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SUMMARY
INTRODUCTION

Aromatic compounds are widely distributed in the environment and they represent a
common carbon source for many microorganisms. The metabolic pathways for
microbial degradation of aromatic compounds and the regulatory circuits that control
their expression have been widely studied in the last years. Although most of the studies
on the regulation of aromatic degradation pathways have focused on the transcriptional
control of the cognate catabolic genes (transcriptional regulation), the post-
transcriptional control of these genes is also a major regulatory checkpoint (Diaz y
Prieto, 2000; Prieto et al., 2004; Rojo y Dinamarca, 2004; Tropel y van der Meer,
2004).

When faced with a mixture of alternative carbon sources, bacteria usually
strategically utilize the substrate that yields the highest energy return. The utilization of
preferred carbon sources is controlled by global regulatory mechanisms, termed carbon
catabolite repression, which depend on the energy status of the cell. This enables
bacteria to optimize their growth rates in natural environments that provide complex
mixtures of nutrients. The mechanisms that undertake catabolite repression are diverse
and they have been well characterized in bacteria such as Escherichia coli and Bacillus
subtillis (Deutscher et al., 2006; Park et al., 2006), but they are less well characterized
in other bacteria of great environmental relevance as those of the Pseudomonas genus
(Rojo, 2010).

The repression that some aromatic compounds exert on the catabolism of other
aromatic compounds that use different peripheral routes is a topic of great interest that
has not been deeply studied so far. Bacteria use two basic strategies, that generally
coexist in the same cell, for the aerobic degradation of aromatic compounds, i) diverse
acrobic classic pathways, e.g., the B-ketoadipate pathway, which involve catecholic
intermediates, and ii) some aerobic hybrid pathways, e.g., the phenylacetic acid (AFA)
and the benzoyl-CoA pathways, that involve CoA-derived aromatic epoxydes as
intermediates. Although there has been argued that classic and hybrid aerobic
degradation routes might be profitable when bacteria drive in habitats with high and low
oxygen availability, respectively, the biological significance of these two basic types of
catabolism and the possible preference of one type over the other is unknown so far.



The few studies on the bacterial utilization of mixtures of aromatic compounds have
focused on compounds that are degraded through aerobic classic pathways. Thus, in
Acinetobacter baylyi (Bleichrodt et al. 2010), Cupriavidus necator JMP134 (Donoso et
al., 2011), and in the model bacterium Pseudomonas putida (Nichols y Harwood, 1995),
benzoate was shown to be a preferred carbon source over 4-hydroxybenzoate, although
both compounds are degraded via the same f-ketoadipate central pathway. However,
the possible cross-regulation between an aerobic hybrid route and an aerobic classic
route had not been reported. Getting some light on this issue could contribute to
understand why the specific hybrid routes co-exist with the more diverse and extended
classic routes.

In this thesis, we approach for the first time a study on the effect of the AFA
pathway, a paradigm of hybrid pathway, over the metabolism of other aromatic carbon
sources that use classic routes, such as the widely distributed g-ketoadipate intradiolic
route (Harwood y Parales, 1996) or the gallic acid (GA) extradiolic route (Nogales,
2009). These studies, which constitute the first thematic chapter of this thesis, have been
fundamental to reveal for the first time the key role of the apaH gene (that encodes the
major hydrolase of the ApsA allarmone) in the control of the bacterial metabolism,
which constitutes the topic of the second thematic chapter of this thesis. All these
studies have been carried out in P. putida KT2440 because this bacterium is considered
to be a model of metabolic versatility and robustness, especially regarding to the
catabolism of aromatic compounds, its physiology, biochemistry and genetics is well
known, and a genome scale metabolic model (iJN1411) is available to integrate and
understand omic-based studies. Taken these assumptions into account, the major

objectives of this work were the following:

OBJECTIVES

I. To study the cross-regulation between a hybrid aerobic pathway, i.e., the
phenylacetate (AFA) pathway, and classical aerobic pathways for the degradation of
other aromatic compounds, e.g. 4-hydroxybenzoate (4HBA) and gallate (GA) in P.
putida KT2440.

