
caso como cepa ayudante £. coli HB101 (pRK600). Para la induccién de competencia

en E. coli se utilizo el método del Cl,Ca descrito por (Sambrook et al., 1989).

3.4.2 Construccion de mutantes nulos en la cepa P. putida MAD2
Para la construccién de mutantes nulos en la capa P. putida MAD2, se usaron
derivados del plasmido pKNG101 y del pCHESIQKm. Para los mutantes construidos

con derivados del pKNG101 se procedi6 como se esquematiza en las Figura 12-13.

Clonaje en el pUC18Not

%O ;S y Mot ONur

Gen marcador X  Fragmentos del gen pUC18Notgen: X

Clonaje en el pKNG101

Not

mmeee Sensibilidad a Sacarosa

Not O.-\fo: :
+
e ReESistencia a

Estreptomicina
pKNGgen.: X
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Figura 12. Esquema de la construccién de derivados del pKNG101 para la interrupcion de
genes en P. putida MAD2. Se clon6 en el pUCI8Not un gen marcador flanqueado por
regiones del gen a interrumpir; del plasmido resultante se obtuvo la versién interrumpida
como fragmento Notl y se cloné a su vez en el pKNG101 obteniéndose asi el derivado
correspondiente a cada gen.

Conjugacion

pKNGgen: . X
No replica en P. putida

Estreptomicina (pKNG101)

Seleccion ¢ evento
de recombinacion "j\/ _ % Telurito (P. putida MAD?2)
Cointegrado

l O/N sin antibioticos

Seleccion 2° evento Sacarosa (pKNG101)
de recombinacion Telurito (P. putida MAD2)

Gen marcador X

Version silvestre Version mutante
TelR SacR SmS Tel® Sack Sm®
XK= x*

Figura 13. Esquema de la construccién de mutantes nulos a partir de derivados de pKNG101.
Los derivados de pKNG101 fueron introducidos en la cepa P. putida MAD2 por conjugacion
seleccionando los transconjugantes por resistencia a telurito (MAD2) y a estreptomicina
(pKNGs). Como los derivados de pKNG101 no pueden replicar en Pseudomonas los
transconjugantes deben representar el resultado de una integracién en el cromosoma
(1¥evento de recombinacion). Para permitir la resolucién del cointegrado, se incub6 durante
toda una noche en medio rico sin antibioticos, y se seleccionaron los resueltos (2° evento de
recombinacién) en un medio con sacarosa al 8% (sensibilidad codificada en pKNGs). De las
colonias resultantes se escogieron aquellos que eran sensibles a estreptomicina, y positivas
para el marcador utilizado en cada caso. También se comprob6 por PCR que poseyeran la
version mutante.

Para la construccién del mutante fda se utiliz6 un derivado del plasmido

pCHESIQKm y se procedi6 segtin el esquema siguiente (Fig. 14-15).
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; 3 pCHESIfdaKm
con una insercion

Figura 14. Esquema de la construccion de derivados de pCHESIQKm para la construccién
del mutante fda. Se amplificé por PCR un fragmento interno del gen fda que poseia ademas
un cambio en la pauta de lectura y se cloné en el plasmido pCHESIQKm rindiendo el
pCHESIfdaKm.

Conjugacioén

pCHESIfdaKm

Seleccion de la integracion ('\f' : "15\\.}
telurito (P. putida MAD2) )

Kanamicina (pCHESIQKm) _
l Cointegrado

ﬂj\\f . : 2\ J

Version con cambio

Version truncada
en la pauta de lectura

Figura 15. Esquema de la construccién del mutante fda a partir de un derivado de
pCHESIQKm. El plasmido pCHESIfdaKm se transfirié a P. putida MAD2 por conjungacion,
seleccionando la integracion de este con telurito (P. putida MAD2) y kanamicina
(pCHESIfdaKm). La integracion produce una duplicacion del gen fda pero con ambas
truncadas. Se comprobé por PCR la presencia de ambas copias truncadas.

Para la construccion del mutante nulo del gen ptsP se amplifico la secuencia
correspondiente por PCR desde el codon 36 al 678 usando como cebadores los
oligonucleotidos PTSPR y PTSPL (Tabla 11. Anexo 1). El producto de PCR fue

clonado como un fragmento EcoRI-BamHI en pUC18Not, originando asi el plasmido
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pUCptsP. Este se digirid con la enzima Mscl, que eliminaba 249 codones de la
secuencia codificante de ptsP, para substituirlos por el fragmento BamHI (cuyos
extremos se hicieron romos tratando con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa)
de pUCKm resultando el plasmido pUCptsPKm. Este fue digerido y clonado como
fragmento Notl en el plasmido pKNG101, rindiendo el pKNGptsP. Este ultimo por
tanto poseia la secuencia del gen ptsP truncado por una casete de resistencia a Km.
Esta variante del pKNG101 fue movilizado por conjugacién tripartita a la cepa P.
putida MAD2, seleccionando los transconjugantes por resistencia a telurito (P. putida
MAD?2) y Sm (pKNGpt#sP). Dado que el plasmido no replica en P. putida, estos
deberian ser el resultado un evento de recombinacién. Mediante PCR se comprobé la
presencia de ambas versiones del gen en los cointegrados resultantes. Para permitir la
resolucion de los cointegrados, estos se incubaron sin antibidticos en LB durante la
noche. Para seleccionar los clones que hubieran resuelto la integracion se plaquearon
en LB con sacarosa al 8% (sensibilidad otorgada por el pKNGptsP) y telurito. Se
aislaron colonias resistentes a sacarosa, y se comprobo su sensibilidad a Sm. Todos
resultaron ser resueltos genuinos (sensibles a Sm). Se buscé por PCR aquellos cuyo
segmento del gen ptsP correspondiera a la version truncada, ya que el casete de
resistencia a Km no se expresaba en LB a niveles suficientes para otorgar resistencia a

Km.

Para la construccion del mutante nulo del gen fruB se procedié de manera analoga,
construyéndose los plasmidos pUCfruB, pUCfruBXylE, pKNGfruB. Usando los
cebadores SMTP y 3MTP (Tabla 11. Anexo 1) y deleccionando del alelo silvestre
1500 pb con la enzima NgoMIV, para sustituirlos por el fragmento Xmal del plasmido
pXylE10 (Tabla 4).

Para la construccion del doble mutante ptsP fiuB se movilizo el plasmido pKNGfiuB
hacia una cepa P. putida ptsP y se procedié de forma analoga a la construccion del

mutante simple.

Para la construccion del mutante nulo del gen eda se construyeron los plasmidos,
pUCeda, pUCedaXylE y pKNGeda. Con los oligonucle6tidos FwEda y RevEda
(Tabla 11. Anexo 1) como cebadores se amplificé por PCR 1.6 kb del genoma que

contenia la region codificante de eda, mas 464 pb aguas arriba y 473 aguas debajo de
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la secuencia codificante. El producto fue clonado como fragmento Xbal-EcoRI en
pUC18Not. El plasmido resultante (pUCeda) fue digerido con la enzima Xhol y ligado
con el fragmento Smal de pXylE10, tratando previamente con el fragmento Klenow
de la polimerasa generando el plasmido pUCedaXylE. A partir de este se obtuvo una
version truncado del gen como fragmento Notl, para clonar en el pKNG101 y obtener
pKNGeda. Este Giltimo se us6 para conseguir la substitucién de la copia silvestre de

eda en dos pasos sucesivos, eventos de recombinacion homdéloga.

Para la construccion del mutante deleccionado en fda se amplifico un fragmento 628
pb de la secuencia codificante de fda, con los cebadores Ffda2 y Rfda2 (Tabla 11.
Anexo 1), que no incluia el gen entero. Ademas Ffda2 incluia una inserciéon de una
base que altera la pauta de lectura con respecto del gen silvestre. Rfda2 no amplifica
los 59 tultimos aminoacidos. Este fragmento FdaAC digerido EcoRI-Bglll se clond
EcoRI-BamHI en el pCHESIQKm resultando pCHESIfda. Este se moviliz6 por
conjugacion tripartita hacia P. putida MAD2, y se seleccionaron los transconjugantes
por resistencia a Km. Se comprobé por PCR que ambas copias del gen se encontraban
truncadas en los transconjugantes.

Para la construccion del mutante nulo del gen ere se movilizé por conjugacion el

plasmido pCRC20 proporcionado por el Dr. Fernando Rojo (Tabla 4) y se procedi6 de
manera similar a la construcciéon del mutante ptsP, usando los cebadores Fwere y
Revcre (Tabla 11. Anexo 1) para analizar las versiones del gen presentes en los
diferentes clones de transconjugantes y posibles resueltos; y comprobando la

sensibilidad a Sm y a sacarosa en cada paso.

ccion del mutante nulo del gen ¢poB se movilizé por conjugacion el
plasmido pKCYOBTc proporcionado por el Dr. Fernando Rojo (Tabla 4) y se

procedi6 de manera anéloga a la construccion del mutante ptsP, usando los cebadores
FwcyoB y ReveyoB (Tabla 11. Anexo 1) para analizar las versiones presentes en los
diferentes clones de transconjugantes y posibles resueltos; y comprobando la

sensibilidad a Sm y a sacarosa en cada paso.
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3.5 Metodologias para el tratamiento de proteinas

3.5.1 Técnicas generales

La separacion electroforética de proteinas en condiciones desnaturalizantes se realizo
en geles de poliacrilamida (SDS/PAGE) conforme a lo descrito por (Laemmli, 1970).
La tincion de extractos con el reactivo azul de Coomasie siguiendo las
recomendaciones del distribuidor Bio-Rad (CA, EEUU).

Para la inmunodeteccion de proteinas, se separaron mediante SDS/PAGE y se
transfirieron a una membrana de Immobilon-P (Millipore, Massachussets, EEUU) con
un aparato de transferencia semiseca Bio-Rad (CA, EEUU), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La membrana fue secuencialmente bloqueada en
leche al 2%, incubada con un anticuerpo monoclonal frente a la proteina BphC, que es
capaz de reconocer de forma especifica a la catecol 2,3 dioxigenasa, proporcionado

por el profesor Tesar (GBF, Braunschweig).

3.5.2 Cailculo de la actividad B-galactosidasa

Para el seguimiento de la actividad del promotor Pu se realizaron mediciones de la
actividad B-galactosidasa de las estirpes que portaban una fusion del gen /acZ con este
promotor en una insercion cromosomica. Para la realizacion de estos ensayos se parti6
siempre de preinoculos de la noche anterior crecidos a 30 °C y sin antibioticos, salvo
en el caso de que las cepas portaran plasmidos. Estos preinéculos se usaron para
inocular 20 ml de cultivo en matraces de 100 ml de volumen hasta una DO 600nm de
0.05 . Estos cultivos se incubaron a 30 °C durante toda la curva de crecimiento. Para
el calculo de la actividad B-galactosidasa se extrajeron muestras cada hora durante la
fase exponencial de crecimiento y cada 30 minutos durante la transicion entre la fase
exponencial y la estacionaria. Se determiné la DO 600nm, de cada punto, y se ensayo
la actividad B-galactosidasa acumulada segiin Miller sobre células permeabilizadas

con cloroformo (Miller, 1972).

3.5.3 Ensayo catecol 2,3 dioxigenasa
Para estimar la induccion de la expresion de la ruta meta del plasmido pWWO se

realizé un ensayo semicuantitativo de la actividad catecol 2,3 dioxigenasa. Para ello
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se tomaron 2 ml de cultivo, a los que se afiadieron 15 pl de una solucion de catecol al

1% en H,O. Se incubé durante 1 minuto a temperatura ambiente, se centrifugd
durante 2 min a 14000 r.p.m., para eliminar restos celulares y se determiné
inmediatamente la absorbancia del sobrenadante a una DO 375nm; a esta longitud de
onda el producto de la reaccion, semi-aldehido B-hidroximuconico, tiene su maximo
de absorcién. Usando como su coeficiente de extincién molar 46000 M 'cm™
(McPhee et al., 2003) se pudo estimar la actividad catecol 2,3 dioxigenasa presente en

diferentes condiciones de cultivo.

3.6  Protocolo seguido en los experimentos de arrays de ADN

Para visualizar los efectos de diferentes condiciones de cultivo en la expresion de la
ruta TOL, y del estatus metabolico, se utilizé un array de ADN disefiado en el
laboratorio (Anexo 1). En el array se depositaron puntos representando los genes de
la ruta TOL, y genes descritos en la literatura como implicados en la respuesta a
diferentes estreses. Para el tratamiento de los datos, se calcularon la mediana y la
desviacion estandar de al menos dos extracciones independientes. De cada extraccion
se realizaron hibridaciones reciprocas, misma muestra pero combinacién de

fluoréforos reciproca, por duplicado.

