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Resumen

Burkholderia xenovorans LB400 es una bacteria modelo para los estudios de
biodegradacion de los compuestos aromaticos policlorobifenilos (PCBs). En esta tesis se
planted la siguiente hipotesis: “B. xenovorans LB400 posee una excepcional versatilidad
catabdlica hacia compuestos aromaticos y dado que el catabolismo de estos compuestos
genera una condicion de estrés oxidativo, es que la sobreexpresion de genes que codifican
proteinas de defensa a este estrés permitira aumentar la tolerancia a esta condicion’.
Basado en la secuenciacion del genoma de la cepa LB400 se propuso como primer objetivo
general la reconstruccion del metabolismo de compuestos aromaticos para constatar su
versatilidad catabodlica. Como segundo objetivo se propuso estudiar la respuesta de B.
xenovorans LB400 frente al compuesto aromatico modelo bifenilo y sobreexpresar genes de
defensa al estrés oxidativo, para aumentar la tolerancia de la bacteria a este tipo de estrés.

Mediante analisis bioinformatico se identificaron cinco rutas metabélicas centrales y
cinco rutas periféricas de degradacion de compuestos aromaticos. Estos estudios junto con
otros, permitid determinar la gran versatilidad metabdlica de compuestos aromaticos que
posee B. xenovorans LB400, lo que hace que esta cepa sea un buen candidato para
estudios de ingenieria genética, aplicaciones biotecnolégicas y biorremediacion. Durante el
desarrollo de este estudio y en colaboracion con otros investigadores de las &reas
bioinformatica y biologica se generé una aplicacion bioinformatica denominada GeXpert.
Esta aplicacion permitié aumentar el rendimiento de los investigadores en dicha area.

Se evaluo el efecto del compuesto modelo bifenilo sobre la cepa LB400. La cepa
LB400, mostré una menor velocidad de crecimiento en bifenilo que en glucosa. La exposicion
a bifenilo afect¢ la viabilidad celular y generé un aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) en la celula. Asimismo, durante la exposicion a bifenilo se observd un
aumento en los productos de peroxidacion, medidos como sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARs), evidenciando dafio en la membrana celular. Estudios proteémicos
revelaron que la cepa LB400 en presencia de bifenilo esta expuesta a condiciones de estrés
oxidativo. Dichos estudios junto a un riguroso analisis bioinformatico permitieron identificar
genes candidatos de defensa de estrés oxidativo (ahpCF, sodB y oxyR). Mediante técnicas
de biologia molecular se obtuvieron tres cepas recombinantes que sobreexpresan dichos
genes: LB400plZahpC, LB400plZsodB, y LB400plZoxyR. Se determind que la cepa que
sobreexpresa el gen oxyR (LB400plZoxyR) alcanzo una mayor biomasa durante el cultivo en
bifenilo que la cepa control y presenté una mayor sobrevivencia frente a la exposicion a
perdxido de hidrogeno. En la cepa recombinante que sobreexpresa el gen sodB se observd
una disminucion del superoxido intracelular generado por el paraquat. El analisis protedmico
de las cepas recombinantes durante el crecimiento en bifenilo, mostré la induccién de
enzimas de la via superior e inferior de la degradacion de bifenilo, de la enzima catecol -1,2-
dioxigenasa (CDO) y la alquilo hidroperoxido reductasa (AhpC). Ademas, se observd la
represion de proteinas relacionadas con el metabolismo energético, y el transperte de
carbohidratos. Esta tesis constituye una primera aproximacion al estudio de la respuesta de
cepas recombinantes de B. xenovorans LB400 con capacidades mejoradas para tolerar
ambientes que generen estrés oxidativo.

La reconstruccion metabdlica de compuestos aromaticos en la cepa LB400 amplian
las oportunidades de desarrollar aplicaciones biotecnoldgicas. Los estudios genémicos vy
protedmicos realizados en esta tesis junto con otros, conduciran al desarrollo de estrategias
mas eficientes para procesos de biorremediacion o biotransformacion.



ABSTRACT

Burkholderia xenovorans LB400 is a model bacterium for biodegradation studies of
polychlorobiphenyls aromatic compounds (PCBs). In this thesis, the hypothesis is: “B.
xenovorans LB400 has an exceptional catabolic versatility for aromatic compounds, and given
that the catabolism of these compounds in LB400 generates oxidative stress, the
overexpression of genes that codify proteins in defense to the stress will allow an increase in
tolerance to this condition.” Based on the sequenced genome of LB400 strain, the general first
objective was to reconstruction the metabolism of aromatic compounds to verify its catabolic
versatility. The second objective was to study the response of B. xenovorans LB400 to the
biphenyl aromatic compound model and to overexpress the defense genes to the oxidative

stress in order to increase the tolerance of the bacteria to this type of stress.

Bioinformatic analyses were used to identify five central metabolic pathways and five
peripheral pathways of aromatic compound degradation. These studies and others allowed
the determination that B. xenovorans LB400 has a great metabolic versatility for aromatic
compounds and therefore this strain is a good candidate for genetic engineering studies,
biotechnology applications and bioremediation. During the development of this thesis and in
collaboration with other researchers in the areas of bioinformatics and biology, a
bioinformatics application was developed called GeXpert. This application allows an increase

in the efficiency of researchers of this area.

The effect of the biphenyl model compound was evaluated on the LB400 strain. The
LB400 strain showed a slower rate of growth in biphenyl than in glucose. The exposure to
biphenyl affected the cellular viability and it generated an increase in the reactive oxygen
species (ROS) in the cell. Likewise, during exposure to biphenyl the peroxidation products
increased, which were measured as reactive substances to the thiobarbituric acid (TBARS),
indicating damage to the cell membrane. Proteomic studies revealed that the LB400 strain in
the presence of biphenyl is exposed to oxidative stress conditions. These studies and a
rigorous bioinformatic analysis allowed the identification of defense genes to oxidative stress
(ahpCF, sodB y oxyR). Molecular biology techniques were used to generate three
recombinant strains that overexpress those genes: LB400plZoxyR, LB400plZsodB, and
LB400plZahpC. The strain that overexpresses the gene oxyR (LB400plZoxyR) reached a
greater biomass in the biphenyl culture than the control strain. The same strain showed a

longer survival in exposure to hydrogen peroxide. In the recombinant strain that



overexpresses the gene sodB, a decrease of intracellular superoxide generated by paraquat
was observed. The proteomic analysis of the recombinant stress during the growth in biphenyl
showed induction of enzymes of the higher and lower pathways of the biphenyl degradation.
catechol-1,2-dioxygenase (CDO) enzyme, and the alkyl hydroperoxide reductase (AhpC).
Moreover, repression of related proteins with energetic metabolism and carbohydrate
transport was observed. This thesis constitutes a first approach to the study of the
recombinant strain response of B. xenovorans LB400 with improved capacities to tolerate

environments that generate oxidative stress.

The metabolic reconstruction of aromatic compounds in the LB400 strain improves
opportunities to develop biotechnology applications. The genomic and proteomic studies in
this thesis, together with others, will facilitate the development of more efficient strategies for

bioremediation and biotransformation processes.
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Estrategia para la construccién de mutantes de genes de defensa al estres
oxidativo
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|. INTRODUCCION

1. Problematica ambiental de los contaminantes organicos persistentes

Los contaminantes organicos persistentes (COPs) son compuestos de persistencia
ambiental prolongada y susceptibles de transportarse a lugares alejados de la fuente de
emision (Eisler, 2000). Por este motivo, estan ampliamente distribuidos en el medio ambiente
y se han detectado en regiones remotas tales como la Antartica y el Artico (Wagrowski y
Hites, 2000; MacDonald et al., 2000; Negoita et al., 2003). El transporte atmosférico seria la
principal ruta de dispersion de estos compuestos semivolatiles. Una vez en el ambiente,
estos compuestos no se degradan, representando un grave problema ambiental a nivel
mundial, debido a sus efectos toxicos (Jones y de Voogt, 1999). Los COPs incluso en bajas
concentraciones son toxicos para el hombre y para diferentes formas de vida tanto terrestre
como acuatica (Eisler, 2000). Estos compuestos se bioacumulan en los organismos
acuaticos. Los COPs pueden ser carcinogeénicos, producir desordenes neurolégicos,
disfuncion endocrina, y efectos teratogénicos (Eisler, 2000; Schimada y Fuijii-Kuriyama, 2004;
Van Gijssel et al., 2004; Wogan et al., 2004; Argemi et al., 2005).

En las costas de Chile y otros paises de América, se reporto la presencia de COPs en
moluscos bivalvos (Sericano et al., 1995, Palma-Fleming et al., 2008). En el afioc 2001, Chile
se sumd a los 151 paises en la firma del Convenio de Estocolmo. En el Convenio se
definieron como contaminantes prioritarios la denominada “docena sucia’, que esta
compuesta por: aldrin, PCBs (policlorobifenilos), clordano, DDT, dieldrin, endrin,
hexaclorobenceno, heptacloro, mirex, policlorodibenzo-p-dioxinas, policlorodibenzofuranos y
toxafeno. Dicho Convenio tiene por finalidad proteger la salud humana y el medio ambiente.
Ademas, faculta a las partes firmantes adoptar las medidas juridicas y administrativas
necesarias para reducir o eliminar la produccién de estos productos quimicos. El afio 2005,
el Convenio fue ratificado por el Congreso, lo cual implica un compromiso por parte de Chile
a definir medidas, preparar un Plan Nacional de Implementacion (PNI) para la gestion de los
COPs e impulsar el desarrollo de un diagnostico nacional (almacenamiento y fuentes de
emisién de estos compuestos al medio ambiente).

Los policlorobifenilos (PCBs) son uno de los COPs mas ampliamente distribuidos en
el ambiente (Elsier, 2000). En Chile, durante el afo 2000, la Comision Nacional del Medio

Ambiente (CONAMA) realizo un diagnéstico nacional de los COPs y un catastro preliminar de



los PCBs. Se demostro la presencia de PCBs en uso y almacenados en diferentes regiones
del pais. Las regiones Metropolitana y VIII presentaron las mayores cantidades de PCBs en
uso. Las regiones Il, Ill y VIII presentaron una mayor cantidad de aceites con PCBs
almacenados (CONAMA, 2001). El total nacional de PCBs en uso seria de 208.380 litros y
de PCBs almacenados seria de 242.951 litros. En Chile desde 1982 esta prohibido el uso de
PCBs en equipos eléctricos nuevos, tales como transformadores, condensadores y los que
aun quedan, son anteriores a esa fecha. De acuerdo a lo establecido en el Convenio de
Estocolmo, el plan de accion para eliminar estos compuestos contempla como fecha limite el
ano 2028.

2. Policlorobifenilos

Los PCBs son compuestos aromaticos derivados del bifenilo. Tedricamente se pueden
formar 209 congéneres de PCBs, que difieren en el grado de cloracion y en la posicion de los
atomos de cloro en el anillo aromatico. Las destacadas propiedades fisicas de los PCBs y su
estabilidad quimica fueron la razon para su aplicacion industrial (Abramowicz, 1990). Estos
compuestos son térmica- y quimicamente estables, resistentes a la oxidacion, tienen baja
presion de vapor, son hidrofébicos y tienen excelentes propiedades dieléctricas. Sin
embargo, estas mismas caracteristicas que hicieron a los PCBs industrialmente (tiles, los
hacen agentes contaminantes téxicos, persistentes en el ambiente y bioacumulables en la
cadena trofica (Quensen et al., 1988). Debido a esto, en el afio 1976, en Estados Unidos se
prohibié la produccion, manipulacién, distribucién y comercializacion de los PCBs Entre el
ano 1930 y mediados de los afios 1980, cerca de 1,5 millones de toneladas de PCBs fueron
producidos en todo el mundo, y una fraccion substancial se ha incorporado o se incorporara
al ambiente (Abraham et al., 2002).

Los PCBs en el hombre alteran el sistema inmune (Smitwick et al., 2003), y producen
alteraciones dérmicas y hepaticas (Loomis et al., 1997). Los PCBs son compuestos
teratogénicos (Battershill, 1994) y carcinogénicos (Pieper et al., 2000). Debido a su
capacidad para unirse a receptores hormonales, los PCBs se han asociado con patologias
endocrinas, entre ellas infertilidad por union a receptores estrogenicos o androgénicos, o
que explicaria en parte, la disminucién de la fertilidad en poblaciones de paises
industrializados (Nicolopulou-Stamati et al., 2001). Por estas razones, los PCBs en el
ambiente representan un problema global, que requiere procesos de descontaminacion

ambiental.



3. Biorremediacion de COPs

Existen mas de 4 millones de compuestos quimicos en la biosfera y mas de 1.250
nuevos compuestos contaminantes con una estructura quimica poco comun (xenobioticos),
se incorporan anualmente a la lista de mas de 850.000 moléculas sintéticas. Esto tiene como
consecuencia que nos enfrentemos a un problema cada vez mayor de contaminacion de
suelos, sedimentos, aguas superficiales y subterraneas. Las diversas alternativas fisico-
quimicas de remediacion de los COPs del medio ambiente como la incineracion, extraccion
con solventes, solidificacion/estabilizacion, tratamiento térmico y venteo, son a menudo
procesos costosos, de dificil logistica y presentan un impacto ambiental negativo (Sarokin,
1988). La biorremediacion representa una alternativa atractiva frente a los tradicionales
métodos fisico-quimicos. Emplea el potencial catabdlico de los microorganismos para la
remocion de los compuestos xenobidticos. Ademas, su potencial y flexibilidad genética
permiten la generacion de nuevas rutas catabdlicas para estos compuestos. Aunque, este
proceso evolutivo requiere un largo periodo de tiempo (Timmis y Pieper, 1999).

A pesar que algunos casos de contaminaciéon pueden ser facilmente biorremediados
con la tecnologia existente, los relacionados con compuestos toxicos y quimicamente
estables como los PCBs y las dibenzo-p-dioxinas cloradas, requieren el desarrollo de
tecnologias nuevas e innovadoras (Timmis y Pieper, 1999; Navia y Seeger, 2006; Pieper y
Seeger, 2008). Por ejemplo, la biorremediacion in situ, permite la remocion selectiva de
COPs sin la destruccion de la flora y fauna y puede ser utilizada para contaminantes que
estan presentes en una baja, pero relevante concentracion para el ambiente.

En los ultimos afios se han aislado un gran numero de microorganismos capaces de
degradar COPs que antes se consideraban no degradables. Sin embargo, la capacidad
microbiana para la degradacion de xenobidticos recalcitrantes, podria tener un mejor
rendimiento con la utilizacion de procesos biotecnolégicos. EI hecho que muchos
contaminantes persisten en el medio ambiente indica la insuficiencia actual de la capacidad
catabolica para hacer frente a esos contaminantes (Timmis y Pieper, 1999; Navia y Seeger,
2006; Pieper y Seeger, 2008). Se ha desarrollado una variedad de estrategias para el disefio
de nuevos o mejores catalizadores para la biorremediacion. La estrategia mas sencilla es la
utilizacion de un consorcio microbiano, donde un organismo ‘especialista’ podra llevar a

cabo las primeras reacciones catabolicas y otro puede completar la secuencia Tales



consorcios han sido desarrollados para la mineralizacion de compuestos aromaticos como
PCBs (Blasco et al., 1997) y dibenzofuranos clorados (Morris et al., 1992).

3.1 Biodegradacion de compuestos aromaticos

Muchos de los COPs son compuestos aromaticos como las dioxinas, dibenzofuranos
policlorados y los PCBs. Los compuestos aromaticos se pueden encontrar como moléculas
de bajo peso molecular como el benceno o bien como componentes de biopolimeros tales
como la lignina. Se forman a partir de procesos biogeoquimicos o por la actividad industrial.
Las moleculas producidas de esta forma, no se encuentran habitualmente en la naturaleza,
por lo gue no existen generalmente procesos de biodegradacion o bien es muy baja. Esta
situacion puede deberse a la incapacidad de los microorganismos presentes en el ambiente
para metabolizar los xenobidticos. No obstante, la comunidad microbiana expuesta a estos
compuestos puede frecuentemente adaptarse (Van der Meer et al., 1992). En este contexto,
las bacterias han desarrollado estrategias para su biodegradacion y mineralizacion a pesar
de la gran estabilidad termodinamica de estas moléculas (Gibson y Harwood, 2000).

Por otro lado, existen compuestos aromaticos que son sintetizados por los mismos
organismos, como los aminoacidos aromaticos, fenoles, o quinonas. Por lo tanto, no
sorprende que muchos microorganismos posean rutas catabdlicas para degradar dichos
compuestos producidos por el hombre, cuando las estructuras quimicas de moléculas
sintéticas son similares a los compuestos naturales. La versatilidad y la adaptabilidad de las
bacterias para degradar estos compuestos aromaticos estan basadas en la existencia de
elementos geneticos moviles como, por ejemplo, los plasmidos catabolicos (Diaz, et al.
2001, Pieper y Seeger, 2008).

En la actualidad, la secuenciacion y anotacion de genomas de distintas bacterias
ambientales importantes como Pseudomonas putida KT2440 (Jiménez et al., 2004; Nelson et
al., 2002), Rhodococcus sp. RHA1 (Mc Leod et al., 2006) y Burkholderia xenovorans LB400
(Chain et al., 2006), permite conocer las bases moleculares que poseen las bacterias y el
potencial metabolico para catabolizar una gran variedad de compuestos aromaticos. Esta
versatilidad metabdlica representa un punto atractivo para diversas aplicaciones
biotecnolédgicas (Jimenez et al., 2004).

La degradacion bacteriana de compuestos aromaticos comprende dos tipos de
catabolismo. Si el aceptor final de electrones es una molécula de oxigeno, se frata de una

degradacion aerobia. Si el aceptor es otra molécula distinta al oxigeno, la degradacion es



anaerobia. La caracteristica esencial de los microorganismos aerobios que degradan
compuestos aromaticos es el proceso oxidativo, que consiste en la activacién y la
incorporacion de oxigeno como la reaccion enzimatica clave, catalizada por oxigenasas y
peroxidasas (Fritsche y Hofrichter, 2000). Los procesos de degradacion aerobios permiten
distinguir entre “rutas periféricas”, que convierten los sustratos aromaticos en intermediarios
centrales, y “rutas centrales”, que catalizan la ruptura de estos intermediarios centrales (anillo
aromatico) al metabolismo central (Diaz, 2004; Heider y Fuchs, 1997). En cambio, en la
degradacion anaerobia de compuestos aromaticos, las bacterias emplean como aceptores
finales de electrones moléculas inorganicas tales como el NO; (Spormann y Widdel, 2000),
Fe®* (Coates et al., 2001), 0 SO,* (Morasch et al., 2004; Peters et al., 2004).

La capacidad de catabolizar compuestos aromaticos esta ampliamente extendida
entre las bacterias (Harayama y Timmis, 1992; Pieper y Reineke, 2000; Ramos et al., 1994;
Navia y Seeger, 2006). Acinetobacter sp. KS-1, es capaz de degradar benzoato (Kim et al.,
2003). Pseudomonas ha sido el género mejor caracterizado en las rutas catabolicas de
compuestos aromaticos (Van der Meer et al,, 1992; Jimenez et al., 2004). Alcaligenes
eutrophus H850 degrada un amplio espectro de PCBs incluyendo tetra- y pentaclorobifenilos
(Bedard et al., 1987). B. xenovorans LB400 es capaz de degradar un amplio rango de PCBs
(Bedard et al., 1987; Bopp, 1986; Haddock et al., 1995; Seeger et al., 1995a, b, 1997, 1999;
Goris et al., 2004, Pieper y Seeger, 2008) transformando distintos congéneres desde mono
hasta hexa-clorados.

Aunque muchas bacterias son capaces de metabolizar compuestos aromaticos, una
bacteria unica no posee la capacidad enzimatica para degradar todos los compuestos
aromaticos en un suelo contaminado. La mezcla de poblaciones microbianas (consorcios
microbianos) tiene un mayor potencial degradativo porque la informacion genética de mas de
un organismo, es necesaria para degradar la mezcla compleja de compuestos aromaticos
presentes en areas contaminadas. El potencial genético y ciertos factores ambientales tales
como temperatura, pH, fuentes de nitrégeno y fosforo disponible, parecen determinar la tasa

y la extension de la degradacion (Fritsche y Hofrichter, 2000).
3.2 Biodegradacion de PCBs
La biodegradacion de suelos contaminados con PCBs puede llevarse a cabo

mediante bacterias anaerobias y aerobias (Timmis y Pieper, 1999; Pieper y Seeger, 2008).

Ambos tipos de bacterias pueden actuar de manera individual o en consorcios microbianos



(De Giorgis et al., 2003). Para la biodegradacion de PCBs altamente clorados, ha sido el
desarrollo de procesos anaerobios-aerobios (Timmis y Pieper, 1999; Pieper y Seeger, 2008).
Por ejemplo, la transformacion microbiana de PCBs en los sedimentos comprende
primeramente una deshalogenacion anaerobia de congéneres altamente clorados. Esto
permite transformar bifenilos altamente clorados en congéneres menos clorados, que son
mas susceptibles para una posterior degradacion aerobia (Tiedje et al, 1993; Navia y
Seeger, 2006).

La mayoria de los ambientes contaminados por PCBs contienen una mezcla compleja
con mas de 60 congéneres. Se han aislado diversas bacterias capaces de utilizar el bifenilo
como Unica fuente de carbono y energia (predominantemente los géneros de Pseudomonas,
Burkholderia, Comamonas, Cupriavidus, Sphingomonas, Acidovorax, Rhodococcus y
Bacillus) (Pieper y Seeger, 2008). Entre ellas se encuentran bacterias Gram negativas
pertenecientes a la subclase 3- y y-proteobacterias (tales como Burkholderia, Pseudomonas
y Sphingomonas) (Nogales et al., 1999) y bacterias Gram-positivas del género Rhodococcus
(Asturias y Timmis, 1993; McKay et al., 2003). La biodegradacion de estos distintos
congeneres requiere una amplia especificidad enzimatica y bajo esta condicion B.
xenovorans LB400 ha sido una de las bacterias aerobias degradadoras de PCBs mas
estudiadas y efectivas (Mondello, 1989, Seeger et al., 1999; 2001; Navia y Seeger, 2006). La
utilizacion del potencial metabdlico microbiano para la eliminacion de los contaminantes
ambientales (biorremediacion) proporciona una alternativa segura y econdémica frente a las
estrategias fisico-quimicas comunmente utilizadas. Por lo tanto, para la descontaminacion de
grandes areas de suelo y ambientes acuaticos contaminados con PCBs, la biorremediacion

es una alternativa promisoria (EPA, 1997).
3.2.1 Burkholderia xenovorans LB400

B. xenovorans LB400 es una bacteria Gram-negativa aerobia que degrada distintos
congéneres de PCBs desde mono a hexaclorados (Bopp, 1986; Abramowicz, 1990, Seeger
et al., 1995a, 1995b, 1997, 1999). La cepa LB400 fue aislada desde un suelo que contenia
PCBs en el estado de Nueva York (Bopp, 1986). Posee uno de los dos mas grandes
genomas bacterianos conocidos y es la primera cepa del género Burkholderia no patogenica
secuenciada (Chain et. al., 2006). El tamano del genoma de la cepa LB400 es de 9,73 Mbp,
posee aproximadamente 9.000 secuencias codificantes distribuidos en tres replicones que

han sido designados como cromosoma 1 (4,9 Mbp), cromosoma 2 (3,36 Mbp) y un



megaplasmido (1,47 Mbp). En esta cepa se han identificado las enzimas de la degradacion
de bifenilo, codificadas por el locus bph en el genoma bacteriano, el que ha sido
extensamente caracterizado (Erickson y Mondello, 1992; Hofer et al.,, 1993, 1994). El locus
cromosomico bph posee diez genes que codifican para las enzimas que constituyen la via
superior e inferior de degradacion del bifenilo. La primera enzima de esta via oxidativa es
una bifenilo-2,3-dioxigenasa (BDO), codificada por los genes bphA1A2A3A4, cuya funcion
consiste en insertar una molécula de oxigeno en uno de los anillos aromaticos para formar
un (cloro) bifenilo-2,3-dihidrodiol (Figura 1a). Las siguientes enzimas codificadas por los
genes bphB, bphC y bphD (Seeger et al., 1997; Seeger et al., 1995b) transforman el (cloro)
bifenilo-2,3-dihidrodiol hasta (cloro)benzoato y acido 2-hidroxipenta-2,4-dienoico. Entre los
genes bphC y bphD (Figura 1c), existe un conjunto de cuatro genes, tres de ellos (bphH,
bphl, y bphJ) codifican para enzimas de la via inferior de degradacion de bifenilo, que
transforma el acido dienoico a compuestos que participan en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos (Figura 1b). Ademas, contiene un gen que codifica para una glutation-S-
transferasa (bphK), que cataliza la deshalogenaciéon de 3-cloro-2-hidroxi-6- oxo-6-fenil-2 4-
dienoato, compuesto que inhibe la hidrolasa BphD de la via (Fortin et al., 2006). Estudios
recientes indican la presencia del gen bphR, cuyo producto ha sido descrito como un
regulador del promotor bphA71 en la cepa LB400 y el ORF1 de funcion desconocida
(Beltrametti et al, 2001). La cepa LB400 transforma PCBs mediante enzimas de la via
superior de bifenilo, en 2-hidroxipenta-2,4-dienoato que entra a la via inferior de bifenilo y

clorobenzoatos (CBAs).
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Figura 1. Vias catabolicas superior (a) e inferior (b) de bifenilo codificada por el locus bph de
Burkholderia xenovorans LB400. Metabolitos: 1 bifenilo; 2 bifenilo-2,3 —dihidrodiol; 3 2, 3-
dihidrobifenilo: 4 acido 2-hidroxi-6-oxo-fenilhexa-2 4-dienoico; 5 acido 2-hidroxipenta-2 4-dienoico; 5b
benzoato: 6 acido 4-hidroxi-2-oxovalérico; 7a acetaldehido; 7b acido pirtvico; 8 acetil Co-A. Enzimas:
A bifenilo-2,3-dioxigenasa; B bifenilo-2,3-deshidrogenasa; C 2.3-dihidroxibifenil-1,2-dioxigenasa; D 2-
hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2 4-dienoato hidrolasa. H 2-hidroxipenta-2,4-dienoato hidratasa; | 4-hidroxi-2-
ovovalerato aldolasa; J acetaldehido dehidrogenasa.