Il. To explore the physiological effects of the inactivation of the apaH gene, which
encodes the major Ap,A hydrolase, in P. putida KT2440AapaH.

I1l. To determine the molecular basis that accounts for the perturbations at the

morphological, metabolic and stress programmes in P. putida KT2440AapaH.
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IV. To study the signalling/regulatory network that controls the atypical behaviour of P.
putida KT2440AapaH.

RESULTS AND DISCUSSION

To check the possible cross-regulation between a hybrid pathway and a classical
aerobic pathway for degradation of aromatic compounds, we selected the AFA pathway
and the highly distributed b-ketoadipate pathway, respectively. When P. putida KT2440
grows in the presence of AFA and 4HBA, both aromatics are co-metabolized. Although
4HBA becomes metabolized first, this degradation accelerates the initial consumption
of AFA. Furthermore, the metabolism of AFA affects negatively the 4HBA
consumption. The repressor effect of AFA was confirmed by showing the inhibition of
the two key enzymes of the peripheral and central 4HBA degradation pathway, i.e. the
4-hydroxybenzoate-3-monooxygenase (PobA) and the protocatechuate 3,4-dioxygenase
(PcaGH), respectively. The AFA effect was carried out at the transcriptional level since
the expression of the pob and pca operons involved in 4HBA degradation was reduced
when P. putida KT2440 grew in the AFA/4AHBA mixture. Interestingly, neither the
4HBA transporter (PcaK) nor the transcriptional activator of the pob genes (PobR),
which were shown previously to mediate benzoate-mediated repression of 4HBA, were
involved in the AFA effect. Blockage of the AFA pathway by disruption of the gene
encoding the first enzymatic step alleviates the repression effect on the 4HBA pathway,
suggesting that the latter requires the efficient metabolism of AFA.

The repressor effect of AFA was also tested with other aerobic classic pathways
such as the extradiolic route for GA degradation. Again, the presence of AFA repressed
the expression of the gal genes involved in GA degradation. All these results taken
together confirm for the first time that the AFA hybrid pathway causes repression of
other classical aerobic degradation pathways in P. putida. The iJN1411 metabolic
model confirmed in silico that AFA and other aromatics degraded via phenylacetyl-
CoA are indeed carbon sources preferred to aromatics degraded via aerobic classic
pathways, which agrees with the previous observation that P. putida KT2440 is highly
adapted to the efficient metabolism of compounds that use b-oxidation like

mechanisms, as is the case of AFA.

Random mini-Tn5 transposon mutagenesis was used to isolate five mutant

strains that do not present repression of gal genes in the presence of AFA. One of these
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mutants, P. putida KTGAL-14, contained the mini-Tn5 transposon inserted within a
putative operon containing the apaH gene. ApaH is the major hydrolase of the
allarmone diadenosine tetraphosphate (ApsA) and it catalyzes the symmetric cleavage
of this molecule into two ADP molecules. This result constituted the first report
showing the involvement of the apaH gene controlling the metabolism of aromatic
compounds in bacteria. Since the lack of the apaH gene had not been described so far
in P. putida, a P. putidaAapaH strain was constructed. Several apaH-related phenotypes
that had been previously described in other bacteria were tested in P. putida
KT2440AapaH. Although the inactivation of the apaH gene did not cause a significant
change in the cellular morphology of P. putida KT2440, this mutant strain showed a
reduced motility, decreased production of the siderophore pyoverdine, increased biofilm
formation, and increased sensitivity to oxidative stress. However, the most remarkable
and novel property of the P. putida KT2440AapaH strain was its increased lag phase
when growing in different carbon sources, especially when using aromatic compounds
such as AFA.

To explore for the first time at the molecular level the global effect of the lack of
a functional apaH gene in bacteria, we compare the total proteome of the wild-type P.
putida KT2440 strain with that of the P. putida KT2440AapaH mutant strain growing in
AFA. Remarkably, the apaH mutant strain showed a significant number of proteins
whose expression was induced or repressed, and that are potentially involved in all three
major cellular programs, i.e., in the morphological, metabolic and stress programs.
Therefore, these results highlight a previously unnoticed essential role of the ApsA

molecule controlling many diverse functions in the bacterial cell.