3.6.1 Condiciones de cultivo

Salvo que se indique lo contrario para la realizacion de estos experimentos se partid
siempre de un preindculo crecidos a 30 °C en MM con succinato como unica fuente
de carbono y sin antibiéticos durante la noche. A los medios se le afiadi6 Triton X-
100 al 0.05% para evitar la formacién de grumos. Este preindculo se usé para inocular
200 ml de cultivo, del mismo medio, en un matraz de 1 L de capacidad hasta una DO
600nm de 0.05. Este cultivo se incubd hasta una DO 600nm de 0.5. Llegado a este
punto, se separaron 20 ml del cultivo en matraces de 100 ml de capacidad por cada
condicion a comparar. Para los experimentos de induccion de la ruta TOL, con
xilenos, al matraz que constituia la condicion de referencia se afiadieron 200 ul de
dibutilftalato mientras que al otro se le afiadieron 200 pl de la disolucion en este
solvente. Para los experimentos de monitorizacion del efecto en la ruta TOL de los
diferentes estreses, salvo el fuel, el inductor fue m-xileno 1:5 dibutilftalato, y se
afiadio desde el principio del crecimiento. Para los experimentos de falta de nutrientes

el cultivo a DO 600nm de 0.5 fue lavado dos veces en SOsMg; 10 mM, y se
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resuspendieron en dos matraces a DO 600nm de 0.5 uno en el medio de referencia y
otro en el medio estresante. Este consistio para el hambre de carbono en M9+ Succ |
mM, hambre de nitrégeno M9 con la fuente de amonio a 1 mM y otra donde se
sustituyé por NOsNa la fuente de nitrogeno. La microaerofilia fue inducida
resuspendiendo en un medio previamente burbujeado con gas sin oxigeno (BIO-
15.B50. Air Liquide; 10% hidrégeno, 5 % CO2 y 85% nitrégeno) en una camara de
anaerobiosis. Para determinar la concentracion a usar en los experimentos con
arsénico, paracuato, mitomicina C, azida sodica o fuel se realizaron curvas de
crecimiento a distintas concentraciones y se escogieron concentraciones subletales de
cada estresante. Las concentraciones finales usadas de cada compuesto fueron:
arsénico 50 mM (AsO4KH2), paracuato 100 uM , mitomicina C 3 pug/ml y azida
sodica ImM.

3.6.2 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN, se centrifugaron 8 ml de cultivo de cada condicion
durante 30 s para evitar variaciones en el transcriptoma, a 4 °C y 14.000 r.p.m. Tras
descartar el sobrenadante y congelar el sedimento en nieve carbonica, se afiadié 1 ml
de TRIZOL Reagent (GIBCO, California, EEUU) por cada 2 ml de cultivo. Se
descongelaron los sedimentos en presencia de TRIZOL; se afadio 250 ml de
cloroformo por cada 2 ml de cultivo inicial; se separaron las fases organica y acuosa
por centrifugacion a 4° C y 14.000 r.p.m. y se recogio la fase acuosa en un tubo
limpio. Para precipitar el ARN se afiadié 1 volumen de isopropanol previamente
enfriado a —20 °C y se incub6 30 min a —80 °C. El ARN fue resuspendido en H,0
tratada con DEPC durante 24 horas a 4° C. Posteriormente se tratdé con DNAsa
(Ambion, Texas, EEUU) siguiendo las recomendaciones del fabricante para eliminar
cualquier resto de ADN. Esta se eliminé posteriormente por fenolizacion tratando con
una solucion de fenol acido, el ARN fue precipitado posteriormente con etanol
absoluto y resuspendido en H,0 tratada con DEPC. Se cuantificé el ARN midiendo su
absorbancia a DO 260nm y se comprobé su integridad por electroforesis en geles de

agarosa.

3.6.3 Marcaje de ARN, hibridacion y lectura
Para la hibridacién de los arrays, cada condicién a comparar fue marcada con un

fluor6foro. En todos los experimentos se usaron como fluoréforos Cy3 y CyS
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(Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia); la sonda usada en las hibridaciones
consistio en la mezcla del ARN marcado con distintos fluoréforos de las condiciones
a comparar; en todas las comparaciones se llevaron a cabo siempre hibridaciones con
sondas reciprocas, es decir provenientes de ARN de las mismas extracciones pero
marcados con los fluoréforos intercambiados. El marcaje se realizo segin describe J.
de Risi, y las hibridaciones se llevaron a cabo en camaras de hibridacién (Arraylt™
#AHC, TeleChem, California, EEUU) sumergidas en un bafio de agua a 58 °C,
desnaturalizando la sonda previamente a 95 °C durante 2 minutos. Tras 6 horas de
hibridacion se llevaron a cabo los lavados recomendados por el fabricante de los
portamuestras usados y se secaron por centrifugacion a temperatura ambiente durante
10 minutos. Tras esto se procedid a la lectura en un escaner 418 Array Scanner

(Affymetrix, Santa Clara, CA).

3.6.4 Tratamiento de las imagenes y datos generados

Las imagenes obtenidas en el escaner fueron solapadas y tratadas usando el paquete
informatico GenePixPro 4.1 (Axon, California EEUU). Los datos generados fueron
analizados utilizando el programa Excel (Microsoft Office); con este se calcularon las
medias y desviaciones de las diferentes replicas de cada gen en cada hibridacién, de
las repeticiones y réplicas de los experimentos llevados a cabo asi como de las
hibridaciones reciprocas (aquellas donde se comparan las mismas condiciones pero
con los marcajes reciprocos) descartando del analisis aquellos puntos que fueran
detectados por el programa GenePixPro como no validos para el analisis, en virtud de
una baja intensidad o una forma inadecuada. Ademas de estos puntos, se descartaron
todos aquellos cuya suma de las intensidades obtenidas para cada fluoréforos no

superara el valor arbitrario de 1000.
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4. RESULTADOS

4.1  Elsistema PTS en Pseudomonas putida KT2440

4.1.1 Anailisis in silico de genes PTS en el genoma de P.putida KT2440

Como se describe en la introduccion de este trabajo, P. putida muestra una regulacion
por fuente de carbono sobre el promotor Pu; fenémeno en el que estan implicados
EIIAN" y NPr, proteinas del sistema PTS. Para la sefializacion celular de este
fenémeno, la célula necesita modular el estado de fosforilacion de EIIAN. Con estos
antecedentes nos planteamos evaluar el posible papel del resto de componentes del
sistema PTS en P. putida. Usando la informacion existentes en las bases de datos
publicas sobre la secuencia gendmica de la cepa P. putida KT2440 realizamos la

busqueda sistematica de genes que codifican proteinas del sistema PTS.

Para ello se realizaron BLASTs usando como sonda las secuencias de proteinas PTS
descritas en otros organismos contra la base de datos de la secuencia de P. putida
KT2440. Posteriormente se tomaron las secuencias de las ORFs de P. putida
candidatas y se realizaron BLASTSs contra la totalidad de secuencias disponibles. Con
independencia del origen de la sonda, las inicas ORFs que presentaban valores para
una asignacion fiable se resumen en la Tabla 5 . De estos cinco genes, ptsN y ptsO ya

se habian identificado en P. putida.

Tabla 5. Resumen de las similitudes con genes PTS presentadas por las ORFs de P. putida

© Sonda  Valore  %Similind
PP0950 EIAFru Ecoli 6.5e09 52
PP0948 ptsO HPr E.coli 1.9¢-08 54
PP5145 ptsP El_E.coli 1.7e-92 56

EI_E.coli 1.3e-96 56
PP0793 fruB FPr E.coli 8e-11 52

EIIA Ecoli  5e-34 49
PP0795 JfruA ENIBCFru_E.coli 1.3e-142 66
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Para profundizar en su posible funcion analizamos tanto los dominios que presentaban
las proteinas como el contexto cromosémico. Como ya se habia descrito, EITAN"
presenta un tnico dominio, que abarca toda la secuencia polipeptidica, presente en las
proteinas EIIA del sistema PTS. NPr, pertenece a la familia de enzimas HPr (Fig. 16).
Ambas proteinas tienen conservados los residuos intercambiadores de fosfato

caracteristicos de estas proteinas.

EIIAN"psN) _
NPr (pts0)
m 154 residuos - 90 residuos
PTS_EIIA 2 PTS_HPr
7150 1-85

Figura 16. Representacion de la estructuras de dominios de las proteinas EIIANtr y NPr.
EIIANtr presenta un solo dominio llamado PTS_EIIA 2 que cubre pricticamente todo el
polipéptido. Este dominio se haya presente en las proteinas EIIA del sistema PTS. NPr
presente un solo dominio llamado PTS_HPr, que cubre también pricticamente todo la
proteina y que se haya presente en las proteinas PTS del tipo HPr.

El resto genes presentan combinaciones de dominios PTS, y en el caso de ptsP
presenta ademas un dominio regulador tipo GAF. Este dominio se encuentra en
proteinas con muy diversas funciones; esta presente en reguladores transcripcionales,
como NifA o FIhA, pero también en fosfatasas, fosfodiesterasas y otras proteinas
transmisoras de sefiales; se ha propuesto que esta implicado en procesos de regulacion
dependiente de GMPc (Yew-Seng et al., 2000). Tanto PtsP como FruB presenta los
dominios denominados PEP utiliser, presentes en proteinas que unen
fosfoenolpiruvato (PEP); pero solo en los EI, se presentan las tres variantes, PEP-
util_N, PEP-util, y PEP-util C, y siempre dispuestas en ese orden. Ninguna otra ORF
del genoma de P. putida presenta dominios PEP_utiliser, salvo la PEP sintasa que
presenta un dominio PEP_utiliser y otro PEP-utiliser C , como en ocurre en las PEP

sintasas de otros organismos (Fig. 17A y B).

PtsP El

GAF  PEP-util N PEP-utiliser PEP-util C
17-154 178-308 318-399 424-715
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Figura 17 A. Estructura de dominios presentes en la proteina PtsP. PtsP presenta un dominio
GAF, presente en proteinas como NifA o FlhA y también en fosfatasas y fosfodiesterasas, al
que se le ha propuesto un papel en la regulacién por GMPc. Junto a este presenta la
combinacion y disposicion de dominios PEP_utiliser que constituyen el dominio EI de las

proteinas PTS.

FruB PTS HPr El
282-368
PTS EHA 2 PEP-util N PEP-utiliser PEP-util C
2-142 400-517  529-613 636-924

Figura 17 B. Estructura de dominios presentes en la proteina FruB. FruB presenta la
combinacién y disposicion de dominios PEP_utiliser que constituyen el dominio EI de las
proteinas PTS fusionado a los dominios PTS_HPr y PTSEIIA_2 correspondientes a los
dominios HPr y EIIA de las proteinas del sistema PTS.

FruB, presenta ademés de dominio EI, un dominio HPr y un dominio EIIA, con las
histidinas fosforilables de cada uno conservadas en su secuencia. Completa las
proteinas PTS presentes en P. putida FruA, que posee un dominio EIIB asociado a un

dominio EIIC.

FruA

PTS EIIB PTS_EIIC
2-142 244-509

Figura 17 C. Estructura de dominios presentes en la proteina FruA. FruA presenta asociados
un dominio EIIB y uno EIIC de proteinas del sistema PTS.

Analizamos también el contexto cromosémico de los distintos genes. Como se indica
en la Figura 18, frud y fruB se encuentran en un mismo agrupamiento génico

relacionado con el metabolismo de la fructosa.

fruR fruB frukK fruA
Figura 18 . Esquema del agrupamiento génico de los genes frud B
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En este mismo agrupamiento génico se encuentra fruK que codifica para una quinasa
de fructosa 1-fosfato. El agrupamiento se completa con un regulador transcrito en la
direccion contraria (Tabla 6). Esta estructura génica se encuentra conservada en otros

organismos, como P. aeruginosa, o P. syringae pero no en enterobacterias.

Tabla 6. Anotacion del agrupamiento génico de los genes frudB

PP0792 fruR Represor transcripcional del operon fruBKA

PP0793 fruB Componentes EI/HP1/EIIA especificos de fructosa
PP0794 Sfruk 1-fosfofructoquinasa
PP0795 frud Componentes EIIBC especificos para fructosa

Como se describe en la Figura 19

FruR fruR presenta la estructura de

.——m 331 residuos  d0Minios de un tipo de regulador

transcripcional. Con un dominio

Lacl Peripla_BP_|

1-26 61-328 llamado Lacl, presente en
regulador del oper6on de la lactosa
de E. coli y otro reguladores, y un

FruK

dominio Peripla BP_1 presente en

— 315 residuos proteina con capacidad de unién

PfkB de azlicares.
9.298

Figura 19. Estructura de los dominios presentes en las proteinas FruR y FruK (ver texto)

La proteina FruK presenta un unico dominio presente en las quinasas de fructosa 1
fosfato, llamado PfKB.
El analisis del contexto cromosoémico de ptsP no aporta informacion sobre la funcion

de este gen (Tabla 7).
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Tabla 7. Anotacién del contexto cromosémico del gen ptsP

1 3 L 1~ T e
PP5143 Sin determinar
PP5144 Sin determinar
Fosfotransferasa del
FESlas ol sistema PTS
Putativa (di)nucleosido
PES145 polifosfato hidrolasa
PP5147 hidrolasa

4.1.2 Analisis de las funciones celulares del sistema PTS

4.1.2.1 Utilizacién de la fructosa como tinica fuente de carbono y energia

Dada la asignacion que haciamos del agrupamiento fruRBKA decidimos analizar la
capacidad de un mutante defectivo en FruB para utilizar distintos compuestos como
unicas fuentes de carbono. Como se indica en la Tabla 9 el mutante fruB es incapaz
de usar la fructosa como tinica fuente de carbono y energia mientras que crece con

casaminoacidos, LB o glucosa.

4.1.2.2 Papel de PtsP en la sintesis de PHAs

Como se mencioné en la introduccién, genes del sistema PTS han sido involucrados
en otros procesos celulares diferentes del transporte de carbohidratos (Cases ef al.,
1999; Postma et al., 1993; Powell ef al., 1995; Rabus et al., 1999; Reizer et al., 1999;
Saier and Reizer, 1994; Segura and Espin, 1998). ptsP habia sido identificado
previamente en P. aeruginosa, Azotobacter vinelandii y E. coli con distintas
funciones. En P. aeruginosa se le habia otorgado un papel en proceso infectivo
usando el modelo de infeccion de C. elegans (Tan et al., 1999). En E. coli se le ha
implicado como un EI asociado a NPr y EIIAN" en una cascada de sefializacion que
une el metabolismo del carbono y el nitrégeno. En 4. vinelandii se le ha vinculado en
el proceso de enquistamiento y la sintesis de PHAs (Segura and Espin, 1998). Con
estos antecedentes decidimos analizar los posibles papeles de ptsP. Por un lado
determinamos la relacion con las funciones de NPry EIANT ya descritas en P. putida,
y por otro con el proceso de sintesis de PHAs. Como se observa el la Figura 20 el

mutante defectivo en PtsP tiene disminuida la capacidad de acumular PHAs en un
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medio donde la cepa silvestre si lo hace. Esta diferencia fenotipica no aparece cuando
en el ensayo se realiza en un medio en el que se ha reducido la concentracion de
amonio 10 veces. Por otro lado, si expresamos ptsP desde un promotor inducible en

un plasmido se produce una hiperacumulacién del polimero con independencia de la

composicion del medio.