Muchos estudios asociados al catabolismo de PCBs en bacterias han proporcionado
las bases para los procesos de biorremediacion mediados por bacterias degradadoras. Sin
embargo, se conoce muy poco acerca de la respuesta adaptativa de estas bacterias durante
su crecimiento en dichos compuestos. Se debe destacar que si bien los PCBs son
degradados por bacterias, estos compuestos toxicos ejercen efectos nocivos sobre la
membrana citoplasmatica (bioacumulacion), interrumpiendo su funcion y afectando
directamente la viabilidad celular (Delaware et al., 2003; Camara et al.,, 2004; Agullé et al.,
2007).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el potencial biocatalitico esta presente en

los microorganismos, pero las condiciones de degradacion no son las optimas debido al



estrés quimico provocado por estos compuestos. Por ejemplo, en Pseudomonas sp. DJ-12,
varias chaperonas moleculares como DnaK y GroEL fueron inducidas en presencia de
bifenilo y 4-clorobifenilo (Park et al., 2001), indicando que estos compuestos se utilizan como
fuente de carbono y agentes de estrés quimico. Se observo la induccion de las chaperonas
DnaK 'y GroEL en B. xenovorans LB400 durante la exposicion a diferentes (cloro)bifenilos, lo
que indicaria una condicion de estres (Agullé et al, 2007). Los PCBs provocaron
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en Pseudomonas sp. B4,

produciendo un estado de estrés oxidativo (Chavez et al., 2004).

4. Estrés oxidativo

Los compuestos organoclorados incluyendo los PCBs son conocidos por provocar
estres oxidativo en diversos sistemas bioldgicos (Voie y Fonnum, 2000; Min et al., 2003; Ruiz
Leal y George, 2004).

Las especies oxidantes o radicales libres son atomos que tienen un electrén
desapareado, por lo tanto son muy reactivos y tienden a capturar electrones de moléculas
estables, con el objetivo de alcanzar su estabilidad electroquimica. La vida media de estos
radicales es de microsegundo, pero son altamente reactivos, provocando un gran dafo a
moléculas y a membranas celulares. Si bien durante procesos metabdlicos normales se
producen grandes cantidades de radicales libres, estas especies oxidantes también se
pueden producir por la exposicion de las células a diferentes agentes fisicos y quimicos,
causando lesiones oxidativas, provocando dafio a nivel de membrana y rompiendo o

modificando acidos nucleicos y proteinas (Demple, 1991).

4.1 Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Actualmente, el término que se aplica a moléculas radicales es "especies reactivas
del oxigeno” (ROS, del inglés Reactive oxygen species). Cuando el aumento de las ROS
sobrepasa los mecanismos de defensa antioxidante de la célula, se produce el estrés
oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 1986, Storz y Zheng, 2000). Las ROS estan representadas
tanto por un conjunto de radicales libres, como de moléculas derivadas del oxigeno

altamente reactivas (Farr et al., 1991; Gil del Valle et al., 1999). Uno de los radicales libres es

el anion superédxido (O;7). El O, suele generar las demas ROS, como el radical hidroxilo

(OH) y el peroxido de hidrogeno (H,0,), siendo éste Ultimo una especie reactiva pero no un



verdadero radical. EI O,” es un radical cargado negativamente, producto de la reduccién
monovalente (transferencia de un electrén) al oxigeno molecular (Farr et al., 1991). El 02" no
causa un dafio oxidativo significativo pero al reaccionar consigo mismo (dismutacion), genera
peroxido de hidrégeno (H,O,) y oxigeno molecular, proceso catalizado por la superdxido
dismutasa (SOD) (Reaccion 1).

SOD Reaccion 1

20, + 2H* —H,0, + 0,

Por otra parte, el peréxido de hidréogeno es importante para el mantenimiento de la
homeostasis celular debido a su facilidad para atravesar membranas celulares y su
requerimiento para el funcionamiento de muchas enzimas, pero su concentracion debe ser
regulada para impedir la generaciéon de otras especies reactivas de oxigeno. De esto se
encargan dos enzimas: catalasa (Reaccion 2.1) y glutation peroxidasa (Reaccién 2.2), que

catalizan la transformacion del peroxido de hidrégeno a agua.

catalasa
Reaccion 2.1

2 H,0, 2H,0+0,

glutation peroxidasa

H,0,+ 2GSH —————— 2H,0 + GSSG

Reaccion 2.2

El radical superoxido y el peréxido de hidrégeno participan en la produccién de otra

especie de oxigeno reactivo mediante la conocida reaccion de Haber-Weiss, el radical
hidroxilo (OH’) (Stadtman y Berlett, 1991). En este proceso el anién superoxido actua como

un agente reductor donando un electrén a iones metalicos como el i6n férrico Fe™ y el Cu®

(Reaccion 3.1). El ion ferroso (Fe*') formado cataliza la ruptura hemolitica del peréxido de
hidrégeno, generando un radical hidroxilo (OH') y un i6n hidroxido (OH") (Reaccién 3.2).

Adicionalmente, el OH" se genera mediante la reaccion de Fenton, la cual también requiere

de la presencia de metales como catalizadores. El radical OH’ es considerado como el mas

reactivo en los sistemas biolégicos.



Fe’+0 2" Fe * + 0, Reaccion 3.1

Fe?" + H,0, ,Fe;" + OH' + OH"  Reaccién 3.2

Finalmente, el oxigeno singlete ('0,), puede generarse cuando uno de los dos
electrones libres captan energia. De esta forma, pasan su energia de excitacién a uno de los
electrones desapareados del O; los que cambian su sentido de giro, apareandose con el otro
electron. El 'O, es un potente oxidante capaz de reaccionar con diferentes moléculas
(Hansberg, 2002).

4.2 ROS no radicales

En este grupo se incluye al peréxido de hidrogeno (H.0;), el cual se forma in vivo por
transformacion espontanea del O, , o bien, por accién enzimatica (superdxido dismutasa,
glucosa oxidasa, diaminoacido oxidasa y otras oxidasas). A bajas concentraciones el H,0,
es poco reactivo, sin embargo a altas concentraciones interactua con los sistemas
generadores de energia y los inactivan. El efecto mas nocivo del H,O, es la formacién de
OH- catalizado por metales de transicion. El H,O; se elimina por la accion de la catalasa y de
la peroxidasa (Gil del Valle, 1999).

4.3 Sistema de defensa antioxidante

La respuesta celular frente al estrés oxidativo incluye la activacion de un sistema de
defensa denominado antioxidante. Los antioxidantes son capaces de capturar los radicales
libres, reducir las reacciones en cadena y estabilizar los electrones libres. Los agentes
antioxidantes interactian como una red cooperativa para disminuir el dafio oxidativo. Este
sistema de defensa estd dado por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos a través de los
cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la generacion de radicales libres. El rol de los
antioxidantes en la célula es impedir la generacion de radicales de oxigeno o interceptar
cualquier radical que ha sido generado. Dentro de estos ultimos, se destacan dos amplios

grupos: antioxidantes no enzimaticos y antioxidantes enzimaticos.



4.3.1 Antioxidantes no enzimaticos

Los microorganismos necesitan mantener un nivel intracelular reducido de ROS. Para
esto poseen varios antioxidantes no enzimaticos tales como glutation (GSH). B-caroteno,
acido ascorbico y a-tocoferol (Sies, 1997). Se ha observado que en presencia de
antioxidantes en el medio, diversas bacterias son mas resistentes frente a los intermediarios
reactivos de oxigeno. Por ejemplo, la bacteria Gram negativa Haemophilus influenzae
(Vergauwen et al., 2003) es incapaz de producir GSH. Sin embargo, por importacion de GSH
del ambiente adquiere el metabolismo funcional de GSH, ayudando a la bacteria a
defenderse del estrés oxidativo. En Lactococcus lactis la adicion de GSH al medio permitid

que la bacteria presente tolerancia a la exposicion a H,O, (Li et al., 2003).

4.3.2 Antioxidantes enzimaticos

El sistema de proteccion frente a ROS en bacterias mas estudiado ha sido la
eliminacion de los radicales por enzimas antioxidantes (Bai et al., 2003). Se han descrito
cuatro clases principales de enzimas antioxidantes en celulas microbianas: superdxido
dismutasa (Sod), catalasa (Kat), glutation peroxidasa (Gpx) y alquilo hidroperoxido reductasa
(AhpC).

La superoxido dismutasa es una metaloproteina que juega un rol importante en la
proteccion frente al estrés oxidativo, catalizando la reaccion de O, a H,0O, (Fridovich, 1997).
Este tipo de enzimas se clasifica por el tipo de metal que utilizan como cofactor en: hierro

Sod (Fe-Sod), manganeso Sod (Mn-Sod) y cobre-zinc Sod (CuZn-Sod). La accion mas
importante de estas enzimas es la proteccion indirecta del radical OH" . Ademas protege del

dafio directo causado por el O, (Keyer e Imlay, 1996).

La catalasa es una enzima ubicua que protege a los organismos aerobios de los
efectos toxicos del H,O,, catalizando la conversion de H,O, a O, molecular y H,O (Halliwell y
Gutteridge, 1986). Las catalasas se clasifican en tres grupos: la catalasa monofuncional
(KatE), la catalasa bifuncional con actividades catalasa/peroxidasa (KatG) (Jung y Kim, 2003)
la catalasa que esta asociada al manganeso (Peacock, 2008).

La glutation peroxidasa ha sido ampliamente estudiada en eucariotas y funciona
como la defensa mas importante frente a H.O. y peroxidos organicos. Sin embargo, existen
pocos estudios en organismos procariotas. En Streptococcus pyogenes la glutation
peroxidasa tendria actividad frente a un amplio rango de sustratos incluyendo H:O», perdxido

organico y peroxinitritos (Brenot et al., 2004).



La alquilo hidroperéxido reductasa es un sistema de dos componentes,
caracterizado como un sistema protector que funciona para reducir hidroperéxidos organicos
(Jacobson et al., 1989) y peroxido de hidrogeno (Niimura et al., 1995). La subunidad grande
(AhpF) transfiere electrones desde NADH a la subunidad pequefia (AhpC). La subunidad
AhpC en su sitio activo puede acomodar virtualmente, cualquier radical hidroperdxido y
peroxido de hidrogeno. Se ha descrito que esta enzima seria mas eficiente en la eliminacion
de H,O, que la catalasa (Costa e Imlay, 2001). En estudios de sobreexpresion de esta
enzima en bacterias se ha demostrado su rol protector frente a los intermediarios de
nitrogeno reactivo (Loprasert et al., 2003). AhpC puede actuar como una chaperona
molecular en Helicobacter pylori. Cuando se produce un ataque intracelular por ROS en esta
bacteria en un tiempo corto, AhpC reacciona inmediatamente para contrarrestar los radicales
de oxigeno y peroxidos generados. Sin embargo, durante un periodo de estrés oxidativo
prolongado o demasiado severo, produciendo una cantidad importante de proteinas
dafiadas, la AhpC podria actuar como chaperona molecular para prevenir el mal plegamiento
de las proteinas (Chuang et al, 2006). La induccién del gen ahpC es frecuentemente
gatillado por estrés ambiental. Esta induccion es dependiente del factor de transcripcion
OxyR (Mongkolsuk et al., 2000; Ochsner et al., 2000; Stortz et al., 1989; 1990).

4.4 Regulacion de las defensas antioxidantes

En los ultimos afos, la regulacion redox (oxidacion-reduccion) se ha reconocido como
un importante mecanismo de control de actividades celulares, donde los sensores redox son
factores de transcripcion que regulan y detectan los niveles de agentes oxidantes, tales
como peroxido de hidrégeno, superdxido, oxido nitrico y otros (Zheng et al., 1998; Ding y
Demple, 2000).

Numerosas investigaciones realizadas en E.coli y en Salmonella serovar enterica
Typhimurium sefialan que la respuesta al dafo oxidativo esta regulada por OxyR. Esta
proteina es un factor de transcripcion que regula la expresion de los genes que integran el
reguldén oxyR, en respuesta a elevados niveles de agentes oxidantes como peroxido de
hidrogeno (Zheng et al., 2000). Este regulén incluye aproximadamente ocho a diez genes
(Tabla 1) (Zheng et al., 1999, Zheng 2000; Pomposiello, et al, 2001). En E. coli la proteina
OxyR se presenta en dos conformaciones: oxidada y reducida. La oxidacion de OxyR por

H,O,, forma enlaces disulfuro en OxyR, lo que produce su activacion como factor



transcripcional. Sélo la forma oxidada de OxyR es capaz de unirse a los promotores de los
genes del reguldn oxyR activando asi su trascripcion (Zheng, et al., 2000).

Por otro lado, el exceso de O, y déxido nitrico son sensados por SoxRS generando
compuestos que tienen roles en la defensa frente al estrés oxidativo (Tabla 1). El regulon
SoxRS modula la expresion de mas de 16 genes de respuesta a este tipo de estrés
(Pomposiello et al., 2001; Spek et al., 2001). Ademas, confiere resistencia a los antibiéticos,

a solventes organicos y a metales pesados (Zheng y Stortz, 2000).

Tabla 1. Genes y actividades involucrados en el estrés oxidativo en Escherichia coli (Adaptado de
Storz y Zheng, 2000).

Gen Actividad 1‘
Reguldn oxyR = 1!
kaiG Hidroperoxido | ]
ahpC Alquilo hidroperoxido reductasa

gord T Glutauon reductasa

amA Glutaredoxina |

trxC Tioredoxina

Sfur Represor de cu'{'wlfu-c_lﬁo__nd:'—;gn_ﬁncn—

dpsA Proteina de union al DNA nespecifica o
oxyS RNA regulatorio

Regulon soxRS

sodA Superoxido dismutasa unida a Mn .
nfo - Endonucleasa IV T

owf Glucosa 6 tosfato deshidrogenasa R
SumC Fumarasa C o ]
acnA Aconitasa A

10lC Proteina de membrana externa

Sfur Represor del consumo ferrico

Actividades de otras defensas e e 7 —

katl | iidroperoxdasa ll I
xthA o T Exonucleasa Il —— T
pold - DNA polimerasa |

recA RecA

hslO Chaperona molecular

sodB Superoxido dismutasa

sodC Superoxido dismutasa cobre-zine




5. Estudios protedmicos microbianos

Los avances en los métodos bioinformaticos, junto con las tecnologias genémicas y
proteomicas han revelado que es posible abordar el estudio del complejo funcionamiento de
los genes de un organismo. Sin embargo, aln se desconoce la funcion biologica de muchas
de las proteinas codificadas por estos genes. La protedmica, surge como un complemento
de la genémica constituyendo una poderosa herramienta en el analisis funcional de genes
con funcion desconocida. El término proteomica se ha asociado tradicionalmente con la
separacion de un gran numero de proteinas de una célula u organismo mediante la
tecnologia de 2D-PAGE, descrito en principio por O'Farrell (1975). La proteémica de
expresion se ha definido como el estudio cuantitativo y cualitativo de la sintesis de proteinas
entre muestras que difieren en alguna variable (Graves y Haystead, 2002). Este método ha
sido fundamental para el estudio de la sintesis de proteinas en diversos microorganismos
expuestos a diferentes estimulos o situaciones de estrés (Neidhardt y VanBogelen, 2000;
Krayl et al., 2003; Lee et al., 2003; Mostertz et al.. 2004: Martinez et al.. 2007).

Los microorganismos frente a cambios favorables son capaces de acelerar el
crecimiento como resultado de la represion de proteinas redundantes y el aumento de la
sintesis de componentes esenciales para la célula. En cambio, en condiciones adversas
(presencia de algun compuesto téxico, estrés oxidativo, estrés térmico) desvian recursos
para mantener su crecimiento y sintetizar proteinas que contrarrestan o remuevan la
condicion estresante, reparando cualquier dafio producido (Neidhard y vanBogelen. 2000).
Por lo tanto, los cambios en el patron de sintesis de proteinas dependen de la respuesta
fisiologica de las bacterias frente a estimulos del medio ambiente. Es importante considerar
que el proteoma de una bacteria o de una célula es dinamico y es el reflejo de |a respuesta
celular al medio ambiente en el que es estudiado. Como respuesta a estimulos internos o
externos, las proteinas pueden ser modificadas post-traduccionalmente, translocadas,
sintetizadas o degradadas (Graves y Haystead, 2002).

El analisis proteémico de los microorganismos puede proporcionar una vision global
de los mecanismos involucrados en la respuesta adaptativa a compuestos quimicos. La
identificacion de proteinas involucradas puede ayudar a elucidar mecanismos de defensa,
destoxificacién y adaptacion (Krayl et al., 2003).

Si bien, la mayoria de los compuestos PCBs son degradados por B. xenovorans
LB400, estos compuestos son téxicos para la bacteria, afectando su viabilidad celular

(Agullo, 2006; Agullo et al., 2007). La construccién de bacterias recombinantes, para



aumentar la tolerancia al estrés, facilitaria el buen funcionamiento de los organismos

degradadores bajo condiciones adversas (Timmis et al. 1994). En esta Tesis se propone la

generacion de bacterias recombinantes tolerantes al estrés oxidativo, que ayudaria a

mejorar la sobrevivencia de B. xenovorans LB400 capaz de biodegradar compuestos toxicos

y recalcitrantes como los PCBs. En este proyecto de Tesis se planteo la siguiente hipotesis:

Il. HIPOTESIS

‘Burkholderia xenovorans LB400 posee una excepcional versatilidad catabodlica de
compuestos aromaticos. EI metabolismo aerobio del compuesto aromatico bifenilo en
la cepa LB400 genera una situacion de estrés oxidativo, por lo que la sobreexpresion
de genes que codifican proteinas de defensa a este estrés, permitirda aumentar la

tolerancia a esta condicion.

Ill. OBJETIVOS

Objetivos generales

Reconstruir el metabolismo de compuestos aromaticos en B. xenovorans LB400

mediante analisis in silico de su genoma.

Estudiar la respuesta de B. xenovorans LB400 frente al compuesto aromatico bifenilo
y sobreexpresar genes de defensa al estrés oxidativo, para aumentar la tolerancia a

este tipo de estrés.

Objetivos especificos

Identificar rutas periféricas y centrales de degradacion de compuestos aromaticos
codificadas en el genoma de B. xenovorans LB400.

Caracterizar la respuesta de B. xenovorans LB400 frente al compuesto aromatico
modelo bifenilo, mediante estudios fisiologicos y protedmicos.

Generar cepas bacterianas recombinantes que sobreexpresan genes que codifican
proteinas de defensa al estrés oxidativo.

Caracterizar las cepas bacterianas recombinantes mediante estudios fisiologicos,
enzimaticos y de degradacion y protedomicos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos

Los compuestos aromaticos benzoato, 3-hidroxibenzoato. 4-hidroxibenzoato,
fenilalanina, tirosina, triptofano, protocatecuato, catecol, resorcinol. gentisato, L-mandelato,
citrato, succinato, cis-cis muconato, muconato, ftalato. galato, hidroxiquinol, 2-
hidroxibenzoato (salicilato), 3-hidroxibenzoato, 2,3-dihidroxibenzoato. 2-aminobenzoato
(antranilato), 2-hidroxifenilacetato, fenol, benceno, m-cresol, ferulato, vanilato, 3-CBA, 3.5-
CBA, 3,4-CBA, 2-CBA, 4-CBA, fluoreno, estireno. anilina y bifenilo se adquirieron de Merck
(Darmstadt, Alemania) y Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA).

El B-mercaptoetanol se obtuvo de J.T. Baker (Phillipsburg, USA); azul de bromofenol,
acrilamida 99 %, TEMED 99 %, IGEPAL CA-630, Ribonucleasa A, DNAsa | y azul de
Coomassie (Brilliant Blue R) se adquirieron de Sigma (Steinhem, Alemania); SDS,
bisacrilamida, persulfato de amonio, urea, acrilamida ultra pura 99.9 %, IPTG, anfolitos Bio-
Lyte de pH 5-7 y anfolitos Bio-Lyte de pH 3-10 se obtuvieron de Bio Rad (Hercules, USA).

Las enzimas de restriccion y los marcadores de peso molecular (1 kb DNA ladder,
100 bp DNA ladder, Lambda DNA/Eco911 y @X174DNA/BsuRl) fueron suministradas por
Fermentas (Madison, USA). Las enzimas T4 ADN ligasa y T4 ADN polimerasa se adquirieron
en Invitrogen (Carlsbad, USA). La enzima AmpliTaqg® DNA polimerasa se obtuvo de Applied
Biosystems y la DNA polimerasa Pfu se adquirid en Biotools, B & M Labs S.A. (Madrid,
Espana).

2. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas utilizadas en esta Tesis se detallan en la Tabla 2.



Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en esta Tesis

Cepa Genotipo/fenotipo relevante Referencia
Burkholderia xenovorans LB400 ___(_;pa_ silvestre F-i-u[;p: 1986
E. coli DHI10B F*.omerd Almrr hsd RMS-merBC) Invitrogen

O80d/acAMIS AlacX74 deoR recAl
araD139 Aara-lew)7697 galU gal K h

rpsL endAl nupG

E. coli DH5a (080/ucZAMIS) end4 1l recAl hsdR17  Sambrook y
(ri” mg) supE44 AlacU169 Russell, 2001

E. coli S17-1Apir Tp' Sm' recA thi hsdRM RP4::2- De Lorenzo v
Lesuzion Thi Apir lisopntes . Fimiis, 194

Los plasmidos utilizados en este trabajo se indican en la Tabla 3.

Tabla 3. Plasmidos utilizados en esta Tesis
R A T R s e e D e e 3 S B e L e e e T S e S S TP P W AT

Plasmido Descripcion Referencia

pK18nob Vector de clonacion suicida para la construccion de Schafer er al., 1994
mutantes por recombinacion homaloga. Km', oriColE |,
Mob', lacZo

pKahpC Vector pK18mob que contiene un fragmento interno del  Esta Tesis
gen ahpC3. Km'

pKsodB Vector pK18mob que contiene un fragmento interno del  Esta Tesis
gen sodB2. Km'

pKHsIU Vector pK18mob que contiene un fragmento interno del  Esta Tesis
gen hs/U 6Km'

pKoxyR Vector pK18mob que contiene un fragmento interno del  Esta Tesis
gen oxyR3. Km'

pKcyoB Vector pK18mob que contiene un fragmento interno del  Esta Tesis
gen cyoBl. Km'

plZ1016 Vector de clonacion de amplio espectro de huésped, Moreno-Ruiz ef al., 2003
Gm' oripBBRIMCS Mob', lacZa, Prac/lacl’

1ZsodB Vector plZ1016 que contiene el gen sodB. Gm'. Para Esta Tesis
P P | g
sobreexpresion y complementar cepa mutante.



plZahpCF Vector plZ1016 que contiene los genes ahpCF. Gm', Esta tesis
Para sobreexpresion y complementar cepa mutante.

plZoxyR Vector plZ1016 que contiene el gen oxvR. Gm'. Para Esta tesis
sobreexpresion y complementar cepa mutante.

plZhsIU Vector plZ1016 que contiene el gen As/U. Gm'. Para Esta tesis
sobreexpresion y complementar cepa mutante.

3. Medios y condiciones de cultivo

Para los cultivos de Escherichia coli y Burkholderia xenovorans LB400 se utilizaron
diferentes medios de cultivos cuya composicion se detalla a continuacion. Las soluciones y
los medios de cultivo se esterilizaron por calor humedo en un autoclave o mediante filtracion

(filtros Millipore de 0,2 p de diametro).

3.1 Medios de cultivo empleado para Escherichia coli

El medio enriquecido empleado fue Luria-Bertani (LB) (Sambrook y Russel, 2001).
Los cultivos de E. coli en medio sélido se realizaron en medio LB suplementado con agar al
1,5 % (p/v). Se agregd 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (X-Gal) (0,08 mM) a
la placa, cuando fue necesario.

El medio minimo empleado en este trabajo para E. coli fue el medio M63 (Miller,
1972), al que se agrego agar al 1,5 % (p/v) para los crecimientos en medio solido. Cuando se

requirié, se utilizaron los antibiodticos a las concentraciones que se indican mas adelante.

3.2 Medios de cultivo empleados para B. xenovorans LB400

El medio enriquecido empleado para B. xenovorans LB400 fue el medio LB
(Sambrook et al., 1989). Para los cultivos en medios sdlido, el medio LB se suplementd con
agar al 1,5 % (p/v).

El medio minimo empleado en este trabajo para cultivar la cepa de B.xenovorans
LB400 estd basado en el medio mineral M9 (Sambrook et al., 1989), cuya composicion se

detalla a continuacion:



Na, HPO, 50 mM
KH,PO, 22 mM
NaCl 85 mM
NH,CI 7,5 mM

Este medio basal (pH=7.0), fue suplementado con una solucién de elementos trazas,

cuya composicion se detalla a continuacion:

Solucién A (50 ml):
MgCl, 6H,0
CaCO,
MnSO,H,0
CoCl,6H,0
FeSO,7 H,O
ZnS0,'7 H,O
CuS0O,-5H,0
H,BO,
HCI (37% )

Solucion B:
MgSQ, 7H,O

Solucion C:
FeSQO, 7H,O

08375 g
01g

0,0424 g
0,0140 g
0,2250 g
0,0720 g
0,0125¢g
0,0030 g
2,565 ml

™

36 mM

Las soluciones A y B se autoclavaron y se guardaron a 4 °C. La solucién C se

esterilizo por filtracion y se mantuvo congelada a -24 °C.

Para 1 | de este medio mineral se utilizaron las siguientes soluciones: 100 ml de

medio minimo M9 (10x); 2,5 ml de solucién A: B: C (2:1:1). Este medio se suplemento con

glucosa (5 mM) o bifenilo (5 mM) como fuente de carbono y energia. Cuando se requirio, se

utilizaron los antibidticos a las concentraciones que se indican a continuacion.
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3.3 Antibiodticos

Los antibidticos se prepararon en soluciones 1000X en agua. Estas soluciones se
esterilizaron por filtracion y se almacenaron a -20 °C. Los antibidticos se utilizaron en las

concentraciones finales que se indican.

Kanamicina(Km) 50 pg/ml

Bacitracina 200 Ul/ml
Gentamicina(Gm) 10 pg/ml
Polimixina B 200 Ul/ml

3.4 Condiciones de cultivo

Las cepas de E. coli y B. xenovorans LB400 se cultivaron a 37 °C y a 30 °C,
respectivamente. En cultivos liquidos se emplet una agitacion orbital fuerte (250 rpm).