Among the most induced proteins in the P. putida KT2440AapaH mutant, there
is a group of proteins, such as catalases and alkyllhydroperoxydases, usually present in
bacteria under oxidative stress conditions, strongly suggesting that inactivation of the
apaH gene and, consequently, an increase in the ApsA levels, triggers an oxidative
stress-like cellular response. Some c-diGMP synthases and cell envelope proteins, such
as adhesins, are also induced in the apaH mutant, which is in agreement with the
observed increase in biofilm formation and may reflect the low fitness state of the
mutant. However, the most abundant set of proteins whose expression changes in the
apaH mutant are those related to the metabolic program. Thus, some TCA cycle

isoenzymes become induced in the apaH mutant, revealing an unprecedented role of



Ap,A remodeling the central metabolism in bacteria. Oxidative phosphorylation, iron
uptake systems, amino acids metabolism, PHA and protein synthesis, and several signal
transduction systems and RNA regulators, as the Hfq protein, are also likely altered in
the mutant strain. An interesting observation is that a proposed trealose (and glycogen)
metabolism was induced in apaH mutant, which suggests the activation of an osmotic
stress response. Accordingly, the apaH mutant strain showed a higher resistance to a
NaCl-dependent osmotic stress than the wild-type strain, which represents an apaH

related phenotype that had not been described before in any bacteria.

By using the iJN1411 model and the proteomic data obtained from the P. putida
wild-type and apaH mutant strains growing in AFA, we constructed the cognate
condition specific genome scale metabolic models that were then used to predict carbon
fluxes throughout the different metabolic modules. This in silico analysis predicted that
the flux throughout the TCA cycle was significantly reduced in the apaH mutant strain,
especially regarding the enzymatic steps catalyzed by aconitase, citrate synthase,
succinate dehydrogenase and fumarase, which is in an agreement with the observed
induction of unusual TCA isoenzymes in the proteome. Flux through the electron
transport chain and oxidative phosphorylation was also significantly reduced in the
apaH mutant strain, a prediction that matches the observed repression of the NADH
dehydrogenase | complex in the proteome. All these analyses of the distribution of
carbon fluxes pointed to a compromised energetic state in the P. putida KT2440AapaH
strain. This hypothesis was confirmed experimentally by showing that the mutant strain
had a lower oxygen consumption and ATP levels than the wild-type strain. Moreover,
by using a respiratory uncoupling agent (FCCP) we could conclude that the respiratory
flux was limited by reduced NAD(P)H levels in the P. putida KT2440AapaH strain,
which in turn would explain the extended lag phase of the mutant in most carbon
sources. This was confirmed later on by showing that the long lag phase of P. putida
KT2440AapaH grown in AFA was significantly reduced by adding to the medium some
minor amounts of compounds, e.g., octanoate, glucose, that do not need the TCA cycle
for generating some reducing power. By using the iJN1411 metabolic model and the
measured lag phase of the apaH mutant in different carbon sources, we could predict in
silico that fumarase was the limiting step that caused blockage of the TCA cycle. By
measuring the FumA and FumC activity in crude extacts of the wild-type and apaH

mutant strains, we were able to confirm the proteomic data that revealed the



replacement of the standard FUumA activity by the stress-induced FumC activity in P.
putida KT2440AapaH. Gene expression studies also confirmed the induction of fumC2
and the repression of fumA in the apaH mutant strain. Taken together, all these data
suggest that the increased levels of ApsA in P. putida KT2440AapaH caused an
inhibition of the standard fumarase activity which led to a certain blockage of the TCA
cycle and, in turn, to a compromised energetic state that explains the extended lag phase
observed as well as the relevant changes detected at the morphological and stress

programs.