Figura 20. Visualizacion de la acumulacion de PHAs intracelular en P. putida MAD2, ptsP y
al sobreexpresar ptsP en los mismo fondos genéticos (ver texto).

4.2  Represion por fuente de carbono

4.2.1 Elsistema PTS y el promotor Pu

Como se ha comentado anteriormente (Rabus ef al., 1999) se habia propuesto un
papel coordinado para las proteinas PtsP, NPr y EIIAN". Y dado que tanto EIIAN"
como NPr participan en la represion por glucosa ejercida sobre le promotor Pu y

N7 en este fenémeno depende de la fosforilaciéon de la

ademas el papel de EIIA
histidina 68, nos planteamos examinar el papel de las unicas proteinas con dominios
El de P. putida (PtsP y FruB) en la regulacion por glucosa del promotor Pu. Como se
observa en la Figura 21, tanto los mutantes nulos para estos genes, como el mutante

doble pisP fruB, presentan unos niveles de represion por glucosa similares al silvestre.
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Actividad B-gal (Unidades Miller, 1000)

MAD2 fruB::xylE ptsP::Km fruB::xylE ptsP::Km

Figura 21. Represion por glucosa del promotor Pu en diferentes fondos genéticos en P.
putida

Ntr

Dado que la forma fosforilada de EIIA™ es necesaria para la represion se concluye

que otro tipo proteina, no PTS, es la encargada suministrar el fosfato a la cascada.

4.2.2 Metabolismo de azicares en P. putida

Como se mencioné en la introduccién no todas las fuentes alternativas de carbono
reprimen Pu. Asi mientras que la glucosa o el gluconato ejercen esta represion otros
compuestos como la fructosa no lo hacen. Para entender estas diferencias nos
planteamos analizar cuales son las capacidades que presenta P. putida para el
metabolismo de los azicares. Usando la informacion disponible en las bases de datos
y en el genoma anotado, elaboramos un esquema (Fig. 22) de la capacidad de P.
putida para metabolizar estos azicares. En la Tabla 8 se presenta la anotacion de las

ORFs que componen el esquema.

Observamos que P. putida posee la capacidad de metabolizar fructosa tanto via
Entner-Doudoroff como Embden-Meyerhof. Formando fructosa 1,6 bisfosfato, por
accion de la fosfofructoquinasa, puede después seguir ambas vias. Sin embargo la
glucosa y el gluconato solo pueden ir via Entner-Doudoroff ya que P. putida carece de

una quinasa para fructosa 6-fosfato (Fig. 22).




PPXXXX  ORF P. putida

Embden-Meyerhof

. Entner-Doudoroff

Figura 22. Esquema de las rutas presentes en P. putida para el metabolismo de glucosa,
gluconato y fructosa. Con sombreados de distintos colores se marcan las rutas Embden-Meyerhof y
Entner-Doudoroff. En recuadros amarillos aparece el numero de las bases de datos correspondientes a
la enzimas que llevan a cabo las transformaciones; las flechas indican el sentido de las reacciones. PTS
indica el paso en el que el sistema PTS de fructosa (fru4B) transporta y fosforila la fructosa
extracelular. PPP en rojo indica la conexion con el ciclo de las pentosas fosfatos. Unas aspas rojas
resaltan la ausencia de la fructosa 6-fosfato quinasa.

Aunque ambas rutas confluyen en los productos finales, el rendimiento en ATP y
poder reductor generado son diferentes. Por lo que nos planteamos si las diferencias
que presentaban la glucosa y el gluconato con la fructosa en la regulacion del
promotor Pu se derivaban estas diferencias en el rendimiento de sus respectivos
metabolismos. En este punto nos planteamos que o bien es la aparicion de un
catabolito comin a la glucosa y el gluconato o bien eran otras sefiales, como una
variacion del estatus energético las que disparan la represion. En este contexto
analizamos el posible papel cyoB y cre, otros genes relacionados con la represion por

fuente de carbono, para cyoB al menos el efecto global que produce esta mas
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relacionado con una variacion en el estatus energético que en la aparicion de un

metabolito (Dinamarca ef al., 2002).

Tabla 8. Anotacion de los genes que codifican para las proteinas del metabolismo de la
glucosa, gluconato y fructosa presentes en la Figura 22.

PP0338 aceF Piruvato deshidrogenasa

PP0339 aceE piruvato deshidrogenasa, componente El
PP0553 acoC acetoina deshidrogenasa

PP0555 acoA acetoina deshidrogenasa, subunidad alfa
PP0559 accB acetil-CoA carboxilasa

PP0794 JrukK Fosfofructoquinasa

PP795 fruA EIIBC PTS

PP1009 gapl GAZ3P deshidrogenasa

PP1010 edd Gluconato6P Dhasa

PP1011 glk Glucoquinasa

PP1022 zwfl G6P Dhasa

PP1023 pgl Fosfogluconolactonasa

PP1024 eda 2-dehidro-3-deoxifosfogluconato aldolasa
PP1362 pykA piruvato quinasa 2

PP1808 pgil Fosfohexosa isomerasa

PP3416 gnk Gluconato quinasa

PP4042 zwf2 Gluconato6P Dhasa

PP4043 gnd 6-fosfogluconato deshidrogenasa
PP4301 PYKF piruvato quinasa |

PP4701 pgi2 Fosfohexosa isomerasa

PP4702 acsB Acetil CoA sintetasa

PP4715 1piA Triosa -P isomerasa

PP4960 fda Fructosa 1,6 bisP aldolasa

PP4963 pgk Fosfoglicerato quinasa

PP5040 fop Fructosa 1,6 bisP fosfatasa

PP5056 pgm Fosfoglicerato mutasa

PP5351 zwf3 Gluconato6P Dhasa
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4.2.3 cyoB y crc en la represion por glucosa del promotor Pu

cyoB codifica la ubiquitinol citocromo B oxidasa, y se le ha implicado en la represion
cataboélica de la ruta de degradacion de alcanos codificada en el plasmido OCT de P.
putida GPol (Dinamarca et al., 2002) y en la ruta de degradacién de fenol de P.
putida (pPGH1) (Petruschka et al., 2001). Por otra parte, crc fue descrito por primera
vez en la represion que se ejerce en el transporte de manitol en presencia de succinato
en P. aeruginosa (Wolff et al,, 1991). Aunque su mecanismo de actuacién es
desconocido, en un mutante nulo de crc el succinato no aparece como una fuente

represora para la captacion de manitol.

Decidimos pues evaluar el efecto de los mutantes nulos de estos genes en el fenémeno
de represion por glucosa del promotor Pu. Como se observa en la Figura 23, el
mutante cyoB presenta unos niveles de expresion similares al silvestre; sin embargo
en el mutante crc aunque no llega a abolirse completamente la represion, se observa

cierta reduccion de esta.

Y

w

BM9 Caa
B M9 Caat+glucosa

s

Actividad B-gal (U.Miller, 1000)

N

o ==

MAD?2 cyoB cre
Figura 23. Represion por glucosa del promotor Pu en los fondos cyoB y crc de P. putida
MAD?2.

424 eday fdaen la represion por glucosa del promotor Pu
Para determinar si nos encontrdbamos de verdad frente a un fenomeno de represion
por catabolito decidimos analizar la expresion de Pu en presencia de glucosa o

fructosa en cepas con el metabolismo de carbohidratos alterado. En este contexto se
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realizaron los mutantes nulos para los genes fda y eda. fda codifica la fructosa 1,6
bisfosfato aldolasa, y eda la 2-ceto, 3-deoxi fosfogluconato aldolasa (Fig. 22), las
aldolasas centrales de cada ruta. Con estos mutantes se pretende desviar el
metabolismo de la glucosa y la fructosa; de esta manera si es un metabolito
determinado el que provoca la sefializacion de la represion podriamos evitar que se
produzca o generarlo en condiciones que normalmente no ocurre. Como se deduce de
la Figura 22 un mutante en el gen fda no tiene mas alternativa que desviar el
metabolismo de la fructosa hacia la ruta Entner-Doudoroff; esto supone recorrer
practicamente el mismo camino metabdlico que la glucosa; como se observa en la
Tabla 9 este mutante es capaz de crecer con fructosa como tnica fuente de carbono,

indicando que esta rama tiene relevancia fisioldgica.

Tabla 8. Esquema de la capacidad de crecimiento con distintas fuentes de carbono y energia
de distintos fondos genéticos relevantes de P. putida. ++++ supone un 100 % de crecimiento
tomando como referencia el crecimiento en placas con LB de la cepa P. putida MAD2. +++
80 -75 %. ++ 75 - 50 %. + 50 — 1 %. — No crecimiento

MAD2

pisN
ptsO

fruB

eda

B EEEEE:

1+
B
g
pisP ﬁ 4+
2 = i e
B
fda ++++

Como se observa en la Figura 24 la interrupcion del gen fda convierte a la fructosa en
una fuente de carbono represora, mientras que los niveles de represion debidos a

glucosa permanecen constantes.
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Figura 24. Represion por fuente de carbono del promotor Pu en el mutante fda.

Una mutacion en el gen eda interrumpe la ruta ED en el 2,3 deoxigluconato 6 fosfato,
lo que podria traducirse en una acumulaciéon de los metabolitos intermedios, y
aumentar la represion, sin embargo este mutante resulté sensible a la adicion de
glucosa por lo que no se pudieron discernir entre los efectos debido a la toxicidad y
los de la glucosa en la expresion del promotor Pu . A la luz de todos estos datos se
pone de manifiesto: (i) que la rama del metabolismo de la fructosa que se desvia hacia
la ruta ED posee relevancia fisiologica, al permitir crecer al mutante fda en fructosa,
(i) que es un metabolito de la ruta Entner-Doudoroff el que dispara la represion por

carbono del promotor Pu.

4.3  Efecto de diferentes substratos de la ruta TOL P. putida pWW0

Los trabajos realizados sobre la expresion de la ruta TOL del plasmido pWWO han
establecido un esquema de regulacion descrito en la Introduccion; con una vertiente
especifica de respuesta a los substratos naturales de la ruta, y otra global de respuesta
al estatus metabdlico celular y las fuentes de carbono presente. Este esquema se ha
basado predominantemente en el anélisis de la expresion de los cuatro promotores

principales establecidos en la ruta, a menudo monitorizando con un gen reportero

heter6logo, o con una actividad enzimatica, operones de varias kilobases de longitud.
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Esto ha permitido profundizar en el conocimiento del mecanismo de activacion de la
ruta, pero no permite visualizar el comportamiento de todos los genes de la misma, ni
el metabolismo global de la célula. Con objeto de extender el conocimiento que se
tiene del comportamiento de las unidades transcripcionales de la ruta a lo largo de
todo el operdn, y de visualizar al tiempo la ruta en conjunto asi como el estatus celular
decidimos disefiar un array de ADN que nos permitiera una perspectiva mas global de

los circuitos de regulacion de la ruta.

4.3.1 Inductores de la ruta upper: m-xileno y 3-metil-bencilalcohol

Para analizar desde un punto de vista mas general el efecto de la induccién de la ruta
TOL a nivel de las cuatro unidades transcripcionales, y al mismo tiempo que efecto si
lo habia podia detectarse en el estatus celular realizamos la comparacion entre la
expresion de un cultivo crecido en succinato como unica fuente de carbono y otro al
que se le habia afiadido m-xileno. Con este fin empleamos el array de ADN descrito
en Materiales y Métodos y en el Anexo 1. En esta comparacién se observa que P.
putida (pWWO0) responde a m-xileno induciendo todas las unidades transcripcionales
de la ruta TOL (Fig. 25), y de forma moderada algunos elementos de la respuesta a
choque térmico. La ruta upper presenta una inducciéon homogénea a lo largo del
operon de unas 30 veces y la ruta meta de entre 4 y 16 veces. La expresion del

regulador XylS aumenta unas 15 veces, y la de XyIR unas 3 veces.

m -xileno 3h

100 ¢

Ratio +/- m-xileno

TOWXylU
TOLXyIW
TOWXylC
TOLXyIM
TOLXylA
TOLXylB
TOLXyIN
TOLXyIX
TOLXyIY
TOLXyIL
OLXylT
TOLXYIE
OLXyIF
WXyl
TOLXYIQ
TOLXyIK
TOLXy!
TOLXylS
TOWXyIR

Figura 25. Induccién de la ruta TOL en presencia de m-xileno. Comparacién de la cantidad
de los transcritos correspondientes a los genes de la ruta TOL en presencia o ausencia de m-
xileno. Los datos corresponden a la situacion tras 3 horas de induccién. Una linea azul marca
una induccién de 2 veces.
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También observamos que se produce una induccién moderada, aunque significativa,
de unas 2 veces de genes implicados en la respuesta a choque térmico y de genes

implicados en la respuesta a privacion de hierro (Fig. 26).
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Figura 26. Efecto causado por la presencia de m-xileno. Una linea azul y ofra amarilla

marcan un aumento o disminucion, respectivamente, de los niveles de transcrito en un factor
de 2.

