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Abreviaturas

1. ABREVIATURAS

2-HPA acido 2-hidrosifenilacético

2-DE electroforesis bidimensional

Ao absorbancia a 260nm

Asso absorbancia a 280nm

aa amino&cido(s)

AbSnm) absorbancia medida a una determinada longitud de onda (en nanémetros)
ADP adenosina-5'-difosfato

AFA acido fenilacético

Ap ampicilina

APS persulfato aménico

ATP adenosina -5'-trifosfato

ATPasa ATP fosfohidrolasa

BLAST herramienta de busqueda de alineamiento local basico (Basic Local Aligment Search Tool)
BSA albliimina de suero bovino

BTEX benceno, tolueno, etilbenceno y xileno

cAMP adenosina monofosfato ciclico

cDNA DNA complementario

CHAPS 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato
Cm cloramfenicol

CoA coenzima A

Crc proteina de control de la represion por catabolito (catabolite repression control)
CRP proteina receptora de CAMP (CAMP receptor protein)
C-terminal carboxilo terminal

A delecion

Da dalton(s)

dATP desoxiadenosina-5'-trifosfato

dCTP desoxicitosina-5'-trifosfato

DEPC dietilpirocarbonato

dG energia libre o de Gibbs

dGTP desoxiguanosina-5'-trifosfato

DIG digoxigenina

DNA acido desoxirribonucleico

DNasa desoxirribonucleasa

dNTPs desoxirribonucleétidos-5'-trifosfato

DO420nm densidad Optica a 420nm

DOss50nm densidad Optica a 550nm

DOeoonm densidad Optica a 600nm

DO610nm densidad Optica a 610nm

DTT ditiotreitol

dTTP desoxitimidina-5'-trifosfato

EDTA acido etilendiaminotetraacético

FA-CoA fenilacetil coenzima A
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FAD
FADH

FNR
Gm

GO
GTP
GTPasa
h

HTH
IEE
IHF
IMP
IPTG
kb

kcal
kDa
Km

A

7\-(nm)

LB
LBH

m_

M63
M9
MALDI
MPa
MRNA
MS
MS/MS

NAD*
NADH

NADP*
NADPH
Nal

nt
N-terminal
NTPs

0_
OCDE
ONPG
ORF

p_

p/v

Pa
PAGE
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dinucledtido de flavina y adenina
dinucledtido de flavina y adenina reducido

Ferredoxina-NADP" reductasa

gentamicina

clasificacion ontolégica de genes (Gene Ontology)
guanosina-5'-trifosfato

GTP fosfohidrolasa

hora(s)

dominio hélice-giro-hélice (helix-turn-helix)
IsoElectroEnfoque

factor de integracion del huésped (integration host factor)
inosina-5'-monofosfato

isopropil-b-D-tiogalactésido

kilobases

kilocalorias

kiloDalton

kanamicina

fago lambda

longitud de onda en nanémetros

medio Luria-Bertani

domino mano izquierda paralela a beta hélice (Lef-handed parallel g-Helix)
meta-

medio minimo 63

medio minimo 9

desorcion/ionizacion asistida por matriz (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
megapascal(es)

RNA mensajero

espectrometria de masas (Mass Spectrometry)
espectrometria de masas en tandem

dinucle6tido de nicotinamida y adenina
dinuclettido de nicotinamida y adenina reducido

dinuclettido fosfato de nicotinamida y adenina
dinucledtido fosfato de nicotinamida y adenina reducido
acido nalidixico

nucledtido(s)

amino terminal

ribonucledtidos-5'-trifosfato

orto-

Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
o-nitrofenoltiogalactésido

marco abierto de lectura

para-

peso / volumen

pascal(es)

electroforesis en gel de poliacrilamida



Abreviaturas

pb
PCR
PEP
pl

Pi
Pip
PM
PPi

(P)PPGpp
PTS

R

RBS
REP

Rif
RNA
RNasa
rpm
rRNA
RT
RT-PCR

S

(e}
sales MT
SDS
Sm
SSC
STY
TAE
TBE
Tc
TCA
Tn
TNT
TOF
Tris
tRNA
U

ufc
viv
X-Gal

par(es) de bases

reaccion en cadena de la polimerasa
fosfoenolpiruvato

punto isoelectrico

fosfato inorgénico

piperacilina

peso molecular

pirofosfato inorganico
polifosfatos de guanosina: pppGpp, pentafosfato de guanosina; ppGpp, tetrafosfato de
guanosina

sistema de fosfoenolpiruvato fosfotransferasa (phosphotransferase system)

resistencia

sitio de union al ribosoma

secuencia palindromica extragénica repetitiva
rifampicina

acido ribonucleico

ribonucleasa

revoluciones por minuto

RNA ribosémico

transcriptasa reversa

PCR acoplada a una reaccion de transcripcion reversa

sensibilidad

factor sigma de la RNA polimerasa

sales de metales de transicion

dodecilsulfato sédico

estreptomicina

tampon citrato sodico salino

estireno

solucion Tris, acido acéticoy EDTA

solucion Tris, acido béricoy EDTA

tetraciclina

ciclo de los acidos tricarbosilicos (tricarboxilic acid cicle)
transposon

trinitrotolueno

detector de iones acoplado al MALDI (Time-Of-Flight)
trishidroximetilaminometano

RNA transferente

unidad(es) de actividad enzimética

unidades formadoras de colonias

volumen / volumen
5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactopirandsido
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Introduccion

2. INTRODUCCION.

2.1. Biodegradacion de compuestos aromaticos

El actual crecimiento demografico junto con el notable desarrollo industrial han
provocado a lo largo de los ltimos afios una gran acumulacion de sustancias contaminantes en
el medio ambiente (OCDE, 1994), conduciendo a graves problemas en el equilibrio de los
ecosistemas y, consecuentemente, en la salud humana debido a su gran actividad biologica,
toxica y en ocasiones mutagenica o carcinogénica (La Voie y col., 1988; Willems y col., 1992).
Muchos de estos contaminantes son compuestos sintéticos de origen industrial que presentan
unas estructuras quimicas que nunca han estado presentes en la biosfera (xenobidticos), lo que
hace que su degradacidn sea lenta, cuando no imposible (Pieper y Reineke, 2000). Otros son
compuestos naturales gque estan siendo extraidos de sus depdsitos y convertidos en una forma
biodisponible que resulta toxica para los seres vivos, como es el caso de los hidrocarburos de los
combustibles fosiles y de los metales pesados que se encuentran en ciertos minerales (Diaz,
2004). Un grupo particular de estas sustancias contaminantes estd formado por compuestos
aromaticos toxicos, en especial los hidrocarburos aromaticos (benceno, tolueno, etilbenceno y
xilenos (BTEX)) presentes en la gasolina y producidos en cantidades de megatoneladas por afio
para su uso industrial en forma de disolventes y como sustrato para la produccion de pesticidas,

plasticos y fibras sintéticas (Swoboda-Colberg, 1995).

Ademas, los compuesto aromaticos de origen natural se encuentran ampliamente
distribuidos y es posible encontrarlos como moléculas de bajo peso molecular (como, por
ejemplo, el benceno), como componentes de biopolimeros (como la lignina), como
componentes de taninos, pigmentos, cofactores y formando estructuras propias de proteinas,
DNA y RNA (Gibson y Harwood, 2002). Otros compuestos aromaticos como el 4cido cinamico
y derivados, y el acido fenilpropionico y derivados, son producidos por las plantas como

consecuencia de su metabolismo secundario (Elder y Kelly, 1994).

La estructura de las moléculas aromaticas dota a estas compuestos de una alta estabilidad,
lo que eleva su persistencia en el medio ambiente e incrementa su capacidad contaminante
(Dagley, 1986).

La eliminacion de los contaminantes ambientales mediante procedimientos fisico-
quimicos es por norma general un proceso ambiental y energéticamente ineficiente. Por ello,
hace tiempo que se ha incorporado una nueva estrategia para luchar contra la contaminacion de

forma mas eficiente y que consiste en aprovechar las capacidades degradadoras de los

Péagina | 7



Introduccion

microorganismos, que, con su enorme capacidad de adaptacion habilitan distintas rutas
metabolicas que les permiten degradar distintos contaminantes (Smith, 1990; Harayama y col.,
1992; van der Meer y col., 1992). La abundancia de microorganismos, su capacidad para
transferir genes horizontalmente y su alta velocidad de crecimiento les permiten evolucionar
rapidamente y adaptarse a los cambios en el ambiente incluso en condiciones extremas que no
permitirian la proliferacion de otros seres vivos (Timmis y Pieper, 1999; Schmid y col., 2001;
Duay col., 2002).

Los esfuerzos para estudiar, mejorar y explotar desde diferentes aproximaciones
experimentales (bioquimicas, genéticas, microbioldgicas, etc.) los procesos catabdlicos
microbianos implicados en la degradacion de moléculas contaminantes, asi como para
desarrollar artificialmente nuevas rutas catabélicas capaces de degradar a éstas Gltimas, han
dado lugar a una disciplina que recibe el nombre genérico de Biodegradacion/Biorremediacion
(Ramos y col., 1994; Pieper y Reineke, 2000), entre cuyos objetivos incluye un mayor
conocimiento de estos procesos que pueden conducir a la eliminacion de contaminantes de la

naturaleza mediante bacterias modificadas genéticamente (de Lorenzo, 2001).

2.1.1. Rutas de degradacion de compuestos aromaticos

El catabolismo de los diferentes compuestos aromaticos tiene lugar a través de dos tipos
de rutas: periféricas y centrales. Las primeras llevan a cabo la conversion de los distintos
compuestos en unos pocos intermediarios centrales, y las segundas incluyen la ruptura del anillo
aromatico de los intermediarios y conducen sus productos al metabolismo central de la célula
(Heider y Fuchs, 1997; Diaz, 2004). Existe una gran diversidad de rutas periféricas, casi tantas
como compuestos aromaticos existentes, formadas por enzimas muy especificas e inducidas por
los compuestos aromaticos a degradar (Harwood y col., 1998; Heider y col., 1998). Las rutas
centrales son mucho mas reducidas, en nimero y diversidad ya que muchas rutas periféricas
convergen en un menor nimero de rutas centrales, lo que recibe el nombre de “embudo

catabdlico” (Harayama y Timmis, 1989).

El catabolismo de compuestos aromaticos se inicia por lo general mediante dos procesos
enzimaticos clave que suceden de forma secuencial: (1) desestabilizacion del anillo aromatico
mediante la modificacion de la densidad electronica del mismo y (2) ruptura del anillo. Los
microorganismos han sido capaces de desarrollar diferentes estrategias para llevar a cabo estos
dos pasos, en funcién de su metabolismo sea aer6bico o anaerébico. En el caso de los
microorganismos aerobios, la desestabilizacién del anillo aromatico se produce a través de

reacciones de oxidacion y el aceptor final de los electrones es la molécula de oxigeno. Los
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microorganismos anaerobios forman un derivado tioesterificado para favorecer las reacciones de
reduccion del anillo aromatico y el aceptor final de electrones es una molécula distinta del
oxigeno, como por ejemplo NOg’, Fe**, SO,%, etc. En ambos casos la siguiente etapa es la

ruptura del anillo.

2.1.2. Rutas catabolicas anaerobias.

La mayor parte de las rutas periféricas del metabolismo anaerobio de compuestos
aromaticos convergen en la ruta central del benzoil-coenzima A (benzoil-CoA) (Heider y Fuchs,

1997; Harwood y col., 1998) (Figura 2.1).

S coo
|
CH, CHs £O-SCoA ?oo- ‘HaN—(IlH
CH, CHa CH,
OH \ / OH
4-hidroxifenilacetato \ / p-cresol fenilacetil-CoA fenilacetato fenilalanina
coor CO-SCoA / -00C
T i 7 \ CO-SCoA - —~t—
fenol 4-hidroxibenzoato  4-hidroxibenzoil-CoA -
bencilsuccinato tolueno
” coo
benzoil-CoA |
CH,OH CHO coo tHe H, S
co co CH,
— —
—mf— g e
alcohol benzaldehido benzoato
bencilico benzoilacetato acetofenona etilbenceno

Figura 2.1. Esquema de reacciones p eriféricas, descritas en bacterias capaces d e metabolizar de forma
anaerobica algunos compuestos aromaticos, que convergen en benzoil-CoA. En la figura se representa, de forma
esquematica, algunas de las rutas propuestas para la degradacion de 4-hidroxifenilacetato, p-cresol, fenol, alcohol
bencilico, fenilalanina, tolueno y etilbenceno, en condiciones anaerobias; el intermediario en el que convergen todas
estas rutas es el benzoil-CoA, el cual aparece recuadrado (figura modificada de (Fuchs, 2008); tomada de(Mascaraque-

Martin, 2009)).

La activacion del compuesto aromatico mediante su union a la molécula de coenzima A
(CoA) puede ser catalizada por diferentes CoA ligasas (Villemur, 1995) y es un paso
fundamental para que ocurra la posterior reduccién del anillo aromético (Heider y Fuchs, 1997).
El benzoil-CoA sufre una reduccion que le hace perder su cardcter aromatico y que es llevada a
cabo por una reductasa multicomponente que requiere poder reductor y dos moléculas de ATP

(Boll y col., 2002; Gibson y Harwood, 2002). En esta reaccion se forman productos aliciclicos y
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alifaticos que contintan su degradacién a través de una via similar a la [_}oxidacion de los
acidos grasos (Gibson y Harwood, 2002; Carmona y Diaz, 2005) (Figura 2.2).

oo CO-SCoA CO-SCoA
HSCoA
e AMP+PPi JATP[H]  2ADP<2Pi
Apertura del anillo
y B-oxidacion - e
Mg > P e 5 3 acetil-CoA
e ot + CO,
Benzoato Benzoil-CoA Ciclohex-1,5-dieno-

1-carbonil-CoA

Figura 2 .2. E squema s implificado d e 1 a d egradacién anaerobia d el b enzoato e n Thauera
aromatica. (Modificado a partir de (Gibson y Harwood, 2002; Diaz, 2004)).

Existen otras rutas periféricas que convergen en compuestos hidroxilados como el
floroglucinol ~ (1,3,5-trihidrobenceno), el  resorcinol  (1,3-dihidroxibenceno) o la
hidroxihidroquinona (1,2,4-trihidroxibenceno) (Boll y col., 2002). Estos compuestos tiene una
baja aromaticidad por lo que no requieren ser activados por CoA, y la reduccion de su anillo
aromatico solo requiere el aporte de poder reductor a partir de NADPH, para los casos del
floroglucinol y la hidroxiquinona (Haddock y Ferry, 1989; Schink y col., 2000), o bien a partir
de la ferredoxina, en el caso del resorcinol (Kluge y col., 1990).

2.1.3. Rutas catabdlicas aerobias.

Las rutas catabolicas aerdbicas de compuestos aromaticos se encuentran entre las mejor
estudiadas a nivel molecular, especialmente las descritas en especies del género Pseudomonas
(van der Meer y col., 1992; Jiménez y col., 2002; Wackett, 2003). Los compuestos aromaticos
se catabolizan, inicialmente, a través de una serie de rutas periféricas que implican la adicion de
uno o dos grupos hidroxilos sobre el anillo aromético, catalizada por monooxigenasas y/o
dioxigenasas. Este hecho provoca el aumento de la densidad electrénica del anillo y le dota de
gran sensibilidad a la oxidacion. Los distintos compuestos iniciales se convierten en unos pocos
intermediarios considerados centrales como son el catecol, el protocatecuato, el
homoprotocatecuato, el 3-metilcatecol, el 4-metilcatecol, el gentisato, el homogentisato y
diversos hidroxiquinoles (Figura 2.3.), que mas tarde sufren la accién de las dioxigenasas de
ruptura del anillo produciendo su apertura (Harayama y Rekik, 1989; Harayama y Timmis,
1992; van der Meer y col., 1992; Harwood y Parales, 1996). Existen descritas dos tipos de
dioxigenasas de ruptura del anillo (Figura 2.4.): las intradiol dioxigenasas, que realizan la
ruptura del anillo en posicion orto (entre los dos grupos hidroxilos), y las extradiol

dioxigenasas, que lo hacen en posicion meta (adyacente a uno de los grupos hidroxilo)
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(Harayama y Rekik, 1989; Harayama y Timmis, 1989; van der Meer y col., 1992; Vaillancourt
y col., 2006). Tras la accion de las dioxigenasas de ruptura del anillo se forman compuestos no
aromaticos que son oxidados progresivamente hasta formar intermediarios directamente

asimilables por el metabolismo central bacteriano (Figura 2.4.).
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También se han descrito compuestos monohidroxilados que pueden ser sustrato de las
dioxigenasas de ruptura del anillo, como el 2-aminofenol (Takenaka y col., 1997) y el 1-hidroxi-
2-naftoato (lwabuchi y Harayama, 1998), asi como trihidroxilados, como el hidroxiquinol
(Armengaud y col., 1999) y el galato (Nogales y col., 2005).

COOH

@OH OH
OH HO'

Catecol Gentisato

Ruta orto Ruta meta
Ruta del Gentisato
Catecol Catecol gentisato | 1,2-dioxigenasa
1,2-dioxigenasa 2,3-dioxigenasa
coo-
CHO Cco
CCUO- | coo- ] coo-
. _-C00-
Z o HO Z
cis,cis-Muconato  2-Hidroxi-cis,cis-muconato Maleilpiruvato

semialdehido

Yoo %
fo ¢

Succinil-CoA Piruvato Piruvato
+ + +
Acetil-CoA Acetaldehido Fumarato

Figura 2.4. R utas catabélicas c entrales m s h abituales e n el m etabolismo ae rébico
bacteriano de compuestos aromaticos. Rutas de degradacion del catecol y del gentisato, donde
se muestran dioxigenasas tanto del tipo intradiol como del tipo extradiol. Los productos
resultantes son degradados posteriormente hasta intermediarios del metabolismo central (figura
modificada de Vaillancourt, 2006 y tomada de Bartolomé-Martin, 2006).

2.1.4. Rutas hibridas.

En el metabolismo de compuestos aromaticos se han descrito rutas aerdbicas mixtas
(mezcla entre el catabolismo aerobio y anaerobio), en las que la activacion del anillo aromatico
se consigue a través de su tioesterificacion por una molécula de coenzima A. Esta activacion se
lleva a cabo mediante CoA ligasas, como las descritas en la degradacion del acido fenilacético
en Pseudomonas putida U (Martinez-Blanco y col., 1990; Mifambres y col., 1996),
Pseudomonas sp. Y2 (Velasco y col., 1998; Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin y col.,
2004), Escherichia coli (Ferrandez y col., 1998; Diaz y col.,, 2001), Azoarcus evansii
(Mohamed, 2000; Rost y col., 2002), Burkhoderia cenocepacia (Law Yy col., 2008) y Thermus
thermophilus (Erb y col.,, 2008). También se han descrito este tipo de enzimas en el
metabolismo del benzoato en A.evansii (Altenschmidt y col., 1993; Zaar y col., 2001), Bacillus

stearothermophilus (Zaar y col., 2001), Thauera aromatica (Schilhle y col., 2003) y
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Burkholderia xenovorans LB400 (Denef y col., 2004), asi como en el catabolismo del 2-
aminobenzoato en A. evansii (Altenschmidt y Fuchs, 1992), del ferulato en P. putida (Venturi y
col., 1998) y P. fluorescens (Gasson y col., 1998) y del &cido 2-furoico en P. putida (Koenig y
Andreesen, 1990). La actuacion de este tipo de enzimas también se ha descrito en los
mecanismos de deshalogenacion de compuestos aromaticos en condiciones aerobias (Crooks y
Copley, 1994; Dunaway-Mariano y Babbitt, 1994; Romanov y Hausinger, 1996; Zhuang y col.,
2003).

Aungue las rutas hibridas comienzan con una reaccion tipica del metabolismo anaerobio,
la apertura del anillo aromético tiene lugar mediante la hidroxilacion y posterior actuacion de
una dioxigenasa, caracteristica tipica del metabolismo aerobio. La causa de la existencia de este
tipo de rutas es alin desconocido, aunque se propone la hipétesis de que representan una ventaja
para los microorganismos que tienen que sobrevivir en ambientes en los que la concentracion de

oxigeno puede sufrir importantes variaciones (Niemetz y col., 1995).

2.2. Degradacion del acido fenilacético.

El acido fenilacético (CgHgO,, CAS-103-82-2) (AFA) es uno de los compuestos
aromaticos mas abundantes en la naturaleza. Se forma por transformacion aerébica o
anaerdbica, de compuestos tales como: los aminoacidos fenilalanina y tirosina (Mohamed y col.,
1993)); los &cidos monoaromaticos derivados de la lignina (acido cindmico, acido ferdlico y
cafeico); los &cidos grasos con un grupo fenilo terminal y fenilalcanos de cadena lateral con un
ndmero para de atomos de carbono (Sariaslani y col., 1974). EI AFA se utiliza industrialmente
para la produccion de perfumes, herbicidas (Zumin y col., 2005), penicilina G (Austin, 1984;
Surburg y Panten, 2006), acido 2-hidroxifenilacético (Garcia y col., 2001) y se puede utilizar en
la sintesis de drogas (anfetamina, metanfetamina y fenilacetona). EI AFA también se viene
utilizando desde hace tiempo en el campo de la medicina (Zumin y col., 2005) para tratar
desordenes en el ciclo de la urea en humanos (Brusilow, 1984; Scaglia y col., 2004) y para
aprovechar sus posibles propiedades antitumorales (Samid y col., 1992; Sawatsri y col., 2001;
Sidell y col., 2009). También funciona como un efectivo agente antifingico (Hwang y col.,
2001; Mao y col., 2005) y antimicrobiano (Kimy col., 2004c).
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2.2.1. Ruta enzimatica del catabolismo del AFA

El catabolismo aerdbico del AFA es una de las rutas hibridas mas estudiadas(Ferrandez y
col., 1998; Olivera y col., 1998) y presente en gran cantidad de bacterias gram-negativas, como
E. coli Wy E. coli K12 (Ferrandez y col., 1998), P. putida U (Olivera y col., 1998), P. putida
KT2440 (Luengo y col., 2001; Jiménez y col., 2002), A. evansii (Mohamed y col., 2002; Rost y
col., 2002), P. fluorescens ST (di Gennaro y col., 2007) y Thermus thermophilus (Erb y col.,
2008), y gram-positivas, como Rhodococcus sp. RHAL (Navarro-Llorens y col., 2005),
Arthrobacter oxydans (Navarro-Llorens y col., 2008) y Burkhoderia cenocepacia (Law y col.,
2008). El catabolismo del AFA pasa por una primera etapa de activacién mediante la
tioesterificacion por una molécula de CoA, llevada a cabo por la fenilacetil-CoA ligasa para dar
como producto el fenilacetil-CoA (FA-CoA) (Martinez-Blanco y col., 1990; Olivera y col.,
1994; Schleissner y col., 1994; Mifiambres y col., 1996; Ferrandez, 1998). Existen estudios que
revelan que el gen que codifica la FA-CoA ligasa se encuentra ampliamente distribuido entre los
organismos procariotas (Abe-Yoshizumi y col., 2004) e incluso en hongos como Penicillium

chrysogenum (Lamas-Maceiras y col., 2006; Wang y col., 2007; Koetsier y col., 2009).
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Figura 2.5. Esquema del catabolén del FA-CoA. Se muestran algunas de las rutas catabdlicas incluidas en

este catabolon. La ruta de degradacion del acido fenilacético se considera el ndcleo del catabolén y se muestra
recuadrado y en negro (figura modificada de Luengo y col., 2001; tomada de Bartolomé, 2006).

La ruta de degradacion del AFA constituye una ruta central en el metabolismo aerobio de
compuestos aromaticos, en la que convergen diversos compuestos aromaticos de estructura
relacionada con el AFA y que se ha venido a denominar catabolén FA-CoA (Figura 2.5), cuyo

ndcleo seria la ruta de degradacion del AFA (Olivera y col., 1998; Luengo y col., 2001).

Estudios recientes sobre E. coli K12 y E. coli W (Ismail y col., 2003; Nogales y col.,
2007) aportan la propuesta mas completa y actual sobre los pasos a través de los cuales el AFA
es catabolizado, asi como de los intermediarios de este proceso. Estos modelos exponen que el
AFA primeramente es transformado por la enzima fenilacetil-CoA ligasa, PaaF, en FA-CoA
(Martinez-Blanco y col., 1990; Ferrandez y col., 1998; Olivera y col., 1998). Posteriormente el
FA-CoA es atacado por el complejo fenilacetil-CoA (di)oxigenasa/reductasa, complejo
multicomponente compuesto por las proteinas PaaGHIJK, dando lugar a 1,2-dihidroxi-1,2-
dihidrofenilacetil-CoA. Este intermediario, que ya ha perdido la aromaticidad, sufre la apertura
del anillo mediante una serie de reacciones en las que actlan las proteinas PaaB (enoil-CoA
hidratasa/isomerasa), PaaN (enzima de ruptura del anillo, con mddulos aldehido deshidrogenasa

y Mao-C deshidratasa) y PaaE (cetotiolasa). El producto formando tras esta apertura, el 3-
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hidroxiadipil-CoA, es metabolizado a través de un proceso similar a una B-oxidacion, en el que
se transforma en [-cetoadipil-CoA por intervencion de las proteinas PaaA (enoil-CoA
hidratasa/isomerasa) y PaaC (3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa). Posteriormente la proteina
PaaE (cetotiolasa), interviene en la transformacion del p-cetoadipil-CoA en succinil-CoA y
acetil-CoA (Nogales y col., 2007) (Figura 2.6.). La proteina PaaD, incluida inicialmente en los
pasos de B-oxidacion (Diaz y col., 2001), parece no tener una funcion imprescindible (o
insustituible) en el catabolismo del AFA ya que su ausencia en algunos mutantes de E. coli K12

no afecta al crecimiento en AFA como Unica fuente de carbono y energia (Ismail y col., 2003).

En P. putida U existen dos proteinas mas cuya funcion estaria relacionada con el
transporte del AFA al interior de la célula. PaaM es una porina que permitiria el paso del AFA
al espacio periplasmico a través de la membrana externa y Paal es una permeasa que
introduciria el AFA en el citoplasma celular atravesando la membrana pldsmatica (Olivera y
col., 1998).

Con respecto a la regulacion de esta ruta se ha demostrado que su expresion esta
condicionada a la presencia de AFA u otros compuestos del catabolon del FA-CoA en el medio
(Ferrandez y col., 1998; Olivera y col., 1998). Se ha demostrado que el verdadero inductor de la
ruta del catabolismo del AFA, tanto en E. coli W (Ferrdndez y col., 2000) como en P. putida U
(Garcia y col., 2000), es el FA-CoA. Estudios llevados a cabo sobre E. coli W han revelado que
la proteina PaaX tiene una actividad represora mediante su unién a los promotores de los genes
catabolicos, y que esa unién se libera en presencia de FA-CoA (Ferrandez y col., 2000).
Ademas, se ha sugerido la intervencion de la proteina PaaY en procesos de induccion de la ruta,
ya gue su ausencia provoca un retraso significativo en el crecimiento en AFA como Unica fuente

de carbono y energia solo y exclusivamente cuando PaaX esté presente (Fernandez, 2005).

Péagina | 17



Introduccion

OH
OH

2-Hidroxifenilacético

COOH

3-hidroxiadipil-CoA

PaaC
PaaA #’: 1]
. COSCoA
0 COOH
5} CooH
Succinil-CoA PB-cetoadipil-CoA

COSCoA

HO

=
[
@

Membrana interna

Membrana externa

HSCoA ATP
PaaF

COOH

Figura 2.6. Esquema de la ruta del catabolismo del AFA. Esquema basado en los datos obtenidos de E.
coli K-12 y E. coli W (Ismail y col., 2003; Nogales y col., 2007). Se ha incluido el sistema de transporte (PaaM,
porina; Paal, permeasa) de P. putida U (Olivera y col., 1998), asi como la etapa en la que el FA-CoA dihidrol se
transforma en el &cido 2-hidroxifenilacético (Ismail y col., 2003), que se detecta y cuantifica en el medio de
cultivo mediante el ensayo de Gibbs (Kayser y col., 1993).
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2.3. Organizacion genética de la ruta paa

En muchos de los microorganismos estudiados los genes que codifican las actividades
enzimaticas que colaboran en la degradacion de compuestos aromaticos estan agrupados en una
misma region génica. Esta ordenacion permite que los genes se transcriban conjuntamente, lo
que supone una ventaja a la hora de la regulacion de su expresion. Los genes que codifican
actividades reguladoras de estas rutas normalmente estan situados en posiciones cercanas a los

operones de los genes estructurales (Alonso, 2002).

El conjunto de genes responsables del catabolismo aerébico del AFA han sido
identificados y caracterizados en bacterias tales como E. coli Wy E. coli K12 (Ferrandez y col.,
1998), P. putida U (Olivera y col., 1998; Luengo y col., 2001), P. putida KT2440 (Luengo y
col., 2001; Jiménez y col., 2002), A. evansii (Mohamed y col., 2002; Rost y col., 2002),
Pseudomonas sp. Y2 (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin y col., 2004) y, parcialmente, en
P. putida CA-3 (O'Leary y col., 2005), Rhodococcus sp. RHAL (Navarro-Llorens y col., 2005),
P. fluorescens ST (di Gennaro y col., 2007), Arthrobacter oxydans CECT386 (Navarro-Llorens
y col., 2008), Thermus thermophilus (Erb y col., 2008) y Burkhoderia cenocepacia (Law y col.,
2008). En Pseudomonas sp. Y2 se ha descubierto la coexistencia de dos clusters génicos
funcionales que codifican las actividades enzimaticas responsables de la degradacion del AFA:
el cluster paal, que se encuentra localizado a continuacién de los genes sty, que codifican
actividades enzimaticas para la transformacion de estireno en AFA, y el cluster paa2, que se

localiza en otro lugar del cromosoma (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin y col., 2004).
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Figura 2.7. Comparacién de la organizacion de los clusters paa en varios microorganismos. Los nimeros de acceso en el
GenBank de las secuencias correspondientes se muestran en azul. Se ha utilizado la nomenclatura consenso propuesta por Luengo y col.
(2001), denominando paaN2 a los genes de A. evansii KB740 y D. aromatica RCB similares a paaN2 de Pseudomonas sp. Y2. El gen
paaR de A. evansii KB740 codifica un regulador transcripcional de la familia TetR, que podria realizar las funciones del represor de la
ruta, PaaX, ausente en esta bacteria (Mohamed y col., 2002). Los genes Daro0376, Daro0382, Daro0383 y IcIR de D. aromatica RCB,
al igual que los genes PY01, PY02, PY0O3 y PY04 del cluster paa2 de Pseudomonas. sp. Y2, parecen no estar relacionados con el

catabolismo del AFA. Figura tomada de Bartolomé, 2006.
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La organizacion de los genes paa en las distintas bacterias estudiadas presenta algunas
diferencias, como puede observarse en la Figura 2.7. En E. coli, los genes catabélicos se
agrupan en dos operones divergentes (paaGHIJKABCDEF y paaN), mientras que los genes
reguladores paaXY constituyen el tercer operon (Ferrandez y col., 2000). En el caso de P. putida
U, los genes paa se encuentran organizados en cinco operones contiguos: paaABCEF,
paaGHIJK, paaLMN, paaY y paaX (Olivera y col., 1998). En P. putida KT2440 la region paa
esta organizada en cinco operones contiguos, al igual que P. putida U pero con la ausencia del
gen paaD (Jiménez y col., 2002). Los genes paa de A. evansii estan agrupados en tres operones:
paaBCDF, paaGHIJK y paaNY.

E. coli y A. evansii carecen de los genes que codifican el sistema de transporte del AFA al
interior celular, paaM y paal. Estos dos genes también se han identificado en el cluster paa2 de
Pseudomonas sp. Y2, mientras que en el cluster paal de esta bacteria el gen paaM esta ausente.
Ademas A. evansii también carece del gen regulador paaX.

Por ltimo, en los dos clusters paa de Pseudomonas sp. Y2 se ha propuesto la existencia de
un gen paaP, que también esta presente en P. fluorescens ST y P. putida KT2440 (Bartolomé-
Martin y col., 2004).

2.4. Regulacion de rutas de degradacion de compuestos

aromaticos

Una caracteristica importante en los genomas bacterianos es que la mayoria de genes
estan organizados en operones poligénicos que facilitan una regulacién coordinada. Ademas los
productos individuales de estos operones pueden ser requeridos en diferentes cantidades. Las
bacterias con capaces de emplear varios métodos para controlar la produccion de proteinas de
un mismo operon, incluyendo el uso de promotores internos y terminadores de la transcripcion,
procesamiento postranscripcional y diferentes estabilidades del transcrito primario, asi como
variaciones en la eficiencia del inicio de la traduccion (Hoopes y McClure, 1987; Yager y von
Hippel, 1987; Condon, 2003).

La regulacion de una ruta catabdlica debe garantizar una respuesta apropiada, precisa y
rapida frente a la presencia de un determinado sustrato, asi como una conexion acorde con el
estado fisiolégico de la célula en cada momento. Generalmente los compuestos aromaticos no
son una fuente de carbono preferencial, para las bacterias y la expresién de los genes catabolicos
de dichos compuestos esta sometida a un preciso control transcripcional que puede ejercerse a
dos niveles: (1) regulacién especifica de cada ruta, mediada por proteinas reguladoras

codificadas por el propio cluster catabolico, y (2) regulacion sobreimpuesta a la especifica
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basada en mecanismos de regulacion globales que acttan sobre los promotores especificos en
funcién del estado energético de la célula o bien de la presencia de una fuente de carbono
preferencial para la bacteria (Diaz y Prieto, 2000; Cases y de Lorenzo, 2001; Shingler, 2003;

Morales y col., 2004; Prieto y col., 2004; Tropel y van der Meer, 2004; Cases y de Lorenzo,
2005; Ruiz-Manzano y col., 2005) (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Esquema de los d os niveles de regulacion transcripcional del c atabolismo de ¢ ompuestos
aromaticos en bacterias. El primer nivel lo constituye el mecanismo de regulacion especifico de una determinada
ruta catabolica, que se basa en la interaccion regulador-promotor. El regulador puede actuar como un activador
transcripcional en presencia del inductor, 0 como un represor transcripcional en ausencia del inductor. El segundo
nivel de control transcripcional lo constituye la regulacion sobreimpuesta, que ajusta el nivel de transcripcion a partir
de un determinado promotor dependiendo del estado fisioldgico y energético de la célula. En este tipo de regulacion
participan reguladores y factores transcripcionales como IHF (Integration Host Factor), CRP (CAMP Receptor
Protein), factores o alternativos de la RNA polimerasa, (p)ppGpp, CyoB (Citocromo o ubiquinol oxidasa), Crc
(Catabolite repression control), PtsN (proteina I1AN" del sistema fosfoenol piruvato:aziicar fosfotransferasa), etc.
Figura modificada a partir de (Diaz y Prieto, 2000).

Ademéas de existir un control a nivel transcripcional también existe un control
postraduccional basado en la modulacion de mRNA, en el control de la eficacia de la traduccién
(Cases y de Lorenzo, 1998; Laurie y col., 2003; Rojo y Dinamarca, 2004; Marqués y col.,

2006), en la inhibicién de determinadas enzimas por analogos del sustrato (retroinhibicién) o en
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el control de transportadores especificos que se encargan de la entrada del compuesto en

cuestion al interior de la célula (Brzostowicz y col., 2003).

Los elementos clave en la regulacion especifica son las proteinas reguladoras y los
promotores que dirigen la transcripcion de los operones catabdlicos. Cuando en el medio existe
una cantidad de sustrato suficiente como para servir de nutriente, es detectado por las proteinas
reguladoras que se encargan de activar la transcripcion de los operones. Actualmente se han
descrito muchas proteinas reguladoras, pertenecientes a diferentes familias de reguladores
transcripcionales procariotas, que se encargan de controlar la expresion de las rutas catabolicas
de compuestos aromaticos. La mayoria de estos reguladores actlan activando la transcripcion,
mediante su interaccion con la region operadora del promotor, a través de un dominio hélice-
giro-hélice (HTH: helix-turn-helix) cuando el inductor esta presente en el medio. La molécula
que actla de inductor puede ser desde el propio sustrato aromatico alguno de los metabolitos
intermediarios de dicho catabolismo (Diaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004).
Existen casos en los que ciertos analogos estructurales del sustrato, llamados inductores
gratuitos, pueden funcionar como inductores de la ruta aunque no sean sustrato de las enzimas
catabdlicas. Aungue son pocos, existen reguladores cuya funcion consiste en reprimir la
expresion de los genes catabolicos en ausencia del inductor. En la Tabla 2.1 se muestran
algunos reguladores descritos y su clasificacion (Diaz y Prieto, 2000; Tropel y van der Meer,
2004).
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Tabla 2.1. Reguladores especificos d e rutas de d egradacion de compuestos ar omaticos en bacterias ((Diaz y
Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004); tomada de Del Peso-Santos, 2008). TCRS, sistema regulador de dos
componentes (two-component regulatory system).

Proteina Familia Microorganismo Sustrato(s) de la(s) Funcién N° de acceso en el
reguladora [plasmido] ruta(s) regulada(s) NCBI
P. putida mt-2 Tolueno, )
XyIR NtrC [DWWO] m-y p-xileno Activador AAB59162
TouR NtrC Pseudomgg(als stutzeri Tolueno, o-xileno, fenol Activador CAB52211
Fenol,
DmpR NtrC Pseudomonas sp. 0-, m-y p-cresol, Activador CAA48174
CF600 [pV1150] N
3,4-dimetilfenol
P. putida / /
CatR LysR Acinetobacter Iwoffii Catecol, fenol Activador AAAX\::6496321239
K24
P. putida / 5771/
CIcR LysR Rhodococcus opacus 3-Clorocatecol Activador AAA2
AAC38250
1CpP
P. putida [pNAHT7] /
NahR LysR Naftaleno, salicilato Activador BAAAIT‘39022116:5/
P. stutzeri AN10
P putida mt-2 m-Toluato
. putida mt- .
XylS AraC P Activador AAB59163
[PWwo] (tolueno, ruta meta)
HpaA AraC E. coliW 4-hidroxifenilacetato Activador CAA86047
PcaR IcIR P. putida PRS2000 Protocatecuato Activador Q52154
E. coli K-12/
MhpR IcIR Comamonas 3-hidroxifenilpropionato Activador BPA712237/7
testosteroni TA441
. - AAC45438 /
TodS/ TodT TCRS P. putida F1 Tolueno Activador AACA5439
CAB43735/
TodS/TodT TCRS P. putida DOT-T1 Tolueno Activador
CAB43736
) AAD12185/
TutB/TutC TCRS Thauera sp. T1 Tolueno Activador AAD12184
- . CAA03998 /
StyS / StyR TCRS Pseudomonas sp. Y2 Estireno Activador CAA03999
StyS / StyR TCRS P. fluorescens ST Estireno Activador AAC06272
AAC06271
HbaR FNR Rhodopseudomonas 4-hidroxibenzoato Activador AAF04013
palustris
BadR MarR R. palustris Benzoato Activador AAC23923
BenR AraC P. putida Benzoato Activador AAF63447
HpaR MarR E. coliW Homoprotocatecuato Represor CAA86039
p-Cumeno,
CymR TetR P. putida F1 Represor AAB62296
p-cumato
E. coli W/ P. putida - CAA66101 /
PaaX GntR U Fenilacetato Represor AAC24342
BphS GntR Ralstonia eutropha A5  Bifenilo, 4-clorobifenilo Represor CAC05302
VanR GntR P. putida WCS358 Vanillato Represor CAB64602
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La expresion de la rutas catabdlicas bacterianas dependen tanto de la presencia o ausencia

del sustrato inductor como del estado fisioldgico de la célula (Cases y de Lorenzo, 1998). Los

promotores de estas rutas catabolicas responden al control especifico y al control fisioldgico,

regulacion global o sobreimpuesta, que resulta dominante respecto al control especifico y que

estd mediado por diversos reguladores y factores globales. En la Tabla 2.2 se resumen los casos

mas representativos de regulacion global descritos.

Tabla 2.2. Ejemplos de regulacién global sobre la degradacion de compuestos aromaticos en bacterias. A partir
de la revision de (Shingler, 2003). Tomado de (Bartolomé-Martin, 2006) y actualizado.

Proteina o
factor global

Microorganismo
[plasmido]
en el que se

encuentra la ruta

Tipo de regulaciéon

Referencia

catabélica
s H P. putida mt-2 Su patrén de expresion permite la opcidn de transcripcion (Marqués y col.,
o ye [pWWo0] continua a partir del promotor Py, (dependiente de XylS). 1999)
La competicion entre el factor constitutivo 6™ y el factor c>*
54 70 P. sp. CF600 por cantidades limitantes del core o niucleo de la RNA .
o yo [pVI1150] polimerasa afecta a la expresion del promotor P, (Laurie y col., 2003)
(dependiente de o™ y activado por DmpR).
P. sp. CF600 En respuesta a un estrés nutricional, aumentan los niveles de (Carmona y col.,
(£)PPG [pV1150]/ la “alarmona” (p)ppGpp, que estimula de forma directa e 2000; Sze y col.,
P)pp&PP P. putida mt-2 indirecta la transcripcion en los sistemas DmpR-P, y XylR- ~ 2002; Lauriey col.,
[pWwO0] P 2003)
P. putida mt-2
_IHF(fat_:tpr de [pWwWo0] / Tanto el sistema XyIR - P, como el sistema DmpR - P, (de Lo.renzoycol.,
integracion del - | £ A 1991; Sze y col.,
huésped) P. sp. CF600 requieren el factor IHF para una expresion optima. 2001)
[pVI1150]
IHF Pseudomonas IHF se une a una region dentro del promotor Pgya Yy potencia (Santos y col., 2002)

fluorescens ST

la transcripcion del operdn styABCD.

PtsN (HAN") y
PtsO (NPr)

P. putida mt-2
[pWwo]

Proteinas implicadas en la represion catabélica por glucosa
sobre el promotor P,.

(Casesy col., 1999;
Cases y col., 2001)

PtsN (I1ANY)

P. putida KT2440

Proteina implicadas en la represion catabdlica por succinato

(Aranda-Olmedo y

[pWWO0] sobre el promotor P,. col., 2006)
C)éou(gi';?ﬁ;zrlno P. putida H Interviene en la represion catabdlica por succinato del (Petruschka y col.,
oxidasa) [pPPGH1] promotor Ppnia (degradacion de fenol). 2001)
Crc Participa en la represion catabdlica en medio rico LB de las

(control de la
represion por

P. putida KT2440

rutas de  degradacion de  4-hidroxifenilpiruvato,
homogentisato, benzoato, catecol, 4-hidroxibenzoato y

(Morales y col.,
2004)

catabolito) protocatecuato.
CRP Interviene activando la expresion de las rutas de degradacion
(proteina E. coli W de  AFA, 3 y A-hidroxifenilacetato, 3 (Prieto y col., 2004)
receptora de hidroxifenilpropidnico, feniletilamina, tiramina y dopamina
cAMP) cuando no hay represion catabdlica por glucosa.

Unos de los tipos de regulacion global més importantes es la represion catabolica,

fendmeno comun en la regulacion de las rutas catabdlicas de compuestos aromaticos en el

género Pseudomonas (Shingler, 2003). La represion catabolica se define como el proceso

regulador que permite a las células usar preferentemente una fuente de carbono determinada

frente a otras cuando estan mezcladas en el medio (Magasanik, 1970; Ullmann, 1996; Moreno y
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Rojo, 2008). Esta regulacion ha sido descrita ampliamente en E. coli (Inada y col., 1996; Saier y
Ramseier, 1996; Busby y Ebright, 1999), especialmente la represién por glucosa, con un
mecanismo en el que intervienen el AMP ciclico (cAMP) y la proteina CRP (cAMP receptor
protein) (Pastan y Adhya, 1976; Magasanik y Neidhardt, 1987; Botsford y Harman, 1992) y
también forma parte de represion por catabolito el sistema PTS (phosphotransferase system) de
la fosfoenolpiruvato fosfotransferasa (Saier, 1989; Postma y col., 1993; Saier y Ramseier,
1996). Sobre E. coli W se ha demostrado que la glucosa tiene un efecto represor mediado por
CRP, solo y exclusivamente sobre los promotores de los genes catabdlicos de AFA (Ferrdndez y
col., 2000; Fernandez, 2005).

En el género Pseudomonas los mecanismos de represion catabolica no estan controlados
por los niveles de cAMP (Siegel y col., 1977; Phillips y Mulfinger, 1981; MacGregor y col.,
1992).

La proteina Crc (catabolite repression control) (Wolff y col., 1991), es la encargada de
controlar la represion por catabolito en P. aeruginosa. Se demostro que la presencia o ausencia
de esta proteina no altera los niveles de cAMP ni las actividades adenilato ciclasa y cCAMP-
fosfodiesterasa (MacGregor y col., 1991). Esta proteina Crc de 259 aminoécidos presento cierta
similitud con miembros de la familia de endonucleasas apurinicas/apirimidinicas, enzimas
encargadas de la reparacion del DNA, pero aun no se ha podido demostrar funcion
endonucleasa ni capacidad de unién a DNA en la proteina Crc (MacGregor y col., 1996; Ruiz-
Manzano vy col., 2005). Otros estudios han demostrado la intervencion de la proteina Crc en el

control de la formacion de biopeliculas en P. aeruginosa (O'Toole y col., 2000).

Aunque la glucosa no es una fuente de carbono preferente para Pseudomonas (Basu y
col., 2007), se ha demostrado que la proteina Crc interviene en la represion catabdlica de las
enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y amidasa en P. aeruginosa (Wolff y col., 1991,
Collier y col., 1996; MacGregor y col., 1996; Collier y col., 2001) y en P. putida (Hester y col.,
2000a; del Castillo y Ramos, 2007), asi como en la represion catabdlica del operdn bkd que
codifica la deshidrogenasa de cetodcidos de cadena ramificada en estas dos especies. La
proteina Crc también interviene en la represion catabdlica en medio rico LB de la ruta de
degradacion de alcanos en P. putida GPol (Yuste y Rojo, 2001) y de benzoato, catecol, 4-
hidroxibenzoato, protocatecuato, 4-hidroxifenilpiruvato y homogentisato en Pseudomonas
putida KT2440. En cambio Crc no interviene en el mecanismo de represién catabélica en medio

rico LB de los genes que permiten el catabolismo del AFA (Morales y col., 2004).

Recientemente, en trabajos realizados en ciertas estirpes de P. putida se ha confirmado

que el mecanismo de actuacion de este regulador global, se basa en su union al mMRNA que
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codifica la proteina activadora impidiendo la traduccion posterior (Moreno y col., 2007; Moreno
y Rojo, 2008).

2.5. Regulacion de la ruta catabolica del AFA.

Los genes paa se inducen por la presencia de AFA en el medio (Ferrandez y col., 1998;
Olivera y col., 1998), aunque el verdadero inductor de su expresion es un metabolito
intermediario, el FA-CoA, tanto en E. coli W (Ferrdndez y col., 2000) como en P. putida U
(Garcia y col., 2000). La proteina reguladora esta ruta es PaaX, que actla como represor
transcripcional uniéndose a las regiones operadoras e impidiendo la transcripcion por parte de la
RNA polimerasa. En presencia de FA-C0A la union entre la proteina PaaX y los operadores se
deshace, permitiendo la transcripcion de estos genes antes reprimidos (Ferrandez y col., 2000).
Este fendmeno ha sido observado sobre E. coli W tanto en los promotores de los genes paa (Px,
Pa y Pn) (Ferrandez y col., 2000; Fernandez, 2005), como en el promotor del gen pac, que
codifica la penicilina G acilasa en E. coli W y Kluyvera. citrophila (Galan y col., 2004; Kim y
col., 2004b).

La proteina represora PaaX estd clasificada dentro de la familia de reguladores
transcripcionales del tipo GntR e incluida en una subfamilia compuesta por proteinas similares
al producto del gen paaX de E. coli W (Fernandez, 2005). PaaX presenta en su extremo N-
terminal un domino HTH (helix-turn-helix) de unién al DNA. Los represores de la familia GntR
realizan su funcion impidiendo que la RNA polimerasa se una a la region promotora o bien

evitando la formacién del complejo abierto de transcripcion (Tropel y van der Meer, 2004).

La secuencia consenso a la que PaaX se une en las regiones operadoras de E. coli W
consiste en dos repeticiones invertidas de 6pb separadas entre si por unas 27 pb (5’-TGATTC---
-27pb(N)----GAATCA-3’). En Pseudomonas sp. Y2 (del Peso-Santos y col., 2006) la secuencia
consenso de uniodn a la proteina PaaX es parecida en tamafio, aungue no en secuencia y consiste
en dos repeticiones invertidas de 6 pb separadas por 26 pb (5’-GATACA----26pb (N)----
TGTATC-3’). Esta secuencia consenso se ha encontrado en las regiones operadoras de los genes
paa de P. putida KT2440 (Pa y Pg), P. putida U (Pa y Pg), P. fluorescens Pf-5 (Pg) y
Pseudomonas sp. Y2 (Pa, Ps, Pa2 Y Pg2), asi como en la region operadora de genes sty de
Pseudomonas sp. Y2 (Pa) (Figura 2.9.) (del Peso-Santos y col., 2006).
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aacaatgTGATTCgtgtttttaattaattcacgaaaactg-GAATCgtaa Pc(Py) (E. coli W) (+7/+45)
ctttttaTGATTCgcgatttaactattagcaacagaaatgtGARaCAtct Py (Pz) (E. coli W) (-26/+14)
tgtgctaTGATTCataaatcacaacaataacaacagact--GAATCgaat Px (E. coli W) (-9/+28)
aataaagcGATTCgttttagatcacattaatgaaattttt-GtATCAaaa Ppae (E. coli W) (-121/-83)

attgaaaTGATTCgctttggatcacatttagttatttatc-GtATCAata P (K. citrophila)

....... TGATTC----------27 bp aprox.------GAATCA... CONSENSO E.coli

aaaaaagaGATACgcgaaaacattttgecgeccttgecattgtTGTATCgcat Praas (P. putida KT2440)
tcttacttGATACAcataaatgtgtttgacgttat-gtttTGTATCgctt P i (P. putida KT2440)
cactatgaGATACAcgaaacaattttcgatgttgcatttccGTATCgegt Ppaa (P. putida U)
tcttatttGATACAcctaaaactgtttgacgttgt-gtttTGTATCgctt Ppuac (P. putida U)
aaaatcaaGAcACAttaaattcacgtcgctattgtttttaTGTATCacat Ppaas (P. fluorescens Pf-5)
aaaaacaaGAcACAtaaataaattttaatattgtt-ttacTGTATCgctt Ppaas (P. sp. Y2) (-60/-24)
tcataagcGAcACActatttattgtttgatatttg-tttcTGTATCgctt Ppaag (P. sp. Y2) (-51/-15)
tatcattaGAcACAttattttgttgttgatgttgtttttcTGTATCgcat Ppaqaz (P.sp. Y2) (-50/-13)

acaattacGAcACcAttttttgtgtttgatatttg-gtttTGTATCactt Ppaac2 (P. sp. Y2) (-51/-15)

........ GATACA--------26 bp aprox.------TGTATC.... CONSENSO paa Pseudomonas

agcaacccacaACAaaaaaaggtataagccatgaaaaagc-GTATCggta Py (P. sp. Y2) (+12/+48)

Figura 2.9.. S ecuencias d e uni 6n de PaaX. Comparacion de los sitios de union de PaaX de distintos
promotores de E. coli W (nimero de acceso en el GenBank X97452) y Kluyvera citrophila (M15418) con los sitios
de unién de PaaX putativos encontrados en los promotores paa de P. putida KT2440 (AE015451), P. putida U
(AF029714), P. fluorescens Pf-5 (NC004129) y Pseudomonas sp. Y2 (AJ000330 y AJ579894) y el sitio de union de
PaaX localizado en el promotor Py, Pg (anteriormente Pa), Py (anteriormente P;) y Px son los promotores que
controlan la transcripcion de los genes paa en E. coli W. Py, es el promotor del gen pac que codifica la penicilina G
acilasa. Ppaaa, Ppaac: Ppaanz, Ppaac2 Y Ppaag SON promotores de los genes paa de Pseudomonas. Py, €s el promotor que
controla la transcripcion del operon styABCD catabdlico en Pseudomonas sp. Y2. Las posiciones de la region
flanqueada por las repeticiones invertidas de 6 pb, que constituyen el motivo de union de PaaX, relativas al sitio de
inicio de la transcripcion, aparecen entre paréntesis para cada promotor. Las secuencias consenso de unidn de PaaX
para E. coli y Pseudomonas aparecen en negrita. Los nuclettidos de las cajas de union de PaaX de los distintos
promotores que se encuentran conservados respecto a la secuencia consenso se muestran en negrita. Los nucleétidos
conservados entre las secuencias consenso de E. coli y Pseudomonas estan subrayados. La region de Pgya-StyA que
resulta protegida en la digestion por DNasa | se encuentra resaltada por un rectangulo (footprint), modificada de (del
Peso-Santos, 2008).

Se ha demostrado que la proteina PaaX de Pseudomonas sp. Y2 no solo actia como
represor de los genes paa en ausencia de FA-CoA, sino que reprime la expresion de los genes
sty, implicados en la ruta superior de degradacion del estireno, y que dicha represion desaparece
en presencia de FA-CoA (del Peso-Santos y col., 2006).

Pagina | 27



Introduccion

En cuanto a la regulacion global o sobreimpuesta de los genes paa, se ha observado
represion por glucosa en P. putida U (Olivera y col., 1998) y en E. coli W (Ferrandez y col.,
2000; Ferndndez, 2005). En E. coli W esta represion se produce exclusivamente sobre los
promotores de los genes catabdlicos de la ruta y estd mediada por CRP (Ferrdndez y col., 2000;
Fernandez, 2005). Ademas, las proteinas CRP e IHF, encargadas de la regulacion global,
ejercen un control a su vez sobre la regulacion especifica de los genes paa llevada a cabo por
PaaX, conectando asi la expresion de los genes catabdlicos de esta ruta con el estado

metabolico y energético de la célula (Ferrdndez y col., 2000).

En el caso de Pseudomonas sp. Y2 no se ha observado represion catabdlica de los genes
paa por glucosa, pero si en medio rico LB, aunque en esta bacteria, esta represion no esta

medida por la proteina Crc (Bartolomé-Martin, 2006).

2.5.1. Papel regulador de PaaY.

Se ha demostrado que el producto del gen paaY, no es necesario para el crecimiento de P.
putida U en medio minimo con AFA como Unica fuente de carbono y energia (Olivera y col.,
1998). En E. coli W, sin embargo, se ha comprobado que la ausencia de PaaY provoca un
retraso significativo sobre el crecimiento en AFA de esta bacteria. Esto sucede so6lo y
exclusivamente cuando PaaX esta presente, ya que la bacteria presenta un crecimiento normal
en AFA cuando se deleciona tanto paaY como paaX. Este resultado ha permitido sugerir la

intervencion de PaaY en procesos de induccion de la ruta (Ferndndez, 2005).

La proteina PaaY de E. coli W consta de una estructura primaria de 196 aa que muestra
varias secuencias repetidas de motivos hexapéptidos [LIV]-[GAED]-X-X-[STAV]-X-X-X-X
que caracterizan a los miembros de la familia de transferasas bacterianas (Base de datos Prosite,

http://www.expasy.org/prosite/) (Bairoch, 1993). Esta proteina muestra similitud con la proteina

CaiE del operdn de la carnitina de E. coli, aunque la funcién de esta proteina se desconoce, y
con la Fbp (anhidrasa carbonica) de Pseudomonas aeruginosa (Fernandez, 2005). Se ha
demostrado que la proteina PaaY carece de funcion anhidrasa carbénica, aunque si que funciona
como tioesterasa utilizando como sustrato acetoacil-CoA, lauril-CoA, miristoil-CoA y
fenilacetil-CoA, y que une tanto Fe?* como Ca** en tres histidinas conservadas y que se agrupa

en homotrimeros en su estructura cuaternaria (Fernandez, 2005).
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2.6. Género Pseudomonas.

Las Pseudomonas son bacterias gram-negativas, normalmente méviles y con uno o varios
flagelos polares. Son aerobias, con metabolismo respiratorio estricto y con el oxigeno como
aceptor terminal de electrones, aunque en algunos casos pueden utilizar nitrato como aceptor
alternativo de electrones y mostrando un crecimiento anaerobio. Se ha descrito la capacidad de
utilizar el 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) como aceptor alternativo de electrones para el caso de
Pseudomonas putida JLR11 (Esteve-Nufez, 2000). La mayoria son quimiorganotréficas y se
cultivan a pH préximos a la neutralidad, temperaturas mesdfilas y sin requerimiento de factores
de crecimiento. Todas ellas son catalasa positivas y pueden dar resultado positivo 0 negativo
para el test de la oxidasa. La mayoria de las especies de este género no acumulan granulos de
poli-B-hidroxialcanoatos salvo cuando se cultivan en alcanoatos o gluconato (Haywood y col.,
1990). No se conocen estados celulares viables no cultivables. Las cepas de las especies de este
género cuentan en su composicion con acidos grasos hidroxilados 3-OH 10:0 y 12:0, y 2-OH

12:0, y ubiquinona Q-9.