Para los cultivos con compuestos aromaticos como fuente de carbono, éstos fueron
agregados al medio mineral M8 a una concentracion de 0,5, 2, 5y 10 mM. Se emplearon los
siguientes compuestos aromaticos: benzoato, 3-hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato,
fenilalanina, tirosina, triptofano, protocatecuato, catecol, resorcinol, gentisato, L-mandelato,
citrato, succinato, cis-cis muconato, muconato, ftalato, galato, hidroxiquinol, 2-
hidroxibenzoato (salicilato), 3-hidroxibenzoato, 2 3-dihidroxibenzoato, 2-aminobenzoato
(antranilato), 2-hidroxifenilacetato, fenol, benceno, m-cresol, ferulato, vanilato, 3-CBA, 3,5-
CBA, 3,4-CBA, 2-CBA, 4-CBA, fluoreno, estireno y anilina. Estos analisis fueron realizados
en colaboracién con la bioquimico Loreine Agulldé. El crecimiento de los cultivos fue
determinado midiendo la turbidez a 525 nm empleando un espectrofotometro Perkin Elmer

lambda 11.

3.5 Conservacion de las cepas bacterianas

Durante cortos periodos de tiempo (una semana) la cepa LB400 se conservo a 4 °C
en placas de medio LB-agar. E. coli se conservd en el mismo medio por mas tiempo
(aproximadamente tres semanas). Para su conservacion a largo plazo, las bacterias se
congelaron en el medio de cultivo correspondiente, con glicerol al 15% (v/v) y se mantuvieron
a-25°C.

(]
-



4. Efecto de la exposicion a bifenilo sobre la viabilidad celular

La cepa LB400 se crecio en medio LB en un agitador orbital termoregulado a 30 °C
durante la noche hasta obtener un cultivo en fase estacionaria con alta biomasa. Un inéculo
de este cultivo fresco (1 %) se transfirio a 30 ml de medio mineral M9 con glucosa (5 mM)
como control y con bifenilo (2 mM). Como indicador de estrés oxidativo en todos los casos se
utilizé un control positivo de H,0, (0,2 y 0,6 mM.) Para monitorear el crecimiento de la
bacteria se midié turbidez del cultivo. Adicionalmente, se tomaron alicuotas para determinar
las Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Se tomo una alicuota de 100 pl de cultivo a los
60 y 120 min. Con esta alicuota se realizaron diluciones seriadas y se plaque6 100 pl en
placas Petri con medio LB-agar. Las bacterias se incubaron en una estufa a 30 °C por 3 d,

para determinar las UFC/ml.

5. Determinacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para los ensayos de medicion de especies reactivas de oxigeno (ROS), B.
xenovorans LB400 crecié en medio minimo M9 empleando glucosa (5 mM) o bifenilo (5 mM)
como unica fuente de carbono hasta su fase exponencial temprana (turbidezs,s de 0,2-0,3).
Luego, las bacterias fueron transferidas a tubos de 5 ml que contenian bifenilo 5 mM, H,O.
0,05 mM, CdCl, 200 pg/ml o metil viologeno 100 mg/ml. Las células se incubaron y se
mantuvieron con agitacion por 30 min a 30 °C. Posteriormente, las bacterias (1 ml) se
lavaron con tampon fosfato 10 mM pH 7.0 e incubadas con la sonda H.DCF-DA disuelta en
dimetil sulféxido (DMSO) a una concentracion final de 5 uM por 50 min en oscuridad. Se
determind la intensidad de fluorescencia, a intervalos de 2 min durante 32 min utilizando un
citofluorimetro Applied Biosystems Citofluor 4000 Florescence Multi-well Plate Reader

(excitacion 490 nm; emision 519 nm).

6. Ensayo de reduccion de nitroazul de tetrazolium (NBT)

Para determinar el superoéxido intracelular se utilizé el ensayo de reduccion de la sal
nitroazul de tetrazolium. Para ello, se emplearon células crecidas en medio M9 con glucosa
(5 mM) como fuente de carbono. Las células se cultivaron a 30 °C, hasta alcanzar la turbidez
de 1,8. Las bacterias se concentraron (10x) y se suspendieron en 200 ul de tampdn fosfato.

Se incubaron con bifenilo (1 mM), paraquat (metil viologeno 0,75 mM) y tampén fosfato como



control. Se le adiciono 0,5 ml de NBT (1 mg/ml) y se incubé por 60 min a 37 °C. La reaccion
se detuvo con 0,1 ml de HCI (0,1 M) y los tubos se centrifugaron a 1.500 x g por 10 min para
separar las células del sobrenadante. Las células se trataron con 0,4 ml de dimetilsulfoxido
(DMSO), para extraer el NBT. Luego se adicion6 0,8 ml de tampén fosfato. El azul de
formazan producido se determiné midiendo en el espectrofotdmetro la absorbancia a 575 nm
(Albesa et al., 2004).

7. Busqueda in silico de genes de estrés oxidativo y de vias catabolicas para

compuestos aromaticos en el genoma de B. xenovorans LB400

La busqueda de las secuencias aminoacidicas de proteinas de respuesta a estrés
oxidativo y enzimas claves de cada via catabdlica de compuestos aromaticos se realizo a
traves del servidor National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query fcgi) o del Expasy (http://us.expasy.org/sprot/). El

alineamiento de estas secuencias con el genoma completo de B. xenovorans LB400

(http://genome.ornl.gov/microbial/bfun/) se realizo empleando los algoritmos BLASTN vy

TBLASTN. Para la busqueda de los posibles marcos de lectura abierta (ORF) con un minimo
de 50 codones se utilizé el software Vector NTI suite 9.0. Las secuencias de aminoacidos de
los ORFs se compararon con las bases de datos existentes en el NCBI utilizando el algoritmo

BLASTP (http://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST/). Se anotaron en el genoma los genes de las

proteinas que entregaron una alta identidad con proteinas de organismos que presentan un
respaldo bioquimico y se descartaron todas las proteinas hipotéticas, probables y COGs.
Para algunos casos donde se dispuso de los sustratos, se realizo un ensayo de crecimiento

con estos compuestos como unica fuente de carbono.

8. Analisis del perfil de proteinas mediante electroforesis monodimensional en geles
de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS)

8.1 Soluciones para geles mono y bi-dimensionales

(A) Solucion Stock de IGEPAL CA-630 al 10% p/v

(B) Buffer de lisis: Urea 9,5 M, IGEPAL CA-630 al 2% v/v, anfolitos al 2% (1,6% de
anfolitos pH 5-7, 0,4% de anfolitos pH 3-10) y B-mercaptoetanol al 5%.

(C)  Buffer de sonicacion: Tris-HCI 0,01M (pH 7.4), MgCI2 5 mM y RNasa

pancreatica 50 pg/ml



(D) Solucién madre de DNAsa I: 1 mg/ml de DNAsa | en Tris-HCI 0,01 M (pH 7.4)
y MgCI2 1 mM

(E) Solucion de persulfato de amonio (APS) 10%: APS 0,1 g/ml

(F) Solucion de sobrecapa: Urea 9 M y anfolitos al 1% (80 ul anfolitos pH 5-7 y 20
I anfolitos pH 3-10)

(G) Buffer de muestra SDS: Tris-HCI 0,0625 M (pH 6,8), SDS 2%, glicerol 10%, B-
mercaptoetanol 5%

(H) Buffer de muestra: Tris-HCI 0,0625 M (pH 6,8), SDS 2%, glicerol 10%, B-
mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,001%

(1) Solucion del catodo: H3PO4 0,01 M

(J) Solucion del anodo: NaOH 0,02 M

(K) Solucion de Acrilamida 30% (NEPHGE): Acrilamida ultra pura 28,38% p/v y
Bisacrilamida 1,62%

(L) Solucion de acrilamida 30% para geles con SDS: Acrilamida 29,18% vy
Bisacrilamida 0,82%

(M) Buffer para gel de corrida: Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) y SDS 0,4%

(N) Buffer para el gel concentrador: Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) y SDS 0,4%)

(O)  Buffer de corrida: Tris-glicina 0,025 My SDS 0,4%

(P) Solucion de tefiido: Metanol 50% v/v, acido acético 7% viv y Azul de
Coomassie 0,2% p/v

(Q) Solucion de destefiido: Metanol 20% v/v y acido acético 7% viv

8.2 Preparacion de la muestra

Los cultivos de las cepas recombinantes de B. xenovorans (LB400plZoxyR
LB400plZsodB y LB400plZahpC) se cultivaron en medio mineral M9 con glucosa (5 mM) y
bifenilo (5 mM) a 30 °C. Para la induccion de los genes de respuesta a estrés oxidativo se
adiciono IPTG (0,4 mM) al cultivo crecido con una turbidezs.; de 0,2. Se incubaron durante 5
h y luego las células fueron colectadas por centrifugacién (10.000 g por 10 min), lavadas con
tampdn fosfato de sodio 50 mM pH 7,4. Se determind el peso humedo de las células y se
adiciond 100 ul de tampon de muestra por cada 5 mg de bacteria humeda. Las células se
hirvieron a bafio maria por 5 min para romperlas y se congelaron a -20 °C hasta el momento

de ser utilizadas.



8.3 Electroforesis monodimensional

La electroforesis monodimensional se realizo de acuerdo a la técnica de Laemmli con
modificaciones (Seeger y Jerez, 1992). El gel concentrador se preparo al 4 % de acrilamida.
El gel de corrida a 12,5% de acrilamida. La Tabla 4. muestra |a preparacion para un gel de

poliacrilamida-SDS (volumen en ml).

Tabla 4. Preparacion de gel de poliacrilmida-SDS para electroforesis monodimensional

Gel Concentrador (4%) Gel Corrida (12,5%)

Agua 4,89 ml 5,403 ml
Glicerol 50% 1.8 mi
Tampon para el gel concentrador 1.60ml 00 e
Tampon para el gel de corrida 5ml
Acrilamida/bisacrilamida 30 % 0,75 ml 9,807 ml
Persulfato de Amonio (PSA) 10 % 0,024 ml 0,074 ml
N.N,N',N'-tetrametil-etilendiamina 0,0075 ml 0,006 ml
(TEMED)

La electroforesis se realizo aplicando un voltaje de 400 V por 6,5 h. Los geles se
equilibraron durante 1 h en tampon de muestra-SDS. Las proteinas se visualizaron por

tincion de los geles con Coomassie brilliant blue R-250 y se secaron con calor.

9. Anadlisis del proteoma mediante electroforesis bidimensional en geles de

poliacrilamida

9.1 Preparacion de la muestra

Las cepas de B. xenovorans LB400 se cultivaron en medio mineral M9 con glucosa (5
mM) y con bifenilo (5 mM) como unica fuente de carbono y energia a 30 °C. Cuando fue
requerido, al cultivo crecido hasta una turbidez s de 02 se agrego IPTG a una
concentracion de 0,4 mM y se incubd durante 5 h. Los cultivos en fase exponencial tardia
(turbidez 525 0,6-0,8) se recolectaron por centrifugacion (10.000 g por 10 min a 4 °C) y se
lavaron 3 veces con tampon fosfato, NaH,PO, (50 mM pH 7.4). Se determiné el peso

humedo de bacterias. 1 mg de bacteria se resuspendié en 100 ul de tampon de sonicacion.



Para romper las células, se sometieron a ultrasonido (Misonix modelo XL200) 5 veces por 30
seg a una potencia de 6 WW. Luego se adicioné DNAsal a una concentracién final de 80 pug/ml
manteniendo las muestras en hielo por 10 min. Las muestras fueron secadas al vacio
(concentrador 5301, Eppendorf) durante 1 h y 30 min a 60 °C. 0,1 mg de proteinas fueron
resuspendidos en 30 pl tampén de lisis, que luego fueron cargados en la primera dimension.
Para determinar la concentracion total de proteinas se utilizé 10 pl de cada muestra y se

midié en el equipo Qubit ™ fluorometer. Se utilizo aproximadamente 0,23 mg de proteina.

9.2 Primera dimension

La electroforesis bidimensional con geles en condiciones de no-equilibrio de pH
(NEPHGE) se realizdé como describe O'Farrell et al. con modificaciones (O'Farrell et al. 1977;
Agullé et al., 2007). Para la primera dimensiéon se utilizé un gradiente de pH 3-10. La mezcla
para 6 geles de primera dimension contiene 2,06 g de urea, 850 ul de H,O, 750 ul de la
solucion de IGEPAL CA-630 al 10 %, 500 pl de acrilamida 30 % y 125 ul de anfolitos con un
rango de pH entre 3 y 10, 10 ul de persulfato de amonio 10 % y 7,5 ul de TEMED. Se
llenaron los tubos (125 mm por 2,5 mm de diametro) hasta una altura de 11 cm. Se cargaron
30 ul de la muestra (0,2 mg de proteinas) en cada tubo, se cubrié la muestra con 10 ul de
solucion de sobrecapa y el resto del tubo se llené con H,PO, 0,01 M. La parte inferiar de la
camara de electroforesis se llend con solucion de NaOH 0,02 M (anodo), la parte superior
con solucion de H;PO, 0,01M (catodo). La electroforesis se realizé aplicando un voltaje de
400 V por 6,5 h.

9.3 Segunda dimension

Para la segunda dimension se utilizd geles de poliacrilamida con SDS segun el

protocolo descrito por O'Farrell con modificaciones (Seeger et al., 1996; Agullo et al., 2007).

A. Gel concentrador al 4,5 %: 3 ml agua, 1,25 ml de solucién tampén para gel concentrador,
0,75 ml de solucion de acrilamida al 30 % p/v, 0,015 ml persulfato de amonio al 10 % p/v y
0,01 ml TEMED 99 %.



B. Gel separador al 11 %: 7 ml agua, 0,4 ml glicerol 50 % v/v, 5 ml de la solucién tampon
para gel separador, 7,65 ml de solucion de acrilamida al 30 % p/v, 0,074 ml persulfato de
amonio al 10 % p/v y 0,006 ml de TEMED.

El gel de la primera dimension (NEPHGE) se cargd sobre el gel de la segunda
dimension. La segunda dimension se corrié a 50 V hasta que el frente indicador con azul de
bromofenol sale del gel. Las proteinas son visualizadas por tincién de los geles con
Coomassie Brilliant blue R-250. Los geles se secaron utilizando el Gel Dryer, Model 583 Bio-
Rad.

9.4 Determinacion de los niveles relativos de proteinas

Para determinar el volumen (Intensidad x mm?®) de cada proteina se utilizo el
software Quantity One (BioRad). Los resultados de cada proteina se normalizaron utilizando
una proteina que se mantuvo invariable en todas las condiciones (crecimiento en bifenilo,
crecimiento en glucosa y con todas las cepas recombinantes). Los resultados de la
cuantificacion de proteinas son representativos de al menos tres experimentos

independientes.
9.5 Secuenciacion e identificacion de proteinas

Para determinar la secuencia aminoacidica del extremo N-terminal de las proteinas
se utilizo la degradacion de Edman con un secuenciador Applied Biosystem model 494A
Procise HT. Las proteinas separadas mediante electroforesis 2-D fueron transferidas a
membranas de polivinilideno difluoruro (PVDF) por un sistema de electrotransferencia (Trans
blot cell, BioRad). Para el analisis de espectrometria de masa, las proteinas se separaron de
los geles y se prepararon segun lo descrito (Heim et al. 2002, Agull et al., 2006, Martinez et
al., 2007). La digestion de las proteinas fue realizada con tripsina (2 ug mL"). El extracto de
péptidos se eluyd directamente de las microcolumnas ZipTip con acido a-ciano-4-
hidroxicinamico y se analizo con una técnica de ionizacion suave utilizada en espectrometria
de masas denominada MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization- Time-Of-
Flight, desorcion/ionizacion laser asistida por matriz). Estos analisis fueron realizados en

Centre for Infection Research HHZI, Braunschweig, Alemania.
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Las secuencias peptidicas obtenidas por microsecuenciacion de Edman se utilizaron
para buscar las secuencias completas de proteinas en el genoma de B. xenovorans LB400

en la péagina http://genome.ornl.gov/microbial/bfun/. Los datos peptidicos obtenidos por

espectrometria de masa MALDI-TOF se utilizaron para buscar en la base de datos de
proteinas del NCBI con la herramienta de busqueda Matrix science MASCOT

(http://www.matrixscience.com). Al igual gue la microsecuenciacion las secuencias obtenidas

se utilizaron para realizar la busqueda en el genoma de la cepa LB400. Las secuencias
peptidicas completas obtenidas de cada proteina fueron ingresadas en el programa de
comparacion con bases de datos FASTA desarrollado por el European Bioinformatic Institute

(http://www.ebi.ac.uk) para obtener la identificacién final y los datos de similaridad. Para

estimar el punto isoeléctrico y la masa molecular de las proteinas se utilizé la herramienta

pI/MW disponible en Expasy (http.//www.expasy.org/tools/pi tool.html). Las proteinas fueron

numeradas arbitrariamente y encerradas en un recuadro. Las proteinas Bph fueron

designadas con letras mayusculas.

10. Ensayos enzimaticos

10.1 Preparacion del extracto crudo

La preparacion del extracto crudo se realizé de acuerdo a lo descrito por Lefebre y
Valvano (2001). Se centrifugaron 30 ml de cultivo a 7.000 g por 10 min. Las células se
lavaron con tampén fosfato de sodio 0,05 M refrigerado (pH 7,0) y se resuspendieron en 3 ml
de tampon fosfato de sodio 0,005 M suplementado con 0.1 % de DTT. Las células se
mantuvieron en hielo y se lisaron utilizando un sonicador empleando cinco pulsos de 30 seg.
El lisado se centrifugé a 12.000 x g por 5 min. El sobrenadante se guardé a -20 °C en 50 %

(p/v) de glicerol.

10.2. Ensayo de actividad enzimatica catalasa (CAT)

Se determiné en base a la cinética de degradacion del peroxido de hidrogeno
(Hidalgo et al., 2006). La cinética se siguio A4, Para ello, se preparé un blanco con 3 ml de
tampon fosfato pH 7,0. Para la muestra problema se tomo 5 pl de muestra, 95 pl de H.0, 0,3

My 2,9 ml de tampdn fosfato. Se midié cada 15 seg por un periodo de 2 min.



11. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs).

La determinacion del TBARs se hizo de acuerdo al método espectrofotométrico
descrito por Gutteridge y Halliwell (1990). Este método esta basado en la reaccién del acido
tiobarbiturico (TBA) con el grupo aldehido del compuesto malonaldidehido, formando un
aducto (TBA-MDA) croméforo rosado con un maximo de absorcion a 535 nm. Para ello, se
mezcld 1 ml de acido tricloroacético (30 % p/v) con 1 ml de muestra problema y se centrifugo
durante 5 min a 10.000 g. Se tomé 1,5 ml del sobrenadante y se agregoé a un tubo que
contenia 1 ml de solucién de acido tiobarbiturico (0,67 % p/v). Se calentd a bafio maria a
100 °C durante 20 min. Luego las muestras se mantuvieron en hielo. Una vez frio, alicuotas
de 1,5 ml se mezclaron con 1,5 de butanol y fueron centrifugadas a 4.000 g por 10 min. Se
recupero la fraccion organica y se registro los valores de Asss. Se determind el contenido de
TBARs en las cepas recombinantes (LB400plZoxyR, LB400plZsodB. LB400plZahpCF y
LB400plZ1016).

12. Técnicas de Biologia Molecular

Las técnicas de biologia molecular se realizaron esencialmente como ha sido descrito
por Sambrook y Rusell (2001).

12.1 Aislamiento de ADN

La purificacion de ADN plasmidial se realizé mediante el uso de High Pure ™ Plasmid
Purification Kit Roche (Barcelona, Espafia) y axyPrep™ Plasmid miniprep kit ™ Axygen
(California, USA).

12.2 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La muestra para electroforesis en gel de agarosa se preparé con 10 ul de suspension
de la muestra, una solucion tampén (TE), glicerol, y azul de bromofenol. La muestra se
coloco en el gel de agarosa (1-1.5 %) preparado con tampoén de electroforesis (TAE 1X). En
uno o mas pocillos se agrego estandares de DNA de tamarfo conocido (1 kb DNA ladder.
100 bp DNA ladder, Lambda DNA/Eco911y ¢X174DNA/BsuRl). Se aplico un voltaje



constante (80 V). EI DNA se visualizé por tincion con bromuro de etidio (100 ng/ml) y se

observo en un transiluminador UV.
12.3 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Para las digestiones de ADN se utilizaron las enzimas EcoRl, Hindlll. Pstl. Xbal y Clal

empleando los tampones, temperatura y tiempos recomendados por el fabricante.
12.4 Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de fragmentos de ADN se empled un termociclador Gene ATAQ
Controller (Pharmacia-LKB) y Mastercycler personal (Eppendorf). Las enzimas AmpliTag®
DNA polimerasa (Applied Biosystem) o la DNA polimerasa Pfu (Biotools) se utilizaron de
acuerdo con las instrucciones de los proveedores. Los productos amplificados se purificaron
utilizando Gene-Clean Turbo kit (Q-BlOgene) o el High Pure ™ PCR Product Purification Kit
(Roche). Los partidores fueron sintetizados con un sintetizador Oligo-1000M (Beckman
Instruments, Inc.) en el servicio de Quimica de Proteinas del Centro de Investigaciones
Biologicas (CIB) de Madrid (Esparia) y en Bios Chile (Santiago, Chile).

12.5 Partidores
En la Tabla 5 se indican los partidores utilizados en este trabajo para la amplificaciéon de

productos por PCR.
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Tabla 5. Partidores utilizados en este trabajo

Las secuencias subrayadas corresponden a la secuencia de las enzimas de restriccion utilizadas.

Oligonucledtido Secuencia 5*-3" Descripcion
SodB3 int CCCGAATTCGCGTTGCTCGTCGACACGAC Empleado para amplificar un fragmento interno
de sodB. FcoRI
SodB 5 int CCCAAGCTTCGCTCGAGTTTCACTACGGC Empleado para amplificar un fragmento interno
de sodB. Hindlll
SodB 3 ext GGCCTGCAGAGACCGCGTTCGCCTTTGL Empleado para amplificar un fragmento interno
de sodB. Pstl
SodB 5 ext GGCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAAACCATGGAACATACGCTCCCA Empleado para amplificar un fragmento interno
CCGC de sodB. Hindlll
AhpCF 3 int GGGAATTCCGGGGTCAGCGTTTCAGCG Empleado para amplificar un fragmento interno
de ahpC. EcoRl
AhpCF 5 int GGCAAGCTTCCTGAAGGGCAAGTGGTCGG Empleado para amplificar un fragmento interno
de ahpCF. Hindlll
AhpCF 3 ext CCGCTGCAGCCGTCCGCTTTTCCCACCAC Empleado para amplificar un fragmento interno
de ahpC. Pst!
AhpCF 5 ext GGCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAAACATGCCGATCATCAATAGTC  Empleado para amplificar el cperon ahpCF.
AAG Hindll!
AhpF 3 int CAGGTACTACTACGCTGAAGCATCGAG Empleado para amplificar la secuenciacion del
gen completo ahpCF.
OxyR 3 int CCGAATTCGCGCATCAGTTCCGGACAGA Empleado para amplificar un fragmento interno
de oxyR. FcoR/
OxyR 5 int CCAAGCTTGAAGTGAGCGTCACGCCGATCG Empleado para amplificar un fragmento interno
de oxyR. Hind 1il
OxyR 3 ext CCTCTAGAGCGCGGCCGTCAGTTGAC Empleado para amplificar el gen oxyR. Xbal
OxyR 5 ext CCAAGCTTTGCCCTAAGGAGGT AAAACATGACCCTCACCGAACTGAAA  Empleado para amplificar el gen oxyR. Hind 111
TACATC
HslU 3 int CCAAGCTTGGTGTTGATCGTGGTGCCTTC Empleado para amplificar un fragmento interno
de hsil. Hind 11
HslU 5 int CCTCTAGACGCGCCGTTCATCAAGATC Empleado para amplificar un fragmento interno
de hsil. Xba I
HslU 3 ext GGICTAGACATTCTCCGCGCCCGATATC Empleado para amplificar el gen hs/U. Xba I
HslU 5 ext GGCAAGCTTTGACCTAAGGTAAAACAT GAGCACCATGACCCCTGCC Empleado para amplificar el gen As/U. Hind II]
CyoB 3 int GGTCTAGAACCATCGTCGCAATGCCG Empleado para amplificar un fragmento interno
de chivo. Xbal
CyoB 5 int CCAAGCTTCCGCCGCTCTCCGAGTTGCA Empleado para amplificar un fragmento interno
de chivo. Hind IT1
CyoBCDE 3 ext CCTCTAGAGGGGCTCCGTTATGACCGC Empleado para amplificar el operon cyoBCDE.
Xbal
CyoBCDE 5 ext CCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAAACATGTTCGGAAAACTTACGCTC Empleado para amplificar el operon cy0BCDE.
CATG Hind 117
TolA3 int GGTCTAGACGCTCCGCATCCAGTTTCTTC Empleado para amplificar un fragmento interno
de tolA. Xbal
TolA 5 int CCAAGCTTACGCCGCTGCTCGGGTT Empleado para amplificar un fragmento interno
de to/A. Hindlll
TolARQorf1 3 ext GGTICTAGAGGCGCCGTGTCTGCTGTCAA Empleado para amplificar el operon
tolARQorfl.Xba I
TolARQorf1 5 ext GGATCGATTTGACCTAAGGAGGTAAAACATGCACCGCATGAATATATC  Empleado para amplificar el operon tolARQ
GAC orfl. Clal
BphAl 3 CCACTTCTGCATGCCGCCCG Empleado para comprobar B. xenovornas LB400
BphAl 5 CCGGGGGTTGGTCGATCAGG Empleado para comprobar B. xenovorans LB400

U.T.F.S.M.
BIBLIOTECAS
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12.6 Ligacion del ADN

Para ligar los productos de PCR a los vectores, se utilizé una relacion 3:1 (inserto-
vector). Para calcular la cantidad de inserto y de vector en la reaccion de ligacion se empled

la siguiente formula: ng de inserto = (ng de vector) (tamafio en kb de inserto)

(Tamafo de vector en kb)
12.7 Secuenciacion del ADN.

Todos los insertos clonados y los fragmentos de ADN se confirmaron mediante el
secuenciamiento del ADN segun el método de terminacion de la polimerizacion por
dideoxinucledtidos (Sanger et al, 1977) y la ADN polimerasa AmpliTag FS (Applied
Biosystems) en un secuenciador automatico modelo ABI Prism 377 ™ automated DNA
sequencer (Applied Biosystems Inc.), en el Servicio de Secuenciacion Automatica de DNA
del CIB.