To gain some insights on the regulatory circuit(s) that was altered in P. putida
KT2440AapaH, we analyzed the expression of some RNA polymerase sigma factors
that usually control the stress response in bacteria. These studies revealed that rpoS
expression was significantly increased in the apaH mutant strain. Moreover, the
overexpression of rpoS in P. putida KT2440 led to the characteristic extended lag phase
of this strain. Therefore, it was concluded that RpoS was a central player in the
regulatory cascade that senses and respond to the ApsA cellular levels. To study further
this regulatory circuit, we monitored the expression of different regulatory elements,
i.e., psrA, crc, and rsm genes, that have been reported to control the expression of rpoS
in bacteria. Interestingly, in the apaH mutant we only found a significant change in the
expression levels of the rsmX and rsmY sRNAs, which have been shown to activate the
expression of rpoS by sequestering the RsmA repressor through a post-transcriptional
regulation mechanism (Kojic y Venturi, 2001; Dong et al., 2013; Heeb et al., 2005;
Whistler et al., 1998; Sonnleitner y Haas, 2011). Since the rsm sSRNAs are controlled by
the global GacS/GacA two-component regulatory system in some Pseudomonas strains,
we checked whether this regulatory cascade was also controlling the P. putida
KT2440AapaH behaviour. To this end, we constructed a double gacA/apaH P. putida
KT2440 strain, and we could confirm that this strain lacked the extended lag growth
phase that characterizes the apaH mutant. In summary, all these results suggest a new
mechanism of action of ApsA acting as a signal of the pleiotropic GacS/GacA

transduction system.



CONCLUSIONS

1. The AFA hybrid pathway causes repression of other classical aerobic
degradation pathways, e.g. the 4HBA and GA pathways, suggesting that AFA,
and other aromatics degraded via phenylacetyl-CoA, are preferred aromatic
carbon sources in P. putida KT2440.

2. The apaH gene, encoding the major hydrolase of the ApsA allarmone, was
shown to be involved in the AFA-mediated repression of the gal genes for GA
degradation in P. putida KT2440.

3. The inactivation of the apaH gene in P. putida causes a reduction in cellular
motility and pyoverdine production, increased biofilm formation, osmotic
resistance, and oxidative stress response, and a significant extension of the lag
phase when the mutant cells grow at the expense of many different carbon

Sources.

4. By using a systems biology approach, e.g., proteomics and metabolic
modeling (1IJN1411), we have shown that inactivation of the apaH gene affects
to the stress, morphological and metabolic programs of P. putida.

5. A major consequence of the apaH mutation in P. putida is the re-modeling of
the central metabolism of the cell, which leads to a compromised energetic
state that may cause the extended lag phase as well as the relevant changes

detected at the morphological and stress programs.

6. The rpoS gene is a central player in the regulatory cascade that senses and
responds to the Ap,A cellular levels and that involves also the rsm sSRNA and

the global GacS/GacA two-component regulatory circuit of P. putida KT2440.

7. The results presented in this work pay the way for future research on the key
role of Ap4A as a signal that controls the metabolic and regulatory networks in
bacteria, and as a target for engineering more efficient biocatalysts in different

industrial and environmental applications.
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I1. Introduccion

La contaminacion de la biosfera es un problema de creciente preocupacion en el
mundo. La industrializacion ha permitido alcanzar un elevado desarrollo
socioecondémico en diferentes regiones geograficas del mundo, pero al mismo tiempo,
ha ocasionado la liberacion, deliberada o accidental, al entorno de diferentes
compuestos quimicos téxicos. Esto ha conllevado un dramético impacto en los
ecosistemas y la calidad de vida del hombre en toda la biosfera (Philp et al., 2005). Una
estrategia que presenta varias ventajas para paliar la contaminacién ambiental es la
biorremediacion, que emplea las capacidades catabdlicas de los microorganismos para
la eliminacion de compuestos toxicos contaminantes (Ramos et al., 1994; Diaz, 2004).