El espectro nutricional de cada especie de este género es caracteristico, presentando una
menor variabilidad entre cepas de una misma especie. ElI género Pseudomonas se caracteriza
por su extrema versatilidad metabdlica (Stanier y col., 1966; Palleroni, 1993). Entre los
compuestos organicos gue son capaces de metabolizar se encuentran hidratos de carbono, acidos

alifaticos, aminas, amidas, aminoacidos, compuestos aromaticos y alcoholes.

Dentro del género Pseudomonas se han descrito aproximadamente 60 especies que se
caracterizan por una extraordinaria versatilidad metabdlica y una amplia distribucién en el
medio ambiente. Este género incluye cepas patégenas oportunistas de animales, Pseudomonas
aeruginosa PAOLl y P. entomophila L48, patogenas de plantas, P. syringae y cepas que
estimulan el crecimiento de plantas actuando como fungicidas, P fluorescens (Lugtenberg y
Dekkers, 1999), inécua como P. putida KT2440.

Actualmente se conoce la secuencia completa del genoma de varias estirpes de este
género: P. aeruginosa PAO1 (Stover y col., 2000), P. putida KT2440 (Nelson y col., 2002), P.
syringae pv tomato str. DC3000 (Buell y col., 2003), P. fluorescens Pf-5 (Paulsen y col., 2005),
P. fluorescens PfO-1 (http://www.jgi.doe.gov , 2005), P. syringae pv phaseolicola 1448a

(Joardar y col., 2005), P. syringae pv syringae B728a (Feil y col., 2005), P. aeruginosa
UCBPP-PA14 (Lee y col., 2006), P. entomophila L48 (Vodovar y col., 2006), P. stutzeri A1501
(Yan y col., 2008), P. mendocina ymp (http://www.jgi.doe.gov , 2007), P. putida F1

(http://www.jgi.doe.gov , 2007, http://genome.jqi-

psf.org/finished_microbes/pseme/pseme.info.html), P. putida GB1 (http://www.jgi.doe.gov ,
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2008), P. putida W619 (http://www.jgi.doe.gov , 2008), P. aeruginosa LESB58 (Winstanley y
col., 2009).

El andlisis del genoma de cinco especies diferentes de Pseudomonas ha revelado que
comparten unos 2000 genes de entre los 4000-6400 genes que se han identificado (del Castillo
Santaella, 2008) , aunque muchos de ellos sin funcion conocida, aun. El porcentaje de contenido

de G+C del DNA gendmico estd comprendido entre 58-67%.

Las cepas del género Pseudomonas son muy tolerantes y resistentes a agentes toxicos
presentes en suelos, incluyendo antibiéticos, desinfectantes, detergentes, metales pesados y
disolventes orgénicos. En este género es caracteristica la presencia de plasmidos y transposones
conjugativos o transmisibles que codifican los genes necesarios para el metabolismo de
hidrocarburos y la resistencia a agentes nocivos. Por esta razon existe un gran interés en
explorar las caracteristicas de estas bacterias con vistas a sus posibles aplicaciones en
biotecnologia, incluyendo la biorremediacién de sitios contaminados (Timmis y col., 1994;
Dejonghe y col., 2001), la mejora de la calidad de combustibles mediante desulfurizacién
(Galan y col., 2000), la biocatéalisis para la produccion de sustancias quimicas de valor afiadido
(Zeyer y col., 1985; Wubbolts y Timmis, 1990; Schmid y col., 2001; Rojas y col., 2004), la
produccion de bioplasticos (Olivera y col., 2001) y agentes que fomentan el crecimiento de

plantas y el control de plagas en plantas (Walsh y col., 2001).

2.7. Pseudomonas sp. Y2.

Este trabajo que se describe en esta Memoria se ha centrado en el estudio de la regulacion

transcripcional de los genes responsables del catabolismo del AFA en Pseudomonas sp. Y2.

En 1991 se inform¢ a la comunidad cientifica del hallazgo de una bacteria perteneciente
al género Pseudomonas, aislada a partir de suelos contaminados con gasolina, que era capaz de
crecer utilizando como Unica fuente de carbono y energia los siguientes compuestos: estireno,
etilbenceno, 2-feniletanol, 1-feniletanol, acetofenona, fenilacetato y mandelato (Utkin y col.,
1991). Los autores del hallazgo la denominaron Pseudomonas sp. Y2 y propusieron que la
degradacion del etilbenceno y estireno ocurria via 2-feniletanol y fenilacetato, aunque sin

descartar la existencia de rutas alternativas.

Fue en 1996 cuando nuestro grupo de investigacion comenzé los estudios sobre la cepa
Pseudomonas sp. Y2. Los primeros trabajos se centraron en reproducir su cultivo en
etilbenceno, con objeto de analizar la ruta de degradacion de este compuesto, pero todos los

intentos fueron infructuosos, sin que a dia de hoy se haya podido precisar la causa de esta
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pérdida de capacidad metabdlica (Alonso, 2002). Por otro lado se logro la caracterizacion
genética y funcional de los genes que codifican la ruta superior de degradacion del estireno
(genes sty) (Velasco y col., 1998; Alonso, 2002a) integrada por las actividades enzimaticas
encargadas de la transformacion del estireno en AFA. Posteriormente, se llevd a cabo la
caracterizacion de los genes responsables de la ruta inferior de degradacion del estireno,
también denominada ruta de degradacion del AFA (genes paa) (Alonso y col., 2003;
Bartolomé-Martin y col., 2004; Bartolomé-Martin, 2006), que supone la transformacion de este
Gltimo compuesto en intermediarios del ciclo de Krebs. En Pseudomonas sp. Y2 se ha
descubierto la coexistencia de dos clusters funcionales para la degradacion del AFA,
denominados clusters paal y paa2, respectivamente (Figura 2.10.). El primero se encuentra

localizado contiguo de los genes sty, mientras que el cluster paa2 se localiza en otro lugar del

cromosoma.
1kb
—
F2 XY N2 A B C DE F GHI | K P L N

Pseudomonas sp. Y2 (cluster paa1)
AJ000330

A
PY01 X2Y2 A2B2 C2 D2E2 F3 R°S'G2H2I2]2 K2P2 L2 M N3 PY04

IR AT - RN I D ecullompnan; e Y. Honrall
______ \ » i

AJ579894

Figura 2.10. Organizacion d e los ge nes paa enlos cluster paal y paa2 de Pseudomonas sp. Y 2. Se observan
claramente las diferencias mas importantes entre ambos cluster.

Los clusters paal y paa2 de Pseudomonas sp. Y2 son parecidos pero no idénticos. La
organizacion de los genes paa2 es practicamente igual a la de los genes paa de P. putida
KT2440 (Luengo y col., 2001; Jiménez y col., 2002; Nelson y col., 2002). Sin embargo, al
comparar los clusters paal y paa2 entre si, se aprecian algunas diferencias: (a) el cluster paal
carece de la copia de paaM presente en paa2, que codifica una porina putativa; (b) el cluster
paal presenta una copia del gen paaN2, ausente en el cluster paa2 y cuya funcién se encuentra
en estudio; (c) en el cluster paa2 aparecen, entre los genes paaF3 y paaG2, los ORFs PY02 y
PYO03, ausentes en el cluster paal y cuya funcién es desconocida; (d) el cluster paal contiene
una copia adicional de paaF, denominada paaF2; Ambos genes codifican proteinas con
actividad FA-CoA ligasa (Velasco y col, 1998; Alonso y col, 2003).
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3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue el avance en el conocimiento del proceso
degradativo del AFA en Pseudomonas sp. Y2. Para conseguir este objetivo se plantearon las

siguientes lineas de actuacion:

La determinacion de la organizacion en operones de los genes pertenecientes al cluster paal de

Pseudomonas sp. Y2.

La identificacion y estudio de los promotores que conducen la transcripcién de los genes del

cluster paal.

La determinacion del patrén de expresion de las proteinas Paa de los cluster paal y paa2 en

diferentes medios.

El estudio del papel de la funcionalidad de PaaY en la degradacion de AFA.

Péagina | 35



Objetivos

Pagina | 36



Material y métodos







Material y métodos

4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Estirpes bacterianas.

Las estirpes bacterianas usadas en este trabajo asi como su procedencia y caracteristicas

genotipicas y fenotipicas mas relevantes se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4.1. Estirpes bacterianas.

Estirpe Genotipo/fenotipo relevante Referencia

Pseudomonas sp. Y2 1 AFA+, STY+, Ap®, CmR, Km?®, Tc®, Sm°, lacz- | (Utkin y col., 1991)

i Pseudomonas SFEJ. Y2 Apaal:Km® AFA+, STY+, | (Bartolomé-Martin y col.,

Pseudomonas sp- YZIKL1 i AoR ‘cm® Km®, Tc® sm®, laczZ- 2004)

; Pseudomonas ssp. Y2 Apaa2::Tc®, AFA+, STY+, | (Bartolomé-Martin y col.,

Pseudomonas sp. Y2 T2 EApR’ cmR Km®, TcR, SmS, laczZ- 2004)

 Pseudomonas sp. Y2 ARpaal::KmR, Apaa2::TcR, | (Bartolomé-Martin y col.,

Pseudomonas sp. Y2ZK1T2 4 AEa- 'STY-, Ap®, Cm®, Km?, Tc®, Sm®, lacz- | 2004)

T
1 Pseudomonas sp. Y2 crc::Tc®, AFA+, STY+,

Pseudomonas sp. Y2 C1 :ApR, Cm?. KmS, TcR Sm*, lacz-

(Bartolomé-Martin, 2006)

T
' Pseudomonas sp. Y2 T2 ApaaX1:Km®, AFA+,

Pseudomonas sp. Y2 T2X1 : STY+, ApR, cmR. KmR, TR sm®, laczZ-

(del Peso-Santos y col., 2006)

i Pseudomonas sp. Y2 T2 paaN1::Km®, Ap?, CmF®,

Pseudomonas sp. Y2 T2N1 FKmR, TR, SmS, lacz-

(Mascaraque-Martin, 2009)

: Pseudomonas sp. Y2 T2 paaN2::Km®, ApR, CmR,

Pseudomonas sp. Y2 T2N2 5 KmR. Tc®. SmS. lacz-

(Mascaraque-Martin, 2009)

» Pseudomonas sp. Y2 K1 paaN3::Tc®, Ap?, CmR,

Pseudomonas sp. Y2 K1N3 i KmR. Tc®. SmS. lacz-

(Mascaraque-Martin, 2009)

1
1 Pseudomonas sp. Y2 T2 ApaaY1::Km®, ApF,

Pseudomonas sp. Y2 T2Y1 'emR, KmR, TR, Sm, lacz-

Este trabajo

T
Pseudomonas sp. Y2 1 Pseudomonas sp. Y2 T2 ApaaY1::Km®:Pn2,

T2Y1Pn2 ' ApR, CmR, Km"®, TcR, Sm*, lacZ- Este trabajo

T
1 Pseudomonas sp. Y2 T2 ApaaN2Y1X1::KmR,

Pseudomonas sp. Y2 T2R1 :ApR, cm®. Km®. TR, Sm. lacz-

Este trabajo

i F A(ara-leu) araD AlacX74 galE galK phoA20

Escherichia coli CC118 4pir , thi-1 rpsE rpoB argE (Am) recA1 lisogeno Apir

(Herrero y col., 1990)

: F endAl hsdR17 (r, m,") supE44 thi-1 recAl
Escherichia coli DH5a. i gyrA (Nal®) relAl D(argF-lac)U169 deoR (Sambrook y col., 1989)
: (f80dlacD(lacZ)M15)

; F’/ endAl hsdR17 (r’ my") ginV44 thi-1 recAl
Escherichia coli DH5aF’ ' gyrA (Nal®) relA1 D(laclZYA- argF)U169 deoR | (Woodcock y col., 1989)
i (f80dlacD(lacZ)M15)
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Tabla 4.1. Estirpes bacterianas (continuacién).

Estirpe Genotipo/fenotipo relevante Referencia

' F thi-1 hsdS20 (rgmg’) recAl13 ara-14 leuB6
i proA2 lacY1 galk2 rpsL20 (Sm®) xyl-5 mtl-1
| SUpE44

(Boyer y Roulland-Dussoix,

Escherichia coli HB101 1969)

» F* recA thi pro hsdR M* RP4::2-Tc::Mu::Km Tn7

Escherichia coli S17-1 Apir (de Lorenzo y Timmis, 1994)

t TpR Sm" liségeno Apir

Escherichia coli W

i (ATCC11105) derivada de E. coli ATCC9637
: auxotrofa para la vitamina By,. AFA+, STY-

(Davis y Mingioli, 1950)

Escherichia coli W14

| E. coli W 4paa. AFA-, STY-

(Ferrandez y col., 1997)

Escherichia coli W14Rif

\E. coli W Apaa. AFA-, STY-, Rif?

(Ferrandez y col., 1997)

Escherichia coli AF141

'\ E. coli W14Rif AlacZ, Apaa, AFA-, STY-, Rif?

(Ferrandez y col., 1998)

4.2. Plasmidos.

A continuacion se presentan todos los plasmidos empleados en este trabajo resefiando las

caracteristicas mas relevantes asi como su origen.

Tabla 4.2 Plasmidos.
Plasmido Marcador Caracteristicas Referencia
. sl R Fagémido derivado de pUC19 con los origenes de ™
pBluescript Il KS : Ap replicacion f1 y ColE1L, Py, lacZa Stratagene
. + : R Fagémido derivado de pUC19 con los origenes de ™
pBluescript Il SK i Ap replicacion f1 y ColE1L, Py, lacZa Stratagene
: Derivado de pBluescript 11 KS* con inserto (Bartolomé-Martin
pBKm 't Ap®, Km® | EcoRI/Xbal con ApaaN2:Km® y ApaaA de la ’
: - 2006)
i region paal de Pseudomonas sp Y2
; Derivado de pBluescript I KS*, con inserto (Bartolomé-Martin
pFA ! Ap® Hindlll/Xbal de 20,4kb con la region paal de ‘
! 2006)
i Pseudomonas sp. Y2
]
T
I Derivado de pBluescript I KS* con inserto Pstl de (Bartolomé-Martin
pFAO0.7HidPst : 0,7 kb con ApaaN de la region paal de ‘
! 2006)
i Pseudomonas sp. Y2
1
i Derivado de pBluescript Il KS™ con inserto Sall de (Bartolomé-Martin
pFA2.5Sal ! Apt 2,5 kb con los genes paaGHIAJ de Pseudomonas '
! 2006)
i Sp. Y2
[
171016 : GmR Vector de amplio rango de huésped derivado de | (Martinez-Perez y col.,
P : pBBR1MCS-5 y pMM40; oriPBBR1,Py,,lacl® 2004)
1ZexN2 : GmR Derivado de plZ1016 con inserto correspondiente | (Mascaraque-Martin,
P ! al gen paaN2 clonado en EcoRI/Xbal 2009)
IZN i GmR Derivado de plZ1016 con inserto correspondiente | (Mascaraque-Martin,
P : al gen paaN clonado en Sall/Xbal. 2009)
1ZN3 E GmR Derivado de plZ1016 con inserto correspondiente | (Mascaraque-Martin,
P : al gen paaN3 clonado en EcoRI/Xbal. 2009)
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Tabla 4.2 Plasmidos (continuacién).

Plasmido

Marcador

Caracteristicas

Referencia

plzX

GmR

Derivado de plZ1016 con inserto corresponciente
al gen paaX clonado en EcoRI/Xbal.

(Bartolomé-Martin,
2006)

pKDN2KmDX

R

Sm”, sacB,

KmR

Derivado de pKNG101 con casete de Km® entre un
inserto del final del gen paaN2 y principio de paaX
de Pseudomonas sp.Y?2 para la delecién de paay.

Este trabajo

pKDN2KmPn2DX

R

Sm”, sacB,

KmR

Derivado de pkKNG101 con el casete de Km® y un
inserto del final del gen paaN2 (regién promotora
de paaN2) entre el principio de paaX y el final de
paaN2 de Pseudomonas sp. Y2 para la delecién de
paay.

Este trabajo

pKNG101

R

Sm™, sacB

oriR6K, mob RP4, vector “suicida” para
mutagénesis mediante insercién de marcadores por
recombinacién homologa, sacB.

(Kaniga y col., 1991)

pKPN2KmXF2

R

Sm”, sacB,

KmR

Derivado de pKNG101 con el casete de Km® entre
un inserto de la regién promotora de paaN2 y la
region intergénica comprendida entre paaX y
paaF2 de Pseudomonas sp. Y2; para la delecién de
paaN2, paaY, paaX.

Este trabajo

pMPO234

Ap"Pip®

Vector de amplio rango de huésped derivado de
pBBRIMCS-4 'y pJES379 para fusiones
transcripcionales y prueba de promotores. rep,
mob.

(Garcia-Gonzalez y
col., 2005)

pMPa

Ap"Pip®

Derivado de pMPO234 con un inserto de 390 pb
de la region precedente a paaA, clonado en
EcoRI/BamHI

Este trabajo

pPMPg

Ap"Pip®

Derivado de pMPO234 con un inserto de 791 pb
de la regién precedente a paaG, clonado en
EcoRI/BamHI

Este trabajo

pMPn2

Ap"Pip®

Derivado de pMPO234 con un inserto de 378 pb
de la region precedente a paaN2, clonado en
EcoRI/Smal

Este trabajo

pPMPp

Ap"Pip®

Derivado de pMPO234 con un inserto de 180 pb
de la region precedente a paaP, clonado en
EcoRI/BamHI

Este trabajo

pMPx

Ap"Pip®

Derivado de pMPO234 con un inserto de 413 pb
de la region precedente a paaX, clonado en
EcoRI/BamHI

Este trabajo

pPMPy

Ap"Pip®

Derivado de pMPO234 con un inserto de 719 pb
de la region precedente a paaY¥, clonado en
EcoRI/BamHI

Este trabajo

PRK600

CcmR

Proporciona las funciones tra para la conjugacion
bacteriana; no replicativo en Pseudomonas

(Kessler y col., 1992)

puC18

Ap®

Vector de clonacion, oriMB1,P,,, lacZa

(Sambrook y Russell,
2001)

puUC19

Ap®

Vector de clonacion, oriMB1,P,,, lacZa

(Sambrook y Russell,
2001)
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Tabla 4.2 Plasmidos (continuacion).

Plasmido Marcador Caracteristicas Referencia
UC4K : ApR KmR Plasmido con casete de Km® flanqueado por dianas (Taylor y Rose, 1988)
P AP de restriccion yiory '
1
: R . a (de Lorenzo y col.,
pVLT31 : Tc oriRSF1010, lacl”; P 1993)
, Derivado de pVLT31 con un inserto (del Peso-Santos y col
pVLTX1 : TcR correspondiente al gen paaxX1 de Pseudomonas sp. 2006) ycol,
i Y2

4.3. Oligonucleotidos.

La sintesis de los oligonuclettidos utilizados en este trabajo fue encargada a la empresa

SIGMA-Genosys. ElI nombre y la secuencia de los oligonucleétidos empleados en el desarrollo

de este trabajo, asi como el fin con el que se han utilizado en cada caso, se detallan en la

siguiente tabla. Las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion que aparecen en

algunos de los oligonucledtidos (introducidas artificialmente) se han sefialado mediante

subrayado.

Tabla 4.3. Oligonucledtidos.

Nombre Secuencia (5°—3°) Utilizacion
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG Secuenciacion de insertos de plasmidos derivados de
T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC pBluescript 1l KS(+)
Mod1F CCGGAATTCAAGGGCTCGGTCCGTGAGCA Qggliﬁcacién de styS como control negativo de RT-
Mod2R GCTCTAGACTATTGAACGAAGTCTGCATTGTG Qggliﬁcacién de styS como control negativo de RT-
PaaF2-1(F) CCCAGGCGCAGCTTGAGGTC Amplificacion de paaF2 para RT-PCR
PaaF2-1(R) CTCCACCAGCTATCGGCGCTC Amplificacion de paaF2 para RT-PCR
EcoPf2 CTGCTGGAATTCACCATAGCTGCCTGCC Comprobacion de la cotrasncripcion de paaX-paaF2
BamPf2 GGTATTGGGGATCCTGTTCATGACGTTACTC | Por RT-PCR.
PaaX1(F) CGGCAGGCTGGAGCTGTAGA Comprobacion de la cotrasncripcion de paaY-paaX
PaaY1(R) CCGAGCAATCCCTGGTGATG por RT-PCR.
PaaY’(F) GGCCGATATGACCGTTGCAC Comprobacion de la cotrasncripcion de paaN2-paaY
PaaN2’(R) AGCGACCGTGCGGCCTAC por RT-PCR.
ControlN2(F) GGGTCAAAAGCATCGAGAAA Comprobacion de la cotrasncripcion de paaN2-paaA
ControlA(R) GCAGGGTGATCAGGCGTA por RT-PCR. Control negativo.
PaaA’(F) CGCTCAATGCCCTCAATAC Comprobacion de la cotrasncripcion de paaA-paaB
PaaB(R) GTAGATCAGCCCCCACTGTTC por RT-PCR.
PaaB’(F) ACCTACGGCCTGGCACTGAT Comprobacion de la cotrasncripcion de paaB-paaC
PaaC’(R) GATCGACAGCGACGAGGTGT por RT-PCR.
PaaC’(F) CGGGGTCAATTACCCACAGG Comprobacion de la cotrasncripcion de paaC-paaD
PaaD’(R) GTTGCCTGTGCTGGTTCTCG por RT-PCR.
PaaD”’(F) GCCTTCGCCTGCAACAGCTA Comprobacion de la cotrasncripcion de paaD-paakE
PaaE”’(R) CGCGCGACATAGACTCCACA por RT-PCR.
PaaE’(F) CACGCGCAAGGTACTGGAAC Comprobacién de la cotrasncripcion de paaE-paaF
PaaF’(R) GATACAGCGGGACGTTGTCG por RT-PCR.
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Tabla 4.3. Oligonucleétidos (continuacion).

Nombre Secuencia (5°—3?) Utilizacién
EcoPg CTCGGAATTCAAGGCCTGCCACGTCTAC Comprobacion de la cotrasncripcion de paaF-paaG por
BamPg CGCCGGATCCAACCAGTTGTGCGTACAT RT-PCR.
PaaG-2-(F) ATTTCCCAACATGCCCACT Comprobacion de la cotrasncripcion de paaG-paaH por
PaaH(R) AACTCGTAGAAGCTGGCGTG RT-PCR.
PaaH(F) GAGTGGACCCTTTTCGAAGTC Comprobacién de la cotrasncripcion de paaH-paal por
Paal(R) ACAGGCGTTGTTCTACTTCGTC RT-PCR.
Paal(F) GAACCACGACCTGATCGAATAC Comprobacion de la cotrasncripcion de paal-paad por
PaaJ(R) TGCACTTGAAATAGTCGAATGG RT-PCR.
PaaJ(F) GCGACCTGGTGAGCTGAT Comprobacion de la cotrasncripcion de paaJ-paaK por
3’paakK CCTGCGGGCCACAAATGAA RT-PCR.
PaaJ(F) GCGACCTGGTGAGCTGAT Comprobacion de la cotrasncripcion de paalJ-paaK-paaP
PaaP(R) GATCGAGAACCTTGTTGGTCTG por RT-PCR.
5’paaK GCGCCGCTCCTACTCCATCTG Comprobacion de la cotrasncripcion de paaK-paaP por
PaaP(R) GATCGAGAACCTTGTTGGTCTG RT-PCR.
PaaP(F) AAAGAGAGAGCGACCATGACTC Comprobacién de la cotrasncripcién de paaP-paal por
Paal.2 GGTGCTGAAGTTGAAGTGCCTGAG RT-PCR.
Paal4 GCTCGGCCAGCGATTTCTATACA Comprobacién de la cotrasncripcion de paaL-paaN por
PaaN1 GGTGAAGTCCAGGGTCTCCTCGTG RT-PCR.
PaaN2"(F GGTGGCGTGGAAGTCACTGAA . S
"( ) Compraobacion de la trasncripcion de paaN2 por RT-PCR.
PaaN2"( R) ATCTCAAGGCGGTGGCGAAG
PaaY(F GCTGGGCTAGCAACTGGTACT . Lo
(®) Comprabacion de la trasncripcion de paaY por RT-PCR.
PaaY(R) ATCGGTCCGAACTGCTATGTC
PaaN4 CCCTACCCTGCAGAGTTTCAT - -
Compraobacion de la trasncripcion de paaN por RT-PCR.
PaaN5 TTGCGTTCGCTAAGGTATTTG
BamX3 AGCAGGATCCGGGCAAGGAAGCAGTC Amplificacion de la sonda de paaX para northern blot con
ApaXx5 GCAACGGGCCCAGGACAAGCG diana Apal
Ligup CGGAATTCTGCCCCTCACACTCAACG e
Smld COAACATGCCGAAGGGE Amplificacion de la sonda de paaF para northern blot
PaaP (F) AAAGAGAGAGCGACCATGACTC o
Amplificacion de la sonda de paaP para northern blot
PaaP (R) GATCGAGAACCTTGTTGGTCTG
KmUp TCAGCAACACCTTCTTCACG Secuenciacion y amplificacion desde los extremos del
KmDown TTGAGACACAACGTGGCTTT casete de Km® hacia el exterior.
BamHI-Px_JR | GGCGGATCCGTGGGGCGAGGGACGTCATAGG BAg‘rﬁm'“C'O” de la region promotora de paaX, diana
EcoRI-Px_JR | GCCGAATTCGCGAGGACGTGCTGGTGGGG é&‘g:c'“'o” de la region promotora de paaX, diana
BamHI-Py JR CCGGGATCCGGCCATTGAGGCTATA gg:rgl)mlcacmn de la region promotora de paaY, diana
EcoRI-Py JR CTGGAATTCTCCCTCAGCCTCTATT é(r)r;;g:macmn de la region promotora de paaY, diana
Romo-Pn2_JR TGTGGCATTGGCCGGCATGGTGGGGA Amplificacion de la region promotora de paaN2.
EcoRI-Pn2_ JR | TGACGAATTCTCCTCAGGCTGCACGCAC é&‘g:c'“'o” de la region promotora de paaN2, diana
Ampliciacion de la region promotora de paaA, diana
EcoRI-Pa_JR TCGAATTCGGTCAAAAGCATCGAGAAAAAC EcoRI
BamPa TGTTCGGGCGGATCCACGCTAAGGGTAT BAg‘rﬁm'“C'O” de la region promotora de paaA, diana
EcoPg CTCGGAATTCAAGGCCTGCCACGTCTAC Ampliciacion de la region promotora de paaG, diana

EcoRlI
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Tabla 4.3. Oligonucleétidos (continuacion).

Nombre Secuencia (5°—3”) Utilizacién
BamHI-Pg_JR CGCCGGTCGGATCCAGTTGTGCGTACAT Amplificacién de la regién promotora de
paaG, diana BamHI
ECoRI-PI-Pp_JR | GTACTCGAATTCGACCAGATTTGATTGAGCACCC |Ampliciacion de laregion promotora de
paaP, diana EcoRl
BamHI-Pp_JR CCGGATCCTGCGGAGTCATGGTCGCTCTCT | Amplificacion de la region promotora de
paaP, diana BamHI
N2.5' ECoRV ACCGATATCAGGCCATTGAGGCTATAGCA | Amplificacion de fragmento final paaN2 para
delecién de paay, diana EcoRV
N2.3' Sall CCAGGTCGACGATACCCTGGCCAGCGCCATCAATG | AmPlificacion de fragmento final paaN2 para
delecién de paay, diana Sall.
. Amplificacion de fragmento inicial de paaX
X5' Xbal GAGCTCTAGACGCGCTTGAAGG iy .
para delecion de paay, diana Xbal
X3' BamH GCGGATCCCCGACCGGGGCTTGCGA Amplificacitn de fragmento inicial de paaX
para delecion de paayY, diana BamHI.
Amplificiacion de region promotora de paaN2
BamPa TGTTCGGGCGGATCCACGCTAAGGGTAT para clonarlo en el mutante de paaY, diana

BamHI.

BamHI_Pn2_mutY

TGGTGGGGATCCTCGTATCGGGTCAAAA

Amplificiacion de region promotora de paaN2
para clonarlo en el mutante de paaY, diana
BamH]I.

PaaX1 (F) CGGCAGGCTGGAGCTGTAGA Amplificacion para la comprobacion del
) mutante por delecion de paaY y sustitucion
PaaN2' (R) AGCGACCGTGCGGCCTAC por casete de Km®,

PaaY (F) GCTGGGCTAGCAACTGGTACT L .
Amplificacion de paaY para la comprobacion
del mutante delectivo en paaY.

PaaY (R) ATCGGTCCGAACTGCTATGTC

X3 GCICTAGACCAGCAGCGGATTCGAG Amplificacion del gen paaX para su clonaje
X5 CGGAATTCGAAAGGCCAGGTGTGATG en plZ1016
Amplificacion de de region intergénica entre
IniF2_Sac I-F ACGGAGCTCTCGGGGCGGGT paaX y paaF2 para realizar mutante delectivo
en paaN2YX, diana Sacl.
Amplificacion de de regidn intergénica entre
FinX_Xba I-R GCTCTCTAGAATCCGCTGCT paaX y paaF2 para realizar mutante delectivo
en paaN2YX, diana Xbal.
PF2_3 TCCTGCCGCTCTTACATCTC Amplificacion para la comprobacion del
mutante por delecion de paaN2YX y
PaaN2 (R) ATTCTCCAGCGACTCAATGC sustitucion por casete de KmR.
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4.4. Medios, c onservaciony condicionesd ec ultivod e

microorganismos.

4.4.1. Conservacion.

La conservacion de las diferentes bacterias se llevo a cabo por congelacion a —80°C en

medio de cultivo al que se afiadid glicerol estéril hasta una concentracion final del 20% (v/v).

4.4.2. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados fueron:

. Medio Luria Bertani (LB): bacto-triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl
10 g/L (Sambrook y col., 1989).

° Medio SOB: bacto-triptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 mM, KCI
2,5 mM, MgSO, 10 mM, MgCl, 10 mM (Hanahan, 1983).

. Medio M9: Na,HPO, 42 mM, KH,PO, 22 mM, NaCl 10 mM, NH,CI 20 mM,
MgSO,4 1 mM, CaCl, 0,1 mM, pH 7,0 (Miller, 1972).

. Medio M63: KH,PO4 100 mM, (NH,;)SO4 15 mM, FeSO, 1,7 uM, MgSO, 1 mM,
pH 7,0 (Miller, 1972).

Los medios minimos (M63 y M9) se complementaron con las siguientes sales a la
concentracion final que se indica: FeSO, 10 uM, MnCl, 10 uM, CoSO, 10 uM, CaCl, 10 uM,
CuCl, 1uM, ZnSO, 1uM. La adicion de estos oligoelementos a los medios minimos se realizé a
partir de una solucién 1000 veces concentrada con todos estos componentes disueltos en HCI
IN (“solucién 1000X de sales MT™).

Los medios M9 y M63 se suplementaron con la fuente de carbono apropiada a la
concentracion final siguiente: AFA al 0,2 6 0,4% (p/v), glicerol al 0,1, 0,4 6 1% (p/v) para los
cultivos de Pseudomonas y 0,1% (p/v) para E. coli, y estireno en fase gaseosa (concentracion

saturante).

Los medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave 21L (Matachana) durante 30

minutos a 121°C y una presion de 1 kg/cn?.
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4.4.3. Procedimientos de cultivo.

Los cultivos en medio liquido se realizaron en tubos de ensayo o matraces tipo

Erlenmeyer. La temperatura de crecimiento fue 37°C para las estirpes de E. coli y 28-30°C para
las diferentes estirpes de Pseudomonas. La incubacion se realizé en un agitador orbital (200-250
rpm) en el caso de los matraces, o0 en rotores para tubos de ensayo colocados en cdmaras
acondicionadas. Se monitoriz6 el crecimiento de los cultivos midiendo la DOgynm CON UN

espectrofotdmetro DU800 (Beckman Coulter) frente al blanco apropiado.

Los cultivos en medio solido se llevaron a cabo empleando Bacto-Agar (Pronadisa) al

1,5% (p/v) en la preparacion del medio correspondiente. En el caso del LB, el agar se afiadio
antes de autoclavar el medio, mientras que en el del M9 y el M63 el agar se esterilizd por
separado en agua y posteriormente se afiadié un volumen apropiado de medio estéril diez veces
concentrado, obteniéndose la concentracién final adecuada. En todos los casos, tras la
esterilizacion, se esper6 a que se atemperase el medio (sin llegar a solidificar), se incorporaron
los antibidticos, vitaminas, fuentes de carbono o suplementos diversos (segun los casos) y se

distribuyeron en placas Petri (aproximadamente 20 mL de medio por cada placa Petri).

Para la seleccion de los clones recombinantes utilizando el método de la a-
complementacion de la B-galactosidasa (seleccion blanco/azul) se suplementd cada placa de

LB/agar con 50 pul de X-Gal al 2% (p/v) (en dimetilformamida).

Para la seleccion de las células receptoras transconjugantes dobles recombinantes (frente a
las simples recombinantes) en las conjugaciones en que se transfirieron pldsmidos derivados de
pKNG101, se prepararon placas de LB/agar (con los antibidticos adecuados en cada caso) a las
que se afiadid sacarosa para conseguir una concentracion final del 10% (p/v) (aproximadamente
0,4 M).

Los medios de cultivo se esterilizaron en un autoclave de 21L (Matachana) durante 30

minutos a 121°C de temperatura y una presion de 1kg/cm?.

4.4.4. Vitaminas.

En los cultivos en medio minimo de microorganismos auxdtrofos para ciertas vitaminas,
vitamina B12 y B1, (E. coli W14 y AF1411), éstas se afiadieron a una concentracion final de 1

ug/mL.
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4.4.5. Antibioticos.

Los antibidticos utilizados se suministraron a las concentraciones que se detallan en la
tabla 4.4. La tetraciclina se proporcion6 a diferentes concentraciones finales en funcién del
microorganismo cultivado: 100 pg/mL y 50 pg/mL en el caso de Pseudomonas sp. Y2 y 20
pg/mL para las distintas estirpes de E. coli. Como algunas de las bacterias utilizadas en este
estudio (es el caso de las distintas especies de Pseudomonas) pueden utilizar etanol como Unica
fuente de carbono y energia y crecer a expensas de este sustrato, en aquellas pruebas de
crecimiento en que se quiso evitar esta contingencia la tetraciclina se disolvié en agua destilada

y se filtré de la manera habitual (filtro de 0,22 um de tamafio de poro).

Tabla 4.4. Antibiéticos utilizados, concentraciones usadas y método de preparacién.

Concentracion

Disolvente Esterilizacion
stock

Antibiotico Concentracion final

Por filtracion (filtro
Ampicilina 100 pg/mL 100 mg/mL H,O de 022 um de
tamafio de poro)

Cloranfenicol 35 pg/mL 35 mg/mL EtOH No necesaria

Por filtracion (filtro
Estreptomicina 150 pg/mL 150 mg/mL H,O de 022 um de

tamafio de poro)

Por filtracion (filtro
Gentamicina 50 pg/mL 50 mg/mL H,O de 022 um de

tamafio de poro)

Por filtracion (filtro
Kanamicina 50 pg/mL 50 mg/mL H,O de 022 um de

tamafio de poro)

Por filtracion (filtro
Piperacilina 100 pg/mL 100 mg/mL H,O de 022 um de

tamafio de poro)

Tetraciclina 100 pg/mL 10 mg/mL EtOH No necesaria

4.4.6. Suministro de compuestos aromaticos en fase gaseosa.

Para suministrar el estireno evitando el efecto toxico que supone la administracion directa
sobre el cultivo, se equiparon los matraces con un depdsito interno que permite la evaporacion
de la fuente de carbono volétil y la consiguiente saturacion de la fase gaseosa (Figura 4.1). En
estos cultivos se considerd que la concentracion del compuesto en la fase liquida alcanzaba, al
cabo de unas horas, una concentracion maxima igual a su constante de solubilidad en agua.

Los cultivos en medio sélido se realizaron en placas Petri con la tapa modificada, de
forma que incorporan un deposito en el que se puede dispensar el compuesto aromético, que

llega a los microorganismos tras su difusién en la fase gaseosa (Figura 4.1).
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Figura4 .1. Sistema para el
suministro de estireno a cultivos en
medio liquido (izquierda) o solido

Tapon 10scado  (gerecha). Tomado de Alonso,
perfarado 2002

Fuente de
carbono M edin

Fuente de
carbono

N

4.4.7. Curvas de crecimiento.

Las cepas a estudiar se cultivaron a 28-30°C con agitacion continua de 200 rpm en medio
minimo M9 suplementado con la fuente de carbono y antibi6ticos correspondientes. Los
cultivos se diluyeron inicialmente hasta una turbidez a 600 nm (DOgyonm) de 0,1
aproximadamente, en el medio de estudio. Se monitorizé el incremento de la turbidez con un
espectrofotometro DU800 (Beckman Coulter) frente al blanco apropiado, hasta que el cultivo

alcanzo la fase estacionaria de crecimiento, dependiendo de la cepa, entre 20 y 80 horas.

Para la realizacion de cultivos seriados con células lavadas se procedi6 al crecimiento de
las células en medio minimo M9 con AFA 5mM hasta alcanzar la fase estacionaria, en torno a
una DOggo de 2-2,5. Se sedimentd un volumen de células de 1-3 mL, y fueron lavadas dos veces
con un volumen de medio M9 fresco. Seguidamente, se inoculd con estas células lavadas un
nuevo medio minimo M9 con AFA con el volumen necesario para conseguir un cultivo con una
DOsqo inicial de 0,1. Este cultivo se incub6 siguiendo las indicaciones del inicio de éste

aparatado.

4.5. Procedimientos de transferencia genética.

4.5.1. Transformacion bacteriana mediante choque térmico.

Para preparar células competentes de E. coli se empleé un método basado en el de

(Hanahan, 1983)pero con modificaciones para conseguir una eficacia de transformacion mayor,
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del orden de 10° ufc/ug de DNA plasmidico (Inoue y col., 1990). En la preparacion de las
células competentes se utilizé el medio SOB (ver apartado 4.2.).

El protocolo de transformacion consistio en los siguientes pasos: el DNA plasmidico o el
resultado de la reaccion de ligacion se afiadié a 200 L de células competentes, incubandose la
mezcla durante 30 minutos en hielo. Se llevé a cabo entonces un chogue térmico a 42°C durante
1 minuto y medio, con una incubacién posterior en hielo de 5 minutos. A continuacion se
afiadieron 800 pL de medio de cultivo SOC atemperado, y se incubd a 37°C con agitacion
durante 1 hora, para permitir la expresién de los genes de resistencia a antibiéticos codificados
en los plasmidos (excepto para el caso de la tetraciclina, en el que se increment6 el tiempo de
incubacion a 2h). Finalmente, se sembraron las células en placas Petri con el medio solido

selectivo correspondiente y se incubaron a 37°C durante una noche.

4.5.2. Electrotransformacion.

Para la electrotransformacion de E. coli con DNA plasmidico se utilizé un equipo Gene
Pulser 11 acoplado a un controlador de resistencia Pulse Controller Il (Bio-Rad), siguiendo los
métodos descritos en la bibliografia (Dower y col., 1988). Las células se cultivaron en medio
liquido hasta alcanzar la fase exponencial, se enfriaron a 4°C y se lavaron 2 ¢ 3 veces con agua
destilada estéril a 4°C. Tras el Gltimo lavado se resuspendieron en un pequefio volumen de agua
y se utilizaron a continuacion, o bien se afiadio glicerol (para alcanzar una concentracion final
del 20% (v/v)) y se congelaron a -80°C hasta su uso. Las transformaciones se realizaron fijando
las siguientes condiciones: una diferencia de potencial de 12,5 kV/cm, una capacitancia de 25
uF y una resistencia de 200 Q; se utiliz6 una cubeta de electroporaciéon de 0,2 cm. Tras la
transformacion de las células por electroporacion, se adicion6 1mL de medio LB y se procedio a
su incubacion a temperatura 6ptima durante el tiempo apropiado: para E. coli, a 37°C durante 1
hora (2 horas en el caso de seleccion mediante tetraciclina). Posteriormente se sembraron e
incubaron en el medio sélido selectivo oportuno.

Para la electroporacion de Pseudomonas con DNA plasmidico se utiliz6 el mismo equipo
que para E. coli, pero con un protocolo diferente. Las células se cultivaron en medio liquido
hasta alcanzar una DOgunm de entre 0,8-1,0; se enfriaron a 4°C y se lavaron 3 veces con una
solucion de glicerol 10% (p/v) estéril a 4°C (Los lavados se llevaron a cabo en centrifuga
refrigerada y 5000 rpm durante 10 minutos). Tras el ultimo lavado se resuspende en un pequefio
volumen de la solucion de glicerol 10%, unos 200 uL. Si procede se congelaréan a -80°C o se
usaran en el momento. Las transformaciones se realizaron fijando las siguientes condiciones:
una diferencia de potencial de 8kV/cm, una capacitancia de 25 uF y una resistencia de 200 Q;

se utiliz6 una cubeta de electroporacion de 0,2 cm. Como mezcla se afiade 100 pL de células
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electrocompetentes y 1 pug de DNA plasmidico. Tras la transformacién de las células por
electroporacion, se adicion6 1 mL de medio LB y se procedio a su incubacion durante el tiempo
apropiado: para Pseudomonas, a 28-30°C durante 2-3 horas. Posteriormente se sembraron en el

medio solido selectivo adecuado.

4.5.3. Conjugacion.

En la transferencia de plasmidos mediante conjugacion se empled generalmente la estirpe
E. coli S17-1 Apir (F*), portando el plasmido a transferir (un derivado del pKNG101 en unos
casos y derivados del pMP0O234 en otros casos) como donadora, y estirpes F~ de Pseudomonas
como receptoras (conjugacion biparental). Se cultivaron las células donadoras y receptoras por
separado, en sus respectivas condiciones éptimas, hasta alcanzar la fase exponencial. Tras un
lavado con una solucion de cloruro sodico 0,14 M, se mezclaron en una relacién 1:1 y se
dispensaron sobre un filtro estéril (tamafio de poro de 0,45 um) dispuesto sobre una placa de
LB. Tras una incubacion de 6-24 h a 28-30°C el filtro se recogio; las células se resuspendieron
(mediante agitacion con vortex en un tubo de 15 mL estéril) y lavaron en 2mL de cloruro sédico
0,14 M, quedando finalmente suspendidas en 1 mL de la misma solucion salina estéril. La
siembra se realiz6 en medios selectivos que permitian el crecimiento exclusivamente de las
células receptoras transformadas, impidiendo la proliferacion tanto de las células donadoras

como de las receptoras no transformadas.

En algunas ocasiones se realizaron conjugaciones triparentales, con E. coli CC118 Apir o
E. coli DH5a F’ como donadoras, una estirpe F* de Pseudomonas como receptora y E. coli
HB101 [pRK600] como helper o ayudante. En este caso, se mezclaron cantidades iguales de
cada una de las estirpes, y se siguio el protocolo de la misma manera, sembrando al final el
resultado de la conjugacion en medios selectivos que impidiesen también el crecimiento de la
estirpe ayudante (de Lorenzo y Timmis, 1994).

4.5.4. Construccion de mutantes por doble recombinacion.

Para la construccion de mutantes por el sistema de doble recombinacion se utilizd el
plasmido pKNG101, que presenta un origen de replicacion R6K, la region mob (que le permite
transferirse a otras bacterias por conjugacion desde estirpes donadoras F*) y el gen sacB. El
origen R6K requiere para el inicio de la replicacion de la proteina «, codificada por el gen
pirR6K, el cual se encuentra integrado en el cromosoma de estirpes Apir en forma de profago

(Kolter y col., 1978). El gen sacB codifica la levansacarasa (EC 2.4.1.10), enzima cuya
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expresion es inducida por la presencia de sacarosa al 10% (p/v) y produce la lisis celular en un
amplio rango de bacterias gram-negativas (Gay y col., 1985). Gracias a estas dos caracteristicas,
este método permite seleccionar Unicamente los clones en los que se ha producido doble
recombinacion (Figura 4.2.).
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\{\ Cromosoma

ApaaNZKm ApaaX t

- - r R R R R s
5 Cm", Km", Tc", Sm", sacarosa
@ Recombinacion paaN2 paa¥  strA strB mob sacB ApaaN2Km®  paaX

PKNDn2KmDx (8, 6kb. ) iyl __simele ()
Cromosoma Cromosoma
Apaax oriR6K
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¥
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- - E—
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Figura 4 .2. Ejemplo ilustrativo de la seleccién d e d obles recombinantes e mpleando el sistema del p lasmido
pKNG101. En este caso se trata de mutar el gen paaY de Pseudomonas sp. Y2 T2 mediante la insercion de un casete de
resisencia a Km (KmR). El plasmido pKNDn2KmDx, derivado de pkKNG101, se transfiere por cong'ugacién desde E. coli S17.1
Apir [pKNDn2KmDx] (Cm®, KmR, SmR, sacarosa®) a Pseudomonas sp. Y2 T2 (Cm®, Tc® Km®, Sm®, sacarosa®), segin lo
descrito en el apartado 5.4. El plasmido pKNDn2KmDx no es replicativo en Pseudomonas sp. Y2 T2. En la figura se muestran
las tres posibles situaciones que pueden ocurrir en el interior de la bacteria receptora, es decir, que se de una simple
recombinacion homdloga (de dos formas distintas) o una doble recombinacion homologa. Al seleccionar en el medio adecuado
s6lo creceréan aquellas bacterias receptoras que hayan incorporado el casete de Km® en el cromosoma vy, por tanto, la mutacion.
strAB, genes que proporcionan resistencia a Sm; sacB, gen que codifica la levansacarasa; oriR6K, origen de replicacion R6K;
maob, regién de movilizacion que permite la transferencia del plasmido por conjugacion.

El DNA plasmidico fue extraido por el método rapido de lisis alcalina (Birboim y
Doly, 1979) vy posteriormente purificado mediante dos extracciones con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (v/v/v) y una CGltima extraccion con
cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v/v) (Sambrook y col., 1989). Para precipitar el
DNA se afiadieron 2 volimenes de etanol absoluto ¢ 0,8 volumenes de isopropanol y
tras una centrifugacion de 15 minutos a 12.000 rpm y 4°C se lavd el sedimento con

etanol 70% (v/v) para eliminar las sales. EI DNA sedimentado se secO en un
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termobloque a 55-60°C antes de resuspenderlo en agua destilada y desionizada o en TE
0,2X (Tris-HCI 2 mM, EDTA 0,2 mM, pH 8,0).

En ocasiones se purificd el DNA plasmidico usando el kit de extraccion High Pure™
Plasmid Isolation Kit (comercializado por Roche), Real Miniprep Turbo kit (comercializados
por REAL) y FavorPrep™, plasmid DNA Mini Extraction Kit (comercializado por Favorgen

biotech corp.), siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

4.6.2. Aislamiento de DNA total.

El DNA total se obtuvo mediante lisis enzimatica con lisozima (1mg/mL) seguida de un
tratamiento con proteinasa K (3 mg/mL) y SDS 1,5% (p/v). Posteriormente, el DNA se purificd
mediante dos extracciones sucesivas con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y una
extraccion con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). La fase acuosa se trasfirid a un tubo de
vidrio estéril y se afiadieron cuidadosamente dos volimenes de etanol absoluto frio, formandose
dos fases. EI DNA se recogié mediante spooling utilizando una varilla fina de vidrio. Tras
lavarlo con etanol al 70% (v/v) para eliminar las sales, el DNA se dejo secar a temperatura
ambiente. Finalmente el DNA se resuspendié en un volumen adecuado de agua destilada y

desionizada o en TE 0,2X, y se conservd congelado a -20°C.

4.6.3. Purificacion de fragmentos de DNA tras electroforesis.

Para purificar fragmentos de DNA separados por electroforesis en geles de agarosa se
escindio la pieza del gel utilizando un bisturi estéril, se sumergié en TE 1X hasta un volumen de
500 ul y se incub6 a 55°C durante 5-10 minutos. Tras la adicion de un volumen de fenol y
agitacion vigorosa en un vortex, la mezcla se congeld en nitrogeno liquido para potenciar la
ruptura de la agarosa e inmediatamente se centrifugé a 15.000 rpm a temperatura ambiente
durante 15 minutos. A la fase acuosa se afiadieron acetato sédico hasta una concentracion final
de 300 mM y 0,8 volumenes de isopropanol. Tras incubacion a -20°C durante 15 minutos, el
DNA precipitado se separd por una centrifugacion de 30 minutos a 4°C y 12.000 rpm, se lavo
con etanol al 70% (v/v), se resuspendi6 en TE 0,2X y se conservé a -20°C.

Alternativamente, se llevd a cabo el proceso de purificacion utilizando los Kkits
comerciales GeneClean Turbo Kit (Q-BlOgene) y High Pure™ PCR Product Purification Kit

(Roche), siguiendo el correspondiente protocolo del fabricante.
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4.6.4. Aislamiento de RNA.

Para todo el trabajo de laboratorio con RNA se utiliz siempre material libre de RNasas
(de fabrica o por esterilizacion rigurosa); las soluciones y reactivos que lo permitieron fueron

tratados con dietilpirocarbonato (DEPC) y esterilizadas.

El RNA total se aislo utilizando el reactivo RNAwiz, o bien el TRI-Reagent (de Ambion
ambos) siguiendo las indicaciones del fabricante. Cultivos de Pseudomonas sp. Y2 (estirpe
silvestre y mutantes) crecidos hasta una DOggonm de 0,6 (en la mitad de la fase exponencial de
crecimiento, aproximadamente) fueron usados como material de partida. Para facilitar la lisis,
las células fueron resuspendidas vigorosamente en el reactivo RNAwiz o TRI-Reagent y
congeladas en nitrégeno liquido (-196°C), continuando seguidamente con el protocolo o bien
conservandose a -80°C hasta proceder a la extraccion del RNA. Tras el aislamiento, el RNA se
resuspendidé en agua destilada, desionizada, estéril y tratada con DEPC; se determind su

concentracion (ver apartado 6.5.) y se conservé congelado a -80°C.

Para la realizacion de las RT-PCRs el RNA total fue sometido a reaccion de DNasa | para
eliminar cualquier resto de DNA contaminante. Se uso para tal fin el kit DNA-free™ (de
Ambion). Se siguid el protocolo del fabricante excepto el Gltimo paso de inactivacién de la
enzima, ya que el reactivo para tal fin pone en compromiso el rendimiento de RT-PCR
posterior. Con el fin de eliminar la DNasa | las preparaciones de RNA total fueron purificadas
con el RNAqueous kit (de Ambion), con vistas a la sintesis subsiguiente de cDNA en los
experimentos de RT-PCR. Ademas este tratamiento mejora sustancialmente la calidad de las
muestras, eliminando restos de DNA gendmico contaminante asi como RNAs de muy pequefio
tamafio molecular (5S rRNA, tRNAS), asi como enzimas contaminantes, en este caso la DNasa
I. Este tratamiento con el kit DNA-free™ y RNAqueous kit no se llevé a cabo en el RNA total

destinado a la realizacién de northern blot.

La integridad y calidad general de las muestras de RNA fue estimada mediante el

electroforesis en geles de agarosa debidamente tratados.

4.6.5. Cuantificacion de acidos nucleicos.

La concentracién de acidos nucleicos en las muestras se determind mediante medida de la

absorbancia a 260 nm (Azsonm), teniendo en cuenta las siguientes relaciones:
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DNA de doble hebra N 1 unidad de Azenm €quivale a una concentracion de 50

pag/mL
DNA monohebra N 1 unidad de Azsonm equivale a una concentracion de 33
(cDNA, oligonucleotidos) pag/mL
RNA N 1 unidad de Azsonm equivale a una concentracion de 40

pg/mL

Se prepararon diluciones de las muestras para obtener valores de Azgmm entre 0,1y 1,0,y
asegurarse asi una estimacion fiable. Las medidas se realizaron en un espectrofotometro DU-
800 (Beckman Coulter), utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso éptico con capacidad para
1ml, 100 pl 6 10 pl de muestra, segin fuera conveniente, o bien en un NanoDrop® ND-1000

UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop Technologies).

Se midié también la absorbancia a 280 nm, puesto que la relacion Asesonm/Azsonm da idea de
la pureza de la preparacion: valores entre 1,8 y 2,1 son aceptables, mientras que valores por
debajo de 1,8 indican posible contaminacidn con proteinas y valores por encima de 2,1 indican

la existencia de degradacion de los &cidos nucleicos.

4.6.6. Modificacion de acidos nucleicos.

4.6.6.1. Reacciones de restriccion.

Para la digestion de DNA mediante endonucleasas de restriccion se siguieron las
recomendaciones de las casas suministradoras de cada enzima, principalmente Amersham
Biosciences, New England Biolabs y Roche. La inactivacion de estas enzimas se realiz6 por un
tratamiento con calor (60, 65 6 70°C durante 15 minutos, dependiendo de la enzima) cuando fue
posible 0 mediante una desproteinizacion de las muestras por tratamiento con una mezcla de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1 (v/viv) y precipitacion mediante la adicion de

acetato sddico 300 mM y 0,8 volumenes de isopropanol (Sambrook y col., 1989).
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4.6.6.2. Tratamiento con fosfatasa alcalina.

En algunos casos, para mejorar el rendimiento en la obtencion de plasmidos
recombinantes, el vector se desfosforilo tras la digestion del DNA e inactivacion de la enzima
de restriccion, afiadiendo 1 unidad de fosfatasa alcalina, shrimp alcaline phosphatase (SAP)
(Promega) por pug de DNA e incubando 15 minutos a 37°C, seguido de una posterior

inactivacion de la enzima por tratamiento de la mezcla a 75°C durante 15 minutos.

4.6.6.3. Rellenado de extremos.

Para el rellenado de extremos 5’ protuberantes y su conversion en extremos romos, se
empled el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (USB), en presencia de dNTPs. Se

siguieron las indicaciones del fabricante.

4.6.6.4. Union de fragmentos de DNA.

En las reacciones de ligacion de fragmentos de DNA se utilizo la DNA ligasa del fago T4
(USB). Las reacciones tuvieron lugar a 16°C durante 16 h. Cuando se requirio, la enzima se

inactivd mediante una incubacion a 65°C durante 10 minutos.

Alternativamente, se utilizd el ligaFast™ Rapid DNA ligation System (Promega),

incubando la mezcla a 37°C durante 1 h, segun las indicaciones del fabricante.

4.7. Sintesis de acidos nucleicos.

4.7.1. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR.

La amplificacion de fragmentos de DNA mediante PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa; (Saiki y col., 1985; Mullis y col., 1986)) se llevé a cabo utilizando un termociclador

Mastercycler personal de la casa Eppendorf y sirviéndose del Expand High Fidelity PCR
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System (Roche), basado en una mezcla de una Tag DNA polimerasa termoestable y una DNA
polimerasa que posee actividad exonucleasa 3’25’ correctora de errores (Barnes, 1994). El
tampon de reaccion utilizado fue el suministrado con las enzimas. La concentracion de los
reactivos (ANTPs, oligonuclettidos, tampdn, mezcla enzimatica y DNA molde) en la mezcla de
reaccion fue generalmente la recomendada por el fabricante, aunque hubo de optimizarse en
ocasiones. La temperatura de hibridacion (annealing) y el nimero de ciclos de amplificacion se
ajustaron empiricamente en cada ensayo hasta obtener la cantidad y pureza adecuada de
producto amplificado. El tiempo de elongacién o polimerizacién dependié del tamafio del
producto de PCR que se esperaba obtener y se determin6 siguiendo las instrucciones de Roche.
Tras la PCR, se comprobd la amplificacion de fragmentos del tamafio esperado mediante
electroforesis en un gel de agarosa, tras lo que se purificaron directamente del gel. Los clones
obtenidos mediante amplificacion por PCR fueron secuenciados para verificar la ausencia de

mutaciones introducidas por la polimerasa.

4.7.2. Oligonucledtidos cebadores.

La sintesis de los oligonuclettidos utilizados en este trabajo fue encargada a la empresa
SIGMA-Genosys. El disefio de los oligonucledtidos se llevé a cabo utilizando el programa
Primer Select incluido en el paquete informatico DNAstar™ de Lasergene

(http://www.dnastar.com/web/index.php ), asi como mediante el servidor Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cqgi ).