Para determinar si existen diferencias entre los efectos producidos por diferentes
inductores de la ruta upper realizamos la comparacion entre dos cultivos crecidos en
medio minimo con succinato como Unica fuente de carbono al que le afiadimos o bien

m-xileno o bien 3-metil-bencilalcohol.

Como se observa en la Figura 27, el comportamiento de las distintas unidades
transcripcionales no es igual. Mientras que la ruta upper y xylS no presentan
diferencias en la induccion, la inducciéon de la ruta mefa causada por el 3-metil-

bencilalcohol es mayor que la causada por m-xileno. También los niveles del

transcrito de xy/R son mayores en presencia de 3MBA.
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Figura 27. Comparacioén entre la expresion de la ruta TOL en presencia de m-xileno y
3MBA. Los datos corresponden a una induccion de 15 minutos. Se separaron dos subcultivos
provenientes de un cultivo en M9+succinato a DO 600nm de 0.5, induciendo durante 15
minutos, uno con m-xileno y otro con 3MBA.

En la Figura 28 se observa la comparacion del efecto causado a nivel general.
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Figura 28. Comparacion entre la expresion de los genes descriptors del estatus celular en
presencia de m-xileno y 3MBA. Los datos corresponden a una induccion de 15 minutos. Se
separaron dos subcultivos provenientes de un cultivo en M9+succinato a DO 600nm de 0.5,
induciendo durante 15 minutos, uno con m-xileno y otro con 3IMBA
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El efecto que producen ambos inductores en los genes descriptores del estatus celular
colocados en el array de ADN es practicamente el mismo, detectindose una mayor

induccion en 3-metil-bencilalcohol de fur, dnak, groEL, y gind y gltB (Fig. 28).

4.3.2 Induccién de la ruta meta

Para visualizar la induccién de la ruta mera realizamos la comparacion entre un
cultivo crecido con succinato como tUnica fuente de carbono y energia y otro igual al
que le afiadimos 3-metilbenzoato. Como se observa en la Figura 29 la ruta meta
responde a la presencia del substrato aumentando sus niveles de transcrito aunque a
unos niveles menores que en presencia de m-xileno (Fig. 25 y 29); los niveles de xy/R
y xyIS permanecen inalterados; el operén upper presenta un aumento de los segmentos
correspondientes a los genes xy/C'y xyIM. No se observan diferencias significativas en

ninguno de los genes cromosomicos colocados en el array (datos no mostrados).
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TOLXylU
TOLXylW
TOLXyIC
TOLXyIM
TOLXylA
TOLXyIB
TOLXyIN
TOLXylX
TOLXylY
TOLXyIL
TOLXyIT
TOLXYIE
TOLXyIF
TOLXyl)
TOLXYIQ
TOLXyIK
TOLXyil
TOLXylS
TOLXyIR

Figura 29. Comparacion de los niveles de transcrito de los genes de la ruta TOL entre
cultivos en presencia/ausencia de 3-metilbenzoato tras 15 minutos de exposicion al efector.

4.3.3 Regulacion cruzada de las ramas upper y meta

Para el proceso de completa induccion de la ruta TOL se ha descrito que la adicion de
un substrato activador de XyIR produce la induccién de la ruta upper, y la
sobreproduccion de XylS. Esta ltima dispararia la induccion de la ruta meta para
cuando, como consecuencia de la accion de la ruta upper, los substratos de XylS se

produzcan,; trabajos previos han demostrado que la mera sobreexpresion del regulador
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XvIS es suficiente para activar la transcripcion desde el promotor Pm (Duetz et al.,
1994; Gallegos et al., 1996; Inouye et al., 1987; Ramos et al., 1987). Para visualizar
las variaciones de los niveles de transcrito durante este proceso, y observarlo en su
conjunto, realizamos un experimento a distintos tiempos de induccién. Al comparar
los niveles de transcrito tras 15 minutos de induccioén con m-xileno con los niveles a
las 3 horas se observa que los niveles de la ruta upper y de xylS son ligeramente
superiores o practicamente iguales a las 3 horas; los niveles de transcrito de la ruta
meta aumentan claramente a las 3 horas, pero no se detecta ese aumento a los 15
minutos (Fig. 30). Para discernir si el retraso en el aumento de los transcritos de la
ruta meta era debido a la falta de substratos de XylIS o al tiempo necesario para la
acumulacion de XylS realizamos una comparacion de los niveles de transcrito
provocados por el o-xileno, efector no metabolizable de XylR tras 3 horas de
induccion (Fig. 31). Segin Marqués (Marques et al., 1999) el promotor Pm requiere la

actuacidn de los factores sigma alternativos RpoH o RpoS).

100 “amme——— — — . S R =

—
@15 minutos |

@ 3 horas
[

Ratio sobre la condicién de referencia

TOLXylU
TOLXyIW
TOLXyiC
TOLXylM
TOLXyiX
TOLXylY
TOLXyIL
TOLXyIT
TOLXyIE
TOLXyIF
TOLXyl)
TOLXyIQ
TOLXYIK
TOLXyH
TOLXYIS |
TOLXyIR

Figura 30. Comparacion del aumento de los niveles de transcrito provocado por el m-xileno
tras 15 minutos, barras azules, y 3 horas de induccion., barras granas. La linea azul marca un a
induccion de 2 veces.

La Figura 31 muestra como el o-xileno produce un aumento de Pu y Ps ( ~10 veces)
pero no es capaz de producir una expresion significativa de la ruta meta incluso a

tiempos largos
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Figura 31. Comparaci6n de los niveles de transcrito entre un cultivo de P. putida mt-2 en
M9+Succinato y otro a las 3 horas de induccion con o-xileno.

Resultados congruentes con los observados en los experimentos de arrays con o-
xileno (Fig. 31) se obtuvieron estimando la cantidad de XylE que codifica para la

catecol 2,3 dioxigenasa (Tabla 10), en el operén meta, bien por ensayo enzimatico o

por inmunodeteccion (Fig. 32).
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Figura 32. Inmunodeteccion de XylE en la cepa P. putida mt-2 en presencia de m-xileno, o-
xileno o dibutilftalato (solvente utilizado en la preparacién de soluciones de m-, o-xileno) tras
15 minutos, 1 hora y 3 horas 30 minutos de la adicién del compuesto correspondiente.
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Tabla 10. Resumen de la estimacion de la actividad catecol 2,3 dioxigenasa en distintas
condiciones de cultivo. Las unidades relativas se calcularon, dividiendo la cantidad de
producto generado, por la DO 600nm y el tiempo de duracion de la reaccion. El producto
generado se calcul6 usando 46000 M'em™ como coeficiente de extincién molar.

Cultivo | DO 600 nm Unidades Relativas

"~ Dibutilftalato | 13 02197
m-xileno i 1.01 1.501
o-xileno ; 1.1 2.2705

4.4  Efecto de distintos tipos de estreses en la expresion de la ruta TOL

Las bacterias se ven sometidas en el medio ambiente a una gran variedad de
condiciones y de estreses, a los que tienen que responder, y que pueden determinar
sus capacidades metabolicas. Para analizar el posible efecto de diferentes tipos de
estreses en las capacidades degradativas de P. putida (pWWO0) abordamos con los
arrays de ADN estos posibles efectos. La tecnologia de los arrays nos permite
monitorizar una serie de genes descriptores del estatus metabodlico de la célula, y al
mismo tiempo analizar el comportamiento de la ruta TOL en su conjunto frente a
diversos estreses. Realizamos una serie de experimentos donde por un periodo de 15
minutos, sometimos a un cultivo en fase exponencial a un conjunto de alteraciones en
las condiciones de cultivo, mientras una replica de este se mantuvo en las condiciones

estandar de crecimiento (M9 + Succinato 10 mM, 30°C).

4.4.1 Efecto del estrés nutricional

Para evaluar el efecto de distintos tipos de estreses, decidimos someter cultivos a DO
600nm ~0,5 de P. putida mt-2 a diferentes alteraciones en las condiciones de cultivo.
Por una lado se provocé la privacion de distintos nutrientes (fuente de carbono,
nitrogeno, hierro y oxigeno), y por otro se provocaron distinto tipo de dafios celulares
afiadiendo sustancias toxicas a concentraciones subletales al medio de cultivo. La falta
de nutrientes es una de las sefiales mas evidentes a las que un microorganismo tiene
que enfrentarse; la disponibilidad de nutrientes en el medio ambiente se presenta de
forma dispersa y transitoria, y es habitual que las bacterias se enfrenten a ciclos de

privaciones para diferentes nutrientes (Varnam, 2000).
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Figura 33. Resumen de los efectos en los niveles de transcripcién de genes descriptores del
estatus celular, y de las rutas TOL (sefialadas por un sombreado), provocados por la privacién
de diferentes nutrientes, y por la adicion de azida sédica (un inhibidor de la cadena de
transporte de electrones)

En Ia Figura 33, se resumen los efectos de la privacion de diferentes nutrientes en los
niveles de transcrito de los genes colocados en el array. Por un lado vemos que una
bajada en la concentracion de las fuentes de carbono o nitrogeno, o bien la sustitucion
del amonio por nitrato como fuente de nitrégeno provoca una aumento en los niveles
de transcrito de la rutas TOL. Este aumento al cambiar de fuente de nitrégeno se
observa de forma mas evidente cuando monitorizamos la expresion del promotor Pu

por ensayo de actividad B-galactosidasa usando la cepa P. putida MAD2 (Fig. 34).
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Figura 34. Ensayo de actividad del promotor Pu frente a distintos estreses provocados por el
descenso de distintos nutrientes. Las barras representan la media de los valores, después de
media hora del cambio de condiciones de cultivo, tres experimentos independientes. El medio
de cultivo base usado fue M9+succinato 10 mM+Tritén X-100, 0.05%.

Por otro lado, disminuciones tanto en la concentracion de hierro como la tension de
oxigeno, producen una inhibicion de la ruta. La adicién de azida sédica, para
desestabilizar la cadena de transporte de electrones, produce un aumento de 5-10
veces de los transcritos de la ruta TOL. Este aumento no se manifiesta de igual
manera para los distintos segmentos, asi dentro del operén meta, el aumento se reduce
a 2 veces para el segmento correspondiente a xp/E y no se detecta para los segmentos

correspondientes a los genes xy/FJQOKI.

4.4.2 Efecto del estrés ambiental

4.4.2.1 Estrés provocado por téxicos

Como se ha comentado previamente, existen otro tipo de situaciones a las que las
bacterias tienen que hacer frente en el medio ambiente, como cambios en la
temperatura o la presencia de toxicos que afectan a diversos procesos celulares. En

este contexto realizamos experimentos para visualizar los efectos de la adicion de
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arsénico, mitomicina C y paracuato y los provocados por un cambio brusco de

temperatura de 30 a 42 °C.

Como se muestra en la Figura 35, la adicion de diferentes toxicos provoca una
variaciones en los niveles de transcrito de los genes descriptores de estreses colocados
en el array; observamos una aumento en los niveles de las chaperonas de choque
térmico, frente al choque térmico, de los transcritos de rec4 y recN frente al dafio en
ADN provocado por la mitomicina C. El paracuato produce una induccion de cat4,
una catalasa como respuesta al dafio por estrés oxidativo, aunque la mayor induccién
se produce en los transcritos correspondientes a los genes ssuD y cysK, genes
relacionados con el metabolismo del azufre; el arsénico provoca una respuesta con
elementos comunes con la provocada por la privacion de hierro; aunque al regulador
Fur también se le implicado en otros procesos no relacionado con el metabolismo del
hierro; frente al arsénico también se observa una inhibicion de algU y sodB. Estos dos
genes son inhibidos por el arsénico, y activados por la microaerofilia; aunque la
relacion entre estas dos condiciones no es evidente, pone de manifiesto una posible

coregulacion de ambos genes.

Si analizamos el comportamiento de la ruta TOL en conjunto frente a estos estreses,
(Fig. 35) observamos que responde al choque térmico y a la adicion de paracuato, con
una disminucion de los niveles de mensajero, permanece inalterada frente al dafio en
ADN provocado por la mitomicina C, y aumenta los niveles frente a la adicion de
arsénico. El choque térmico implica generalmente la activacion del factor sigma
alternativo 032, lo que puede producir una caida de la expresion de la ruta por
competicion de sigmas (Jishage et al., 2002; Laurie et al., 2003); al necesitar la célula
aumentar la proporcion de ntcleo de la polimerasa asociado al factor 032 se produce
una disminucién de la proporcién de polimerasa unida a otros factores o, esto se
traduciria en una caida de la expresion de algunos promotores entre ellos los de la ruta
TOL bien directamente (operén upper y xylS) o bien indirectamente al descender los
niveles moléculas inductoras y de XylS (operén meta); que otros genes presentes en el
array no muestren este efecto es consecuencia, de que no todos los promotores sufren
de igual modo la competicion de sigmas; este control se ejerce a nivel de la iniciacion

de la transcripcion, concretamente en el proceso de reconocimiento del promotor por
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la holoenzima de polimerasa (nficleo de la polimerasa asociada a un factor o). Esta
etapa no resulta igual de determinante para los niveles de transcrito de todos los
genes. Los genes escogidos resultan importantes en numerosos procesos, la célula no
podria permitirse el efecto que sufre la ruta TOL, en genes como lo que codifican para

factores sigmas, o reguladores de importantes procesos celulares.

- ‘B Arsenico

S B Choque térmico
T O Mitomicina C

O Paracuato

/

10

Figura 35. Efecto causado por diferentes estreses ambientales: arsénico, choque térmico,
mitocina C y paracuato tras 15 minutos de exposicion al estrés.