Los compuestos aromaticos se encuentran ampliamente distribuidos en el medio
ambiente y muchos de ellos son importantes contaminantes. La toxicidad de algunos
compuestos aromaticos puede provenir también de los metabolitos generados durante su
metabolismo por los microorganismos capaces de utilizarlos como fuente de carbono y
energia (Denef et al., 2005, Yamada et al., 2006, Agull et al., 2007). Existe una amplia
variedad estructural de compuestos aromaticos, los cuales presentan uno o mas anillos
bencénicos que pueden estar sustituidos en diferentes posiciones por una gran
diversidad de grupos funcionales distintos, tales como hidroxilos, aminas, hal6genos,
entre otros. Un gran ndmero de estos compuestos aromaticos se encuentran
ampliamente distribuidos en el medio ambiente formando parte de los procesos
biogeoquimicos naturales y no poseen caracter recalcitrante. Las plantas son la principal
fuente de compuestos aromaticos en la naturaleza. La lignina es un polimero aromatico
complejo que constituye el 25% de la biomasa de la Tierra (Cesarino et al., 2012). La
superficie de las raices de las plantas y su area circundante, denominada rizosfera, es un
ambiente complejo en el que estd presente una gran diversidad de compuestos
aromaticos como resultado del metabolismo de los vegetales y microorganismos
(Matilla et al., 2007). Los compuestos aromaticos también se pueden encontrar en el
tracto intestinal de los animales, formando parte del metabolismo de los aminoacidos
aromaticos (Diaz et al., 2001; Gibson y Harwood, 2002). Los compuestos aromaticos se
encuentran presentes también como componentes de los taninos, de pigmentos, de
cofactores, de los combustibles fosiles y de las propias estructuras de las proteinas, del
DNA vy del RNA (Gibson y Harwood, 2002). Por tanto, la degradacion de estos

11



compuestos es critica para mantener el ciclo global del carbono. Por otra parte, existe
una amplia gama de compuestos aromaticos de origen antropogénico (xenobidticos),
debido al desarrollo creciente de la actividad industrial, que son dificiles de degradar.
Los compuestos organicos sintéticos persisten en el ambiente por largos periodos
provocando la acumulacion en cadenas tréficas y causando efectos adversos en la salud
humana y los ecosistemas naturales (Timmis y Pieper, 1999; Navia y Seeger, 2006).
Esto ha derivado en un creciente interés en la busqueda y desarrollo de métodos
bioldgicos para la eliminacion de los compuestos xenobi6ticos (Pieper y Reineke, 2000;
Luengo et al., 2001; Martinkova et al., 2009; Robles-Gonzalez et al., 2008).

1. El catabolismo de los compuestos aromaticos en bacterias.

El estudio del catabolismo de los compuestos aromaticos constituye un sistema
modelo interesante tanto desde un punto de vista de ciencia basica como aplicada. Asi,
los compuestos aromaticos son una fuente de carbono abundante para las bacterias y su
degradacion revela la existencia de reacciones enzimaticas y mecanismos de regulacion
de la expresion génica nuevos que son de gran interés biotecnologico (Rojo, 2010). Las
bacterias han desarrollado mecanismos adaptativos que les permiten mineralizar una
gran variedad de compuestos aromaticos pese a la gran estabilidad termodinamica de
estas moléculas y su carécter toxico para las células (Harayama y Timmis, 1992;
Furukawa 2000; Gibson y Harwood, 2002; Diaz, 2004; Vaillancourt et al., 2004; Fuchs,
2008). Por otro lado, el conocimiento detallado de estas capacidades catabdlicas y su
regulacion permite el disefio de biocatalizadores mas robustos y eficaces para su
utilizacion den distintos procesos de interés biotecnoldgico tales como biorremediacion,

biotransformacion, biosensores, etc. (Carmona et al., 2008, 2009).