4.7.3. Sintesis de cDNA.

Para la sintesis de cDNA se utilizo la enzima SuperScript 11 RT (200 U/uL; Invitrogen).
Siguiendo las instrucciones del fabricante. Para una reaccion de 20 pL se parti6 de 10 pg de
RNA total tratado con RNAqueous (ver apartado 6.4.), afiadiendo 2 pL de Random primers (3
Mg/uL) de Roche (hexadmeros), completando hasta 11 puL con H,O destilada, desionizada, estéril
y libre de RNasas. La mezcla se incub6 durante 5 minutos a 70°C en el bloque térmico y luego 2
minutos en hielo, tras lo que se adicionaron 4 pL de tampon de reaccion First-Strand Buffer 5X,
2 uL de DTT 0,1 M, 2 pL de una mezcla 10 mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) y 1
pL de SuperScript Il RT (200 U/uL). La reaccion de 20 pL se incubd durante 10 minutos a
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25°C, y luego a 42°C en un bafio durante 3 h, afiadiendo 0,5 pL de enzima al cabo de 90

minutos.

Tras la sintesis del cDNA, se elimind el RNA afiadiendo 1 uL de RNasa A (10 mg/mL) de
Roche y 0,5 puL de RNasa H (5 U/uL), de USB. La digestion se realizé durante 30 minutos a
37°C. Tras esto, se agregaron 25uL de H,O estéril destilada y desionizada y 2,7 pL de acetato
sodico 3 M, pH 5,2, para lograr un pH < 7,5. Se procedid entonces a la purificacion del cDNA
sintetizado (con el objetivo de eliminar enzimas, tampones, dNTPs, etc.) empleando el
QIAquick PCR purification kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Se
efectuaron dos elusiones consecutivas con 30 pL de H,O estéril (pH ajustado a 8,0 con 0,2 N
NaOH) calentada a 60-70°C. La concentracion del cDNA se determind segun lo expuesto en

apartado 6.5.

4.7.4. Secuenciacion de DNA.

Las reacciones de secuenciacion automatica se realizaron en la Unidad de Gendmica
(Campus de Moncloa) del Parques Cientifico de Madrid, donde se empled un secuenciador
multicapilar ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems), o en el Servicio de Secuenciacion
Automéatica de DNA de la empresa Secugen, ubicada en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas, que dispone de los secuenciadotes automaticos ABI PRISM 3700 (Applied
Biosystems) y ABI PRISM 3730. Generalmente se utilizaron como cebadores oligonucle6tidos
comerciales que hibridan en zonas conocidas de los vectores en los que se encontraban clonados
los fragmentos de DNA analizados. Sin embargo, para el estudio de aquellas zonas cuya
clonacion presentaba mayores dificultades, se disefiaron oligonucle6tidos especificos (ver tabla

4.3.) que se utilizaron como cebadores en la reaccion de secuenciacion.

4.8. Preparacion de extractos celulares.

4.8.1. Obtencion de extractos proteicos.

Para la preparacion de los extractos proteicos utilizados para el analisis del proteoma, se

crecieron los cultivos en el medio correspondiente y a la temperatura adecuada, 28-30°C y se
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recogieron las células a una DOgnm de aproximadamente 0,6. Se recogieron las células por
centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga Sorvall RC5C equipada con un
rotor GSA (Sorvall Instruments). Las células fueron congeladas (-80°C durante 12 h) y
descongeladas, se resuspendieron en 100 mM de tampdn trietanolamina hidroclorato/NaOH a
pH 8,0, conteniendo 2 mM de MgCl,, glicerol 10% (p/v) y 0,1 mg de DNasa I/mL. Las células
fueron lisadas usando una prensa de French (Aminco Corp.) usando una presion de 137 MPa (la
muestra fue pasada 2 veces por esta prensa). El lisado celular se centrifugd a 40.000 rpm
(100.000g), 4°C y durante 1 h en la ultracentrifuga Beckman L60 (Beckman) en el rotor 75Ti

(Beckman) y se recogid la fraccion soluble, el sobrenadante.

4.8.2. Determinacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteina total de los extractos, se determind mediante el método de

Bradford (Bradford, 1976) empleando albimina de suero bovino (BSA) como patron.

4.9. Técnicas electroforéticas.

4.9.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

El anélisis electroforético de DNA se realiz6 en geles horizontales de agarosa D-2
(Pronadisa) a una concentracion del 0,8%-2,0% (p/v) en TAE 1X (Tris 40mM, &cido acético 40
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) sumergidos en una cubeta con el mismo tampon. A las muestras se
les afiadié tampon de carga (glicerol 30% (v/v), azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol FF
0,25% (p/v)). Como marcadores de tamafio se utilizaron (en funcion del tamafio esperado de los
fragmentos) el DNA de A digerido con BstEIl (fragmentos de 117, 224, 702, 1264, 1371, 1929,
2323, 3675, 4324, 4822, 5686, 6369, 7242, 8454 y 14140 pb) (En una electroforesis en un gel
de agarosa al 0,8-1% (p/v), desarrollada hasta que el frente constituido por el azul de
bromofenol se acerca al final del gel, las bandas de 117 y 224 pb han migrado fuera del gel. En
cualquier caso, son apenas visibles debido a la pequefia proporcion del genamgpudele
representan.) (Formada por la union de las bandas de 5686 y 8454 pb, que contienen los
extremos cos del fago A) o bien una escalera de 100 pb (fragmentos de 80, 100, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900 y 1031 pb). EI campo eléctrico aplicado se ajustd en funcién de las
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caracteristicas de los fragmentos analizados, variando entre 4 V/cm y 8 V/cm. Tras la
electroforesis, el gel se tiid mediante inmersién en una solucion de bromuro de etidio (1
ug/mL), y el DNA se visualizo bajo luz ultravioleta (Ao nmy) €n un transiluminador UVIPro

V1.0 de UVitec Limited equipado con un sistema de captura y andlisis de imagenes.

En el caso de electroforesis preparativas y con la finalidad de extraer fragmentos de DNA
del gel, se empled agarosa LM (Pronadisa), de baja temperatura de fusion y gelificacion, para

facilitar el proceso y mejorar el rendimiento de la purificacion.

4.9.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosa.

Con el fin de valorar la integridad y calidad general de las extracciones de RNA total, se
llevaron a cabo electroforesis en condiciones nativas utilizando geles horizontales de agarosa al
1% (p/v) en TBE 0,5X (Tris 45 mM, &cido borico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) y siguiendo el
protocolo, con ligeras modificaciones, que aparece en el manual del RNAqueous kit (Ambion).
Se analizé 1 pg de cada muestra de RNA, afiadiendo tampon de carga (15% Ficoll 400, azul de
bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol FF 0,25% (p/v)) y utilizando como referencia una muestra
de RNA intacta. La electroforesis se desarrollé a 5 V/cm, y la tincion del gel y visualizacién de

las bandas correspondientes se realiz6 como se indica en el apartado anterior.

Alternativamente, para los experimentos de northern blot se llevo a cabo electroforesis en
condiciones desnaturalizantes utilizando geles horizontales de agarosa D-5 (Pronadisa) al 0,6-
0,8% (p/v) en MOPS (4cido 3-(N-morfolino)propanosulfénico) 1X 'y 2% (v/v) de formaldehido,
a las muestras se les afiadié 3 volimenes de tampon de carga, Formaldehyde Load Dye
(Ambion) y se desnaturaliz6 a 70°C durante 15 minutos, dejar enfriar en bafio de hielo 2
minutos y cargar. Como marcador se utiliz6 100 ng RNA molecular weight marker DIG-labeled
(Roche) con unos tamafios de 310, 438, 575, 1049, 1517, 1821, 2661, 4742, 6948 bases. Estos
geles fueron sometidos a campo eléctrico de 160 Vh (5 V/cm) en tamp6n 1X MOPS y 0,246 M
de formaldehido y la tincién del gel y visualizacidn de las bandas correspondientes se realizé

como se indica en el apartado anterior.
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4.9.3. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (1DE).

El anélisis de muestras de extractos proteicos se llevd a cabo en condiciones
desnaturalizantes en presencia de SDS, en geles de poliacrilamida (PAGE) a una concentracion
del 12,5% segun el método de (Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron a 95°C durante 5
minutos en presencia de tampon de ruptura (Tris-HCI 125 mM, glicerol 20% (v/v), B-
mercaptoetanol 10% (v/v), SDS 4% (p/v), azul de bromofenol 0,04 mg/mL) y se sometieron a
una campo eléctrico de 18 V/cm en tampén Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, glicina 192 mM y SDS
0,1% (p/v) en equipos Miniprotean Il (Bio-Rad). Los geles se fijaron y tifieron con una solucion
de Coomassie (2,5 g/L de Coomassie G-250 en una mezcla de agua:acido acético:metanol
40:10:50 (v/v/v)) durante 30 segundos en agitacion (balancin) y se destifieron posteriormente
con una solucion de agua:acido acético:metanol 67:8:25 (v/v/v). Los geles se sacaron sobre
papel de filtro Whatman 3MM por calentamiento durante 1 hora a 80°C utilizando un equipo

seca-geles acoplado a una bomba de vacio.

Las mezclas de proteinas empleadas como marcadores de tamafio molecular (Fosforilasa
B, 97 kDa; BSA, 67 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; lactato deshidrogenasa, 34 kDa;

carboanhidrasa, 29 kDa y lisozima, 14 kDa.) se adquiri6 en Bio-Rad.

4.9.4. S eparacion de las proteinas por electroforesis bidimensionales

(2DE)

Las proteinas provenientes de los extractos de proteina total fueron separados por

electroforesis en geles de dos dimensiones de acuerdo con (O'Farrell, 1975).

4.9.4.1. Primera dimension. Isoelectroenfoque (IEE).

La primera dimension (IEE) fue llevada a cabo en geles de tubo, para ello se utilizan unos
tubos de 18 cm de largo y 3mm de diametro de hueco interno. Estos tubos se rellenan con una
mezcla de 6,6% (p/v) de poliacrilamida usando 10% (v/v) de anfolito pH 4-7, pH 5-7 6 pH 3-10,
dependiendo del rango de pH a ensayar, 15,7 M de urea, 3,4% (v/v) Nonidet P40 en agua. Esta

mezcla se mantiene en bafio a 45°C y en agitacion. Una vez mezclado se afiade 0,01% (v/v) de
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APS (Persulfato amonico) y 0,12% (v/v) de Temed (N,N,N',N'-Tetrametiletilenediamina) para
la polimerizacion, se rellenan los tubos hasta completar con 15 cm y se deja polimerizar a 4°C
impidiendo la formacion de burbujas en el recorrido del gel. El orificio inferior de los tubos se
precinta con membrana de diélisis para impedir el derramamiento del gel antes de polimerizarse.
Tras la polimerizacion de estos geles tubo se montan en la carcasa donde se llevard a cabo el
isoelectroenfoque, se afiade 50 pL de solucion de lisis (17,3 M de urea, 3,6% (v/v) Nonidet P40
(nonilfenilpolietileno glicol), 9% (v/v) B-mercaptoetanol y 10% (v/v) de anfolito pH 4-7, pH 5-7
6 pH 3-10) a cada tubo y se realiza el pre-isoeltroenfoque, que consiste en la distribucion en
gradiente de los anfolitos permitiendo un gradiente de pH a lo largo de todo el gel. El pre-
enfoque se realiza durante 30 minutos con un voltaje de 500 V (250 Vh). La separacion
(isoelectroenfoque) se realizé tras aplicar entre 250 y 350 ug de extracto de proteina soluble
mezclado con 25 pL de solucion de aplicacion (17,4 M de urea, 0,005% (p/v) de azul de
bromofenol y 10% (v/v) de anfolito pH 4-7, pH 5-7 6 pH 3-10, dependiendo del rango de pH a
ensayar a cada tubo), para ello las proteinas afiadidas permanecen expuestas 16 horas a un
campo eléctrico de 600 V y 2 h a 1000 V (11600Vh). Los tampones que se usan para llevar a
cabo el pre-isoelectroenfoque y isoelectroenfoque son en el polo positivo 10 mM de H3PO, y en
el negativo 20 mM de NaOH, (ver figura 4.3.).

A) B)

CoTed Geles tubo
Soluciodn

Geles tubo

superior \\\\
(NaOH 20mM)

Solucién
inferior
B (H.PO, 10mM)

Tampén

—{superior
(NaOH 20mM)

Tampdn

|inferior
(H,PO, 10mM)

Figura 4.3. Equipo de IEE. A) Foto de la carcasa en la que se lleva a cabo el IEE de los geles tubo. B) Esquema

donde se muestran los la disposicion de los geles tubo y los tampones usados.

4.9.4.2. Equilibrado de los geles tubo.

Tras realizar el isoelectroenfoque de las proteinas se procede a la extraccion de los geles

del interior de los tubos y estos son equilibrados para lo cual se incuban en solucion de
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equilibrio (60 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2,3% (v/v) SDS, 5% (v/v) B-mercaptoetanol, 10% (p/v)
glicerol y 0,005% (p/v) azul de bromofenol) durante 20 minutos en agitacion. Esta etapa es
necesaria realizarla ya que este tratamiento desnaturaliza y despliega las proteinas, las dota de

carga negativa y se reducen los puentes de disulfuro.

4.9.4.3. Determinacion del gradiente de pH en geles tubo.

Para determinar la distribucion gradual del pH en los geles tubo, se deja unos de los tubos
sin afiadir muestra, pero si el resto de soluciones. Una vez realizado el isoelectroenfoque se
extrae el gel del tubo y se fracciona en fragmentos de 1 cm y se afiade 250 pL de agua destilada

y se procede a medir el pH de cada fragmento.

4.9.4.4. Isoelectroenfoque mediante IPGphor.

Alternativamente, se utilizo para realizar el isoelectroenfoque el sistema IPGphor, usando
IPGphor™ Isoelectric Focusing System, (Amersham Bioscience), (Figura 4.4), para lo cual se
utilizaron tiras Immobiline™ DryStrip de rango de pH 3-10 y 18 cm (Amersham Bioscience),
estas tiras se suministran deshidratadas y han de ser rehidratadas, para lo cual se usa una
solucion que contiene Urea 8M, CHAPS 2%, IPG Buffer 0,5% (Amersham Bioscience), Azul
de bromofenol 0,001% (p/v) y reactivo DeStreak™ (Amersham Bioscience). El montaje y la
preparacion de las tiras se realizo siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Se
carg6 100 pg. de extracto de proteina soluble mezclado con 350 pL de tampon de rehidratacion.
Tras el montaje se lleva a cabo un programa de gradiente lineal, (Tabla 4.5.), para llevar a cabo
esta separacion por pl. Una vez realizado el isoelectroenfoque las tiras fueron congeladas a -

20°C hasta el momento de la separacion de las proteinas en funcién de su PM.

Tabla 4.5. Programa s eguido p ara llevar a ¢ abo el IPGphor,
siguiendo el protocolo del fabricante. 50 pA/tira, 20°C usando

radiente lineal.
Paso Voltaje [ Duracién | V/h | Tipo de gradiente
Rehidratacion 0 12 h 0
1 500 1h 500 gradual
2 1000 1h 1000 gradual
3 8000 4h 32000 gradual
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Figura 4.4. Equipo IPGphor™ lIsoelectric Focusing System de Amersham Bioscience en el
que se llevd a cabo IEE de tiras Immobiline™ DryStrip de rango de pH 3-10 y 18cm (Amersham
Bioscience).A) Detalle frontal. B) Detalle de las carcasas de porcelana en cuyo interior se encuentran
las tiras.

4.9.4.5. Equilibrado de tiras.

El equilibrado de las proteinas isoelectroenfocadas se realiza con agentes
desnaturalizantes como el SDS que ademds de desnaturalizar las proteinas la dota de carga
negativa, con agentes reductores como el DTT que se encarga de reducir los puentes disulfuro y
con agentes alquilantes como la iodoacetamida (IAA) que alquilara los grupos SH reducidos
anteriormente y evitar4 su posterior oxidacion. Estos tratamientos constituyen la fase de

equilibrio de las muestras (Klein y col., 2004).
Esta fase se lleva a cabo mediante dos soluciones de equilibrio.

La solucién de equilibrio 1: con 2% de SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6M urea, 30%
(p/v) glicerol, 0,002% azul de bromofenol y 1% (p/v) de Ditiotreitol (DTT). Se incuban las tiras

15 minutos en agitacion en esta solucion.

Después se pasa a la solucion de equilibrio 2: con 2% de SDS, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6
M Urea, 30% (p/v) glicerol, azul de bromofenol 0,002% y de lodoacetamida 2,5% (p/v) (1IAA),

donde se incuban las tiras durante 15 minutos en agitacion.
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4.9.4.6. Segunda dimension.

Las proteinas, separadas por su pl, se separardn ahora en la segunda dimension, por peso
molecular. Para ello se usa un gel SDS-PAGE que se preparan a una concentracion de 9% y
11% (p/v) de poliacrilamida segun el método de (Laemmli, 1970). Los geles tubo se fijaron a la
parte superior del gel de la segunda dimension mediante agarosa al 2% (p/v), mientras que las
tiras se inmovilizaron con agarosa al 0,5% (p/v), ver figura 4.5. Los geles se sometieron a un
campo eléctrico de 310 V (1240-1550Vh), durante 4-5 horas refrigerados a 10°C en tampon
Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, glicina 192 mM y SDS 0,1% (p/v), en equipos Protean lIxi cell (Bio-
Rad). Como patrones de pesos moleculares se usan una mezcla de fosforilasa B, 97 kDa; BSA,
67 kDa; ovoalbimina, 45 kDa; lactato deshidrogenasa, 34 kDa; carboanhidrasa, 29 kDa y
lisozima, 14 kDa. que se adquirié en Bio-Rad. El tamafio de los geles de esta segunda

dimension fueron para los geles tubo de 200 X 200 mm y para las tiras 180 X 160mm.

4.9.4.7. Tincion de geles bidimensionales (2DE).

Los geles se fijaron y tifieron con una solucion de Coomassie (2,5 g/L de Coomassie G-
250 en una mezcla de agua:acido acético:metanol 40:10:50 (v/v/v)) durante 10-12 horas en
agitacion (balancin), esta tincion es capaz de revelar la presencia de puntos con una
concentracion de proteina de incluso 100 ng (Neuhoff y col.,, 1988) y se destifieron
posteriormente con una solucion de agua:acido acético:metanol 60:10:30 (v/v/v) durante 30

minutos y después con una solucion agua:acido acético 90:10 (v/v).

Para el posterior secado de geles se utilizé una solucién glicerol:metanol:agua 10:40:50
(v/v/v) en la cual se incubaron durante 1 hora. A continuacion se hermetizaron usando plastico

secante y dejado secar.

Péagina | 64



Material y métodos

Separadores
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moleculares

Gel tubo

Cristal posterior
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Figura 4.5. Esquema de gel de la segunda dimension. Colocacion y montaje de los geles tubo y tiras
tras el IEE en el gel de la segunda dimensién. Una vez colocado ahi se fija con agarosa para evitar que se

desplace o caiga de su posicion.

4.10. Transferencia e hibridacion de acidos nucleicos.

4.10.1. Marcaje de sondas.

Los fragmentos de DNA utilizados como sondas, cuyas caracteristicas se muestran en la

tabla 4.6, se marcaron con digoxigenina mediante el método random priming por PCR descrito

en el manual The DIG System User’s Guide for Filter Hybridization editado por Roche y

utilizando los reactivos suministrados por esta misma compafiia.

Tabla 4.6. Fragmentos de DNA marcados y utilizados como sondas.

Nombre de la sonda | Tamaiio (nt.) Origen
Sonda X 344 PCR (oligos BamX3 y ApaX5)
Sonda F 312 PCR (oligos Ligup y Sm1.4)
Sonda G 718 Restriccion (pFA2.5Sal,Pstl/Sall)
Sonda P 286 PCR (oligos PaaP(F) y PaaP(R))
Sonda N 609 Restriccion (pFA0.7HidPst, Pstl)
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4.10.2. Northern blot.

La transferencia de RNA desde geles desnaturalizantes de agarosa a membranas de Nylon
se realiz6 siguiendo el método descrito por (Sambrook y col., 1989). Se utilizaron membranas
de nailon cargadas positivamente Hybond ™-N+ (Amersham Biosciences). Tras la transferencia,
el RNA se fijo a la membrana mediante la exposicion a luz ultravioleta (254 nm) durante 3
minutos. Una vez fijado, el RNA se sometio a hibridacion con sondas marcadas con
digoxigenina (ver apartado 9.1). La hibridacién y posterior deteccion de sefales se llevaron a
cabo utilizando los reactivos suministrados por Roche y siguiendo los protocolos especificados
en el manual The DIG System User’s Guide for Filter Hybridization de esta misma compafiia,
pero teniendo en cuenta la optimizacion de este método para reducir los problemas de sefiales de
fondo (Engler-Blum y col., 1993). Para la deteccion de la sefial quimioluminiscente, la
exposicion de las membranas se llevo a cabo por autorradiografia utilizando peliculas Kodak X-
OMAT UV en un casete equipado con un amplificador de sefial BioMax TranScreen-HE
(Kodak). La hibridacion de las membranas se realizé utilizando como sonda fragmentos de
DNA.

En algunas ocasiones se procedi6 a la tincion de las membranas de nylon donde se habia
fijado previamente el RNA total con azul de metileno al 0,03% (p/v) y 0,3 M de NaAc pH 5,2.
Se sumerge la membrana 30 segundos en esta solucion de tefiido en agitacion y se procede a

destefiir con agua destilada tres lavados.

4.11. Analisis del os m etabolitos ac umulados e n e 1 m edio de

cultivo.

4.11.1. Ensayo de Gibbs.

Para detectar de forma rapida la presencia del &cido 2-hidroxifenilacético en el medio de
cultivo se empleo el ensayo de Gibbs (Kayser y col., 1993). La 2,6-dicloroquinona-4-cloroimida
(reactivo de Gibbs) reacciona con los grupos —OH en posicion orto del anillo aromatico dando

lugar a un complejo de color azul que se analiza espectrofotométricamente.

El procedimiento experimental para llevar a cabo el analisis es el siguiente, se recoge el
sobrenadante de 1 mL de cultivo y se ajusta a pH 8,0 con Na,CO; (10% (p/v)). Se afiaden 10 pL
de reactivo de Gibbs (10 mg /mL, en etanol), se incuba durante 30 minutos a temperatura
ambiente para que se desarrolle el color. Pasado este tiempo, se mide la absorbancia a 610 nm,

empleando un espectrofotémetro DU800 (Beckman Coulter). Para poder relacionar este valor
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con la concentracién de 2-HPA se realiza una curva de calibrado con concentraciones conocidas
de 2-HPA (Figura 5.51 del apartado Resultados).

4.12. Ensayos enzimaticos.

4.12.1. Medida de actividad p-galactosidasa.

La actividad B-galactosidasa de distintos clones y estirpes, tanto de E. coli como de
Pseudomonas, se determind segin el ensayo descrito por (Miller, 1972). Las células se
cultivaron en los medios adecuados y condiciones de induccion variables segun el experimento.
A partir de alicuotas de 1 ml de cultivo, las células se lavaron con buffer Z (tampon fosfato
sodico 0,1 M pH 7,0, KCI 10 mM, MgSO, 10 mM, B-mercaptoetanol 50 mM) y se tomaron 100
ul 6 200 pul de muestra, se@n los casos, adicionandose buffer Z hasta completar un volumen
final de 1 ml. Se afiadieron 1Q0 de clo roformo y 50 ul de SDS al 0,1% (p/v) y se agito
mediante vortex durante 10 segundos para provocar la permeabilizacion de la membrana. Las
muestras se atemperaron en un bafio a 28°C durante 5 minutos, se afiadieronuP@® una
solucion de ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactésido 4 mg/ml en tampon fosfato 0,1M pH 7,0) y se
incubaron con agitacion suave hasta observar la aparicion de una coloracion amarilla, producto
de la formacidn del o-nitrofenol resultante de la ruptura enzimatica del ONPG. La reaccion se
detuvo mediante la adiciéon de 50@u de Na,CO3; 1 M. Tras valorar la DOonm Y 12 DOssonm de
las muestras, asi como la DOgyonm del cultivo en el momento de la recoleccion de la muestra, las

unidades Miller se calcularon segun la formula:

DO420nm-1,75-DOss50nm

Unidades Miller = 1000-

Tiempo-Volumen-DOgoonm

Esta formula relaciona el o-nitrofenol producido (DO4nm) con el tiempo de reaccion (en
minutos) y con una estimacion del nimero de células en la muestra (volumen-DOggonm). La
DOssonm Se incluye para disminuir el error producido por la presencia de restos celulares en las
muestras. Los resultados que se muestran son una media de al menos tres experimentos

independientes.
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4.13. Analisis informatico de secuencias de acidos nucleicos.

4.13.1. Visualizacion y correccion de los cromatogramas.

Los cromatogramas obtenidos en la secuenciacion automatica se analizaron y corrigieron
utilizando el programa Chromas 2.22 (Conor McCarthy. School of Biomolecular and
Biomedical Science. Faculty of Science and Technology. Griffith University. Brisbane,
Queensland. Australia. Programa de libre distribucion;

(http://trishul.sci.qu.edu.au/~conor/chromas.html). Este programa permite la edicion de

cromatogramas archivados en los formatos ABI y SCF.

4.13.2. Ensamblaje de secuencias.

Las secuencias corregidas se ensamblaron utilizando el programa SegMan integrado en el

paquete informatico DNAstar de Lasergene (http://dnastar.com). Las discrepancias se

analizaron utilizando este mismo programa y se corrigieron para generar secuencias consenso

libres de errores.

4.13.3. Mapas de restriccion.

La basqueda de dianas de restriccion en las secuencias se realizd mediante el programa
pDRAW32 (Kjeld Olesen. ACACLONE software). Programa de libre distribucion;

http://www.geocities.com/acaclone). Alternativamente se utilizé el programa MapDraw o bien

SeqBuilder pertenecientes al paquete informatico DNAstar de Lasergene (http://dnastar.com).

4.13.4. Localizacion de marcos abiertos de lectura.

La localizacion de marcos abiertos de lectura (ORFS) en las secuencias de DNA se realiz6
utilizando los programas Artemis, MapDraw, SeqBuilder y, ocasionalmente, el servidor del

NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ ) Los pardmetros para considerar una regiéon de DNA

como marco abierto de lectura fueron: una longitud minima de nucledtidos, la existencia de un
codon de inicio de la traduccion (ATG) y la existencia de un codon de terminacion (TAA, TAG,
TGA).
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4.13.5. Prediccion de genes y operones.

Para la prediccion de genes y operones se utilizd la version disponible en Internet del
programa FgenesB

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesb&group=programs&subgroup=gfindb)

(Softberry, Inc.). Para el funcionamiento del programa, se consideré a Pseudomonas putida
KT2440 como organismo mas cercano a Pseudomonas. sp. Y2. Este programa emplea modelos
de cadenas de Markov para la prediccion de genes, mientras que la busqueda de operones esta
basada en prediccion de promotores y terminadores, en las distancias entre ORFs y en las

frecuencias de genes adyacentes en genomas bacterianos conocidos.

4.13.6. Plegamiento de secuencias de RNA.

El plegamiento tedrico de las regiones de RNA se ha llevado a cabo utilizando los

programas m-fold ((Zuker y col., 1999); http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/),

RNAfold (Vienna RNA secondary structure servers; http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAfold.cgi) y el GeneQuest, incluido en el paquete de programas DNAstar de Lasergen

(http://dnastar.com).

4.13.7. Biasqueda de secuencias repetidas y palindromicas.

La busqueda de repeticiones, directas e inversas, y palindromes en las secuencias
correspondientes a las regiones intergénicas de los clusteres paal se realizé utilizando el
maédulo “DotPlot” del programa MegAlign, y GeneQuest pertenecientes al paquete informatico
DNAstar (http://dnastar.com).

4.13.8. Comparacion y bisqueda de secuencias en el DNA.

La comparacion de secuencias de DNA con las almacenadas en las bases de datos se llevo

a cabo utilizando el servidor del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). La blsqueda de

secuencias especificas en el DNA se realizd6 empleando los programas Fuzznuc

(http://emboss.sourceforge.net/), Virtual Footprint (Miinch y col., 2005)

(http://www.prodoric.de/vfp/vip_promoter.php) y WebLogo (Crooks y col., 2004)

(http://weblogo.berkeley.edu/).
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4.14. Analisis informatico de proteinas.

4.14.1. Escaneo de geles 2-DE y recorte de manchas.

Los geles fueron digitalizados mediante un escéaner Astra 12205 (UMAX) y fueron
comparados y analizados tanto de forma manual usando transparencias de las impresiones de los
geles como con el programa PDQuest™ Advanced, 2-D Analysis Software Vs 8.01 (Bio-Rad).
Para la seleccion de las manchas correspondientes a proteina Unica se comparan los geles
correspondientes a los diferentes extractos de las estirpes crecidas en los diferentes medios. Las
manchas seleccionadas son aisladas y tratadas en condiciones esterilidad para su posterior

analisis.

4.14.2. Analisis de las manchas seleccionadas.

Las manchas seleccionadas son procesadas identificando su procedencia y se envian a la
Unidad de Protedmica del Parque Cientifico de Madrid para ser analizadas. Se someten a
digestion triptica (endopeptidasa tripsina), con la ayuda del equipo Digestor Multiple probe 215
liquid handler y Turbo Vap 96 Workstation (Amersham Bioscience). Los péptidos resultantes se
analizaron mediante MALDI-TOF o bien MALDI-TOF-TOF. Los equipos utilizados para tal fin
fueron un espectrometro de masas con fuente de ionizacion MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization) y analizador tipo tiempo de vuelo TOF ( Time Of Flight), modelo
Voyager DE-STR Biospectrometry Workstation con un Voyager 2 GHz Acquisition System y
CID (Céamara de Colisién) para trabajo en modo PSD (Applied Biosystems) y espectrometro de
masas 4700 Proteomics Analyzer con TOF/TOFTM, con fuente de ionizacion tipo MALDI y
dos analizadores tipo tiempo de vuelo en tandem y cdmara de colision (CID) para fragmentacion
de iones (Applied Biosystems), pertenecientes a la Unidad de Proteémica del Parque Cientifico
de Madrid.

4.14.3. Identificacion de las proteinas.

Las manchas seleccionadas fueron recortadas de los geles 2D SDS-PAGE y sometidas a
una digestion parcial con tripsina, que corta enlaces peptidicos por el lado carboxilo de lisina y
arginina. ElI nimero y caracteristica de los péptidos resultantes como consecuencia de estos
cortes especificos es caracteristico de cada secuencia de aminoacidos y en consecuencia de cada

proteina (Gattiker y col., 2002a; Gattiker y col., 2002b); el listado de masas de los péptidos
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resultantes de la digestion proteolitica recibe el nombre de huella peptidica -del inglés Peptide
Mass Fingerprint- y fue analizada mediante espectrometria de masas del tipo MALDI-TOF.
Estd aceptado que la sensibilidad del equipo MALDI-TOF estd limitada a un picomol de
proteina, es decir, una mancha tefiida de las que se recortan en los geles debe contener la
cantidad de un picomol para que una vez digerida con tripsina y depositada en la placa de
lectura de MALDI obtengamos una cantidad de péptidos suficiente para detectar la masa de los
péptidos con una intensidad suficiente. Cuando los datos de huella peptidica no fueron
suficientes para la identificacién de la proteina problema, se realizd un nuevo andlisis mediante
MALDI-TOF-TOF con el cual se realiza una fragmentacién peptidica, secuenciacion de
péptidos, analizados previamente por MALDI-TOF. De esta forma, para la identificacién de las
proteinas seleccionadas se utilizaron los datos de huella peptidica (PMF) o la secuencia de
algunos péptidos (MS/MS) o los datos combinados de huella peptidica y fragmentacion

peptidica.

Los espectros obtenidos en el andlisis por MALDI-TOF se ajustaron para generar un
listado de valores gque correspondieran a los iones monoisotopicos de cada péptido detectado.
Posteriormente se realiz6 la comparacién de los datos obtenidos con las bases de datos en linea

utilizando el programa Mascot (http://www.matrixscience.com/home.html, Matrixscience,

Londres, RU), el cual utiliza el algoritmo denominado MOWSE (Pappin y col., 1993). Este
programa contrasta los datos obtenidos de MALDI-TOF asi como de MALDI-TOF-TOF con
aquellos contenidos en las bases de datos NCBI y SWISS-PROT.

Los datos obtenidos de huella peptidica fueron comparados con las bases de datos
mediante la utilizacion de la herramienta Peptide Mass Fingerprint (PMF, huella peptidica) del
programa Mascot. Como base de datos de referencia se utilizd NCBInr

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) bajo las siguientes condiciones: digestion con tripsina, como

modificacion fija la carbamidometilacion de cisteinas y como variable la oxidacion de
metioninas (estas modificaciones son artefactos que se producen con una alta frecuencia tanto
en la separacion de proteinas en SDS-PAGE como durante o después de la digestion con
tripsina, (Steen y Mann, 2001)), sin restriccion de masa, masas monoisotdpicas (MH") y un error
de 50 y 80 ppm en la masa molecular de los péptidos. En el caso de los espectros obtenidos en
el anélisis por MALDI-TOF-TOF de los repertorios peptidicos, la identificacion de la secuencia
se realizé utilizando la herramienta MS/MS lon del programa Mascot. Las condiciones de
comparacion fueron: las mismas utilizadas en la comparacion por huella peptidica a excepcion
de la base de datos, en este caso se utilizd SwissProt, y una tolerancia de 100 ppmy 0,3 Da en la
masa molecular de los aminodcidos en la fragmentacion. Para el andlisis de los espectros
mixtos, usando tanto el obtenido por MALDI-TOF (huella peptidica) como por MALDI-TOF-

TOF (fragmentacion de péptidos) se us6 la herramienta Sequence Query del programa Mascot,
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fijandose la mismas condiciones que las usadas en la herramienta de huella peptidica excepto las
tolerancias de la masa molecular , que fueron de 80 ppm para péptidos y 0,3-0,35 Da para la

fragmentacion.

4.14.4. Criterios de asignacion en la identificacion de proteinas.

En la actualidad existe cierta discrepancia acerca de los criterios necesarios para asignar
una identificacion inequivoca a cada una de las proteinas analizadas. Se basan en pardmetros
resultantes del analisis de MALDI-TOF y de las comparaciones con las bases de datos teoricas
como son: péptidos coincidentes, probabilidad asociada a cada busqueda y porcentaje de
cobertura de la secuencia de la proteina candidata que cubren los péptidos coincidentes. Cuanto
mayor sea el valor de cada uno de estos pardmetros, mayor es la probabilidad de una
identificacion correcta. Pero los umbrales de estos parametros que han de superarse para una
buena identificacién son: que la probabilidad asociada a cada coincidencia supere el valor limite
de significancia establecido por el programa en cada blsqueda, un nimero de péptidos
coincidentes minimo de 3 ( en el caso de huella peptidica, en MS/MS es suficiente con uno) y
que el porcentaje de cobertura de la secuencia de la proteina candidata sea igual o superior a
15% (en el caso de la huella peptidica, en MS/MS es suficiente con menor porcentaje de
cobertura). Hay que tener en cuenta gque una identificacion puede ser aceptable, por superar
estos parametros umbrales, pero podemos estar ante una identificacion errénea. Por esta razon
en las identificaciones de las proteinas analizadas en estos experimentos nos hemos apoyado de
los datos de punto isoeléctrico y pesos moleculares tedricos y experimentales de cada una de las

manchas para minimizar posibles errores.

4.14.5. Bases de datos en linea consultadas.

Para obtener todo la informacion relevante y actualizada acerca de las proteinas

identificadas se hace uso de las siguientes bases de datos:

PSI-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST )

BYPASS (http://bioinf.uab.es/cgi-bin/bypass/bypass.pl?home=1)

MODFUN (http://salilab.org~marcius/ModFun/ )
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InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro )

PROTLOC (http://biocinf.uab.es/cqi-bin/trsdb/protloc.cgi )

UniPro (http://www.uniprot.org/uniprot/ )

KEGG (http://www.genome.jp/kegg/kegg2.html )

JVCI.CMR (http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/CmrHomePage.cqi )

iHOP (http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/ )

4.14.6. Comparacion de secuencias con las bases de datos (SwissProt y

trEMBL) y alineamiento de proteinas.

La comparacion de las secuencias de aminoacidos de los ORFs con las secuencias de
proteinas almacenadas en las bases de datos trEMBL y SwissProt se realizd mediante el
programa BLAST de los servidores EXPASY (http://ca.expasy.org/) y EMBL

(http://www.embl.org/). Para el alineamiento multiple de proteinas se utiliz6 el programa

Clustalw, que se encuentra disponible en varios servidores a los que se puede llegar desde
EXPASY.
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S. RESULTADOS

5.1 Estudio de la transcripcion de los genes del cluster paal en

Pseudomonas sp. Y2.

Los estudios realizados previamente sobre la ruta de degradacion de AFA en
Pseudomonas sp. Y2 habian permitido identificar los genes implicados en dicha via catabdlica,
asi como descubrir las dos agrupaciones independientes y funcionales de genes (cluster paal y
paa2) responsables de la metabolizacion de este compuesto (Alonso y col., 2003; Bartolomé-
Martin y col., 2004; Bartolomé-Martin, 2006). Sin embargo poco se sabia acerca de la expresion
y organizacion transcripcional de estas regiones en la estirpe Pseudomonas sp. Y2, temas que se

han estudiado como objetivo de esta Tesis y cuyos resultados se exponen a continuacion.

5.1.1. A nalisis de l1a organizacion transcripcional de la r egion gé nica

paal en Pseudomonas sp. Y2.

El cluster paal se organiza en varios conjuntos de genes dispuestos en ambas
orientaciones (Figura 5.1), lo que permite presumir la existencia de varios promotores, y la
existencia de regiones intergénicas localizadas entre los genes paaX y paaF2 (426 pb), paaN2 y
paaA (384 pb), paaF y paaG (685 pb) y paaK y paaP(116 pb).

i 66 Cluster paa1
—
paaF?  paaX paal  paaN? paed paaB  peaC  paaD pacE  pacF paaG paall paol paal pask  paaP  paal paal

aE eeamm DOEODITDED  ENMDDED M E—

426pb 386pb 685pb 116pb

Figura 5.1. Cluster paal de Pseudomonas sp. Y 2. Detalle esquematico de la organizacion génica de la region
paal. Delimitadas por lineas discontinuas se muestran las regiones intergénicas y su tamafio.
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5.1.1.1. Co-transcripcion e n la regi 6n gé nica paal de Pseudomonas sp. Y 2
mediante RT-PCR.

Con el fin de analizar la organizacion transcripcional de los genes del cluster paal, se
realiz6 un conjunto de experimentos de RT-PCR sobre el cDNA preparado a partir del RNA
aislado de un cultivo del mutante Pseudomonas sp. Y2T2 crecido en medio minimo con AFA
(apartado 4.6.4 de Material y métodos), y tratado con DNasa | para eliminar posibles restos de
DNA cromosomico. Para comprobar que se ha eliminado todo resto de DNA contaminante se
realizan diferentes controles de amplificacion sobre DNA, RNA total y cDNA (Figura 5.2). La
aparicion de cualquier producto de amplificacion del tamafio esperado en las PCR llevadas a
cabo con RNA total como molde seria indicativo de la existencia de DNA cromosémico en la

muestra y como consecuencia la obtencién de falsos positivos.

Se sintetiz6 el cDNA (apartado 4.7.3 de Material y métodos) y se realizaron las

reacciones de amplificacion por PCR (apartado 4.7.1 de Material y métodos).

A) B)

Tratamiento Dnasa I paaE-paaF paaN2-paaA

P - - - -
+ + + i RNA cDNA ss P RNACDNA ss DNA

‘ TRNA 23S
‘ rRNA 16S

Figua S. 2. E lectroforesis e n gel d e agarosa del RNA total e xtraidod e
Pseudomonas sp. Y2T2 y am plificaciones c ontrol. A) Gel de agarosa al 1% (p/v).
Diferentes muestras independientes de RNA total extraido de Pseudomonas sp. Y2 T2
sin tratamiento DNasal (-) y tras el tratamiento con DNasal (+). P: patrén estandar de
fragmentos de DNA del fago A digerido con BstEIl. Se sefialan las bandas
correspondientes al rRNA 23S con un tamafio de, 2500 nt y de rRNA 16S de unos 1500
nt de tamafio. B) Gel de agarosa al 2% (p/v). Amplificaciones por PCR de fragmento
paaE-paaF cuyo producto tiene un tamafio de 508 pb. del fragmento paaN2-paaA de
422 pb de tamafio, sobre DNA, cDNA, RNA o sin sustrato (ss) de Pseudomonas sp.
Y2T2. P: patron de fragmentos de DNA de 100 pb.
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Las amplificaciones que se llevaron a cabo estan esquematizadas en la Figura 5.3.

Pseudomonas sp. Y2T2

pagF?  paaX paal  paaN2 paad paaB

am aTaeTmm T

1 PaaF2-1(F)/PaaF2-1(R); region génica paaF2; 666 pb
2 EcoPf2/BamPi2; region intergénica paaX-paaF2; 370 pb 11 EcoPg/BamPg;
CIUSter Apaa2 TCR 3 PaaX1(F)/PaaY1(R); region intergénica paaY-paaXx; 600 pb 12 PaaG-2-(F)/PaaH(R);
VI Tca o P}’M 4 PaaY'(F)/PaaN2'(R); regién génica paaN2-paaY: 616 pb 13 PaaH(F)/Paal(R);
§ apad; ) 5 ControlN2(F)/ControlA(R); regién intergénica paaN2-paad: 422 pb 14 Paal(F)/Paal(R);
I:;> - <:| 6 PaaA’'(F)/PaaB(R); region intergénica paaA-paaB; 1296 pb 15 PaaJ(F)/3'paak;

7 PaaB'(F)/PaaC’(R) region intergénica paaB-paaC; 557 pb 16 Paal(F)/PaaP(R);

8 PaaC’(F)/PaaD’(R): regién intergénica paaC-paaD; 533 pb 17 5’paaK/PaaP(R),

9 PaaD"(F)/PaaE"'(R); region intergénica paaD-paak; 601 pb 18 PaaP(F)/Paal2;

10 PaaE’(F)/PaaF’(R); regién intergénica paak-paaF; 508 pb 19 Paal4)/PaaN1;

paaC  paaD pack

Cluster paat

paaF

paaG paat paal paa) paaK paaP  paol paa

DD D)D) /) )

11

13 15

14 17

16

18 19

region intergénica paaF-paaG;
regidn intergénica paaG-paaH;
region intergénica paaH-paal;
regién intergénica paal-paad,
region intergénica paaJ-paak;
regién intergénica paaJ-paaP;
region intergénica paaK-paaP;
region intergénica paaP-paal.;

regién intergénica paaJ-paaP;

Figura 5.3. Esquema de los cluster paal y paa2 de Pseudomonas sp. Y2T2 y disefio de los productos amplificados
por RT-PCR. Los rectangulos grises corresponden al disefio de amplificaciones llevadas a cabo para este estudio. En la parte
inferior se indican las parejas de oligonuclettidos (ver Tabla 4.3 del apartado Material y métodos) usados para cada

amplificacion junto con el tamafio del producto esperado.

Los resultados obtenidos en este estudio (Figura 5.4) muestran la presencia en el cDNA
de secuencias procedentes de las regiones paaN2-paaY y paaY-paaX, pero no del gen paaF2 ni
de las region intergénica paaX-paaF2, lo que revela: i) la co-transcripcion de los genes
paaN2YX; ii) la ausencia de co-transcripcion en los genes paaXF2; iii) la ausencia de expresion
del gen paaF2 en cultivo crecido en presencia de AFA. Por otro lado, se observa la existencia
de cDNAs con secuencias procedentes de las regiones paaA-paaB, paaB-paaC, paaC-paaD,
paaD-paak, paaE-paaF, lo que apoya la existencia de la unidad transcripcional paaABCDEF.
La regidn intergénica paaF-paaG no pudo ser amplificada en las condiciones ensayadas lo que
sugiere que estos genes no forman parte de la misma unidad transcripcional. Por Gltimo también
se observan productos derivados de las amplificaciones paaG-paaH, paaH-paal, paal-paaJ,
paalJ-paaK, paal-paaP, paaK-paaP, paaP-paal, paalL-paaN, lo cual sugiere la existencia de
una unidad transcripcional paaGHIJKPLN.
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Figura 5.4. Electroforesis de agarosa al 2% (p/v) de los productos de RT-PCR amplificados a partir del
cDNA de Pseudomonas sp. Y2T2. A) Bandas correspondientes a las amplificaciones desde el gen paaF2 hasta el
paaF. (+): amplificacion sobre cDNA sintetizado, RT+. (-): amplificacion sobre RNA, sin enzima retrotranscriptasa,
RT- . P: Mezcla de patron de fragmentos de DNA del fago A digerido con BstEIIl y patrdn de fragmentos de DNA de
100 pb. B) Bandas correspondientes a las amplificaciones desde el gen paaF hasta el paaN. (+): amplificacion sobre
cDNA sintetizado, RT+. (-): amplificacion sobre RNA, sin enzima retrotranscriptasa, RT- . P: Mezcla de patron de
fragmentos de DNA del fago A digerido con BstEIl y patron de fragmentos de DNA de 100 pb.

En resumen los experimentos de RT-PCR muestran la expresion de los genes paal de
Pseudomonas sp. Y2 en los cultivos inducidos por AFA y revelan que se organizan
transcripcionalmente en tres operones: paaN2XY, paaABCDEF y paaGHIJKPLN (Figura 5.5).
Al mismo tiempo, estos resultados confirman que el gen paaF2 no se expresa en presencia de
AFA.

1kb Cluster paat

 —

paaf? ﬁmaX paal  paah2 paad paeB  paaC  paaD pacE  pacF paaG paatlpaal paa) paak  paaP  pacl paaY

< \-C- O oD o PP D )

Figura 5.5. Esquema de la organizacion transcripcional d e los genes paalde Pseudomonas sp. Y 2T2. Los
genes incluidos dentro de la misma flecha hueca forman parte de un mismo operdn y su expresion se encuentra inducida en
las condiciones ensayadas (AFA 0,2% (p/v)).

5.1.1.2. Tamaifio de los transcritos correspondientes a la region génica paal

de Pseudomonas sp. Y2 mediante northen blot.

La técnica de RT-PCR no es capaz de discernir entre la existencia de transcritos parciales
0 totales, como consecuencia de la presencia de promotores o terminadores alternativos, o de
algun procesamiento de mensajero. Por eso, se procedié al estudio de la deteccion directa de

transcritos y de su longitud por medio de experimentos de northern blot.
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El RNA total de las estirpes Pseudomonas sp. Y2, Pseudomonas sp. Y2K1 vy
Pseudomonas sp. Y2T2 se aislo segun se describe en el apartado 4.6.4 del apartado Material y
métodos. EI RNA aislado se aplicé en un gel desnaturalizante de agarosa al 0,6-0,8% p/v y tras
su electroforesis se transfirié a una membrana de nailon Hybond™-N+ (Amersham), (apartados
4.9.2 y 4.10.2 de Material y métodos), Figura 5.6.

A) B)

G AFA STY G AFA STY

P Y2 Y2 K1 T2 Y2 K1 T2 P Y2 Y2 K1 T2 Y2 K1 T2

rRNA 23S

rRNA 16S

Figura 5 .6. Transferenciad e R NA d e e lectroforesis au na
membrana de nailon. En cada pocillo se cargd 5 ug de RNA total de
Pseudomonas sp. Y2 (Y2), Pseudomonas sp. Y2K1 (K1) y Pseudomonas
sp. Y2T2 (T2) crecidas en medio M9 con glicerol (0,2% (v/v)), AFA
(0,2% (p/v)) o STY. Se sefiala la posicion de los los rRNA 23S
(aproximadamente 2500 nt) y 16S (aproximadamente 1500 nt), como
marcadores de la integridad y calidad de las muestras de RNA total. P:
100 ng de RNA molecular weight marker DIG-labeled (Roche) (310, 438,
575, 1049, 1517, 1821, 2661, 4742, 6948 nt). AFA: acido fenilacético.
STY: estireno. G: glicerol. A) Gel de electroforesis de agarosa al 0,8%
(p/v) en condiciones desnaturalizantes. B) Membrana de nailon
Hybond™-N+ (Amersham) a la cual se transfiere el RNA separado en la
electroforesis, tefiida con azul de metileno.

Para la hibridacion sobre las membranas de nailon (apartado 4.10.2. de Material y
métodos), se utilizaron las sondas preparadas tanto a partir de fragmentos de DNA obtenidos
por restriccion (sondas G y N, Figura 5.7), como por amplificacion mediante PCR (sondas X, F
y P, Figura 5.8) y marcadas mediante el sistema DIG de Roche con digoxigenina (ver apartado
4.10.1 de Material y Métodos).
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pFA2,5Sal

pFAO,7HidPst
5612 pb

3570 pb

Figura 5.7. Obtencién de fragmentos de DNA para la construccién de las sondas G y N. A) El pldsmido
pFA2,5Sal (Tabla 4.2 de Material y métodos) se digirio con las enzimas Pstl/Sall para al obtencion del fragmento de
718pb el cual fue aislado y se utilizd para el marcaje de la sonda G. Esta sonda solo tiene 295pb de la region codificante
de paaG. B) El plasmido pFA0,7HidPst (Tabla 4.2 de Material y métodos) se digirié con la enzima Pstl para al

obtencidn del fragmento de 609pb el cual fue aislado y se utilizd para el marcaje de la sonda N.
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B)

PaaP (R)

P
a

286pb
Sonda
PaaP (F)

Ligup sml.4
® 31200 @

Figura 5.8. Obtencién de fragmentos de DNA para la construccién de las sondas X, Fy P. Estas
sondas se preparan mediante amplificacion por PCR de ciertas regiones del plasmido pFA (Tablas 4.2 y 4.6 del
apartado de Material y métodos) con el uso de determinados cebadores (Tabla 4.3 de Material y métodos). A)
Amplificacion con la pareja de cebadores ApaX5 y BamX3 de una region de paaX de 344pb para la construccion
de la sonda X. B) Amplificacion utilizando la pareja de cebadores PaaP(F) y PaaP(R) de una region de paaP de
286pb para la construccion de la sonda P. C) Amplificacion usando la pareja de cebadores Ligup y Sm1.4 de una
region de 312pb de paaF para la construccidn de la sonda F.

Los resultados de este estudio se recogen en las Figuras 5.9 a 5.13. La primera conclusion
que se deduce de estos resultados es la falta de expresion de los genes paa en cultivos crecidos
en glicerol. La segunda conclusion es que debido a la alta especificidad de las condiciones en
las que se llevaron a cabo las hibridaciones, en la mayoria de los casos, la cepa Pseudomonas

sp. Y2K1 (portadora del cluster paa2) da resultados negativos.

En las autorradiografias obtenidas con las diferentes sondas se observan hibridaciones
positivas con bandas de, aproximadamente 2500 nt y 1500 nt, que coinciden con los rRNA 23S
y 16S, respectivamente (Figura 5.6). Se trata de hibridaciones especificas, ya que solo aparecen

en las calles de cultivos en los que el cluster paal esta inducido y que podria ser el resultado de
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la existencia de posibles conformaciones secundarias (resistentes a las condiciones
desnaturalizantes ensayadas) del rRNA asociado a fragmentos de RNA mensajeros producto de
la incipiente transcripcion de los genes paal o bien de pequefios transcritos procesados de los
genes paal que quedan atrapados en los rRNA. Este aspecto seré tratado més detalladamente en
el apartado de Discusion. Estas sefiales positivas podrian enmascarar la presencia de algunos
transcritos especificos cuyos tamafios coincidiera con el de estas bandas, como se comenta mas

adelante.

En el resultado de la hibridacion con la sonda X, (Figura 5.9), se observé la presencia de
un mensajero de aproximadamente 3300 nt, en el RNA total de Pseudomonas sp. Y2 y
Pseudomonas sp. Y2T2 crecidas en AFA y en STY, que corresponde, muy probablemente, al
transcrito paaN2YX. Se observa ademas hibridacién positiva leve con el RNA total de
Pseudomonas sp. Y2 crecida con glicerol, en Pseudomonas sp.Y2K1 crecida con AFA, y en
Pseudomonas sp. Y2K1 crecida con STY que podria ser el resultado de la deteccion del
mensajero paaY2X2, tanto por tamafio como por semejanza de la secuencia del gen paaX2 con
la sonda usada (veasé en el apartado de Discusion). Finalmente es posible detectar una tenue
hibridacion con un transcrito de tamafio aproximado de 1000 nt que podria corresponder a la

expresion exclusiva del gen paaX.

G AFA STY
.« P Y2 Y2 K1 T2 Y2 K1 T2

B« ~3300 nt

rRNA 168
1313 <_(-153‘:- nt

«—« ~1000 nt

Figura 5.9. Autorradiografia de northern blot obtenido hibridando con
la sonda X. En la imagen se sefiala, con flechas, la posicion y el tamafio de los
transcritos observados junto con los de rRNA. En cada pocillo se cargd 5 pg de
RNA total de Pseudomonas sp. Y2 (Y2), Pseudomonas sp. Y2K1 (K1) y
Pseudomonas sp. Y2T2 (T2) crecidas en medio M9 con glicerol (0,2% (v/v)),
AFA (0,2% (p/v)) o STY. P: 100 ng de RNA molecular weight marker DIG-
labeled (Roche) (310, 438, 575, 1049, 1517, 1821, 2661, 4742, 6948 nt). AFA:
acido fenilacético. STY: estireno. G: glicerol.

En los ensayos en los que se utilizd la sonda F para hibridar, (Figura 5.10), se detecté un

transcrito con un tamafio aproximado de 5700 nt en el RNA total de Pseudomonas sp. Y2 y
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Pseudomonas sp.Y2T2 crecidas en AFA y en STY, que podria ser el mensajero policistronico
paaABCDEF. También se detecto otra banda con un tamafio aproximado de 1600 nt solamente
en el RNA total de Pseudomonas sp. Y2 y Pseudomonas sp.Y2T2 crecidos en STY, que
corresponderia al transcrito de paaF2.

A)
G AFA STY
. P Y2 Y2 K1 T2 Y2 K1 T2
6948 *
«——« ~5700 nt
4742 ‘
.
2661 | g e
1821
1517 g H‘_RN;];EEOO e
1049 ° o
B)

le—«~1600 nt

PR 165
" ~1500 nt

Figura 5.10. Autorradiografia de northern blot obtenido hibridando conla
sonda F. En la imagen se sefialan la posicion y el tamafio de los transcritos observados
junto con los de rRNA. En cada pocillo se cargd 5 ug de RNA total de Pseudomonas sp.
Y2 (Y2), Pseudomonas sp. Y2K1 (K1) y Pseudomonas sp. Y2T2 (T2) crecidas en medio
M9 con glicerol (0,2% (v/v)), AFA (0,2% (p/v)) o STY. P: 100 ng de RNA molecular
weight marker DIG-labeled (Roche) (310, 438, 575, 1049, 1517, 1821, 2661, 4742, 6948
nt). AFA: &cido fenilacético. STY: estireno. G: glicerol. A) Se muestra con flechas, las
bandas positivas de un transcrito de 5700 nt aproximadamente y otro de unos 1600 nt B)
Ampliacién de la region que ocupa el transcrito de 1600 nt las calles correspondientes a
RNA de cultivos en STY. En esta imagen se observa mas claramente el transcrito de 1600
nt, FRNA de 16S.

Los transcritos observados en el northern hibridado con la sonda G, (Figura 5.11), tienen
un tamafo que corresponde al de los posibles mensajeros paaGHIJKP (4,6 kb) y
paaGHIJKPAL (5,4 kb). La formacion de estos mensajeros podria ser el resultado de una
terminacion prematura provocada por estructuras secundarias del mRNA que podrian funcionar

como terminadores de la transcripcion, detectadas dentro de la region codificante de paaP
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(Figura 5.14 y 15, horquilla 4) (Alonso y col., 2003) y paalL (Figura 5.14 y 15, horquilla 5)
(Bartolomé-Martin, 2006); asi como el producto del procesamiento del largo transcrito primario,
paaGHIJKPLN de 7,7 kb (Figura 5.15).

G AFA STY
P Y2 Y2 KI T2 Y2 Kl T2

nt
6948

«—« ~5400 nt

42 . «———« ~4600 nt

2661

1821

rRNA 165
1517 «1500 nt

1049

Figura 5.11. Autorradiografia de northern blot ebtenido hibridando con
la sonda G. Las flechas indican la posicion y el tamafio de los transcritos
observados junto con los de rRNA. En cada pocillo se cargé 5 ug de RNA total de
Pseudomonas sp. Y2 (Y2), Pseudomonas sp. Y2K1 (K1) y Pseudomonas sp. Y2T2
(T2) crecidas en medio M9 con glicerol (0,2% (v/v)), AFA (0,2% (p/v)) o STY. P:
100 ng de RNA molecular weight marker DIG-labeled (Roche) (310, 438, 575,
1049, 1517, 1821, 2661, 4742, 6948 nt). AFA: &cido fenilacético. STY: estireno. G:
glicerol.

En el northern hibridado con la sonda P (Figura 5.12.) se observaron transcritos de 5,4 y
4,6 kb que podrian ser los mismos que se detectan con la sonda G, ya que ambos incluirian
secuencias complementarias a ambas sondas. Pero, al mismo tiempo estas sefiales podrian
corresponder a los transcritos paadKPLN y paaPLN, productos derivados bien de un
procesamiento postranscripcional a baja escala, o resultantes de la transcripcion minoritaria

iniciada en el promotor Pp (upstream paaP), para el caso de paaPLN.
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G AFA STY

P Y2 Y2 K1 T2 Y2 K1 T2
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1049
575 - .