El andlisis de las secuencias nucleotidicas se realizo con el servidor Infobiogen

(http://www.infobiogen fr/services/menuserv.html). Las secuencias de nucleotidos y las

secuencias deducidas de aminoacidos fueron comparadas con las existentes en las bases
de datos mediante el uso de los algoritmos BLASTN y TBLASTN, respectivamente (Altschul
et al, 1990) a través del servidor NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/cgi-

bin/Entrez/genom _table cgi).

13. Métodos de transferencia genética.

13.1 Transformacion de células de E. coli

Las celulas de E. coli DH10B y E. coli DH5a y para la conjugacion biparental E. coli
S17-1% pir se transformaron utilizando los métodos descritos para la preparacion de células
competentes y transformacion de las mismas mediante choque térmico (Sambrook y Rusell,
2001).

13.2 Construcciones genéticas
Para modificar genéticamente B. xenovorans LB400 con el fin de sobreexpresar

genes de respuesta a estrés oxidativo se empleo la siguiente estrategia. Se amplificaron los

genes (oxyR, sodB y ahpCF) y se clonaron en el plasmido plZ1016, que es un vector de



clonamiento de amplio espectro de huésped (Moreno-Ruiz et al., 2003). Las nuevas
construcciones plZoxyR, plZsodB y plZahpCF fueron transferidas de |a cepa dadora (E. coli
s17-1A pir) a la cepa receptora (B. xenovorans LB400) mediante conjugacion biparental.
plZoxyR, plZsodB y plZahpCF contenidas en E. coli DH10B fueron transferidas mediante
conjugacion biparental a la cepa E.coli S17-1A pir.

Se construyd plasmidos recombinantes que podrian ser utilizados para obtener
mutantes mediante recombinacion homologa de B. xenovorans LB400 (Anexo 1). Para ello,
se amplificé fragmentos internos de cada uno de los genes (oxyR, sodB, ahpC, hslU, cyoB,
tolC) y se clonaron en el sitio de mutiple clonamiento (polylinker) de pK18mob (plasmido
movilizable que no replica en la bacteria huésped, Schafer et al., 1994). Las construcciones
pK18oxyR, pK18sodB, pK18ahpC, pK18hs/U vy pK18cyoB se detallan en la Tabla 16. Las
construcciones fueron depositadas en el cepario del Laboratorio de Microbiologia Molecular y

Biotecnologia Ambiental de la Universidad Técnica Federico Santa Maria.

13.3 Transferencia de plasmidos por conjugacion biparental.

La cepa dadora E. coli S17-15 pir que posee el plasmido plZ1016 con los genes de
respuesta a estrés oxidativo y la cepa receptora B.xenovorans LB400 se incubaron en 2 mi
de medio LB con su respectivo antibiético, durante toda la noche. Se centrifugd 1 ml de cada
una de las cepas durante 1 min a 9.000 g y se suspendieron por pipeteo en 1 ml de medio
LB. Se colocaron 20 pl de la cepa dadora vy 80 pl de la cepa receptora sobre un filtro estéril
(Millipore 0,2 uM de didametro de poro) depositado sobre una placa de agar LB, sin
antibidtico. Los filtros se secaron en la campana de flujo laminar y luego se incubaron a 30
°C toda la noche. Al dia siguiente el filtro fue introducido en un tubo de cultivo de 10 ml
conteniendo 1 ml de MgSO, (50 mM). Las células fueron suspendidas mediante pipeteo.
Alicuotas de 200 pl fueron plaqueadas en placas de LB agar con sus respectivos antibioticos.
Las colonias resultantes se plaquearon en un medio liquido de seleccién con el antibidtico

apropiado.
14. Microscopia electronica de transmision
Las cepas B. xenovorans LB400 se crecieron en bifenilo (5 mM) hasta fase

exponencial (turbidez s,s 0,4) en medio mineral M9. Las bacterias se centrifugaron a 10.000 g

por 8 min y se fijaron con una solucion de Karnowsky (glutaraldehido 2.5%, formaldehido



3,0%) (Camara et al, 2004, Agullé et al., 2007). Las células se observaron con el MICroscopio
electronico Zeiss EM900, en el Laboratorio de Microscopia Electronica de la Universidad de
Valparaiso. Las micrografias que se muestran en la seccion Resultados son representativas

de al menos diez campos observados.

15. Ensayo de degradacion de bifenilo.

Para determinar la degradacion del bifenilo se emplearon células en reposo (resting
cells). Bacterias crecidas en medio minimo con bifenilo (5 mM) hasta fase exponencial media
(turbidez 55 0,5), se lavaron con tampén fosfato (50 mM, pH 7), se centrifugaron a 5.000 g
por 10 min y se expusieron a bifenilo a una concentracion de 0,04 mM. Las muestras y los
controles se incubaron en un bafio termoregulado a 30 °C durante 90 min. A diferentes
intervalos de tiempo, se sacaron alicuotas de 800 ul. Las alicuotas se concentraron y las
lecturas se realizaron a As; . .Como blanco, se utilizo el tampén fosfato. Cada medicion se
realizo por triplicado.

Para el ensayo degradacion de bifenilo, primero se debid realizar una curva de
calibracion de absorbancia versus concentracién de bifenilo. Para ello, se midid la
absorbancia de diferentes concentraciones conocidas de bifenilo y se obtuvo la grafica de
absorbancia versus concentracion (mM). Se realizé un ajuste lineal de los datos para obtener
la ecuacion de la recta, la pendiente y el intercepto. Se agradece a Bernardita Ponce por el

analisis de estas muestras.

16. Analisis estadistico

Los resultados se expresan como valor promedio y se determind la desviacion
estandar. El analisis estadistico de los resultados obtenidos en esta Tesis se basd en
pruebas paramétricas y no paramétricas. Dentro de las pruebas paramétricas utilizadas para
el ajuste de los datos a una distribucion normal cuando la muestra es pequefia (n<30), se
realizo6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Para determinar si existen diferencias
significativas entre cepas se realizo la prueba T-Student. Cuando los datos no se ajustaron a
los supuestos paramétricos, se realizaron analisis estadisticos no paramétricos de Kruskal
Wallis y la prueba de Mann Whitney. En todos los analisis se consideré como significativa
una p < 0,05 con un 95 % de intervalo de confianza. Los calculos se realizaron con el

software estadistico SPSS version 15.0.
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1. ANALISIS DEL POTENCIAL DE B. xenovorans LB400 PARA DEGRADAR
COMPUESTOS AROMATICOS

La degradacion de estos compuestos aromaticos es necesaria para mantener el ciclo
global del carbono. En este contexto, las bacterias han desarrollado estrategias para la
degradacion de compuestos aromaticos, a pesar de la gran estabilidad termodinamica de
estas moléculas (Gibson y Harwood, 2000; Van der Meer et al., 1992). Una de las bacterias
mas relevantes aisladas de suelos contaminados con PCBs ha sido B. xenovorans LB400
(Bopp. et al., 1986), que es capaz de degradar un amplio rango de PCBs.

La reciente secuenciacion del genoma de B. xenovorans LB400 determiné que tiene
un tamafo de 9,73 Mbp. Este genoma posee aproximadamente 9.000 secuencias
codificantes (CDS) distribuidas en los tres replicones circulares que han sido designados
como cromosoma 1 (4,90 Mbp), cromosoma 2 (3,36 Mbp) y un megaplasmido (1,47 Mbp). La
secuenciacion del genoma permitié realizar la reconstruccion in silico del metabolismo de
compuestos aromaticos de esta interesante bacteria. Dicho trabajo fue llevado a cabo
gracias a la cooperacion internacional de diversos grupos de investigacion que integro a 5
paises, entre los cuales se destaca el laboratorio LMMBA, en Chile (Chain et al., 20086).

B. xenovorans LB400 posee al menos 11 rutas metabdlicas centrales de degradacion
de compuestos aromaticos y 22 rutas periféricas (Fig. 2, Chain, et. al., 2006). Como parte de
este estudio internacional, en esta Tesis se identificaron cinco rutas centrales de los
siguientes compuestos: catecol (genes cat), clorocatecol (genes clc), benzoil-CoA (genes
box), protocatecuato (genes pca) y homoprotocatecuato (genes hpa). Asimismo, en este
trabajo se identificaron otras cinco rutas periféricas: benzonitrilo (genes nitA), benzamida

(genes amiE), triptofano (genes kyn), salicilato (genes nah) y benzoato (genes ben).
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Figura 2. Representacion esquematica de todas las rutas centrales y periféricas de compuestos
aromaticos presentes en B. xenovorans LB400. Las rutas centrales se localizan en la parte central
(fondo gris, en azul se indican las vias identificadas en esta tesis). Las rutas periféricas de aromaticos
estan indicadas en el sector externo (en rojo se indican las vias identificadas en esta Tesis).
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Figura 3. Rutas del catabolismo de compuestos aromaticos de B. xenovorans LB400. En la
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cada reaccion (detalladas en las Tablas 6-14). Las flechas en rojo indican las rutas periféricas y en

azul las rutas centrales.
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1.1 Analisis de las rutas centrales de degradacion de compuestos aromaticos
de B. xenovorans LB400

Los genes responsables de las cinco rutas centrales identificadas en esta Tesis en B.
xenovorans LB400 (genes cat, clc, pca, hpa y box) han sido descritos en otras bacterias. Se
realizé un analisis de comparacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas de los
correspondientes genes ortologos en el genoma de B. xenovorans LB400. Como resultado
de dicho analisis, se identificaron los genes ortélogos de los genes cat de las bacterias
Frateuria y Acinetobacter, de los genes pca de Acinetobacter, Azoarcus, Pseudomonas.
Xantomonas, Burkholderia, Ralstonia y Erwinia, de los genes clc de Ralstonia sp. JS705,
Pseudomonas putida, B. mallei ATCC 23344 y Delftia acidovorans, de los genes hpa de
Burkholderia, E. coli, Photorhabdus, Bordetella y Deinococcus, de los genes box de
Azoarcus, Pseudomonas y Bordetella (Tablas 6-14).

1.1.2 Ruta central del B-cetoadipato

Cuando los compuestos aromaticos catecol y protocatecuato sufren una apertura de
anillo tipo orto, su degradacion converge en el intermediario B-cetoadipato enol-lactona,
constituyendo asi las dos ramas de la ruta central del B-cetoadipato (Harwood y Parales,
1996). La degradacion del protocatecuato y del catecol a través de esta ruta de B-
cetoadipato, es catalizada por las enzimas codificadas por tres agrupamientos génicos
(cluster). Es asi como la degradacion del protocatecuato es catalizada por las enzimas
codificadas por los genes pcaABC vy la degradacion del catecol por las enzimas codificadas
por los genes catABC y el intermediario B-cetoadipato enol-lactona. Este intermediario es
convertido por las enzimas codificadas por los genes pcaDEF, en los intermediarios

succinato y acetil-CoA que convergen en el ciclo de Krebs (Harwood y Parales, 1996).

1.1.3 Ruta del catecol

Los genes cat estan usualmente organizados en un unico cluster. En el cluster, el
orden de los genes difiere de especie a especie. La organizacion de los genes cat en la cepa
LB400 se encuentra formando parte del cluster catRBAC localizado en el cromosoma 1
(Fig.4, Tabla 6). Estos genes codifican las tres enzimas de la ruta que transforma el catecol a

B-cetoadipato enol lactona. Frecuentemente, estos genes incluyen un gen que codifica a un
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Figura 5. Organizacién de los genes cat y ben en B. xenovorans LB400 y la comparaciéon con
otras bacterias. Los genes se representan mediante flechas. Genes de la ruta catecol, en rojo; genes
de la ruta del benzoato, en azul; genes reguladores, con rayas oblicuas; genes hipotéticos en blanco.

1.1.4 Ruta del protocatecuato

El protocatecuato es la otra rama de la ruta de B-cetoadipato generado a partir de
varios compuestos fenolicos como el p-cresol, 4-hidroxibenzoato y monémeros de lignina.
Los genes que codifican las enzimas involucradas en el catabolismo del protocatecuato en B.
xenovorans LB400 estan organizadas en dos agrupamientos génicos como pcalJBDC y
pcaQHG, localizados en el cromosoma 2 (Fig. 6). Existe una segunda copia de los genes
pcalJ localizados en el cromosoma 3. Cada cluster posee un gen regulador transcripcional
de la familia LysR. El gen pcaQ, el cual codifica a un regulador tipo LysR homélogo al
regulador PcaQ de Agrobacterium tumefaciens, requerido para el catabolismo de
compuestos fendlicos (Parke, 1996). Otros genes como pcaF y pcaB se encontraron
dispersos en los cromosomas 1y 2, respectivamente. Los genes pcaF y pcaJ que codifican
para B-cetoadipil CoA tiolasa y la subunidad B de la B-cetoadipato succinil-CoA transferasa,
respectivamente, se encuentran en 3 copias (Tabla 7).

Los genes pcaG, pcaH y pcaF de B. xenovorans LB400 son los que presentan una

alta identidad (>65 %) con genes similares descritos en otras bacterias (Tabla 7).
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Figura 6. Organizacion de genes pca que codifican la ruta catabélica central del protocatecuato
en B. xenovorans LB400. El agrupamiento pca se localiza en el cromosoma 2 (nimero de acceso
NC 007952). Los genes que codifican proteinas con una funcién catabodlica conocida se ilustran en
morado. Los genes reguladores de la familia LysR se ilustran con rayado vertical: Dos lineas oblicuas
indican que los genes no estan adyacentes en el genoma. Se indica el nimero de los aminoacidos de

cada proteina.

Tabla 7. Genes pca y sus productos génicos en B. xenovorans LB400

h

Productos génicos relacionados

Gen (Bxe n%) Producto génico (aa) Nombre Funcién Organismo %
identidad
PcaG (195) PcaG Subunidad a de la protocatecuato 3 ,4- Acinetobacter lwoffii 90%
peaG (BxeB2776) dioxigenasa
pecaH (BxeB2775)  PcaH (234) PcaH Subunidad B de la protocatecuato 3 4- Acinetobacter lwoffii 96%
dioxigenasa
pcaQ(BxeB2774) PcaQ (337) PcaQ Regulador transcripcional Azoarcus sp. EbN1 48%
peak (BxeB2167) PcaF (400) PcaF B-cetoadipil CoA tiolasa Xanthomonas 69%
campestris pv. ATCC
33913
pcaB (BxeB1906) PcaB (459) PcaB B-carboxi-cis,cis-muconatocicloisomerasa  Erwinia carotovora 41%
subsp. atroseptica
SCRI1043
peaC (BxeB0647) PcaC (130) PcaC Burkholderia 87%
y-carboximuconolactona descarboxilasa pseudomallei K96243
pecaD (BxeB0646) PcaD (263) PcaD f-cetoadipato enol-lactona hidrolasa | Ralstonia eutropha 54%
pcaB (BxeB0643) PcaB(459) PcaB Burkholderia mallei 79%
B-carboxi-cis,cis-muconatocicloisomerasa ATCC 23344
pecal (BxeB0644) Pcal (219) Pcal Subunidad [ de la -cetoadipato succinil-  Burkholderia 84%
CoA transferasa pseudomallei K96243
peal (BxeB0643) Pcal (233) Pcal Burkholderia 84%
Subunidad g de la B-cetoadipato succinil-  pseudomallei
CoA transferasa K96243
LysR(BxeB0642) LysR (309) LysR Regulador transcripcional Azoarcus sp. EbN| 48%
(Familia Lys R)
peaD (BxeB0595) PcaD (263) PcaD pB-cetoadipato enol-lactona hidrolasa I Ralstonia eutropha 40%
peal(BxeC0573) Pcal (211) Pcal Subunidad f de la B-cetoadipato succinil-  Caulobacter 69%

CoA transferasa
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crescenrus CB1S

peal(BxeC0572) Pcal (235) Peal Subunidad a de la fi-cetoadipato succinil- — Canlobacter 67%

CoA transferasa crescenius CBI13
pcal(BxeA0469) PcaF (400) PcaF B-cetoadipil CoA tolasa Burkholderia 81%
pseudomaller K96243
pcal(BxeA1366) Pcal (234) Pcal Subunidad 3 de la B-cetoadipato suceinil-  Burkholderia cepacia 91%
CoA transterasa RI18194
peal/phbA- PcaF (402) PcaF Cetoadepil coA tiolasa Bordetella 69%

2(BxeA4255) bronchisepnca RBSO

1.1.5 Ruta del benzoil Co-A

En la bacteria anaerobia Thauera aromatica los compuestos aromaticos como el
fenol, indol, tolueno, acido fenil acético y benzoato son convertidos al intermediario comun
benzoil-CoA (Breese et al, 1998). Esta nueva ruta para la degradacion anaerobia del
benzoato se caracterizo en Azoarcus evansii y en B. stearothermophilus (Gescher et al.,
2002). El cromosoma de A. evanzii contiene quince genes organizados en un cluster que
codifica para la ruta del benzoil-CoA (Gescher et al., 2002). Recientemente, se encontraron
en dos copias los correspondientes genes ortélogos en B. xenovorans LB400 (Denef et al.,
2005; Chain et. al., 2006).

Los genes que codifican para la ruta central del benzoil CoA de B. xenovorans LB400
se organizan en dos cluster con alta homologia (cromosoma 1 y megaplasmido) (Fig. 7.
Tabla 8). Estudios de comparacion de secuencias han permitido identificar un cluster similar
en otras bacterias (Fig. 8). No se encontré en el cluster de B. xenovorans LB400. un gen que
codifica un transportador para esta ruta. A. evansii posee un sistema transportador que
podria ser responsable del ingreso del benzoato, localizado entre los genes que codifican
para las enzimas lactonasa y benzoato CoA ligasa. Entre los genes boxC y pnbB de la cepa
LB400 se ubica el gen XRE, que codifica un regulador transcripcional de la familia XRE con

actividad quinasa.

El catabolismo del benzoato a benzoil CoA es mediado por la enzima benzoato Co-A
ligasa (badA). El gen que codifica para esta enzima ha sido identificado en la cepa LB400 en

dos copias y se localiza en el megaplasmido y en el cromosoma 1 (Fig. 7, Tabla 8).
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Figura 7. Organizacion de genes que codifican la ruta central catabdlica del benzoil Co-A en B.
Xxenovorans LB400. El agrupamiento se localiza en el cromosoma 1 y en el megaplasmido de la cepa LB400
(ndmero de acceso NC007951). Los genes que codifican enzimas se muestran en verde. EJ gen regulador de la
Familia XRE se indica con rayado vertical. Se indica el nimero de los aminoacidos de cada proteina.

Tabla 8. Genes de la ruta benzoil Co-A y sus productos génicos en B. xenovorans LB400

Producto génico

000D N A ——————

Gen (Bxe n°) (as) Nombre Funcion Organismo % identidad
boxA (Bxe0890) BoxA (414) BoxA Benzoil-CoA Azoarcus evansii 64%
oxigenasa
Componente A
BoxB (475) BoxB Ben:zoil-CoA Azoarcus evansii 1%
boxB (BxeC0891) oxigenasa
Componente B
boxC (BxeC0892) BoxC (559) BoxC enoil-CoA- Azoarcus sp. EbNI 70%
hidratasa/isomerasa
boxR (BxeC0893) BoxR (315) BoxR regulador Azoarcus evansii 51%
pnbB (BxeC0894) PnbB (155) PnbB p- Pseudomonas putida 32%
hidroxilaminobenzoat
o liasa
aldA (BxeC0895) AldA (531) AldA aldolasa Azoarcus evansii 57%
Lactonasa (BxeC0897)  Lactonasa (287) Lactonasa lactonasa Azoarcus sp. EbN1 56%
boxA (Bxe A1424) BoxA (414) BoxA Benzoil-CoA Azoarcus sp. EbN1 62%
oxigenasa
Componente A
BoxB (475) BoxB Benzoil-CoA Azoarcus evansil 72%
boxB (Bxe A1423) oxigenasa
Componente B
boxC (Bxe A1422) BoxC (559) BoxC enoil-CoA- Azoarcus sp. EbN1 70%
hidratasa/isomerasa
boxR (Bxe A1421) BoxR (315) BoxR regulador Azoarcus evansii 52%
pnbB (Bxe A4554) PnbB (155) PnbB p- Pseudomonas putida 32%
hidroxilaminobenzoat
o liasa
aldA (Bxe A1420) AldA (531) AldA aldolasa Azoarcus sp. EbN| 58%
Lactonasa (Bxe A1418) Lactonasa (287) Lactonasa lactonasa Azoarcus sp. EbN1 52%
badA(Bxe C0896) BadA (531) BadA Benzoato coA-ligasa  Rhodopseudomonas 60%
palustris BisB5
badA(Bxe A1419) BadA (530) BadA Benzoato coA-ligasa  Rhodopseudomonas 61%

palustris BisB5
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comparacion con otras bacterias. Los genes se representan mediante flechas. Genes de la ruta
benzoil-CoA, en verde; genes reguladores, con rayas oblicuas; genes hipotéticos; en blanco.
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1.1.6 Ruta del clorocatecol

Los compuestos cloroaromaticos son una clase de compuestos que tienden a ser
relativamente persistentes en el ambiente. Bajo condiciones aerobias diversos
cloroaromaticos (2,4-diclorofenoxiacetato, clorobenzoatos) pueden ser degradados a través
de la ruta central del clorocatecol. El catabolismo para la degradacion del clorocatecol se ha
estudiado principalmente en Proteobacterias. Estas bacterias utilizan la ruta orto modificada,
que esta codificada por los genes clc. Las enzimas de la ruta catabdlica de clorocatecol
corresponden a la clorocatecol 1,2 dioxigenasa (clcA), la cloromuconato cicloisomerasa
(clcB), la dienelactona hidrolasa (clcD) y la maleilacetato reductasa (c/cE) (Frantz y

Chakrabarty, 1987).
En B. xenovorans LB400 los genes clc estan agrupados en el cluster clcABDE

localizado en el cromosoma 2 (Fig. 9, Tabla 9).
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Figura 9. Organizacién de genes clc que codifican la ruta central catabélica del clorocatecol en
B. xenovorans LB400. El agrupamiento clc se localiza en el cromosoma 2 (nimero de acceso NP
007952). Los genes que codifican enzimas se muestran en calipso. El gen regulador de la familia
LysR se indica con rayado vertical; el gen putativo transportador del acido tricarboxilico (TctC), con
rayado oblicuo. Los numeros indican los aminoacidos de cada proteina. Se indica el nimero de los
aminoacidos de cada proteina.

Tabla 9. Genes clc y sus productos génicos en B. xenovorans LB400.

%

Gen (Bxe no.) Producto génico (aa) Nombre Funcion Organismo L
identidad
cleR (Bxe A1131)  CIcR (294) ClcR Regulador transcripcional
. Ralstonia sp. JST05 99%
(Familia LysR)
clc4 (Bxe A1130) ClcA (260) ClcA Clorocatecol 1,2 dioxigenasa  Pseudomonas putida 95%
cleB (Bxe A1129) CleB (370) CleB Cloromuconato Pseudomonas putida 92%
cicloisomerasa
cleD (Bxe A1127)  CleD (236) CleD Dienelactona hidrolasa Pseudomonas putida 100%
cleD (Bxe A4330)  CleD (236) CleD Dienelactona hidrolasa Burkholderia mallei 76%
ATCC 23344
clcE (Bxe A1126) CIcE (352) ClcE Cloromaleiacetato reductasa Delfiia acidovorans 57%

1.1.7 Ruta del homoprotocatecuato.

En la mayoria de las bacterias, el homoprotocatecuato es degradado por enzimas

codificadas por los genes hpc o hpa. La ruta se inicia a través de la apertura del anillo tipo

meta por la homoprotocatecuato 2,3-dioxigenasa. El producto resultante, 5-carboximetil-2-

hidroximucénico semialdehido es convertido en intermediarios del ciclo de Krebs (Diaz et al.,

2001). El catabolismo del homoprotocatecuato es quimicamente analogo a las reacciones

oxidativas para la degradacion del catecol (Tabla 10, Fig.10) (Roper et al., 1995).
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Figura 10. Organizacién de genes hpc que codifican la ruta central catabélica del
homoprotocatecuato en B. xenovorans LB400. El agrupamiento hpc se localiza en el cromosoma 2
(numero de acceso NP 007952). Los genes que codifican enzimas se muestran en celeste. El gen
regulador de la familia MarR se indica con rayado vertical. Se indica el nimero de los aminoacidos de
cada proteina.

El orden de estos genes en los diferentes agrupamientos no se encuentra conservado
con respecto al que presenta B. xenovorans LB400. Sin embargo, en el genoma de B.
thailandensis E264, la organizacién de los operones hpa es similar a la encontrada en B.
xenovorans LB400, exepto por hpaG1y hpaG2 (Fig. 11).

Tabla 10. Genes hpa y sus productos génicos en B. xenovorans LB400
h
e ———————————————————————————————————————

Productos génicos relacionados

Producto génico ) ) %
Gen (Bxe n°.) Nombre Funcion Organismo No. acceso
(aa) identidad

Operon represor de
Burkholderia mallei ATCC

hpaR (BxeB2027)  HpaR (150) HpaR  homoprotocatecuato _— 47% AAU46330

familia MarR
HpaG1(257) HpaGl 5-0x0-1,2, 5-tricarboxilico-  Escherichia coli 38% CAAB6040

hpaG1 (BxeB2028) 3-pentaacido descarboxilasa

hpaG2 (BxeB2029) HpaG2 (252) HpaG2  5-oxo0-12,5-tricarboxilico-  Photorhabdus luminescens 58% AAOITIT78
3-pentaacido descarboxilasa

hpaE (BxeB2030)  HpaE (485) HpaE 5-carboxi-2- Bordetella bronchiseptica 81% NP887286
hidroximuconato RB30]

semialdehido dehidrogenasa

hpaD (BxeB2031)  HpaD (287) HpaD 3.4-dihidroxifenilacetato Bordetella bronchiseptica 82% NP887287
2,3-dioxygenasa RB50
hpaF (BxeB2032)  HpaF (137) HpaF S-carboximetill-2- Deinococcus radiodurans R 52% AAF12406

hidroximuconato isomerasa
hpaH (BxeB2033)  HpaH(267) HpaH 2-oxo-hepta-3-ene-1,7- Escherichia coli 63% CAAB6043
dioate hidratasa

hpal (BxeB2034) Hpal(267) Hpal Deinococcus radiodurans R 66% NP285614
2.4-dihidroxihepta-2-ene-

1,7-acido dioico aldolasa
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Figura 11. Organizacion de los genes de la ruta del homoprotocatecuato en B. xenovorans
LB400 y la comparacién con otras bacterias. Los genes se representan mediante flechas. Genes
de la ruta homoprotocatecuato, en gris; genes reguladores, con rayas oblicuas; genes sin funcion
definida, en blanco con puntos. Gen isomerasa/descarboxilasa para la degradacién del 4-
hidroxifenilacetato subunidad C, rayado horizontal, gen isomerasa/descarboxilasa subunidad N,
blanco con puntos.