La mineralizacién de los compuestos aromaticos supone un reto importante para
los microorganismos dada la estabilidad que les proporciona a estos compuestos la
resonancia del anillo. La estrategia comun que rige los procesos de degradacion de los
compuestos aromaticos en bacterias se basa en la aplicacion secuencial de dos etapas
enzimaticas: i) la modificacion de la densidad electronica del anillo aromatico, v ii) la
ruptura del mismo. Esta estrategia permite distinguir entre “rutas periféricas”, que son
aquellas que transforman y activan diferentes sustratos aromaticos en unos pocos
intermediarios centrales, y ‘“rutas centrales”, que catalizan la ruptura del anillo
aromatico activado de estos Ultimos canalizandolo al metabolismo central (Heider y
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Fuchs, 1997; Diaz, 2004; Diaz et al., 2013). La diversidad de rutas periféricas responde
a la gran variedad de compuestos aromaticos existentes, y las enzimas que las integran
suelen ser bastante especificas e inducidas por los compuestos a degradar (Harwood et
al., 1998; Heider et al., 1998; Diaz et al., 2013). Por el contrario, sélo existen unas
pocas rutas centrales, y la convergencia de todas aquellas rutas periféricas en un numero
reducido de rutas centrales se ha denominado “embudo catabdlico” (Harayama y
Timmis, 1989). Dependiendo del aceptor final de los electrones en la bacteria, los
compuestos aromaticos estdn sometidos a dos tipos basicos de catabolismo. Si el
aceptor es una molécula de oxigeno, se trata de una degradacion aerobica. Si el aceptor
final de los electrones es otra molécula distinta al oxigeno (NOs, Fe**, SO,%, entre
otras), la degradacion es de tipo anaerébico. Ambos tipos de catabolismo poseen
caracteristicas muy diferentes (Carmona et al., 2009; Fuchs et al., 2011; Diaz et al.
2013).

1.1 El catabolismo anaerobico de compuestos aromaticos.

Existen numerosos ecosistemas en los que el aporte de oxigeno se encuentra
limitado, como ocurre en los suelos con dificil drenaje, las aguas estancadas y
subterraneas, las que tienen una elevada actividad bacteriana, los sedimentos marinos, el
tracto digestivo de animales, etc. (Widdel y Rabus, 2001). En ausencia de oxigeno, el
metabolismo bacteriano requiere de otros aceptores finales de electrones. En la
degradacion anaerdbica de compuestos aromaticos las bacterias emplean como
aceptores finales de electrones moléculas inorganicas tales como el NOgs, que es
reducido a NO, 0 N, (desnitrificacién) (Spormann y Widdel, 2000), el Fe** que es
reducido a Fe?* (Coates et al, 2001), o el SO,* que es reducido a SO, 0'S, (Morasch
et al, 2004; Peters et al, 2004), asi como moléculas organicas tales como el fumarato
(Gibson y Harwood, 2002), entre otros. Dentro del catabolismo anaerébico de
compuestos aromaticos cabe destacar dos tipos de rutas de biodegradacion:

i) Las rutas catabdlicas que generan como intermediarios centrales compuestos
hidroxilados, tales como el resorcinol, floroglucinol, hidroxihidroquinona y 6-
hidroxinicotinato, y que posteriormente sufren la reduccién directa del anillo mediante
el aporte de poder reductor en forma de NADPH, en el caso del floroglucinol y la
hidroxiquinona (Haddock y Ferry, 1989; Schink y Friedrich, 2000), o por una
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ferredoxina, en el caso del resorcinol (Kluge et al, 1990) o del 6-hidroxinicotinato
(Alhapel et al, 2006).

ii) Las rutas catabdlicas que conducen a la formacién de benzoil-coenzima A
(CoA) u otros aril-CoA derivados (Schink y Friedrich, 2000). A través de estos
metabolitos son canalizados la gran mayoria de los compuestos aromaticos en el
metabolismo anaerdbico (Heider y Fuchs, 1997; Schink y Friedrich, 2000; Gibson y
Harwood, 2002; Carmona et al., 2009; Fuchs et al., 2011). La activacién del anillo se
logra mediante la formacion de tioésteres de CoA catalizada por diferentes CoA-ligasas.
La reduccion posterior del anillo y la pérdida de aromaticidad se produce por la accién
de benzoil-CoA reductasas multicomponentes que requieren poder reductor y energia
(Heider y Fuchs, 1997, Carmona et al., 2009; Fuchs et al., 2011; Boll et al., 2013).