438

Figura 5.12. Autorradiografia de northern blot obtenido hidridando
conlasonda P. En la imagen se sefiala, con flechas, la posicion y el tamafio de
los transcritos observados junto con los de rRNA. En cada pocillo se carg6 5 ug
de RNA total de Pseudomonas sp. Y2 (Y2), Pseudomonas sp. Y2K1 (K1) y
Pseudomonas sp. Y2T2 (T2) crecidas en medio M9 con glicerol (0,2% (v/v)),
AFA (0,2% (p/v)) o STY. P: 100 ng de RNA molecular weight marker DIG-
labeled (Roche) (310, 438, 575, 1049, 1517, 1821, 2661, 4742, 6948 nt). AFA:
acido fenilacético. STY: estireno. G: glicerol.

En los northern hibridado con la sonda N, (Figura 5.13), se detectaron bandas débilmente
positivas de 4,6 kb y 5,4 kb, ademas de una banda de mayor intensidad de unos 2,6 kb muy
proxima a la del rRNA 23S, (Figura 5.13.B). Esta ultima sefial podria corresponder al mMRNA
quiza fruto del procesamiento postranscripcional de algun transcrito méas largo. El transcrito de
4,6 kb también seria compatible con la transcripcion iniciada en el promotor Pp y que produciria
el mensajero paaPLN, mientras que el mensajero observado de 5,4 kb podria ser producto del
procesamiento postranscripcional del transcrito primario de 7,7 kb. Esta interpretacion es

coherente con los resultados, ya comentados, de la hibridacion con la sonda P (Figura 5.12).

Hibridando con esta sonda N, también fue posible detectar una banda de hibridacion
correspondiente a un mensajero de 2500 nt, aproximadamente, en las calles con RNA total de
Pseudomonas sp. Y2K1 crecidas en AFA 'y en STY. La razon de esta hibridacion se tratard mas

adelante, en el apartado de Discusion.
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A)
G AFA STY
P Y2 Y2 K1 T2 Y2 K1 T
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Figura 5.13. Autorradiografia de northern blot obtenido hibridando con la sonda N. En la
imagen se indica la posicion y el tamafio de los transcritos observados junto con los de rRNA. En
cada pocillo se cargd 5 ug de RNA total de Pseudomonas sp. Y2 (Y2), Pseudomonas sp. Y2K1 (K1)
y Pseudomonas sp. Y2T2 (T2) crecidas en medio M9 con glicerol (0,2% (v/v)), AFA (0,2% (p/v)) o
STY. P: 100 ng de RNA molecular weight marker DIG-labeled (Roche) (310, 438, 575, 1049, 1517,
1821, 2661, 4742, 6948 nt). AFA: &cido fenilacético. STY: estireno. G: glicerol. A) Se marcan, con
flechas, la posicion de unos débiles transcritos de 5400nt y otro de 4600nt. B) Ampliacion de la
region de hibridacion del rRNA 23S de las calles de RNA obtenido de cultivos en AFA 0 STY, en la
que se puede apreciar una banda doble de hibridacion.

Estos resultados, (ver Figura 6.1 del apartado 6.1 de Discusion), revelan la transcripcion
de los genes paal impuesta por la presencia de sustrato, tanto AFA (ruta inferior) como STY
(ruta superior), pero no por glicerol. También confirman la organizacién transcripcional descrita
por RT-PCR a la vez que detectan transcritos parciales, como es el caso del mensajero de paaX
y los productos generados a partir del operén paaGHIJKPLN, debido, bien a la existencia de
promotores alternativos (caso de paaX y paaPLN), o bien a procesamientos
postranscripcionales. Los resultados de la hibridacion con la sonda F, demuestran la induccion

del gen paaF2 por la presencia en el medio de cultivo de STY pero no de AFA.

Pagina | 88



Resultados

5.2. E studio d e promotores del cluster paal de Pseudomonas sp.

Y2 en el sistema heterologo de Escherichia coli AF141.

Los resultados de los analisis recogidos en la seccidn anterior, sobre la expresion de los
genes de la ruta de degradacion de AFA han demostrado la presencia de varios mensajeros que
deberian ser transcritos a partir de, al menos, cuatro regiones promotoras situadas delante de los
genes paaN2 (Pn2), paaA (Pa), paaG (Pg) y paaP (Pp). El estudio in silico realizado
previamente (Bartolomé-Martin, 2006) sobre las regiones intergénicas del cluster paal de
Pseudomonas sp. Y2 concluy6 que las regiones previas (upstream) a los genes paaX (Px),
paaN2 (Pn2), paaA (Pa), paaG (Pg) y paaP (Pp) podrian funcionar como promotores ya que
presentan secuencias probables de union del factors " (RpoD) e, incluso, en el caso de Pa y Pg,
contienen la secuencia reconocida por la proteina PaaX, reguladora del sistema de degradacion
de AFA. Con la finalidad de comprobar la funcion promotora de estas regiones se realizaron
fusiones génicas con ellas y el gen testigo lacZ, que codifica la enzima B-galactosidasa de E.
coli. Para este estudio se seleccion6 también la region 5’ de paaY (Py), ya que a pesar de no
existir region intergénica previa (los genes paaN2 y paaY solapan) se sospecha de la existencia

de un promotor en esta region (comunicacion personal de Victoria Mascaraque).

Las posibles regiones promotoras fueron amplificadas mediante PCR, empleando
oligonucledtidos disefilados con dianas de restriccion EcoRl y BamHI introducidas
artificialmente (ver Tabla 4.2 del apartado Material y métodos y Tabla 5.1), y utilizando como
molde el plasmido pFA (Tabla 4.2 del apartado Material y métodos y Figura 5.14.). El tamafio
de cada region amplificada se muestra en la Tabla 5.1. Estos fragmentos (ver Figura 5.14) se
clonaron, utilizando las dianas de restriccion EcoRI, Smal y BamHI, en el plasmido pMP0O234
(Tabla 4.2 del apartado Material y métodos), construyendo una fusion transcripcional de las

regiones promotoras putativas con el gen lacZ como testigo.
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==> BamHI-Px JR
<== EcoRI-Px JR
==> BamHI-Py JR

<== EcoRI-Py JR

==> Romo-Pn2 JR
EcoRI-Pa JR
- EcoRI-PnZ JR
BamPa '

BamHI-Pg JR - <==

EcoPg - ==>

Figura 5.14. E squema del p lasmido pF A. Plasmido derivado de pBluescript 11 KS* portador de todos los
genes del cluster paal de Pseudomonas sp. Y2. Este plasmido se usé como molde para las amplificaciones por PCR
de las regiones intergénicas en las que se valoro su efecto promotor mediante ensayo de la actividad B-galactosidasa.
Se detalla en el mismo color la pareja de cebadores (Tabla 5.1) que se us6 para cada amplificacion. La orientacion de
las flechas indican la posicidn forward (hacia la derecha) y reverse (hacia la izquierda). La pareja de cebadores rojos
se uso para la amplificacion de la region Px. La pareja de cebadores azules se us6 para la amplificacion de la region

Py. La pareja de cebadores se usoO para la amplificacion de la region Pn2. La pareja de cebadores morados
se usd para la amplificacion de la region Pa. La pareja de cebadores se uso para la amplificacion de la region
Pg. La pareja de cebadores se uso para la amplificacion de la regién Pp.

Tabla 5.1. Regiones amplificadas por PCR y clonadas en el plasmido pMPO234 para
el ensayo B-galactosidasa.

Region | Tamaiio (pb) Oligonucleoétidos usados DNA molde | Plaismidos recombinantes
Px 424 BamHI-Px_JR/EcoRI-Px_JR pFA pMPx
Py 730 BamHI-Py_JR/EcoRI-Py_JR pFA pMPy
Pn2 401 Romo-Pn2_JR/EcoRI-Pn2_JR pFA pMPn2
Pa 406 EcoRI-Pa_JR/BamPa pFA pMPa
Pg 808 EcoPg/BamHI-Pg_JR pFA pMPg
Pp 193 EcoRI-PI-Pp_JR/BamHI-Pp_JR pFA pMPp

Los plasmidos recombinantes formados a partir de pMPO234 con las regiones Px, Py,
Pn2, Pa, Pg y Pp clonadas, recibieron los nombres pMPx, pMPy, pMPn2, pMPa pMPg y pMPp
respectivamente (Figuras 5.15 a 5.20), y fueron transferidos a E. coli DHSaF’ por
transformacion mediante choque térmico (apartado 4.5.1 del apartado Material y métodos). Tras
la seleccion en medio LB + Ap de los clones que albergaban los plasmidos recombinantes, se
comprobd su presencia mediante restriccion (EcoRI/BamHI) y su secuencia para confirmar la
ausencia de errores. Posteriormente estos plasmidos recombinantes fueron aislados, (apartado

4.6.1 de Material y métodos), y transferidos mediante electrotransformacion (apartado 4.5.2 de
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material y métodos) a E. coli AF141 (Apaa y AlacZ, Tabla 4.1 del apartado Material y

métodos), seleccionando en medio LB + Ap los clones con los plasmidos recombinantes.

Estos clones presentan un color azul intenso cuando se cultivan en placas con medio
minimo M63 suplementado con glicerol 0,1% (v/v), y con el sustrato cromogénico (X-gal) de la

enzima [3-galactosidasa, lo que indica que todos estos promotores son funcionales en E. coli.

for] (e

BamHI-Px JRID @ EcoRI-Px JR

-
ja i
E
o
m

pMPO234
7920 pb

ApaaX
27pb

EcoRI/BamHI EcoRI/BamHI |
100pb

Figura 5 .15. Esquema de c onstruccion de 1 plasmido pMPx. La region intergénica paaY-paaX fue
amplificada por PCR utilizando los oligonucleodtidos BamHI-Px_JR y EcoRI-Px_JR (Tabla 4.3 de Material y métodos
y Tabla 5.2) y el plasmido pFA como molde (ver Figura 5.16). El producto de PCR obtenido se clond en el plasmido
pMPO234 empleando las enzima de corte EcoRI y BamHI y qued6 construida la fusion transcripcional Px::lacZ en el
plasmido recombinante que se llamé pMPx. En la parte superior se muestra la secuencia promotora ¢’ putativa asi
como su localizacidn en la region amplificada. La base correspondiente al sitio +1 aparece en negrita, mayUscula y en
tamafio de fuente mayor. Las cajas -35 y -10 estan en mayusculas y subrayadas, y se han sefialado en negrita las bases
coincidentes con las cajas consenso -35 (TTGACA) y -10 extendida (TGNTATAAT) (Bartolomé-Martin, 2006). Las
abreviaturas utilizadas son: bla: gen que confiera resistencia a ampicilina y piperacilina, codifica la -lactamasa. lacZ:

gen que codifica la B-galactosidasa. rep y mob: genes de replicacion y movilizacion.
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BamHI-Py JRID @EcoRI-Py JR

pMPO234
7920 pb

BamHI
EcoRI

Fragmento Py de 730pb

Figura 5.16. Construccién del plasmido pMPy. La region comprendida entre paaN2-paaY fue amplificada
por PCR utilizando los oligonuclettidos BamHI-Py _JR y EcoRI-Py JR (Tabla 4.3 de Material y métodos y Tabla
5.2) y el plasmido pFA como molde (ver Figura 5.16.). El producto de PCR obtenido se clond en el plasmido
pMPO234 empleando las enzimas de corte EcoRIl y BamHI y qued6 construida la fusion transcripcional Py::lacZ en
el plasmido recombinante que recibi6 el nombre de pMPy. No se detecté ningdn promotor " putativo localizado en
la regidon upstream a paaY. Las abreviaturas utilizadas son: bla: gen que confiera resistencia a ampicilina y
piperacilina, codifica la B-lactamasa. lacZ: gen quecodifica la B-galactosidasa. rep y mob: genes de replicacion y
movilizacion.
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Figura 5.17. Esquema de construccion del plasmido pMPn2. La region intergénica comprendida entre los
genes paaA-paaN2 fue amplificada por PCR utilizando el plasmido pFA como molde (ver Figura 5.22.) y la pareja de
oligonucledtidos Romo-Pn2_JR y EcoRI-Pn2_JR (Tabla 4.3 de material y métodos y Tabla 5.2.). El producto de PCR
obtenido se cortd mediante la enzima de corte EcoRI y se clond en el plasmido pMPO234 previamente cortado con
las enzimas de corte EcoRIl y Smal. Quedé asi construida la fusion transcripcional Pn2::lacZ en el plasmido
recombinante llamado pMPn2. En la parte superior se muestra la secuencia promotora ’° putativa asi como su
localizacion en la region amplificada. La base correspondiente al sitio +1 aparece en negrita, mayUscula y en tamafio
de fuente mayor. Las cajas -35 y -10 estan en mayusculas y subrayadas, y se han sefialado en negrita las bases
coincidentes con las cajas consenso -35 (TTGACA) y -10 extendida (TGNTATAAT) (Bartolomé-Martin, 2006). Las
abreviaturas utilizadas son: bla: gen que confiera resistencia a ampicilina y piperacilina, codifica la -lactamasa. lacZ:

gen que codifica la B-galactosidasa. rep y mob: genes de replicacion y movilizacion.
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Figura 5.18. C onstruccién d el pl 4smido pM Pa. La region intergénica paaN2-paaA fue amplificada por
PCR utilizando la pareja de oligonucleétidos EcoRI-Pa_JR y BamPa (Tabla 4.3 de Material y métodos y Tabla 5.2) y
el plasmido pFA como molde (ver Figura 5.22.). El producto de PCR obtenido se clon6 en el plasmido pMP0O234
empleando las enzimas de corte EcoRl y BamHI y qued6 construida la fusion transcripcional Pa::lacZ en el plasmido
recombinante fue nombrado pMPa. En la parte superior se muestra la secuencia promotora ¢”° putativa asi como su
localizacion en la region amplificada. La base correspondiente al sitio +1 aparece en negrita, mayUscula y en tamafio
de fuente mayor. Las cajas -35 y -10 estan en mayusculas y subrayadas, y se han sefialado en negrita las bases
coincidentes con las cajas consenso -35 (TTGACA) y -10 extendida (TGNTATAAT) (Bartolomé-Martin, 2006). Las
abreviaturas utilizadas son: bla: gen que confiera resistencia a ampicilina y piperacilina, codifica la -lactamasa. lacZ:

gen que codifica la B-galactosidasa. rep y mob: genes de replicacion y movilizacion.

Pagina | 94



Resultados

esb fed
EcoPgll @BamHI-Pg JR

5! CTCACAaaCcaagaacatcAATCATCATaaaaat':E:ﬁ_ !

EcoRI
BamHI

i)

pMPO234
7920 pb

ApaaF| ] . ApaaG
48ph T6pb

Fragmento Pg de 808pb

100pk

EcoRI1/BamHI EcoRI/BamHI |

[} H
o, s
0 3
§) ]
I a4]

Figura 5.19. Construccion del plasmido pMPg. La region intergénica comprendida entre los genes paaF-
paaG fue amplificada por PCR utilizando el plasmido pFA como molde (ver Figura 5.22.) y los oligonucleotidos
EcoPg y BamHI-Pg_JR (Tabla 4.3 de Material y métodos y Tabla 5.2.). El producto de PCR obtenido se cloné en el
plasmido pMPO234 tras la digestion de ambos con las enzimas de corte EcoRI y BamHI y quedd construida la fusion
transcripcional Pg::lacZ en el plasmido recombinante que recibié el nombre de pMPg. En la parte superior se muestra
la secuencia promotora ¢™ putativa asi como su localizacién en la region amplificada. La base correspondiente al
sitio +1 aparece en negrita, maydscula y en tamafio de fuente mayor. Las cajas -35 y -10 estan en mayusculas y
subrayadas, y se han sefialado en negrita las bases coincidentes con las cajas consenso -35 (TTGACA) y -10
extendida (TGNTATAAT) (Bartolomé-Martin, 2006). Las abreviaturas utilizadas son: bla: gen que confiera

resistencia a ampicilina y piperacilina, codifica la B-lactamasa. lacZ: gen que codifica la B-galactosidasa. rep y mob:
genes de replicacion y movilizacion.
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Figura 5. 20. E squema de c onstruccién de 1 p lasmido pM Pp. La region intergénica paaK-paaP fue
amplificada por PCR utilizando los oligonuclettidos EcoRI-PI-Pp_JR y BamHI-Pp_JR (Tabla 4.3 de Material y
métodos y Tabla 5.2) y el plasmido pFA como molde (ver Figura 5.22.). El producto de PCR obtenido se clon6 en el
plasmido pMP0O234 empleando las enzimas de corte EcoRI y BamHI y quedd construida la fusién transcripcional
Pp::lacZ en el plasmido recombinante llamado pMPp. En la parte superior se muestra la secuencia promotora "°
putativa asi como su localizacién en la region amplificada. La base correspondiente al sitio +1 aparece en negrita,
mayuscula y en tamafio de fuente mayor. Las cajas -35 y -10 estan en mayusculas y subrayadas, y se han sefialado en
negrita las bases coincidentes con las cajas consenso -35 (TTGACA) y -10 extendida (TGNTATAAT) (Bartolomé-
Martin, 2006). Las abreviaturas utilizadas son: bla: gen que confiera resistencia a ampicilina y piperacilina, codifica

la B-lactamasa. lacZ: gen que codifica la B-galactosidasa. rep y mob: genes de replicacion y movilizacion.

Tras este resultado preliminar, se procedio a la realizacion de ensayos valoracion de la
actividad p-galactosidasa con células de E. coli AF141 que continen los plasmidos pMPO234,
pPMPX, pMPy, pMPn2, pMPa, pMPg o pMPp, cultivadas en medio LB y en medio minimo M63
suplementado con glicerol 0,1% (v/v) y posteriormente, permeabilizadas En ambas condiciones
se realizaron ensayos [-galactosidasa. El genotipo de E. coli AF141 (Tabla 4.1 de Material y
métodos) no permite crecer esta cepa en AFA, es decir, en condiciones de induccion para estos
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promotores, pero tampoco existe la proteina represora de los genes paa, PaaX, lo que permitira
la expresion constitutiva de lacZ que esta bajo el control de las regiones promotoras clonadas en

los plasmidos anteriores.

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de todas las fusiones
transcripcionales probadas eran significativamente superiores a la del plasmido sin promotor,
(Figura 5.21.), lo que confirmd la existencia de los promotores Px, Py, Pn2, Pa, Pg y Pp con
unas actividades de 41,5, 13,3, 96,9, 96,9, 363,7 y 31,9 veces superior, respectivamente, a la
mostrada por las células transformadas con el plasmido pMPO234 control. Se observaron
diferencias significativas entre la actividad pB-galactosidasa cuantificada en los medios LB y
M63 con glicerol para las regiones promotoras Pa y Pn2, que muestran una represion en LB
posiblemente ocasionada por mecanismos de represion por catabolito que actlan sobre estos
promotores de la ruta paa de Pseudomonas sp. Y2. En el resto de promotores las diferencias
detectadas entre cultivos en estos dos medios no son significativas. Los resultados obtenidos en
los cultivos en medios M63 con glicerol muestran que el promotor Pg es el mas fuerte, con una
actividad de 27,3 veces superior a la del promotor Py, el de menor actividad. Los promotores
Pn2 y Pa presentan una actividad de 7,3 veces superior a la de Py, y los promotores Px y Pp una

actividad 3,1 y 2,4 veces superior a la de Py.
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Figura 5.21. Actividad f-galactosidasa en cepas derivadas de E. coli AF141. Las células de E. coli AF141
portando los plasmidos pMP0O234 (como control), pMPx (con el promotor Px), pMPy (con el promotor Py), pMPn2
(con el promotor Pn2), pMPa (con el promotor Pa), pMPg (con el promotor Pg) y pMPp (con le promotor Pp) se
cultivaron hasta una DOgyy comprendida entre 0,6-0,7 en medio LB (barras de color ) y M63+glicerol 0,1% (v/v)
(barras de color ). Los ensayos de actividad B-galactosidasa se realizaron con células permeabilizadas como se
indica en el apartado 12.1. de Material y métodos. Los valores representados (en Unidades Miller) son la media de
tres experimentos independientes con una desviacion estandar que se indica en la figura.
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Los datos méas llamativos resultan de la confirmacion de la actividad de los promotores
Px, Py e Pp. Es muy interesante la presencia de promotores independientes controlando los
genes paaX y paaY cuya funcién solapa con del promotor Pn2 que controla la expresion de los
genes paaN2, paaY y paaX. Llama también la atencion la presencia del promotor Pp, coherente
con la presencia de transcritos parciales paaPLN, y que plantea la existencia de un doble sistema
de expresion que afectaria a los genes finales del operén paaGHIJKPLN, controlados por le
promotor Pg y, quizd en menor medida, por Pp. El hecho de la presencia de los promotores
alternativos, Px, Py y Pp, indica la existencia de un control muy complejo de la expresién de los

genes paa.
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5.3.E studiod el a expresion d e p roteinas. Protedomica sobre

Pseudomonas sp. Y2.

Para profundizar en el conocimiento de la expresion de los genes paa de Pseudomonas sp.
Y2 se llevd a cabo un estudio parcial del proteoma de Pseudomonas sp. Y2, centrado
fundamentalmente en la expresion de las proteinas de los clusters paal y paa2 en diferentes
medios.

La utilizacion del anélisis diferencial de proteinas expresadas en cultivos crecidos en
distintos medios, hizo necesario ajustar las condiciones experimentales al caso concreto de las
proteinas Paa de Pseudomonas sp. Y2. En el trabajo de seleccion e identificacion de estas
proteinas fue posible la deteccion de otras diferentes a Paa las cuales fueron estudiadas para
determinar patrones de expresion relacionados con nuestro estudio. Con tal fin se realizaron

diversos ensayos previos cuyos resultados se exponen a continuacion.

5.3.1. Separacion electroforética de proteinas, comparcion de imagenes

2D y analisis de manchas.

Para la obtencion de extractos de proteina soluble (apartado 4.8.1 de Material y métodos)
se recogieron células crecidas en medio minimo M9 suplementado con glicerol 0,4% (v/v) o con
AFA 0,2% (p/v), asi como en medio rico LB con AFA 0,2% (p/v) (ver Tabla 5.2). En primer
lugar se realizé un gel monodimensional en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al 12%
(p/v) de poliacrilamida) para comprobar si de este modo puede detectarse una expresion
diferencial de proteinas en mutantes derivados de Pseudomonas sp. Y2 (Figura 5.23), crecidos
en el mismo o en diferentes medios, tras realizar una primera valoracion de la concentracion de
proteinas (apartado 4.8.2 de Material y métodos). En este ensayo previo se pudo observar un
patrén de bandas diferente, resultado de una expresion cuantitativa y cualitativamente distinta
entre las diferentes estirpes en un mismo medio, y en la misma estirpe en diferentes medios de
cultivo (Figura 5.23). Tras este resultado preliminar se procedié al analisis de proteinas en geles

bidimensionales (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2. Estirpes de Pseudomonas sp. Y2 utiliazadas en este estudio.

Estirpes ‘ M9 + Glicerol

M9 + AFA ‘ LB+ AFA

Pseudomonas sp. Y2

Pseudomonas sp. Y2K1

Pseudomonas sp. Y2T2

Pseudomonas sp. Y2C1
Pseudomonas sp. Y2T2X1
Pseudomona sp. Y2[pVLTX1]*+IPTG
Pseudomonas sp. Y2[pVLTX1]*
1: en la Figura 5.22 se muestra un esquema del plasmidos pVLTX1.

HindIII

Eco RI

Pstl
Xbal
Sall
PstI
Sphl

Figura 5. 22.P lasmido pVLTX.
Plasmido que lleva clonado el gen paaX del
cluster paal de Pseudomonas sp. Y2 (Tabla
4.2 del apartado Material y métodos). lacl®:
gen represor del promotor Py,. tetA: gen que
confiere resistencia a tetracilina. rep/mob:
regiones que permiten la replicacion y
movilizacion.
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Figura 5.23. Imagenes electroforéticas de extractos de proteina soluble de Pseudomonas
sp. Y2 y estirpes m utantes d erivadas c recidas e n d iferentes s ustratos. Los extractos proteicos
solubles de Pseudomonas sp.Y2 (Y2), Pseudomonas sp. Y2K1 (K1) y Pseudomonas sp. Y2T2 (T2)
fueron separados en geles de SDS 'y 12% (p/v) de poliacrilamida, tefiido con azul de Coomassie. Se
cargd 30 pg de extracto proteico en cada pocillo. A) Extractos proteicos de células crecidas en medio
M9 con AFA. P: patrones de pesos moleculares (fosforilasa B, 97 kDa; BSA, 67 kDa; ovoalbimina,
45kDa; lactato deshidrogenasa, 34 kDa; carboanhidrasa, 29 kDa y lisozima, 14 kDa.), B) Extractos
proteicos de células crecidas en medio M9 con AFA (0,2% (p/v)) o glicerol (0,4% (p/v)) (G). P:
patrones de pesos moleculares (fosforilasa B, 97 kDa; BSA, 67 kDa; ovoalbimina, 45 kDa; lactato
deshidrogenasa, 34 kDa; carboanhidrasa, 29 kDa y lisozima, 14 kDa). Las flechas verdes horizontales
sefialan las zonas donde se observan diferencias cualitativas y cuantitativas en el patron de expresion
de proteinas entre las estirpes estudiadas.

Las proteinas fueron separadas, en primer lugar, segln su punto isoeléctrico (pl) mediante
isoelectroenfoque (IEE) y posteriormente segun su peso molecular (PM) mediante la
electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (apartados 4.9.4.1y 4.9.4.6
de Material y métodos, respectivamente). Estos geles fueron luego revelados por tincién con
Coomassie. En estas condiciones se detectaron hasta 293 manchas, con valores de PM y pl
comprendidos entre 9-141 kDa y 4-7, respectivamente. La comparacion de geles de proteinas
obtenidos de diferentes cultivos (Tabla2 5.2 y 5.3) permitio seleccionar las manchas
correspondientes a proteinas presentes en unos geles y ausentes en otros. Esta comparacion fue
realizada manualmente, mediante impresiones en transparencias de los geles previamente
digitalizadas, o con la ayuda del programa informatico PDQuest™ Advanced, 2-D Analysis
Software Vs 8.01 (Bio-Rad). Se recortaron 134 manchas provenientes de geles generados con
gradientes de pH de 4 a 7 y de 5 a 7, y las proteinas presentes en ellos fueron estudiadas
mediante su digestion con tripsina y el analisis posterior de los péptidos generados mediante

espectrometria de masas. En los casos necesarios, se llevé a cabo la secuenciacion de algunos
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péptidos tripticos de mayor tamafo, recuperados tras el analisis MALDI-TOF (apartado 4.14.3

de Material y métodos).

Tabla 5.3. Nomenclatura del as manchas. Se muestra la nomenclatura
utilizada para identificar la procedencia de cada mancha. La letra N hace
referencia al nimero de mancha por orden de extraccion.

N;I:Il::ﬁ:e Estirpe y cultivo

PYN Pseudomonas sp. Y2 en M9 + AFA

PKN Pseudomonas sp. Y2 K1 en M9 + AFA

PTN Pseudomonas sp. Y2 T2 en M9 + AFA

PdXN Pseudomonas sp. Y2 T2 X1 en M9 + AFA
PpXIN Pseudomonas sp. Y2[pVLTX1]+ IPTG en M9 + AFA
LPYN Pseudomonas sp Y2 en LB + AFA

LPCN Pseudomonas sp Y2 Cl en LB + AFA
LPdXN Pseudomonas sp. Y2 T2 X1 en LB + AFA
LPpXN Pseudomonas sp. Y2[pVLTX1] en LB + AFA
LPpXIN Pseudomonas sp. Y2[pVLTX1]+ IPTG en LB + AFA

De las 134 manchas analizadas se identificaron 83, 53 lo fueron por anlisis de la huella
peptidica, 3 mediante fragmentacion peptidica y 27 se identificaron utilizando las dos técnicas
combinadas. Las 83 manchas identificadas correspondieron a 60 proteinas diferentes. En la
Tabla 5.3. se muestra la nomenclatura utilizada para la identificacion de cada mancha y su

procedencia.

El proceso de identificacion de las proteinas analizadas se basé en la comparacion de los
datos obtenidos experimentalmente con los deducidos tedricamente de las secuencias
disponibles en las bases de datos. La fiabilidad de estas deducciones teéricas conseguidas a
partir de secuencias de genes que codifican proteinas o de secuencias de aminodcidos de
proteinas purificadas, limita el namero de proteinas que pueden ser identificadas. En los casos
en gue el organismo objetivo del estudio no estd secuenciado la probabilidad de éxito en las
identificaciones aumenta al utilizar bases de datos de secuencias de organismos
filogenéticamente proximos. Es por esta razon que muchas de las identificaciones de proteinas y
enzimas descritas en este trabajo se han realizado sobre el proteoma de especies de

microorganismos diferentes a Pseudomonas sp. Y2.

Los resultados de este estudio se recogen en las Tablas | y 1l del Apéndice. El hecho de
gue se hayan identificado estas proteinas indica que estan presentes en Pseudomonas sp. Y2, a
pesar de no haber sido secuenciado su genoma y, por lo tanto, no poder corroborar esta
informacion con la secuencia gendmica. Entre las proteinas detectadas e identificadas en
Pseudomonas sp. Y2 se incluyen proteinas de membrana, algo extrafio teniendo en cuenta que

s6lo se ha utilizado la fraccion soluble de proteinas sin el uso de detergentes especiales. Esto
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ocurre para el caso de las proteinas ATP sintasa F1, subunidad alfa (AtpA) y beta (AtpD),
aungue estas proteinas, que forman parte de la subunidad F1 del complejo ATP sintasa, estan
localizadas en la cara interna de la membrana plasmatica y no estan incluidas en la membrana,

por lo que no son hidrofdbicas.

5.3.2. C omparaciones d e m anchas p rocedentes d e d iferentes es tirpes

crecidas en distintos medios.

La comparacion de los geles procedentes de una determinada cepa crecida en diferentes
medios y de diferentes cepas crecidas en un mismo medio, se muestra en la Tabla Il del
Apéndice.

Dejando a un lado los datos correspondientes a la expresion diferencial de muchas de las
proteinas identificadas, que seran discutidos en el apartado correspondiente, los resultados de la
expresion de las proteinas Paa confirman muchos detalles de su expresion (Tabla 5.4). Las
proteinas Paa que se han identificadas en el actual estudio han sido 11, (Tabla 5.4 y Tabla I y Il
del Apéndice), del cluster paal: PaaB, PaaC, PaaF, Paal, PaaK, PaaN y PaaN2, y del cluster
paa2: PaaC2, PaaE2, PaaF3 y PaaN3. El resto de proteinas que completan estos clusters no han
podido ser detectadas ni identificadas, bien por su baja expresion (proteinas reguladoras PaaX,
PaaY, PaaX2 y PaaY2), por sus caracteristicas hidrofdbicas y pl (PaaL, PaaP, PaalL2 y PaaP2),
0 por migrar en zonas de dificil screening.

Tabla 5.4. Patrén de expresion de 1as proteinas Paa en diferentes medio y estirpes. Color verde y signo (+)

presencia; color rojo y signo (-) ausencia. En caso de presencia, la cuantificacion de la cantidad de proteina se
mostrard en graduacion de signos (+): hiperexpresion= +++, hipoexpresién=+.

Manchas Proteina M9 + GLI' M9 + AFA? LB + AFA
Paal v2! | K1° | T2° | Y2! | K1° | T2¢ | X1¢ | hX1+1¢ | Y2 | C1f | X1° | h X1+I° | h X1®
PT3, LPdX10 PaaN2
PT6, LPdX20 PaaB
oixio, Lbaxza | PaaC
PT5 PaaF
PdX13, PdX14, Paal
LPdX19
LPdX14 PaaK
PT2, LPdX8 PaaN
Paa2
PK7 PaaC2
PK17 PaaE2
PK8 PaaF3
PK1 PaaN3

a: Pseudomonas sp. Y2. b: Psedomonas sp. Y2K1(Apaal:Km). ¢: Pseudomonas sp. Y2T2 (Apaa2::Tc). d: Pseudomonas sp.
Y2T2X1 (Apaa2::Tc ApaaX::Km). e: Pseudomonas sp. Y2[pVLTX1]+IPTG. f: Pseudomonas sp. Y2C1 (crc::Tc). g: Pseudomonas
sp. Y2[pVLTX1].1: glicerol. 2: cido fenilacético.
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En medio minimo M9 con glicerol, no fue posible detectar ninguna proteina Paa de las
identificadas (Tabla 5.4), lo cual indica la ausencia de induccion de estas proteinas en este
medio, mientras que en los cultivos con AFA hubo expresion de todas estas proteinas (Tabla
5.4), siempre y cuando estuvieron presentes en el genoma los genes que las codifican (estan
ausentes en el caso de las estirpes mutantes), consecuencia de la induccion que produce el AFA
sobre esta ruta. En medio LB con AFA se detecta una fuerte represion de los cluster paal y
paa2 (Tabla 5.4), pese a la presencia de AFA en el medio. Esta represion no estd mediada por
Crc, ya que en la estirpe mutante para este gen crc tampoco se detecta proteinas Paa.
Unicamente se detecta una alta presencia de proteinas Paal en la estirpe Pseudomonas sp.
Y2T2X1 (esta estirpe tiene delecionada el cluster paa2), en la que el represor PaaX esta

ausente.

Un dato sorprendente es la falta de expresién de la proteina PaaC2 en Pseudomonas sp.
Y2 [pVLTX1]+IPTG, ya que si que se expresan las proteinas PaaE2 y PaaF3, cuyos genes
codificantes forman parte de la misma unidad transcripcional, paaA2B2C2E2F3, y cuya
explicacion podria encontrarse en la existencia de algin proceso de regulacion

postranscripcional o podria deberse a algun artefacto experimental.
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5.4. Funcionalidad del gen paaY de Pseudomonas sp. Y2.

La proteina PaaY de Pseudomonas sp. Y2 estd constituida por 197 aminoacidos, 20.869
Da y un punto isoeléctrico teodrico de 5,81, cuyo papel en el metabolismo del AFA permanece
aun desconocido. Los Gltimos datos obtenidos sobre E. coli indican su inclusion entre los
elementos reguladores del sistema (Fernandez, 2005). Pero los resultados obtenidos en este

trabajo la orientan mas hacia una funcion mixta: reguladora y catabdlica.

5.4.1. Analisis de comparacion de secuencia de la proteina Paay.

La secuencia de PaaY fue comparada en las bases de datos de proteinas y en las Tablas
55 y 5.6 se muestran algunas de las proteinas que presentaron un grado de identidad
significativa con PaaY. Entre estas proteinas se encuentra PaaY de P. putida U (Olivera y col.,
1998), PaaY2 de Pseudomonas sp. Y2 (Bartolomé-Martin y col., 2004), PaaY de A. evansii
(Mohamed, 2000) y PaaY de E. coli (Ferrdndez y col., 1997). Pero la proteina PaaY también
presenta semejanzas significativas con proteinas de union a metales, anhidrasas carbodnicas,
acetiltransferasas y con la proteina CaiE cuya funcion es desconocida pero que esta implicada
en el metabolismo de carnitina (Eichler y col., 1994).

Tabla 5.5. Proteinas que presentan gran identidad aminoacidica con la secuenica de PaaY de Pseudomonas sp.
Y2.

Productos génicos relacinados

Nombre Funcion Organismo % lIdentidad (aa) N° Acceso
PaaY Desconocida Pseudomonas fluorescens Pf-5 78.1% (197) YP 260235
PaaY Desconocida Pseudomonas putida F1 78.1% (199) YP 001267793
PaaY Desconocida Pseudomonas putida KT2440 77.0% (199) NP 745428
PaaY Desconocida Pseudomonas putida W619 77.0% (199) YP 001749485
PhaM Desconocida Pseudomonas entomophila L48 76.5% (199) YP 608364
PaaY Desconocida Pseudomonas putida GB-1 76.5% (199) YP 001668846
PaaY Desconocida Pseudomonas putida 76.0% (199) AAC24341
PaaY2 Desconocida Pseudomonas sp. Y2 73.2% (199) CAE45101
CaiE Desconocida Citrobacter koseri 62,9% (197) ABALRS
PaaY Desconocida Azoarcus evansii 62.5% (201) AAG28963
CaiE Desconocida Escherichia coli 60.8% (203) Q8XA36
PaaY Desconocida Escherichia coli 60.5% (196) CAA66102

ABO11776 Anhidrasa carbdnica Acinetobacter baumannii ATCC 17978 56.9% (201) ABO11776
Bamb_3897 Anhidrasa carbdnica Burkholderia ambifaria AMMD 55.3% (176) YP 775785

PA3753 Desconocida Pseudomonas aeruginosa 38.3% (174) P40882
YrdA Desconocida Escherichia coli 30.5% (184) POAIW9
Cat4 Cloranfenicol acetiltransferasa Morganella morganii 27.5% (210) P50869
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Tabla 5.6. Comparacion del motivo hexapéptido [LIV]-[GAED]-X-X-[STAV]-X (PS00101), conservado en PaaY
de Pseudomonas sp. Y2.

Funcién Nombre Organismo aa % ldentidad | % Alineado

Serina O-acetiltransferasa CyskE Pseudomonas putida KT2440 | 174 41 39,1
Tiogalactosido acetiltransferasa LacA Escherichia coli 203 19 68

UDP-N-acetilglucosamina aciltransferasa LpxA Pseudomonas putida KT2440 | 258 25 48,1

UDP-3-O-[3-Hidroximiristoil] glucosaminaN- | | ,\ iy | pseudomonas putida KT2440 | 351 30 30,2

acetiltransferasa

Cloramfenicol O-acetiltransferasa Cat Pseudomonas aeruginosa 212 22 78,8

Tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa DapD Escehrichia coli 274 30 15,7
N-acetilglucosamina-1-fosfato uridiltransferasa GImU Pseudomonas putida KT2440 | 455 26 23

Maltosa O-acetiltransferasa Maa Escehrichia coli 183 43 17,5

La proteina PaaY contiene el dominio conservado LBH-paaY, también presente en un
conjunto de proteinas pero no caracterizadas con alto grado de identidad con la proteina
producto del gen paaY de E. coli, gen integrante del cluster génico paa responsable de la
degradacion del AFA. Este dominio LBH se caracteriza por adoptar una estructura del tipo left-
handed parallel beta-helix (LBH) y contiene una secuencia repetida imperfecta de seis
aminoacidos, cuyo consenso es [LIV]-[GAED]-X-X-[STAV]-X (Bairoch, 1993). Esta
secuencia fue identificada inicialmente en aciltransferasas bacterianas (Vaara, 1992) y esta
anotada en la base de datos PROSITE con la referencia de acceso PS00101. Este motivo esta
presente habitualmente en proteinas de la familia y anhidrasa carbonica, proteinas de unién a
ferripioquelina (Fbp), proteinas que tienen relacion con el transporte de metales y la iniciacion
de la traduccion y que muestran estructuras homotrimeros en sus formas activas. Esta estructura
de hexapéptidos repetidos también se presenta conservada en transferasas bacterianas tales
como CysE (SAT, Serina O-acetiltransferasa, (Wigley y col., 1990)), LacA (Tiogalactésido
acetiltransferasa, (Wang y col., 2002)), LpxA (UDP-N-acetilglucosamina aciltransferasa,
(Vaara, 1992; Raetz y Roderick, 1995)), LpxD (UDP-3-O[Hidroximiristoil] glucosamina N-
acetiltransferasa, (Vuorio y col., 1994)), Cat (Cloramfenicol O-acetiltransferasa, (Parent y Roy,
1992)), DapD (Tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa, (Beaman y col., 2002)), GImU (N-
acetilglucosamina-1-fosfato uridiltransferasa, (Brown y col., 1999)) y Maa (Maltosa O-

acetiltransferasa, (Brand y Boos, 1991)) entre otras.

5.4.2. Construccion y estudio de mutantes de Pseudomonas sp. Y2.

En este trabajo, la investigacion sobre el papel de la proteina PaaY se abordé a través del
estudio de mutantes defectivos en el gen paaY procedentes de la bacteria Pseudomonas sp.

Y2T2, derivada de la estirpe Pseudomonas sp. Y2 por delecion de todo el cluster paa2.
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5.4.2.1. Construccion del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1.

Para la construccion del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (4dpaa2::Tc, ApaaY::Km) se
partio de la cepa parental Pseudomonas sp. Y2T2 (Apaa2::Tc) que s6lo contiene una copia de
paaY en su cromosoma. La mutacion por delecion del gen paaY produjo una estirpe deficiente
para este gen pero que porta el resto de genes paa intactos.

A)
P ==> IniF2 Sac I-(F )
<== FinX Xba I-(R)
. ==> X5'_Xbal
ort <== X3' BamHI
==> N2.5'_EcoRV
<== N2.3'_SalIl
==> BamHI Pn2 mutY
<== BamPa
B)
1 s
. Fragmento ApaaX 4

Regidén inter- 422pb ;

génica paaX-F2 H 3. Fragmento Pn2

363pb kl E Fragmento ApaahZ2 419pb

e a 625pb i ”
[ =) ApaaX Apaay ﬁ 5 a q
o = 2] @«
X5 _Xbal [fe==——————f] X3 _BamHI -\pﬁ:ﬂzzn-\;;;?
e G
IniF2_SacI- (F)j==—=———=fFinX XbaI- (R) N2.5°_EcoRV[—————l] N2 .3_Sall BamHI_Pn2_mutY[=————fjBampa
TR e
—
100pb

Figura 5 .24. Amplificaciones necesarias p ara llevar a cabol a construccion d e m utantes d e
Pseudomonas sp. Y 2T2. A). Plasmido pFA que se utiliza como molde de las PCRs para las amplificaciones de
fragmentos del cluster paal que permitieron la construccion de los plasmidos recombinantes pKDN2KmDX,
pKDN2KmPn2DX y pKPN2KmXF2 necesarios para la construccion de estirpes mutantes a partir de Pseudomonas
sp. Y2T2. Se muestran en el mismo color las parejas de cebadores para una determinada amplificacion. La direccion
de la flechas indican el sentido de unién de los cebadores, la flecha hacia la derecha indica la unién del cebador
forward. La flecha hacia la izquierda indica la unién del cebador reverse. B). Amplificaciones que se llevaron a cabo.
1). Amplificacion para la contruccion del plamido pKPN2KmXF2. 2) y 3). Amplificaciones para la construccion del
plasmido pKDN2KmDX. 4). Amplificacion para la construccion del plasmido pKDN2KmPn2DX.
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Figura 5.25. Construccion del plasmido pKDN2KmDX. Etapas sucesivas necesarias para la construccion del
plasmido pKDN2KmDX. En primer lugar se realiz6 una amplificacion con los cebadores N2.5’_EcoRI y N2.3’Sall
(Tabla 4.3. del apartado Material y métodos) del extremo 3’ terminal de paaN2 de 625pb usando como molde el
plasmido pFA, Figura 5.26, este fragmento se digiri6 con las enzimas EcoRI y Sall y se clon6 en los mismos sitios en
pBluescript 1l KS (+), (Tabla 4.2 del apartado Material y métodos), obteniéndose el plasmido pBDN2. Se aisl6 el
fragmento Pstl de 1264pb del plasmido pUC4K, (Tabla 4.2 del apartado Material y métodos), conteniendo el casete de
resistencia a Km, y se clon6 en la misma diana en pBDN2, obteniéndose pBDN2Km. La amplificacion de 422pb con
los cebadores X5’_Xbal y X3’_BamHI (Tabla 4.3. del apartado Material y métodos) del extremo 5’ inicial del gen
paaX (Figura 5.24) fue cortada con las enzimas Xbal y BamH]I, y clonadas en pBDN2Km cortado previamente con las
mismas enzimas, dando lugar al plasmido pBDN2KmDX. Este plasmido fue cortado con las enzimas Apal y Xbal y el
fragmento de 2305pb fue clonado con las mismas dianas en pKNG101, (Tabla 4.2 del apartado Material y métodos),
dando lugar a pKDN2KmDX. Este plasmido fue transferido por conjugacion desde E. coli S17.1\pir a Pseudomonas
sp. Y2T2 con la finalidad de dar la estirpe mutante Pseudomonas sp. Y2T2 ApaaY::Km, llamada Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 (Figura 5.28).
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Inicialmente se construyo el plasmido pKDN2KmDX, (Figura 5.25) que fue transferido a
la cepa receptora Pseudomonas sp.Y2T2 por conjugacion desde la cepa donadora E. coli S17.1
Apir, segun el procedimiento descrito en el apartado 4.5.4 de Material y métodos. Los dobles
recombinantes, (Figura 5.26), se identificaron por su capacidad de crecer en medio sélido de LB
con sacarosa, Cm, Kmy Tc y por su sensibilidad a Sm. En los conjugantes seleccionados se

comprobd la mutacion del gen paaY por PCR (Figura 5.27).

Pseudomonas sp. Y2T2

Casete de Km"

100pb

Pseudomonas sp. Y2T2Y1l

Figura 5 .26. Construccion del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1. Se muestra
esquematicamente la doble recombinacion que tiene lugar entre el cluster paal del cromosoma de
Pseudomonas sp. Y2T2 y el plasmido pKDN2KmDX para dar lugar a la estirpe Pseudomonas sp.
Y2T2Y1.
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35ph 27pb
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Pseudomonas sp. Y2T2Y1

Figura 5.27. Comprobacién de la mutacién en paaY dela estirpe Pseudomonas sp. Y 2T2Y1. A) Contexto
cromosomico en el que encuentra paaY tanto en Pseudomonas sp. Y2T2 como en Pseudomonas sp. Y2T2Y1, donde éste gen
esta casi totalmente delecionado y truncado por el casete de resistencia a Km. También se muestra el esquema de las
amplificaciones PCR-1 y PCR-2 que se realizaron para la comprobacidn de la mutacion, asi como las parejas de cebadores, el
tamafio de estas amplificaciones y las regiones que incluye. B) Imagenes electroforéticas donde se muestran los fragmentos
amplificados por PCR utilizando las parejas de cebadores que aparecen en la seccién A. B.1) Imagen perteneciente a la
amplificacion PCR-1 de paaY, se muestra con flechas el tamafio de la amplificacion. Calles 1 y 11: marcador de escalera de
100pb (apartado 4.9.1 de Material y métodos). Calles 2, 3, 4, 5, 6 y 7: DNA cromosémico de diferentes conjugantes
seleccionados de Pseudomonas sp. Y2T2Y1. Calle 8: amplificacion utilizando como molde DNA cromosdmico de
Pseudomonas sp. Y2, calle 9: amplificacion sobre DNA cromosémico de Pseudomonas sp. Y2T2 como molde. Calle 10:
amplificacion sin molde. B.2) Imagen perteneciente a la amplificacion PCR-2, con flechas se muestra el tamafio de cada
amplificacion. Calle 1: marcadoh DNA/BstEII, calles 2, 3, 4, 5, 6 y 7 DNA cromosémico de diferentes conjugantes
seleccionados de Pseudomonas sp. Y2T2Y1. Calle 8: amplificacion utilizando como molde DNA cromosémico de
Pseudomonas sp. Y2, calle 9: amplificacion sobre DNA cromosémico de Pseudomonas sp. Y2T2 como molde. Calle 10:
amplificacion sin molde.

5.4.2.1.1. Crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en medio solido con AFA.

La estirpe Pseudomonas sp. Y2T2Y1 se crecié en medio minimo M9 sélido suplementado
con AFA (5 mM) como Unica fuente de carbono y energia junto con la estirpe Pseudomonas sp.
Y2 silvestre y los mutantes Pseudomonas sp. Y2T2 (4paa2::Tc), Pseudomonas sp. Y2T2X1
(4paa2::Tc, dpaaX::Km) y Pseudomonas sp. Y2T2N2 (4paa2::Tc, paaN2::Km) (Figura 5.38).
Se observd que la estirpe mutante en el gen paaY, Pseudomonas sp. Y2T2Y1, presentd un
crecimiento anémalo en este medio, mientras que las estirpes Pseudomonas sp. Y2,
Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2X1 mostraron un crecimiento normal sobre la
placa. Sin embargo, en el caso de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2Y1 no fue posible detectar
un crecimiento claro aunque muy leve hasta las 144 horas. Merece la pena sefialar que

Pseudomonas sp. Y2T2N2 presentan también una ralentizacién similar en el crecimiento.
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1-Pseudomonas sp. Y2 4-Pseudomonas sp. Y2
2-Pseudomonas sp. Y2T2 5-Pseudomonas sp. Y2T2Y1
3-Pseudomonas sp. Y2T2N2 6-Pseudomonas sp. Y2T2X1

Figura 5.28. Cultivo en medio minimo M9 suplementado con AFA 5 mM de Pseudomonas sp. Y2,
Pseudomonas sp. Y2T2 (Apaa2::Tc), Pseudomonas sp. Y2T2N2 (Apaa2::Tc, paaN2::Km), Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 (Apaa2:Tc, ApaaY::Km) y Pseudomonas sp. Y2T2X1 (Apaa2::Tc, ApaaX::Km). Las placas Se
incubaron a 30°C durante 24 horas (A), 48 horas (B), 72 horas (C) y 144 horas (D).

Con el fin de estudiar con mayor detalle el comportamiento de las células del mutante
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 que crecen al cabo de 144 h, se resiembran placas de medio minimo
M9 con AFA con algunas de esas colonias y se incuban a 30°C, (Figura 5.29). En estas
condiciones se observa una ralentizacion del crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 y
Pseudomonas sp. Y2T2N2, aunque reducida.

1-Pseudomonas sp. Y2 4-Pseudomonas sp. Y2
2-Pseudomonas sp. Y2T2 5-Pseudomonas sp. Y2T2Y1
3-Pseudomonas sp. Y2T2N2 6—-Pseudomonas sp. Y2T2X1

Figura 5. 29. C ultivo e n m edio m inimo M 9 suplementado con AF A5 mM d esde A FA de
Pseudomonas sp. Y2, Pseudomonas sp. Y2T2 (Apaa2::Tc), Pseudomonas sp. Y2T2N2 (Apaa2::Tc,
paaN2::Km), Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (Apaa2::Tc, ApaaY::Km) y Pseudomonas sp. Y2T2X1 (Apaa2::Tc,
ApaaX::Km). Las placas se incubaron durante 150 horas a 30°C durante 24 horas (A), 48 horas (B), 72 horas
(C) y 144 horas (D).

A partir de la estirpe mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 se realizaron varios
experimentos de complementacion, mediante su transformacion con plasmidos portadores de
algunos genes paa cuya expresion en multicopia podria tener algin efecto significativo sobre el

mutante.
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La introduccion en Pseudomonas sp. Y2T2Y1 de los genes paaX, paaY, paaN, paaN2 y
paaN3 en trans se realizd mediante su incorporacion al vector plZ1016, plasmido con un
sistema de expresion controlada del inserto y que comporta resitencia a Gm, (Figura 5.30 A).
Los plasmidos plZexY (con el gen paaY) (Figura 5.30 B), plZX (con el gen paaX) (Figura
5.31), pIZN (con el gen paaN) (Figura 5.32 A), plZexN2 (con el gen paaN2) (Figura 5.32 B) y
plZN3 (con el gen paaN3) (Figura 5.32 C), son introducidos en las cepas hospedadoras
mediante electrotransformacion tal y como se detalla en el apartado 4.5.2 de Material y
métodos. Tras la seleccion de transformantes en Cm, Km, Tc y Gm se comprobd la presencia de
plasmidos (apartado 4.6.1 de Material y métodos). De esta forma se consiguieron las cepas
Pseudomonas sp. Y2[plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1
[p1Z1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZexY], Pseudomonas sp. Y2T2Y1l [plZX],
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZN] (con el gen paaN en trans), Pseudomonas sp. Y2T2Y1
[plZexN2] y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZN3].

A) B)

EcoRI Xbal

EcoRI Xbal

plZ1016

Figura 5.30. Plasmido pIZ1016 y pIZexY. A). Plasmidos plZ1016. Esquema del plasmido plZ1016 (Tabla
4.2 del apartado Material y métodos), plasmido de expresion controlada.. B). Plasmido plZexY. Detalle esquemético
del plasmido plZexY, derivado de plZ1016 que lleva el gen paaY de Pseudomonas sp. Y2 en las dianas EcoRI y
Xbal. lacl®: gen represor del promotor Py., accl: gen de resistencia a Gentamicina. lacZ« : gen que permite la
seleccion blanco/azul sobre estirpes con la mutacion deoR (f804lacD(lacZ)M15). rep/mob: regiones que contienen

las funciones de replicacion y movilizacion, respectivamente.
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Amplificacién utilizando los
cebadores X3 y X5

.
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Figura 5.31. Construccién del plasmido pI ZX. Etapas sucesivas necesarias para la construccion del plasmido
plZzX. Amplificacion del gen paaX con la pareja de cebadores X3 y X5 (Tabla 4.3 del apartado Material y métodos),
digestion del fragmento amplificado de 1049 pb con las enzimas EcoRI y Xbal y clonaje en plZ1016 previamente cortado
con las mismas enzimas, para dar lugar a plZX. lacl® gen represor del promotor Pic., accl: gen de resistencia a
Gentamicina. lacZa:gen que permite la seleccion blanco/azul sobre estirpes con la mutacion deoR

(f804lacD(lacZ)M15). rep/mob: regiones que contienen las funciones de replicacion y movilizacion, respectivamente.
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Figura 5 .32. Plasmidos p ara complementaciones ¢ on 1 os ge nes paaNs. A ). Plasmido plZN. Esquema del
pladsmido plIZN, derivado de plZ1016 el cual lleva clonado el gen paaN de Pseudomonas sp. Y2 en las dianas Sall y Xbal.
B). Plasmido plZexN2. Detalle del plasmido plZexN2, derivado de plZ1016 el cual lleva clonado el gen paaN2 de
Pseudomonas sp. Y2 en las dianas EcoRI y Xbal. C). Plasmido pIZN3. Detalle del plasmido plZN3, derivado de plZ1016
el cual lleva clonado el gen paaN3 de Pseudomonas sp. Y2 en las dianas EcoRI y Xbal. lacl®: gen represor del promotor
Pic., accl: gen de resistencia a Gentamicina. lacZe : gen que permite la seleccién blanco/azul sobre estirpes con la
mutacion deoR (f804lacD(lacZ)M15). rep/mob: regiones que contienen las funciones de replicacion y movilizacion,
respectivamente.

El crecimiento en medio s6lido M9 con AFA de las cepas obtenidas y su comparacion con
las correspondientes hospedadoras, arrojé un conjunto interesante de resultados. El crecimiento
de Pseudomonas sp. Y2T2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZ1016] y Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 [plZexY] en medio M9 con AFA e IPTG (0,5 mM) (Figura 5.33) permitié observar
como el gen paa¥Y en multicopia es capaz de complementar la mutacion de Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 y devolver al mutante la capacidad de crecimiento de su estirpe parental Pseudomonas
sp. Y2T2.
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1-Pseudomonas sp. Y2T2[pIZ1016]
2-Pseudomonas sp. Y2T2Y1l[plZexY]
3-Pseudomonas sp. Y2T2Y1[pIZl1l0l6]

Figura 5.33. C ultivo e n m edio minimo M 9 suplementado con AFAS mM,
IPTG (0,5 mM) y Gm de Pseudomonas sp. Y2T2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1
[p1Z21016] y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZexY]. Las placas se incubaron 24 horas (A),

48 horas (B) y 96 horas (C) a 30°C.

El crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2[plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1,
Y2T2Y1[plZ1016] y Pseudomonas sp. Y2T2Y1[plZX] en medio minimo M9 con AFA e IPTG

(Figura 5.34) mostr6 que la expresion de paaX en multicopia en la estirpe en Pseudomonas sp.

Y2T2Y1[plZX] provoca el retraso de su crecimiento, a causa de la ausencia de PaaY y de su

posible funcion auxiliar desrepresora.

1-Pseudomonas
2-Pseudomonas
3-Pseudomonas
4-Pseudomonas

sp.
sp.
sp.
sp.

Y2T2 [pIZ1016]
¥2T2Y1
Y2T2Y1[pIZ1016]
Y2T2Y1 [pIZX]

Figura 5.34. Cultivo en medio minimo s 6lido M9 suplementatdo c on
AFA 5 mM, IPTG( 0,5 mM) de Pseudomonas sp. Y2T2 [plZ1016],
Pseudomonas sp Y2T2Y1, Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZ1016] y Pseudomonas
sp. Y2T2Y1 [plZX]. Las placas se incubaron a 30°C durante 24 horas (A), 48
horas (B), 96 horas (C), 144 horas (D) y 168 horas (E).

Pagina | 115



Resultados

El crecimiento de las estirpes Pseudomonas sp. Y2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2
[p1Z1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plzZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1l [plZN],
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZexN2] y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZN3] en medio M9 con
AFA e ITPG permitié observar que la expresion de paaN, de paaN2 y en menor medida de

paaN3 complementan la delecion de paaY (Figura 5.35).