1.2 Rutas periféricas que convergen en la ruta central de B-cetoadipato.

B. xenovorans LB400 posee veintidos rutas periféricas de degradacion de
compuestos aromaticos, cinco de las cuales (benzonitrilo, benzamida, triptéfano, salicilato y

benzoato) se identificaron en esta Tesis.

1.2.1 Ruta del benzoato

El benzoato es un compuesto aromatico muy frecuente en la naturaleza. El benzoato
es metabolizado a catecol mediante las enzimas codificadas por los genes ben. Los genes
ben han sido descritos en P. putida PRS2000, Acinetobacter sp. ADP1 (Collier et al. 1998;
Cowles et al., 2000) y en P. putida (Jiménez et al., 2004). En B. xenovorans LB400 la
degradacién del benzoato a catecol se lleva a cabo a través de la ruta orfo. Esta ruta
comprende dos enzimas: benzoato 1,2-dioxigenasa constituido por tres componentes
(benABC) y cis-diol dehidrogenasa (benD). Los correspondientes genes ortélogos en B.
xenovorans LB400 se localizan en el cromosoma 2 (Fig. 12, Tabla 11). En la cepa LB400 no
se encontré el gen benE, que codifica una proteina de membrana de funcion desconocida
observado en P. putida KT2440 (Jiménez et al., 2002) y P. putida PRS2000 (Cowles et al.,
2000) (Fig. 5). La regulacién de la transcripcion de los genes ben es mediada por el producto
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del gen benR. El gen benR de la cepa LB400, es un gen ortélogo al gen del activador
transcripcional del cluster ben en P. putida PRS2000 (Cowles et al., 2000) y Acinetobacter
sp. cepa ADP1 (Collier et al., 1998).

benR

benA benB benC benD

_([[E

Figura 12. Organizacion de genes ben que codifican la ruta central catabdlica del benzoato en
B. xenovorans LB400. El agrupamiento ben se localiza en el cromosoma 2 (nimero de acceso NC
007952). Los genes que codifican enzimas se muestran en gris. El gen regulador de la familia LysR
se indica con rayado vertical. Se indica el nimero de los aminoacidos de cada proteina.

Tabla 11. Genes ben y sus productos génicos en B. xenovorans LB400

*

Producto génico ) ‘ %
Gen (Bxe no.) Nombre Funcion Organismo ‘
(aa) identidad
benR(BxeB0916) BenR (303) BenR Activador transcripcional Burkholderia mallei ATCC 78%
(Familia LysR) 23344
bend (BxeB0915)  BenA (463) BenA Benzoato dioxigenasa Burkholderia mallei ATCC 83%
(subunidad grande 23344

componente oxigenasa)
benB (BxeB0914)  BenB (163) BenB Benzoato dioxigenasa Burkholderia pseudomallei 17%
(subunidad pequefia

componente oxigenasa)

benC (BxeB0913)  BenC (339) BenC Benzoato dioxigenasa Burkholderia pseudomallei 72%
(componente reductasa) K96243

benD (BxeB0912)  BenD (262) BenD 2-hidro-1,2- Burkholderia pseudomallei 77%
dihidroxibenzoato K96243

deshidrogenasa

1.2.2 Ruta del benzonitrilo/benzamida

El benzonitrilo es otro sustrato que converge en el benzoato y se metaboliza a través
de la ruta B-cetoadipato. El benzonitrilo es un ingrediente activo de algunos herbicidas
ampliamente utilizados tales como el diclobenil (2, 6-diclorobenzonitrilo), bromoxinil (3,5-di-

bromo-4-hidroxibenzonitrilo) y el ioxinil (4-hidroxi-3,5-diodobenzonitrilo) (Nawaz, et al., 1992).
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Pocos microorganismos metabolizan el benzonitrilo. Se requiere de solo una enzima para la
conversion de benzonitrilo a benzamida, la enzima nitrilo hidratasa (nitA). En la cepa LB400,
el gen nitA se localiza en el cromosoma 1. La benzamida es transformada a benzoato por la
enzima amidasa alifatica (amiE) que se encuentra en el megaplasmido. El benzoato

posteriormente es degradado a catecol o a benzoil-CoA.

1.2.3 Ruta del bifenilo

La organizacion genética de los genes catabélicos de la ruta del bifenilo ha sido
descrita en varios grupos de microorganismos (Furukawa y Miyazaki 1986; Erickson y
Mondello, 1992; Hofer et al., 1993, 1994). La cepa LB400 utiliza bifenilo como Gnica fuente
de carbono y energia y metaboliza el bifenilo en condiciones aerobias mediante la via
superior y la via inferior de bifenilo. Los genes bph que codifican la via superior de bifenilo se
clonaron primero en P. pseudoalcaligenes KF707 (Furukawa y Miyazaki, 1986) vy
posteriormente en B. xenovorans LB400 (Mondello, 1989; Hofer et al, 1993 y 1994). En
B.xenovorans LB400 los genes bph estan organizados en el cluster bphABCKHJID
localizado en el megaplasmido (Fig. 13, Tabla 12). El locus bph posee diez genes que
codifican para las enzimas que constituyen las dos vias de degradacion del bifenilo. Ademas,
contiene un gen que codifica para una glutation-s-transferasa (bphK). Un regulador
codificado por el gen bphR participa en la regulacién de los genes bph (Beltrametti et al.,
2001). Se desconoce la funcién de ORF1.

bphD bphl bphJ bphH bphK  bphC bph8 /buhA4 bphA3 orfl bphA2  bphA1 bphR

277 408 109, 139, 213

Figura 13. Organizacién de los genes bph que codifican la ruta periférica catabélica del bifenilo
en B. xenovorans LB400. El agrupamiento bph se localiza en el megaplasmido (numero de acceso
NC 007953). Los genes que codifican enzimas se muestran en morado. El gen regulador de la familia
GntR se indica con rayado vertical. Se indica el nimero de los amino4cidos de cada proteina.
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Tabla 12. Genes bph y sus productos génicos en B. xenovorans LB400

Productos gemicos relacionados

) Producto genico = o %
Gen (Bxe no)) Nombre Funcion Organismo No acceso
(aa) identidad

) - iic__;ulmlor lr::nscnpcﬂr}wfi-l- BphR B venovorans LBA00 95%  ABE37060

bphR (BxeC1198)  BphR (245) BphR (Familia GntR)
Bifenilo 2.3-dioxigenasa B. xenovorans 1.B400 100% ABE37059

bphA1(BxeC1197)  BphAl (459) BphAl  subunidad alfa
bphA2 (BxeC1196) BphA2(213) BphA2  Bifenilo 2.3-dioxigenasa Psewdomonas sp. B4 100% ABE3T7058

subunidad pequena

bphA3 (BxeC1194)  BphA3 (109) BphA3  Bifenilo 2.3-dioxigenasa Comamonas testosteroni 15% ABE37056
subumdad ferredoxina

bphA4 (BxeC1193)  BphA4 (408) BphA4  Bitemilo 2.3-dioxigenasa Pseudomonas sp. B4 95% ABE37055
Ferredoxina reductasa

bphB (BxeC1192) BphB (277) BphB Cis-2.3-dihidrobitenilo-2 3-diol  Psewdomonas sp Cam-| 99% ABE3T7054

dehidrogenasa

bphC (BxeC1191)  BphC (298) BphC 2 3-dimdroxiitenilo-1.2- Pseudomonas 99% ABE3T053
dioxigenasa pseudoalcaligenes
bphK (BxeC1190)  BphK (203) BphK Glutation-S-transterasa Pseudomonas sp 100% CAA54033
bphH (BxeC1189)  BphH (264) BphH 2-ldroxipenta-2.4-dienoato 96% ABE37051
hidratasa Pseudomonas sp
bphJ (BxeC1188) Bphl (304) Bphl Acetaldehido dehidrogenasa 90% ABE3T050
Pseudomonas sp
bph! (BxeC1187) Bphl (346) Bphl 4-hidroxi-2-oxovalerato 93% ABL37049
aldolasa Pseudomonas
pseudoalcaligenes
bphD (BxeC1186)  BphD (286) BphD 2-hidroxi-6-0x0-6-fenvlhexa- 100% ABE37048
2 4-dienoato hidrolasa Psendomonas sp

1.2.4 Ruta del triptofano

La degradacion aerobica del triptéfano se denomina con frecuencia como la ruta de
kinurenina. La mayoria de los genes y las correspondientes enzimas involucradas han sido
caracterizadas principalmente en eucariontes. La degradacion aerobia de este compuesto en
bacterias es poco conocida. Recientemente, Kurnasov et al. (2003) realizaron un analisis
comparativo del genoma y la caracterizacion enzimatica de los genes de la ruta del
kinurenina. Se predijo la existencia de los tres pasos de la ruta aerobica de la degradacion
del triptéfano a antranilato en varias bacterias: B. cereus, P. aeruginosa y R. metallidurans.

La ruta metabdlica es codificada en tres genes organizados en un cluster kynBAU. Estos



genes codifican las enzimas triptéfano 2 3-dioxigenasa (kynA), kinurenina formamidasa
(kynB), y kinureninasa (kynU).

La busqueda de los genes ortélogos en el genoma de la cepa LB400 que codifican
para las dos primeras enzimas de la ruta del triptéfano reveld una regién que contiene un
gen similar a kynA (100% identidad de aminoacidos con B. thuringiensis serovar konkukian
str. 97-27) y otro gen similar a kynB (79% de identidad en secuencias de aminoacidos con P.
syringae pv. tomato str. DC3000) en el cromosoma 1y 2, respectivamente. Se observo una
alta identidad (61%) del producto codificado por el kynU, con la enzima de P. fluorescens
(Tabla 13).

Tabla 13. Genes kyn y sus productos génicos en B. xenovorans LB400

e e e e s e e M|

Producto genico

Gen (Bxe no.) Nombre Funcion Organismo % 1denudad
(aa)
kynA (BxeA0733) KynA (310) T Ky nA - Bac f‘;#’él’;‘t’l’r{:l"tU‘L’IL'N\ﬂ.\
Triptotano 2.3 dioxigenasa serovar konkukian str 97-27 100
kynU/(BxeA0735) KynU (212) Kynl Pseudomonas fluorescens 6l
Kinureninasa
kynB (BxeB1706) KynB (410) KyvnB Pseudomonas svringae pv. 79

tomaio st 1DC3000

Formamidasa

1.2.5 Ruta del salicilato

La degradacion del salicilato (2-hidroxibenzoato) es realizada generalmente a traves
de la ruta del catecol por una ruptura del anillo del tipo meta. Se requiere de las enzimas
salicilato 1-hidroxilasa (NahW) y catecol 2,3-dioxigenasa (NahH). Los genes son regulados
por un regulador transcripcional del tipo LysR (NahR). En el genoma de B. xenovorans
LB400, se encontrd la enzima salicilato 1-hidroxilasa (NahW). Vecino a este gen nahW, se
localizé un gen que codifica un regulador transcripcional de la familia TetR. Ambos genes

estan localizados en el megaplasmido (cromosoma 3) (Tabla 14)



Tabla 14. Gen nah y sus productos génicos en B. xenovorans LB400

——

Producto génico Yo

Gen (Bxe no.) Nombre Funcion Organismo
(aa) idenudad
h (BxeC0213)  NahW (403 e - ' s 15 pul 2340 &
nahW (BxeC0213) thW (403) NahW Salisilite Kidvouilasa Pseudomonas putida K'12440 %
tetR (BxeC0212) TetR (242) TetR Regulador transcripcional {zoarcus sp. EbNI 34

(Famiha TetR)

Las rutas periféricas de compuestos aromaticos que no estan presentes en la cepa
LB400 son: benceno, nitrobenzeno, naftaleno, tolueno, dibenzo-p-dioxina, 24

diclorobenzeno, fenol y anilina.

1.3 Analisis funcional de rutas de degradacion de compuestos aromaticos de B.

xenovorans LB400.

Con el objetivo de realizar un analisis funcional del potencial de B. xenovorans LB400
para degradar compuestos aromaticos, se realizaron estudios de crecimiento de la cepa, en
presencia de algunos compuestos.

Para esto, B. xenovorans LB400 se cultivd en medio minimo M9 conteniendo
diferentes compuestos aromaticos a una concentracién final de 1 a 10 mM, como unica
fuente de carbono y energia. En estas condiciones, se comprobo que la bacteria fue capaz
de crecer empleando compuestos aromaticos de rutas centrales tales como el gentisato,
protocatecuato, catecol y galato. Asimismo, la cepa LB400 fue capaz de crecer empleando
algunos compuestos aromaticos de rutas periféericas, entre ellos el benzoato. 3-
hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato, fenilalanina, tirosina, triptofano, resorcinol, L-mandelato,
citrato, succinato, cis-cis muconato, muconato, ftalato e hidroxiquinol. La cepa LB400 no fue
capaz de emplear para su crecimiento otros compuestos aromaticos como fuente de carbono
y energia. Estos son los siguientes compuestos de rutas periféricas: 2-hidroxibenzoato
(salicilato), 3-hidroxibenzoato, 2,3-dihidroxibenzoato, 2-aminobenzoato (antranilato), 2-
hidroxifenilacetato, fenol, benceno, m-cresol, ferulato, vanilato, 3-CBA, 3,5 CBA, 3,4CBA, 2-
CBA, 4-CBA, fluoreno, estireno y anilina.

N
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1.4 Aplicaciones bioinformaticas para la busqueda in silico de rutas catabolicas.

La bioinformatica integra herramientas de software y bases de datos, aborda
preguntas biologicas, y se utiliza en la gendémica y la protedmica. Asimismo, la bioinformatica
se ha aplicado en otras areas de la biologia como la metabolémica y los estudios del
transcriptoma. Cada una de estas importantes areas pretende comprender los complejos
sistemas biologicos. Una aplicacion de la bioinformatica es la busqueda e identificacion de
genes que codifican las enzimas de rutas metabolicas de interés en genomas secuenciados
Con este fin, existe un conjunto de herramientas: bases de datos (por ejemplo, KEGG, NCBI)
y aplicaciones (por ejemplo BLAST, Artemis, Vector NTI). Para utilizar estas herramientas
eficientemente, la integracion de estos recursos es un area de interés, dado la complejidad y
la capacidad requerida en la busqueda manual. En este contexto, el trabajo conjunto entre el
LMMBA vy el grupo cientifico del Dr. Tomas Arredondo (Departamento de Electronica,
UTFSM), abordo la problematica de cémo integrar las aplicaciones y bases de datos para
una investigacion mas eficiente en la busqueda de rutas metabolicas. Esto permitiria
aumentar el rendimiento de los investigadores en el area bioinformatica. A partir de esto, se
generd un marco de integracion bioinformatico y una aplicacion bioinformatica denominada
GeXpert (Arredondo et al., 2006). Esta aplicacion consiste en una plataforma integrada que
involucra un esquema de investigacion sistematica para la identificacion de genes que
codifican enzimas de rutas metabdlicas. Una particularidad de GeXpert es incluir un
evaluador de genes para estimar si una secuencia de ADN es un buen cantidato que codifica
para una determinada enzima de una ruta metabdlica. El analisis in silico realizado en esta
Tesis aportd los conceptos basicos como asi también los requerimientos necesarios para una
certera asignacion de las funciones catabdlicas estudiadas. Adicionalmente, durante esta
Tesis se trabajé en la evaluacion de los resultados obtenidos mediante la busqueda manual
de las rutas metabolicas versus la utilizacion de GeXpert (Fig.14). Los resultados obtenidos
revelaron que GeXpert permite una busqueda bioinformatica mas rapida y eficiente que el
método manual y sin arrojar mayores errores de asignacion de funciones (alta confiabilidad).
Los errores detectados fueron realizados por los usuarios que tenian menos experiencia en
la aplicacion. Estos errores se reducirian a medida que adquieran una mayor experiencia con
GeXpert (Arredondo, et al, 2007). Actualmente, se continua perfeccionando GeXpert en

términos de mejorar su funcionalidad y utilidad.
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Figura 14. Interfase grafico del visualizador de rutas metabdlicas.

2. CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA DE B. xenovorans LB400 FRENTE AL
COMPUESTO AROMATICO MODELO BIFENILO, MEDIANTE ESTUDIOS FISIOLOGICOS
Y PROTEOMICOS

2.1 Crecimiento de B. xenovorans LB400 en bifenilo

Se estudio el crecimiento de la cepa LB400 en un medio minimo M9, empleando
glucosa y bifenilo como Unica fuente de carbono y energia. Se determiné la velocidad de
crecimiento y el tiempo de duplicacion en estas distintas fuentes de carbono. El crecimiento
se realiz6 a 30 °C con agitacion. B. xenovorans LB400 en glucosa (5 mM), alcanza su fase
estacionaria alrededor de las 15 h y una turbidez maxima a 525 nm de 1,2 (Fig. 15 A). En
tanto, el crecimiento en bifenilo (5 mM) muestra que su fase estacionaria es alcanzada a las
25 h y con una turbidez a 525 nm de 2,0 (Fig. 15 B). La fase exponencial media del
crecimiento de la cepa LB400 en glucosa y bifenilo es alcanzado a las 8 y 15 h,
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respectivamente. La velocidad especifica de crecimiento en glucosa fue de 293 h' y en
bifenilo fue de 0.63 h™'. El tiempo de duplicacion (ty) en glucosa fue de 14 min y bifenilo de
66 min. Por lo tanto, la velocidad especifica de crecimiento bacteriano es menor en bifenilo
que en glucosa. Sin embargo, la cepa LB400 cultivada con bifenilo alcanzé una mayor

biomasa (1,21 x 10" UFC/ml) que la cepa cultivada en glucosa (2,67 x 10° UFC/ml).
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Figura 15. Crecimiento de B. xenovorans LB400 en medio minimo M9 utilizando glucosa y
bifenilo como fuente de carbono. (A) crecimiento de la cepa LB400 en glucosa (5 mM). Tiempo de
duplicacion 14 min. Velocidad especifica de crecimiento 2,93 h' (B) crecimiento de la cepa LB400 en
bifenilo (5 mM). Tiempo de duplicacion 66 min. Velocidad especifica de crecimiento 0,63 h'. Los
resultados indican el valor promedio y la desviacion estandar de tres experimentos independientes

2.2 Efecto del bifenilo y H,O, sobre la viabilidad celular

Se examind la toxicidad potencial de la exposicion a bifenilo y a perdxido de
hidrogeno sobre la viabilidad de B. xenovorans LB400. El H,O, posteriormente se utilizara
como inductor de estrés oxidativo. Para ello, las células crecieron en medio mineral M9
utilizando glucosa (5 mM) como fuente de carbono. Una vez que alcanzaron fase
exponencial temprana (turbidez s;s,n de 0,3-0,4), se adiciond al cultivo una solucion de
bifenilo 2 mM o H,O, (0,2 y 0,6 mM) y se mantuvo otro cultivo en glucosa como control del
crecimiento. A diferentes tiempos. se determinaron las unidades formadoras de colonias
(UFC/mI). La exposicién a los 120 min a bifenilo 2 mM y H,O, 0,6 mM disminuyo la viabilidad
de la cepa LB400 en un 58 % y un 70 %, respectivamente. En tanto que la mayor
disminucién de las UFC/ml se observo a los 60 min de exposicion a H,0, 0,6 mM, mostrando

una inhibicion del crecimiento 83 % (Fig. 16 A).



Para determinar el rango de concentracion de H,O, que produce una inhibicion del
crecimiento de la cepa LB400 ain provocar una disminuciéon importante de su viabilidad, se
evaluo el efecto de H,O, en un rango mas amplio concentracién (0-100 mM). Los cultivos
crecieron hasta fase exponencial temprana (turbidez s;5,» 0,2) en medio minimo M9 y con
glucosa (5 mM) como fuente de carbono. Se observé que solo la concentracion 1 mM
permite el crecimiento lento de la cepa LB400 a las 8 h. En todas las otras concentraciones
de H,0, probadas, se observo la inhibicion total del crecimiento de la cepa LB400 en glucosa
hasta las ocho h (Fig. 16 B).

A

100 = * + ¢ control

. 80 —8—H20202mM

B

= 60 —a— H202 0.6mM

o

)

= 40 —»— Bp 2mM

ool

> 20

0
0 20 40 60 80 100 120

B Tiempo (min)

0,300

0,250 A— 1 mM |
E —e— 4 mM |
2 0,200 - 13|
w o— 30 mM
8 - 50 m
N el —a— 100 mM
[} -— control
°
e 100
] 0,
2

0,050

0,000

0 2 4 6 8
Tiempo (h

Figura 16. Efecto de la exposicion a bifenilo y H,0, de B. xenovorans LB400. La cepa LB400
crecida hasta fase exponencial temprana utilizando glucosa como fuente de carbono fue expuesta a:
(A) Efecto de la exposicion a bifenilo y H,0, en la viabilidad de la cepa LB400. (B) Efecto de la
concentracion de H,0, en el crecimiento de la cepa LB400. Los resultados son expresados como el
valor promedio + error estandar de tres experimentos independientes (B). El control en todos los
casos es con glucosa 5 mM. EI 100 % corresponde a una concentracion inicial de 9,4 x 10 * cel/ml



2.3 EI bifenilo genera especies reactivas de oxigeno (ROS) en B. xenovorans
LB400 .

Se estudio si la exposicion frente a bifenilo de la cepa LB400 representa una situacion
de estrés oxidativo. Durante este tipo de estrés se generan especies reactivas de oxigeno
(ROS) como H,0,, O, y OH*. Se determind la activacion de la sonda sensible a estrés
oxidativo 2°,7" dihidroclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA) en células de B. xenovorans
LB400 crecida en glucosa como control y en bifenilo (5 mM), como Unica fuente de carbono.

Las bacterias expuestas a bifenilo muestran un importante aumento de ROS, lo que
se refleja en el aumento de la fluorescencia de la sonda al comparar con el control en
glucosa (Fig. 17 A). Este resultado muestra que el bifenilo es un agente generador de

especies reactivas de oxigeno al interior de la célula.
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Figura 17. Generacion de ROS intracelular en B. xenovorans LB400 durante la exposicién a
bifenilo. El contenido de ROS intracelular fue evaluado midiendo la activacién de la sonda H,DCF-DA
en B. xenovorans LB400 tratadas con: (A) bifenilo (5 mM) y H,O, (0,5 mM), (B) CdCl, (100 pg/ml) y
H»0, (0,5 mM), (C) metil violégeno (100 pg/ml).

Se determiné la emisién de fluorescencia de la sonda por exposicién a peroxido de
hidrégeno (H,O) como control positivo de ROS. El H,0, (0,5 mM) produjo una menor

activacion de la sonda que el bifenilo. Este efecto observado se debe probablemente a que
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se utilizé una baja concentracién de H,O.. El otro inductor de estrés oxidativo utilizado fue
metil viologeno, también llamado paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio). Se
conoce que actua como un generador de O, intracelular y de radicales OH secundarios
(Goldstein et al., 2002). Este compuesto generd una gran activacion de la sonda,
probablemente debido a la generacion de superoxido (O;) (Fig. 17 C). Ademas, se empleo
cloruro de cadmio (CdCl;), compuesto metalico que no genera ROS como control negativo
(Fig. 17 B).

Se ha confirmado, mediante la activacion de la sonda H,DCF-DA que el bifenilo es
generador de ROS en B. xenovorans LB400. El bifenilo aumenta el nivel de ROS en 237%,
y el metil viologeno aumentd 331% con respecto al control con glucosa (Fig. 18). Los
resultados sugieren que el bifenilo es un compuesto que es utilizado como fuente de carbono

y actua como un estresor quimico asociado al estrés oxidativo.
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Figura 18. Generacion de ROS intracelular por la exposiciéon de B. xenovorans LB400 a bifenilo.

2.4 Efecto de la exposicion a bifenilo sobre la membrana celular

Con la finalidad de estudiar el estrés oxidativo por bifenilo, se analizé otros
parametros indicadores de ROS en celulas de B. xenovorans LB400. La generacion de
productos de peroxidacion de membranas es consecuencia directa de la accion de ROS al
interior de la ceélula. Se evaluo el nivel de peroxidacion de membranas mediante la
cuantificacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs), que es un reflejo de

los niveles de malondialdehido, un producto final de lipoperoxidacion (Schuh et al., 1975).
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La exposicion a bifenilo generé un aumento en productos de peroxidacion (medidos
como TBARs) evidenciando un dafio no despreciable en la membrana celular,
probablemente producto de las ROS generadas (Fig. 19). Existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p<0,05).
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Figura 19. Efecto de la exposicidn a bifenilo sobre la peroxidacién de membranas. Células de B.
xenovorans LB400 se expusieron a bifenilo (5 mM) o H,O, (100 uM) por 60 min y se determinaron las
TBARs. Como control las células se mantuvieron en glucosa (5 mM). Los resultados son expresados
como el valor promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. Existe diferencia
significativa (p= 0,027; p<0,05).

2.5 Efecto de la exposicion a bifenilo sobre enzimas antioxidantes

Se determind si la exposiciéon a bifenilo afecta la actividad de la enzima catalasa
(CAT), enzima encargada de reducir la concentracién intracelular de peréxido de hidrégeno.
La exposicién a bifenilo gener6é un aumento en la actividad CAT, sugiriendo que el efecto de
bifenilo involucra la generacién de perdxido de hidrogeno al interior de la célula (datos no
mostrados).

2.6 Estudios protedmicos

Existen diversos estudios de la respuesta molecular global en diversas bacterias a
cambios desfavorables en su medio (Blom et al., 1992; Gage y Neidhardt, 1993: Giuffrida et
al., 2001; Leichert et al., 2003). Un estudio reciente en B. xenovorans LB400 (Agullé et al.,

2007), caracteriza su respuesta molecular durante el crecimiento en bifenilo o durante la
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exposicion a este compuesto y a 4-CB. Bajo estas condiciones muestra que se inducen
diversas enzimas asociadas a estrés general y oxidativo por la exposicién a (cloro)bifenilos.
Los resultados obtenidos en células de B. xenovorans LB400 crecidas en bifenilo (5
mM) y con la utilizacion de la sonda sensible a estrés oxidativo, H,DCF-DA, mostraron un
importante aumento en la florescencia (Fig. 17 A, 17 C). Este resultado confirmé que el
bifenilo es un agente generador de especies reactivas de oxigeno al interior de la célula. Con
el objetivo de confirmar aquello, en este trabajo se analizd la expresion global de proteinas
de B. xenovorans LB400 durante el crecimiento en bifenilo y en peroxido de hidrogeno

utilizando geles 2-D.