1.2 El catabolismo aerdbico de los compuestos aromaticos.

La degradacion aerdbica de compuestos aromaticos es el mecanismo de
mineralizacion mejor estudiado. En las rutas aerdbicas clésicas los diferentes sustratos
son convertidos a derivados mono-, di-, o tri-hidroxilados mediante la incorporacion de
atomos de oxigeno por distintos tipos de oxigenasas, lo que permite la activacion
termodindmica del anillo aromético. En una siguiente etapa, estos intermediarios
hidroxilados sufren la apertura de la molécula, catalizada por dioxigenasas de apertura
del anillo, y la consiguiente pérdida de aromaticidad. Finalmente, los productos de
apertura son facilmente oxidados hasta intermediarios del metabolismo central de la
célula (Fig. 1). Una variante de las rutas clasicas de degradacion aeroébica la constituyen
las rutas aerdbicas hibridas (Fig. 1) (Diaz et al., 2001; Jiménez et al., 2004; Phale et al.,
2007; Diaz et al., 2013).

1.2.1 Rutas aerdbicas clasicas.

Como se ha indicado anteriormente, en las rutas aerobicas clasicas el compuesto
sufre una activacién del anillo aroméatico mediante la incorporacion de atomos de
oxigeno con la ayuda de mono- o di-oxigenasas que muestran una gran diversidad
estructural (Gibson y Parales, 2000). Una vez activado el anillo aromatico, la siguiente
etapa en las rutas de degradacion aerdbica de compuestos aromaticos consiste en la

ruptura del anillo y su conversion en un compuesto intermediario no aromatico. Este
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tipo de reacciones esta catalizado por dioxigenasas de ruptura, que son metalo-enzimas
que rompen un enlace C-C mediante la adicion de los dos a&tomos del oxigeno molecular
a los intermediarios hidroxilados centrales. Estas enzimas se clasifican en intradiol y
extradiol dioxigenasas en funcion de la posicion que ocupe el enlace de la ruptura con
respecto a los hidroxilos. Las intradiol dioxigenasas requieren de la presencia de Fe (I11)
no unido a un grupo hemo, y catalizan la ruptura del ndcleo aromatico en posicion orto-
respecto a los hidroxilos, mientras que las extradiol dioxigenasas requieren de Fe (1), o
en algunos casos de Mg (Il) o Mn (Il), que tampoco se encuentra unido a un grupo
hemo, y catalizan la ruptura en posicion meta-, en un enlace adyacente a uno de los
grupos hidroxilo (Fig. 1) (Gibson y Parales, 2000) Las intradiol y extradiol dioxigenasas
no comparten similitud de secuencia o de estructura, lo que indica que pertenecen a
familias de proteinas con un origen evolutivo diferente y también son distintos sus
mecanismos de reaccion. Los sustratos descritos para las intradiol dioxigenasas son,
entre otros, el catecol, el protocatecuato y el hidroxiquinol, y todos ellos poseen dos
grupos hidroxilos contiguos. Por el contrario, las extradiol dioxigenasas catalizan la
ruptura de compuestos catecélicos (e.g., catecol, protocatecuato, homoprotocatecuato),
y de otros que presentan dos hidroxilos no contiguos, como el gentisato, el
homogentisato, y la hidroquinona (Vaillancourt et al., 2004, Vaillancourt et al., 2006).
También existen extradiol dioxigenasas que actian sobre compuestos
monohidroxilados, como el 2-aminofenol (Takenaka et al., 1997), el salicilato (2-
hidroxibenzoato) (Hintner et al., 2001) y el 1-hidroxi-2-naftoato implicado en el

metabolismo del fenantreno (lwabuchi y Harayama, 1998).