Este resultado, en principio sorprendente, relacionaba la funcion del gen paaY con un
posible papel regulador no totalmente confirmado, y la de los genes (paaN y paaN3) con clara
funcién catabdlica. Para profundizar en este punto, se pensd en llevar a cabo experimentos
inversos de complementacion, utilizando los mutantes Pseudomonas sp. Y2T2N1 (4paa2::Tc,
paaN::Km), Pseudomonas sp. Y2T2N2 (4dpaa2::Tc, paaN2::Km) y Pseudomonas sp. Y2K1N3
(4dpaal::Km, paaN3::Tc) (Tabla 4.1 del apartado de Material y métodos).

1-Pseudomonas sp. Y2[pIZ1016] 4-Pseudomonas sp. Y2T2Y1[pIZN]
2-Pseudomonas sp. Y2T2[pIZ1l016] 5-Pseudomonas sp. Y2T2Y1[pIlZexN2]
3-Pseudomonas sp. Y2T2Y1([pIZ1016] 6-Pseudomonas sp. Y2T2Y1[pIZN3]

Figura 5.35. C ultivo e n medio minimo M9 suplementatdo con AFA 5 mM, IPTG (0,5 mM) y G m de
Pseudomonas sp. Y2 [plZz1016], Pseudomonas sp. Y2T2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZ1016],
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pIZN], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZexN2] y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pIZN3]. Las
placas fueron incubados durante 24 horas (A), 48 horas (B), 72 horas (C) y 168 horas (D).

Con este fin se procedié al crecimiento de las estirpes Pseudomonas sp. Y2 [plZ1016],
Y2T2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2N1 [plZexY],
Pseudomonas sp. Y2T2N2 [plZexY] y Pseudomonas sp. Y2T2N3 [plZexY] en medio minimo
M9 suplementado con AFA e IPTG (Figura 5.36). Solamente se observo complementacion por
la expresion de paaY en multicopia en el caso de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2N2 y no en

los casos de Pseudomonas sp. Y2T2N1 o de Pseudomonas sp. Y2T2N3.
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1-Pseudomonas
2-Pseudomonas
| 3-Pseudomonas
4-Pseudomonas
5-Pseudomonas
6-Pseudomonas

sp.
sp.
Spis
sp.
sp.
sp.

Y2 [pIZ1016]
Y2T2 [pIZ1016]
Y2T2Y1 [plZ1016]
Y2T2N1 [pIZexY]
Y2T2N2 [pIZexY]
Y2KIN3 [plZexY]

Figura 5.36. Cultivo en medio minimo sélido M9 suplementado con AFA 5 mM, IPTG (0,5 mM) y Gm de
Pseudomonas sp. Y2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZ1016],
Pseudomonas sp. Y2T2N1 (dpaa2::Tc, paaN::Km) [plZexY], Pseudomonas sp. Y2T2N2 (4dpaa2::Tc, paaN2::Km)
[p1ZexY] y Pseudomonas sp. Y2K1N3 (4paal::Km, paaN3::Tc) [plZexY]. Las placas se incubaron a 30°C durante 24

horas (A) y 168 horas (B).

En el apartado de discusion se comentaran con detalle todos estos resulados.

5.4.2.1.2. C recimiento d e al gunas ¢ epas m utantes d e Pseudomonas sp.Y 2 en

medios liquidos.

Con el fin de estudiar con més detalle la cinética del crecimiento de algunas mutantes de

Pseudomonas sp. Y2 en medios liquidos, se obtuvieron las correspondientes curvas a partir de

los cultivos de Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2Y1, en medio minimo M9

suplementado bien con glicerol 0,1% (Figura 5.37) o bien con AFA 5 mM (Figura 5.38)

(apartados 4.4.2 y 4.4.3 de Material y métodos).

Crecimiento (DO
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Figura 5.37. Curvas de crecimiento de Pseudomonas
sp. Y2T 2 (m) y Pseudomonas sp. Y 2T2Y1 (e) en m edio
minimo M 9 con gl icerol 0, 1%. Cada punto de la gréfica
representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las

barras de error corresponden al error estandar.
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De este conjunto de curvas puede deducirse que la carencia del gen paaY no afecta al
crecimiento del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en medio minimo con glicerol como fuente
de carbono y energia, pero si cuando crece sobre AFA como Unica fuente de carbono y energia,

ya que en este medio de cultivo la fase exponencial de la curva se prolonga hasta 42 horas.

Se compar6 igualmente el crecimiento en presencia de AFA de la estirpe Pseudomonas
sp. Y2T2 y del mutante Pseudomonas sp. Y2T2X1 (4paa2::Tc, ApaaX::Km) (Figura 5.39). La
ausencia de diferencias significativas permite concluir que la pérdida de la funcion de paaX no
afecta al crecimiento en AFA de Pseudomonas sp. Y2T2X1. Esto anula la posibilidad de que el
retardo observado en el crecimiento del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 pudiera deberse a
que la delecion de paaY afectase por efecto polar a la expresion de paaX en el operén paaN2YX.

Por consiguiente, el retraso en el crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 puede atribuirse a la
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Figura5 .38.C wurvas dec recimiento de
Pseudomonas sp. Y2T2 (m) y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (e)
en m edio minimo M9 con AFA 5 mM. Cada punto de la
grafica representa el valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al error
estandar.

pérdida de funcion de paay.
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Figura5 .39.C wurvas dec recimiento de
Pseudomonas sp. Y2T2 (m) y Pseudomonas sp. Y2T2X1 (e)
en medio m inimo M9 con AFA 5 mM. Cada punto de la
grafica representa el valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al error
estandar.

A partir del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 se realizaron experimentos de
complementacion con otros genes paa. La complementacion con paaY en trans hace que la cepa
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZexY] recupere la velocidad de crecimiento de la estirpe parental
Pseudomonas sp. Y2T2 (Figura 5.40). Es interesante la observacion de que la estirpe
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZexN2] crece con la una velocidad que se aproxima mucho a la
de la cepa Pseudomonas sp. Y2T2 (Figura 5.40), indicando que la presencia en multicopia del
gen paaN2 (Pseudomonas sp. Y2T2Y1 posee una copia intacta de este gen) complementa la

ausencia de paaY en Pseudomonas sp. Y2T2Y1.
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Figura5 .40.C wurvas dec recimiento de
Pseudomonas sp. Y 2T2 [pIZ1016] (w), Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 [ plIZ1016] (e), Pseudomonas sp.Y 2T2Y1
[pIZexY] (A) y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pIZexN2] (V)
en me dio minimo M9 con AF A5 mM, IPTG (0,5 mM) y
Gm. Cada punto de la grafica representa el valor medio de tres
ensayos independientes. Las barras de error corresponden al
error estandar.

La complementacién de Pseudomonas sp. Y2T2 y de su derivada Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 (carente de paaY) con el gen paaX en multicopia produce un retardo en el crecimiento
de ambas, mostrando el efecto cuantitativo en la actividad represora de un exceso de PaaX en
presencia de AFA (Figura 5.41).

Crecimiento (DO,)
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Figura 5.41. Curvas de crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2
[pIZ1016] (mw), Pseudomonas sp. Y 2T2 [pIZX] (e), Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 [pIZ1016] (A) y Pseudomonas sp. Y 2T2Y1 [pIZX] (V) en
medio minimo M9 con AFA 5 mM, IPTG (0,5 mM) y Gm. Cada punto
de la gréafica representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las
barras de error corresponden al error estandar.
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La complementacion de Pseudomonas sp Y2T2 y de su derivada Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 con los genes paaN, paaN2 y paaN3 en multicopia permitieron observar su efecto
sobre el crecimiento del mutante de paaY. Copias extras de paaN y de paaN2 (Figura 5.42)
ayudan a Pseudomonas sp. Y2T2Y1 a recuperar casi totalmente la velocidad de crecimiento de
Pseudomonas sp. Y2T2. La complementacién con paaN3 también lleva a acelerar el

crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1, aunque de forma menos eficiente.
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Figura 5.42. Curvas de crecimiento de Pseudomonas
sp. Y2T2 [pIZ1016] (m), Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pIZ1016]
(®), Pseudomonas sp. Y 2T2Y1 [pIZexY] ( A), Pseudomonas
sp. Y2T 2Y1 [pIZN]( V), Pseudomonas sp.Y 2T2Y1
[pIZexN2] (<€) y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pIZN3] (> )en
medio minimo M9 con AFA 5 mM, IPTG (0,5 mM) y Gm.
Cada punto de la gréafica representa el valor medio de tres
ensayos independientes. Las barras de error corresponden al
error estandar.

Con el fin de estudiar si el crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en AFA puede ser
causado por un efecto de adaptacion, se crecieron las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2 y
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en medio minimo M9 con AFA hasta que alcanzaron la fase
estacionaria, tras lo que las células crecidas se sedimentaron, se lavaron y se utilizaron para
inocular el mismo medio fresco (apartado 4.4.7 de Material y métodos). El crecimiento de estos
nuevos cultivos se comparé al de otro preparado sin esa primera fase de crecimiento en AFA
(Figura 5.43). Efectivamente, el crecimiento previo en AFA facilita en gran medida el

crecimiento del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1.
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Figura 5.43. Curvas de crecimiento de Pseudomonas
sp. Y2T2 (e)y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 ( A) e n c ultivos
crecidos en medio minimo M9 con AFA 5 mM y preparados
con células previamente crecidas en el mismo medio frente a
la curva de c recimiento d e Pseudomonas sp. Y 2T2Y1 &)
crecida por primera vez en el mismo medio. Cada punto de la
grafica representa el valor medio de tres ensayos independientes.
Las barras de error corresponden al error estandar.

A la vista del comportamiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1, deficiente en PaaY, es
posible que esta proteina estuviera relacionada con la creacion de sefales del tipo “quérum
sensing”. Para comprobar esta hipétesis estudiamos el medio de cultivo de la estirpe
Pseudomonas sp. Y2T2 cultivada en AFA como Unica fuente de carbono y energia porque
podria contener alguna sefial que facilitara de alguna forma el crecimiento de Pseudomonas sp.
Y2T2Y1. Se cultivo Pseudomonas sp. Y2T2 en medio minimo M9 suplementado con AFA (5
mM) hasta alcanzar una DOgy de 1,8, momento en el que se recogié el sobrenadante por
centrifugacion, se ajustd su pH a 7 y se filtr6. A continuacion se compararon las curvas de
crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en este “medio gastado”, en ausencia o en presencia
de AFA, y en medio fresco. El mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 no crece en ausencia de AFA
(Figura 5.44), pero en su presencia la bacteria crece de manera similar en el “medio gastado”
que en el medio fresco. No parece que en el medio se acumule ninglin compuesto producido por

Pseudomonas sp. Y2T2 (por intervencion de PaaY) que facilite el crecimiento de la bacteria.
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Figura5 .44.C wurvasd e crecimientod e
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en medio minimo M9 “gastado”
(m), en medio M9 “gastado” suplementado con AFA 5 mM
(®), en medio M 9 mixto (50% “gastado” y 50 % f resco)
suplementado con AFAS mM (A)y en medio M9 fresco
suplementado con AFAS mM (V).

Con el fin de averiguar si PaaY estd implicada en la produccién de energia o en la
activacion del estado energético de la célula cuando crece en presencia de AFA, se compard el
crecimiento de las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en medio M9
suplementado con AFA y con diferentes concentraciones de glicerol (maximo de 2 mM), para
precisar si la presencia de este compuesto en el medio hace disminuir la fase de latencia y
acelera el crecimiento (Figuras 5.45 y 5.46). El resultado demostré que pequefias cantidades de
glicerol no son suficientes para desencadenar la activacion del crecimiento a partir de AFA por

parte de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2Y1.
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Figura 5.45 Curvas de crecimiento d e Pseudomonas
sp. Y2T2 en medio minimo M9 suplementado con glicerol 2
mM (m), con glicerol2 mMy AFA 5SmM (e), con glicerol
ImMy AFA 5 mM (A), con glicerol 0,5mM y A FA5 mM
(V) ycon AFA 5 mM («€). Cada punto de la gréafica representa
el valor medio de tres ensayos independientes. Las barras de
error corresponden al error estandar.
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Figura 5.46. C urva de c recimiento d e Pseudomonas
sp. Y2T2Y1 en m edio m inimo M 9 suplementado c on c on
glicerol 2 mM (m), con glicerol 2 mM y AFA 5 mM (e), con
glicerol 1 mM y AFA 5 mM (A), con glicerol 0,5 mM y AFA
S5mM(VY)yconAFAS5 mM (+). Cada punto de la gréfica
representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las
barras de error corresponden al error estandar.

5.4.2.1.3. R ecomprobaciéon d e m utantes Pseudomonas sp. Y2T2Y1 tras crecer en
AFA.

Para comprobar que la capacidad de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2Y1 de crecer en
AFA como unica fuente de carbono y energia tras varias horas incluso dias no se debe a una
reversion de la mutacién. Para su comprobacion se extrajo DNA cromosomico (apartado 4.6.2
de Material y métodos) y se analiz6 la presencia y estabilidad de la construccion mutante,
mediante PCR, de forma semejante a como se hizo anteriormente en la comprobacion de los
mutantes en el aparatdo 5.4.2.1. (Figura5.27.). Se utiliz6 el DNA cromosomico de cuatro
crecimientos independientes y como se muestra en la Figura 5.49, la construccion cromosoémica
mutante (cuya amplificacion da un producto de 2093pb) permanece estable. Por lo tanto el
crecimiento de Pseudomonas sp. Y1T2Y1 en medio minimo M9 con AFA se realiza sin

reversion de la mutacién inicial.
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2093pb
> 51356pb

Figura 5.47. Imagen de electroforesis de los productos
de am plificacion po r PCR de ¢ omprobacion del m utante
Y2T2Y1 tras crecer en medio minimo liquido M9 con AFA 5
mM. Las amplificaciones por PCR se realizaron con la pareja de
cebadores PaaX1(F) y PaaN2’(R) (Tabla 4.3 del apartado
Material y métodos). Calles 1 y 8: marcad @ ADNA/BStEII.
Calles 2, 3, 4 y 5 amplificaciones sobre DNA cromosoémicos de
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 obtenido de diferentes crecimientos
en medio liquido AFA tras alcanzar la fase estacionaria. Calle 6:
amplificacion sin molde. Calle 7: amplificacion sobre DNA
cromosomico de Pseudomonas sp. Y2T2. Se indican con flechas
el tamafio de los productos obtenidos.

5.4.2.1.4. A cumulaciéon d e 2 -HPA en e 1 medio de cu Itivo de Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 crecido en AFA.

El 4cido 2-hidroxifenilacético (2-HPA) es un compuesto residual que se forma en el
catabolismo del AFA y que es secretado al medio cuando el mutante E. coli W14, transformado
con plasmidos que permiten la expresion de los genes paaF, paaGHIJK y paaXYy, se cultiva en
medio minimo M63 con glicerol como Unica fuente de carbono y AFA como inductor de los
genes paa (Ferrdndez y col., 1998). Este compuesto no actla como sustrato de la ruta de
catabdlica del AFA (Ismail y col., 2003). Se produce a través de una rama divergente de la ruta,
y se acumula cuando el producto formado por el complejo (di)oxigenasa reductasa (codificado
por los genes paaGHIJK) no continda su degradacion. Con el fin de estudiar si PaaY esta
implicada en el paso siguiente al mediado por el complejo (di)oxigenasa-reductasa (en el que
intervienen PaaN y PaaN3), se analizé la acumulacion de 2-HPA en los cultivos del mutante
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en medio minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) como
fuente de carbono y AFA (5 mM) como inductor. La deteccidn de 2-HPA se realizé mediante el
ensayo de Gibbs (apartado 4.11.1 de Material y métodos), y se cuantificd en base a la recta de
calibrado representada en la Figura 5.48. Pseudomonas sp. Y2T2Y1 acumula 3,7 veces mas 2-
HPA que su estirpe parental Pseudomonas sp. Y2 y 2,4 veces mas que Pseudomonas sp. Y2T2,

relaciones despreciables frente a lo que acumulan Pseudomonas sp. Y2T2N1 y Pseudomonas
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sp. Y2T2N3 en las que si estd claramente interrumpido el metabolismo del AFA (Figura 5.49),
concretamente en el paso posterior a la oxidacion del anillo, etapa en la que se cree que actlan
las proteinas PaaN y PaaN3 (Ferrandez y col., 1998; Mascaraque-Martin, 2009). Estos

resultados, sugieren que PaaY no interviene directamente en el paso siguiente a la oxidacion del

anillo.
0,5- ]
- i Figura5. 48. R ecta de calibradop ara
' e determinar 1 a concentraciond e 2-HPA en los
1 L S cultivos d e Pseudomonas sp. Y 2. S e represent6 el
=0 ‘ = valor de absorbancia medido a 610nm tras realizar el
2 A ensayo de Gibbs empleando concentraciones conocidas
2 02 u de 2-HPA (0-60 pM). Cada un de los puntos del
] grafico representa el valor medio de tres ensayos
01— g independientes. Las barras de error indican el error
| 4 estandar.
00- =m
0 10 20 30 40 50 60
[2-HPA] uM

Tabla 5.7. Correspondencia de nimero de la grafica de
barras de acumulacion de 2-HPA con la estirpe de
Pseudomonas correspondiente, asi como la concentracion

acumulada en el medio y detectada de este compuesto. 38 3847
Numero Estirpes [2-HPA] pM
1 Pseudomonas sp. Y2 20,67
2 Pseudomonas sp. Y2K1 36,32 gL
3 Pseudomonas sp. Y2T2 30,32 i ‘g
4 Pseudomonas sp. Y2T2Y1 71,96 8 E
5 Pseudomonas sp. Y2T2Y1[plZexY] 50,79 :5 2
6 Pseudomonas sp. Y2T2Y1[plZN] 53,73 E -“.;
7 Pseudomonas sp. Y2T2Y1[plZexN2] 89,49 § 'g
8 Pseudomonas sp. Y2T2Y1[plZN3] 110,67 2 =
9 Pseudomonas sp. Y2T2N2 26,55
10 Pseudomonas sp. Y2T2N1 699,38
11 Pseudomonas sp. Y2T2N3 581,73

Estirpes

Figura 5.49. Acumulacion de 2-HPA en los cultivos de las estirpes Pseudomonas sp. Y2 y sus mutantes. Las estirpes
Pseudomonas sp. Y2, Pseudomonas sp. Y2T2, Pseudomonas sp. Y2K1, Pseudomonas sp. Y2T2Y1 transformada con los genes
paaY, paaN, paaN2 y paaN3 junto con los mutantes Pseudomonas sp. Y2T2N1, Pseudomonas sp. Y2T2N2 y Pseudomonas sp.
Y2K1N3 se cultivaron en medio minimo M9 suplementado con AFA 5mM vy glicerol 0,4% (p/v). Los cultivos se centrifugaron y
se cuantificd el 2-HPA acumulado en el sobrenadante, mediante el ensayo de Gibbs. En la Tabla 5.14 se indica la concentracién
de 2-HPA en los diversos cultivos de Pseudomonas sp. Y2, en base a la recta de calibrado de la Figura 5.48. Los genes paaY,
paaN, paaN2 y paaN3 se encuentran clonados en los pldsmidos plZexY, pIZN, plZexN2 y pIZN3, respectivamente. Los niveles
de 2-HPA se representan en el grafico de barras con respecto a los obtenidos en el cultivo control de Pseudomonas sp. Y2; dichos
niveles se indican sobre cada una de las barras y el nimero de estirpe hace referencia a aquél asignado en la Tabla 5.7. Cada una
de las barras del grafico representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las barras de error corresponden al error
estandar.
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5.4.2.1.5. Estudio de la expresion de los genes paa en Pseudomonas sp. Y2T2Y1.

La posible implicacion de PaaY en el control de la expresion de los genes paa fue
estudiada mediante analisis de transcritos por RT-PCR. Las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2 y
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 fueron crecidas en medio minimo M9 suplementado con glicerol
0,4% (v/v) y AFA (5 mM) A partir del RNA total aislado de estos cultivos (apartado 4.6.4 de
Material y métodos) se procedio a la sintesis de cDNA (apartado 4.7.3 de Material y métodos),
que fue usado como molde de distintas reacciones de PCR. En la Figura 5.50 se muestra un
esquema de los transcritos estudiados acomparfiado de las parejas de cebadores usadas en cada
reaccion de PCR. Como se observa en la Figura 5.51, hay expresion de todos los operones del
cluster paal a excepcién de paaY, como es de esperar en el mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1
donde esta delecionado. Con esto demostramos que el efecto que la ausencia de paaY produce
sobre el crecimiento de Pseudomonas sp. Y2 en AFA no estd causado por deficiencias en la

expresion de los genes estudiados.

Pseudomonas sp. Y2T2

Cluster paat
paak? paaX paal  paaN? paad paeB  paaC  paal pask  paoF paaG paatpaal paal paaK paaP  paal paaN
[ - [ [ | \ ]
1 2 3 4 5 6 7
Pseudomonas sp. Y2T2Y1
AR
Cluster paai(ApaaY::Km")
riipbj;wi ) )
PaaF?  paaX l Tipdpal paal? paad poaB  paoC paaD pacE  paaF paaG paaH paal paaJ  paak’ poaP  padl paaN
| i . > 2 > A
Kn'
|| — [ [ E— | [ |
1 X 3 4 5 6 7
R
Cluster ApaaZ2::Tc Tkb
APYO! T N3 PY4
1) BamX3/ApaXs; region codificante de paaX; 344 pb 5 PaaH(F)/Paal(R); region intergénica paaH-paal;, 835 pb
2) PaaY(F)/PaaY(R); region codificante de paa; 402 pb 6) PaaP(F)/PaaP(R); region codificante paaP; 285 pb
3) PaaN2'(F)/PaaN2’(R);  region codificante de paaN2; 611 pb 7) PaaN4(F)/PaaN5(R); regién codificante de paal; 230 pb
4 PaaB’(F)/PaaC’(R); region intergénica paaB-paaC; 557 pb

Figura 5.50. Esquema del analisis de 1a expresion del cluster paal en Pseudomonas sp. Y 2T2Y1. Detalle de las
regiones cromosdmicas correspondientes al cluster paal de Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 asi como del
cluster paa2 de ambas estirpes. También se muestra en forma de rectangulos grises las posiciones de las amplificaciones que se
llevaron a cabo mediante RT-PCR para estudiar la expresion de los genes paal en el mutante Y2T2Y1. Debajo de la figura se
muestran las parejas de cebadores utilizados asi como el tamafio de cada amplificacion.
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T2 Y1 i T2 Y1 T2

+ - + - i+ - + - {SS DNA

paaX
Figura 5. 51. E lectroforesis d e las
amplificaciones po r R T-PCR para el
praaB-paaC estudio de la expresion de los genes paal
Pseudomonas Y2T2Y1. A) y B). Resultado
amplificaciones realizadas sobre cDNA
sintetizado a partir de mMRNA de
Pseudomonas sp. Y2T2 (T2) vy
paayY Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (Y1) cultivadas
medio minimo liquido M9 suplementado
AFA 5mM vy glicerol 0,4% (p/v). Cada una
paaNZ2 muestras  fue  diluida  hasta  una
concentracion de 79 ng/uL. Se prepar6 una
dilucién 107 y se estudid la expresion de los
paaH-paal transcritos paaX, paaY, paaN2, paaB-paaC,
paaH-paal, paaP y paaN. (+): reaccion
PCR sobre cDNA. (-): reaccion RT-, PCR
paaP RNAmM. ss: reaccion de PCR sin sustrato o
molde.

RT+,
sobre

paaN

5.4.2.1.6. E studio d el e fecto d e PaaY s obre 1 os p romotores d el cluster paal en
Pseudomonas sp. Y2.

Otra aproximacion a la investigacion del posible papel regulador de PaaY se basé en el
estudio de sus efectos sobre promotores de los genes paal.

Los plasmidos pMPO234, pMPx, pMPy, pMPn2, pMPa, pMPg y pMPp (ver apartado 5.2
de Resultados y las Figuras 5.15 a 5.20) fueron introducidos tanto en Pseudomonas sp. Y2T2
como en Pseudomonas sp. Y2T2Y1 mediante las técnicas de conjugacion triparental (apartado
4.5.3 de Material y métodos) y de electrotransfomacion (apartado 4.5.2 de Material y métodos).
Tras la seleccién de conjugantes mediante crecimiento en LB con Pip se cultivaron estas cepas
en medio M9 con AFA (5 mM) o glicerol (0,1% (v/v)) para realizar los ensayos de actividad p-
galactosidasa con células permeabilizadas (apartado 4.12.1 de Material y métodos). Sobre las
células de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 se realiz6 el ensayo B-galactosidasa en fase de latencia
(DOgoo 0,3) y en fase exponencial (DOgq 0,7-0,8) para estudiar el efecto de la ausencia de PaaY
en estas dos condiciones de crecimiento. En las Figuras 5.52 a 5.58, se muestran los resultados
obtenidos. Hay que destacar que el plasmido pMPg portador de la region Pg produce muy poca
actividad al contrario de lo observado en E. coli, en donde fue el promotor que mostr6 mas
actividad (ver apartado 5.2.).
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El resto de regiones promotoras, analizadas en la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2,
manifiestan una respuesta al AFA variada. Los promotores Px (Figura 5.53) y, sobre todo, Py
(Figura 5.56) son reprimidos en presencia de AFA (-1,5 y -4,25 veces, respectivamente). El
promotor Pn2 (Figura 5.55), parece no responder a la presencia de AFA. Tanto Pa (Figura
5.56), como Pp (Figura 5.58) aumentaron considerablemente su actividad en presencia de AFA

(1,6 y 2,1 veces, respectivamente).

Flguras .52. Ensayo de la actividad p-galactosidasa llevadoa cabo s obre células po rtadoras del
plasmido pM PO234 (con el gen testigo lacZ), cultivo
T de Pseudomonas sp. Y2T2 [pMPO234] crecido en medio
minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
color negro) o con AFA 5 mM (en color rojo). Cultivo
de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pMPO234] crecido en
medio minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v)
(en color azul) o con AFA 5 mM, en fase de latencia (en
color verde) y en fase exponencial (en color rosa). En
todos estos cultivos se afiladié Pip 50 pg/mL para
mantener el plasmido. Cada barra del gréfico
corresponde al valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al error
estandar.

Actividad (-galactosidasa
(Unidades Miller)

pMPO234
Control

F1gura5 .53. Ensayo de la actividad p-galactosidasa llevadoa cabo sobre c élulas portadoras de 1
20000- . plasmido pM Px (con la region Px), cultivo de
Pseudomonas sp. Y2T2 [pMPx] crecido en medio

18000~

] minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
o 16000+ color negro) o con AFA 5 mM (en color rojo). Cultivo
8~ 14000- de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pMPx] crecido en medio
22 12000 minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
2% sl color azul) o con AFA 5 mM, en fase de latencia (en
i% J color verde) y en fase exponencial (en color rosa). En
- 8000+ todos estos cultivos se afiadié Pip 50 pg/mL para
D S0y mantener el plasmido. Cada barra del grafico
g 4000- corresponde al valor medio de tres ensayos

independientes. Las barras de error corresponden al error

2000- A
1 estandar.

Px
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Figura 5 .54. Ensayo de la actividad PB-galactosidasa llevadoa cabos obre células portadoras d el
5500- plasmido pM Py (con la region Py), cultivo de
Pseudomonas sp. Y2T2 [pMPy] crecido en medio
minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
color negro) o con AFA 5 mM (en color rojo). Cultivo
de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pMPy] crecido en
medio minimo M9 suplementado con glicerol 0,1%
(v/v) (en color azul) o con AFA 5 mM, en fase de
latencia (en color verde) y en fase exponencial (en
color rosa). En todos estos cultivos se afiadié Pip 50
pg/mL para mantener el plasmido. Cada barra del
grafico corresponde al valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al
error estandar.

5000
4500-
4000-
3500-
3000~
2500~
2000~

(Unidades Miller)

1500-
1000-
500-

.

Actividad p-galactosidasa

pMPy
Py

FlguraS .55. Ensayo de la actividad p-galactosidasa llevadoa cabos obre células portadoras del
plasmido pMPn2 (con la region Pn2), cultivo de
Pseudomonas sp. Y2T2 [pMPn2] crecido en medio
minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
color negro) o con AFA 5 mM (en color rojo). Cultivo
de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pMPn2] crecido en
medio minimo M9 suplementado con glicerol 0,1%
(v/v) (en color azul) o con AFA 5 mM, en fase de

6000-

5000~

B
(=]
(=]
i

3000~ latencia (en color verde) y en fase exponencial (en
color rosa). En todos estos cultivos se afiadié Pip 50
2000— pg/mL para mantener el plasmido. Cada barra del

gréafico corresponde al valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al
error estandar.

Actividad f-galactosidasa
(Unidades Miller)

Pn2

Figura 5 .56. Ensayo de la actividad f-galactosidasa llevadoa cabos obre células portadoras del
: plasmido pM Pa (con la region Pa), cultivo de
50000+ Pseudomonas sp. Y2T2 [pMPa] crecido en medio
45000~ minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
40000 color negro) o con AFA 5 mM (en color rojo). Cultivo
- de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pMPa] crecido en
ey medio minimo M9 suplementado con glicerol 0,1%
(v/v) (en color azul) o con AFA 5 mM, en fase de
latencia (en color verde) y en fase exponencial (en
color rosa). En todos estos cultivos se afiadid Pip 50
pg/mL para mantener el plasmido. Cada barra del
grafico corresponde al valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al
error estandar.

30000—-
25000—-
20000—
15000—
10000~

Actividad -galactosidasa
(Unidades Miller)

5000~

0
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Flguras .57. Ensayo de la actividad p-galactosidasa llevadoa cabos obre células portadoras del
plasmido pM Pg (con la region Pg), cultivo de
Pseudomonas sp. Y2T2 [pMPg] crecido en medio
minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
color negro) o AFA 5 mM (en color rojo). Cultivo de
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pMPg] crecido en medio
minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
color azul) o con AFA 5 mM, en fase de latencia (en
color verde) y en fase exponencial (en color rosa). En
todos estos cultivos se afiadié Pip 50 pg/mL para
mantener el pldsmido. Cada barra del gréfico
corresponde al valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al
error estandar.

w
T

e
T

1

[}
T

Actividad -galactosidasa
(Unidades Miller)

Pg

Figura 5. 58. Ensayo de la actividad p-galactosidasal levadoa cabos obre c élulas portadoras d el
750~ plasmido pM Pp (con la regién Pp), cultivo de
7005 Pseudomonas sp. Y2T2 [pMPp] crecido en medio
8507 minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
:ggz color negro) o con AFA 5 mM (en color rojo). Cultivo
5003 de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [pMPp] crecido en medio
450 minimo M9 suplementado con glicerol 0,1% (v/v) (en
400 color azul) o con AFA 5 mM, en fase de latencia (en
350- color verde) y en fase exponencial (en color rosa). En
300- todos estos cultivos se afiadié Pip 50 pg/mL para
250- mantener el plasmido. Cada barra del grafico
200~ corresponde al valor medio de tres ensayos
150~ independientes. Las barras de error corresponden al
error estandar.

Actividad p-galactosidasa
(Unidades Miller)

100=
50-
0

Pp

En los ensayos llevados a cabo sobre células de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 todos los
promotores aumentaron su actividad en presencia de AFA. Para Py (Figura 5.54), se observo
algo similar a Px (Figura 5.53), un fuerte aumento de la actividad de 1,8 y 2,4 veces,
respectivamente, para la fase de latencia (DOgoo de 0,3) y 2,7 y 1,8 veces respectivamente, para
la fase exponencial (DOgqo 0,7). Esta region Px presentd un aumento de la actividad de 10,7
veces en fase de latencia y 16,1 veces en fase exponencial frente a Pseudomonas sp. Y2T2 en
AFA. La region Pn2 (Figura 5.55), presenta una actividad residual en presencia de glicerol,
semejante a la obtenida por este fragmento en Pseudomonas sp. Y2T2, y cuando en el medio
existe AFA hay una primera fase de activacion, aumento de la actividad B-galactosidasa
estudiada (2,6 veces), durante la fase de latencia mientras que en plena fase exponencial se
observé una clara represion de este promotor. En el promotor Pa (Figura 5.56), observamos un
aumento de la actividad en presencia de AFA y que se supero en la fase exponencial frente a la

fase de latencia, aunque no llegd a conseguir actividades del rango de las obtenidas por este
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promotor en Pseudomonas sp. Y2T2 y AFA en el medio (-2,6 y -2,2 veces, respectivamente).
Pp (Figura 5.58), tuvo un comportamiento diferente a lo observado hasta ahora, fue méas activo
en fase de latencia (1,9 veces) frente a la exponencial (1,5 veces) con AFA aungue ambos
valores son superiores a los obtenidos por este promotor en presencia de glicerol. Resultd
curioso que la actividad del promotor Pp en la fase de latencia con AFA fue mayor que en

Pseudomonas sp. Y2T2 con AFA (1,25 veces), como ocurre con Py y Pn2.

Respecto al comportamiento inducible de estas regiones cuando se ensaya en las cepas
Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2Y1, estos resultados muestran que la ausencia
de paaY puede relacionarse con un incremento de la respuesta a AFA en las regiones Pn2, Px y
Pp (que, como consecuencia, estimularia la expresion de los genes paaX, paaN2, paaP, paalL y
paaN). Mientras que hay una disminucién de esta respuesta en la region Pa (y la consiguiente
disminucidn de la expresion de los genes paaA, paaB, paaC, paaD, paak y paaF). Este efecto
cuantitativo sobre la expresion de los genes paa, en especial el aumento de expresion de paaX
(y la consiguiente produccion de la proteina represora) y la disminucién de la expresion de
paaA, paaB, paaC, paaD, paak y paaF (y el correspondiente complejo proteico con actividad
oxigenasa), provocados por la ausencia de paaY, podria ser la causa del bajo ritmo de

crecimiento que tiene la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2Y1, como se discutird mas adelante.

5.4.2.2. Construccion del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2.

El mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 se construyé truncando el gen paaY. Aunque es
probable la existencia de un promotor particular situado delante de paaX que dirige su
transcripcion, los datos de andlisis de transcritos sugerian la existencia de un mensajero
policistronico paaN2YX, forzosamente ausente en el mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1. Ante
la posibilidad de que este hecho pudiera tener un efecto adicional a la ausencia de PaaY, se
prepard un nuevo mutante con una copia de la region Pn2 situada delante de paaX, con el fin de
colocar la expresion de paaX bajo el control del promotor Pn2. El plasmido pKDN2KmPn2DX,
(Figura 5.59) lleva una copia integrada del promotor Pn2 detras del casete de resistencia a Km
y delante del gen paaX. Para la construccion del nuevo mutante se introdujo el plasmido suicida
pKDN2KmPn2Dx, mediante conjugacion biparental, desde la cepa donadora E. coli S17.1 Apir
(apartado 4.5.4 de Material y métodos) a Pseudomonas sp. Y2T2 y se identificaron los dobles
recombinantes (Figura 5.60) por su capacidad de crecer en LB con sacarosa, Cm, Kmy Tcy por
su sensibilidad a Sm. Esta nueva estirpe mutante recibié el nombre de Pseudomonas sp.
Y2T2Y1Pn2 (4paa2::Tc, ApaaY::KmPn2) y la estructura de su region paaN2-paaX fue
comprobada por PCR (Figura 5.61).
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BamHI Amplificacidén con los
cebadores BamHI_PnZ mutY
y BamPa

Fragmento Pn2
- 419pb

Fragmento
de 2703pb Apal/Xbal

Apal/Xbal

Figura 5.59. Construccién del plasmido pKDN2KmPn2DX. En el plasmido pBDN2KmDX se clond en el
sitio BamHI el fragmento amplificado de 419 pb con la pareja de cebadores BamHI_Pn2_mutY y BamPa (Tabla 4.3
del apartado Material y métodos) previamente cortado con la enzima BamHI, (Figura 5.24). A partir del plasmido
resultante, pPBDN2KmPNn2DX, se aislo el fragmento Apal y Xbal de 2703 pb y se cloné en pKNG101, (Tabla 4.2 del
apartado Material y métodos) previamente cortado con las mismas enzimas para producir el plasmido
pKDN2KmPn2DX. Este plasmido se transfirié por conjugacion desde E. coli S17.1pir a Pseudomonas sp. Y2T2
con el fin de conseguir la estirpe mutante Pseudomonas sp. Y2T2 ApaaY::KmPn2, denominada Pseudomonas sp.
Y2T2Y1Pn2 (Figura 5.62).
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Pseudomonas sp. Y2T2
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Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2

Figura 5.60. Construccién del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2. Esquema detallado de la doble
recombinacion que se produce entre el cluster paal del cromosoma de Pseudomonas sp. Y2T2 y el plasmido
pKDN2KmPn2DX para dar lugar a la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2.

A) B)

Pseudomonas sp. Y2T2

(x| (paat { paawz |

PaaXl (F) [ S WPaaN2” (R)

Amplificacién de 1356pb

Amplificacién de 2512pb
PCR-3

PaaXl (F) I J PaaN2’ (R)
(N Pn2 [ 4 kan [ | 2512pb
Apaa¥ Apaay’ ﬁ
35pb 27pb ]'0-01h
Casete de Km'

ElBSGeb

Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2

Figura 5.61. Comprobacién de la delecion de paaY y la insercion de Pn2 de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2. A)
Contexto cromosoémico en el que encuentra paaY tanto en Pseudomonas sp. Y2T2 como en Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2, donde este
gen esta casi totalmente delecionado y truncado por el casete de resistencia a Km delante de la region Pn2 (promotor Pn2). También se
muestra el esquema de la amplificacion PCR-3 que se realiz para comprobar la mutacion, asi como el tamafio y los oligos utilizados
para llevar a cabo esta comprobacion. B) Imagen de la electroforesis donde se muestran los fragmentos amplificados por PCR
utilizando la pareja de cebadores que aparecen en la seccion A, donde se muestra con flechas los tamafios de cada amplificacion. Calle
1, 2, 3, 4y 5: amplificacion sobre DNA cromosémico de diferentes conjugantes seleccionados de Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2. Calle

6: marcador ADNA/BStEII. Calle 7: amplificacion utilizando como molde DNA cromosoémico de Pseudomonas sp. Y2T2, y calle 8:
amplificacion sin molde.

Péagina | 134



Resultados

5.4.2.2.1. Crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 en medio solido con AFA.

El crecimiento del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 se contrasto con el de la cepa
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (Figura 5.62) observandose un comportamiento similar de los dos

mutantes.

1-Pseudomonas sp. Y2 3-Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2
2-Pseudomonas sp. Y2T2 4-Pseudomonas sp. Y2T2Y1
Figura 5.62. Cultivo en medio minimo M9 suplementado con
AFA5 mM de Pseudomonas sp. Y2, Pseudomonas sp. Y2T2
(Apaa2::Tc), Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 (Apaa2::Tc, ApaaY::KmPn2),
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (Apaa2::Tc, ApaaY::Km). Las placas se
incubaron a 30°C durante 24 horas (A), 48 horas (B) y 96 horas (C).

También se estudié el comportamiento de este nuevo mutante después de ser
transformado con los plasmidos plZexY (Figura 5.30 A) y plZX (Figura 5.31), portadores de los
genes paaY y paaX, respectivamente. Las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 [plZexY] e
Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 [plZX] fueron crecidas en medio minimo M9 suplementado con
AFA, Gm e IPTG (Figura 5.63). Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 [plZexY] recuperaba la
velocidad de crecimiento en AFA de la cepa. En el caso de Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2

[pIZX] crece mucho méas lentamente.

1-Pseudomonas sp. Y2T2[pIZ1016] 3-Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 [pIlZexY]
2-Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2[pIZ1016] 4-Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 [pIZX]
Figura 5.63. C ultivo e n m edio m inimo M 9 suplementado con A FA S
mM, IPTG (0,5 mM) y Gm de Pseudomonas sp. Y2T2 [plZ1016], Pseudomonas
sp. Y2T2Y1Pn2 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 [plZexY] vy
Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 [plZX]. Las placas se incubaron a 30°C durante 24
horas (A), 96 horas (B), 144 horas (C), 168 horas (D) y 214 horas (E).
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De manera analoga a como se comporta Pseudomonas sp. Y2T2Y1, cuando células de
Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 crecidas en medio M9 suplementado con AFA se volvieron a
incubar en el mismo medio fresco (Figura 5.64) el nuevo mutante Pseudomonas sp.

Y2T2Y1Pn2 acelera levemente su velocidad de crecimiento.

1-Pseudomonas sp. Y2T2
2-Pseudomonas sp. Y2T2Y1
3-Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2

Figura 5.64. Cultivo en medio minimo M9 suplementado con AFA 5 mM desde AFA de Pseudomonas sp.
Y2T2, Pseudomonas sp. Y2T2Y1 y Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2. Las placas se incubaron a 30°C durante 24 horas
(A), 48 horas (B), 72 horas (C) y 96 horas (D).

5.4.2.2.2. Crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 en medio liquido.

Siguiendo un proceso paralelo al recorrido con el mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1, se
llevo a cabo un estudio comparativo del crecimiento de ese y del nuevo mutante Pseudomonas
sp. Y2T2Y1Pn2, en medio liquido y en distintas condiciones. Los cultivos en medio M9 con
glicerol 0,1% (v/v) (Figura 5.65), en M9 suplementado con AFA (Figura 5.66) y en medio
fresco después de un crecimiento hasta la fase estacionaria (Figura 5.67), mostraron un
comportamiento muy semejante de ambas cepas. Estos datos indican que la posible diferencia
en la expresion de paaX provocada por la interrupcion del operon paaN2YX resultado de la
insercion del casete de resistencia a Km no afecta al crecimiento de Pseudomonas sp. Y2 en
AFA.
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Figura5 .65. Curvasd e crecimientod e
Pseudomonas sp. Y 2T2 (Apaa2::Tc) (m), Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 (4paa2::Tc ApaaY::Km) (e)y Pseudomonas sp.
Y2T2Y1Pn2 (4paa2::Tc ApaaY::KmPn2) ( A) en medio
liquido M9 suplementado con glicerol 0,1%. Cada punto de la
grafica representa el valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al error
estandar.
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Figura5 .66.C wurvas dec recimiento de
Pseudomonas sp. Y2T2 (m), Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (e) y
Pseudomonas sp.Y2T2Y1Pn2 (A) en medio liquido M9
suplementado con AFA 5 mM. Cada punto de la gréfica
representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las
barras de error corresponden al error estandar.
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Figura 5.67. Curva de crecimiento d e Pseudomonas
sp. Y 2T2( e), Pseudomonas sp.Y 2T2Y1( A)y
Pseudomonas sp. Y 2T2Y1Pn2 (V) e n m edio 1 iquido M9
suplementadocon AFAS mMy preparados c on c élulas
previamente crecidas en el mismo medio, frente a la curva
de c recimiento d e Pseudomonas sp. Y 2T2Y1 @) crecida
por p rimera veze n el m ismo m edio. Cada punto de la
grafica representa el valor medio de tres ensayos
independientes. Las barras de error corresponden al error
estandar.

5.4.2.3. Construcciéon del mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1.

Dentro del estudio de mutantes en la region que rodea a paaY, también se llevo a cabo la
obtencion de un mutante por delecion de todo el operén paaN2YX.
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pBluescript Il KS (

2961 pb

Sall

Fragmento de ¢
2228pb

Amplificacién con los
cebadores IniF2_SacI(F)
y FinX XbaT (R)

Reqid

QBPNsz FRE- N
&)
|

SacI Apal/Sacl

pKNG101
6986 pb

Fragmento
de 2650pb

Figura 5.68. Construccion del plasmido pKPN2KmXF2. Primeramente se realizé una digestion parcial del
plasmido pBKm con la enzima Sall aislandose el fragmento de 2228 pb que fue clonado en pBluescript 1l KS (+),
(Tabla 4.2 del apartado Material y métodos), previamente cortado con la misma enzima, en la orientacion adecuada
para producir pPN2Km. El fragmento amplificado de 363 pb con las parejas de cebadores IniF2_Sacl(F) y
FinX_Xbal(R), (Tabla 4.3 del apartado Material y métodos) (Figura 5.24), se cort6 con las enzimas Sacl y Xbal se
cloné en pBPN2 previamente cortado con las mismas enzimas para producir el plasmido pPN2KmXF2. Este
plasmido resultante fue digerido con las enzimas Apal y Sacl aislandose el fragmento de 2650 pb que se clon6 en
pKNG101, (Tabla 4.2 del apartado Material y métodos), previamente cortado con las mismas enzimas, para producir
el plasmido pKPN2KmXF2. Este plasmico se transfiri6 mediante conjugacion desde E. coli S17.1Apir a
Pseudomonas sp. Y2T2 con el fin de conseguir la estirpe mutante Pseudomonas sp. Y2T2 Apaa2:Tc,
ApaaN2YX::Km, denominada Pseudomonas sp. Y2T2R1 (Figura 5.71).
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A la estirpe parental Pseudomonas sp. Y2T2 se transfirio, mediante conjugacion
biparental (apartado 4.5.4 de Material y métodos), el plasmido suicida pKPN2KmXF2 (Figura
5.68) desde la cepa donadora E. coli S17.1 Apir. La delecion de los genes paaN2, paaY y paaX
produjo una estirpe portaba el resto de genes paa y que se denomind Pseudomonas sp. Y2T2R1
(Apaa2::Tc, ApaaN2YX::Km). Los dobles recombinantes (Figura 5.69) fueron identificados en
funcidn de su resistencia a sacarosa, Cm, Tc, Km y por su sensibilidad a Sm y en ellos se

comprobd la mutacion de los genes paaN2, paaY y paaX mediante PCR (Figura 5.70).

Pseudomonas sp. Y2T2

i 563pb >|—>|
Casete Km aob

Pseudomonas sp. Y2T2R1

Figura 5.69. Construccién del mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1. Detalle de
la doble recombinacién que tiene lugar entre el cluster paal del cromosoma de
Pseudomonas sp. Y2T2 y el plasmido pKPN2KmXF2 para dar lugar a la estirpe
Pseudomonas sp. Y2T2R1.
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A) B)
Pseudomonas sp. Y2T2

Amplificacién de 3223pb
PCR-4

PF2_3 [ 1 paaN2 (R)
paaF2 |4 K ; -
H
Amplificacién de 1809pb
PCR-4
PF2_3——————— PaaN2(R) 1809pb;

Pseudomonas sp. Y2T2R1

Figura 5.70. Comprobacién de la mutacion en paaN2, paaY y paaX de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2 N2Y1X1.
A) Contexto cromosémico en el que encuentra paaN2, paaY y paaX en Pseudomonas sp. Y2T2 y el cromosoma resultante tras
la mutacion de Pseudomonas sp. Y2T2R1, donde el gen paaN2 esta casi totalmente delecionado y los genes paaY y paaX
totalmente delecionados y truncados por el casete de resistencia a Km. Se muestra el esquema de la amplificacion PCR-4 que
se realiz para comprobar la mutacidn, asi como el tamafio y los oligos utilizados para llevarla a cabo. B) Imagen de la
electroforesis donde aparecen los fragmentos amplificados por PCR utilizando la pareja de cebadores que aparecen en la
seccion A, donde se muestra con flechas los tamafios de cada amplificacion. Calle 1y12: marcador ADNA/BStEII. Calles 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8 y 9: amplificacion sobre DNA cromosémico de diferentes conjugantes seleccionados de Pseudomonas sp. Y2T2R1.
Calle 10: amplificacion sin molde. Calle 11: amplificacion utilizando como molde DNA cromosémico de Pseudomonas sp.
Y2T2.

5.4.2.3.1. Crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2R1 en medio solido con AFA.

El mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1 fue transformado, independientemente con los
plasmidos plZ1016, plZexY, plZzX o plZexN2 (Figuras 5.30 A, 5.30 B, 5.31 y 5.32 B,
respectivamente). Las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2R1
[plZexY], Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZX] y Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZexN2] fueron
crecidas en medio minimo M9 suplementado con AFA (Figura 5.71).

c —_
T, Ty .
N
8 £ 6 2 6,
!
\3 \
N

)

/4 5
l1-Pseudomonas sp. Y2T2[pIZ1016] 4-Pseudomonas sp. Y2T2R1[pIZexN2]
2-Pseudomonas sp. Y2T2Y1[pIZ1l016] 5-Pseudomonas sp. Y2T2R1l [pIZexY]
3-Pseudomonas sp. Y2T2R1[pIZ1016] 6-Pseudomonas sp. Y2T2R1[pIZX]

Figura 5.71. Cultivo en medio minimo M9 con AFA, IPTG (0,5 mM) y G m de Pseudomonas sp.
Y2T2 (Apaa2::Tc) [plZ21016], Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (Apaa2::Tc, ApaaY::Km) [plZ1016], Pseudomonas
sp. Y2T2R1 (Apaa2::Tc, ApaaN2YX::Km) [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZexN2], Pseudomonas
sp. Y2T2R1 [plZexY] y Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZX]. Las placas se incubaron a 30°C durante 24 horas
(A), 48 horas (B), 120 horas (C) y 336 horas (D).
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El mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1 complementado con paaY es capaz de crecer al
mismo ritmo que la estirpe parental, paaN2 complementa parcialmente el efecto de la mutacion.
El mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1, aunque con retardo, crece mas deprisa que la cepa
Pseudomonas sp. Y2T2Y1, deficiente exclusivamente en paaY quiza efecto de la ausencia del
gen represor paaX en el primero. La estirpe Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZX] es incapaz de
crecer, indicativo de una fuerte represion por parte de PaaX sobre los genes paa que la célula

deficiente en los genes paaN2 y paaY no es capaz de evitar, incluso en presencia de AFA.

5.4.2.3.2. C recimiento d e al gunas ¢ epas m utantes d e Pseudomonas sp.Y 2 en

medios liquidos.

El crecimiento en medio liquido del nuevo mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1 se
comparé con el de las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 creciendo
en M9 suplementado con glicerol o con AFA. Las tres cepas crecen en glicerol con la misma
velocidad (Figura 5.72), indicando que los genes delecionados en Pseudomonas sp. Y2T2R1 no

intervienen directa o indirectamente en el metabolismo general de Pseudomonas sp. Y2.
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Figura 5.72. Curvas de crecimiento de Pseudomonas
sp. Y 2T2 ( Apaa2::Tc) (m), Pseudomonas sp.Y 2T2Y1
(4paa2::Tc, ApaaY::Km) ( @)y Pseudomonas sp. Y 2T2R1
(4paa2::Te, ApaaN2YX::Km) ( A) en medio liquido M9
suplementado con glicerol 0,1%. Cada punto de la gréafica
representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las
barras de error corresponden al error estandar.

Las curvas de crecimiento en AFA (Figura 5.73) muestran un comportamiento intermedio

del mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1 respecto a las cepas Pseudomonas sp. Y2T2 y
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Pseudomonas sp. Y2T2Y1, probablemente consecuencia, por un lado, de la ausencia del

elemento represor PaaX, y, por otro, de la ausencia de la participacion de las proteinas PaaY vy,

quizd, PaaN2, como se discutird en su momento.
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Figura 5.73. Curvasd e crecimientod e
Pseudomonas sp. Y2T2 (m), Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (e)y
Pseudomonas sp.Y2T2R1( A) en medio liquido M9
suplementado con AFA 5 mM. Cada punto de la gréfica
representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las
barras de error corresponden al error estandar.

Por otro lado, también se estudid el crecimiento en medio liquido del mutante
Pseudomonas sp. Y2T2R1 complementado en trans con los genes paaY, paaN2 y paaX. Las
estirpes Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZ1016], Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZexY],
Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plzexN2], Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZX], Pseudomonas sp.
Y2T2 [plZ1016] y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZ1016] fueron cultivadas en medio liquido M9
suplementado con AFA (Figura 5.74). La presencia en multicopia de paaY y, en menor medida,
de paaN2 aproximan la velocidad de crecimiento de las estirpes correspondientes a la de la cepa
parental Y2T2. Por el contrario, la expresién del gen paaX en multicopia, acentu6 el retardo en

el crecimiento en comparacion con Pseudomonas sp. Y2T2R1.
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Figura 5.74. C urvas de c recimiento d e Pseudomonas sp.
Y2T2R1 complementada con genes paa en medio minimo M9 con
AFA 5 mM, IPTG (0,5 mM) y Gm. Crecimiento de Pseudomonas
sp. Y2T2 [plZ1016] (m), Pseudomonas sp. Y2T2Y1 [plZ1016] (e),
Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZ1016] ( A),Pseudomonas sp. Y2T2R1
[plZzexY] (<), Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZzexN2] (V) y
Pseudomonas sp. Y2T2R1 [plZX] (»). Cada punto de la gréafica
representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las barras
de error corresponden al error estandar.

5.4.2.3.3. Efecto del medio de cultivo en la funcion de PaaY.

Finalmente, al igual que se hizo con el mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1, se prepard un
medio “gastado” mediante cultivo de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2 en M9 liquido con AFA
(5 mM), crecido hasta una DOsg de 1,8 recuperacion del sobrenadante y ajuste a pH 7. Este
“medio gastado” se inocul6 con Pseudomonas sp. Y2T2R1. El comportamiento de este cultivo
fue totalmente semejante al seguido por un cultivo paralelo del mismo mutante Pseudomonas

sp. Y2T2R1 en medio fresco (Figura 5.75). Todos estos resultados se discutiran en la seccion
correspondiente.
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Figura 5.75.C wurvas dec recimiento de
Pseudomonas sp. Y2T2R1 en medio minimo M9 “gastado”
(m), en medio M9 “gastado” suplementado con AFA SmM
(®), en medio M9 mixto (50% “gastado” y 50 % fresco)
suplementado con AFAS mM(A)y en medio M9 fresco
suplementado con AFA 5 mM (V). Cada punto de la gréfica
representa el valor medio de tres ensayos independientes. Las
barras de error corresponden al error estandar.

5.4.2.3.4. R ecomprobaciéon d e m utantes Pseudomonas sp. Y2T2Y1 tras crecer en
AFA.

Para comprobar que la capacidad de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2R1 de crecer en
AFA como Unica fuente de carbono y energia tras varias horas no se debe a una reversion de la
mutacion, tras el crecimiento de estas estirpes en los medios M9 suplementados con AFA se
realizd una extraccion de DNA cromosomico (apartado 4.6.2 de Material y métodos) y se
analizo la presencia y estabilidad de la construccion mutante mediante PCR, de forma semejante
a la realizada en el apartado 5.4.2.3. (Figura 5.71) para comprobar los mutantes seleccionados
Pseudomonas sp. Y2T2R1. Se utilizo6 el DNA cromosémico de cuatro crecimientos
independientes y como se muestra en la Figura 5.76, en todas las situaciones la construccién
permanece estable, por lo que podemos concluir que el crecimiento de Pseudomonas sp.

Y1T2R1 en medio minimo M9 con AFA se realiza sin reversion de la mutacién inicial.
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Figura 5.76. I magen d e e lectroforesis d e 1 os
productos de am plificacionpo rP CRsde
comprobacién del mutante Pseudomonas sp. Y2T2R1
tras crecer en medio minimo liquido M9 con AFA 5
mM. Las amplificaciones por PCR se realizaron con la
pareja de cebadores PF2_3 y PaaN2(R) (Tabla 4.3 del
apartado Material y métodos). Callel y 8: marcador
ADNAVJBstEII. Calles 2, 3, 4 y 5 amplificaciones sobre
DNA cromosémicos de Pseudomonas sp. Y2T2R1
obtenido de diferentes crecimientos en medio liquido
M9 con AFA. Calle 6: amplificacion sin molde. Calle 7:
amplificacion ~ sobre  DNA  cromosémico  de
Pseudomonas sp. Y2T2. Se indican con flechas el
tamafio de los productos obtenidos.
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6. DISCUSION.

6.1. Organizacion transcripcional del cluster paal de Pseudomonas
sp. Y2.

En Pseudomonas sp. Y2 han sido descritos dos conjuntos de genes cuyos productos se
encargan de la degradacion de compuestos aromaticos, los cuales fueron aislados y
caracterizados. Estos genes pertenecen a las rutas del metabolismo del estireno, genes sty
(Velasco y col., 1998; Alonso, 2002; del Peso-Santos y col., 2006) y el metabolismo del &cido
fenilacético, genes paa, del cual existen dos regiones semejantes, cluster paal y paa2 (Alonso y
col., 2003; Bartolomé-Martin y col., 2004; Bartolomé-Martin, 2006). Las enzimas codificadas
por estos genes son capaces de metabolizar el estireno hasta intermediarios del ciclo de Krebs,

pasando por acido fenilacético.

En el andlisis de secuencia de la region denominada paal se detect6 la presencia de 18
ORFs, todos identificados y correspondientes a genes paa: paaF2, paaX, paaY, paaN2, paaA,
paaB, paaC, paaD, paak, paaF, paaG, paaH, paal, paaJ, paaK, paaP, paalL y paaN (Alonso y
col., 2003; Bartolomé-Martin, 2006). Este conjunto de genes clonados y presentes en el
plasmido pUFA, es capaz de dotar a mutantes de P. putida U y a P. aeruginosa EGSOX (que
carece de genes paa en su genoma) de la capacidad de crecer utilizando AFA como Unica fuente

de carbono y energia (Bartolomé-Martin, 2006).