2.7 Identificacion de las proteinas inducidas durante el crecimiento en bifenilo

Se cultivaron células B. xenovorans LB400 en glucosa (5 mM) o bifenilo (5 mM) hasta
fase exponencial (Turbidez s;s,m 0.5-0,6) y se determiné la respuesta del proteoma. Bajo
estas condiciones, no se observé en el patrén de proteinas la represion de ninguna proteina.

La identificacion de cada una de las proteinas inducidas por el crecimiento en bifenilo
se muestran en Agullé et al. (2007). Cada proteina se identifico6 mediante la secuenciacion
del extremo amino-terminal (Secuenciacion de EDMAN). Si el extremo N-terminal se
encontraba blogqueado, se analizaron mediante espectrometria de masas de alta resolucién
(MALDI-TOF). Se obtuvo la identidad de las proteinas mediante el alineamiento con
proteinas descritas en otros organismos

Una de las proteinas inducidas durante el crecimiento en bifenilo fue identificada
como AhpC (Fig 20). En bacterias aerobias y facultativas esta enzima tiene una actividad
antioxidante, asociada no solo a la destoxificacion de hidroperéxido organico. Su sitio activo
puede también acomodar virtualmente cualquier radical hidroperéxido y peroxido de
hidrogeno. Incluso ha sido mas eficiente en la eliminacién de H,O, que la catalasa (Costa e
Imlay, 2001). Esta enzima esta codificada por el gen ahpC (BxeB1205) localizada en el
cromosoma 2 del genoma de LB400.

Asimismo, el crecimiento de B. xenovorans LB400 en glucosa con H,O, a 0.6 mM
incubada por 2 h, también muestra la induccion de AhpC (Fig 22). Por lo tanto, las
aproximaciones protedémicas obtenidas confirman que el crecimiento en bifenilo, establece
una condicién de estrés oxidativo para la bacteria B. xenovorans LB400.

La busqueda bioinformatica del gen ahpC en la cepa LB400 muestra que este gen

esta agrupado con el gen ahpF (BxeB1206), como se ha observado en otras bacterias



(Fukumori y Kishii, 2001; Ochsner et al., 2000). Sin embargo, la proteina AhpF no se
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Figura 20. Induccion de la proteina AhpC, en la cepa LB400 por H,0, y bifenilo. 1, células control
2, células expuestas a H,0, (0.6 mM); 3, células crecidas en bifenilo (5 mM). Las proteinas se
separaron por electroforesis 2-D y se tifieron con azul de Coomasie Las figuras muestran un
segmento de los geles 2-D.

evidencio en los geles 2-D.

3 GENERACION DE CEPAS BACTERIANAS RECOMBINANTES QUE SOBREEXPRESAN
GENES QUE CODIFICAN PROTEINAS DE DEFENSA AL ESTRES OXIDATIVO

Durante la exposicién de la cepa LB400 a bifenilo se determind un aumento en los
niveles de las ROS, lo que indicaria que la bacteria esta sometida a estrés oxidativo en estas
condiciones. Para aumentar |a resistencia al estrés oxidativo de esta bacteria se propuso la
construccion de bacterias recombinantes que sobreexpresan genes que codifican proteinas

de defensa al estrés oxidativo.

3.1 Busqueda in silico de los genes que codifican para proteinas de defensa al

estrés oxidativo en B. xenovorans LB400

La busqueda in silico de los genes que codifican para proteinas de defensa al estrés
oxidativo en el genoma de la cepa LB400 se realizé mediante el analisis de comparacion de
secuencias de aminoacidos, que permitio la localizacién de los correspondientes genes
ortdlogos en el genoma de B. xenovorans LB400. Esta bacteria posee al menos 15 genes
que codifican para diferentes proteinas de respuesta a estrés oxidativo (Fig. 21 y Tabla 15).
Los genes ortdlogos encontrados en la cepa LB400 corresponden a ahpCF, katE, oxyR,
sodB, hslUV, tolQRAB y cyoABCD.

El gen ahpC se localizé en el cromosoma 2 y codifica una proteina que posee un 68 %
de identidad en la secuencia de aminoacidos con AhpC de Salmonella typhymurium (Fig. 21,
Tabla 15). La subunidad AhpF corresponde a una flavoproteina reductasa dependiente de
NAD(P)H, que reduce la subunidad AhpC. En el genoma de la cepa LB400, se localizo el

gen katE, que codifica una catalasa. Esta enzima es ubicua y protege a los organismos

64



aerobios de los efectos toxicos del H,O,. La mayoria de las bacterias poseen multiples
isoenzimas de catalasa, que estan codificadas por distintos genes (Lowen et al., 1985). El
gen katE de la cepa LB400 codifica una catalasa monofuncional y se localiza en el
cromosoma 1. El producto genico codificado por katE en la cepa LB400 posee una identidad
de 68% en secuencias de aminoacidos KatE de Vibrio salmonicida. Esta enzima participa en
la conversion de H,O, a O, molecular y H,O (Halliwell y Gutteridge, 1986). El gen de la
enzima catalasa se encuentra ligada al gen oxyR, que codifica un regulador transcripcional
de la familia de proteinas LysR (Fig. 21).

OxyR es un factor de transcripcion que controla la expresion del regulén OxyR, que
incluye aproximadamente diez genes (Demple, 1999) (Tabla 1). Esta familia tiene la
caracteristica de regular positivamente sus genes blancos (Kim et al., 2002).

La busqueda in silico en el genoma de B. xenovorans LB400 reveld la existencia de un
gen sodB (Fig 21), que codifica una superoxido dismutasa. Esta enzima tiene un 72 % de
identidad con SodB de P. putida. La superoxido dismutasa cataliza la reaccién de O, a H-O,
(Fridovich, 1997). La funcion mas importante de esta enzima es la proteccion indirecta del
radical OH" . Esta enzima también protege del dafio directo causado por O, (Keyer e Imlay,
1996). El gen sodB se localiza en el cromosoma 1 de la cepa LB400. En el vecindario de
este gen se localiza un gen que codifica una exodeoxiribonucleasa (subunidad larga VII) (Fig
21).

La busqueda de genes ortélogos que participan en la respuesta a estrés oxidativo en
el genoma de B. xenovorans LB400 permitio localizar otros dos agrupamientos génicos
(cluster). Los genes tol estan agrupados como to/QRAB (Fig 21). Este cluster se localizd en
el cromosoma 1 de la cepa LB400. Las proteinas Tol se requieren para mantener la
estabilidad de la membrana externa (Bernadac et al., 1998). Los genes cyo estan agrupados
como cyoABCD (Fig 21) en el cromosoma 2. Estos genes codifican proteinas que protegen a
las células del estres oxidativo causado por el H,O; y paraquat (Lindqvist et al., 2000).

En B. xenovorans LB400 los genes que codifican el complejo HsIVU se localizan en el
cromosoma 1. El gen hs/U de LB400 codifica una proteina que posee 67 % de identidad con
HslU de P. fluorescens. El complejo HsIVU es una proteasa bacteriana dependiente de ATP,
que comprende la chaperona HslU y |la peptidasa HslV y que es analogo al proteosoma 26S
de eucariontes. Este complejo forma un cilindro proteolitico y juega un rol esencial en regular
los niveles de proteinas regulatorias claves y la eliminacion de polipéptidos anormales (Azim
y Noor, 2007) (Fig 21).
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Figura 21. Organizacion genémica de genes de estrés oxidativo en B. xenovorans LB400.
Representando en rojo los genes elegidos para trabajar en esta Tesis para sobreexpresién (ahpC,
oxyR, sodB) y para en rojo a rayas oblicuas para contruccion de plasmidos recombianntes (hs/U. tolA,
cyoA): en blanco a rayas verticales negras, gen regulador. a) en azul , el gen ahpF que codifica para la
alquil hidroperdxido reductasa subunidad F; en rojo, el gen ahpC que codifica para la alquil
hidroperoxido reductasa; en amarillo, el gen sigma 54 que codifica a un regulador transcripcional
especifico, en negro a rayas grises el gen prpB que codifica a una putativa carboxivinilo-
carboxifosfonato fosforilmutasa b) en naranjo el gen queA que codifica para ribosiltransferasa-
isomerasa; en celeste, el gen recG que codifica para DNA helicasa dependiente de ATP; en rojo, el
gen oxyR que codifica un regulador transcripcional de la familia LysR; en gris, el gen katE que codifica
para la catalasa; c) en rojo, el gen sodB que codifica para la superéxido dismutasa; en rayas
diagonales azules, el gen xseA que codifica para la exodeoxiribonucleasa subunidad larga VII; d) en
rayas horizontales negras, gen que codifica para la histidina quinasa; en blanco a rayas verticales
negras, regulador transcripcional de dos componentes; en rojo, el gen hslU que codifica para la
proteasa dependiente de ATP; en amarillo con rayas grises, gen hs/V que codifica para proteina
proteasa peptidasa; en blanco con rayas negras verticales, gen dksA que codifica para el regulador
transcripcional de la familia TraR/DksA; e) en turquesa claro, gen omp que codifica a una proteina de
membrana externa; en verde, gen folB que codifica a una proteina periplasmica del complejo
TolQRAB de la membrana interna; en color negro, gen que codifica para 4 hidroxibenzoil CoA
tioesterasa; f) en blanco con puntos negros, gen que codifica para una quinona oxidoreductasa; en
rojo, gen cyoA que codifica para la ubiquinol oxidasa subunidad Il, en morado el cluster cyoBCD que
codifican para las oxidasa subunidad I,1ll y IV. C1 indica cromosoma 1 y C2 cromosoma 2 de la cepa
LB400.
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Tabla 15. Genes de respuesta a estrés oxidativo y sus productos de B. xenovorans LB400.

Productos genicos relacionados

Gen (Bxe no.) Producto genico (aa) Nombre Funcion Organismo % idenudad

AhpC (187) AhpC r\!th—'h|dr0pcm\|dn reductasa “Salmonella tvphymurium 68%
ahpC (BxeB1205)

ahpF (BxeB1206) AhpF (530) Ahpl Alguilo lidroperoxido reductasa  Pseudomonas florescens 1%
subunidad |
kat: (BxeA3986) Katk (484) Katl Cutalasa Ithrio salmomcida 8%
oxyR (BxeA3987) OxyR (319) OxyR Regulador transcripcional Pseudomonas florescens 2%
(Famiha LysR)
sodB (BxeA0769) SodB (192) SodB Superoxido dismutasa Fe/Mn Pseudomonas putida 72%
hslU (BxeA4381) HsIU (448) HslL Proteina choque termico Pseudomonas florescens 67%

3.1.2 Seleccion de los genes para sobreexpresion

La seleccion de los genes candidatos para la sobreexpresion en la cepa LB400
(ahpCF, sodB y oxyR, Tabla 12) estuvo basada en los estudios proteémicos que indicaron la
induccion de AhpC durante el crecimiento de la cepa LB400 en bifenilo y en la funcion
relevante que cumplen estos tres genes de defensa al estres oxidativo.

OxyR es un factor de transcripcion que controla la expresion de aproximadamente
diez genes (Demple, 1999): catalasa-hidroperoxidasa | (katG), alquilo hidroperéxido
reductasa (ahpCF), glutation reductasa (gorA). glutaredoxina (grxA), una proteina de unién al
DNA (Dps), y varios otros genes (Tabla 1, Gonzalez-Flecha y Demple, 2000). Estudios
realizados por Stortz et al. (1990) indicaron que la sobreexpresion de OxyR aumentd la
expresion del cluster ahpCF. La proteina OxyR pertenece a la familia conocida del tipo
LysR, proteinas de union al DNA que activan la expresion de sus genes blancos (Kim et al.,
2002).

Alquil hidroperéxido reductasa subunidad C (AhpC) es una proteina que aumentd su
sintesis cuando la cepa LB400 crecié en bifenilo (Agullo et al, 2007). En E.coli K12 la
sobreproduccién de la enzima alquil hidroperoxido reductasa subunidad C (AhpC) aumento
la resistencia al compuesto indol que es toxico para la bacteria (Garbe et al., 2000). En B.
pseudomallei, cuando sobreexpreso el gen ahpC protegio a las células del estrés causado

por intermediarios reactivos de nitrogeno (Loprasert et al., 2003).
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La proteina SodB es una proteina que protege del dafio directo causado por O, (Keyer
e Imlay, 1996) y también de la proteccion indirecta del radical OH". Recientemente, se ha

demostrado que en Pseudomonas sp. cepa As1, la sobreexpresiéon de enzimas antioxidantes
(ferredoxina reductasa y superoxido dismutasa), ayudan a la tolerancia oxidativa durante la
biodegradacién del naftaleno (Kang et al., 2007).

Estos antecedentes sugieren que la sobreexpresion en la cepa LB400 de los genes

oxyR, sodB y ahpC podria contrarrestar el estrés oxidativo generado por los bifenilos.

3.2 Generacion de cepas recombinantes de B. xenovorans LB400

De acuerdo a los antecedentes descritos anteriormente, se seleccionaron los genes
que codifican el regulador transcripcional (oxyR) y las enzimas alquilo hidroperoxido
reductasa (ahpCF) y superdxido dismutasa (sodB) de la cepa LB400.

Los genes oxyR, ahpCF, sodB de la cepa LB400 fueron amplificados por PCR y
clonados en el vector de amplio espectro de huesped plZ1016 (Fig. 22, Tabla 3). El
clonamiento de un gen en este vector permite una regulacion de su expresion debido a que
la trascripcién desde el promotor P, es inducida por IPTG. La Figura 22 muestra la
construccion del plasmido recombinante plZahpCF. La misma estrategia se emplet para la
generacion de los plasmidos recombinantes plZsodB y plZoxyR. El vector plZ sin inserto
(plZ1016) se empled como control negativo. Estos plasmidos se incorporaron en E. coli
s17Apir por transformacion mediante el método de chogue térmico. Los genes oxyR sodB y
ahpC, se transfirieron de E. coli s17Apir a la cepa LB400 mediante conjugacion biparental.
Mediante electroforesis en gel de agarosa se confirmd el tamafio de cada uno de los

plasmidos recombinantes (plZahpCF y plZoxyR) en la cepa LB400 (Fig. 23).
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Figura 22. Representacién esquematica de la construccioén del plasmido plZahpCF. El plasmido
plZ fue digerido con las enzimas de restriccion Pstl y Hindlll. Los genes ahpCF amplificados por PCR
se ligaron al plasmido plZ. Se generé un plasmido de 8,3 kb. Las abreviaturas utilizadas son: lacZa,
fragmento que codifica la subunidad a de la B-galactosidasa; Gm®, gen que confiere resistencia a
gentamicina; rep y mob, genes de replicacién y movilizacion del plasmido plZ1016, respectivamente:
Piac, promotor lac. Las enzimas de restriccion sefialadas son: B, BamHI; E, EcoRI; H, Hindlll; K, Kpnl:
X, Xbal. Los genes ahpC y ahpF se ilustran en rojo y azul, respectivamente.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) de plasmidos recombinantes. A) 1, estandares
de masa molecular (1 kb DNA ladder); 2, LB400 plZahpCF (clon 8) 8.332pb; 3, LB400 silvestre; 4,
S17Apir plZahpCF. B) 1, S17Apir plZoxyR; 2, LB400 plZoxyR (clon 11) 7.011pb; 3, estandares de
masa molecular (1 kb DNA ladder).

Las cepas recombinantes sobreexpresaron los genes oxyR, sodB y ahpC presentes en
el plasmidio recombinante. Se ilustra el aumento de la sintesis de SodB por la cepa
recombinante LB400plZsodB (Fig. 24). En la Tabla 16 se incluyen las cepas obtenidas en

esta Tesis y depositadas en el cepario del LMMBA de la Universidad Técnica Santa Maria.
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Figura 24. Patrén de proteinas totales de la cepa recombinante de B. xenovorans
LB400plZsodB. Las proteinas totales se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al
12,5%. Se muestra la superproduccién de la proteina SodB (sefalada con una flecha). Carril 1,
LB400 silvestre; carril 2, LB400plZsodB inducido con IPTG 0,2 mM; carril 3, LB400 plZvacio (control
negativo). MM, estandares de masa molecular.

Tabla 16. Cepas bacterianas recombinantes que sobreexpresan genes de estrés oxidativo
h

Cepas Construccion ABR
LB400pIZahpC LB400 que posee el vector pIZ1016 que contiene el Gm
gen ahpC. 10
LB400plZsodB LB400 que posee el vector pIZ1016 que contiene el Gm
gen sodB. 10
LB400plZoxyR LB400 que posee el vector pIZ1016 que contiene el Gitiis

gen oxyR.
“

4. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS RECOMBINANTES

Las cepas de B. xenovorans LB400 que sobreexpresan los genes oxyR, sodB y ahpC
se caracterizaron mediante estudios de crecimiento en bifenilo, degradacion de bifenilo,

morfologia y estudios proteémicos. Los resultados obenidos se detallan a continuacion:

4.1 Crecimiento en bifenilo

Se analizé el crecimiento de las distintas cepas recombinantes LB400plZoxyR
LB400plZsodB y LB400plZahpC empleando medio mineral M9 y bifenilo a distintas
concentraciones (5 mM, 25 mM, 50 mM) como unica fuente de carbono y energia. El
crecimiento se determiné por medicion de turbidez a 525 nm. Las cepas recombinantes
crecieron a las distintas concentraciones de bifenilo en forma similar a la cepa control
(p>0.05, a un nivel de significancia del 95 %) (datos no mostrados). Sin embargo, al estudiar

el crecimiento en medio minino con bifenilo como fuente de carbono y determinando UFC/ml
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la cepa recombinante LB400plZoxyR alcanzé una mayor biomasa (1.45 x 10° UFC/ml) que la
cepa control LB400plZ1016 (4.18 x10° UFC/m) (Fig. 25).
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it LB400pIZ Bifenilo (
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W LB400plZoxyR Glucosa
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Figura 25. Crecimiento de las cepas recombinantes de B. xenovorans (LB400pIZ vy
LB400plZoxyR) en bifenilo y glucosa. Las cepas se crecieron durante 48 h, utilizando bifenilo o
glucosa (5 mM) como Unica fuente de carbono y energia.

4.2 Efecto del inductor de estrés oxidativo H,O, sobre la viabilidad de las cepas
recombinantes.

Se estudidé si la sobreexpresion de los genes oxyR y ahpC en las cepas
LB400plZoxyR, LB400plZahpC y LB400plZ1016 aumenta la resistencia frente a H,O,. Cada
una de las cepas crecida en medio enriquecido LB hasta fase exponencial (turbidez de 0.4)
se expuso a H;O,. La cepa que sobreexpresa el gen oxyR mostré una mayor sobrevivencia
que la cepa control (LB400plZ) y que la cepa LB400plZahpC (Figura 26). El analisis
estadistico indico que las diferencias observadas entre estas cepas son significativas (p<
0,05). En base a estos resultados se puede sugerir que la cepa recombinante LB400plZoxyR

es una cepa mas tolerante al estrés oxidativo generado por el peroxido de hidrégeno.
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Figura 26. Efecto de la exposicion a peréxido de hidrogeno sobre la viabilidad de las bacterias
recombinantes (LB400plZoxyR, LB400plZahpC y LB400pIZ). Cultivos crecidos en medio LB hasta
fase exponencial (T ssnm de 0,4) se expusieron a H,0, (2,5 mM) por 30 min. Los resultados son
expresados como el valor promedio * desviacion estandar de mas de tres experimentos
independientes. El andlisis estadistico indicé que existen diferencias significativas (p< 0,05) entre las
cepas recombinantes.

4.3 Degradacion de bifenilo

Se estudio la degradacién de bifenilo en las cepas recombiantes LB400plZoxyR,
LB400plZahpC, LB400plZsodB y LB400plZ1016. Para ello, se realizé un ensayo simple de
degradacion con células en reposo. Las bacterias se crecieron en medio mineral M9 vy
bifenilo (5 mM) como fuente de carbono hasta fase exponencial media (turbidez s,snm 0,5),
se centrifugaron y se expusieron nuevamente a bifenilo a una concentracion de 0,04 mM. En
estas condiciones, las cepas recombinantes no mostraron una mayor degradacién de bifenilo
que la cepa control (LB400plZ1016) (Fig. 27). Todas las cepas alcanzaron una degradacion
de aproximadamente 80 % de bifenilo a los 120 min.
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Figura 27. Estudio de degradacion de bifenilo por las cepas de B. xenovorans LB400
recombinates (LB400plZ, LB400plZahpC, LB400plZsodB, LB400plZoxyR). Para el ensayo de
degradacion las cepas recombinantes se expusieron a una concentracion de 0,04 mM de bifenilo.
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4.4 Morfologia de las cepas bacterianas recombinantes

Para estudiar el efecto del bifenilo sobre la morfologia celular de las bacterias
recombinantes se empled microscopia electronica de transmisién. Las células crecieron
hasta fase exponencial tardia en bifenilo o glucosa (5 mM) como fuente de carbono. Se
observaron cambios en la morfologia celular por el crecimiento en bifenilo (Figura 28, A-D).
En esta condicion la cepa recombinante LB400plZ1016 presenta una membrana
citoplasmatica de aspecto difuso e irregular y ausencia de granulos en su citoplasma (Fig. 28
A). La bacteria LB400plZoxyR muestra una membrana externa bien definida, un espacio
periplasmico mas ancho y estructuras como granulos de color blanco en el citoplasma(Fig.
28 B). La cepa LB400plZsodB muestra una membrana citoplasmatica de superficie irregular
y difusa hacia los polos y ausencia de granulos (Fig. 28 C). La cepa LB400plZahpC muestra
la membrana externa difusa y la presencia de algunos granulos de color blanco (Fig. 28 D).
La figura 28 E-H muestra las morfologias de las cepas recombinantes crecidas en glucosa.
En esta condicion todas las cepas muestran membranas externas bien definidas y granulos
blancos en su citoplasma. Algunas células de las cepas recombinante presentan
adicionalmente granulos densos de color negro, que corresponderian a polifosfatos. La cepa
LB400plZoxyR presenta una membrana interna mas definida y un mayor espacio
periplasmico que las células recombinantes LB400plZ1016 (Fig. 28 E y F). La cepa
LB400plZsodB presenta un gran numero de granulos blancos en el citoplasma. Finalmente,
la cepa recombinante LB400plZahpC no mostro diferencias respecto al control (Fig. 28 E y
H).



Figura 28. Micrografias de cepas recombinantes de B. xenovorans LB400 (LB400plZ,
LB400piZoxyR, LB400plZsodB y LB400plZahpC) crecidas en bifenilo y glucosa. Las células
crecieron en medio minimo M9 con glucosa o bifenilo (5mM) como fuente de carbono, hasta fase
exponencial tardia (Ts;snm 0,9). Los genes con actividad antioxidante se indujeron con IPTG. A)
LB400plZ bifenilo B) LB400plZoxyR bifenilo C) LB400plZsodB bifenilo D) LB400plZahpC bifenilo E)
LB400plIZ glucosa F) LB400plZoxyR glucosa G) LB400plZsodB glucosa, H) LB400plZahpC glucosa.
Las flechas y las puntas de flechas indican la membrana externa y membrana interna,
respectivamente. Las flechas de color rojo, indican membrana laxa. Las imagenes son representativas
de al menos 10 campos observados.

4.5 Medicion de superoxido intracelular

Para evaluar si la sobreexpresion del gen sodB en la cepa recombinante
LB400plZsodB protege a esta bacteria del superoxido generado por el paraquat (metil
violégeno) o posiblemente por el bifenilo, se realizé el ensayo NBT. Se incubaron las cepas
con bifenilo (1 mM), metil violégeno (0.75 mM) y glucosa como control. En las diferentes
condiciones probadas se observé una leve disminucion del superoxido intracelular en las

condiciones probadas (Fig 29).
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Figura 29. Disminucién del superoxido intracelular en la bacteria recombinante LB400plZsodB.
MV: metil violégeno.

4.6 Analisis protedmico de las cepas recombinantes: LB400plZoxyR,
LB400plZsodB, LB400plZahpC y LB400plZ1016

4.6.1 Identificacion de proteinas inducidas en las bacterias recombinantes de la

cepa LB400 crecidas en bifenilo

Con el objeto de conocer los cambios en el proteoma de las cepas bacterianas
recombinantes durante la exposicion a bifenilo, se analiz6 el patrén de proteinas mediante
electroforesis 2-D. Para ello, las células fueron cultivadas en medio minimo con bifenilo o
glucosa (5 mM) como fuente de carbono hasta alcanzar la fase exponencial media
(turbidezssnm 0.5 a 0.7). Se comparo el patrén de proteinas totales solubles de las cepas
LB400plZoxyR, LB400plZsodB, LB400pIZahpC y LB400plZ1016. De acuerdo a los patrones
de proteinas analizados de las cepas recombinantes, al menos en 20 proteinas se
observaron cambios en sus niveles durante el crecimiento en bifenilo, con respecto a la
condicién control (glucosa). Estas fueron identificadas por secuenciacion N- terminal o
MALDI-TOF(Tabla 17).

En la cepa recombinante LB400plZoxyR se observo la induccién de siete proteinas
durante el crecimiento en bifenilo (Fig. 30 B y C). Se determiné la mayor induccién de la
proteina 8, identificada como catecol 1,2-dioxigenasa (C1, 20), estando inducida mas de
seis veces. Esta enzima corresponde a la primera enzima de la via degradativa tipo orto del
catecol, subsiguiente a la ruta degradativa del benzoato. Es codificada por el gen catA y se
localiza en el cromosoma 1 de la cepa LB400. Asimismo, se observé que tanto la proteina A2
como D presentan una induccién mas de 4 veces con respecto al control en glucosa (Figura
30 C). Ambas enzimas pertenecen a la ruta degradativa del bifenilo. La proteina A2 fue

identificada como la subunidad menor (BphA2) de la enzima bifenilo 2 3-dioxigenasa
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(Erickson y Mondello, 1992; Hofer et al., 1993; Seeger et al., 1997) y la D como 2-hidroxi-6-
oxo-6-fenilnexa-2,4-dienoato hidrolasa (BphD). Las proteinas A1 y B, corresponden a la
subunidad mayor (BphA1) de la enzima bifenilo 2,3-dioxigenasa y bifenilo-2,3-dihidrodiol-
2,3-deshidrogenasa (BphB), respectivamente. Ambas enzimas, presentaron una induccion
mas de 2 veces con respecto al control.