4.4.2.2 Un estresante natural: vertido de fuel

Como el abordaje de los arrays de ADN nos habia permitido analizar la respuesta
celular y de la ruta TOL frente a estresantes individuales que actuaban como sefiales
ambientales. La disponibilidad de muestras de contaminantes reales nos llevo a
plantearnos usar esta aproximacion para visualizar el proceso de respuesta a un
contaminante real, como era un vertido de fuel. La naturaleza compleja de este
contaminante nos daba la oportunidad de visualizar los efectos que sobre las
capacidades degradativas de P. putida mt-2 provocaba diversos estreses al mismo
tiempo.
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Para visualizar estos efectos, realizamos comparaciones de los niveles de transcrito de

un cultivo al que se la ha afiadido fuel frente a otro de referencia, a cuatro tiempos
distintos desde la adicion de fuel: 15 minutos, 1 hora, 3 y 4 horas (Anexo 2). Como se
observa en la Figura 36 la célula responde a los 15 minutos aumentando los niveles de
genes pertenecientes a todos los grupos de descriptores colocados en array (Fig. 36).
Como en estos experimentos no se afiadieron efectores para XyIR o XylS, no se
detectan mensajeros de ninguno de los operones catabélicos de la ruta TOL (datos no
presentados).

10
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Figura 36. Ratio de los niveles de transcritos de los genes descriptores a los 15 minutos de la
adicion de fuel.

Tras 1 hora de la adicion de fuel, se observa que son los mismos genes que tras 15
minutos presentaban cambios en los niveles de transcrito los que los presentan en este
segundo punto, pero la magnitud de estos ha descendido por debajo de una induccion
de 2 veces o desaparecido (Fig. 37). Tampoco se detectan cambios en los niveles de
transcrito de la ruta TOL (datos no presentados).
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Figura 37. Ratio de los niveles de transcritos de los genes descriptores 1 hora después de la
adicién de fuel.

A las tres horas de la adicion del fuel observa que la respuesta de los genes de estrés

del array ha cesado, no observandose ninguna diferencia en ellos (Fig. 38). Por otro

lado es a las tres horas cuando se observa una fuerte induccién de los genes de la ruta
upper y del transcrito de xylS. Presentado unos niveles de induccion similares a los

que presentan estas unidades transcripcionales a las tres horas de induccién con m-

xileno. Esta induccion no se observa en la ruta meta de forma similar a lo que ocurre
cuando se induce la ruta con un efector gratuito de XyIR (Fig. 31). El mismo patron se
observa a las cuatro horas de la adicién de fuel (Fig. 39).
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Figura 38. Ratio de los niveles de transcritos de los genes descriptores 3 horas después de la
adicion de fuel.
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Figura 39. Ratio de los niveles de transcritos de los genes descriptores 4 hora después de la
adicion de fuel.
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Nos planteamos si la falta de expresién de la ruta TOL en las primeras fases de
respuesta al fuel se debia a una inhibicion de la ruta ante el estrés creado por el
contaminante, o bien a una falta de disponibilidad de moléculas efectoras de la ruta.
Para responder a esta cuestion realizamos un ensayo donde monitorizamos la
expresion del promotor Pu en la cepa P. putida MADI y una variante de esta que
lleva el plasmido pWWO (Fig. 40). En este ensayo se observa que tanto P. putida
MADI1 como P. putida MAD1 (pWWO0) son capaces de responder a m-xileno incluso
en presencia de fuel. Lo que nos indica que la falta de expresion de la ruta durante las
primeras fases, no es el resultado de una inhibicién causada por la presencia del fuel.
Cuando se analiza la respuesta a fuel se observa que hay discrepancias entre la
induccion observada en la cepas P. putida MADI1, que no es capaz de disparar la
expresion de Pu en respuesta fuel incluso tras varias horas después de la adicién al
medio de cultivo del contaminante, y la respuesta que se produce en la variante P.
putida MAD1 (pWWO0).

El aumento de los niveles de transcrito de la ruta TOL producido por la adicion de
fuel se restringe a la ruta upper y al promotor de xylS, siguiendo el patrén de respuesta
de un efector gratuito de XyIR (Fig. 31-32). Para comprobar que en estas condiciones
la ruta meta se haya realmente silenciada se realiz6 la inmunodeteccion del producto
del gen xylE en extractos de células expuestas a fuel en el que fue imposible detectar

ninguna sefial en los extractos solo con fuel (datos no mostrados).
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Figura 45. Induccién del promotor Pu tras 3 horas de la adicion de m-xileno, fuel o ambos en
las cepas P. putida MADI1 y P. putida MAD1 (pWWO0).
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5.  DISCUSION

-1 El sistema PTS en Pseudomonas putida KT2440

En el contexto presentado en la Introduccion, nos marcamos dentro de los objetivos
iniciales de este trabajo el analizar la composicion y funcién de la cascada de
fosfotransferasas que constituyen el sistema PTS en P. putida KT2440. La
disponibilidad de la secuencia gendémica durante el tiempo de desarrollo de este
trabajo (Nelson et al., 2002)nos ha permitido la busqueda de todos los genes de esta
familia presentes en el cromosoma. Del andlisis de la secuencia se deduce claramente
la existencia cinco genes de esta familia. Realizando busquedas por BLAST
identificamos 5 ORFs en P. putida: ptsN y ptsO (que ya habian sido descritas) fru4,
fruB y ptsP (Tabla 5). Esto supone un sistema PTS reducido, si lo comparamos con
otros organismos como E. coli que posee mas de cuarenta genes PTS; sin embargo no
es extrafio para bacterias del grupo de las Pseudomonas, donde encontramos que P.
aeruginosa posee cinco homologos a los presentes en P. putida y dos genes PTS
adicionales; P. syringae posee exactamente 5 genes homologos a los de P. putida

(www.tigr.com).

frudy fruB y el metabolismo de la fructosa

FruA y FruB presentan una alta similitud de secuencia con proteinas EIIBC y EI, HPr
y EIIA respectivamente (Fig. 17B y 17C). Ambas proteinas se encuentran agrupadas
en el cromosoma (Fig. 18); entre fruB y frud, se encuentra la ORF fruK que codifica
para una quinasa de fructosa 1-fosfato. Corriente arriba y transcrita en sentido
contrario se encuentra la ORF fruR que presenta similitud de secuencia con
reguladores transcripcionales incluyendo un dominio de uniéon a ADN (Fig. 19). Para
todas estas proteinas, en la busqueda por BLAST se obtuvo una mayor similitud con
proteinas implicadas en el metabolismo de la fructosa. Todos estos datos nos
indicaban un papel claro en el metabolismo de la fructosa. En trabajos de los afios 60
y 70 se habia sugerido que la fructosa entraba en Pseudomonas via PTS (Sawyer et
al., 1977). Para comprobar este papel decidimos realizar el mutante defectivo para
FruB y observar su efecto en la capacidad usar fructosa como fuente de carbono y
energia. Como se observa en la Tabla 9, este mutante es incapaz de crecer con

fructosa, mientras que si lo hace con glucosa o casaminoacidos. Con este experimento
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se confirma que P. putida incorpora la fructosa via un sistema especifico PTS. Este

sistema se encuentra asociado en el cromosoma a la primera enzima necesaria para su
posterior metabolismo, la quinasa de fructosa 1-fosfato. La fructosa 1-fosfato
generada por la accion del sistema PTS seria substrato de la accion de FruK que

rendiria fructosa 1,6-bisfosfato para engarzar con el metabolismo de azucares.

pisP

En el caso de PtsP, se trata de una proteina de 759 aa, que posee una region (aa. 178-
715) que presenta similitud de secuencia con proteinas del tipo EI (Fig. 17A). Estas
proteinas son las responsables de la fosforilacion de las HPr a partir del fosfato
procedente del fosfoenolpiruvato (Fig. 2). PtsP posee una region amino-terminal que
presenta un dominio GAF. Este dominio se encuentra en proteinas con muy diversas
funciones en procariotas, eucariotas, y arqueas. Forma parte de fosfodiesterasas
reguladas por GMPc, activadores transcripcionales como NifA o FlhA, adenilato
ciclasas y otras proteinas transmisoras y receptoras de sefales (Yew-Seng ef al.,
2000). PtsP habia sido descrito en otros organismos como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Azotobacter vinelandii. En E. coli se le otorga un papel
como nexo entre el metabolismo del carbono y el del nitrégeno conjuntamente con
ptsOy ptsN (Rabus et al., 1999) aunque no existen evidencias experimentales de que
desempefien esta funcién. Experimentos in vitro demuestran la capacidad que tienen
de establecer una cadena de fosfotranferasas: PtsP, NPr y EIIAN, y una mayor
afinidad entre ellas que por otras proteinas PTS en E. coli. En A. vinelandii se le ha
relacionado con el proceso de fijacion de nitrégeno atmosférico, y en la sintesis de

PHAs (Segura and Espin, 1998).

Dados estos fenotipos y que el contexto cromosémico no aporta mas informacion
(Tabla 7) decidimos evaluar si PtsP desempefiaba un papel en la sintesis de PHAs en
P. putida. Como se muestra en la Figura 20 el mutante ptsP presenta una disminucion
de la capacidad de sintesis de PHAs con respecto al silvestre; esta disminucion se
revierte cuando se reduce 10 veces la concentracion de fuente de nitrégeno. Esto
avalaria la hipétesis sugerida (Rabus et al., 1999) sobre el papel de ptsP como nexo

entre el metabolismo de carbono y el de nitrogeno.
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Por otro lado cuando sobreexpresamos ptsP desde un plasmido y bajo el control de un
promotor inducible, logramos una sobreacumulacion de PHAs independientemente
del medio. Dado el fenotipo, ptsP podria ser utilizado para el disefio de las estrategias
de produccion de estos biopolimeros y aumentar los rendimientos actuales (Durner et
al., 2001; Kessler and Witholt, 2001; Zinn et al., 2001). En el contexto de este trabajo
no se ha determinado si otras proteinas PTS participan junto con PtsP en la regulacién
de la acumulacion de PHAs; seria interesante determinar si la transferencia de fosfatos
es necesaria para que PtsP desempefie el papel que tiene, y profundizar si este esta
relacionado con el metabolismo del nitrégeno. Por otro lado no se tienen ninguna
evidencia de que sea un efecto directo sobre la maquinaria de sintesis de PHAs ni si
este efecto es a nivel transcripcional de la polimerasas de PHAs, o sobre la actividad

de éstas.
5.2  La represion por fuente de carbono sobre el promotor Pu

5.2.1 Papel de PTS

Como se describe en la introduccion de este trabajo ptsN y ptsO estan involucrados en
el fenémeno de represion por fuente de carbono que sufre el promotor Pu en presencia
de glucosa o gluconato. Trabajos anteriores han demostrado que este control depende
del estado de fosforilacion de EIIAN". ptsO codifica una proteina tipo HPr,
necesitamos pues una proteina EIIBC y una proteina EI para completar una cascada
PTS canonica. Ademas se ha sugerido, que PtsP establece una cascada con NPry
EIIAN" . Como se muestra en la Figura 21, ninguno de los Els identificados en el
genoma participa de este fenomeno de represion. Lo que pone de manifiesto la
participacion de proteinas de otra familia en la cadena de sefializacion desde la
glucosa hasta EIIA™". Esto constituye una novedad en cuanto al funcionamiento de las
proteinas PTS, mas atin teniendo en cuenta que el fosfato que pasa por el residuo H68
de EITA™ no lo introduce en la cascada una proteina EI. Por tanto alguna histidina
quinasa cromosomica debe estar jugando este papel. No se han citado ejemplos
fosfotransferencias entre proteinas PTS y otras proteinas. Y aunque se han descritos
quinasas que fosforilan proteinas PTS, no lo hacen en el mismo residuo, sino en otros
residuos con funcion reguladora, donde el fosfato no se incorpora a la cascada. Este
comportamiento no canoénico de las proteinas PTS de P. putida no es lo Ginico

anomalo del sistema PTS en este fendmeno de represion; en anteriores trabajos se
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sefialado que en el control por glucosa del promotor Pu el comportamiento de la

cascada se aleja del funcionamiento estandar. Experimentos con mutaciones dirigidas
del sitio de fosforilacion de EIIAN" sugieren que es la forma fosforilada de esta la
encargada de disparar la represion. Dado que el doble mutante ptsO ptsN presenta un
fenotipo idéntico al mutante simple ptsN se deduce un flujo de fosfato desde EIIAN®
hacia NPr, justo al contrario de lo descrito para el sistema PTS, donde es la proteina
HPr la que transfiere el fosfato desde una tipo EI hasta una tipo EIIA (Fig. 3). Aqui
nos encontramos un caso donde no existe EI, y el flujo de fosfato va en direccion
contraria. Ademas los estudios sobre la sefializacion de la represion por glucosa en E.

coli indican que la presencia de glucosa en el medio es sefializada por la forma no

fosforilada del EIIA involucrado en ese caso.

Todo estos resultados nos presentan un panorama donde las enzimas PTS han sido
reclutadas para funciones reguladoras pero no se ha conservado el esquema de
funcionamiento del sistema PTS. P. putida ha conservado unicamente el esquema
canoénico de funcionamiento de las proteinas PTS para la captacion de fructosa y se
ha desprendido del resto de las proteinas PTS salvo PtsP, NPry EIIAN" a las que ha
reclutado para funciones reguladoras alejadas de este esquema general de

funcionamiento.