Por otro lado, el mutante Pseudomonas sp. Y2T2, derivado de Pseudomonas sp. Y2 por
delecién del cluster paa2 completo, es capaz de crecer perfectamente en AFA (Bartolomé-
Martin y col., 2004). El cluster paal, por lo tanto, contiene un conjunto de genes que codifican
la ruta catabolica del AFA.

La ordenacién de los genes paal de Pseudomonas sp. Y2 tiene una gran semejanza con la
descrita para otras Pseudomonas, tal como P. putida KT2440 (Figura 2.7 del apartado
Introduccidn) (Luengo y col., 2001; Jiménez y col., 2002; Nelson y col., 2002). Las principales
diferencias que presenta el cluster paal de Pseudomonas sp. Y2 respecto a P. putida KT2440
son la ausencia de un gen paaM vy la presencia del gen paaN2 entre los genes paaY y paaAy la

del gen paaF2 detras del gen paaX.

Una primera observacion de la ordenacion de los genes en este cluster paal permite
definir, al menos, dos grupos de operones, marcados por la posicion divergente de estos genes.

Un estudio mas exhaustivo sobre las regiones intergénicas del cluster paal permitié detectar la
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presencia de determinadas secuencias que podrian ejercer funciones promotoras, que se
propusieron como tales y que corresponden a las regiones anteriores a los genes paaF2, paaX,
paaN2, paaA, paaG y paaP. Ese estudio también llevé a localizar secuencias que podrian
funcionar como terminadores de la transcripcion del tipo Rho-dependientes, detras de los genes
paaX y paaF (Alonso y col., 2003; Bartolomeé-Martin y col., 2004; Bartolomé-Martin, 2006).
Sobre la base de estos estudios in silico, se propuso la organizacion de los genes paal en cuatro
operones paaN2YX, paaABCDEF, paaGHIJK y paaPLN. Es importante resaltar que en las
regiones anteriores a paaA y paaG se detectaron secuencias semejantes a los sitios de union a
DNA de la proteina reguladora PaaX, lo cual respalda la idea de la existencia de regiones
promotoras en estas zonas (Figura 2.9 del apartado Introduccion) (del Peso-Santos y col., 2006).
Finalmente, se ha demostrado que la transcripcién del gen paaF2 estd condicionada
exclusivamente por la presencia de estireno en el medio, lo que ha llevado a considerarlo como
un gen del cluster sty, y no del cluster paal (Bartolomé-Martin, 2006; del Peso-Santos y col.,
2008).

En este trabajo se ha tratado de profundizar en la definicidn de la organizacién del cluster
paal mediante la realizacién de experimentos de RT-PCR y nothern blot, junto con ensayos de
cuantificacion de actividad B-galactosidasa generada a partir de regiones que pudieran actuar
como promotores. Los resultados obtenidos de las RT-PCRs (Figura 5.4, del apartado 5.1.1.1.
de Resultados) prueban la existencia de cotranscripcion de ciertos genes y su ausencia entre
paaF2 y paaX sustentando una clara division del cluster en tres operones: paaN2YX,
paaABCDEF y paaGHIJKPLN (Figura 6.1) y confirmando los estudios in silico realizados con
anterioridad sobre esta regién (Bartolomé-Martin, 2006). Por otro lado, este tipo de analisis
experimental puede no revelar promotores alternativos, lo que podria explicar ciertas
discrepancias entre los datos aqui aportados y los deducidos del estudio in silico. Es el caso del
operon paaN2YX, donde podria darse la transcripcion conjunta de los genes paaN2, paaY y
paaX e, independientemente una expresiéon particular de paaX controlada por el promotor
putativo detectado in silico delante de este gen (Bartolomé-Martin, 2006). Una situacién
semejante se da en el caso del operén paaGHIJKPLN y el posible promotor situado delante de

paaP (detectado por secuencia).
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Figura 6.1. Esquema de la posible produccion de transcritos a partir del cluster paal de Pseudomonas sp. Y2.
A). Tabla en la que se indica la posicidn y secuencia localizada en el operén paaGHIJKPLN y que es afin a la secuencia
consenso, ((G/A)AUU(A/T)), definida por Ehretsmann y col., 1992, reconocida por la RNasa E .Las dianas se
corresponden con las flechas verticales negras del apartado C. B). Tabla en la que se indican regiones del operén
paaGHIJKPLN ricas en A+T y que podrian ser dianas de RNasa E, (Lin-Chao y col., 1994; McDowall y col., 1994; Cohen
y McDowall, 1997; Callaghan y col., 2005). Las dianas se corresponden con las flechas rojas verticales del apartado C. C).
Detalle-resumen de los transcritos identificados mediante northern blot. Los rectangulos superiones muestran la
localizacion y el tamafio de los fragmentos utilizados como sondas. Las flechas gruesas inferiores muestran el tamafio de
los mensajeros observados en las autorradiografias; el cddigo de colores corresponde a los mensajeros detectados con cada
sonda. Las horquillas negras numeradas corresponden a terminadores Rho-independientes putativos detectados en la
secuencia paal (1, 2, 4 y 5), (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin, 2006), mientras que la horquilla roja numerada, (3),
es una repeticion invertida que forma una horquilla de alta estabilidad que podria funcionar interrumpiendo la transcripcion
o protegiendo el extremo 3’ del RNAm (ver estructuras detallada de las horquillas en Figura 6.2). Los cuadrados con
flechas naranja sefialan indican la posicion de los promotores detectados. La localizacion de las flechas coloreadas
horizontales corresponde a los cistrones del cluster paal que incluiria cada transcrito. Las flechas verticales pequefias
indican la localizacion de secuencias que podrian ser diana de endoribonucleasas (RNasa E) segin la secuencia consenso
determinada por (Ehretsmann y col., 1992), ((G/A)AUU(A/T)), de color negro, y secuencias ricas en A+T que podrian ser
también diana de corte de RNasa E, (Lin-Chao y col., 1994; McDowall y col., 1994; Cohen y McDowall, 1997; Callaghan
y col., 2005).
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El estudio de la transcripcion de los genes paal se complementd con la estimacion del
tamafio de los transcritos, tanto parciales como totales, mediante experimentos de northern blot
utilizando diferentes sondas derivadas de genes paa (Tabla 4.6 del apartado Material y métodos
y Figuras 5.7 y 5.8 del apartado 5.1.1.2 de Resultados). Este andlisis del tamafio de mensajeros
permitio detectar la presencia del transcrito correspondiente al operdon paaN2YX, (Figura 5.9 del
apartado 5.1.1.2 de Resultados), y la de un transcrito quizd correspondiente a paaX lo que
demostraria la existencia de un promotor en la region anterior a dicho gen (Figura 6.1).
Respecto al operén paaABCDEF, los experimentos de northern blot realizados con la sonda F
detectaron el mensajero completo que se expresa a partir del promotor Pa (Figura 5.10 del
apartado 5.1.1.2 de Resultados), asi como el mensajero individual de paaF2 (Figura 6.1)
(debido a la gran identidad nucleotidica, un 95,2% existente entre la secuencia de la sonda
utilizada, procedente de paaF, y la de este gen (Bartolomé-Martin y col., 2004)). Este Gltimo
mensajero solo se detecta en cultivos crecidos en presencia de estireno (Figura 5.10 del apartado
5.1.1.2 de Resultados), en coincidencia con los resultados anteriores que demostraron que el gen
paaF2 solamente se expresa en presencia de estireno (del Peso-Santos y col., 2006; del Peso-
Santos, 2008). Por el contrario, no se detectdé el mensajero correspondiente al operédn
paaA2B2C2D2E2F3 en cultivos de Pseudomonas sp. Y2 6 Pseudomonas sp. Y2K1 crecidos en
AFA 0 STY debido a la menor semejanza existente entre la sonda utilizada y el gen paaF3. Los
transcritos procedentes del operén paaGHIJKPLN se estudiaron con tres diferentes sondas (G, P

y N). En ningln caso se pudo detectar un mensajero del operén completo (Figuras 5.11 a 5.13
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del apartado 5.1.1.2 de Resultados). Los transcritos parciales mayoritariamente detectados en
estos experimentos presentan tamafios que permiten asignarlos a las secuencias paaGHIJKP,
paaGHIJKPAL (que incluiria parcialmente a paal) y paaPLN (Figura 6.1). Con estos resultados
no queda clara la continuidad del oper6n paaGHIJKPLN, ya que los resultados obtenidos por
RT-PCR son compatibles con los transcritos detectados por northern blot, solamente confirman
una cotranscripcion entre genes contiguos o proximos pero no de todos los genes del cluster en
un Unico mensajero. A favor de la existencia de un transcrito primario de unos 7,7 kb que
incluiria el policistron paaGHIJKPLN (Figura 6.1) esta la descripcion (pero no comprobacion
experimental) de grandes operones correspondientes a genes paa como son el
paaGHIJKABCDEF (9,8 kb) en E. coli (Ferrdndez y col., 1998) y paaABCDEFGHI (8,8 kb) de
Azoarcus evansii (Rost y col., 2002). Ademas, en estos experimentos de northern blot, también
se detectd un mensajero que podria ser el resultado de la transcripcion del gen paaN, aunque su
presencia fue dificil de observar debido al solapamiento de esta banda con la del mensajero con
el rRNA 23S (Figura 5.13 B del apartado 5.1.1.2 de Resultados). Este mensajero de unos 2600
nt seria fruto del procesamiento postranscripcional de transcritos mas largos (Figura 6.1), debido
a que experimentalmente no se ha detectado ningln promotor anterior a paaN (comunicacion
personal deVictoria Mascaraque Martin). Este procesamiento explicaria el predominio del
mensajero paaN frente al MRNA de paaPLN y paadKPLN observado con la sonda N (Figura
5.13 del apartado 5.1.1.2 de Resultados).

Los resultados anteriores podrian explicarse (Figuras 6.1y 6.2) proponiendo que desde el
promotor Pg, se iniciaria la transcripcion del operén paaGHIJKPLN para producir un mRNA
primario de unos 7,7 kb, que méas tarde seria procesado por endoribonucleasas, (RNasa E,
RNasa Ill), de forma muy répida, de ahi que no sea detectado en ninguno de los northern
ensayados. ElI mensajero primario quedaria dividido en fragmentos que contendrian a paaN,
paaGHIJK, paaPLN y paadKPLN, y que serian minoritarios, lo que hace pensar que la
transcripcion completa de este operon no es muy efectiva. En un proceso que no excluye al
anterior, el promotor Pg conduciria a la expresion de unos mensajeros que serian
prematuramente interrumpidos a causa de las estructuras secundarias que podrian funcionar
como terminadores de la transcripcion (Figuras 6.1 y 6.2) dando lugar a unos mensajeros de
tamafio aproximado a 4,6 kb (conteniendo paaGHIJKP), 5,4 kb (conteniendo paaGHIJKPAL) y
unos 4 kb (conteniendo paaGHIJK). Este altimo seria fruto minoritario (terminacion con baja
eficacia) de la transcripcion interrumpida por la estructura secundaria formada por la repeticion
invertida localizada proxima al extremo 3’de la region codificante del gen paaK (Figuras 6.1y
6.2), que podria funcionar como potencial terminador de la transcripcion (Belasco y col., 1985;
Newbury y col., 1987b; Belasco y Higgins, 1988; Chen y col., 1988; Faubladier y col., 1990;
Klug y Cohen, 1990; Eddy vy col., 1991; McLaren y col., 1991; Murakawa y col., 1991; Regnier
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y Hajnsdorf, 1991; Gamper y col., 1992), como estructura estabilizadora del mRNA y
protectora frente a de la actividad exoribonucleasa 3’-5” (Higgins y col., 1982; Belasco y col.,
1985; Wong y Chang, 1986; Newbury y col., 1987b; Belasco y Higgins, 1988; Chen y col.,
1988; Faubladier y col., 1990; Klug y Cohen, 1990; Chen y col., 1991; Eddy y col., 1991,
McLareny col., 1991; Murakawa y col., 1991; Regnier y Hajnsdorf, 1991; Gamper y col., 1992;
Higgins y col., 1992; Liu y col., 1992; Petersen, 1992; Belasco y Brawerman, 1993; Higgins y
col., 1993; Py y col., 1994; Cohen, 1995; Winteler y col., 1996; Richards y col., 2008), aunque
también se ha demostrado que ciertas repeticiones invertidas pueden llegar a funcionar como
potencial dianas de endoribonucleasas como por ejemplo la RNasa Il (Dunn y Studier, 1973;
Schmeissner y col., 1984; Portier y col., 1987; Bardwell y col., 1989; Homuth y col., 1997). A
partir del promotor Pp, situado delante de paaP, se produciria el transcrito paaPLN, de 4,6kb
(Figura 6.1). Cuando se usa la sonda P, este mMRNA y sus posibles productos de degradacion por
exonucleasas estarian encubiertos por los mensajeros de paaGHIJKP y paaGHIJKPAL,
transcritos mayoritarios, que tienen unos tamafios semejantes y de mayor intensidad. Con la
sonda N fue posible la deteccién de un mensajero de 2,6 kb que contendria al mMRNA del gen
paaN exclusivamente, y que seria fruto del procesamiento de transcritos primarios mayores
(paaGHIJKPLN, paadKPLN y paaPLN ) (Figura 6.1). Por el momento no hay evidencia de la
presencia en la secuencia flanqueante de paaN de sefiales para un procesamiento especifico por
endoribonucleasas, aunque es la opcion mas plausible tras la comprobacion experimental de la

inexistencia de un promotor delante paaN.

Los mensajeros mayoritarios producidos a partir del operon paaGHIJKPLN fueron
paaGHIJKP y paaGHIJKPAL, observados en las autorradiografias donde se usaron las sondas
Gy P. Estos transcritos serian producto de la gran efectividad de las estructuras secundarias que
funcionarian como terminadores Rho-independientes y se localizan detras de paaP y en las
region codificante, (Homuth y col., 1997), de los genes paaK y paalL (Figuras 6.1y 6.2). La
presencia mayoritaria de estos transcritos puede relacionarse con las previsibles necesidades de
la célula. En presencia de AFA 6 STY en el medio, la célula requiere proteinas catabdlicas del
AFA, entre ellas PaaG, PaaH, Paal, paal y PaaK, elementos del complejo multicomponente
AFA-CoA dioxigenasa/reductasa (Ferrandez, 1998; Olivera y col., 1998; Mascaraque-Martin,
2009). Es logico pensar que estas proteinas son requeridas en mayor cantidad que las proteinas
PaaP y Paal, quiza implicadas en el transporte del AFA al interior de la célula (Olivera y col.,
1998). La proteina PaaN, que intervendria en la apertura del anillo aromatico, (Ferrandez y col.,
1998; Olivera y col., 1998), se produciria a partir de un transcrito aislado fruto de un mas que
probable procesamiento postranscripcional. En procariotas, los genes suelen estar organizados
en operones policistrénicos, para facilitar asi la coordinacién de su regulacién. Sin embargo los

productos de un mismo operdn pueden ser requeridos en diferentes cantidades y uno de los
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mecanismos utilizado por la bacteria para regular estos requerimientos es el procesamiento
postranscripcional (Condon, 2003). Este tipo de regulacion ha sido observado en otros
microorganismos como E. coli (McCarthy y col., 1988; Patel y Dunn, 1995) y Bacillus subtilis
(Homuth y col., 1997; Ludwig y col., 2001). Generalmente, el mMRNA es altamente inestable y
sufre efectivos procesos de degradacion por la actividad de endoribonucleasas, exoribonucleasas
y oligoribonucleasas (Belasco y Higgins, 1988; Petersen, 1992; Cannistraro y Kennell, 1993;
Steege, 2000; Deutscher, 2006; Condon, 2007; Richards y col., 2008). La principal razon de este
hecho es permitir un rapido control sobre el repertorio de proteinas sintetizadas, produciendo
una pronta adaptacion metabdlica de las bacterias frente a cambios en el medio o en la fuente de
energia y de carbono (Nilsson y col., 1984; Carpousis y col., 1999; Steege, 2000; Condon, 2007;
Richards y col., 2008). Este efecto provoca la aparicion del smear en las autorradiografias

proveniente de la degradacién de mRNA especificos.

Generalmente, las endoribonucleasas son las enzimas que actian fragmentando los
transcritos primarios y produciendo el llamado procesamiento postranscripcional. Entre todas
las endoribonucleasas descritas, la RNasa E es la que realiza la mayor parte del procesamiento
de RNA, asi como la que activa el inicio de la degradacién (decaimiento) de estas moléculas
(Tomcsanyi y Apirion, 1985; Faubladier y col., 1990; Mudd y col., 1990; Lin-Chao y Cohen,
1991; Mackie, 1991; Regnier y Hajnsdorf, 1991; Yarchuk y col., 1992; Gamper y Haas, 1993;
Hajnsdorf y col., 1994; McDowall y col., 1994; Patel y Dunn, 1995; Winteler y col., 1996;
Drider y col., 1999; Steege, 2000; Spickler y col., 2001; Kushner, 2002; Jiang y Belasco, 2004;
Callaghan y col., 2005; Aiba, 2007; Celesnik y col., 2007; Lodato y Kaper, 2009). Inicialmente
se propuso como consenso de la diana de la RNasa E de E. coli la secuencia de RNA
(AVJG)AUU(A/U) (Ehretsmann y col., 1992). Més tarde, se confirm6 que dicha enzima no
reconoce una secuencia determinada, sino que corta por secuencias de RNA generalmente ricas
en A+U (Lin-Chao y col., 1994; McDowall y col., 1994; Cohen y McDowall, 1997; Callaghan y
col., 2005). En el operén paaGHIJKPLN, se detectaron tres dianas compatibles con la secuencia
consenso (G/A)AUU(A/U) reconocidas por RNasa E (Figura 6.1), asi como otras cinco
regiones, ricas en A+U, que podrian ser potenciales dianas de la enzima RNasa E (Lin-Chao y
col., 1994; McDowall y col., 1994; Cohen y McDowall, 1997; Callaghan y col., 2005), que
permitirian explicar los procesamientos de mRNA anteriormente propuestos y que serian
compatible con los resultados obtenidos en los experimentos de northern blot sobre el operdn
paaGHIJKPLN.

Procesamientos como los aqui descritos para el caso del operén paaGHIJKPLN, se han
observado y descritos en otros operones y microorganismos, como por ejemplo el operén unc de
E. coli (Schaefer y col., 1989; Patel y Dunn, 1995), operdn pst de B. subtilis (Allenby y col.,
2004), operdn lac en E. coli (Cannistraro y col., 1986; Cannistraro y Kennell, 1989; McCormick
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y col., 1991; Murakawa y col., 1991), operon mal de E. coli (Newbury y col., 1987a), operon
arc de P. aeruginosa (Gamper y col., 1992; Gamper y Haas, 1993; Winteler y col., 1996),
operén his de Salmonella typhimurium (Alifano y col., 1992), operén gal de E. coli
(Schumacher y Ehring, 1975), operén ompA de E. coli (Nilsson y col., 1984; Melefors y von
Gabain, 1988; Lundberg y col., 1990), operdn puf de Rhodopseudomonas capsulatus (Chen y
col., 1988), operon rpsU-dnaG-rpoD de E. coli (Lupski y Godson, 1984), operon spc de E. coli
(Mattheakis y Nomura, 1988), operon atp de E. coli (McCarthy y col., 1988), operon LEE4 de
E. coli (Lodato y Kaper, 2009), en el fago F1 (Kokoska y Steege, 1998), el operon fts de E. coli
(Cam y col., 1996; Tamura y col., 2006), y el operon pap de E. coli (Nilsson y Uhlin, 1991;

Nilsson y col., 1996), entre otros.

En todos los experimentos de northern blot realizados y con todas las sondas utilizadas
para este trabajo se observaron unas hibridaciones sospechosas de unos tamafios aproximados
de 1500 nt y 2500 nt, las cuales parecian ser especificas, ya que s6lo se mostraban en los casos
en los que los genes paal se estaban expresando, es decir, en las calles donde se cargd RNA de
Pseudomonas sp. Y2 y Pseudomonas sp. Y2T2 crecidas en AFA o STY. Al comparar los geles
de agarosa en condiciones desnaturalizantes previos con las membranas (Figura 5.6 del apartado
5.1.1.2. de Resultados) y con las autorradiografias (Figuras 5.9 a 5.13 del apartado 5.1.1.2. de
Resultados), se comprobé que las bandas de migracién de los rRNA 16S y 23S se correspondian
con las hibridaciones de 1500 y 2500 nt, respectivamente. Estas bandas podrian corresponder a
agregados de rRNA con mRNA naciente o fragmentos de la degradacién de éste ultimo, que
permitiria la hibridacion de las sondas utilizadas con estos mMRNA especificos (Willison y col.,
1993; Homuth y col., 1997; Allenby vy col., 2004). Ademas, estas hibridaciones podrian haber
enmascarado a mensajeros parciales coincidentes en tamafio con los rRNA que no pudieron ser
detectados, asi como dificultar la deteccion de mensajeros proximos a esos tamafios como el
transcrito de paaF2 (Figura 5.10 del apartado 5.1.1.2. de Resultados) y paaN (Figura 5.13 del
apartado 5.1.1.2. de Resultados).

6.2. Promotores de la region paal de Pseudomonas sp. Y2.

La cuantificacion de la actividad B-galactosidasa generada por las regiones anteriores a
algunos genes del cluster paal de Pseudomonas sp. Y2, clonadas delante de un gen testigo y
transformadas en E. coli AF141 (ver apartado 5.2 de Resultados) evidencio la presencia de
promotores que activados que dirigen la expresion de los genes paal. La posicion de estos

promotores en el cluster paal guarda cierta semejanza con los promotores detectados en el
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mismo cluster de P. putida U (Olivera y col., 1998; Garcia y col., 1999; Garcia y col., 2000),
con la salvedad, obvia, del promotor Pn2, ya que esta bacteria carece de gen paaN2.

Anédlisis realizados con anterioridad (Bartolomé-Martin, 2006) mostraron el alto grado de
conservacion que existe entre el promotor putativo propuesto delante de paaX en Pseudomonas
sp. Y2 y la secuencia en la misma posicion en P. putida U, en la cual se ha sugerido la
existencia de un promotor (Garcia y col., 2000). El parecido se encuentra principalmente en la
zona circundante a la caja -10 del promotor. También se ha detectado que esta zona esta muy
conservada en el caso de P. putida KT2440 y en el cluster paa2 de Pseudomonas sp. Y2. En la
region intergénica entre paaN2 y paaA, donde se localizaban los promotores putativos de los
genes paaN2 y paaA, se observd una secuencia muy similar a la presente en el cluster paa2 y en
las regiones paa de P. putida KT2440 y P. putida U, especialmente en la zona correspondiente a
la caja de unién de PaaX (Bartolomé-Martin, 2006; del Peso-Santos y col., 2006). En cuanto a la
region intergénica entre paaF y paaG, donde se situd el promotor putativo de paaG, se ha
localizado un posible sitio de unién de PaaX. Una secuencia muy similar a esta zona aparece
también en P. putida KT2440 y P. putida U, asi como en la regidn intergénica entre PY03 y
paaG2 del cluster paa2 (Bartolomé-Martin, 2006; del Peso-Santos y col., 2006). Por dltimo,
delante de paaP, zona en la que se localiz6 un promotor putativo en los analisis in silico, se ha
observado una secuencia semejante a la de esta misma region del cluster paa2, mas acusado en
los alrededores de la caja -10. Una secuencia parecida en la misma regidn intergénica existe en
los clusters paa de P. putida U y P. putida KT2440 (Bartolomé-Martin, 2006; del Peso-Santos y
col., 2006).

Todos los fragmentos de DNA de Pseudomonas sp. Y2 que han dado positivo en el
ensayo de la actividad p-galactosidasa en E. coli AF141 (Figura 5.21 del apartado 5.2 de
Resultados) portan las secuencias promotoras detectadas in silico en estudios anteriores (Figura
5.15 a 5.20 del apartado 5.2 de Resultados) (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin, 2006),
excepto el fragmento situado delante del gen paaY, en el que no se detectd ningn promotor
putativo. Sin embargo, esta region generd una actividad B-galactosidasa significativamente
mayor a la producida por el plasmido control (Figura 5.21 del apartado 5.2 de Resultados),
confirmando la existencia de un promotor en dicha regién. Asi, los promotores propuestos tras
el andlisis de secuencia (Bartolomé-Martin, 2006) coinciden con los confirmados ahora de
forma experimental, lo que nos lleva a proponerlos como promotores reales de los genes paal

de Pseudomonas sp. Y2.
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6.2.1. Actividad de las regiones promotoras de paal de Pseudomonas

sp. Y2 en E. coli.

El estudio de la actividad promotora de las regiones de Pseudomonas sp. Y2 clonadas
delante del gen lacZ en E. coli mostr6 que el promotor Pg es el mas potente en las
circunstancias del ensayo. La actividad de Pa resulto ser bastante menor (entre 4 y 8 veces) lo
que sugiere un desajuste de estas regiones, lo que podria deberse al hecho de actuar en un
entorno celular heter6logo. Es interesante la deteccion de promotores anteriores a los genes
paaX, y paaY, en lo que parece una alternativa a su expresion a partir del promotor Pn2. Esto
abre la posibilidad de una regulacion diferente para la expresion de los genes paaN2, paaY y
paaX. De forma que el promotor Pn2 dirigiera la transcripcion del operdn paaN2YX, en un
proceso regulado por la accion de la proteina PaaX y su union a la region operadora en el
promotor Pn2 y alternativamente pudiera existir una expresion constitutiva de los genes paaX y
paaY.

En la regién del operén paaGHIJKPLN se detect6 la presencia de dos promotores activos,
el Pg, que contiene la region operadora de PaaX (Bartolomé-Martin, 2006; del Peso-Santos y
col., 2006) (Figura 6.3 B) y que dirigiria la expresion de todo el operén, y el Pp, delante del gen

paaP, que podria dirigir la transcripcion, de forma alternativa, de los genes paaP, paal y paaN.

A) B)

5’ -ATARRAacaagacacatARATABATTttaataT-3¢

< i TCACA TCATCAT T*S
H b ‘:
i i E’g
Caja PaaX - il
I Caja PaaX
— —
100pb 100pk
57 -GCGATA TATTAAAAT A-3
Caja PaaX (Pa/Pn2) 5’-GACACAtaaataaattttaatattgttttac-TGTATC-3'

Caja PaaX (Pg) 5'-GACACActatttattgtttgatatttgtttc-TGTATC-3'

Secuencia consensc Pseudomonas 5'-GATACA------- 26 pb aprox.------- TGTATC-3'

Figura 6.3. Regién intergénica paaN2-paaA (A) y paaF-paaG (B). A) Esquema de la localizacion de los promotores
de Pa y Pn2 asi como sus secuencias promotoras putativas en color verde: la base correspondiente al punto +1 aparece en
negrita, mayuscula y en tamafio de fuente mayor. Las cajas -35 y -10 estan en mayusculas y subrayadas, y se han sefialado en
negrita las bases coincidentes con las cajas consenso -35 (TTGACA) y -10 extendida (TGNTATAAT) (Bartolomé-Martin,
2006). Se muestra con rectangulo azul la posicién de la caja PaaX. En mayusculas aparecen las repeticiones invertidas de la
secuencia consenso. En negrita las bases coincidentes con la secuencia consenso. Secuencia consenso de Pseudomonas,
repeticiones invertidas de 6 pb, (del Peso-Santos y col., 2006). B) Esquema de la localizacion del promotor Pg, asi como su
secuencia promotora putativa en color verde: la base correspondiente al punto +1 aparece en negrita, mayuscula y en tamafio de
fuente mayor. Las cajas -35 y -10 estan en mayusculas y subrayadas, y se han sefialado en negrita las bases coincidentes con las
cajas consenso -35 (TTGACA) y -10 extendida (TGNTATAAT) (Bartolomé-Martin, 2006). El rectangulo azul indica la
localizacion de la caja PaaX. En mayusculas aparecen las repeticiones invertidas de la secuencia consenso. En negrita las bases
coincidentes con la secuencia consenso. Secuencia consenso de Pseudomonas, repeticiones invertidas de 6 pb, (del Peso-Santos
y col., 2006).
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6.2.2. A ctividad d e las regiones promotoras de paal en Pseudomonas
sp. Y2T2.

Los plasmidos utilizados para el ensayo de actividad de promotores en E. coli AF141
(apartado 5.2 de Resultados), también fueron introducidos en la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2
(apartado 5.4.2.1.6 de Resultados) para determinar de forma méas precisa la actividad de estos
promotores en su célula origen. Un primer resultado a resaltar es la actividad mostrada por los
promotores Px y Pn2, que parece ser constitutiva. El hecho de que el promotor Pn2 muestre una
actividad no inducible, a pesar de la presencia de una secuencia de union a PaaX en la region
que lo antecede, hace pensar que tal operador puede ser tan so6lo activo, para controlar la
transcripciéon del operén paaABCDEF, cuyo promotor Pa se encuentra también en la region
intergénica paaN2-paaA (Figura 6.3 A). Asi la actividad de los promotores Px y Py, de un nivel
medio, como la de Pn2, no aumenta en presencia de AFA (incluso se reduce en el caso de Py).
Estos datos muestran un comportamiento muy particular de los promotores que dirigen la
transcripcién de los genes paaN2YX. El promotor Pa controla la expresion del operdn
paaABCDEF y result6 ser el mas potente en estos ensayos de actividad (25 veces superior a la
actividad de Pn2).Este promotor mostré una amplia expresion basal en ausencia de AFA, lo que
permitiria una rapida respuesta de activacion del metabolismo del AFA ante la presencia de este
compuesto en el medio. El promotor Pa es inducible y presentd un fuerte aumento de la
actividad ante la presencia de AFA en el medio, lo que se explica por la presencia en la region
operadora de una secuencia de unién de PaaX (Figura 6.3 A). El promotor Pp resultd ser el
promotor mas débil entre los ensayados y mostr6 un patrén inducible por la presencia de AFA, a
pesar de gue no se ha detectado ninguna caja de unién de PaaX en su secuencia. La baja
actividad de este promotor podria ser importante para colaborar a la expresion de los genes que

controla, especialmente paaN.

Finalmente, el promotor Pg, que habia manifestado la maxima actividad en los ensayos
en E. coli (apartado 5.2 de Resultados), muestra una actividad casi nula cuando el sistema
testigo de PB-galactosidasa actua en la propia célula de Pseudomonas sp. Y2. Este resultado,
totalmente imprevisto, podria ser explicado sobre la base de la peculiar estructura de la region

intergénica paaF-paaG.

Entre estos genes existe una region de 732 pb que contiene el terminador transcripcional
Rho-independiente detrds de paaF, el promotor de paaG, la secuencia operadora de union del
represor PaaX y una zona rica en secuencias repetidas, algunas con repeticiones invertidas.
Ninguna de ellas es similar a la secuencia REP consenso de 35 pb definida para P. putida

KT2440 (Aranda-Olmedo y col., 2002), pero la mayor de estas repeticiones encontradas en
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Pseudomonas sp. Y2 tiene una estructura equivalente, con 39 pb y un motivo palindromico
central:

Consenso REP (P. putida KT2440) 5”-ccggcctcTTCGCGGGtaaaCCCGCtCCtaCaggg-3”

Repeticidn larga (Pseudomonas sp. Y2) 57 -GCAAGNGCCGTAGCCCGGATGCAATCCGGGAAGCCNCT-3”

(Se muestran subrayadas las bases que forman el palindrome en cada caso. En el caso del consenso REP de P. putida KT2440, en
minGsculas se muestra las bases que aparecen en esa posicion en el 50% de las secuencias, y en minusculas las bases conservadas
en el 90% de las secuencias (Aranda-Olmedo y col., 2002))

Esta secuencia de 39 pb se repite dos veces en forma directa, mientras que el motivo
palindromico central aparece una vez mas, pero invertido (Figura 6.4).

Figura 6.4. Region intergénica paaF-paaG. Esquema de la localizacion del
promotor Pg (flecha vacia), terminador transcripcional Rho-independiente (horquilla
de color negro), la probable secuencia de union del represor PaaX (rectangulo azul)
(ver secuencia en Figura 6.3) y las repeticiones encontradas en la region intergénica
paaF-paaG. Fuente (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin, 2006).

Existe un gran nimero de estudios sobre las secuencias REP y sus posibles funciones
entre las que estdn la atenuacion y/o terminacion de la transcripcion (Rho-independientes)
(Espeli y col., 2001; Manzanera y col., 2001), la estabilizacion de los mMRNA (Newbury y col.,
1987a; Newbury y col., 1987b; Stern y col., 1988; Khemici y Carpousis, 2004), la organizacion

del cromosoma, insercion de elementos genéticos y reordenamientos del DNA por transposicion
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y/o recombinacion (Kumagai y Ikeda, 1991; Clement y col., 1999; Wilde y col., 2001; Choi y
col., 2003; Wilde y col., 2003), y la de unioén para proteinas como IHF (Boccard y Prentki,
1993; Oppenheim y col., 1993; Engelhorn y col., 1995), DNA polimerasa | (Gilson y col., 1990)
y DNA girasa (Yang y Ames, 1988; Espeli y Boccard, 1997). Por todo ello estas regiones REP
han sido sugeridas como encargadas de la matizacion de la expresion génica (Tobes y Pareja,
2005).

En el caso de Pseudomonas sp. Y2, algunas de las secuencias repetidas que se acumulan
tras el gen paaF (Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin, 2006), podrian tener la funcion de
estabilizar el mRNA con paaF y protegerlo frente a la degradacion por ribonucleasas. Este
cistron es el dltimo en el transcrito paaABCDEF y, por lo tanto, el mas susceptible de ser
degradado por exoribonucleasas 3’-5°. Las posibles estructuras secundarias que adoptarian estas
repeticiones protegerian y aumentarian la vida media del transcrito con paaF en su extremo 3’.
En el cluster paa2, tras paaF3, también se han encontrado secuencias analogas a las anteriores
(Bartolomé-Martin y col., 2004; Bartolomé-Martin, 2006).

Por otro lado las secuencias detectadas en esta region intergénica paaF-paaG, podrian
funcionar como diana de uniéon de determinadas proteinas que controlan directa o
indirectamente la expresién de los genes que se encuentran detrds. Una proteina candidata
podria ser la DNA girasa (Yang y Ames, 1988; Espeli y Boccard, 1997), cuya unioén al DNA
podria modificar el superenrollamiento de esta regidn y controlar positiva 0 negativamente la
expresion de los genes paaGHIJKPLN. La incorporacién de la region intergénica paaF-paaG en
el plasmido pMPg, podria hacer que el superenrollamiento causado por la DNA girasa afectase
negativamente a la expresion del promotor Pg. Las secuencias REP parecen ser especie-
especificas (Tobes y Pareja, 2005), de forma que la union de determinadas proteinas, en este
caso de DNA girasa, se daria en Pseudomonas sp. Y2, provocando el efecto observado, y no en
E. coli.

6.3. Proteoma p arcial d e Pseudomonas sp. Y 2 y e xpresion d e

proteinas Paa.

El genoma de Pseudomonas sp. Y2 no estd secuenciado; en las bases de datos solamente
se encuentran depositadas las regiones génicas que incluyen los genes sty, paal y paa2, que
codifican a las enzimas de la ruta del catabolismo del STY y del AFA, respectivamente,
(Velasco y col., 1998; Alonso y col., 2003; Bartolomé-Martin y col., 2004). Por lo tanto, a la

hora de la identificacion de las proteinas presentes en las manchas electroforéticas seleccionadas
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hubo que hacer uso de los datos incluidos dentro del grupo de y-Proteobacterias en la base de
datos NCBInr. Son muchas las especies de Pseudomonas cuyos genomas ya han sido
secuenciados en su totalidad, entre ellas: P. putida KT2440 (Nelson y col., 2002), P. syringae
pv tomato str. DC3000 (Buell y col., 2003), P. fluorescens Pf-5 (Paulsen y col., 2005), P.
syringae pv syringae B728a (Feil y col., 2005), P. entomophila L48 (Vodovar y col., 2006), P.
stutzeri A1501 (Yany col., 2008), P. putida F1 (http://www:.jgi.doe.gov , 2007), P. putida GB-1
(http://www.jgi.doe.gov , 2008) y P. putida W619 (http://www.jgi.doe.gov , 2008), entre otras.

El uso de esta gran cantidad de datos permite un alto rendimiento en el anélisis de proteomas y
en la identificacion de proteinas de microorganismos basandose en la homologia entre los
organismos que pertenecen a una especie 0 género proximamente relacionados (Cao y Loh,
2008), tal y como se ha hecho en el caso de Pseudomonas sp. Y2 (Ver Tablas | y Il del
Apéndice). La gran mayoria de las proteinas de Y2 identificadas coinciden con proteinas de P.
putida KT2440 (19,35%; Figura 6.5). Este dato, junto con los obtenidos de la secuencia que
codifica el RNA ribosomico 16S (Alonso, 2002), la gran identidad nucleotidica que
determinadas regiones génicas secuenciadas de Pseudomonas sp. Y2 presenta con sus
homdlogas del cromosoma de P. putida KT2440 y la gran semejanza en la disposicion de los
genes correspondientes (del Peso-Santos, 2004) (ver Figura 2.7 del apartado Introduccién),

demuestra el gran parentesco que existe entre Pseudomonas sp. Y2 y P. putida KT2440.
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Pseudomonas putida W619
4 (6,35%)

Pseudomonas sp. Y2
11 (17,46%)

Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola 1448A | Race 6
2 (3,17%)

Pseudomonas putida KT2440
12 (19,35%)

Pseudomonas syringae
pv. syringae B728a
3 (4,76%)

Pseudomonas syringae
pv. tomato
3 (4,76%)

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000
2(3,17%)
Pseudomonas viridiflava
1(1,59%)

Pseudomonas putida F1
5 (7,94%)

Pseudonmonas putida Azotobacter vinelandii AvOP
21T 1(1,59%)
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Pseudomonas fluorescens PfO-1 2 (3,17%)
4 (6,35%) | Pseudomonas entomophila LA8
Pseudomonas fluorescens 5 (7,94%)
Pf-5/ ATCC BAA-477 !
5 (7,94%)

Figura 6.5. Diagrama de sectores con las especies en las que se han identificado proteinas homélogas de
Pseudomonas sp. Y 2. Diagrama resumen de especies en las que se han identificado proteinas homélogas de
Pseudomonas sp. Y2 en la base de datos de referencia, NCBInr. EI nimero en negrita que sigue a la especie
corresponde al nimero de proteinas identificadas en esa especie, entre paréntesis el porcentaje que constituyen las
proteinas identificadas en esa especie con respecto al total de proteinas identificadas en otras especies.

Las proteinas identificadas en los geles 2-DE (Figuras y Tablas del Apéndice) fueron
agrupadas de acuerdo a su actividad y al proceso biolégico en el que intervienen (ver Tabla | y
Il del Apéndice). Estas agrupaciones se realizaron utilizando la base de datos SWISS-PROT

(www.expasy.org), siguiendo la clasificacion GO (Gene Ontology). Un resumen de estas

agrupaciones se puede observar en las Figuras 6.6 y 6.7. Cabe remarcar que se han identificado
muy pocas proteinas cuya localizacion sea la membrana, debido, muy probablemente, a que no
se han utilizado detergentes especiales en la preparacion de la muestra proteica y a que el

andlisis electroforético se realizé siempre sobre la fraccion soluble de los extractos de proteina.

Como en la mayoria de los proteomas de microorganismos estudiados hasta el momento,
la mayor parte de las proteinas identificadas en Pseudomonas sp. Y2, corresponde al grupo
funcional de produccion y conversion de energia, seguido de las proteinas implicadas en el
metabolismo de aminoécidos y, en nuestro caso concreto, en el metabolismo del AFA (Figura
6.6). Estos resultados son coherentes con el hecho de que este estudio parcial del proteoma se
realiz6 con células recogidas en plena fase exponencial (DOgoonm €ntorno a 0,6-0,7), fase de
crecimiento maximo en la que se requieren grandes dosis de energia para prosperar, utilizacion

de los nutrientes del medio para la construccion de proteinas estructurales y enzimas que
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permitan la adaptacion, el mantenimiento y el crecimiento bacterianos. Debido a las condiciones
en las que se ha estudiado el proteoma de Pseudomonas sp. Y2 (en presencia de AFA, como
Unica fuente de carbono y energia en medio minimo M9) se ha logrado la identificacion de 11
proteinas correspondientes a los cluster paal (PaaB, PaaC, PaaF, Paal, PaaK, PaaN y PaaN2)
(ver tabla 'y 11 del apartado Apéndice) y paa2 (PaaC2, PaaE2, PaaF3 y PaaN3) (ver tabla | y Il
del apartado Apéndice), implicadas en el catabolismo especifico del AFA, y cuya identificacion

se realizo sobre la propia base de datos de proteinas publicadas de Pseudomonas sp. Y2.

Metabolismo de nucledtidos Metabolismo de lipidos
3 (4,55%) 2 (3,03%)

Metabolismo de aminoacidos

12 (18,18%)'

Metabolismo de acidos nucleicos
1(1,52%) |

Metabolismo de AFA

11 (16,67%)

— Metabolismo de carbohidratos
6 (9,09%)

Transporte de aminoacidos
y proteinas

2 (3,03%)
— Plegamiento de proteinas
—— 5 (7,58%)
Transcripcion y regulacion
3 (4,55%)

Sintesis de proteinas
6 (9,09%)

]

Produccién y conversion de energia
15 (22,73%)

Figura 6 .6. D iagrama de s ectores d e 1 a c lasificacién funcional d el as p roteinas identificadas. Las
proteinas identificadas se clasificaron de acuerdo a la actividad funcional que realizan en la célula (clasificacion
G.0.). En negrita aparecen las proteinas identificadas correspondientes a cada grupo. Entre paréntesis el porcentaje
que constituyen esas proteinas con respecto a todas las identificadas.

Respecto a la actividad de las proteinas identificadas (Figura 6.7), existe un claro
predominio de las proteinas de union a coenzimas y cofactores (vitaminas, ATP, FAD, NAD(P),
etc.), seguido de las liasas y de las oxidoreductasas. También son numerosas las proteinas de
union a iones metélicos, proteinas que con mucha frecuencia intervienen en procesos de

produccidn de energia y de sintesis.
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Transferasas
5 (4,55%

) Quinasas

6 (5,45%) |somerasas
3 (2,73%)

Oxidoreductasas
15 (13,64%) _‘

— Liasas
Proteinas de unién a coenzimas y cofactores 15 (13,64%)

22 (20%)

Ligasas
8 (7,27%)

" No clasificadas
3 (2,73%)

——Transporte de electrones
4 (3,64%)

l—Trasnpor‘te de iones
{ 2 (1,82%)
Proteinas de union a acidos nucleicos
| \ 5 (4,55%)
Proteinas de unién a lipidos
1(0,91%)

Proteinas de unién a iones metdlicos _____|
13 (11,82%)

Proteinas de unién a proteinas
6 (5,45%) Proteinas de unién a aminoacidos
2(1,82%)

Figura 6.7. Diagrama de sectores de clasificacion segiin la actividad de las proteinas identificadas. Las
proteinas identificadas se clasificaron de acuerdo a la funcién molecular que realizan (clasificacion G.O.). En negrita
aparecen las proteinas identificadas correspondientes a cada grupo. Entre paréntesis el porcentaje que constituyen
esas proteinas con respecto a todas las identificadas.

6.3.1. Deteccion de isoformas.

En los resultados de la Tabla 1 y Il del Apéndice, respecto al PM y pl teoricos y
experimentales de las proteinas identificadas, observamos unas leves diferencias, en unos casos,
y en otros diferencias mas abultadas, aunque ninguna desorbitada. Estas variaciones entre datos
tedricos y experimentales son debidos, entre otras causas, al error de medida experimental,
procesamientos postraduccionales o bien a protedlisis en el caso de observar PM inferiores a los
tedricos, a uniones covalentes de grupos quimicos en los casos de observar unos PM mayores a
los establecidos como tedricos. Todos estos cambios 0 procesamientos que sufren las proteinas

también afectan a la variacion del pl experimental respecto al tedrico.

Entre las proteina identificadas (ver Tablas | y Il del apartado Apéndice) podemos
observar ciertas variaciones entre los datos de PM y pl teéricos y los experimentales. Estas
variaciones son consecuencia del error cometido en la determinacion experimental de éstos y a
que los datos tedricos no tienen en cuenta las modificaciones postraduccionales que muchas
proteinas sufren durante su maduracién: uniones covalentes de elementos 0 grupos organicos
(fosforilacidn, glicosidacién, metilacién, nitrosilacién, oxidacion), protedlisis, etc. (Ahmed y

Rice, 2005; Meinnel y Giglione, 2008). Estas modificaciones producen variaciones de PM y pl
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entre datos tedricos y experimentales. Hay ocasiones en las que es posible detectar una misma
proteina con diferentes caracteristicas de PM y pl, incluso en el mismo gel, a las diferentes
manchas se les llaman isoformas de una proteina. En este estudio se ha podido detectar este
efecto para el caso de las proteinas HtpG, GroEL, Paal (Figura 6.9), EF-Tu, AceAy FumA. En
el caso de las isoformas de FumA, correspondientes a las manchas LPY5, LPpX18 y PdX2
(Tablas 1 y Il del Apéndice), identificadas como fumarato hidratasa putativas (fumA). Las
manchas LPpX18 y PdX2 son la misma mancha, pero en la identificacion se hace referencia a
proteinas homologas de diferentes especies (sobre el genoma de P. syringae pv. phaseolicola
1448A y P. putida W619, respectivamente), mientras que LPY5 (identificada como homéloga
sobre el genoma de Pseudomonas syringae pv. syringae B728a) corresponde a una isoforma con
un PM menor y un pl mayor al de las anteriores fumarato hidratasa consecuencia de
modificaciones postraduccionales o bien se trataria de una proteina homologa pero no la misma.
Lo mismo ocurri6 para el caso de las proteinas EF-Tu (Tufl y TufA), que no queda claro si son
isoformas o bien proteinas homologas identificadas sobre genomas de dos Pseudomonas
diferentes (Tablas I y 1l del Apéndice). Con las proteinas HtpG, GroEL y Paal queda claro que
estamos frente a isoformas debido a que éstas aparecen en el mismo gel 2-DE (Figura 6.8).
Existen otros estudios publicados en los que se ha observado diferentes isoformas de las
proteinas GroEL y EF-Tu (De Bruyn y col., 2000; Wasinger y col., 2000; Heim y col., 2003).
Para el caso de la proteina GroEL se ha demostrado que el cambio en el pl que provoca la
aparicién de varias manchas, correspondientes a esta proteina, con una despreciable variacion en
el PM puede ser provocado por la unién de lipidos y/o fosforilacion (De Bruyn y col., 2000;
Navarro, 2005).

A) B) C)
HEQ%O Hsp90 Cpn60 Cpné0 Paal Paal
’ pI 5,6 I 5,2 e pI 5 pI 5,1
71,7 kDa. 71,7 kDa. 56,8 KDa. 5p6,8 ’kDa. 28,5 kDa. 28,5 kDa.

E——

Figura 6.8. Isoformas. Detalle de geles 2-DE donde se aprecian isoformas de las proteinas Hsp90 (HtpG)
(A), Cpn60 (GroEL) (B) y Paal (C). Se muestran las dos isoformas de cada proteina sefialadas con flechas y los datos
relativos de peso molecular y punto isoeléctrico de cada isoforma.
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6.3.2. Proteinas de Pseudomonas sp. Y2 identificadas.

Existen tres tipos de respuestas generalizadas frente a medios contaminados con
compuestos toxicos del tipo de los hidrocarburos aromaticos. Estas son: 1) Programa
metabdlico: expresion de conjuntos de genes para el catabolismo y anabolismo de nutrientes e
intermediarios; 2) Programa de respuesta al estrés: adaptacion al crecimiento en condiciones
subdptimas; y 3) Programa morfologico: relacionado con la forma celular, transporte y
superficie quimica de la célula. Estos tres programas estdn muy conectados y su funcion
determina la supervivencia de la poblacion (Dominguez-Cuevas y col., 2006). Cuando
Pseudomonas sp. Y2 crecié en medio minimo con AFA, se observo la activacion de estos tres

programas.

Dentro del programa metabdlico se incluyen tanto las enzimas propias de la degradacion
del AFA (proteinas Paa) como aquellas implicadas en la sintesis de aminoacidos, en la
produccion de energia (ciclo de Krebs, ciclo del glioxilato, glicélicis y gluconeogénesis), o en la
sintesis de purinas. En el programa de respuesta al estrés se incluyen chaperonas y proteinas de
plegamiento, asi como reguladores de la transcripcion, factores de elongacion, etc. Del
programa morfologico s6lo se han detectado proteinas de sintesis de acidos grasos y un
transportador.

6.3.2.1. Expresion de proteinas de respuesta a estrés.

Entre las proteinas de Pseudomonas sp. Y2 identificadas en este trabajo, se incluyen
varias relacionadas con el denominado programa de respuesta al estrés, tales como GroES,
GroEL, HtpG, SurA, TypA, Tig y CapB. GroES, GroEL y HtpG son proteinas chaperonas que
acttan en la asistencia al plegamiento de gran cantidad de proteinas. SurA es una chaperona que
se encarga del plegamiento de proteinas en el espacio peripldsmico, donde se localiza. TypA es
un factor de elongacion que del que se ha observado un papel dual: normalmente es requerido
para funciones generales de la célula, pero también permite la supervivencia de ésta en
diferentes condiciones de estrés (Kiss y col., 2004). Tig es una chaperona que actlia previniendo
el agregamiento de proteinas y asiste a su plegamiento (Huang y col., 2000). Se ha demostrado
que esta Ultima proteina se asocia con DnaK y este complejo a su vez se asocia con el ribosoma
para asistir al plegamiento de proteinas nacientes (Deuerling y col., 2003; Kramer y col., 2004).
CapB es una proteina con dominio de unién a DNA y que tiene como mision la regulacion de la
transcripcién sobre genes encargados de la adaptacion a condiciones adversas para la célula.
Existen estudios que han demostrado que algunas de estas proteinas de respuesta a estrés son

inducidas o hiperexpresadas en diferentes microorganismos cuando crecen en medios donde
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haya presencia de compuestos aromaticos (Blom y col., 1992; Van Dyk y col., 1994; Applegate
y col., 1998; Benndorf y col., 2001; Hallsworth y col., 2003; Desmond y col., 2004; Kim y col.,
2004a; Santos y col., 2004; Tomas y col., 2004; Denef y col., 2005; Segura y col., 2005;
Dominguez-Cuevas y col., 2006; Kurbatov y col., 2006; Tam le y col., 2006; Tomas-Gallardo y
col., 2006; Volkers y col., 2006; Agullo y col., 2007; Lee y col., 2007; Cao y Loh, 2008; Lee y
col., 2008; Yoon y col., 2008). Se cree que la induccion de estas proteinas tiene como finalidad
reparar o degradar las proteinas dafiadas por el ataque lipofilico de los compuestos aromaticos,
asi como impedir agregados, evitar su desnaturalizacion y asistir a un buen plegamiento en las
condiciones adversas que provocan estos compuestos (Benndorf y col., 1999; Benndorf y col.,
2001). En nuestro estudio, se ha observado que estas proteinas de respuesta al estrés se inducen
en los tres medios en los que se han crecido Pseudomonas sp. Y2 (medio minimo M9 con
glicerol como Unica fuente de carbono y energia, medio minimo M9 con AFA como Unica
fuente de carbono y energia, y en medio rico LB con AFA), lo que sugiere que tanto el medio
minimo y las condiciones limitantes del mismo, como el AFA podrian ser los causantes de esta
induccion. Es posible que el AFA en medio acuoso entre en la célula como acido y este acido
organico, al entrar en la bacteria, podria liberar protones y acidificar el citosol, lo que, junto con
su proceso de descomposicidn, inducirian la respuesta de estrés para permitir la adaptacién y la
supervivencia de la célula usando el AFA como fuente de carbono y energia. En este sentido, es
conocido que el estireno, el tolueno y los xilenos, por citar algunos ejemplos, pueden tener

efectos toxicos al desorganizar las membranas celulares (Sikkemay col., 1995).

Aunque es cierto que GroES y GroEL llegan a ser imprescindibles para el crecimiento de
E. coli (Fayet y col., 1989), su papel no parece ser Unico. Existen proteinas que dependen de
estas chaperonas para su correcto plegamiento (Ellis, 2005), pero estudios recientes han
demostrado que las proteinas GroES y GroEL funcionan incrementando la estabilidad y los
niveles de expresion de ciertos MRNAs. Su mecanismo de actuacion consiste en la union al
MRNA (GroEL contiene un dominio de unién a RNA), para protegerlo de la actividad de
endoribonucleasas como RNasa E (Georgellis y col.,, 1995; Yoon y col.,, 2008). Estas
caracteristicas de GroES y GroEL justificarian una expresion constitutiva, aunque en nuestro
caso se observa una clara induccion, posiblemente causada por el estrés provocado por las

condiciones restrictivas del medio minimo y del AFA.

En los resultados presentados aqui (ver Tabla 11l del Apéndice) se observa un patrén de
expresion distinto de las proteinas GroES y GroEL. Normalmente, los genes que codifican estas
dos proteinas forman parte de un mismo operon, (por ejemplo, en Pseudomonas aeruginosa
PAOL, P. aeruginosa UCBPP-PA14, P. entomophila L48, P. fluorescens Pf-5, P. mendocina
ymp, P. putida KT2440, P. putida F1 y P. putida W619). El hecho de que en Pseudomonas sp.

Y2 estas dos proteinas muestren diferente patrén de expresion podria indicar, bien una
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regulacion postranscripcional diferente, o bien una localizacion independiente que les permita

una expresion diferencial.

La proteina EF-Tul, cuya funcion es la unién y el transporte del codon especifico de
aminoacil-tRNA al sitio adecuado del ribosoma (Brot, 1977; Miller y Weissbach, 1977),
también puede actuar como chaperona (Kudlicki y col., 1997; Caldas y col., 1998; Berrier y
col., 2000). La proteina EF-Tul de Pseudomonas sp. Y2 también presenta hiperexpresion en

los tres medios estudiados.

6.3.2.2. Proteinas del metabolismo energético central.

Otro conjunto de proteinas, detectadas en los cultivos de Pseudomonas sp. Y2 crecidos en
presencia de AFA como Unica fuente de carbono y energia, se incluyen en el programa

metabolico y se resumen a continuacion.

Las enzimas implicadas en la sintesis de aminoacidos (PurL, ArgG, ArgCl, LeuA y
MetK) se expresan a un mayor nivel en medio minimo M9 que en LB. Esto es comprensible
debido a la ausencia de aminoacidos en el medio minimo; la célula creciendo en medio LB, rico
en aminoacidos, no precisa la sintesis de estos ya que utilizan los del medio. Este tipo de
hiperexpresion de enzimas implicadas en la biosintesis de aminoécidos ya se ha observado con
anterioridad en P. putida KT2440 creciendo en medios con presencia de compuestos aromaticos
(Santos y col., 2004; Dominguez-Cuevas y col., 2006; Cao y Loh, 2008).