La proteina 14, identificada como alquilo hidroperéxido reductasa (AhpC) se induce
mas de 2 veces con respecto al control (Figura 30 B y C). Esta enzima de respuesta a estrés
oxidativo tiene por funcién la destoxificacion de peroxido de hidrégeno y de hidroperéxidos.

La induccién de la proteina 1 se analiza como un caso particular ya que no es posible
asociar el cambio de expresioén a una unica proteina. El analisis por MALDI-TOF revelé una
mezcla de 3 proteinas que presentan idéntico punto isoeléctrico y la masa molecular
semejante (Tabla 13, 1a, b, c). Una de las proteinas fue identificada como la enzima catalasa
(KatE), asociada a la defensa del estrés oxidativo, localizada en el cromosomar.

En la cepa LB400plZoxyR en bifenilo se observé la fuerte represion de dos proteinas,
identificada como la proteina 6-fosfogluconato deshidratasa (proteina 12) y la proteina
periplasmica transportadora de maltosa (proteina 7,) reprimida 15 veces y 11 veces,
respectivamente (Figura 30 C). Adicionalmente, se observé la represion (> 1,5 veces) de
otras 9 proteinas (2, 3, 4, 5, 9, 10, 11, 13y 15).
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Figura 30. Patrén de proteinas totales de la cepa recombinante LB400plZoxyR crecida en
glucosa o en bifenilo. A, células control; B, crecimiento en bifenilo. Las proteinas se separaron por
electroforesis 2-D y se tifieron con azul de Coomasie. Las figuras muestran un segmento de los geles
2-D. Las proteinas inducidas (cuadro color rojo), reprimidas (cuadro color blanco), no inducidas
(cuadro color negro), por bifenilo. Consideradas de al menos tres experimentos independientes. A la
izquierda de los geles se muestra los estandares de masa molecular. C. Gréaficas con los niveles de
expresion de las proteinas crecidas en bifenilo o glucosa.
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Tabla 17. Propiedades de las proteinas separadas por PAGE-2D

_ . . . ___ ____ ___ _______________________ ]

Proteina Método N° Bxe aa Identificacion MM pl
la MALDI-TOF BxeA1420 531 Aldehido deshidrogenasa 36 6.2
b MALDI-TOF BxeA0366 489 Glutamato sintasa 54 6.3
lc MALDI-TOF BxeA3986 484 Catalasa 54 6.4
2 MALDI-TOF BxeAOO38 513 ATP sintasa Fl. subunidad u 56 57
3 MALDI-TOF BxeA0312 396 Factor de elongacion Tu 43 54
4 MALDI-TOF BxeA3d48 3N Transportador de azucar ABC. subumdad ATPasa 41 70
5 MALDI-TOF BxeAO6Y | 354 Iructosa bifostato aldolasa. clase 11 39 59
6 MALDI-TOF BxeA3229 338 Acido acetohidroxireductasa 36 6.2
7 MALDI-TOF BxeA 3451 415 Transportador de azucar ABC (maltosa) 44 88
8 N-terminal BxeA2109 302 Catecol 1.2 dioxigenasa 33 5.1
9 BxeA0793 701 Factor de elongacion G 7 52
10 MALDI-TOF BxeAl573 427 Lnolasa 46 48
11 MALDI-TOF BxeA0397 297 Transportador ABC (glutamato-aspartato) 33 9.0
12 MALDI-TOF BxeAO389 634 6-tostogluconato deshidratasa 67 6.4
13a MALDI-TOF BxeA4134 207 Proteina ribosomal L25Rp1Y 22 5.9
13b MALDI-TOF e 201 Proteina nbosomal 58 22 6.1
14 MALDI-TOF BxeA 1203 187 Alquilo hidroperoxido reductasa AhpC 21 5.1
'S MALDI-TOF BxeA 344 190 Fasia 20 6.2
Al N-terminal BxeCl1197 459 Subumidad mavor de bifenilo 2 3-dioxigenasa 51 6.0
(BphAT)
A2 N-terminal BxeC1196 213 Subunidad menor de bifenilo 2 3-dioxigenasa 22 55
(BphA2)
B MALDI-TOF BxeC1192 277 Bitenilo ¢1s-2.3-dihidroxi-2.3-dihidrodiol 29 5.3
deshidrogenasa (BphB)
D N-terminal BxeCl186 286 2- hidroxi-6-ox0-6-fenilthexa-2 4-dieno ato 32 6.0
mdrolasa (Bph)
] MALDI-TOF BxeCII88 304  Acetaldehido deshidrogenasa (Bph)) 32 61

En la cepa recombinante LB400plZsodB se observo la induccién de once proteinas
durante el crecimiento en bifenilo (Fig. 32 b). Se determin6d la mayor induccion (> 10 veces)
de las proteinas catecol 1,2-dioxigenasa (C1, 20) (proteina 8), la enzima de la ruta de
degradacion del bifenilo BphA1 y la 6-fosfogluconato deshidratasa (proteina 12). Esta ultima
proteina participa en el metabolismo del gluconato. Otras siete proteinas (5, 6, 11, 13, A2, D
y J) fueron inducidas (>1,5 veces). Se observo la represion (> 2 veces) de cuatro proteinas
(2, 7, 8 y18).
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Figura 31. Patrén de proteinas totales de la cepa recombinante LB400plZsodB crecida en
glucosa o en bifenilo. A, células control; B, crecimiento en bifenilo. Las proteinas se separaron por
electroforesis 2-D y fueron tefiidos con azul de Coomasie. Las figuras muestran un segmento de los
geles 2-D. Las proteinas inducidas (cuadro color rojo), reprimidas (cuadro color blanco), no inducidas
(cuadro color negro), por bifenilo. Consideradas de al menos tres experimentos independientes. A la
izquierda de los geles se muestra los estandares de masa molecular. C.Gréaficas con los niveles de
expresion de las proteinas crecidas en bifenilo o glucosa.

Se realiz6 el analisis de la expresion global de los niveles de proteinas en la cepa
recombinante con sobreexpresion del gen ahpC crecida en bifenilo y crecida en glucosa (Fig.
32 Ay B). Como resultado de dicho andlisis, se observé la induccién de ocho proteinas,
observandose la mayor induccién de la proteinas catecol 1,2-dioxigenasa (> 8 veces)
(proteina 8), las enzimas de la ruta de degradacion del bifenilo BphD y BphJ. Otras cinco
proteinas (1, 13, 14, A1, A2) fueron inducidas a un nivel menor (>1,5 veces). Adicionalmente,
se observé una fuerte represion (15 veces) en la condicién de crecimiento en bifenilo de la
proteina 7, que corresponde al transportador de maltosa. También se observé la represion
(>1.5 veces) de otras cinco proteinas (3, 4, 5, 11 y 15) (Fig. 32 C).
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Figura 32. Patron de proteinas totales de la cepa recombinante LB400plZahpC crecida en glucosa y en
bifenilo. A, células control; B, crecimiento en bifenilo. Las proteinas se separaron por electroforesis 2-D y fueron

tefiidos con azul de Coomasie. Las figuras muestran un segmento de los geles 2-D. Las proteinas
inducidas (cuadro color rojo), reprimidas (cuadro color blanco), no inducidas (cuadro color negro), por
bifenilo. Consideradas de al menos tres experimentos independientes. A la izquierda de los geles se
muestra los estandares de masa molecular. C. Graficas con los niveles de expresion de las proteinas
crecidas en bifenilo o glucosa.
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De las proteinas inducidas identificadas en la cepa LB400plZ1016 (cepa control)
crecida en bifenilo, se observé la induccién de siete proteinas (Fig. 33 B y C). Nuevamente
se observo la fuerte induccion (> 3,5 veces) de la proteinas catecol 1,2-dioxigenasa (C1, 20)
(proteina 8) y de la proteina de defensa al estrés oxidativo identificada como alquilo
hidroperoxido reductasa (AhpC). Las otras cinco proteinas pertenecen a la ruta degradativa
del bifenilo (BphA1, BphA2, BphB, BphD y BphJ). Ademas se observé reprimido (13 veces)
el transportador de maltosa (proteina 7). Asimismo, se observé la represion (> 2 veces) de

otras tres proteinas (4,12 y 15).
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Figura 33. Patron de proteinas totales de la cepa recombinante LB400pIZ crecida en glucosa o
en bifenilo. A, células control; B, crecimiento en bifenilo. Las proteinas se separaron por electroforesis
2-D y fueron tenidos con azul de Coomasie. Las figuras muestran un segmento de los geles 2-D. Las
proteinas inducidas (cuadro color rojo), reprimidas (cuadro color blanco), no inducidas (cuadro color
negro), por bifenilo. Consideradas de al menos tres experimentos independientes. A la izquierda de
los geles se muestra los estandares de masa molecular. C. Gréficas con los niveles de expresién de
las proteinas crecidas en bifenilo o glucosa.

Finalmente, se compararon los patrones de proteinas totales de bacterias crecidas en
bifenilo de las cepas recombinantes con la cepa LB400plZ1016. Al comparar los patrones de
proteinas totales de la cepa recombinante LB400plZoxyR con la cepa control, se determiné
que el bifenilo induce la expresion de las enzimas de la ruta de degradacion del bifenilo
BphA1, BphA2 y BphD (>1,5 veces). En la cepa LB400plZsodB se observé una fuerte
induccién (>7 veces) de la enzima 6-fosfogluconato deshidratasa y la induccién de la
subunidad mayor bifenilo 2,3-dioxigenasa (BphA1) y el transportador ABC (glutamato-
aspartato) (>2,5 veces). En la cepa LB400plZahpC se observoé la mayor induccién (2 veces)
de el factor de elongacion Gy de la alquil hidroperoxido reductasa (AhpC) (Tabla 18).
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Tabla 18. Niveles de expresion relativa de las proteinas identificadas en las cepas

recombinantes crecidas en bifenilo.

Proteinas Proteina identificada L.B400plZ L.B400p1Z LB400plZ
oxyR sodB alipC
1 Aldehido deshidrogenasa - 5 -
Glutamato sintasa
Catalasa
2 ATP sintasa F1. subumdad « - = ND
3 Factor de elongacion Tu & s | -
4 I'ransportador de azucar - -
ABC. subumidad ATP asa
5 Fructosa hifosfato aldolasa, = = I
clase 1
6 Acido - = ND
acetohidroxireductasa
7 Transportador de azucar & - =
ABC (maltosa)
8 Catecol 1.2 dioxigenasa - = =
9 Factor de elongacion G _ = TR
10 Enolasa ” & =
1 Transportador ABC & ++ =
(glutamato-aspartato)
12 6-fosfogluconato - +++ ND
deshidratasa
13 Proteina ribosomal L2SRpiY o A 5
Proteina ribosomal 58
14 Alquilo hidroperoxido - . B T+
reductasa ahpC
15 Fasina _ - +
Al Subunidad mayor de -+ - =
bifenilo 2 3-dioxigenasa
(BphAl)
A2 Subunidad menor de + - .
bifemlo 2.3-dioxigenasa
(BphA2)
B Bifenilo cis-2.3-dihidroxi- u = =
2 3-didrodiol
deshidrogenasa (BphB)
D 2- hidroxi-6-0x0-6- + + %
temlhexa-2 4-dienoato
hidrolasa (BphD)
J Acetaldehido - - +
deshidrogenasa (Bphl)

(-) no inducida; (+ ) inducida > 1.5 veces ; ++ inducida > 2 a 5 veces; +++ inducida > 5 veces.

ND: no detectada.
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V Discusion

1. Analisis del potencial de B. xenovorans LB400 para degradar compuestos
aromaticos.

B. xenovorans LB400 es una bacteria modelo para la degradacion de PCBs. Posee
uno de los genomas bacterianos mas grandes (9,73 Mbp) y es la primera Burkholderia no
patogenica secuenciada (Chain et al.. 2006). La secuenciacion y anotacion de genomas
completos de distintas especies del género Burkholderia ha sido fundamental para conocer
la plasticidad del genoma y la versatilidad metabdlica de estos microorganismos (Holden et
al., 2004; Nierman et al., 2004). En ese sentido, el primer objetivo de esta Tesis fue
reconstruir el metabolismo de compuestos aromaticos en B. xenovorans LB400 mediante
analisis in silico de su genoma. Esta bacteria tiene el potencial de metabolizar una gran
variedad de compuestos aromaticos.

B. xenovorans LB400 posee al menos once rutas metabdlicas centrales de
degradacion de compuestos aromaticos y veintidos rutas periféricas (Fig. 2, Chain, et al.,
2006). En esta Tesis se identificaron mediante analisis bioinformatico, cinco rutas centrales:
la ruta del catecol (genes caf), clorocatecol (genes clc). benzoil-CoA (genes box),
protocatecuato (genes pca) y la del homoprotocatecuato (genes hpa) y se identificaron cinco
rutas periféricas: benzonitrilo (genes nitA), benzamida (genes amiE), triptéfano (genes kyn),
salicilato (genes nah) y benzoato (genes ben). En comparacion, a otras cuatro especies
degradadoras de compuestos aromaticos del geénero Pseudomonas (P. fluorescens, P.
syringae, P. putida y P. aeruginosa) que poseen en conjunto, solamente nueve rutas
centrales (Jiménez et al., 2004), lo que indicaria que por si sola, la cepa LB400 posee mas
rutas centrales que estas cuatro especies del género Pseudomonas.

Los estudios realizados en esta Tesis han revelado la existencia de cinco clusters
génicos implicados en las rutas centrales de degradacion de compuestos aromaticos: cat
(degradacion del catecol), pca (degradacion del protocatecuato), clc (degradacion del
clorocatecol), hpa (degradacion del homoprotocatecuato) y genes box (degradacion del
benzoil Co-A). Estos clusters génicos han sido previamente descritos en otros
microorganismos (Harwood y Parales, 1996; Jiménez et al., 2004; Pérez-Pantoja et al,
2008): A estas cinco rutas centrales convergen, a su vez, diferentes rutas periféricas
implicadas en la degradacion de diferentes compuestos aromaticos (Fig. 2). Por ejemplo, se
describe la via del benzoato/ benzonitrilo/ benzamida que convergen a catecol o benzoil Co-

A (rutas centrales). Durante la degradacion del bifenilo se obtiene como producto el benzoato



y este converge a su vez a catecol Las rutas periféricas del triptéfano confluyen en el
antranilato/ benzoato. Por ultimo, el salicilato probablemente converge a la ruta del benzoato
(Fig. 2y 3).

En B. xenovorans LB400 se ha observado la presencia de un agrupamiento o cluster
supraoperonico que consiste en que los genes catabdlicos que codifican las enzimas para
una ruta de degradacion se encuentran asociados con otros genes que codifican para otra
ruta. Es decir, genes catabdlicos que canalicen la mineralizacion de distintos compuestos
aromaticos a través de una ruta central comun. Por ejemplo, los genes cmt de la ruta
metabolica periférica de p-cumato se encuentran asociados a los genes cym de la ruta
central de p-cimeno, se encuentran como agrupamiento supraoperénico (Chain et al., 20086).
Acinetobacter sp. ADP1, posee un agrupamamiento supraoperonico conformado por los
genes pca-qui-pob-ppa, que codifica las rutas de degradacién de protocatecuato, quinato, 4-
hidroxibenzoato y cafeato (Parke et al., 2001).

La degradacion de numerosos compuestos aromaticos naturales genera
protocatecuato o catecol como intermediarios centrales. Los genes pca (ruta del
protocatecuato) y los genes cat (ruta del catecol), codifican enzimas de vias que constituyen
la ruta del B-cetoadipato, ampliamente distribuida entre las bacterias (Harwood y Parales,
1996). Los genes pca en B. xenovorans al igual que en P. putida KT2440 se encuentran
organizados en diferentes agrupamientos (Jiménez et al., 2002), mientras que los de
Acinetobacter sp. ADP1 (Harwood y Parales, 1996) o P. florescens se encuentran
localizados en la misma region del genoma (Jiménez et al., 2002). En B. xenovorans LB400
el gen pcaF no se encuentra ligado a los genes pcalJBDC, como se ha observado en la
mayoria de los agrupamientos pca de otras bacterias (Fig. 6). En la cepa LB400 el gen pcaD
se encuentra ligado al gen pcaC, al igual que en otras bacterias como P. fluorescens
(Jiménez et al., 2002). Sin embargo, difiere de lo que se observa en Rodococcus opacus
(Eulberg et al., 1998) y Cupriavidus necator JMP134 (anteriormente Ralstonia eutropha),
cuyos genes (pcaC y pcaD) se encuentran fusionados formando el gen pcal (Pérez-Pantoja
et al., 2008).

La organizacion del cluster catRBAC (ruta del catecol) de B. xenovorans LB400 es
similar la organizacion que en B. pseudomallei 96243. En la cepa LB400, al igual que en P.
putida y B. pseudomallei, los genes ben no estan ligados a los genes cat de la ruta central
(Fig. 5). A diferencia de lo que ocurre en Acinetobacter sp. ADP1, P. stutzeri y Ralstonia

eutropha H16 que poseen un conjunto de genes cat asociados a los genes benABCD, que



codifican las enzimas responsables de la ruta periférica de degradacion del benzoato (Fig.
5).

Otra ruta central conocida recientemente para bacterias aerobias es la ruta del
benzoil-CoA, intermediario comun para los compuestos aromaticos fenol, tolueno, acido fenil
acetico y benzoato (Breese ef al., 1998). Los resultados obtenidos en esta Tesis reafirman
que en B. xenovorans LB400 existen dos copias de los correspondientes genes ortologos de
la ruta del benzoil-CoA (Tabla 8) (Chain et al., 2006, Denef el al.,, 2005). Es importante
mencionar que en la cepa LB400 existe redundancia de genes para esta ruta. En la bacteria
Cupriavidus necator también se determiné esta redundancia de genes para las rutas del
catecol, protocatecuato, salicilato y fenilaceti-CoA (Pérez-Pantoja et al., 2008).
Generalmente, esto se ha observado en bacterias que poseen grandes genomas. Mediante
la evaluacion de la historia de cada familia de genes, la adquisicion de genes es un
importante factor que contribuye a la diversidad del genoma de las bacterias. Sin embarge, la
duplicacion parece haber desempefiado un papel secundario en |la evolucion de los genes y
una fraccién importante de la redundancia genética observada en los genomas se explica
mejor por la incorporacién de genes completamente nuevos, mas que por la duplicacion
intragenomica (Lerat et al., 2005).

Bajo condiciones aerobias diversos cloroaromaticos (2 4-diclorofenoxiacetato,
clorobenzoatos) pueden ser degradados a traves de la ruta central del clorocatecol (genes
clc). El cluster clcABDE se encuentra conservado en diversas bacterias como P. cepa B13
(Frantz y Chakrabarty, 1987), P. putida (Mc Fall, 1997). Sin embargo, la cepa LB400 posee
un gen tctC, que se localiza entre el gen clcB y el gen clcD y que no esta presente en otras
bacterias (Fig. 9). Este gen tctC codificaria a un putativo transportador de acidos
tricarboxilicos. Los genes de la ruta clorocatecol han sido bien caracterizados en P. putida
cepa AC866 (Frantz y Chakrabarty, 1987), Pseudomonas. sp. cepa B13 (Kasberg, et al,
1997; Ravatn et al., 1998) y Pseudomonas. sp. cepa P51 (Van der Meer et al., 1991a). Como
en la cepa LB400 este agrupamiento tiene un gen regulador de la familia LysR, el cual esta
localizado rio arriba del cluster y es transcrito de un modo divergente.

El analisis de los agrupamientos génicos responsables de la degradacion del
homoprotocatecuato (genes hpa), también constituyen otra ruta central. Estos genes se
localizan en el cromosoma 2 del genoma de B. xenovorans LB400 (Fig. 10, Tabla 10). La
organizacion de los genes en la cepa LB400 es similar a la encontrada en la cepa B.
thailandensis E264. Sin embargo, en la cepa LB400 el gen hpaG1 se encuentra entre el gen

hpaE y el gen hpaG2. El ordenamiento del cluster hpa de B. xenovorans LB400 difiere de lo



observado en P. aeruginosa y P. fluorescens (Jiménez, et al., 2004) (Fig. 10). En la cepa
LB400 el gen regulatorio hpaR, que codifica un represor transcripcional de la familia MarR,
esta localizado rio arriba del gen hpaG1 (Fig.10). Los genes ortologos en P. aeruginosa y P.
fluorescens se encuentran fuera del cluster hpa (Jiménez, et al., 2004). La cepa LB400 no
posee los genes hpaC y hpaX, que codifican para la 4-hidroxifenilacetato 3-monooxigenasa y
la 4-hidroxifenilacetato permeasa, respectivamente.

Una ruta periférica que converge en la ruta central de B-cetoadipato es la del
benzoato, un compuesto aromatico muy frecuente en la naturaleza. El benzoato es
metabolizado a catecol mediante las enzimas codificadas por los genes ben. En B.
xenovorans LB400, la degradacion del benzoato a catecol se lleva a cabo a través de la ruta
orto. En la cepa LB400, los genes del cluster ben y del cat estan localizados en diferentes
cromosomas, al igual que en P. putida KT2440 (Jiménez et al., 2002). Sin embargo, estos
genes estan contiguos en las cepas P. fluorescens, R. metallidurans y Acinetobacter sp.
cepa ADP1 (Collier et al., 1998). Los genes ben han sido descritos en P. putida PRS2000,
Acinetobacter sp. ADP1 (Collier et al. 1998; Cowles et al., 2000) y en P. putida KT2440
(Jimenez et al., 2004). La regulacién de la transcripcion de los genes ben esta mediada por
el producto del gen benR. Mientras que el cluster ben, en la cepa LB400 esta regulado por el
producto del gen benR, la expresion de los genes ben en B. pseudomallei 1106 A esta
controlado por BenM, miembro de la familia de las proteinas regulatorias LysR (Collier et al.,
1998). El orden del cluster benABCD se mantiene en otras cepas (Fig. 5).

Los mecanismos de regulacion que controlan la expresion de los genes responsables
para el catabolismo de los compuestos aromaticos muestran una gran diversidad en B.
xenovorans LB400. El analisis del genoma de esta cepa realizado en esta Tesis permite
predecir la existencia de activadores transcripcionales de las familias LysR
(catRIpcaRiclcRIbenR), XRE (boxR), asi como los represores transcripcionales de la familia
GntR (bphR) y MarR (hpaR) y lo comunicado por Chain et al. (2006). La existencia de una
amplia gama de reguladores transcripcionales diferentes controlando el catabolismo global
frente a compuestos aromaticos manifiesta la diversidad funcional de la maquinaria
catabolica en B. xenovorans LB400. Esta es una caracteristica que también se ha observado
en otras bacterias capaces de degradar este tipo de compuestos (Diaz et al., 2001; Chain et
al., 2006; Perez-Pantoja et al., 2008).

Por ultimo, cabe destacar que el analisis del potencial de B. xenovorans LB400 para
degradar compuestos aromaticos ha permitido trabajar en estrecha colaboracién con

investigadores del area informatica. La integracion con investigadores del area bioinformatica
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y del area biologica, han permitido complementar conocimientos para una investigacion mas
eficiente. Es asi que durante el desarrollo de esta Tesis, permitié generar una aplicacion
bioinformatica denominada GeXpert (Arredondo et al., 2006: Arredondo et al., 2007). Los
resultados obtenidos revelaron que GeXpert permite una busqueda bioinformatica de genes
relacionados con rutas metabolicas mas rapida, eficiente y de alta confiabilidad que el
meétodo manual. Esta aplicacion bioinformatica permite aumentar el rendimiento de los
investigadores en dicha area.

La versatilidad metabdlica, el potencial degradativo, y la capacidad para colonizar el
suelo y la rizésfera (Chain et al., 2006) hacen que B. xenovorans LB400 sea un buen
candidato para estudios de ingenieria genética, aplicaciones biotecnoldgicas y
biorremediacion. La gran diversidad de enzimas encontradas en este trabajo en la cepa
LB400, excede considerablemente el espectro metabolico hasta el momento descrito en esta
cepa y en otras bacterias. Una forma de aumentar el potencial catabolico de B. xenovorans
LB400 es mediante la incorporacion y expresion en esta bacteria de nuevas rutas de
degradacion procedentes de otros microorganismos. Esta estrategia se ha utilizado con éxito
para disefar biocatalizadores con interés biotecnologico tanto en el campo de la
biorremediacion (Pieper y Reineke, 2000; Saavedra, 2005) como en la biotransformacion
para la generacion de compuestos de interés industrial (Wackett, 2003; Seeger et al., 2003;
Schmid et al., 2001). Dada la capacidad de B. xenovorans LB400 para degradar compuestos
aromaticos, esta bacteria es un huésped interesante para expandir el rango de sustratos que
esta podria degradar o biotransformar en productos con valor agregado, a través del
reclutamiento de genes desde otros microorganismos como lo realizado en P. putida KT2440
(Pieper y Reineke, 2000; Wackett, 2003). Por lo tanto, el analisis presentado en esta tesis y
en la publicacion (Chain et al., 2006) amplian las oportunidades de desarrollar aplicaciones

biotecnoldgicas.

2. Caracterizacion de la respuesta de B. xenovorans LB400 frente al compuesto
modelo bifenilo.

En B. xenovorans LB400 se han realizado varios estudios genéticos y bioquimicos de
las rutas degradativas de PCBs. No obstante, existen pocos estudios acerca de la respuesta
adaptativa de las bacterias frente a los (cloro)bifenilos y otros compuestos aromaticos
(Camara et al., 2004; Agullo et al., 2007; Martinez et al., 2007; Chavez et al., 2004). En este

sentido, la primera etapa de este objetivo ha consistido en evaluar el efecto del compuesto
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aromatico modelo bifenilo, sobre el crecimiento, la viabilidad celular y la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS).

La velocidad especifica de crecimiento bacteriano es menor en bifenilo que en
glucosa. Sin embargo, la cepa LB400 cultivada en bifenilo alcanzé una mayor biomasa (Fig.
15). La baja solubilidad acuosa del bifenilo (6,99 x 107 g/l) podria afectar la velocidad
especifica de crecimiento (Denef et al,, 2006). La solubilidad de la glucosa en el agua es de
1.250 g/l. Por ofro lado, se ha observado que el bifenilo afecta la organizacion de la
membrana citoplasmatica (Fig. 28 A) (Sikkema et al., 1994; Agullo et al., 2007).