5.2.2 Metabolismo de azucares: fda, eda, cyoB y crc

Compuestos como la glucosa y el gluconato son fuentes de carbono que provocan el
fenomeno de la represion, otros como la fructosa no afectan a la expresion del
promotor Pu; aunque la fructosa es el Gnico azucar que se transporta via PTS y
proteinas de esta familia participan de la sefializacion. Por experimentos hechos con
a-metilglucosido, un anilogo no metabolizable de la glucosa pero que si es
transportado al citoplasma, se sabia que la transformacion de la glucosa es necesaria
para que se produzca la inhibicion del promotor Pu. Con estos datos nos propusimos
analizar las alternativas que P. putida KT2440 presenta para el metabolismo de la
glucosa y la fructosa. Para ello, con el mismo abordaje empleado en la caracterizacion
del sistema PTS buscamos los homoélogos en la secuencia genémica de P. putida
KT2440 de las enzimas para el metabolismo de glucosa, gluconato y fructosa. Como
se describe en la Figura 22 y en la Tabla 8, P. putida tiene la capacidad de

metabolizar la fructosa tanto por la ruta Embden-Meyerhoff (EM) como por la ruta
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Entner-Doudoroff (ED). Sin embargo la glucosa y el gluconato tienen la ruta Entner-
Doudoroff como unica via metabdlica. Dados estos antecedentes, realizamos mutantes
defectivos en cada una de las rutas. Al interrumpir el gen eda, que codifica para la 2-
ceto, 3-deoxi, 6-fosfo gluconato aldolasa, la ruta Entner-Doudoroff queda bloqueada.
El posible escape por la ruta de las pentosas fosfato no es suficiente para permitir el
crecimiento en glucosa como Unica fuente de carbono y energia (Tabla 9). En el
mutante fda se impide el flujo de la fructosa hacia la ruta Embden-Meyerhof; en esta
condiciones se obliga a usar la ruta Entner-Doudoroff para la fructosa, este flujo
permite a el mutante fda crecer con fructosa como Unica fuente de carbono y energia
(Tabla 9).

Cuando analizamos la expresion del promotor Pu se observa en este (iltimo mutante
que la fructosa pasa a ser una fuente de carbono represora (Fig. 24). Lo que nos lleva
a la conclusion de que un metabolito de la ruta Entner-Doudoroff, comun al
metabolismo de la glucosa, el gluconato y la fructosa en el mutante fda, es el
responsable de disparar la represion del promotor Pu. Analizando el camino sigue
cada unos de estos compuestos en su metabolizacion el 6-fosfogluconato y el 2-ceto,
3-deoxi 6 fosfogluconato aparecen como los inicos candidatos. Estamos ante un caso
de represion por catabolito, no sorprende por tanto que la mutacion en el gen cyoB no
afecte a la represion del promotor Pu ya que esta proteina esta mas relacionada con un
estatus energético general de la célula que con la presencia de un catabolito
determinado (Fig. 23). Por otra parte, el que la represion por carbono este sefializada
por la acumulacion de un catabolito de la ruta ED nos ofrece una explicacion para el
fenotipo parcialmente desreprimido del mutante crc en la represidn del promotor Pu
(Fig. 23). En trabajos anteriores se ha demostrado que el mutante crc en P. aeruginosa
posee las actividades enzimaéticas de la ruta Entner-Doudoroff sobreexpresadas, si
suponemos que la funcidén de Crc se ha conservado desde P. aeruginosa hasta P.
putida 'y que en esta produce el mismo efecto, el alivio de la represion observada en el
mutante cr¢ podria deberse a una disminucion en la concentracion efectiva del

catabolito en el citoplasma (Collier et al., 2001).

A la luz de estos datos completariamos el esquema del mecanismo de represion de Pu

de la siguiente forma.
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glucosa gluconato

Histidina quinasa

Figura 46. Propuesta de esquema de funcionamiento de la represion por glucosa del promotor
Pu. El transporte y posterior metabolismo de la glucosa o el gluconato, se traduce en la
acumulacion de un catabolito ( 6-fosfogluconato) este provoca la activacion de una histidina
quinasa que fosforila a EIIANtr. Esta forma fosforilada dispara la represion del promotor Pu.
Cuando la glucosa ha sido completamente metabolizada, NPr se encarga de desfosforilar
EITANtr y eliminar la represion.

5.3  Respuesta de P. putida (pWWO0) a inductores de la ruta TOL

La ruta TOL ha sido objeto de numerosos estudios que han resultado en un
conocimiento profundo del sistema, pero a menudo la respuesta de las unidades
transcripcionales de la ruta se ha analizado una por una y monitorizando la expresion
de los promotores fusionado a genes marcadores, o bien determinando una actividad
codificada en el transcrito. La tecnologia de arrays de ADN, nos ha permitido
monitorizar todas las unidades transcripcionales de la ruta al tiempo, analizando los

operones en todo su recorrido y pudiendo analizar al mismo tiempo es estatus celular.
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5.3.1 Induccion de la ruta upper: m-xileno y 3 metil-bencilalcohol

Al afiadir m-xileno al cultivo se observamos mediante la tecnologia de arrays el
patron de repuesta esperado segin trabajos anteriores; es decir la adicion de m-xileno
produce una respuesta rapida de aumentando los niveles de transcrito de la ruta upper
y la sobreproduccion de XylS (Fig. 30) . A las 3 horas de induccion observamos una
activacion de la ruta meta (Fig. 25 y 30). Y solo los niveles de XyIR sufren una
variacion mucho menor como ya se habia descrito anteriormente (Duetz et al., 1994).
Aunque tanto el promotor Ps como Pu son dependientes de la activacion de XylR, el
grado de induccién del promotor Pu es mayor que el del promotor Ps (Fig. 25 y ss.);
probablemente debido a que para desempeiiar el papel de regulador, XylS, no sean
necesarios niveles tan altos. Ya a los 15 de minutos de la adicién de m-xileno, se
observa que la célula responde como en la respuesta a choque térmico aumentando los
niveles de los transcrito de genes de respuesta a choque térmico (Figs. 26 y 28).
También se produce un aumento de los niveles de transcrito de los genes fur y pvds,
relacionados con el metabolismo del hierro. En la literatura se ha descrito que los
compuestos aromaticos como los que son sustrato de la ruta TOL disparan la
respuesta de choque térmico. La induccion del factor sigma alternativo PvdS y del
regulador Fur pone de manifiesto que se produce un aumento en los requerimientos de

hierro por parte de la célula al afiadir m-xileno.

Nos planteamos si esta respuesta era especifica del m-xileno o era equiparable a la de
otros efectores de la ruta upper como el 3-metil-bencilalcohol. La respuesta celular a
ambas moléculas es muy similar. Como se observa en la Figura 27, no se aprecian
grandes diferencias entre la induccién con m-xileno y 3-metil-bencilacolcohol, no
presentando diferencias ni los niveles del operdn upper ni los de xyIS. Solo se observa
que el 3-metil-bencilalcohol provoca una mayor induccién de la ruta meta. Una
probable explicacion de esta diferencia podria ser que la conversion de m-xileno a 3-
metil-bencilalcohol fuese un cuello de botella en la ruta upper, y lo que estamos
viendo es el resultado de una mayor velocidad de acumulacion de los efectores de
XylS al inducir con 3-metil-bencilalcohol al saltarse este paso de la ruta upper. No se
puede descartar un efecto debido al mayor choque térmico producido por el 3MBA

(Fig. 28) y por tanto al ser el promotor Pm en parte dependiente de sigma 32

(Marques et al., 1999), observamos un aumento de la activacion de la ruta meta.




5.3.2 Induccién de la ruta meta

El efecto de la adicion de un efector de XylS, como el 3-metilbenzoato, produce una
activacion de la ruta meta tan rapida como la provocada por el m-xileno sobre la ruta
upper aunque los niveles de induccién del promotor Pm son mas bajos que los
sufridos por Pu (Fig. 29 y 30). En la Figura 29 se observa una induccion de algunos
segmentos del operén upper; dado que no se observa actividad del promotor Pu al
monitorizar la actividad B-galactosidasa en la cepa P. putida MADI, y no se observa
una respuesta similar de xy/S, no se trata de una actividad residual del 3-metilbenzoato
como efector de XylIR, sino parece que tal vez el 3-metilbenzoato, o algiin metabolito
posterior permitiese una estabilizacion de estos segmentos del operoén upper (Barrick
et al., 2004; Nahvi et al., 2002; Nahvi et al., 2004; Winkler et al., 2003; Winkler et
al., 2004). Este fenémeno de estabilidades diferenciales de segmentos del mismo
operdn parece ser mas importante en el operéon meta, donde se observa una
discontinuidad en las variaciones de los niveles de transcrito en respuesta a distintas
sefiales a lo largo del operén. De este modo al inducir con m-xileno, la region
comprendida por los genes xyIXYZL presenta unos niveles de induccion homogéneos
entre ellos, y mas altos que el resto del operon. Estos genes codifican un complejo
enzimatico (XylXYZ) y XylL que catalizan la primera conversién meta desde
benzoatos a sus derivados catecélicos. La parte final del operén desde xy/Q presenta
también unos niveles de induccion homogéneos. Esto establece dos puntos inflexion
que pueden ser observados de formas mas o menos evidentes en todos los
experimento con arrays (Fig. 25 y ss.); esta observacion es coherente con las
evidencias de procesamiento del mensajero de la ruta meta y los sitios cortes por
RNAasas propuestos por Marqués (Marques ef al., 1993). De este modo, la ruta
tendria la capacidad de regular las cantidades relativas de las enzimas de la ruta,
variando la estabilidad de los distintos segmentos del mensajero en funcion de los

requerimientos especificos.

5.3.3 La cascada de regulacion de Pm

El modelo vigente para la regulacion de la ruta TOL en presencia de efectores de
XyIR sostiene que la sobreexpresion de XylS producida por estos es condicion
suficiente para la expresion de la ruta meta (Duetz et al., 1994; Gallegos et al., 1996;
Ramos ef al., 1987). Los experimentos de arrays a distintos tiempos con m-xileno, o-

xileno y fuel nos indican que si bien la sobreproduccion de XylS capacita a la célula
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para responder a benzoatos permitiendo unos niveles mayores de expresion de la ruta

meta, no parece que esta sea suficiente para disparar su expresion (Fig. 25,29 y 30) en
ausencia de efector; como puede verse en los ensayos con o-xileno y con vertido de
fuel, se pueden mantener niveles altos de induccion de xy/S durante horas sin que por
ello sea detectable expresion de la ruta meta (Figs. 31, 32, 38 y 39. Tabla 10). La
discrepancia entre estas observaciones con las realizadas en trabajos previos nos hace
pensar en la existencia de otros factores en la activacion de XylS; estos factores
podrian estar presentes en la célula, o ser disparadas por el o-xileno, en las
condiciones de cultivo usadas en otros trabajos o en sistemas heter6logos usados
como E. coli. Aunque el factor 032 y sigma S parecian buenos candidatos para esta
funcién, al ser la transcripcion desde el promotor Pm dependiente de estos, existen
indicios que parecen descartarlos; por un lado tanto en los experimentos con fuel
como con o-xileno en la comparacion de niveles tras 3 horas de la adicion de estos, el
cultivo se encuentra en fase estacionaria y sigue sin detectarse una subida de los
niveles de transcrito de Pm. Por otro lado se realizaron experimentos en los que se
monitorizé la actividad catecol 2,3 dioxigenasa en cultivos expuestos a o-xileno y
cantidades creciente de etanol, con objeto de sobreproducir XyIS e inducir al tiempo
una respuesta de choque térmico. En ninglin caso se observo una induccién de la

actividad catecol 2,3 dioxigenasa.

5.4  Respuesta de P. putida (pWWO0) a estreses ambientales

5.4.1 El metabolismo y las condiciones ambientales

Como las condiciones ambientales a las que se enfrentan las bacterias en medio
ambiente, y que constituyen a menudo un freno en las capacidades biodegradativas de
las mismas, son de muy diversa naturaleza y dado que contidbamos con una
herramienta que nos permitia analizar el comportamiento de la ruta TOL y el estatus
celular al mismo tiempo nos planteamos estudiar el comportamiento de la ruta TOL
frente a un conjunto de condiciones de cultivo. Por un lado decidimos provocarle a la
célula una escasez de nutrientes y por otro lado tratar de visualizar la respuesta frente
a la adicion de distintos toxicos. Como se observa en las Figuras 33 y 34, la bajada en
la concentracion de nutrientes como la fuente de carbono, nitrégeno, o la adicion de
azida sddica, que provoca una inhibicion de la cadena de transporte de electrones,

produce un aumento de los transcritos de la ruta tanto upper como meta de TOL;
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posiblemente la célula frente percibe estas agresiones como un descenso del estatus
energético y trata de compensarlo aumentando los flujos a través de metabolismos
alternativos. Esto puede ayudar a comprender la respuesta a la adicion de azida o a la
bajada en la concentracion de succinato, pero no explica porque disminuciones en la
disponibilidad de nitrogeno produce el mismo efecto. Puede ser que estemos
observando una misma respuesta pero los mecanismos subyacentes, y el sentido sea

distinto.

En el caso de la sustitucién del amonio por nitrato como fuente de nitrégeno se
observa una clara inducciéon de la ruta upper y de xylS, ambos promotores
dependientes del factor sigma alternativo 054 (Fig. 6; Ramos et al., 1997). La
competicion de sigmas como mecanismo puede aportar una explicacion a este
fenomeno (Jishage et al., 2002; Laurie et al., 2003). La célula al verse obligada a
utilizar el nitrato como fuente de nitrégeno debe usar una maquinaria cuya expresion
es dependiente de 054; lo cual es posible que este mediado por un aumento de la
proporcién de ARN polimerasa que se encuentra unido a este factor sigma, y
provoque una sobreactivacién gratuita de los promotores dependientes de 054

activados.