Otras proteinas identificadas en este estudio estan implicadas en el ciclo de Krebs (ciclo
de los &cidos tricarboxilicos, TCA) (ver Figura 6.9): SucB y LpdA (sintesis de succinil-CoA),
SucC y D (sintesis de succinato), GItA (sintesis de citrato), AceA (sintesis de succinato en el
ciclo del glioxilato) y FumA (sintesis de malato), todas inducidas en medio minimo M9 con
AFA (también en M9 con glicerol y en LB con AFA). La induccidn de algunas de estas enzimas
ya ha sido observado en P. putida KT2440 creciendo en presencia de compuestos aromaticos
(Santos y col., 2004; Kim y col., 2006; Cao y Loh, 2008), en Rhodococcus sp. RHA1 (Navarro-
Llorens y col., 2005) y en P. putida S12 (Volkers y col., 2006). Las proteinas Paa de
Pseudomonas sp. Y2 catalizan la transformacion del AFA en acetil-CoA y succinil-CoA,
compuestos intermediarios del ciclo de Krebs, tal y como ya se habia sugerido para
Rhodococcus sp. RHAL (Navarro-Llorens y col., 2005) y comprobado en E. coli y P. putida
(Ismail y col., 2003; O'Leary y col., 2005; Kim y col., 2006; Nogales y col., 2007) (ver Figura
6.9). Estos intermediarios del ciclo de Krebs se utilizan para la produccién de energia y poder

reductor, consiguiendo un balance positivo respecto al gastado en etapas anteriores. Las enzimas
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GItA, SucCD y AceA son imprescindibles para la total degradacion del AFA y la obtencién de
energia, ya que permiten la entrada del acetil-CoA y succinil-CoA al ciclo de Krebs (y ciclo del
glioxilato). Ademas la produccién de acetil-CoA procedente de la descomposicion del AFA por
la ruta paa hace reducir el papel de AceE mientras que induce la hiperexpresion de AceA (ciclo
del glioxilato), lo que permite cerrar el ciclo a través del glioxilato, con la consiguiente

produccidn de energia y poder reductor (Kimy col., 2006).
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Figura 6.9. Esquema de la ruta de degradacion de AFA hasta el ciclo de Krebs (ciclo de los acidos
tricarboxilicos). Las enzimas Paa estdn mostradas junto con los intermediarios implicados en la ruta de degradacion
de AFA propuesta (Ismail y col., 2003). La nomenclatura de las enzimas Paa esta basada en (Luengo y col., 2001). El
O, y [H] consumidos en el metabolismo del FA-CoA son meramente postudados y podrian ser mayores a los
mostrados. Las flechas azules muestran la entrada en el ciclo de acidos tricarboxilicos de los productos finales de la
ruta de degradacion del AFA, indicados en un mayor tamafio de letra. También se muestra resumido el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y el ciclo del glioxilato. Dentro de los rectangulos amarillos aparecen las enzimas detectadas e
identificadas en los estudios de protedmica que intervienen en estos ciclos: Citrato sintasa (GItA), Succinil-CoA
sintetasa (SucCD), Fumarato hidratasa (FumA), Complejo 2-Cetoglutarato deshidrogenasa (SucABLpdA) e Isocitrato
liasa (AceA). Madificado de (Nogales y col., 2007).
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Otras enzimas que resultan inducidas en AFA son FbaA y PckA. Esta induccion podria
ser debido a la necesidad de desviar el oxalacetato hacia el ciclo de las pentosas-fosfato para la
biosintesis de purinas, lo que requiere la activacion de la sintesis de ATP. En esta linea, también

se ha observado la induccién de otras enzimas como PurM y PurL (biosintesis de purinas)
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(Segura y col., 2005). De esta forma la glicdlisis/gluconeogénesis parecen estar conectadas con
la degradacion de aromaticos a través de la induccion de enzimas implicadas en estos procesos
(LpdA, FbaA, Eno y PckA) que se ha detectado cuando Pseudomonas sp. Y2 crece en medio
minimo M9 con AFA, como ya se observd para otros compuestos aromaticos en

Corynebacterium glutamicum (Qi y col., 2007).

6.3.2.3. Expresion de proteinas implicadas en la morfologia de la célula.

La induccién en medio minimo M9 con AFA de enzimas implicadas en la sintesis de
acidos grasos (FabH, AccB) podria estar provocada por el excedente en acetil-CoA que se
forma como resultado de la degradacion del AFA por la ruta paa. Parte de este acetil-CoA se
destinaria a la sintesis de &cidos grasos bien para la acumulacién de energia (O'Leary y col.,
2005), o bien para la reparacion de la membrana o modificacion de su fluidez, probablemente

dafiada por la presencia de AFA (Santos y col., 2004).

En Pseudomonas sp. Y2, creciendo en medio minimo con AFA, se observo la induccion
de BraC (transportador de aminodcidos de cadena ramificada del tipo ABC), al igual que se
observa en P. putida KT2440 creciendo en presencia de compuestos aromaticos (Santos y col.,
2004). Es muy probable que, en las condiciones de limitacion de fuente de carbono y energia, en
las que esta creciendo se induzcan mecanismos de transporte que introduzcan en el citosol todo

tipo de nutrientes y que permitan un ahorro de energia evitando su sintesis.

6.3.2.3. Patron de expresion de proteinas Paa.

Ademas de las proteinas ya comentadas, cuando Pseudomonas sp. Y2 crece en un medio
de cultivo con AFA como Unica fuente de carbono y energia se observé la induccion de las
proteinas PaaB, PaaC, PaaF, Paal, PaaK, PaaN y PaaN2 del cluster paal y PaaC2, PaaE2,
PaaF3 y PaaN3 del cluster paa2. Esta induccion se ha detectado solo cuando el AFA esta
presente en el medio pero no cuando la fuente de carbono y energia es otra, como por ejemplo
glicerol. La utilizacion de los mutantes Pseudomonas sp. Y2K1 (4paal::Km) y Pseudomonas
sp. Y2T2 (4paa2::Tc), ha permitido demostrar que la expresion de las proteinas Paal y Paa2
siguen individualmente el mismo patron. La induccion en medio minimo con AFA de los genes
paay de las actividades enzimaticas codificadas por los mismos es conocida desde hace tiempo
en P. putida U, E. coli W y en Pseudomonas sp. Y2 parecen seguir las mismas pautas. De tal

forma que si en el medio no hay AFA que pueda convertirse en FA-CoA, verdadero inductor de
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la ruta (Ferrandez y col., 2000; Garcia y col., 2000), no existe induccion de las proteinas Paa.
Los datos obtenidos en estos estudios confirman los conseguidos con los analisis del mMRNA con
microarrays realizados con anterioridad sobre los genes paa de Pseudomonas sp. Y2
(Bartolomé-Martin, 2006) y que concluyeron que sélo en medio minimo con AFA o STY existe
induccién de los genes paa. En esos estudios de mRNA por microarrays se observo cierta
expresion basal de los genes paa en ausencia de AFA que no se ve acompafiada de la deteccion
de proteinas Paa en los geles 2-DE ensayados en el presente estudio cuando en el medio no hay
AFA. Es posible que este minimo nivel de mMRNA paa sea traducido para producir cantidades de
proteinas Paa indetectables en nuestro estudio, pero esenciales en una réapida estrategia
metabdlica de la bacteria. En el momentos en que aparezca AFA en el medio seria transformado
a FA-CoA por las minimas cantidades de fenilacetil-CoA ligasa (PaaF). La presencia de FA-
CoA, inductor de la ruta paa (Ferrandez y col., 2000; Garcia y col., 2000), desencadenaria una
rapida activacion del catabolismo de AFA, lo que supondria una ventaja adaptativa para la
supervivencia de Pseudomonas sp. Y2 y para su competencia frente a otras bacterias en el
medio, semejante a lo que ocurre en Thauera aromatica en la degradacion aerdébica/anaerébica
de benzoato (Heider y col., 1998).

6.3.2.3.1. Papel regulador de las proteinas Crc y PaaX.

Cuando Pseudomonas sp. Y2 crece en medio rico LB en presencia de AFA no se pudo
detectar la presencia de ninguna de las proteinas Paa identificadas, a pesar de la presencia de
AFA en el medio. Este comportamiento sugiere la existencia de un proceso de represion

catabolica en medio LB sobre las proteinas Paa.

Se han descrito algunos casos en los que el gen crc estd relacionado con la represion
catabolica producida en medio rico: en la ruta de la deshidrogenasa de cetoacidos de cadena
ramificada en P. putida y P. aeruginosa (Hester y col., 2000a; Hester y col., 2000b), en la ruta
de degradacion de alcanos de P. putida GPol (Yuste y Rojo, 2001) y en varias rutas de
degradacion de compuestos aromdticos (benzoato y catecol, 4-hidroxibenzoato y
protocatecuato, 4-hidroxifenilpiruvato y homogentisato) de P. putida KT2440 (Morales y col.,
2004) y en la degradacién de tolueno en esta misma bacteria (Aranda-Olmedo y col., 2005). La
represion ejercida por Crc en medio rico LB es mucho mas fuerte que la que se da en medio
minimo mas una fuente de carbono o en medio LB gastado (Yuste y Rojo, 2001; Ruiz-Manzano
y col., 2005). Esto parece ser debido a que los niveles de Crc son mayores cuando la bacteria
crece en medio rico LB; ademas, los niveles de Crc son unas 4-5 veces superiores durante la
fase exponencial que en la fase estacionaria, en la que también hay una disminucién de la

represion catabdlica producida por Crc (Yuste y col., 1998; Ruiz-Manzano y col., 2005).

Péagina | 172



Discusién

En la bibliografia existen sugerencias acerca del mecanismo de actuacion de Crc, en el
sentido de que Crc ejerce su efecto represor a nivel postranscripcional (Hester y col., 2000a;
Yuste y Rojo, 2001; Morales y col., 2004), ya que los niveles de los mRNA de los genes
implicados en la degradacion de estas rutas anteriormente citadas se mantenian constantes, tanto
en presencia como en ausencia de Crc. Estudios recientes han hallado el mecanismo de
actuacion de Crc sobre la represion por catabolito de determinadas rutas como son la
degradacion de alcanos (Moreno y col., 2007) y benzoato (Moreno y Rojo, 2008) en P. putida
KT2440. En ambos casos se ha demostrado la unién de la proteina Crc sobre regiones
especificas del extremo 5’ de los MRNAs de alkS y benR. Se ha observado que esta union se da
en el sitio de unién de los ribosomas al mMRNA (RBS) para iniciar la traduccion, impidiendo
ésta. Estos mMRNA codifican las proteinas AIKS y BenR, encargadas de activar la transcripcion
de los genes catabdlicos de cada ruta (genes alk y ben, respectivamente) en presencia de los
compuestos inductores, alcanos para AIkS (Kok y col., 1989; MacGregor y col., 1996) y
benzoato para BenR (Cowles y col., 2000). Asi, mediante la reduccion del nivel de las proteinas
activadoras AIKS y BenR, se inhibe la expresion de los genes alk y ben encargados de la
degradacion de alcanos y benzoato, respectivamente, (Moreno y col., 2007; Moreno y Rojo,
2008).

Anteriormente se ha demostrado que la proteina Crc media la represion por catabolito en
medio LB y en medios con AFA sobre los genes sty de Pseudomonas sp. Y2 (Bartolomé-
Martin, 2006). Ademas el AFA actla como represor de los genes sty catabdlicos incluso en
presencia de estireno (Alonso, 2002; Alonso y col., 2003). Un efecto de represion por catabolito
en medio LB, incluso en presencia del inductor, STY, fue observado en P. putida CA-3
(O'Leary y col., 2001).

En el presente trabajo se ha podido observar una ausencia de expresién de las proteinas
Paal ni Paa2 en los cultivos de la estirpe Pseudomonas sp.Y2 en medio LB con AFA lo que
denota represion por catabolito en medio LB. Cuando se creci6 la estirpe Pseudomonas sp.
Y2C1, (crc::Tc), en el mismo medio LB con AFA, la represion de las proteinas Paal y Paa2 se
mantuvo. Este hecho hace pensar que la represién catabdlica de los genes paa en medio LB no
estd mediada por crc, contrariamente a lo detectado con los genes sty. Este resultado coincide
con el observado en los estudios realizados sobre el mRNA de los genes paa con microarrays
(Bartolomé-Martin, 2006), en el que no se observad diferencia alguna entre los niveles de mMRNA
de los genes paa de las estirpes Pseudomonas sp. Y2(crc*) y Pseudomonas sp. Y2C1(crc)
creciendo en medio LB con AFA. El hecho de que Crc no participe en la represion catabolica
ejercida por el medio rico LB sobre los genes paa estd de acuerdo con los resultados obtenidos
previamente en P. putida KT2440 (Morales y col., 2004), que demuestran que en el medio LB
con AFA los niveles de mRNA de los genes paa son igualmente bajos en P. putida KT2440 y
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en el mutante en crc de esta estirpe. Los autores también observan que tanto la estirpe silvestre
como el mutante en crc no pueden asimilar el AFA en el medio LB+AFA, lo que indica que en
la represion catabolica de los genes paa por medio rico no interviene el factor Crc. Algo
semejante parece suceder en Pseudomonas sp. Y2. Por otro lado, cuando la estirpe X1
(Pseudomonas sp. Y2T2X1, Apaa2::Tc, ApaaX::Km) crecié en medio LB con AFA se pudo
observar como las proteinas Paal fueron fuertemente inducidas y detectadas en los geles 2-DE.
Como ya se ha comentado anteriormente, paaX codifica la proteina represora de los genes paa
catabdlicos, los cuales solamente se expresan cuando en el medio existe FA-CoA, inductor que
permite la desrepresion de estos genes, permitiendo la liberacion de PaaX de las regiones
operadoras de los promotores de los operones paa (Ferrandez y col., 2000; Garcia y col., 2000).
Este hecho nos sugiere que la represion catabdlica sobre los genes paa en medio LB esta
mediada directamente por la proteina PaaX, sin que exista ningun factor intermediario de la
regulacion global que intervenga de forma directa sobre la represion observada. Aunque
también podriamos pensar que PaaX no es s6lo un regulador local de la ruta paa, sino quiza una
proteina con funcion de regulador global. Con el fin de realizar una previa aproximacion a esta
posibilidad, se utilizaron un mutante para el gen paaX, la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2X1
(4paa2::Tc, ApaaX::Km) y estirpes con el paaX hiperexpresado en trans (en el plasmido
pVLTX1), estirpes Pseudomonas sp. Y2 [pVLTX1] sin IPTG en el medio y con IPTG en el
medio. Estas estirpes se crecieron tanto en medio minimo M9 con AFA como en medio LB con
AFA (ver Tabla IlIl del Apéndice). Se pudieron observar diferentes efectos de la
presencia/ausencia de paaX sobre la expresion de diferentes proteinas, mostrando la importancia
de la dosis de paaX y del medio en el que crecen las bacterias. Las proteinas sobre las que se
observo efecto de paaX estan implicadas en procesos metabolicos de produccién de energia,
metabolismo de aminoacidos, metabolismo de nucledtidos y acidos nucleicos, metabolismo de
lipidos y en el proceso de elongacion. Las proteinas FIXR, FumA, PrpC y FabH son reprimidas
en presencia de altos niveles de paaX, mientras que la proteina Pnp es reprimida por la ausencia
de paaX. Otras como GInA y Tufl muestran represion tanto por exceso como por defecto de
paaX, lo cual indica que su expresion depende de la dosis idénea de PaaX. Por ultimo, proteinas
como FbaA, TufA, CarB, AccB, BraC y Sdh se comportan de diferente manera en
ausencia/presencia de paaX dependiendo del medio en el que crezcan. Todo esto permite sugerir
que PaaX podria tener un papel importante en la regulacién global e intervenir en el control de
la expresién génica, asegurando una jerarquica asimilacion de las fuentes de carbono existentes

en el medio.

En estudios anteriores se ha observado que la delecién del gen crc produce un aumento de
expresion de la proteina periplasmica BraC (proteina de unién de alta afinidad a aminoacidos de

cadena ramificada como alanina y treonina (Hoshino y Kose, 1990), de esta forma Crc controla
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el sistema de transporte de aminoacidos. Ademas Crc parece controlar la represion de
numerosos genes implicados en la oxidacion de azucares en P. aeruginosa y P. putida, ademas
de reprimir enzimas del tipo CoA-transferasas. También se ha observado que Crc controla la
estimulacion de CysS y de la malato-quinona oxidoreductasa2 (Morales y col., 2004). En este
trabajo se observa diferentes efectos de la proteina Crc de Pseudomonas sp. Y2 sobre algunas
proteinas. En el caso de BraC, al contrario con lo que ocurre en P. putida KT2440, la ausencia
de crc coincide con una disminucion de la expresion de esa proteina. Crc parece controlar de
forma negativa la expresién de las proteinas ArgG, GInA, IlvC, FabH, SucB, GroES, PurM vy
GlyS, mientras que la ausencia de crc impide la expresion de las proteinas IscS, GroEL, AtpA,
LpdA, FbaA, BraC y SucC. De esta forma la accién de Crc, bien sea de forma directa o
indirecta, parece ser dual, controlando de forma positiva unas proteinas y reprimiendo otras.
Este mismo papel dual parece presentar PaaX en las condiciones ensayadas en este estudio, 1o

que permite insistir en el papel de PaaX como regulador global.

6.4. Estudio de la funcionalidad de Paay.

La localizacion del gen paaY en el cluster paa muestra ciertas diferencias entre las
bacterias en las que se ha definido. En E. coli, paaY se sitla detras de paaX. En Pseudomonas
el orden es el inverso. En Pseudomonas sp. Y2, este orden se mantiene (paaY2 delante de
paaxX2) en el cluster paa2, y se complica en el cluster paal, donde paaY estd asociado a los
genes paaX y paaN2 en el operén paaN2YX. En el presente estudio nos hemos centrado en el
analisis del gen paaY. Debido a su localizacion, formando parte del mismo operén que paaX en
la mayoria de microorganismos en los que se ha detectado, se penso6 desde un principio que su

funcidn podria estar relacionada con la regulacion de la ruta catabdlica.

A pesar de eso, PaaY no muestra ninguna similitud con proteinas reguladoras ni tampoco
con proteinas de unién a DNA. Su estructura primaria, compuesta por 197 aa, muestra varias
repeticiones del motivo hexapéptido, cuya secuencia consenso es [LIV]-[GAED]-X-X-
[STAV]-X (PS00101, PROSITE) (Bairoch, 1993). Este dominio fue inicialmente identificado
en aciltransferasas de bacterias (Vaara, 1992). La comparacion de las secuencias de la base de
datos con la proteina PaaY relaciona a ésta Ultima con anhidrasas carbdnicas de la familia yy
con acetiltransferasas. Las y-anhidrasas carbonicas pertenecen a una superfamilia de proteinas
que tienen repeticiones del motivo hexapéptido anteriormente referido, motivo que también
presentan aciltransferasas con aquellas que estan evolutivamente relacionadas como ocurre con
la tetrahidrodipicolinato N-succiniltransferasa (Beaman y col., 1998a; Parisi y col., 2000;
Fernandez, 2005)
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La estructura cristalina de algunas proteinas con repeticion de hexapéptidos ya ha sido
resuelta, por ejemplo, la UDP-Nacetil O-aciltransferasa de E. coli (Raetz y Roderick, 1995), la
anhidrasa carbonica de M. thermophila (Kisker y col., 1995), la tetra hidrodipicolinato (THDP)
N-succiniltransferasa de Mycobacterium bovis (Beaman y col., 1997), la PaXAT
acetiltransferasa xenobidtica de P. aeruginosa PA103 (Beaman y col., 1998b), la VatD
acetiltransferasa de Enterococcus faecium (Sugantino y Roderick, 2002) y una serina
acetiltransferasa de Haemophilus influenzae (Olsen y col., 2004). A pesar de las diferencias de
secuencia entre estas proteinas, las repeticiones del motivo hexapéptido estan totalmente
conservadas en todos los casos. Estas repeticiones parecen ser claves en la conformacion de
estas proteinas en una hélice levégira formada por I&minas B paralelas, denominado dominio
LBH (left-handed parallel B-helix). Algunos giros entre las Iaminas B de estas proteinas no
cumplen la regla, son de mayor longitud y se alejan de la forma de prisma regular. Esta
diferenciacion entre cada una de las proteinas indica posiblemente su diversidad funcional
(Parisi y col., 2000). ElI motivo repetido hexapéptido estd caracterizado por una frecuente
presencia de residuos alifaticos (Leu, lle o Val) en la posicion n, Gly en la posicién n+1 y un
residuo pequefio (Ser, Thr, Ala o Val) en la posicién n+4 (Dicker y Seetharam, 1992; Vaara,
1992).

Las proteinas con motivos hexapéptidos, normalmente, desempefian una funcién
catalitica como aciltranferasas y participan en una gran variedad de procesos enzimaticos, tales
como la biosintesis de pared celular, el metabolismo de aminoacidos y la detoxificacion
(Weinberger y Gilvarg, 1970; Anderson y Raetz, 1987; Downie, 1989; Kelly y col., 1993;
Murray y Shaw, 1997). Estas aciltransferasas con motivo hexapéptido, predominantemente
encontradas en microorganismo y plantas superiores, utilizan la fraccién fosfopantotenil del
acil-CoA (Downie, 1989) o el resto acilo de proteinas transportadoras de estos grupos, para
transferirlos atacando el enlace tioester. Los grupos acil transferidos suelen ser acetilo (Downie,
1989), succinilo (Weinberger y Gilvarg, 1970),0 R-3-hidroxiacilo de &cidos grasos (Anderson y
Raetz, 1987; Kelly y col.,, 1993). Los sustratos aceptores son aminoacidos, azlcares,
intermediarios metabolicos o productos naturales relacionados con grupos amino o hidroxilo
libres (Beaman y col., 1998b).

La funcion del producto de paaY ha sido poco estudiada, aunque existen datos acerca de
la misma en E. coli W. Inicialmente se concluyé que paaY no era imprescindible para el
crecimiento en AFA (Ferrdndez y col., 1998), pero un estudio posterior (Fernandez, 2005) que
su ausencia (por mutacion del gen) provoca una disminucion en la velocidad de crecimiento de
E. coli W en medio liquido y la incapacidad de crecer en medio sélido cuando se utiliza AFA
como Unica fuente de carbono y energia. La causa de esta aparente contradiccion es que el

primer estudio se realizd mediante crecimientos a saturacion, en los que no se observo la baja
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velocidad de crecimiento en ausencia de paa¥Y. En estos estudios, también se observd una
estrecha relacion de paaY con paaX, por lo que se sugirié para PaaY una funcién auxiliar en la
desrepresion de la ruta interaccionando directa o indirectamente con PaaX. Ademas se demostré
que PaaY de E. coli W carecia de actividad anhidrasa carbonica y presentaba cierta actividad
tioesterasa, capaz de hidrolizar diferentes compuestos derivados de CoA vy liberar CoA
(acetoacetil-CoA, lauril-CoA, miristoil-CoA y fenilacetil-CoA). Esta actividad no es
incompatible con una posible aciltransferasa, que ain no ha sido puesta de manifiesto al no

encontrarse un aceptor apropiado.

En el presente trabajo se ha intentado un acercamiento al papel que desempefia el
producto del gen paaY en el crecimiento de Pseudomonas sp. Y2en AFA, a través de una serie
de estudios genéticos. Como se ha descrito en el apartado de Resultados, se construyeron
mutantes defectivos en el gen paaY, con la finalidad de estudiar su crecimiento en AFA. Los
mutantes se realizaron a partir la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2, que Gnicamente posee el
cluster paal y, por consiguiente, solamente un gen paaY. Este gen fue delecionado y sustituido
por el casete de resistencia a kanamicina, consiguiendo una estirpe que recibi6 el nombre de
Pseudomonas sp. Y2T2Y1. En primer lugar, se observé que la ausencia de paaY provoca un
gran retraso en el crecimiento en medio minimo con AFA como Unica fuente de carbono y
energia. Debido a la posicion que ocupa el gen paaY en el cluster paal, situado delante de
paaX, podria pensarse que la delecion de paaY y la insercidn del casete de resistencia a
kanamicina, afectara a la expresion del gen paaX, y que el comportamiento del mutante
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 fuera debido tanto a la ausencia de Paa¥Y como a la de PaaX. Esta
posibilidad se investigd por diferentes vias. Los ensayos de actividad p-galactosidasa indican
gue paaX posee un promotor particular para su expresién. Ademas, los ensayos de RT-PCR han
mostrado que el gen paaX se expresa cuando el mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 crece en
AFA. Finalmente se construyé un nuevo mutante que, ademas de la delecion de paaY, y de su
sustitucion por el casete de resistencia a kanamicina, incorpora una copia de la regién promotora
de paaN2 delante de paaX. Esta estirpe, denominada Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2, se
comporta de igual forma que Pseudomonas sp. Y2T2Y1 cuando crece en M9 con AFA,
mostrando el mismo retraso en el crecimiento. Ambos mutantes, Pseudomonas sp. Y2T2Y1y
Pseudomonas sp. Y2T2Y1Pn2 recuperan la velocidad de crecimiento de la estirpe parental
Pseudomonas sp. Y2T2 cuando expresan el gen paaY clonado en un vector plasmidico. Por todo
ello, se pude concluir que el lento crecimiento en AFA del mutante en paaY es debido sélo y
exclusivamente a la ausencia de este gen. También se construy6 el mutante Pseudomonas sp.
Y2T2R1 (4dpaa2::Tc ApaaN2YX::Km) defectivo en los genes paaN2, paaY y paaX. Este
mutante mostrd un ligero retraso en el crecimiento en AFA, pero sin llegar a ser tan exagerado
como en Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (Figura 5.73 del apartado 5.4.2.3.2 de Resultados). Sélo
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cuando se introdujo en multicopia y el gen paaY, la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2R1 lleg6 a
alcanzar la velocidad de crecimiento observada en la estirpe parental Pseudomonas sp. Y2T2.
Cuando se introdujo en multicopia el gen paaN2, se observé una aceleracion leve en el
crecimiento sin llegar a alcanzar la velocidad de crecimiento normal de Pseudomonas sp. Y2T2;
la presencia en trans de paaX produjo una ralentizacion del crecimiento muy notable, incluso
superior a la observada en la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2R1 (Figura 5.74 del apartado
5.4.2.3.2 de Resultados). Esto muestra que el factor responsable en mayor medida de la
ralentizacién del crecimiento en AFA es la ausencia de paaY. Estos resultados coinciden con los
obtenidos de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2N2 transformada con el gen paaY en multicopia

creciendo en AFA.

Con el fin de explorar la posibilidad de que PaaY intervenga en procesos de regulacion de
la expresion de los genes paa, se analizd la expresién de estos genes en el mutante
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 creciendo en AFA (Figura 5.51). Aungue parecen existir algunas
diferencias cuantitativas en los niveles, el patron de expresion de los genes estudiados es muy
similar en la cepa Pseudomonas sp. Y2T2 y en el mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1. Sin
embargo, cuando se determing la actividad B-galactosidasa dirigida por las regiones promotoras
del cluster paal en las estirpes Pseudomonas sp. Y2T2 y Pseudomonas sp. Y2T2Y1 (apartado
5.4.2.1.6 de Resultados, Figuras 5.52 a 5.58) se detectaron grandes diferencias en su patrén de

activacién por AFA.

Dejando a un lado el caso del promotor Pg, que ya se ha comentado anteriormente en el
apartado 6.2.2, el efecto del AFA sobre los promotores de la estirpe Pseudomonas sp. Y2T2
marca una diferencia clara entre ellos: Pa y Pp se inducen, Px y Pn2 no se alteran y Py resulta
inhibido. La ausencia del gen paaY en el mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1 convierte a todas
las regiones promotoras en inducibles por AFA, si bien Pa, ain respondiendo a la presencia de
AFA, lo hace de una manera muy inferior a la que refleja en la cepa Pseudomonas sp. Y2T2. El
gran exceso de expresion de paaX, cuyo producto es la proteina represora de los genes paa
(Ferrandez y col., 2000; Garcia y col., 2000), unido a la baja expresion de genes paaABCDEF,
operon que codifica a PaaF, la enzima clave para la desrepresion del sistema, (Martinez-Blanco
y col., 1990; Ferrandez y col., 1998; Olivera y col., 1998), son, muy probablemente,
responsables del retraso en el crecimiento experimentado por Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en
cultivos con AFA. Esta hip6tesis viene apoyada por el hecho de que la hiperexpresion del gen
paaX sobre Pseudomonas sp. Y2T2 conduce a un retraso en su crecimiento en AFA (Figura
5.41 del apartado 5.4.2.1.2 de Resultados). Pseudomonas sp. Y2T2 posee una sola copia
cromosémica de paaX; la expresién de paaX en multicopia retrasa significativamente la
activacion del sistema catabdlico. La hiperexpresion del gen paaX en el mutante Pseudomonas

sp. Y2T2Y1 produce un retraso exagerado en el crecimiento.
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Todo lo anterior induce a pensar que la ausencia de PaaY afecta al catabolismo del AFA a

través del mayor nivel de expresion de PaaX.

La diferencia observada en la expresion de los genes paa, en funcion de la técnica
analitica utilizada (RT-PCR o Actividad B-galactosidasa) puede relacionarse con el hecho de los
ensayos de expresion basados en la RT-PCR se realizaron sobre medio M9 suplementado con
AFA vy glicerol, mientras que los ensayos de actividad -galactosidasa se realizaron en medio
M9 suplementados solamente con AFA. De esta forma, los resultados de RT-PCR pueden estar
influenciados por la presencia en el medio de las dos fuentes de carbono y energia y enmascarar
el verdadero efecto de la ausencia de paaY. También hay que tener en cuenta que la técnica de

RT-PCR no es cuantitativa, aunque se puso a punto para obtener resultados semicuantitativos.

Cuando células del mutante Pseudomonas sp. Y2T2Y1, crecidas en medio M9 con AFA,
se sedimentaron, lavaron y usaron para inocular un volumen del mismo medio, se observo una
significativa aceleracion en el crecimiento de este segundo cultivo que, a pesar de ello, no
alcanzé la velocidad de crecimiento del cultivo de la estirpe parental Pseudomonas sp. Y2T2
(Figura 5.43 del apartado 5.4.2.1.2 de Resultados). Parece existir una adaptacion fisioldgica
debida al precrecimiento, que ademas no parece ser consecuencia de ninguna sefial externa que
pudiera ser excretada a modo de sefial quorum sensing en la que pudiera intervenir la proteina
PaaY, ya que no se observo ninguna aceleracion en el crecimiento de la estirpe Pseudomonas
sp. Y2T2Y1 cuando crece en medios gastados (Figura 5.44). Esto indica que la célula sufre una
adaptacion fisiologica interna que le permite reactivar el crecimiento mas rapido después de
haber crecido previamente en AFA, y esta adaptacion no tiene nada que ver con ningln cambio
genético de gran entidad en torno a la arquitectura del mutante ya que esta construccion
permanece estable tras el crecimiento del mutante en paaY en M9 con AFA (Figura5.47).
Tampoco podria tratarse de una mutacion espontanea que le permitiera crecer en AFA, ya que si
fuera asi, el mutante creceria en el segundo cultivo con una velocidad normal. Al afiadir otro
nutriente, por ejemplo glicerol, al medio en cantidad insuficiente para mantener el crecimiento
celular pero suficiente para activar la maquinaria metabdlica (Figuras 5.45 y 46 del apartado
5.4.2.1.2 de Resultados), no se observa aceleracion en el crecimiento del mutante Pseudomonas
sp. Y2T2Y1, por lo que la adaptacion fisioldgica interna de éste, no se debe a la activacion

energética del metabolismo que se produce por la adicion de una fuente de energia alternativa.

Sorprendentemente, cuando las células de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 se transforman con
un plasmido portador del gen paaN2 la velocidad de crecimiento del cultivo se acelera
significativamente, aunque sin alcanzar el ritmo de crecimiento de la estirpe parental
Pseudomonas sp. Y2T2 en M9 con AFA (Figuras 5.40 y 5.42 del apartado 5.4.2.1.2 de

Resultados). Tras esta observacion, se comprobd el efecto de dosis extras de paaN
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(Pseudomonas sp. Y2T2Y1 posee en el cromosoma el gen paaN intacto) y de la hiperexpresion
de paaN3 en el crecimiento del mutante en paaY (Figuras 5.42 del apartado 5.4.2.1.2 de
Resultados). Las dosis extras de paaN tuvieron el mismo efecto que la hiperexpresion de paaN2,
es decir, consiguieron acelerar el crecimiento de Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en AFA de forma
semejante. La hiperexpresion de paaN3 logra una aceleracion del crecimiento de Pseudomonas
sp. Y2T2Y1, pero sin llegar a alcanzar el ritmo observado con la hiperexpresion independiente
de paaN o de paaN2. Este hecho hace pensar que puede existir una relacion entre los productos
de los genes paaY, paaN, paaN2 y paaN3 durante el catabolismo de AFA en Pseudomonas sp.
Y2. En esta linea se investigo si una dosis extra del gen paaY permite suplantar la funcién de
paaN, paaN2 y paaN3 en los mutantes Pseudomonas sp. Y2T2N1 (dpaa2::Tc, paaN::Km),
Pseudomonas sp. Y2T2N2 (Apaa2::Tc, paaN2::Km) y Pseudomonas sp. Y2K1N3 (4paal::Km,
paaN3::Tc), respectivamente. Los resultados mostraron que la hiperexpresion de paaY solo fue
capaz de complementar la ausencia de paaN2 pero no la de paaN o paaN3 (Figura 5.35 del
apartado 5.4.2.1.1 de Resultados). Debe recordarse aqui que el mutante Pseudomonas sp.
Y2T2N2 presenta el mismo patron de crecimiento ralentizado que el mutante en paaY cuando
crece en M9 con AFA (Mascaraque-Martin, 2009).

Esto marca la diferencia en las relaciones que paaY tiene con los distintos genes paaN,

mas directa con paaN2 y menos con paaN y paaN3.

Las proteinas PaaN y PaaN3 de Pseudomonas sp. Y2 poseen un dominio tipo aldehido
deshidrogenasa en el extremo N-terminal y un dominio MaoC deshidratasa en el C-terminal. En
el dominio N-terminal de estas proteinas se han detectado los motivos que constituyen el centro
activo de la enzima, donde se encuentra el residuo de &cido glutamico potencialmente catalitico
y la regién de union al NAD(P)" (Bartolomé-Martin, 2006). Ademas se ha demostrado que el
dominio MaoC deshidratasa presenta actividad enoil-CoA hidratasa/isomerasa (Park y Lee,
2003). La mayoria de los genes paaN codifican proteinas con estos dos médulos funcionales,
aunque en algunos microorganismos dichos genes se encuentra truncados e incluyen solamente
el médulo aldehido deshidrogenasa. Pseudomonas sp. Y2, ademas de tener los genes paaN y
paaN3 (en los cluster paal y paa2, respectivamente), también posee el gen paaN2 (en el cluster
paal), que corresponderia a la clase de paaNs truncados y que codifica una proteina que
solamente presenta el dominio N-terminal aldehido deshidrogenasa. En dicho dominio se ha
localizado el motivo que constituye el centro activo de la enzima, lugar de unién del NAD(P)*
(Bartolomé-Martin, 2006).

Se ha propuesto que las proteinas del tipo PaaN tienen un papel esencial, junto con las
proteinas del tipo PaaB, en la etapa de apertura del anillo aromético (Ismail y col., 2003).

Estudios recientes acerca de las proteinas del tipo PaaN de Pseudomonas sp. Y2 han establecido
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que son esenciales para el catabolismo de AFA y que PaaN y PaaN3, concretamente,
intervienen en la apertura del anillo aroméatico del cis-dihidrodiol, derivado del FA-CoA
(Mascaraque-Martin, 2009). Por otro lado, ciertos ensayos llevados a cabo con el gen paaN2 no
permitieron confirmar la implicacion de PaaN2 en las reacciones de apertura del anillo
aromatico (Mascaraque-Martin, 2009). En este mismo trabajo se demostré que PaaN y PaaN3
no tienen ni actividad aldehido deshidrogenasa ni actividad enoil-CoA hidratasa in vitro. La
ausencia de ambas actividades hizo pensar en la existencia de una elevada especificidad de estas
enzimas por su propio sustrato. También se demostré que PaaN2 era incapaz de suplir el papel
funcional de PaaN o el de PaaN3. Corroborando la diferencia funcional de PaaN2 y las otras dos

proteinas, como ya se ha comentado anteriormente.

Una primera hipotesis para explicar la relacion entre paaY y paaN propondria que PaaY
tuviera un papel regulador sobre la expresion de paaN. En ausencia de paaY, no habria
expresion de paaN, pero una presencia en trans de este gen en el mutante Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 aceleraria su crecimiento en AFA. En contra de esta propuesta estan los datos del
estudio de la expresion de los genes paal llevado a cabo sobre Pseudomonas sp. Y2T2Y1 en
presencia de AFA, que muestra que paaN se expresa en estas condiciones (Figura 5.51 del
apartado 5.4.2.1.5 de Resultados). Es necesario matizar aqui, que estos datos provienen de una

amplificacion RT-PCR, con sus posibles desviaciones cuantitativas.

La hipotesis alternativa enfocaria la posibilidad de que PaaY y PaaN estén relacionados

por su actividad catalitica semejante o complementaria.

La posible relacion de PaaY con las proteinas PaaN y PaaN3 se estudi6 analizando la
acumulacion de 2-HPA en el mutante en paaY, ya que se ha demostrado que la ausencia de la
proteina PaaN en E. coli (Ferrandez y col., 1998) y PaaN o PaaN3 en Pseudomonas sp. Y2
(Mascaraque-Martin, 2009) provoca su incapacidad para degradar AFA vy, simultaneamente la
acumulacion de 2-HPA en el medio de cultivo. El 2-HPA no es un verdadero intermediario de la
ruta de degradacion del AFA, pero su formacion se explica a partir de la deshidratacion del
derivado cis-dihidrodiol del FA-CoA, propuesto como verdadero intermediario (Ferrandez y
col., 1998; Ismail y col., 2003). La expresion de los genes paaN y paaN3 en trans, tanto en
células de E. coli como en células de Pseudomonas sp. Y2 carentes de estas actividades, permite
a estos microorganismos recuperar la capacidad de crecer en AFA y reducir considerablemente
los niveles de 2-HPA (Mascarague-Martin, 2009). Los valores de acumulacion de 2-HPA en
Pseudomonas sp. Y2T2Y1 no son significativos comparados con los observados en los
mutantes Pseudomonas sp. Y2T2N1 y Pseudomonas sp. Y2T2N3, en los cuales se sugiere que
la ruta de degradacién de AFA esta interrumpida en la etapa de apertura del anillo aromatico

(Mascaraque-Martin, 2009). La deficiencia del gen paaY en la estirpe Pseudomonas sp.
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Y2T2Y1, al igual que ocurre con el mutante Pseudomonas sp. Y2T2N2, deficiente en paaN2,
no produce un aumento significativo en los niveles de acumulacion de 2-HPA. De esta forma no
se puede confirmar que PaaY tenga una actividad semejante a PaaN e intervenga de forma
directa en esta etapa del catabolismo del AFA. Una explicacion alternativa a la imposibilidad de
detectar cantidades significativas de 2-HPA en el medio de cultivo del mutante Pseudomonas
sp. Y2T2Y1 tendria en cuenta que los compuestos derivados de CoA no son capaces de
atravesar la membrana por si solos, al ser ésta una molécula muy preciada para el metabolismo
de la célula (Berg y col., 2006). El transporte y la deteccidn de 2-HPA en el medio de cultivo
exigirian la separacion del CoA desde el intermediario en el que la ruta se bloquea mediante una
reaccion de tioesterificacion. Se ha demostrado que la proteina PaaY de E. coli W tiene
actividad tioesterasa y se ha probado su actividad sobre algunos derivados de CoA (Fernandez,
2005). La ausencia de PaaY y de su posible actividad tioesterasa especifica podria explicar la
ausencia de acumulacion de 2-HPA en el medio de cultivo del mutante Pseudomonas sp.
Y2T2Y1.

Al eliminar todos los genes del operon paaN2YX en el mutante Pseudomonas sp.
Y2T2R1, eliminamos el efecto represor de PaaX y la velocidad de crecimiento observado en
ésta estirpe es debida bien a la ausencia de la actividad catalitica implicada en la degradacion
del AFA que pudiera tener PaaY, que es parcialmente complementada por elevados niveles de

PaaN, PaaN2 y PaaN3 o bien al efecto de PaaY sobre la regulacion de las dosis de PaaN.

Los estudios realizados para esclarecer la implicacion de paaY en el catabolismo del AFA
en Pseudomonas sp. Y2, han permitido demostrar que PaaY estd implicado en la regulacién de
la expresion de determinados promotores del cluster paal, de forma directa o indirecta. De esta
forma PaaY intervendria en la regulacion de las dosis de determinados genes, reguladores
(paaX) y catabdlicos (paaABCDEF, paaPLN), ademas de su funcion en la desrepresiéon de
genes paa catabolicos (Fernandez, 2005). Como se ha observado PaaY controla los niveles
expresion de paaX la ausencia de PaaY provoca un exceso de paaX. Este efecto se ha
comprobado que es el responsable, en parte, del retraso en el crecimiento de Pseudomonas sp.
Y2T2Y1 en AFA. Ademas, PaaY también actla en la desrepresion de los genes paaABCDEF, y

también podria actuar regulando los niveles especificos de proteinas del tipo PaaN.

De los resultados obtenidos en este trabajo se deduce una posible implicacion de PaaY en
alguna etapa del catabolismo del AFA, siendo la méas probable en la apertura del anillo, donde
se ha establecido que actian PaaN y PaaB (Ismail y col., 2003). Asi se observd una estrecha
relacién entre PaaY y las proteinas PaaN, PaaN2 y PaaN3. Como se ha comentado
anteriormente, esta relacion puede ser sobre la regulacion de las dosis de estas proteinas o bien

ejerciendo un papel catalitico auxiliar en la etapa de apertura del anillo.
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Por lo tanto sugerimos un papel dual de PaaY en el catabolismo del AFA en
Pseudomonas sp. Y2. Una primera funcion en la regulacion de la expresion de los genes paa y
una segunda funcion catalitica que podria ejercer su papel a nivel de la etapa de apertura del
anillo. Serén necesarios nuevos estudios para intentar esclarecer la implicacion de PaaY en la
degradacion de AFA en Pseudomonas sp. Y2 y aclarar la relacion de esta proteina con las del
resto de la ruta.
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7. CONCLUSIONES

El cluster génico paal de Pseudomonas sp. Y2 estd organizado en tres operones: paaN2YX,
paaABCDEF y paaGHIJKPLN.

Los operones paaN2YX y paaGHIJKPLN presentan transcritos parciales, paaX en el primero y
paaGHIJKP, paaPLN y paaN el segundo.

La transcripcion de los genes del cluster paal esté dirigida por los promotores Px, Py, Pn2, Pa,
Pg y Pp. Los promotores Px, Py y Pp conducen una transcripcion alternativa de ciertos genes de
los operones en los que se ubican.

Los promotores Px y Pn2 son constitutivos; Pa y Pp son inducibles por AFA; Py se reprime en
presencia de AFA.

En ausencia de AFA en el medio, existe una transcripcion basal minima de los genes paa.

Mediante electroforesis bidimensional se ha comprobado la expresion de las proteinas PaaB,
PaaC, PaaF, Paal, PaaK, PaaN y PaaN2 del cluster paal y PaaC2, PaaE2, PaaF3 y PaaN3 del
paa2. De cada una de ellas se han definido experimentalmente su peso molecular y su punto
isoeléctrico.

El AFA induce las proteinas Paa de Pseudomonas sp. Y2. Las proteinas del cluster paal y paa2
se expresan simultaneamente en presencia de este compuesto.

El AFA induce la expresion de proteinas de respuesta a estrés. También induce proteinas del
metabolismo central de la célula, en especial las implicadas en el ciclo de Krebs y el glioxilato,
ciclos en los que se terminan de metabolizar los intermediarios de la degradacion del AFA.

La proteina Crc no esta implicada en la represién catabdlica sobre los genes paa en medio LB.
La proteina PaaX esta implicada tanto en la regulacion especifica de los genes paa como en la
regulacion sobreimpuesta de esta ruta. PaaX es la encargada de la represion de los genes paa en

medio LB. Su ausencia afecta a la expresion de otras proteinas diferentes.

La ausencia de la proteina PaaY provoca un crecimiento anémalo en Pseudomonas sp. Y2,
resultado de un nivel alto de PaaX y niveles bajos de PaaA, PaaB, PaaC, PaaD, PaaE y PaaF.

La funcidn de la proteina PaaY esta intimamente relacionada con el papel de las proteinas PaaN,
PaaN2 y PaaN3.
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8. APENDICE

8.1. Tablas de proteinas.
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Tabla I. Proteinas identificadas. Proteinas identificadas recortadas de los geles 2D de extractos proteicos de Pseudomonas sp. Y2 y sus mutantes crecidos en diferentes medios. Datos
obtenidos del analisis mediante MALDI-TOF y MALDI-TOF-TOF.

Especie donde Probabilidad | Cobertura Péptid PM teori I teori PM pl Analisis para
Spot Proteina Nombre gen sels)i delsn tifico / probabilidad | de proteina id Ift[: ﬁl ;(; (k];(;r)lco P (eglr)lco experimental experimental identificacion
limite* (%) entificados . P (kDa.) (pH) wo
PT2 Enzima de apertura del paaN Pseudomonas 302/76 50 34 73,1 6,37 68,169 6,6 a
anillo putativa sp. Y2
Enzima de apertura del Pseudomonas
PT3 anillo putativa paaN2 5p. Y2 297/76 65 31 61,796 5,27 57,738 5,6 a
3-hidroxiacil-CoA Pseudomonas
PT4 deshidrogenasa putativa paaC 5p. Y2 130/76 47 18 54,171 5,45 57,37 5,7 a
PTS Fenilacetato-CoA ligasa paaF Pse‘s‘g"%mas 176176 52 25 49214 5,81 48,903 6.4 a
PT6 Enoil-CoA hidratasa Il paaB Pseudomonas 168/76 55 17 28,787 6,01 27,553 6,5 a
putativa sp. Y2
Fosforibosil - Pseudomonas
PT11 formilglicinamida sintasa purL syringae pv. 76/67 9 9 141,357 4,98 145,633 5,6 c
tomato
Carbamoil-fosfato sintasa, Pseudomonas
PT12 subunidad grande carB - 97179 16 13 118,646 5,17 110,098 5,75 c
- - putida F1
glutamina dependiente
Proteina de choque térmico, Pseudomonas
PT13a Hspgo htpG putida W619 169/79 24 12 71,68 5,19 66,729 5,6 c
Proteina de choque térmico, Pseudomonas
PT13b Hspao htpG putida W619 173/79 22 12 71,68 5,19 66,729 5,6 c
- . . Pseudomonas
PT14 Argininosuccinato sintasa argG putida KT2440 102/79 35 14 45,25 5,31 51,372 5,75 a
PT15 Cisteina desulfurasa iscS Pseudomonas 103/79 30 16 44,554 5,85 47,718 6,37 a
viridiflava
Oxidoreductasa vinculada a Pseudomonas
PT16 FAD/INAD(P) fpr/fIxR ﬂuoresclens Pfo- 118/79 28 8 29,759 531 30,652 5,75 c
Succinil-CoA sintasa Pseudomonas
PT18 - ' sucD entomophila 223/79 28 8 30,496 5,78 31,91 6,37 c
subunidad alfa
L48
N-acetil-gamma-glutamil- Pseudomonas
PT19 fosfato reductasa argC1 putida F1 188/79 20 6 36,512 6,3 40,184 6,66 c
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Tabla 1. Proteinas identificadas. (continuacion).

Especie donde Probabilidad | Cobertura Péptid PM teori I teori PM pl Analisis para
Spot Proteina Nombre gen sepi delsn tifico / probabilidad | de proteina id Ift[: ﬁl ;(; (k];(;r)lco P (eglr)lco experimental experimental identificacion

limite (%) entificados : P (kDa.) (pH) o
Enzima de apertura del Pseudomonas

PK1 anillo putativa paaN3 sp. Y2 109/76 39 17 73,334 6,13 81,112 6,6 a
. Pseudomonas

PK3 Chaperonina Chp60 groL/groEL putida KT2440 139/76 45 22 56,765 4,97 69,466 5.2 a
. Pseudomonas

PK4 Chaperonina Chp60 groL/groEL putida KT2440 146/76 40 23 56,765 4,97 70,825 53 a
Piruvato deshidrogenasa, Pseudomonas

PK5 componente E1 aceE putida KT2440 150/76 26 30 99,669 5,56 102,342 58 a
Pseudomonas

ATP sintasa F1, subunidad fluorescens Pf-5
PK6a alfa atpA | ATCC BAA.- 157/76 37 20 55,494 5,38 53,668 57 a
477

. . Pseudomonas

PK6b Isocitrato liasa aceA putida KT2440 118/76 31 15 48,888 5,38 53,042 57 a
Hidroxiacil-CoA Pseudomonas

PK7 deshidrogenasa putativa paaC2 sp. Y2 229/76 52 29 53,544 5,54 60,657 6 a
Fenilacetato-CoA ligasa Pseudomonas

PK8 Dutativa paaF3 5p. Y2 152/76 45 24 49,583 5,99 59,493 6,5 a
Pseudomonas

Acetolactato sintasa, . fluorescens Pf-5
PK10 subunidad grande ilvB | ATCC BAA- 109/76 36 19 63,02 6,48 70,825 6,6 a
477

Succinil-CoA sintasa, Pseudomonas

PK11 subunidad Beta sucC putida KT2440 98/76 39 12 41,499 5,83 45,359 6,5 a
Pseudomonas
L . syringae pv.

PK12 Glutamina sintasa, tipo | glnA phaseolicola 118/76 32 14 51,936 521 75,064 55 a

1448A

Pagina | 194



Apéndice

Tabla 1. Proteinas identificadas. (continuacion).

Especie donde Probabilidad | Cobertura Péptid PM teori I teori PM pl Analisis para
Spot Proteina Nombre gen sepi del:ntiﬁcé / probabilidad | de proteina id Ift[:ﬁl :j (klggr)lco P (eglr)lco experimental experimental identificacion
limite (%) entificados . P (kDa.) (pH) wo
. A Pseudomonas
RNA polimerasa dirigida -
PK13 por DNA, subunidad alfa rpoA syringae pv. 148/79 45 17 36,765 4,91 46,62 52 a
tomato
Pseudomonas
PK14 Chaperonina Cpn60 groL/groEL entomophila 140/79 40 19 56,679 4,97 56,459 5.2 a
L48
Factor de elongacion Ts Pseudomonas
PK16 Y tsf syringae pv. 67/67 20 6 30,62 5,41 34,099 5,6 c
(EF-Ts)
tomato
PK17 Ketotiolasa putativa paaE2 Psels‘g"%mas 133/79 29 10 42,793 535 43,737 59 c
Reductoisomarasa acido- . Pseudomonas
PK18 ketol ilvC putida W619 108/79 29 18 36,561 5,48 38,495 6 a
Succinil-CoA sintetasa Pseudomonas
PK19 - ' sucD aeruginosa 90/79 54 11 30,646 5,95 32,195 6,37 a
subunidad alfa
PAO1
- Pseudomonas
PY1 Lisil-tRNA transferasa lysS syringae pv. 100/76 29 13 57,112 5,07 62,048 54 a
(clase I1) .
syringae B728a
S Pseudomonas
PY2 3-Oxoacil sintasa I11 fabH putida KT2440 81/76 14 4 42,585 5,62 42,672 5,6 c
PpXI3 Citrato sintasa | gltA Pseudomonas 387/79 35 13 47,97 6,36 52,352 6,44 c
putida F1
Hidroxiacil-CoA Pseudomonas
PpXI5 deshidrogenasa putativa paaC sp. Y2 145/79 41 17 54,171 5,45 62,71 5,98 a
Hidroliasa, tipo Fe-S,
subfamilia Pseudomonas
PdX2 tartrato/fumarato, regién fumA putida W619 150/79 27 10 54,957 52 63,962 53 a
alfa
PdX3 | 2-Isopropilmalato sintasa leuA PSSESSQ‘;’I"‘S 108/79 12 7 62,015 531 70,113 552 c
paxa | ATPsintasa F1, subunidad atpA Pseudomonas 117/79 46 15 55,461 524 59,902 552 a
alfa putida W619
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Tabla 1. Proteinas identificadas. (continuacion).

Especie donde Probabilidad | Cobertura Péptid PM teori I teori PM pl Analisis para
Spot Proteina Nombre gen sepi del:ntiﬁcé / probabilidad | de proteina id Ift[:ﬁl ;(; (k];(;r)lco P (eglr)lco experimental experimental identificacion
limite (%) entificados : P (kDa.) (pH) o
Dihidrolipoamida Pseudomonas
PdX5 - IpdA fluorescens Pf0- 89/79 17 6 49,995 5,93 62,306 5,98 c
deshidrogenasa 1
Precursor de Chaperona ﬂzzerlégggggfs
PdX6 surA, (Peptidil-prolil cis- SurA 74167 26 11 47,375 53 49,204 5,52 a
- / ATCC BAA-
trans isomerasa surA)
477
Fructosa-bisfosfato aldolasa Azotobacter
PdX8 de clase Il fbaA vinelandii AvOP 91/79 25 7 38,814 5,58 44,887 5,7 c
Proteina 3 putativa del Pseudomonas
PdX13 | complejo de oxidacion del paal 0. Y2 83/79 34 11 28,549 5,04 27,993 5,12 a
anillo -
Proteina 3 putativa del Pseudomonas
PdX14 | complejo de oxidacion del paal 0. Y2 175/79 74 18 28,549 51 27,993 53 a
anillo P-
dehicrogenacal Pseudomonas
PdX15 ehidrog . sucB entomophila 102/79 31 8 42,164 5,19 57,591 5,52 c
Dihidrolipoamida L48
succiniltransferasa
3-hidroxiacil-CoA Pseudomonas
PdX18 deshidrogenasa putativa paaC 5p. Y2 160/79 43 18 54,171 5,45 62,306 5,7 a
3-hidroxiacil-CoA Pseudomonas
PdX19 deshidrogenasa putativa paaC 5p. Y2 94/79 32 13 54,171 5,45 61,092 5,7 a
Pseudomonas
Factor de elongacion de la fluorescens Pf-5
LPY3 traduccién Tu (EF-Tu) tufl | ATCC BAA- 98/79 21 9 44,027 5,24 51,354 6,4 c
477
Hidro-liasa Pseudomonas
LPY5 | tartrato/fumarato tipo Fe-S, fumA syringae pv. 115/79 27 11 55,172 5,42 37,941 6,4 c
region alfa syringae B728a
Lpdxy | RNA polimerasa dirigida rpoB flii‘?ﬁgﬁerﬁgréﬁ- 100/76 10 12 148,648 5,43 140,991 5,45 a
por DNA, subunidad Beta P 1 ’ ' ' '
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Tabla 1. Proteinas identificadas. (continuacion).

Especie donde Probabilidad | Cobertura Péptid PM teori I teori PM pl Analisis para
Spot Proteina Nombre gen sepi delsn tifico / probabilidad | de proteina id Ift[: ﬁl ;(; (k];(;r)lco P (eglr)lco experimental experimental identificacion
limite (%) entificados . P (kDa.) (pH) wo
Poliribonucleotido
nucleotidiltransferasa / Pseudomonas
LPdX4 Polinuclectido fosforilasa / pnp putida 127/66 30 18 75,166 5,12 77,134 51 a
PNPasa.
Lpdxg | ENZima putativa de apertura paaN Pseudomonas 261/76 35 20 73,1 6,37 71,839 6.4 a
del anillo sp. Y2
LPdxo | ENZima putativa de apertura aaN2 Pseudomonas 184/76 40 18 61,796 5,27 63,205 51 a
del anillo P sp. Y2 ’ ' ' '
. Pseudomonas
Lpdx1y | 'MP dehidrogenasa /GMP | gy ac syringae pv. 125/76 15 6 52,082 6,41 56,406 59 c
reductasa !
syringae B728a
- . Pseudomonas
LPdX12 | Homoserina dehidrogenasa hom putida KT2440 65/47 5 1 46,336 5,26 53,286 5,45 b
Lpdx1s |  Sadenosilmetionina metk Pseudomonas 159176 33 12 43,152 5,27 48,236 5.1 a
sintetasa putida KT2440 > ' ' '
Proteina 5 putativa del Pseudomonas
LPdX14 | complejo de oxidacion del paaK 0. Y2 233/76 61 23 39,824 5,33 44,289 53 a
anillo P-
Factor de elongacion de la Pseudomonas
LPdX15 traduccién Tu (EF-Tu) tufA putida KT2440 86/76 26 12 43,81 5,22 47,554 5,45 a
. . . Pseudomonas
LPdX16 Citrato sintasa, tipo 1l gltA putida KT2440 126/76 36 12 47,933 6,5 46,883 59 a
Pseudomonas
LPdX18 Metilcitrato sintasa prpC fluorescens Pf0- 112/76 18 5 42,074 6,47 41,249 6,4 c
1
Proteina 3 putativa del Pseudomonas
LPdX19 | complejo de oxidacion del paal 0. Y2 262/76 78 25 28,549 5,04 28,495 4,94 a
anillo P-
Lpdxzo | Enoil-CoA hidratasa Il paaB Pseudomonas 128/76 49 13 28,787 6,01 26,164 59 a
putativa sp. Y2
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Tabla 1. Proteinas identificadas. (continuacion).

Especie donde Probabilidad | Cobertura Péptid PM teori I teori PM pl Analisis para
Spot Proteina Nombre gen se?i del:ntiﬁcé / probabilidad | de proteina id :t[:f: :; (kle)t;r)lco P (eglr)lco experimental experimental | identificacién

limite (%) entificados : P (kDa.) (pH) o

LPdX23 Isocitrato liasa aceA Pselgi‘t’irggnas 90/76 20 11 48,94 5,65 54,824 545 a
3-hidroxiacil-CoA Pseudomonas

LPdX24 deshidrogenasa putativa paaC 5p. Y2 167/76 34 17 54,171 5,45 57,215 5,45 a
Proteina TypA de unién a . Pseudomonas

LPdX25 GTP typA/ bipA putida KT2440 104/76 19 13 67,344 54 77,134 53 a
Carbamoil-fosfato sintasa, Pseudomonas

LPdX26 subunidad grande carB putida KT2440 186/76 27 31 118,633 5,17 116,237 53 a
. . Pseudomonas

LPdX27 Sacaropina dehidrogenasa sdh putida KT2440 111/76 32 11 45,677 5,17 52,534 51 a
2-Fosfoglicerato dehidratasa / Pseudomonas

LPC8 Enolasa eno putida KT2440 185/79 26 9 45,633 4,92 67,616 51 c
. Pseudomonas

LPC9 Chaperonina Cpn10 groS/groES putida KT2440 71/67 51 6 10,217 54 13,442 5,45 a
Pseudomonas
Proteina de choque térmico syringae pv.