Durante la exposicion de la cepa LB400 a bifenilo, su viabilidad disminuyé un 58 %
a los 120 min (Fig. 16 A) El efecto del bifenilo sobre esta bacteria se ha observado en otras
bacteria degradadoras de PCBs como Pseudomonas B4 (Chavez et al, 2004) y P. sp. DJ-12
(Park et al., 2001). Esto indica que el bifenilo y los PCBs no sélo actuan como una fuente de
carbono y energia sino también podrian ejercer un efecto toxico en la bacteria (Agullé et al,
2007). Los microorganismos responsables de la degradacion de compuestos hidrofébicos
tales como bifenilo o los PCBs estan sujetos a los efectos de estos compuestos sobre las
membranas, tales como perturbacion en la fluidez e interferencia con la funcién de las
proteinas (Sikkema et al., 1995; Camara et al., 2004; Agullo et al., 2007, Martinez et al.,
2007). Por otro lado, las ROS también podrian ejercer un efecto en el crecimiento de la cepa
LB400. En algunas cepas bacterianas se ha observado un aumento en ROS acompafado
con una reduccion en la viabilidad celular. Por consiguiente, la acumulacion de ROS termina
inhibiendo el crecimiento de las bacterias (Barnes et al.. 2005). Las especies reactivas de
oxigeno se producen por consecuencia del metabolismo celular y también por la exposicion
de las células a diferentes agentes fisicos y quimicos, causando lesiones oxidativas,
provocando dafio a nivel de membrana, rompiendo o modificando el DNA y las proteinas
(Demple, 1991). En B. xenovorans LB400, se determind mediante dihidroclorofluoresceina,
que el bifenilo genera un aumento de las ROS en la célula (Fig. 17 y 18). Por lo tanto, parte
de su toxicidad se deberia a la generacion de ROS. La dihidroclorofluoresceina reaccicna
con una serie de moléculas reactivas, preferentemente peroxido de hidrégeno (Jakubowshi
et al., 2000). Debido a esto y para validar los resultados de activacién con bifenilo, se realizd
una serie de estudios (Fig. 17). Se evalu¢ la activacion de H,DCF-DA en células tratadas con
diferentes concentraciones de los compuestos generadores de ROS: H,O, y paraquat,
obteniendose un nivel de activacion proporcional a la concentracion de estos compuestos
toxicos. En los ensayos con CdCl; (control negativo) no se observé la activacion de la sonda

a ninguna de las concentraciones probadas. Por lo tanto, B. xenovorans LB400 ajusta su
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fisiologia con una respuesta de defensa al estrés oxidativo frente a bifenilo, un sustrato
utilizado como fuente de carbono y energia, y al mismo tiempo un agente causal de estrés
oxidativo.

La generacidn de productos de peroxidacion de membranas biologicas es
consecuencia directa de la accion de ROS al interior de la célula. La oxidacion de los acidos
grasos polinsaturados por radicales libres conduce a la formacién de lipoperéxidos (Halliwell
y Gutteridge, 1999). La degradacion de estos lipoperoxidos puede ser enzimatica o no
enzimatica formando aldehidos toxicos. La toxicidad de estos aldehidos reactivos esta
basada en su habilidad para formar aductos con los tioles y con grupos amino (Junichi et al.,
2002). La acumulacion de estos aldehidos reactivos determinados por su reaccion con el
acido tiobarbiturico (TBARs) se pueden utilizar como indicadores de la modificacion oxidativa
de los lipidos. En esta Tesis demostramos que el bifenilo es un compuesto aromatico que
generd un importante aumento en la produccion de estos aldehidos reactivos en B.
xenovorans LB400 (Fig. 19), evidenciando un dafio en la membrana celular probablemente
producto de las ROS generadas (Fig. 28 A). La acumulacion de estos aldehidos reactivos se
ha evidenciado en otras bacterias sometidas a varios tipos de estrés, incluyendo H,O,
(Semchyshyn et al., 2005) TiO, (Gogniat et al., 2006) y K, TeO, (Pérez, 2007).

La tecnologia de la proteémica es una poderosa herramienta para el estudio de la
respuesta fisiolégica de la bacteria frente a condiciones de estrés. Permite comprender la
relacion entre la expresion de los genes y los problemas biologicos, mediante métodos
bioquimicos, con el fin de obtener una vision global e integrada de los procesos celulares
(Graves y Haystead, 2002). Como se demostro anteriormente, el bifenilo, es un agente
generador de ROS al interior de la célula. Esto permitié pensar a priori que podriamos
encontrar enzimas relacionadas con el estrés oxidativo en los estudios protedmicos. En este
trabajo se analizd la expresion global de proteinas de B. xenovorans LB400. La cepa
creciendo en bifenilo o durante la exposicién a bifenilo y otros clorobifenilos inducen diversas
enzimas asociadas a estres (Agullé et al, 2007). Entre las proteinas inducidas durante el
crecimiento en bifenilo se encuentra la alquil hidroperoxido reductasa, AhpC. Esta enzima
también se indujo durante la exposicion a H,0, (Fig. 20). En bacterias aerobias y facultativas
esta enzima tiene una actividad antioxidante, asociada no solo con la destoxificacion de
hidroperoxido organico, sino también, su sitio activo puede acomodar virtualmente cualquier
radical hidroperdxido y peroxido de hidréogeno. Incluso ha sido mas eficiente en la eliminacion
de H,0, que la catalasa (Costa e Imlay, 2001). Por lo tanto, los resultados protedémicos

confirman que la cepa LB400 crecida en bifenilo estad sometida a un estrés oxidativo.



3. Busqueda in silico de los genes que codifican para proteinas de defensa a estres

oxidativo en B. xenovorans LB400.

Es esencial para la sobrevivencia de las bacterias su capacidad para responder a
diferentes tipos de estrés. Existen mecanismos de defensa para contrarrestar esta situacion,
los cuales permiten resistir las condiciones adversas y los cambios ambientales repentinos.
Bajo condiciones de cultivo limitantes (disminucion de nutrientes, cambios en el pH o
variaciones drasticas de temperatura) la bacteria activa una “respuesta de estrés” que mejora
significativamente sus posibilidades de una adaptacion satisfactoria a los desafios
planteados por tales ambientes desfavorables (Renzone et al, 2005). La respuesta
bacteriana a estrés oxidativo ha sido extensamente estudiada en E. coliy en S. typhimurium
(Farr y Kogoma, 1991). Se han identificado factores de transcripcion que detectan los niveles
elevados de ROS y regulan la expresion de genes antioxidantes, que permiten mantener las
concentraciones de ROS a niveles de tolerancia apropiados (Stortz e Imlay, 1999)

Con el fin de conocer que tipo de genes de defensa al estrés oxidativo estan
presentes en B. xenovorans LB400, se realizo el analisis in silico del genoma de esta
bacteria. Esto permitid posteriormente definir los genes a sobreexpresar en esta bacteria
para aumentar la tolerancia al estrés oxidativo producido por el bifenilo. La cepa LB400
posee al menos 15 genes que codifican para diferentes proteinas de defensa al estrés
oxidativo (Fig. 21 y Tabla 15). Los genes ortélogos encontrados corresponden a ahpCF,
katE, oxyR, sodB, hslUV, tolQRAB y cyoABCD. El analisis realizado en esta Tesis ha
revelado la existencia de al menos cuatro clusters génicos implicados en la defensa al estrés
oxidativo. Estos clusters génicos ahpCF, hslUV, tolQRAB y cyoABCD, han sido previamente
descritos en otros microorganismos como S. typhimurium (Stortz et al., 1989), E. coli (Lee et
al., 2003), Haemophilus influenzae (Sen et al., 1996) y P. aeruginosa (Salunkhe et al., 2005),
respectivamente. Los genes ahpCF codifican para la alquil hidroperoxidasa. que comprende
las dos subunidades AhpC y AhpF. La subunidad AhpC o alquil hidroperoxido reductasa
subunidad C, corresponde a la enzima que participa en la destoxificacion de peroxido de
hidrogeno y de hidroperdxidos. AhpF (alquil hidroperéxido reductasa subunidad F) reduce el
grupo hidroperoxido a alcohol. La mayoria de los hidroperoxidos celulares son
hidroperdxidos lipidicos, los cuales potencian su toxicidad oxidante iniciando reacciones en

cadena con los lipidos de las membranas (Fukumori y Kishi, 2001).
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La proteina SodB es una proteina que protege del dafio directo causado por Oy
(Keyer e Imlay, 1996) y también de la proteccion indirecta del radical OH'. Recientemente. se

ha demostrado que en Pseudomonas sp. cepa Asl la sobreexpresion de enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa ayudan a la tolerancia oxidativa durante la
biodegradacion del naftaleno (Kang et al., 2007).

Por ultimo, estudios realizados por Storz et al. (1990) indicaron que la sobreexpresion
de OxyR aumentd la expresion del operén ahpCF. La proteina OxyR es un regulador de la
familia del tipo LysR, proteinas de union al DNA que activan la expresion de sus genes
blanco (Kim et al., 2002).

Estos antecedentes sugieren que la sobreexpresion en la cepa LB400 de los genes

oxyR, ahpC, y sodB podria contrarrestar el estrés oxidativo generado por los bifenilos.

4. Caracterizacion de las cepas recombinantes

Bajo la hipotesis que el metabolismo aerobio del compuesto modelo bifenilo genera
en la cepa LB400 una situacién de estrés oxidativo, se planted como un objetivo la
construccion de una bacteria recombinante que sobreexprese los genes de defensa al estrés
oxidativo como las enzimas alquil hidroperéxido reductasa (ahpCF) y superdxido dismutasa
(sodB) y de un regulador transcripcional (oxyR).

La cepa recombinante LB400plZoxyR es una cepa mas tolerante a la toxicidad del
bifenilo y al inductor de ROS, perdxido de hidrogeno. El cultivo de la bacteria recombinante
LB400plZoxyR en bifenilo alcanzé una mayor biomasa que la cepa control LB400plZ1016
(Fig. 25). Por lo tanto, la cepa que sobreexpresa el gen oxyR permite producir una mayor
masa celular, lo que podria ser Util para procesos biotecnologicos, como la biorremediacion.
Ademas, la cepa recombinante LB400plZoxyR expuesta al compuesto perdxido de hidrogeno
mostré una mayor sobreviencia que la cepa control (Fig. 26). La toxicidad del H.O,, esta
asociado a su reduccion por el Fe (Il) y formacién de radicales hidroxilo que dafan el DNA
(Imlay, 2003) y a la oxidacion de residuos de cisteina y metionina en diversas proteinas, lo
cual podria conducir a su inactivacion. El unico trabajo que describe la sobreexpresion de
oxyR en una bacteria sefiala que la sobreexpresion de este gen determino la induccion de
los genes ahpCF (Storz et al., 1990). Por otro lado, mutantes de oxyR son incapaces de
inducir los genes del regulon OxyR y son sensibles al peroxido de hidrogeno (Christman et
al., 1985). Sin embargo, una mutacién en oxyR en una cepa de S. typhimurium origin6 una

sobreproduccion de las proteinas controladas por este regulador (Christman et al., 1985).
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En esta Tesis se determiné que la sobreexpresion del gen sodB en la cepa
recombinante LB400plZsodB protege a esta bacteria del superéxido generado por el
paraquat (Fig. 29). Esto se relaciona a lo descrito en una cepa de E. coli que sobreexpresa |a
enzima superoxido dismutasa (sod) de Drosophila sechellia, en la cual se observd un
aumento en la resistencia al estrés oxidativo generado por paraquat (Goulielmos et al..
2003).

La cepa LB400plZahpC no mostré una mayor tolerancia al estrés oxidativo causado
por el bifenilo. Existen divergencias en los resultados obtenidos de otros estudios con la
sobreexpresion de ahpC. En E.coli K12 la sobreproduccion de la enzima alquil hidroperoxido
reductasa (AhpC) aumenta la resistencia a un compuesto aromatico (indol), cuyo compuesto
es toxico para la bacteria (Garbe et al, 2000). La sobreexpresion del gen ahpC en B.
pseudomallei protegid a las celulas del estrés causado por intermediarios reactivos de
nitrogeno (Loprasert et al., 2003). Estudios en Mycobacterium tuberculosis revelaron que la
sobreexpresion del gen ahpC protege a la bacteria de efectos toxicos de perdxidos organicos
(Sherman et al., 1996). Sin embargo, otros estudios sefialan que AhpC es menos efectiva en
destoxificar H,O, que KatA, actuando soélo AhpC como una via alternativa (Cosgrove et al,
2007). También se sefiala que AhpC es responsable de eliminar bajo niveles de H.O,,
mientras que la catalasa (KatA) seria responsable para la destoxificacion de altos niveles de
H.O, (Server e Imlay 2001).

En ensayos de degradacion, las cepas recombinantes alcanzaron una degradacion
de aproximadamente un 80 % de bifenilo (Fig. 27). Sin embargo, no se observé una mayor
degradacion por las cepas recombinantes con respecto a la cepa control.

En la cepa recombinante LB400plZoxyR (Fig. 28 B) crecidas en bifenilo se observo
una membrana externa bien definida. No se observo granulos de polifosfatos como indicador
de estrés, lo que estaria indicando que no existe mayor dafio a nivel de membrana. Por lo
tanto, la sobreexpresion de genes de defensa al estrés oxidativo es necesaria para proteger
a la cepa del dafio causado por la exposicion o crecimiento a estos compuestos.
Adicionalmente, podria explicar la mayor cantidad de biomasa alcanzada de LB400plZoxyR
crecida en bifenilo.

Durante el crecimiento en glucosa de la cepa LB400plZsodB, se observo la presencia
de granulos de color blanco en el citoplasma que corresponderian a polihidroxialcanoatos
(PHAs) (Fig. 28 G). Los PHAs son polimeros de reserva bacteriana que se acumulan en el
citoplasma si una fuente de carbono es proporcionada en exceso y, si un nutriente esencial

esta limitado (Anderson y Dawes, 1990). Los polihidroxialcanoatos poseen propiedades
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termoplasticas y ademas son biodegradables, por lo que tienen importancia biotecnologica
(Sudesh et al.,, 2007; Ojumu et al., 2004). Esta disponibilidad de carbono y energia como los
polihidroxialcanoatos, confiere a las bacterias una ventaja adaptativa, dado que incrementan
su sobrevivencia.

Recientemente se concluyod el proyecto de secuenciacion del genoma de B.
xenovorans LB400 (Chain et al., 2006), lo que ha facilitado el analisis comparativo de la
expresion global de genes en respuesta al compuesto aromatico modelo bifenilo. El analisis
de la protedmica cuantitativa llevado a cabo en esta Tesis ha sido importante para revelar
los genes/proteinas que pueden desempefar un rol en la adaptacion de las células a las
nuevas condiciones ambientales. En general, en todas las cepas recombinantes
(LB400plZoxyR, LB400plZsodB, LB400plZahpC y LB400plZ1016) crecidas en bifenilo (Fig.
30-33 By C) se inducen las proteinas de la via superior (BphA1, BphA2, BphB, BphD) y una
de la via inferior (BphJ) de degradacién del bifenilo. Otra de las enzimas catabolicas
inducidas durante el crecimiento en bifenilo en todas las cepas recombinantes corresponde a
catecol -1,2-dioxigenasa (CDO). Esta proteina es la primera enzima de la via B-cetoadipato
para la degradacion de catecoles. La induccion de esta enzima sugiere que el benzoato
generado desde el bifenilo es catabolizado via la apertura del anillo tipo orto.

En la cepa recombinante LB400plZahpC crecida en bifenilo se observé una mayor
induccion de alquil hidroperdxido reductasa (AhpC) en comparacion a las demas cepas
recombinantes.

En todas las cepas recombinantes la proteina 1, consiste en una mezcla de tres
proteinas que presentan punto isoeléctrico y masa molecular semejante (Tabla 13). Una de
estas tres proteinas fue identificada como la enzima catalasa (KatE), asociada a la defensa
del estres oxidativo. La catalasa es una enzima ubicua, que protege a los organismos
aerobios de los efectos toxicos del H,O,. Aunque la inducciéon de esta proteina se evidencio
en la cepa recombinante LB400plZoxyR, se desconoce si OxyR esté involucrado en la
regulacion de la catalasa (KatE) en la cepa LB400.

En estas cepas recombinantes se observé represion de varias proteinas. En la cepa
recombinante LB400plZoxyR, la represiéon de genes que codifican proteinas del metabolismo
energético tales como la 6-fosfogluconato deshidratasa, cuya funcion esta relacionada con el
metabolismo del gluconato. La represion de proteinas asociadas con el transporte de
carbohidratos, como el transportador de maltosa. En la cepa LB400plZsodB, igualmente se
observo la represion de las proteina transportadora de azucar ABC, la proteina EF-G, la

subunidad a de la ATP sintasa F1. La represion de estas dos ultimas proteinas podria ser un



paso crucial para detener el crecimiento y consecuentemente minimizar el dafo celular
(Cabiscol et al, 2000). Ademas, como se menciond anteriormente, los microorganismos
frente a cambios favorables pueden acelerar el crecimiento y reprimir proteinas redundantes
(Neidhard y vanBogelen, 2000). En la cepa recombinante LB400plZsodB, se observd la
represion de la fasina (PhaP). una clase unica de proteina que recubre la superficie de
ciertas inclusiones citoplasmaticas conocidas como polihidroxialcanoatos. Esta proteina
juega un importante rol en la formacion y estructura de aquellas inclusiones. En procariontes,
los polihidroxialcanohatos (PHAs) son el tipo mas comun de compuestos de almacenaje de
carbono y/o energia (Steinblchel y Valentin, 1995), sugiriendo que las células no necesitan
requerimientos energeéticos extras, para sobrevivir y adaptarse al estrés producido por el
bifenilo. Probablemente la represion de estos genes, en general, neutraliza los efectos
producidos por el aumento de sobreexpresion de los genes de defensa al estrés.

Los estudios relacionados con la gendmica y la protedmica ayudaran a elucidar los
procesos celulares relevantes para la degradacion de los PCBs y facilitara la construccion de
microorganismos con caracteristicas mejoradas para la degradacién de compuestos

aromaticos.



VI CONCLUSIONES

94



VI CONCLUSIONES

Burkholderia xenovorans LB400 posee en su genoma los genes que codifican las
enzimas de las rutas catabdlicas centrales de catecol, clorocatecol. benzoil-CoA.
protocatecuato y homoprotocatecuato y de las rutas periféricas de benzonitrilo,
benzamida, triptdfano, salicilato y benzoato. Este trabajo en conjunto con otros
estudios del laboratorio, indican que la cepa LB400 posee una gran versatilidad
metabolica para la degradacion de compuestos aromaticos.

B. xenovorans LB400 posee en su genoma los genes que codifican proteinas de
defensa al estrés oxidativo katE, oxyR, sodB, hslUV, to/lQRAB localizados en el
cromosoma 1y ahpC, cyoABCD en el cromosoma 2.

La degradacion del compuesto aromatico bifenilo produce en B. xenovorans LB400
estrés oxidativo, que se evidencia por el aumento de las ROS, Ia produccién de
lipoperoxidacion de membranas y el aumento de los niveles de la proteina de
estreés oxidativo alquil hidroperoxido reductasa (AhpC).

En esta Tesis se generaron tres cepas recombinantes de B.xenovorans LB400 que
sobreexpresan los genes de defensa al estrés oxidativo oxyR, sodB y ahpC.

La sobreexpresion del gen oxyR en la cepa LB400plZoxyR permite que el cultivo de
esta cepa genere una mayor biomasa durante el crecimiento en bifenilo y le
confiere una mayor sobrevivencia de esta cepa recombinante frente al peroxido de
hidrogeno. Se ha demostrado por primera vez que la sobreexpresion de los genes
de defensa al estrés oxidativo en B. xenovorans LB400 permite ser mas tolerante a
esta condicién.

Durante el crecimiento de las cepas recombinantes (LB400plZoxyR,
LB400plZsodB, LB400plZahpC) en bifenilo se observaron cambios en el proteoma
con respecto al crecimiento en glucosa. Se observo la inducciéon de enzimas de la
ruta catabdlica de bifenilo, lo que se correlaciona con la metabolizacion del
compuesto. LB400plZahpC y LB400plZsodB posee una mayor inducciéon de la
enzima AhpC y SodB, respectivamente.
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La gran diversidad de vias metabolicas de compuestos aromaticos encontradas en la
cepa LB400 excede considerablemente el espectro metabolico hasta el momento
descrito en esta cepa y en otras bacterias. La incorporaciéon y expresion de nuevas
rutas de degradacion procedentes de otros microorganismos permitira disefiar
biocatalizadores con interés biotecnolégico, tanto en el campo de la biorremediacion,
como en el de la biotransformacion. De esta manera, la reconstruccion metabdlica de
compuestos aromaticos en la cepa LB400 presentado en esta Tesis amplian las

oportunidades de desarrollar aplicaciones biotecnologicas.

La respuesta celular al compuesto aromatico modelo bifenilo revelada durante esta
Tesis, proporciona informacion sobre el modo de accion de estos compuestos. El
analisis proteomico realizado en esta Tesis contribuye al entendimiento de los
mecanismos globales de adaptacion de B. xenovorans LB400 al compuesto bifenilo.
Esto permite el disefio de nuevas estrategias para una biorremediacion mejorada de

ambientes contaminados con PCBs.

Esta Tesis constituye una primera aproximacion para la construccion de cepas
recombinantes de B. xenovorans LB400 con capacidades mejoradas para tolerar
ambientes que generen estrés oxidativo. En general, se ha trabajado en el disefio de
bacterias recombinantes con propiedades cataliticas mejoradas. La cepa
recombinante LB400plZoxyR resultd ser mas tolerante al estrés oxidativo que la cepa
silvestre. Para la optimizacion de procesos de biorremediacion, esta cepa podria

emplearse en ensayos de biorremediacion en microcosmos de suelo.

La construccion de plasmidos recombinantes para la obtencion de mutantes de genes
de defensa al estrés oxidativo (ahpC, sodB, oxyR, hslU, cyoB, tolA) de B. xenovorans
LB400, servira como base para investigar a futuro los roles de estos genes mediante

evaluacion fenotipica de las mutantes y su respuesta al estrés oxidativo.
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Construccion de plasmidos recombinantes para la obtencion de mutantes.

Se realiz6 la construccion de plasmidos recombinantes con disrupcion insercional de
genes de defensa al estrés oxidativo. Estos plasmidos recombinates podrian ser utilizados
en el futuro para la obtencion de mutantes de estos genes en B. xenovorans LB400.

Para la construccion de estos plasmidos se amplificé por PCR la regién central del
gen ahpC, sodB, hsiU, oxyR, cyoB y tolA con los partidores respectivos para cada gen (Tabla
4). El producto de amplificaciéon obtenido fue clonado en el plasmido suicida pK18mob,
generando los plasmidos rescombinantes pK18mobahpC, pK18mobsodB, pK18mobhsiU,
pk18moboxyR, pk18mobcyoB y pk18mobtolA. Dichos plasmidos podran ser transferidos
desde E.coli S17-IApir como cepa dadora, a la cepa receptora B. xenovorans LB400,
mediante conjugacion biparental. Un esquema del proceso de la estrategia de construccion

de los plasmidos recombinantes se muestra en la Figura 34.

Cromosoma R24 F24
Amplificacion por PCR i
Cam los primer EcoRI/Hindlll Bi OriT(RP4)
ac lacZa KmR
—_— R ol
Fragmento interno -
360 pb Ori (pUC)
Gen Gen Fragmento esperado pK18mob (3.8Kb)
completo/aa | para la recombinacion
homeloga/nucleotidos .
T4 DNA ligasa
sodB 192 360
y
ahpC 187 465
hslU 448 663
EcoRl  Hindll
oxyR 319 480 [ i
—
B 662 569 —
o lacZa Knf OriT(RP4)
tolA 331 585 Plac
Ori (puQ
Integracién en el cromosoma de
Burkolderia xenovorans LB400 mediante pK18mob (4.1Kb)
recombinaciéon homologa
3'sodB
5' sodB
i F24 4] ’—’ R24 ‘_‘
: P!agg—

Figura 34. Estrategia para la construccién de mutantes de genes de defensa al estrés oxidativo. En la parte
superior se esquematiza el extremo 5'de sodB, representandose en rojo el gen. Las flechas negras indican la
direccion de los genes. El rectangulo azul representa el fragmento interno del gen sodB. Los partidores
universales F24 y R24 se pueden emplear para comprobar por PCR la correcta disrupcién de sodB. Se
representan los origenes de replicacion ori (pUC) y de transferencia oriTRP4. Km' representa el gen que codifica
la resistencia a kanamicina. Las enzimas de restriccion se indican como EcoRlI (E), Hindlll (H), Smal (S).
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En la Tabla 19 se describe las cepas que permitirdn generar mutantes
recombinacion homologa de genes de respuesta a estrés oxidativo.

Tabla 19. Plasmidos recombinantes construidos para la obtencion de cepas mutantes de

genes de estres oxidativo

. ]

epas Construccion AB®

DH10BpK 18moboxyRS £ coli DHI0B con fragmento interno oxy R en pK I8mob K.,
clon 3

DH10Bpk 18mobhs/ L6 Lcoli DHTOB con fragmento interno hsll! en pK 18mob Kmg
clon 6

DH10Bpk 18mobsod B2 E.coli DH10B con fragmento interno sodB3 en pK18mob Kms,
clon 2

DHI10Bpk18mobahpCs E.coli DH10B con fragmento interno ahpC en pK18mob Kmg,
clon 3

DH10Bpk18mobcyobl E.coli DHT0B con fragmento interno cxoB en pK18mob Kmg,
clon 1

S17apirpK 1 8mobsod B1 E.coli S174pir con fragmento interno sodB3 en pK 18mob K,
clon |

S17hpirpK 18moboxyvR1 E.coli S17apir con fragmento interno oy R en pK18maob Kmeg,
clon 1

S17hpirpK18mobhsiU3 E.coli S1T7apir con fragmento interno hslU en pK18mob Kmgg
clon 3

S17pirpK 18mobahpC'] E.coli S17apir con [ragmento interno ahpC en pK 18mob Kms,
clon |

S17apirpK 18mobeyvoB1 L.coli S174pir con Iragmento interno cyvoB3 en pK18mob Kms,
clon |

S17hpirpK 18mobcyvo B2 E.coli S17hpir con fragmento interno sodB en pK18mob Kms

clon 2

AB': resistencia a antibidtico

por