54.2 Un contaminante complejo

Dado que los arrrays nos habian permitido analizar la respuesta a sefiales simples, nos
planteamos, ante la disponibilidad de muestras de un contaminante real, el usarlo para
esbozar la respuesta de P. putida a un contaminante complejo como un vertido de
fuel. Como se describe en resultados, la bacteria responde en un primer momento (15
minutos, Fig. 36) con un aumento de los niveles de genes relacionados con todos los
grupos funcionales presentes en el array, y donde la expresion de la ruta TOL es
indetectable; salvo la de los reguladores cuya expresion, por otro lado, no varié
significativamente. Como se eligieron concentraciones subletales de vertido esta
primera fase es seguida (1 hora, Fig. 37) de una etapa en la esta respuesta se suaviza,
observandose como disminuyen la magnitud de las diferencias presentes a los 15
minutos. A las 3 horas (Fig. 38) los niveles de transcrito de los genes descriptores del
estatus celular no presentan ya ninguna diferencia con los que tienen en el cultivo de

referencia, lo que constituye un caso claro de adaptacion a las nuevas condiciones de
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cultivo. Es en esta etapa (3 horas) y en la siguiente (4 horas, Fig. 39) cuando la ruta
TOL, que ha permanecido callada durante todo la curva de crecimiento, presenta un
aumento de los niveles de transcrito del operon upper y de xylS, los segmentos
dependientes de la activacion directa por XyIR. Para determinar porque no es hasta las
3 horas que se produce esta induccion nos planteamos dos hipotesis: (i) o bien el
estrés que producido por la adicion de fuel inhibe la activacion, (ii) o bien no es hasta
las tres horas que existe disponibilidad de una molécula efectora de XylR. Para
dilucidar entre estas hipGtesis se realizaron experimentos de induccion del promotor
Pu en las cepas P. putida MADI, y P. putida MAD1 (pWWO0) y se monitorizé la
respuesta a m-xileno, fuel o una combinacion de ambos midiendo la actividad B-
galactosidasa (Fig. 40). De este modo se observé que si anadimos m-Xileno el
aumento de la actividad de Pu es inmediata con independencia de la presencia de fuel,
esto significa que la ausencia de induccién de la ruta upper hasta las 3 horas de la
adicion del fuel es debida a la falta de una molécula efectora de XylR. Esta molécula
efectora se iria acumulando durante el crecimiento debido a la actividad metabdlica de
P. putida. Dado que en la estirpe P. putida MADI1 no se observa induccion de Pu a las
tres horas de la adicion de fuel, y sien P. putida MAD1 (pWWO0) se deduce que para
que se P. putida transforme el fuel de manera que se produzca un efector de XylIR es

necesario que esta lleve el plasmido pWWO.
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6.

CONCLUSIONES

Pseudomonas putida KT2440, posee un sistema PTS reducido a 5 genes: pisN,
ptsO, ptsP, frud y fruB que presentan los dominios correspondientes de

proteinas EIIA, HPr, EI, EIIBC y una combinacién de EIIA, HPr, EI

espectivamente

Las proteinas PTS FruA y FruB, resultan esenciales para la utilizacién de la
fructosa como unica fuente carbono y energia; y no estan implicadas en el
transporte de glucosa, mientras que el mutante pzsP presenta una disminucion

de la capacidad de acumular PHAs

Ni ptsP ni fruB son necesarios para el control ejercido por la glucosa sobre el
promotor Pu de la ruta upper de pWWO0 y ha de ser una proteina no PTS la
encargada de introducir el grupo fosfato en la cascada de sefializacién desde la
glucosa hasta el promotor Pu mediante la acumulacién de un metabolito de la

ruta ED

P. putida posee la informacién de las enzimas que constituyen las rutas
Embden-Meyerhof y Entner-Doudoroff para el metabolismo de azicares;
también posee las proteinas necesarias para conectar el metabolismo de la
fructosa a cualquiera de estas rutas y las necesarias para conectar el

catabolismo de la glucosa a la ruta Entner-Doudoroff

Un mutante eda, la aldolasa central de la ruta ED, no es capaz de crecer con
glucosa, ni fructosa como tinica fuente de carbono y energia. Un mutante fda,
la aldolasa central de la ruta EM, es capaz de crecer con fructosa como tinica

fuente de carbono y energia
La adicion de moléculas efectoras de XyIR produce un aumento homogéneo

de los niveles de todos los segmentos del operon upper y de xyiS, y un

aumento de los niveles del operén meta con distintos grados de induccion en
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diferentes segmentos del operdn. Esta respuesta de la ruta TOL presenta

distintos patrones de induccion en funcion de la moléculas efectoras

Para mantener una expresion general del operén meta, no es suficiente con

aumentar los niveles del regulador XylS

Un descenso en la disponibilidad de fuente de carbono o nitré6geno o una
inhibicion del transporte de electrones produce un aumento del conjunto de la

ruta TOL

La adicion de paracuato o un choque térmico produce una inhibicién de la ruta
TOL mientras que la adicién de Mitomicina C produce una respuesta frente al
dafio en ADN que no afecta a los niveles de la ruta TOL. La adiciéon de

arsénico provoca un aumento de los niveles de la ruta TOL

La adicion de un vertido de fuel, provoca una respuesta que afecta a muchos
procesos celulares y que se va suavizando conforme la bacteria se ajusta a esta

condicion; este estado estresado no imposibilita a TOL su capacidad de

responder a sus efectores aunque si parece reducirla.
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ANEXO 1

A continuacion se detallan las secuencias de los oligonucleétidos usados en este

trabajo.

Tabla 11. Secuencias de los oligonucledtidos durante este trabajo.
PTSPR GCGGATCCGCCGGCCATCTCGCCGC

PTSPL GTGAATTCGTCTGCTCGGTGTACCT

SMTP CCGAATTCTCTGCCTCGGCTGCCACCC
3MTP CGGGATCCCCCAGGTCGGCCAGTACC
Fweda TGGCGTGGACAGTGAAATTCCG

Reveda CCGTAAAGCTTACAACTGTTTTC

Ffda2 GGAATTCCGTCAACAACCTCGAGCAGACTGC
Rfda2 GAAGATCTGCGCCATCAGACGGCG

Fwere GGCATTCAGGCTGCGG

Revcre CGACGATCAGCGGTGC

FwcyoB CGGGATCCACGAAGCAGGCAGCA

RevcyoB CGGGATCCAGAACCAGAAGGAG

Diseno y construccion del array de ADN

Para poder tener una descripcion del estatus fisiologico de las células se escogieron un
conjunto de genes relacionados, bien en la literatura o por trabajos del laboratorio, con
diferentes respuestas celulares a los cambios ambientales y nutricionales. Tratando de
tener siempre varios genes relacionados con la misma sefal, se buscaron in silico las
secuencias de los homoélogos a estos en el cromosoma de P. putida KT2440
(www.tigr.org).

Una vez obtenidas las regiones codificantes, se disefiaron cebadores para amplificar
fragmentos de cada gen usados en la construccion del array. Los cebadores fueron
disefados automaticamente por un programa informatico realizado por el Dr. Cases

para la ocasion asegurando siempre una temperatura de hibridaciéon mayor a 55 °C

88




(Cases I, datos sin publicar). Los genes se amplificaron por PCR a partir de
preparaciones de ADN cromosdmico, se comprobo6 la especificidad de la reaccion por
electroforesis en geles de agarosa, y se purificaron los productos resultantes.

A continuacion se detallan las secuencias de los oligonucledtidos usados para

amplificacién de genes colocados en el array de ADN disefiado y utilizado en este

trabajo.

CCCTTCAACGCCACCG GCCTACGAGGTCCAGC

GCAGCTTGTCGAGCGC ACAACGGCTGCAGGGC

CCGGTGCAACGTGCCG AGCGCGTTCGAAGCGG
betA TCATCGTCGGTGCCGG CACGCATCGGCTTGCC
betB GGCCCGTTTCGGAACG CCGAGTTGTAGCCGCC
catA CTCACCACCGCTAGCG GCCTTTGCAATCCCTTCGC
clpP GCTCTGACATCCAGGCC CAGGAGGCCAGTTGCC
clpX GACACCCGTAACGGCG ATCAGGCGTCTGGCGC
cspA CCGTGATACCGGCACC CCACGTCTTCGGCCTG
cstA ATTCCGTGGCTGGCGC GAACGCCGGGCCCC
cti GCGCCTTCCCCCTGCTCATC GCTCGTACAGCCAGCGTCC
cysK CGCAGACAACGCCCAC GCTGGGTTTCCTGCTCG
hupA ACCAGAACTCGCCGCC CTTGGCTGGCTTGGCG
hupN GATTGCCGACATCGCCG GATGGCGTCGGTCAGC
dnal GAGGTCCTGGGTGTCG GATCGCCGAAGAAGCGC
dnak CGGTATCGACCTGGGG TCGAACTCGGCGTCAACC
fliA GAACGCCAGCGGCTTC TCAACGCGCCCGCCAT
ftsH TCATCGCAGCTGTCCTGG GTGTTCAGCCGCTGGG
Jfur GCGCAAAGCCGGTCTC CGCACGTACAGGACCAG
zwf-1 GGCCGCAATCAGTGTCG TCCCCATACCACGCCC
gacA GTTGGCCGACATCGACGGCC GCGTCAACCATACCGTGGCG
glnA TGTCGAAGTCGGTTCAACTC GCTCGTATTCCAGCGGG
gltB CAGGTCTGTACCATCCCG CGACGAGCCACGGCCC
groEL TTGGTGATTCCGCTCGTAAG TCATGCCGCCCATGCC
groES CCTCTGCATGACCGCG GCCTTCGACAACGGCG
astA GTTGAGCCTGCTGGGCCGGC GCCGCGGGTGGCTGCTGAC
hsp TCACGATACCCGCCCG ATAGGCGCGCTCAGCG
hupB GACGCTATCGCCGCATC CGGCGTCTTTCAGGCC
lexA CTGACGCCACGCCAAG CAGCGGCGAATGACGC
lrp CGACCGCAACATCCTGC GCTCTCCTTCACCTETTICC
msrA GAACAAAAACGTCATGCCC CAGTTACCTTGCAGGCTGG
mucA GGAATCGCTGTCCGCG TTTCCAGGCTGGCGGC
nirC GGATCGTCGACGATGATCGC GGATCACGTTCAGGCGGTGG
phaCl GAGCTACAGCGGCAGG TCAGGTGCGGCTTGCC
phaC?2 TCGACAACGCTCCCCG CGGGTCAGCACGTAGG
phaZ CAGGACCGTCGAGCTG TCACCCCCCCGAGGCC
pigA TCCCCCATGACCGACC CTGGGTGAAGCGCTCG
proP GCGTCCAGCCAATCGG TTCGATGCGCGGGTGC
proV ACGGTACGAGGGGAGC GCCGATATGCGGCCGC




proX
pisN
pisO
pvdE
pvdS
recA
recN
relA
rpoD
rpoH
rpoN
rpoS
sodA
sodB
spoT
ssuD
trkA
vfr
xylA
xylB
xylC
xylE
xylF
xylG
xylH
xyll
xylJ
xylK
xylL
xylM
XyIN
xylQ
xyIR
xvlS
xylT
xylU
xylW
xylX
xylY
xylZ

TTCCTTTCCCGCGGGC
ACCATCCTGACCCCCG
ATGCCCGCCCGCGAAA
ARACCACGTGGCGCCG
ATGGCGGAACAACTATCCAC
AGAAGCGCGCCTTGGC
GCTGGTGCACCTGTCC
GAGAGTGCACCAGCCG
GCGCAACAGCAGTCTCG
CCTGCCTATGCCCTGG
GGGCCAGCAACTGACG
GTGCCGGAGTTTGACATCG
GCCCCATACCTTGCCTG
GAATTGCCGCCGCTGC
AGCCTTGGCCGAACGG
CTGGTTCCTCCCCACC
TCATCCTCGGCGCAGG
ATGGTTGCCTCCGCCC
CTCTGGTTTATTTGTGCCGC
CAAAGCAGCAATAGTTCGCC
GCAGCCTATCTGGTACGG
GTAATGCGACCGGGCC
CGCACCGCAGCAAAGC
AGCGGTGAATTAGTCGGTTC
CCTTGAAGGCCGCAGC
CGTACCCTCAACCGCG
CGAACTCGGCGACGAG
GACCTTCAACCCCGGC
CCAGGGCAAGGTTGCC
GGACACGCTTCGTTATTACC
GTAATTAGTGGTGCGATCTTGG
GCGATCATAGGCCCAGG
CCCAAGATGCAGCATGAGG
GTCAGATCTTCGTCCACGC
CAGTGCCGGCTACGAG
TCAGATTGGTTGCTTTCGCC
AAGCAGGGCCAGGAGG
ATGCACCTGGGGCTCG
CCTACGAAGCCGTGCG
CGAAGACGGCGTCACTC

TTGGGCAGCCACCTGG
CGTCCAGGACAACCTGG
GATCAGCTCGACCAGCG
GCAATCTGCGACGCGG
CTTCAGGCCTGGCGAC
AACCGGCGTCAGCGTC
TCAGGCCTTGCCGCTC
CACGCCAGTGGCGAGC
CGTCGAGGAAGGAGCG
GGCAGCGATCAGTGCC
CGCTTGCGTTCGCTCG
GACTCGCTGGACAGACC
GGGCTTCAAGGTAACGACG
GCCTTCGAACTGCTCGG
CGGCGCTTGCCGCGC
GGGCAGGATGTCGTTGG
GCCGACGTGGAACAGC
CTAGCGGGTACCGTGG
CGGTCCGCAAACACTAATTC
CCAATCCGGAGTACCGG
GGGTAATTAGCTGGCTTCTC
CAGGTCAGCACGGTCATG
GGAATGGAGGGCGTCG
CAGCTCGGTGTAGAACTCC
TGCTGGCCAGTTCGCC
TCAGACGAAGCGCGCG
GGCGATGCCGAAGTGG
GTTGCTCCTTGCGGGC
ACAGCTCTGGCAGCCG
TGCTAGCCACCCGACC
GGCCAGGACGAAATTATCTTG
CAGGCGTTCAGCAGCG
CGGCCCATTGCTTTCACAG
TGACGCAGGGTGTCGG
GTTGTCAGGTTTGTTTCCGC
GCAGCTGTGACTGCGG
GCCATTGGGCTCAAACAGG
ACACGCCCTCCGCATG
CATCGATAACTTGGCGGATG
CTAGGCGCTGGCGGCG

Los productos purificados de los genes escogidos fueron depositados en

portamuestras de microscopios tratados especialmente para unir fragmentos de ADN,

Superepoxyde Slides Arraylt™. Este tipo de superficie permite la unién covalente por

reaccion de las aminas del ADN con los grupos epoxidos del portamuestras. En las

90




siguientes tablas se presentan los genes elegidos para monitorizar la respuesta a estos

egstreses.