LPC10 CapB capB tomato str. 192/79 55 4 7,722 6,54 8,899 6,6 c

DC3000

Fosfoenolpirvato Pseudomonas

LPC11 0P| pckA aeruginosa 95/79 8 3 56,153 5,27 69,543 5,45 c

carboxiquinasa
PAO1

Fosforibosilformilglicinamida Pseudomonas

LPpX10 ciclo-ligasa / Fosforibosil- purM fluorescens Pf0- 37/36 6 1 37,293 4,9 41,891 51 b

aminoimidazol sintasa 1

LPpX13 Precursor de azurin azu Pse‘;i‘t’irgznas 60/49 9 1 16,087 6,06 17,115 59 b
Factor trigger (factor de Pseudomonas

LPpX17 gger ¢ tig entomophila 101/79 23 13 48,359 4,84 56,193 47 a

activacion) L48
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Tabla 1. Proteinas identificadas. (continuacion).

Especie donde Probabilidad | Cobertura Péptid PM teori I teori PM pl Analisis para
Spot Proteina Nombre gen sepi d;n tifico / probabilidad | de proteina id Ift[: ﬁl :; (kIe;(;r)lco P (eglr)lco experimental experimental identificacion
limite (%) entificados . P (kDa.) (pH) wo
Pseudomonas
Fumarato hidratasa syringae pv.
LPpX18 putativa, clase | fumA phaseolicola 96/79 27 15 55,148 5,35 61,112 53 a
1448A
. . Pseudomonas
Lisil-tRNA sintetasa / -
LPpX19 Lisina-tRNA ligasa lysS syringae pv. 79167 29 16 57,024 5,02 65,539 53 a
tomato
. . Pseudomonas
Lppxzo |  CICIRNA sintetasa, glys entomophila 116/79 23 17 75,174 5,22 76,439 53 a
cadena beta L48
Transportador de Pseudomonas
LPpX21 aminoacidos de cadena braC - 238/79 38 9 39,546 6,2 48,858 57 c
i . putida F1
ramificada tipo ABC
ATP sintasa F1, subunidad Pseudomonas
LPpXI15 Beta atpD putida W619 132/79 47 20 49,447 4,86 54,363 53 a
Pseudomonas
Lppxig | RNA polimerasa dirigida rpoA syringae pv. 145/79 38 17 36,765 491 47,835 53 a
por DNA, subunidad alfa tomato str. ’ ' ' '
DC3000
LPpXI9 Chaperonina Cpn60 groL/groEL PS;ESSQ‘;’I"‘S 96/79 17 7 56,751 4,97 55,063 6,29 c
LPpXI12 Citrato sintasa | gltA Pseudomonas 106/79 19 7 47,977 6,36 50,994 6,44 c
putida F1
. . Pseudomonas
Flavoproteina, transferencia fluorescens Pf-5
LPpXI13 | de electrones, subunidad etfA | ATCC BAA- 114/79 14 3 31,238 5,15 33,863 5,52 c
alfa.
477
Carboxil Acetil-CoA Pseudomonas
LPpXI14 portadora de biotina accB putida F1 27479 32 5 16,232 4,95 19,041 512 c

**=> Tipo de andlisis para la identificacion de las proteinas. a: mediante huella peptidica, b: mediante fragmentacion peptidica. ¢: identificacion mediante busqueda combinada, por huella peptidica y
fragmentacion peptidica. *=> Probabilidad asociada a cada coincidencia: Valores expresados como -10x-Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un hecho al azar. Valor
calculado por el programa Mascot (http://www.matrixscience.com/, Perkins y cols., 1999). Probabilidad limite asociada a cada bdsqueda: valor limite para un nivel de significancia del 5%, p< 0,05. Calculado
por el programa Mascot (http://www.matrixscience.com/, Perkins y cols., 1999). El valor de probabilidad debe ser superior a la probabilidad limite para considerar la coincidencia como valida y no debida al azar.
n.d.: no determinado.
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Tabla II. Proteinas identificadas. Proteinas identificadas recortadas de los geles 2D de extractos proteicos de Pseudomonas sp. Y2 y sus mutantes crecidos en diferentes medios. Datos
obtenidos en la busqueda de bases de datos de proteinas.

Codigo de Cédigo acceso | Clasificacion
Spot Proteina enzima . ¢ * SI Nombre gen Nombre proteina Funcién molecular Proceso biologico Localizacion
(E.C.) UniProt/NCBI funional
Enzima de apertura del Metabolismo Lo . Actividad -
PT2 anillo putativa n.d. Q845J0 AFA paaN Putative ring-opening enzyme oxidorreductasa Procesos metabdlicos n.d.
Enzima de apertura del Metabolismo R . Actividad -
PT3 anillo putativa n.d. Q845K3 AFA paaN2 Putative ring-opening enzyme oxidorreductasa Procesos metabdlicos n.d.
PT4 3-hidroxiacil-CoA 111~ 845K0 Metabolismo 2aC Putative 3-hydroxyacyl-CoA oxidA(J(r::ie\ggggsa/ Oxidacidn reduccion / nd
deshidrogenasa putativa o Q AFA P dehydrogenase - : metabolismo de &cidos grasos o
unién a coenzima
: : Metabolismo . L . -
PT5 Fenilacetato-CoA ligasa 6.2.1.30 Q845J7 AFA paaF Phenylacetate-CoA ligase Actividad ligasa Procesos metabdlicos n.d.
PT6 Enoil-CoA h_|dratasa I 4.2.1.17 Q845K1 Metabolismo paaB Putative enoyl-CoA hydratase |1 Actividad catalitica Procesos metabdlicos n.d.
putativa AFA
Phosphoribosylformylglycinamidine
. synthase (FGAM synthase) / . .
PT11 Fosforibosil - 6.35.3 886W6 dLVI aertri?m%gi?&gs urL Formylglycinamide ribotide Actividad sintasa / 'I\Bﬂi?)t;tr’lglssi;nccl’eq?ngl?c:alnh}:gﬁ; Citoplasma
formilglicinamida sintasa o Q - P amidotransferase (FGARAT) / uniéna ATP L - P
y nucledtidos - S Biosintesis de purina
Formylglycinamide ribotide
synthetase
Metabolismo Carbamoyl-phosphate synthase Actividad carbamoil
Carbamoil-fosfato sintasa, de aminoéacidos . fosfato sintasa / Biosintesis de arginina /
PT12 subunidad grande 6.355 Q88DU6 / Metabolismo carB large chain / Carbamoyl-pho;phate uniéna ATP / unién biosintesis de pirimidina nd.
- synthetase ammonia chain .
de nucledtidos a Mg/ unién a Mn
Proteina de choque Plegamiento de Chaperone protein htpG / Heat PrOteirr]ztg?nl;gién ’ Plegamiento de proteinas /
PT13a P q n.d. ZP_01638836 gamie htpG shock protein htpG / High P . 9 prote Citoplasma
térmico, Hsp90 proteinas - desplegadas / unién a respuesta a estrés
temperature protein G
ATP
. Proteina de unién a
. . Chaperone protein htpG / Heat p . .
PT13b Pm,te”?a de choque n.d. ZP_01638836 Plegamlgnto de htpG shock protein htpG / High proteinas - Plegamiento de protgmas/ Citoplasma
térmico, Hsp90 proteinas - desplegadas / unién a respuesta a estrés
temperature protein G
ATP
. L . L - Biosintesis de arginina, prolina,
PT14 | Argininosuccinato sintasa | 6.3.4.5 P59604 Metabolismo argG Argininosuccinate synthase / Actividad sintasa / alanina y aspartato / ciclo de la Citoplasma

de aminoacidos

Citrulline-aspartate ligase

uniéna ATP

urea
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Tabla II. Proteinas identificadas. (Continuacién).

alfa

energia

alpha / ATP synthase F1
sector subunit alpha

de i6n H, mecanismo
rotacional /unién a
ATP / unién a metales
iénicos

Cédigo de Cédigo acceso Clasificacion
Spot Proteina enzima . ¢ * SI Nombre gen Nombre proteina Funcién molecular Proceso biologico Localizacion
(E.C.) UniProt/NCBI funional
. Actividad cisteina . _—
PT15 Cisteina desulfurasa 2.8.1.7 AAT96060 Meta_bol}smo de iscS Cysteine desulfurase desulfarasa / unién a l_\/l_etab_ollsmo de C|ste|n_a/ n.d.
aminoacidos S modificaciones postraduccionales
fosfato piroxidal
- . Produccion y Succinyl-CoA ligase ACt'V.'dad Succ_m_ato Ciclo de acidos tricarboxilicos /
PT18 SUCC'n”'C.OA sintetasa, 6.2.1.5 Q117104 conversion de sucD [ADP-forming], subunit C(.JA Ilga_sa /actividad metabolismo energético y de nd
subunidad alfa e p ' citrato sintasa ATP / - -
energia alpha i carbohidratos
union ATP
N-acetyl-gamma- Actividad de
glutamyl-phosphate dimerizacion de
reductase 1 (AGPR 1) / proteinas / actividad
PT19 N-acetil-gamma-glutamil- 12138 ZP 00902278 Meta_bol}smo de argC1 N-acetyl-glutamate N-acetil-gamma- Oxidacion reducc_lo_n/ biosintesis Citoplasma
fosfato reductasa aminoacidos semialdehyde - de arginina
glutamil-fosfato
dehydrogenase 1 reductasa / union a
(NAGSA dehydrogenase
1) NAD
Enzima de apertura del Metabolismo Putative ring-opening Actividad -
PK1 anillo putativa n.d. Q701L3 AFA paaN3 enzyme oxidorreductasa Procesos metabolicos nd.
PK3 Chaperonina Chp60 nd Q88NS55 Plegamiento de roL/groEL P?(?t;EaCCZ%%E;OT?E/L pfggﬁg:ggg;rgggdzs Plegamiento de proteinas Citoplasma
P P h proteinas gro-/g r?)tein 9 /uniéna ATP/ 9 P P
P chaperona
PK4 Chaperonina Chp60 nd 88N55 Plegamiento de roL/groEL P?(?t;EaCCZ%%E;OT?E/L pfggﬁg:ggg;rgggdzs Plegamiento de proteinas Citoplasma
P P h Q proteinas grot/g r?)tein 9 /uniéna ATP/ Y P P
P chaperona
Piruvato deshidrogenasa Produccion y Pyruvate dehydrogenase Actividad Glicolisis / gluconeogénesis /
PK5 9 ' 1241 Q88QZ5 conversion de aceE Y yarog ' . metabolismo de piruvato / ciclo de n.d.
componente E1 . E1 component oxidorreductasa - : .
energia acidos tricarboxilicos
Actividad ATP sintasa Membrana
por transporte de ion plasmética,
Produccion y ATP synthase subunit rotagbrr:];cf E;rinvc;dad Inr;egr;abdrgﬁ; /Ia
ATP sintasa F1, subunidad - alpha / F-ATPase subunit Sintesis de ATP acoplado a o
PK6a 3.6.3.14 Q4K3A7 conversion de atpA ATPasa por transporte transporte de protones centro catalitico

F1 (complejo
ATP sintasa

transporte de
electrones)
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Tabla II. Proteinas identificadas. (Continuacién).

Codigo de Cédigo acceso Clasificacion
Spot Proteina enzima . ¢ * SI Nombre gen Nombre proteina Funcién molecular Proceso biologico Localizacion
(E.C.) UniProt/NCBI funional
Produccion y actividad isocitrato Metabolismo de glioxilato y
PK6b Isocitrato liasa 4131 Q88FI0 conversion de aceA Isocitrate lyase liasa dicarboxilato / ciclo de cidos n.d.
energia tricarboxilicos
. L . . Actividad S -
Hidroxiacil-CoA Metabolismo Putative hydroxyacyl- . Oxidacién reduccion/
PK7 deshidrogenasa putativa 111- Q701M7 AFA paaC2 CoA dehydrogenase 0x@0rreducata_15a/ metabolismo de &cidos grasos nd.
unién a coenzima
Fenilacetato-CoA ligasa Metabolismo Putative phenylacetate- L . -
PK8 putativa 6.2.1.30 Q701M4 AFA paaF3 CoA ligase Actividad ligasa Procesos metabdlicos n.d.
Metabolismo de Actividad acetolactato B|osmtes_|s_ de ammo_amdos d_e
Acetolactato sintasa aminoacidos / . Acetolact_ate s_ynthase,_ sintasa / union a FAD cgdena r_amlflcgda (val_lna, leucina,
PK10 - ' 2.2.1.6 Q4K606 - ilvB large subunit, biosynthetic 9 - isoleucina) / biosintesis de CoA / n.d.
subunidad grande Metabolismo de /uniéna Mg/ unién a . . s
- type - I metabolismo de &cidos dibasicos
carbohidratos pirofosfato tiamina
de 5C
. . Produccion y . Actividad ligasa /
PK11 SUCC'n'I-C.OA sintetasa, 6.2.1.5 Q88FB2 conversion de sucC Succinyl-CoA syqthetase, uniéna ATP /unién a Ciclo de acidos tricarboxilicos n.d.
subunidad Beta p beta subunit -
energia Mg / unién a Mn
Metabolismo
. . energético / . Actividad glutamano- | Biosinteis de glutamina / fijacion .
PK12 Glutamina sintasa, tipo | 6.3.1.2 Q48CF3 Metabolismo de glnA Glutamine synthetase amonio ligasa de Nitrégeno Citoplasma
aminoacidos
DNA-directed RNA Actividad RNA
polymerase subunit alpha | polimerasa dirigida
RNA polimerasa dirigida I (RNAP subunit alpha) / por DNA / proteina Transcripcion dependiente de
PK13 por DNA, subunidad alfa 2.1.76 Q889U6 Transcripeion rpoA Transcriptase subunit con actividad de DNA nd.
alpha / RNA polymerase | dimerizacion / uniona
subunit alpha DNA
Plegamiento de 60 kDa chaperonin / Unién a ATP / union a Plegamiento de proteinas /
PK14 Chaperonina Cpn60 n.d. QI1I5E2 gamie groL/groEL Protein Cpn60 / groEL proteina desplegada / 9 prote Citoplasma
proteinas - respuesta a estrés
protein chaperona
Factor de elongacion Ts Sintesis de Elongation factor Ts (EF- | Factor de elongacion - . .
PK16 (EF-Ts) 3.6.5.3 Q886P2 proteinas tsf Ts) de Ia traduccion Elongacion de la traduccion Citoplasma
Actividad transferasa /
. . Metabolismo . . transferencia de .
PK17 Ketotiolasa putativa 23.1.- Q70IM5 AFA paakE2 Putative ketothiolase grupos acil y Metabolismo del protocatecuato n.d.
aminoacil
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Tabla II. Proteinas identificadas. (Continuacién).

/ Alpha-IPM synthetase

Cédigo de Cédigo acceso Clasificacion
Spot Proteina enzima . ¢ * SI Nombre gen Nombre proteina Funcién molecular Proceso biologico Localizacion
(E.C.) UniProt/NCBI funional
Ketol-acid
Reductoisomarasa &cido- Metabolismo de Xﬂéﬂ;gtf\o%(:g:(er_a\:;é Actividad ketol-acido Biosintesis de aminoacidos de
PK18 1.1.1.86 ZP_01642049 S ilvC . yaroxy reductoisomerasa / cadena ramificada (isoleucina, n.d.
ketol aminoacidos isomeroreductase / Alpha- . : R -
. unién a receptor valina) / oxidacion reduccion
keto-beta-hydroxylacil
reductoisomerase
Succinyl-CoA ligase L .
Succinil-CoA sintetasa, Produccion y [ADP-forming] subunit Aztilr:/tladsaad/g;i/?c;ggto
PK19 - ' 6.2.1.5 Q51567 conversion de sucD alpha / Succinyl-CoA - - Ciclo de acidos tricarboxilicos n.d.
subunidad alfa p - succinato CoA ligasa /
energia synthetase subunit alpha union a ATP
(SCsS-alpha)
Actividad lisina tRNA
. P Lysyl-tRNA synthetase / | °,. )
PY1 Lisi-tRNAtransferasa | ¢, 16 | 7p goiosgoy |  Sintesisde lysS Lysine-tRNA ligase | 19888/ uni6na ATP /| i o diacion lisil tRNA Citoplasma
(clase I1) proteinas uniéna Mg/ uniéna
(LysRS) . -
acidos nucleicos
. Activida 3-oxoacil
. Metabolismo de 3-oxoacyl-(Acyl-carrier- sintasa / proteina N
PY2 3-Oxoacil sintasa I11 2.3.1.180 Q88EC1 P fabH protein) synthase Ill, Biosintesis de acidos grasos n.d.
lipidos - transportadora de
putative :
grupos acil
Produccion y
conversion de Actividad citrato
PpXI3 Citrato sintasa | 2331 ZP_00899699 energia / gltA Citrate synthase sintasa Ciclo de acidos tricarboxilicos Citoplasma
Metabolismo de
carbohidratos
POXI5 Hidroxiacil-CoA 111~ 845K0 Metabolismo 2aC Putative 3-hydroxyacyl- oxidAO(r:Ee\gS?gsa/ Oxidacion reduccion / nd
P deshidrogenasa putativa o Q AFA P CoA dehydrogenase . : metabolismo de &cidos grasos h
unién a coenzima
Hidroliasa, tipo Fe-S, L
subfamilia Producglon Y Putative fumarate Actividad fumarato Ciclo de &cidos tricarboxilicos /
PdX2 - 4212 ZP_01638282 conversion de fumA - S n.d.
tartrato/fumarato, region eneraia hydratase, class | hidratasa fijacion de CO,
alfa 9
. . Metabolismo de i;rslgr?;gep}/ IArT ;Iheg_e  Actividad 2- . . .
PdX3 2-1sopropilmalato sintasa 2.3.3.13 ZP_00902599 o leuA - isopropilmalato Biosintesis de leucina n.d.
aminoacidos isopropylmalate synthase sintasa
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Tabla II. Proteinas identificadas. (Continuacién).

Cédigo de

P s Cédigo acceso Clasificacion . e IR s
Spot Proteina e(IIIZZléIl)a UniProt/NCBI* funional Nombre gen Nombre proteina Funciéon molecular Proceso biolégico Localizacion
Actividad ATP sintasa
Membrana
por transporte de plasmatica /
. iones H, mecanismo
- . Produccion y ATP synthase subumt_ rotacional / actividad P Cgr_ltro
PdX4 ATP sintasa F1, subunidad 36.3.14 ZP 01639166 conversion de atpA alpha / F-ATPase subunit ATPasa por transporte Sintesis de ATP en la membrana catalltlc_o F1
alfa eneraia alpha / ATP synthase F1 de iones H acoplado a transporte de protones | (complejo de
9 sector subunit alpha . i sintesis de ATP
mecanismo rotacional of transporte
/ uniéna ATP / unién e rotoﬂes)
a metales i6nicos P
Produccién y Actividad dihilipoil | Glicélisis / gluconeogénesis / ciclo
Dihidrolipoamida conversion de Dihydrolipoyl dehidrogenasa / unién de &cidos tricarboxilicos / .
PdX5 - 1814 Q3KFU7 energia / IpdA - e . Citoplasma
deshidrogenasa : dehydrogenase a FAD / transportador metabolismo de glicina, serina,
Metabolismo de - . .
L de electrones treonina, valina y leucina
aminoacidos
Chaperone surA Actividad Peptidil-
Precursor de Chaperona Plegamiento de [Precursor] / Peptidyl- prolil cis-trans Espacio
PdX6 surA, (Peptidil-prolil cis- 52138 Q4K4X7 gamie SurA prolyl cis-trans isomerase | isomerasa / uniona Plegamiento de proteinas -Spacto
- proteinas . periplasmico
trans isomerasa surA) surA (PPlase surA) / proteinas desplegadas
Rotamase surA / chaperona
Fructosa-bisfosfato aldolasa Metabolismo de fgllgt(JOIZi-ebllsatplngS;sZa;e A_ctividad fructosa S
PdX8 4.1.2.13 ZP_00418722 - fbaA bifosfato aldolasa / Glicolisis n.d.
de clase I carbohidratos ketose 1-phosphate -
uniéna Zn
aldolase
. . Actividad
Proteina 3 putativa del . R . .
- A Metabolismo Putative ring-oxydation oxidorreducatasa / Lo L
PdX13 | complejo (iemcilxoldacmn del n.d. Q845J4 AFA paal complex protein 3 uNi6n a metales Oxidacion Reduccion n.d.
i6nicos de transicion
. . Actividad
Proteina 3 putativa del - A . .
PdX14 | complejo de oxidacion del n.d. Q845J4 Metabolismo paal Putatlvelrlng-oxy_datlon omd_qrreducata;sa/ Oxidacion Reduccion n.d.
anillo AFA complex protein 3 _ uniéna meta_eg
i6nicos de transicion
Actividad 2-
Oxoglutarato
2-Oxoglutarato duccic 2-oxoglutarate dehidrogenasa / lei
dehidrogenasa / Pro uccton y dehydrogenase / actividad . . . . Complejo
PdX15 23161 Q11711 conversion de sucB Ciclo de &cidos tricarboxilicos oxoglutarato

Dihidrolipoamida
succiniltransferasa

energia

dihydrolipoamide
succinyltransferase

dihidrolipoamida
succiniltransferasa /
unién a &cido lipoico /
unién a proteina

dehidrogenasa
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Tabla II. Proteinas identificadas. (Continuacién).

Cédigo de

P s Cédigo acceso Clasificacion . o Lo s
Spot Proteina e(IIIZZléIl)a UniProt/NCBI* funional Nombre gen Nombre proteina Funciéon molecular Proceso biolégico Localizacion
3-hidroxiacil-CoA Metabolismo Putative 3-hydroxyacyl- - Actividad Oxidacidn reduccion /
PdX18 - . 1.1.1.- Q845K0 paaC oxidorreductasa / - - n.d.
deshidrogenasa putativa AFA CoA dehydrogenase - : metabolismo de &cidos grasos
unién a coenzima
. . . . Actividad S .
3-hidroxiacil-CoA Metabolismo Putative 3-hydroxyacyl- . Oxidacion reduccion /
PdXx19 deshidrogenasa putativa 111- Q845K0 AFA paaC CoA dehydrogenase 0x_|§0rreducta_sa/ metabolismo de &cidos grasos nd.
unién a coenzima
Factor de elongacion de la Sintesis de Elongation factor Tu (EF- | Actividad GTPasa / - . .
LPY3 traduccion Tu (EF-Tu) 3.6.5.3 Q4K519 proteinas tufl Tu) uni6n a GTP Elongacion de la traduccion Citoplasma
Fe-S type hydro-lyases
Hidro-liasa Produccion y tartrate / fumarate alpha L . - . -
LPY5 | tartrato/fumarato tipo Fe-S, 4212 Q47P61 conversion de fumA region:Fe-S type hydro- Actmc_iad fumarato Ciclo de _a_mq?s tricarboxilicos / n.d.
- p hidratasa fijacion de CO,
region alfa energia lyases tartrate / fumarate
beta region
DNA-directed RNA
polymerase subunit beta Actividad RNA
RNA polimerasa dirigida N (RNAP subunit beta) / polimerasa dirigida Transcripcion dependiente de -
LPdX1 porDNA, subunidad Beta 2.1.76 ZP_00262276 Transcripcion rpoB Transcriptase subunit beta | por DNA /uni6n a DNA Citoplasma
/ RNA polymerase DNA
subunit beta
Actividad
Poliribonucleotido Polyribonucleotide exoribonucleasa 3'-5'/
nucleotidiltransferasa / Metabolismo de nucleotidyltransferase / actividad Procesamiento de RNA / .
LPdx4 Polinucleétido fosforilasa / 2178 087792 acidos nucleicos pnp Polynucleotide poliribonucleétido Degradacion de mRNA Citoplasma
PNPasa. phosphorylase (PNPase) | nucleotidiltransferasa
/uniéna RNA
Enzima putativa de apertura Metabolismo Putative ring-opening Actividad -
LPdX8 del anillo n.d. Q845J0 AFA paaN enzyme oxidorreductasa Procesos metab6licos n.d.
Enzima putativa de apertura Metabolismo Putative ring-opening Actividad -
LPdX10 del anillo n.d. Q845K3 AFA paaN2 enzyme oxidorreductasa Procesos metab6licos n.d.
Inosine-5'-monophosphate oxidﬁ(rz::e\:jlj;%sa /
LPdX11 IMP dehidrogenasa / GMP | 1.1.1.205/ ZP_00125761 Metabol}s_mo de guaB/guaC dehydrogenasle/ unién a metal / union Procesos metab6licos n.d.
reductasa 1717 nucleétidos guanosine-5'-

monophosphate reductase

a NADP / uni6na
potasio
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Tabla II. Proteinas identificadas. (continuacion).

Cédigo de

P s Cédigo acceso Clasificacion . e IR s
Spot Proteina e(IIIZZléIl)a UniProt/NCBI* funional Nombre gen Nombre proteina Funciéon molecular Proceso biolégico Localizacion
Actividad homoserina
dehidrogenasa /
Metabolismo de Homoserine hidroi(i:%\t/elt(ijﬁciutaril Procesos metabolicos de CoA /
LPdX12 | Homoserina dehidrogenasa 1113 Q88MUS P hom 9 biosintesis de isoleucina, n.d.
aminoacidos dehydrogenase CoA reductasa metionina v treonina
(NADPH) / unién a y
aminodcidos / union a
coenzima
S-adenosylmethionine Actividad metionina
S-adenosilmetionina Metabolismo de synthetase / Methionine adenosil transferasa / - . -— .
LPdX13 - 25.1.6 Q88D60 PP metK adenosyltransferase - - Biosintesis de metionina Citoplasma
sintetasa aminoacidos uniéna ATP / unién a
(MAT) / AdoMet L
Co/uni6na K
synthetase
. . Actividad
Proteina 5 putativa del . Lo . .
- S Metabolismo Putative ring-oxydation oxidorreductasa / S L
LPdX14 | complejo (iiﬁlxoldacmn del n.d. Q845J2 AFA paaK complex protein 5 Cluster de union a 2Fe Oxidacion reduccion n.d.
ya2S
Actividad GTPasa /
- P . actividad factor de
Factor de elongacion de la Sintesis de Elongation factor Tu-A - - . .
LPdX15 traduccion Tu (EF-Tu) 3.6.5.3 Q88QP8 proteinas tufA (EF-Tu-A) elong,_aleon d(_ella Elongacion de la traduccion Citoplasma
traduccion / union a
GTP
Produccion y
conversion de Actividad citrato
LPdX16 Citrato sintasa, tipo I 2331 Q88FA4 energia / gltA Citrate synthase sintasa Ciclo de los &cidos tricarboxilicos Citoplasma
Metabolismo de
carbohidratos
Produccion y
conversion de Methvlcitrate synthase Actividad transferasa /
LPdX18 Metilcitrato sintasa 2335 ZP_00265711 eneria/ prpC Y utativey ' transferencia de Ciclo de los acidos tricarboxilicos Citoplasma
Metabolismo de P grupos acil
carbohidratos
. . Actividad
Proteina 3 putativa del . R . .
- o Metabolismo Putative ring-oxydation oxidorreductasa / S -
LPdX19 | complejo (iemcilxoldacmn del n.d. Q845J4 AFA paal complex protein 3 uni6n a metales Oxidacion reduccion n.d.
ionicos de transicion
Enoil-CoA hidratasa 11 Metabolismo Putative enoyl-CoA L . -
LPdX20 putativa 4.2.1.17 Q845K1 AFA paaB hydratase 11 Actividad catalitica Proceso metabdélico n.d.
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Tabla II. Proteinas identificadas. (continuacion).

Cédigo de

carboxylase

P s Cédigo acceso Clasificacion . e IR s
Spot Proteina e(IIIZZléIl)a UniProt/NCBI* funional Nombre gen Nombre proteina Funciéon molecular Proceso biolégico Localizacion
Produccion y Actividad isocitrato Metabolismo de glioxilato y
LPdX23 Isocitrato liasa 4131 QIRIW1 conversion de aceA Isocitrate lyase liasa dicarboxilato / ciclo de cidos n.d.
energia tricarboxilicos
LPdX24 3-hidroxiacil-CoA 111- 845K0 Metabolismo 2aC Putative 3-hydroxyacyl- oxidA(J(r::ie\ggggsa/ Metabolismo de 4cidos grasos / nd
deshidrogenasa putativa o Q AFA P CoA dehydrogenase - : oxidacion reduccion h
unién a coenzima
Proteina TypA de unién a Sintesis de . GTP-binding protein Actividad GTPasa / Factor de elongacion de la
LPdX25 GTP 3653 Q88CYS proteinas typA/bipA TypA/BipA uniéna GTP traduccidn / respuesta a estrés Intracelular
Metabolismo de Carbamoyl-phosphate Actividad carbamoil
Carbamoil-fosfato sintasa, aminoacidos / synthase large chain / fosfato sintasa / union Biosintesis de arginina /
LPdX26 subunidad grande 6.355 Q88DU6 Metabolismo de carB Carbamoyl-phosphate a ATP /uniéna Mg/ biosintesis de pirimidina nd.
nucleétidos synthetase ammonia chain uniéna Mn
. . Metabolismo de Saccharopine _Actividad . . -
LPdX27 | Sacaropina dehidrogenasa 1.5.1.10 Q88IS1 P sdh oxidorreductasa / Biosintesis de lisina n.d.
aminoacidos dehydrogenase .
union a NADP
Superficie
Enolase / 2- Actividad celular / region
2-Fosfoglicerato Metabolismo de phosphoglycerate - s P extracelular /
LPC8 dehidratasa / Enolasa 42111 Q88MF9 carbohidratos eno dehydratase / 2-phospho- | | . fosfoplru_\{ato Glicolisis / gluconeogénesis complejo
hidratasa / unién a Mg !
D-glycerate hydro-lyase fosfopiruvato
hidratasa
. 10 kDa chaperonin / L
LPC9 Chaperonina Cpn10 n.d. Q88N56 Plegam|§nt0 de groS/groES Protein Cpn10 / groES Union a ATP / Plegamiento de proteinas Citoplasma
proteinas protein chaperona
Proteina de choque térmico Transcripcion Cold shock protein capB / Regulacion de la transcripcion /
LPC10 4 n.d. P0A105 (regulacion de capB Cold acclimation protein Union a DNA gulacl S peto Citoplasma
CapB L adaptacion a condiciones atipicas
la transcripcion) B
Phosphoenolpyruvate
carboxykinase [ATP] Actividad fosfoenol
Fosfoenolpirvato Metabolismo de (PEPCK) / PEP piruvato Glicdlisis / gluconeogénesis / ciclo .
LPC11 carboxiquinasa 41149 QIHTZ7 carbohidratos pekA carboxykinase / carboxiquinasa (ATP) de &cidos tricarboxilicos Citoplasma
Phosphoenolpyruvate /uniéna ATP
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Tabla II. Proteinas identificadas. (continuacion).

Cédigo
. de Cédigo acceso | Clasificacion Nombre . x IR s
Spot Proteina enzima | UniProt/NCBI* funional gen Nombre proteina Funciéon molecular Proceso biolégico Localizacion
(E.C.)
Fosforibosilformilglicinamida Metabolismo Phosphoribosylformylglycinamidine Actividad Biosintesis de novo de
LPpX10 | ciclo-ligasa/ Fosforibosil- 6.3.3.1 Q3KFTO0 de nuclestidos purM cyclo-ligase (AIRS) / fosforibosilformiglicinamida IMP / biosintesis de Citoplasma
aminoimidazol sintasa Phosphoribosyl-aminoimidazole ciclo-ligasa purina
synthetase / AIR synthase
Produccion y Unién a ion Cu / transporte
LPpX13 Precursor de azurin n.d. QIF646 conversion de azu Azurin [Precursor] de electrones P Oxidacion reduccion n.d.
energia
Transporte de - | Ciclo celular / division
Factor trigger (factor de aminoac idos y - . ACt.'V'dad p_eptldll-propll celular / transporte de
LPpX17 A 5218 QI1ICA9 proteinas / tig Trigger factor (TF) cis-trans isomerasa / p - n.d.
activacion) plegamiento chaperona proteinas / ple'gamlento de
de proteinas proteinas
. . Produccion y L Ciclo de acidos
LPpX18 Fumarato hidratasa putativa, 4.2.1.2 Q48EL9 conversion de fumA Fumarate hydratase, class I, putative ACt'V'(.jad fumarato tricarboxilicos / fijacion n.d.
clase | . hidratasa
energia de CO;
Actividad lisina tRNA
Lisil-tRNA sintetasa / Lisina- Sintesis de Lysyl-tRNA synthetase (LysRS) / | ligasa/uniéna ATP /unién Aminoacilacion lisil .
LPpX19 tRNA ligasa 6.1.16 Q88656 proteinas lysS Lysine--tRNA ligase a Mg/ unién a acidos tRNA Citoplasma
nucleicos
- . L Glycyl-tRNA synthetase beta Actividad arginina tRNA Aminoacilacion arginil
LPpX20 Glicil tRNAE‘ler:;etasa, cadena 6.1.1.14 QI1IH28 S'?;f;,'iadse glys subunit (GIyRS) / Glycine--tRNA ligasa / actividad glicina tRNA / aminoacilacion Citoplasma
P ligase beta subunit tRNA ligasa/ unién a ATP gicil tRNA
Transportador de Transporte de Branched-chain amino acid ABC Transporte de ex'\t/éirl:;brjr?i%n
LPpX21 aminoacidos de cadena n.d. ZP_00900351 proteinas y braC transporter, periplasmic amino acid- | Transporte de aminoécidos nsport .
i h S S - aminoacidos al espacio
ramificada tipo ABC aminoacidos binding protein periplamico
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Tabla II. Proteinas identificadas. (continuacion).

Cédigo de Cédigo acceso Clasificacion
Spot Proteina enzima . - . Nombre gen Nombre proteina Funcion molecular Proceso biolégico Localizacion
(E.C.) UniProt/NCBI funional
Actividad ATP sintasa
por transporte de i6n Membrana
H, mecanismo plasmatica,
rotacional / actividad integrado en la
Produccién y ATP synthase subunit | ATPasa por transporte membrana /
ATP sintasa F1, subunidad i beta / F-ATPase subunit | de ion H, mecanismo | Sintesis de ATP en la membrana Centro
LPpXI15 3.6.3.14 ZP_01639168 conversion de atpD . L i
Beta p beta / ATP synthase F1 rotacional/ actividad | acoplado a transporte de protones catalitico F1
energia - -
sector subunit beta ATPasa exportando (complejo de
iones H, mecanismo sintesis de ATP
fosforilativo / union a por transporte
ATP /unién a metales de protones)
ionicos
DNA-directed RNA Actividad RNA
polymerase subunit alpha | polimerasa dirigida
RNA polimerasa dirigida I / RNAP subunit alpha / por DNA / proteina Transcripcion dependiente de -
LPpXI8 por DNA, subunidad alfa 2.1.76 Q889U6 Transcripeion rpoA Transcriptase subunit con actividad de DNA Citoplasma
alpha / RNA polymerase | dimerizacion / uniona
subunit alpha DNA
Plegamiento de 60 kDa chaperonin / Uni6n a ATP / unién a
LPpXI9 Chaperonina Cpn60 n.d. ZP_00902778 proteinas groL/groEL Protein Cpn60 / groEL proteinas desplegadas Plegamiento de proteinas Citoplasma
protein / chaperona
Produccion y
conversion de Actividad citrato
LPpXI12 Citrato sintasa | 2331 ZP_00899699 energia / gltA Citrate synthase sintasa Ciclo de acidos tricarboxilicos Citoplasma
Metabolismo de
carbohidratos
Flavoproteina, transferencia Produccion y Electron transfer Transporte de
LPpXI13 | de electrones, subunidad n.d. Q4KFP3 conversion de etfA flavoprotein, alpha electrones / union a Oxidacién reduccion n.d.
alfa. energia subunit FAD
. . - Acetyl-CoA carboxylase, | Actividad acetil CoA Complejo acetil
LPpXI14 Carboxil ACEt'I.-C.OA 6.4.1.2 ZP_00899825 Metal?o_llsmo de accB biotin carboxy! carrier carboxilasa / unién a Biosintesis de &cidos grasos CoA
portadora de biotina lipidos : o -
protein Biotina carboxilasa

*-> codigo de acceso de la base de datos UniProt en negrita y del NCBI normal. E. C.: Enzyme Classification, codigo de clasificacion enzimatica. n.d.: no determinado.
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Tabla ITI. Comparaciones de proteinas identificaciones en diferentes medios de cultivo y estirpes. Se muestra la comparacion de proteinas
identificadas para comprobar la presencia o ausencia.

M9+GLI M9+AFA LB+AFA
Spot Proteina Nombre gen | Y2* | K1° | T2° | v2* | K1* | T2° | X1* | hX1+I° | Y2* | C1' | X1 | h X1+I° | hXI®
PT2 Enzima de apert_ura del anillo paaN
putativa
PT3 Enzima de apert_ura del anillo paaN2
putativa
3-hidroxiacil-CoA
PT4 deshidrogenasa putativa paaC
PT5 Fenilacetato-CoA ligasa paaF
PT6 Enoil-CoA hidratasa Il putativa paaB
Fosforibosil -
PT11 formilglicinamida sintasa purL
Carbamoil-fosfato sintasa,
PT12 subunidad grande glutamina carB
dependiente
Proteina de choque térmico,
PT13a Hsp90 htpG
Proteina de choque térmico,

PT13b Hspao htpG
PT14 Argininosuccinato sintasa argG
PT15 Cisteina desulfurasa iscS

Oxidoreductasa vinculada a
PT16 FAD/INAD(P) fpr/fixR

Succinil-CoA sintasa,
PT18 subunidad alfa such
N-acetil-gamma-glutamil-
PT19 fosfato reductasa argCl
PK1 Enzima de apert_ura del anillo paaN3
putativa
PK3 Chaperonina Chp60 groL/groEL
PK4 Chaperonina Chp60 groL/groEL
PK5 Piruvato deshidrogenasa, aceE
componente E1

PK6a ATP sintasa F1, subunidad alfa atpA
PK6b Isocitrato liasa aceA




Apéndice

Pagina | 211

Tabla II1. Comparaciones de proteinas identificaciones en diferentes medios de cultivo y estirpes. (Continuacion).

M9+GLI M9+AFA LB+AFA

Spot Proteina Nombre gen | Y2* | K1* | T2° | v2* | K1* | T2° | X1* | h X Y2* | C1' | X1¢ | hXI+I° | hX1®
Hidroxiacil-CoA
PK7 deshidrogenasa putativa paaC2
Fenilacetato-CoA ligasa
PK8 putativa paaF3
PK10 Acetolactato sintasa, subunidad iIvB
grande
Succinil-CoA sintasa,

PK1l subunidad Beta sueC
PK12 Glutamina sintasa, tipo | glnA
RNA polimerasa dirigida por
PK13 DNA, subunidad alfa rpoA
PK14 Chaperonina Cpn60 groL/groEL

PK16 Factor de elongacion Ts (EF- tsf
Ts)

PK17 Ketotiolasa putativa paakE2
PK18 Reductoisomarasa &cido-ketol ilvC
Succinil-CoA sintetasa,

PK19 subunidad alfa such
PY1 Lisil-tRNA triallr)msferasa (clase lysS
PY2 3-Oxoacil sintasa I11 fabH
PpXI3 Citrato sintasa | gltA
Hidroxiacil-CoA
PPXIS deshidrogenasa putativa paaC
Hidroliasa, tipo Fe-S,

PdX2 subfamilia tartrato/fumarato, fumA
region alfa
PdX3 2-1sopropilmalato sintasa leuA
PdX4 ATP sintasa F1, subunidad alfa atpA
Dihidrolipoamida
Pdx5 deshidrogenasa IpdA
Precursor de Chaperona surA,
PdX6 (Peptidil-prolil cis-trans SUrA

isomerasa surA)
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Tabla II1. Comparaciones de proteinas identificaciones en diferentes medios de cultivo y estirpes. (Continuacion).

M9+GLI M9+AFA LB+AFA
Spot Proteina Nombre gen | Y2* | K1° | T2° | Y2* | K1* | T2° | X1* | h X1+I° | Y2* | C1' | X1 | hX1+I° | hX1®
PAX8 Fructosa-bisfosfato aldolasa de fbad
clase Il
Proteina 3 putativa del
PdX13 complejo de oxidacion del paal
anillo
Proteina 3 putativa del
PdX14 complejo de oxidacion del paal
anillo
2-Oxoglutarato dehidrogenasa /
PdX15 Dihidrolipoamida sucB
succiniltransferasa
3-hidroxiacil-CoA
PdXx18 deshidrogenasa putativa paaC
3-hidroxiacil-CoA
PdX19 deshidrogenasa putativa paaC
Factor de elongacion de la
LPY3 traduccién Tu (EF-Tu) ufl
LPY5 Hldrg-llasa tanrat_q/fumarato fUmA
tipo Fe-S, region alfa
RNA polimerasa dirigida por
LPdX1 DNA, subunidad Beta rpoB
Poliribonucleotido
nucleotidiltransferasa /
LPdx4 Polinucledtido fosforilasa / pnp
PNPasa.
LPdX8 Enzima putatlvg de apertura del paaN
anillo
LPAX10 Enzima putatlv:f\ de apertura del paaN2
anillo
LPdX11 IMP dehidrogenasa / GMP guaB / guaC
reductasa
LPdX12 Homoserina dehidrogenasa hom
LPdX13 S-adenosilmetionina sintetasa metK
Poliribonucleotido
LPdXa nucleotidiltransferasa / pnp

Polinucleétido fosforilasa /
PNPasa.
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Tabla II1. Comparaciones de proteinas identificaciones en diferentes medios de cultivo y estirpes. (Continuacion).

M9+GLI M9+AFA LB+AFA

Spot Proteina Nombre gen | Y2* | K1* | T2° | Y2* | K1° | T2° | X1? | hX1+41° | Y2* | C1" | X1* | h XI+I° | hX1®
LPdX8 Enzima putatlvg de apertura del paaN
anillo
LPdX10 Enzima putatlvg de apertura del paaN2
anillo
LPdX11 IMP dehidrogenasa / GMP guaB / guaC
reductasa
LPdX12 Homoserina dehidrogenasa hom
LPdX13 S-adenosilmetionina sintetasa metK
Proteina 5 putativa del
LPdX14 complejo de oxidacion del paaK
anillo
Factor de elongacion de la
LPdX15 traduccion Tu (EF-Tu) WA
LPdX16 Citrato sintasa, tipo Il gltA
LPdX18 Metilcitrato sintasa prpC
Proteina 3 putativa del
LPdX19 complejo de oxidacion del paal
anillo
LPdX20 Enoil-CoA hidratasa Il putativa paaB
LPdX23 Isocitrato liasa aceA
3-hidroxiacil-CoA
LPdx24 deshidrogenasa putativa paaC
LPdX25 Proteina TypA de unién a GTP typA / bipA
LPdX26 Carbamoﬂ_-fosfato sintasa, carB
subunidad grande
LPdX27 Sacaropina dehidrogenasa sdh
LPCS 2-Fosfoglicerato dehidratasa / eno
Enolasa
LPC9 Chaperonina Cpn10 groS/groES
Proteina de choque térmico
LPC10 CapB capB
LPC11 Fosfoenolpiruvato DCkA

carboxiquinasa
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Tabla II1. Comparaciones de proteinas identificaciones en diferentes medios de cultivo y estirpes. (Continuacion).

M9+GLI M9+AFA LB+AFA

Spot Proteina Nombre gen | Y2* | K1* | T2° | Y2* | K1° | T2° | X1¢ | hX1+I° | Y2* | C1' | X1! | h X1+I° | hX1®
Fosforibosilformilglicinamida
LPpX10 ciclo-ligasa / Fosforibosil- purM
aminoimidazol sintasa
LPpX13 Precursor de azurin azu
LPpX17 Factor tn_gger_ gfactor de tig
activacion)
LPpX18 Fumarato hidratasa putativa, fumA
clase |
Lisil-tRNA sintetasa / Lisina-
LPpX19 tRNA ligasa lysS
LPpX20 Glicil-tRNA sintetasa, cadena alys
beta
Transportador de aminoacidos
LPpX21 de cadena ramificada tipo ABC braC
LPpXli4 Chaperonina Cpn60 groL/groEL
LPpXI5 ATP sintasa F1, subunidad Beta atpD
RNA polimerasa dirigida por
LPpXI8 DNA, subunidad alfa rpoA
LPpXI12 Citrato sintasa | gltA
Flavoproteina, transferencia de
LPpXI13 electrones, subunidad alfa. etiA
LPpXI14 Carboxil Acetil-CoA portadora aceB

de biotina

a: Pseudomonas sp. Y2. b: Psedomonas sp. Y2K1(Apaal::Km). c¢: Pseudomonas sp. Y2T2 (Apaa2::Tc). d: Pseudomonas sp. Y2T2X1
(Apaa2::Tc ApaaX::KmF). e: Pseudomonas sp. Y2[pVLTX1]+IPTG. f: Pseudomonas sp. Y2C1 (crc:Tc). g: Pseudomonas sp. Y2[pVLTX1].1:
glicerol. 2: acido fenilacético. Color verde oscuro: estirpe en la que se recogié la mancha del gel 2-DE correspondiente a la proteina identificada.
Color verde claro: presencia de la proteina determinada. Color rojo: ausencia de la proteina determinada. Para determinar la cantidad de proteina
expresada se utilizaron los simbolos arbitrarios (+): presenica y (-): ausencia. La cantidad relativa y arbitraria se fijo como (+++): maxima
expresion observada y (+): minima expresion observada. M9+GLI: medio minimo M9 suplementado con glicerol como Unica fuente de carbono y
energia. M9+AFA: medio minimo M9 suplementado con &cido fenilacético como Unica fuente de carbono y energia. LB+AFA: medio rico LB
suplementado con acido fenilacético.
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8.2. Figuras de geles 2-DE.
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Figura 8.1. (S310-Y2-G-13). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 + glicerol. El IEE se realiz6 en
Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 ¢cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se carg6 100 pg. de
extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Teflido con azul de Coomassie.
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Figura 8.2. (S310-K1-G-11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2K1 crecida en medio minimo M9 + glicerol. El IEE se realiz6 en
Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 ¢cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se carg6 100 pg. de
extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Tefilido con azul de Coomassie.
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Figura 8.3. (S310-T2-G-11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + glicerol. El IEE se realizd en
Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se carg6 100 pg. de
extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Tefilido con azul de Coomassie.
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Figura 8.4. (310-Y2-20,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realizd en geles en
tubo con un gradiente de pH de 3 a 10. Se carg6 350 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie. Con
marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.

Pagina | 218



Apéndice

o
—
A
"
P |
" |
o
&
. A,
o o o o o
2 2 g 2 9.
& & = S 4 ¥
™

Figura 8.5. (310-K1-18,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2K1 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realizo en geles
en tubo con un gradiente de pH de 3 a 10. Se cargd 350 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.6. (310-T2-20,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realizé en
geles en tubo con un gradiente de pH de 3 a 10. Se cargd 350 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de
Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.7. (S310-Y2-P-11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se
realiz6 en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se cargo
100 pg. de extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Teflido con azul de Coomassie.
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Figura 8.8. (S310-K1-P-11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2K1 crecida en medio minimo M9 + AFA. El
IEE se realiz6 en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH de 3 a
10. Se cargd 100 pg. de extracto total de proteinas. Sin patron de pesos moleculares. Teflido con azul de
Coomassie.
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Figura 8.9. (S310-T2-P-11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE
se realizd en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10.
Se cargd 100 pg. de extracto total de proteinas. Sin patrdn de pesos moleculares. Teflido con azul de Coomassie.
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Figura 8.10. (S310-deltaX-PA-13,12). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se
realiz6 en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se cargd 100
Hg. de extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Teflido con azul de Coomassie.
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Figura 8.11. (S310-pVLTXI1+IPTG-PA-13,12). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1 crecida en medio minimo M9 +
AFA + IPTG. El IEE se realiz6 en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH
de 3a10. Se carg6 100 pg. de extracto total de proteinas. Sin patron de pesos moleculares. Tefiido con azul de Coomassie.
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Figura 8.12. (S310-Y2-LB+PA-16,11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio LB + AFA. El IEE se realizé en
Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 ¢cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se carg6 100 pg. de
extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Teflido con azul de Coomassie.
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Figura 8.13. (S310-C1-LB+PA-16,11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2C1 crecida en medio LB + AFA. El IEE se realizo en
Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 ¢cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se carg6 100 pg. de
extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Teflido con azul de Coomassie.
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Figura 8.14. (S310-T2-DEltaX-LB+PA-16,11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en medio LB + AFA. El IEE
se realizd en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH de 3 a 10. Se cargd
100 pg. de extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Tefilido con azul de Coomassie.
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Figura 8.15. (FiguraS310-Y2+pVLTX1-LB+PA-16,11). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v)
de poliacrilamida obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1 crecida en medio LB +
AFA. El IEE se realiz6 en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 cm de largo y un gradiente de pH de 3 a
10. Se cargd 100 pg. de extracto total de proteinas. Sin patrén de pesos moleculares. Tefiido con azul de Coomassie.
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Figura 8.16. (S310-pVLTX1+IPTG-LB+PA-13,12). Imagen de gel 2-DE de 180 x 160 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1 crecida en medio LB + AFA +
IPTG. El IEE se realiz6 en Immobiline™ DryStrip (Amersham Biosciences) de 18 ¢cm de largo y un gradiente de pH de 3 a
10. Se cargd 100 pg. de extracto total de proteinas. Sin patron de pesos moleculares. Teflido con azul de Coomassie.
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Figura 8.17. (57-Y2-G-30,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 + glicerol. El IEE se realiz6 en
geles en tubo con un gradiente de pH de 5 a 7. Se cargd 250 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.18. (57-K1-G-30,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mmy 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2K1 crecida en medio minimo M9 + glicerol. El IEE se realiz6
en geles en tubo con un gradiente de pH de 5 a 7. Se cargd 220 ug. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de
Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.19. (57-T2-G-12,12-1ht3). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + glicerol. El IEE
se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 5 a 7. Se carg6 250 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul
de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.20. (57-T2-G-12,12-2ht5). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + glicerol. El IEE
se realizo en geles en tubo con un gradiente de pH de 5 a 7. Se carg6 250 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul
de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.21. (47-Y2-27,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realiz6 en
geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 350 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.22. (47-Y2-02,11-1h). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realiz6 en
geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.23. (47-Y2-02,11-3h). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realiz6 en
geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.24. (47-K1-25,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2K1 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realizé en
geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 320 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.25. (47-T2-27,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realizé en
geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 350 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.26. (57-T2-09,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a
partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se realizé en
geles en tubo con un gradiente de pH de 5 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.27. (47-deltaX-PA-15-12t7). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE
se realizo en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se carg6 330 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul
de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.28. (47-pVLTXI1+IPTG-PA15-12t5). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1 crecida en medio
minimo M9 + AFA + IPTG. El IEE se realizd en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se carg6 330 pg. de extracto
total de proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.29. (47-Y2-LB+PA-25,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio LB + AFA. El IEE se realizé en
geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.

Pagina | 243



Apéndice

» 7

pI (pH)

A

Figura 8.30. (47-Y2-LB+PA-28,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio LB + AFA. El IEE se realizé en
geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie.
Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.31. (47-C1-LB+PA-25,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2C1 crecida en medio LB + AFA. El IEE se realiz6
en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 ug. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de
Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.32. (47-AX-LB+PA-28,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en medio LB + AFA. El IEE se
realizo en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se carg6 300 ug. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de
Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.33. (47-pVLTX1-LB+PA-25,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1 crecida en medio LB +
AFA. EIl IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas.
Tefido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.34. (47pVLTXI1+IPTG-LB+PA-14,12-t3). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1 crecida en medio LB +
AFA + IPTG. El IEE se realizo en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 330 pg. de extracto total de
proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo.
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Figura 8.35. (Gel Y2 AFA flechas_47-Y2-27.10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio minimo M9 +
AFA. EIl IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 350 pg. de extracto total de proteinas.
Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y
localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.36. (Gel K1 AFA flechas_47-K1-25.10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2K1 crecida en medio minimo M9 +
AFA. El IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 320 pg. de extracto total de proteinas.
Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y
localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.37. (Gel T2 AFA flechas_47-T2-26.10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 +
AFA. El IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 350 pg. de extracto total de proteinas.
Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y
localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.38. (Gel deltaX AFA flechas_47-dX-PA-15.12t7). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11%
(p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en medio
minimo M9 + AFA. El IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 330 pg. de extracto total de
proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas
indican y localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.39. (Gel pVLTX1+iptg AFA flechas_47-pVLTX1-IPTG-PA-15.12t5). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200
x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 +
pVLTX1 crecida en medio minimo M9 + AFA + IPTG. El IEE se realizd en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7.
Se carg6 330 pg. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en
el margen izquierdo. Las flechas indican y localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.40. (Gel Y2 LB+AFA flechas_47-Y2LBPA-24.11t3). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11%
(p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en medio LB +
AFA. EIl IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas.
Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y
localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.41. (Gel Y2C1 LB+AFA flechas_47-Y2C1LBPA-25.11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y
11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2C1 crecida en medio
LB + AFA. El IEE se realizo en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargé 300 pg. de extracto total de
proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas
indican y localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.42. (Gel deltaX-LB+PA flechas_47deltaX-LB+PA_28.11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y
11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en
medio LB + AFA. El IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se carg6 300 pg. de extracto total de
proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas
indican y localizan las proteinas identificadas en este gel.

Pagina | 256



Apéndice

» 7

pI (pH)

Figura 8.43. (Gel pVLTX1 LB+PA flechas_47pVLTX1-LB+PA_25.11t4). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5
mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1
crecida en medio LB + AFA. El IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto
total de proteinas. Tefiido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las
flechas indican y localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.44. (Gel p VLTX1+IPTG LB+PA flechas 47pVLTX1+IPTG-LB+PA_14.12t3). Imagen de gel 2-DE de
200 x 200 x 0,5 mmy 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2
+ pVLTX1 crecida en medio LB + AFA + IPTG. El IEE se realiz6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargo
330 pg. de extracto total de proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el
margen izquierdo. Las flechas indican y localizan las proteinas identificadas en este gel.
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Figura 8.45. (Y2-AFA _47-Y2-27,10&47-Y2-02,11-1h&47-Y2-02,11-3h). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5
mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 crecida en
medio minimo M9 + AFA. El IEE se realizd en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 350/300/300 ug. de
extracto total de proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen
izquierdo. Las flechas indican y localizan las diferentes proteinas PAA que aparecen en este gel.
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Figura 8.46. (K1-AFA_47-K1-25,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2K1 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se
realizé en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se carg6 320 pg. de extracto total de proteinas. Teflido con azul de
Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y localizan las diferentes
proteinas PAA que aparecen en este gel.
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Figura 8.47. (T2-AFA_47-T2-27,10). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 T2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se
realizé en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se carg6 350 pg. de extracto total de proteinas. Teflido con azul de
Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y localizan las diferentes
proteinas PAA que aparecen en este gel.
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Figura 8.48. (T2-AFA_57-T2-09,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mm y 11% (p/v) de poliacrilamida
obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2 crecida en medio minimo M9 + AFA. El IEE se
realizo en geles en tubo con un gradiente de pH de 5 a 7. Se carg6 300 ug. de extracto total de proteinas. Tefiido con azul de
Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y localizan las diferentes
proteinas PAA que aparecen en este gel.
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Figura 8.49. (T2-DEItaX-AFA_47-deltaX-PA-15,12t7). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mmy 11% (p/v) de
poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en medio minimo M9
+ AFA. El IEE se realizo en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 330 ug. de extracto total de proteinas.
Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y
localizan las diferentes proteinas PAA que aparecen en este gel.
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Figura 8.50. (Y2-pVLTX1+IPTG-PA_47p VLTX1+IPTG-PA-15,12t5). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5
mm y 11% (p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2 + pVLTX1
crecida en medio minimo M9 + AFA + IPTG. El IEE se realizo6 en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargo
330 pg. de extracto total de proteinas. Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el
margen izquierdo. Las flechas indican y localizan las diferentes proteinas PAA que aparecen en este gel.
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Figura 8.51. (T2-DEltaX-LB+AFA_47-deltaX-LB+PA-28,11). Imagen de gel 2-DE de 200 x 200 x 0,5 mmy 11%
(p/v) de poliacrilamida obtenido a partir de extractos totales de proteinas de Pseudomonas sp. Y2T2X1 crecida en medio LB
+ AFA. El IEE se realizd en geles en tubo con un gradiente de pH de 4 a 7. Se cargd 300 pg. de extracto total de proteinas.
Teflido con azul de Coomassie. Con marcador de pesos moleculares (kDa.) en el margen izquierdo. Las flechas indican y
localizan las diferentes proteinas PAA que aparecen en este gel.
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