Dado el papel central que desempefian los factores sigmas en la transcripcion de los
genes, se eligieron 7 factores sigmas y un regulador de la actividad AlgU (Cunliffe et

al., 1995; Martin et al., 1993a; Martin et al., 1993b; Starnbach and Lory, 1992).

Factores sigmas

rpaD o70

rpoN o54

rpoH 032

algU Sintesis de alginato en P. aeruginosa
mucA Modulador del factor o AlgU

pvdS o del regulon de hierro

fliA Sintesis del flagelo

rpoS Fase estacionaria/Estrés

Como muchos de los compuestos toxicos que se encuentran en los sitios altamente

contaminado producen un estrés oxidativo, se decidié incluir en array genes que

e

pudieran poner de manifiesto estta condicion (Hassett er al., 1993; Ma et al., 1998;

Ma et al., 1999; Polack et al., 1996).

Estrés oxidativo

sodA Superoxido dismutasa

sodB Superoxido dismutasa

catA Catalasa

zwf-1 Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

Tanto porque la adicion de compuestos puede alterar la presion osmética del medio,

como porque los ambiente en los que P. putida se encuentra son muy diversos, genes
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relacionados con la respuesta choque osmético fueron colocados en el array (Culham

et al., 1993: Lamark et al., 1991).

Estrés osmotico

betA Colina deshidrogenasz

betB Betaina aldehido deshidrogenasa

trkA Transportador de potasio

proP Componente del transportador de prolina/betaina
proV Componente del transportador de prolina/betaina
proX Proteina periplasmica de unién a prolina

El metabolismo del hierro ha sido objeto de estudio de numerosos trabajos, que han
puesto manifiesto la importancia especial que tiene este elemento en el metabolismo
bacteriano. Afnadido a esto, la participacion de fur en otros procesos, entre ellos de
respuesta a estrés, nos decidio a incluir genes que pudieran reflejar unos

requerimientos de este elemento en el array (Venturi et al., 1995).

pigA Oxigenasa de grupo hemo
Sfur Regulador de captacion de hierro
pvdE Sistema exportador de pioverdina

Como la disponibilidad de nutrientes determina en gran medida que tipo de
metabolismo es el que va a llevar a cabo la bacteria, decidimos colocar en el array
genes relacionados con la carencia de fuente de nitrogeno y azufre. Relacionado con
procesos carenciales colocamos genes involucrados en el disparo de la respuesta
estricta (Quadroni et al,, 1996; Reitzer and Magasanik, 1985; Ueno-Nishio et al.,

1984: Williams ef al., 1994).

Proteina de regulacion de nitrogeno (1)

gltB Subunidad alfa de glutamato sintasa
glnA Glutamina sintetasa
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Azufre

Gen

ssuD Sulfonato monoxigenasa.
ahpC Alquil hidroperoxido reductasa
cysK O-acetilserina sulfidrilasa A

Respuesta estricta

spoT ppGppp pirofosforilasa

sspA Proteina inducida por starvation

No solo porque las variaciones de temperatura en el medio ambiente sean algo
general, sino también porque muchos de los genes que participan de esta respuesta
participan también en la respuesta a otro tipo de agresiones a las que tienen que
responder las bacterias, se colocaron estos en el array (Craig ef al., 1994; Sherman

and Goldberg, 1992).

Choque térmico

groEL Chaperona

groES Chaperona

fisH Proteasa

dnak Chaperona

dnaJ Chaperona

clpP Proteasa

clpX Proteasa

hsp Chaperona

cspA Proteina de choque de frio

En la siguiente tabla se agrupan genes relacionados con el metabolismo de diversas
maneras, asi se colocan dos genes del sistema PTS de P. putida que han sido

genes responsable de la sintesis y

o

involucrados en la regulaciéon de la ruta TOL;

acumulacion de PHAs, un tipo polimeros de reserva de carbono; y dos genes descritos




se inducen ante la falta de fuente de carbono en otros organismos (Fraley et al., 1998,

Schultz and Matin, 1991).

pIsN | EIIANtr

pisO Npr

phaCl Polimerasa de PHA 1|

phaC2 Polimerasa de PHA 2

phaZ Depolimerasa de PHA

armG Succinil-ornitin aminotransferasa
cstA Proteina de hambre de carbono

En esta tabla se agrupan un conjunto de genes no relacionados con exclusivamente
con ninguno de los grupos anteriores y con los que se pretende reflejar algunas
respuestas a estrés o cambios globales del estatus celular. En este sentido, genes como
recA, recN 'y lexA, median la respuesta al dafio del ADN; las proteinas codificadas por
los genes hupABN, participan en la modulacion de la topologia del ADN; cti, msrd'y

gst, responden a estreses desnaturalizantes en general. Finalmente se incluyeron /rp y

gacA por aparecer relacionados en la transmision de sefiales que disparan diversos
procesos celulares (Bartels ef al., 2001; Brent and Ptashne, 1981; Delic-Attree et al.,
1995; Laville er al., 1992; Reimmann et al., 1997; Rostas ef al., 1987; Willins et al.,
1991).

Miscelanea

recA Recombinasa A

recN Proteina de reparacion de dafio a ADN
lexA Regulador de la respuesta SOS

hupB Proteina de uniéon a ADN

hupA Proteina de union a ADN

hupN Proteina de union a ADN

lrp Proteina de respuesta a leucina

gacA Regulador global




cti cis-trans isomerasa de acidos grasos insaturados
msrA Reductasa de metionina sulfoxido

gst Glutation S-transferasa

Para monitorizar la expresion de la ruta TOL, se colocaron los siete genes que
constituyen la ruta upper, asi como el gen que codifica para su activador; y diez de los

trece que forman la ruta meta, asi como xylS, su activador.

xylU i

xylW Bencilalcohol deshidrogenasa

xylC Benzaldéhido deshidrogenasa

xyIM Subunidad 1 de xileno monooxigenasa

xylA Xileno monooxigenasa, componente de
transferencia de electrones

xylB Bencilalcohol deshidrogenasa

xyIN ——

- Regulador transcipcional

Subunidad alfa de la Toluato 1,2-

xvIX dioxigenasa

xylY Subunidad beta de la Toluato 1,2-
dioxigenasa

xylL 2-hidro-1,2-dihidroxi-benzoato
dehidrogenasa

xyIT Ferredoxina

xylE Catecol 2,3-dioxigenasa

xylF 2-hidroximucono semialdehido hidrolasa

xylJ 2-hidroxipenta-2,4-dienoato hidratasa
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xylQ Acetaldéhido dehidrogenasa
xylK 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa
xyll 4-oxalocrotonato decarboxilasa

- Regulador transcipcional

Como resultado de las amplificaciones de logro representar en el array casi la
totalidad de las unidades transcripcionales de la ruta TOL (Fig. 47)

xylU xvlWw xplC xviM xylA xylB xvIN
B s R RS NS R AN

wlX  xolY iz il xviT  xylE xvlG xvlF xyld  xylQ K il xylH
RS @E SRS SN LT SESRRTE dees L SR coas Eeed R

xvlS xyIR

T

Figura 47. Esquema de los segmentos de los genes de la ruta TOL representados en el array
por los productos PCR.

Previo al uso de los arrays se realizaron una prucbas que permitieran validar el uso de
esta tecnologia para los objetivos marcados. Se realizé un marcaje inespecifico de
todos los puntos del array. Para ellos se realizo una hibridacion con oligonucledtidos
degenerados ya marcados (GIBCO, California, EEUU). Esto deberia producir una
imagen en el escaner donde se detectara senial en todos los puntos del array. Como se
observa en la Figura 48, todos los puntos dieron sefial mas o menos homogénea, lo

que indica que no existen grandes diferencias entre las cantidades depositadas de cada
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Figura 48. Lectura de la hibridacion con oligonucledtidos degenerados del array construido

en este trabajo.

Si seguimos el proceso de tratamiento de los datos seguidos en todos los experimentos
y representamos las intensidades de fluorescencia emitidas por cada fluoréforo, se

obtiene en este caso una agrupacion de los puntos en una linea.

100004 |

dan G54

F543 Median-B543

F633 Median-B633

Figura 49. Representacion de las intensidades de cada fluordforo en la hibridacion realizada
con oligonucledtidos degenerados. En esta representacion las intensidades provienen ambas
de una marcaje con Cy3.
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Se observa como todos los genes presentan una ratio entre las intensidades igual a
uno, lo que corresponde a la situacion de este experimento. En la parte inferior de la
imagen aparecen puntos alejados de la diagonal de ratio uno, todos estos puntos
corresponden a lugares vacios en el array, son automaticamente descartados por el
programa para el analisis; se observa que todos ellos presentan una suma de las
intensidades de fluorescencia menor de 1000. Como se pone de manifiesto en la
Figura 50 cuando realizamos comparaciones en las que si hay diferencias entre las
condiciones de cultivo se observan imagenes en el escaner como la que se muestra a

continuacion.

T XX E R AN N R EN

& Lo eFe
eece see
ded o6

]
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S R E A RN R R
csuee

Figura 50. Imagen artificial generada por el escaner y que presenta en amarillo puntos con
igual intensidad de fluorescencia debida a cada fluoréforo, y en rojo o verde cuando uno es
emite mas fluorescencia que el otro.

En esta imagen que corresponde a una comparacion entre un cultivo crecido con
succinato como fuente de carbono y otro al que se le ha anadido m-xileno, aparecen
puntos rojos, verdes, en distintas intensidades. Estos puntos también aparecen en la
representacion enfrentadas de las fluorescencia de forma diferencial, los amarillos se
encuentran formando una linea central correspondiente a una ratio igual a 1, y los
puntos rojos y verdes se colocan a uno y otro lado de esta, mas alejado cuanto mas se
aleja su ratio de 1. En la Figura 51 se han marcado en amarillo los genes de la ruta

TOL que se sabe son inducidos en esta condicion.
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Figura 51. Representacion de las intensidades de flurorescencia emitidas por cada fluoréforo
en una hibridacion comparando un cultivo crecido en medio minimo y succinato, con otro al
que se le ha afiadido m-xileno. En amarillo se marcan los puntos correspondientes a los genes
de las rutas TOL.
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ANEXO 2

Experimentos con vertido de fuel

Como la tecnologia de los arrays de ADN nos habian posibilitado el visualizar el
efecto de estreses individuales en P. putida, decidimos utilizar los arrays para esbozar
la respuesta de P. putida a un estresante complejo. La disponibilidad de muestras

procedentes del vertido del tanque petrolifero Prestige nos dio la oportunidad de

observar como P. putida responde a un contaminante complejo natural.

Figura 52. A. Fotografia aérea mostrando el drea del vertido. B. Fotografia del tanque
petrolifero en el momento de la rotura.

Composicion del fuel

Analisis sobre la composicion del vertido han sido realizados por diferentes institutos
y se encuentran disponibles en distintas direcciones web asi como mas datos sobre el
vertido:

www.le-cedre. fi/fr/ prestige /fichiers/museum.pdf

www.ifremer.fr/envlit/ prestige /prestige fioulana.htm

www.accede.org/ prestige /prestige -eng.htm

WWWw.csicprestige.iim.csic.es/

Las muestras utilizadas en este estudio fueron tomadas en diciembre de 2002 en la

costa gallega; se mantuvieron en botes cerrados herméticamente hasta su uso.
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Para la realizacion de los experimentos se realizaron curvas de crecimiento de la cepa
P. putida mt-2 con distintas concentraciones de fuel y se escogié una concentracion

subletal de este para los experimentos de arrays.

Para anadir el fuel se prepararon, el mismo dia de su uso, emulsiones de vertido en
sales M9 con Triton X-100 al 0.05%. A 125 ml de estas sales se le afiadieron 5 ml de
vertido y se incubaron durante 3 horas a 37 °C y 250 r.p.m. (Fig. 53). De esta

emulsion se tomaron 500 pl y se afiadieron a 20 ml de cultivo.

Figura 53. Fotografias de las sales M9 + Triton X-100 0.05 % y el vertido de fuel, antes (A) y
despues (B) de su emulsion.

Para la realizacion de los experimentos se crecio un cultivo de P. putida mt-2 hasta
DO 600nm aproximadamente 0,5. Este cultivo crecido se dividio en dos: a uno se le
anadieron 500 pl de la emulsion de fuel y el otro permanecié como condicién de
referencia. Ambos cultivos se incubaron a 30 °C y se realizaron extracciones de ARN

a los 15 minutos, 1 hora, 3 horas y 4 horas desde la adicion de fuel (Fig. 54).




Extraccion de ARN
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Figura 54. Curva de crecimiento durante los experimentos con vertidos de fuel. Se sefialan
los puntos de la curva donde se realizaron las extracciones de ARN total (15 minutos, 1 hora,
3 horas y 4 horas después de la adicion de la emulsion de fuel).
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