Al contrario de lo que sucede con las intradiol dioxigenasas, las extradiol
dioxigenasas muestran una gran diversidad evolutiva, que permite clasificarlas en, al
menos, tres familias distintas (Vaillancourt et al., 2004; Vaillancourt et al., 2006). Una
cuarta familia de extradiol dioxigenasas que no poseen similitud de secuencia con las
anteriores y que, muy probablemente, derivan de las metaloproteasas, es la que tiene
como prototipo a la enzima NicX implicada en la ruptura meta de la 2,5-
dihidroxipiridina en P. putida (Jiménez et al., 2008). A pesar de la diversidad
filogenética de las extradiol dioxigenasas, todas ellas contienen un motivo estructural
(triada facial) de dos histidinas y un grupo carboxilato que ligan el ion Fe (1)
(Vaillancourt et al., 2004; Vaillancourt et al., 2006).
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Figura 1. Esquema de las dos estrategias bioquimicas para degradacion aerdbica
de los compuestos aromaticos en bacterias. Se ha utilizado el benzoato como
compuesto modelo. El benzoato puede ser degradado por la via aerdbica clasica (A) o
por la via aerdbica hibrida (B). En ambas estrategias pueden ser identificados un primer
paso de activacion del anillo (flecha morada), un segundo paso que involucra la
desaromatizacion/ruptura del anillo (flechas rojas) con una posterior degradacion hacia
metabolitos centrales mediante las rutas bajas (flechas verdes). La ruptura orto del
anillo catecolico (via central del p-cetoadipato) y la via hibrida del benzoil-CoA
convergen en el intermediario comun f-cetoadipil-CoA. Las abreviaturas representan:
OX, oxigenasa hidroxilante de anillo; DH, dihidrodiol deshidrogenasa; DOX,
dioxigenasa de ruptura de anillo (intradiol o extradiol dioxigenasas); EX, aril-CoA
epoxidasa. (Adaptado de Diaz et al., 2013).

En el catabolismo de compuestos que contienen un anillo de benceno fusionado
a uno de piridina, se ha identificado una nueva familia de dioxigenasas de ruptura que

no muestran similitud de secuencia con otras extradiol dioxigenasas y que no requieren
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cofactores organicos ni iones metalicos para la catalisis. El analisis de la estructura
primaria de las 2,4-dioxigenasas permite englobarlas en la superfamilia de las o/
hidrolasas (Fetzner, 2002, Fetzner y Steiner, 2010). Estas dioxigenasas han adaptado el
centro activo de las o/p hidrolasas (triada catalitica) para realizar la reaccién

dioxigenolitica (Frerichs-Deeken y Fetzner, 2005).

1.2.2 Rutas aerodbicas hibridas.

A diferencia de las rutas aerdbicas clasicas, las rutas hibridas de degradacién
aerdbica de compuestos aroméaticos combinan caracteristicas del catabolismo aerébico y
del anaerdbico. En una primera etapa, los sustratos degradados mediante las rutas
hibridas son transformados en derivados de CoA mediante CoA-ligasas, una
caracteristica tipica de las rutas anaerdbicas de degradacion de compuestos aromaticos,
lo que facilita la desestabilizacion del anillo aroméatico aumentando su densidad
electronica (Fig. 1) (Heider y Fuchs, 1997; Diaz et al., 2013). Para su actividad, las
CoA-ligasas requieren CoA, Mg** y ATP (Boll y Fuchs, 1995; Fuchs et al., 2011). A
continuacion, se produce la pérdida del caracter aromatico del derivado de CoA
mediante una reaccién de oxigenacion que genera un derivado epoxiaril-CoA, el cual
sufre posteriormente la apertura del anillo aliciclico por la accion de una hidrolasa (Fig.
1) (Fuchs et al., 2011; Diaz et al. 2013). Una de las dos rutas aerdbicas hibridas mejor
estudiadas es la ruta box de degradacion de benzoato via benzoil-CoA en Azoarcus
evansii (Zaar et al., 2004; Gescher et al., 2005; 2006; Rather et al., 2011a; 2011b). La
degradacion de benzoato a través de la ruta aerdbica hibrida box también se ha descrito
en otras bacterias tales como otras cepas del género Azoarcus (Valderrama et al., 2013),
Thauera aromatica (Schuhle et al., 2001), Bacillus stearothermophilus (Zaar et al,
2001) y Burkholderia xenovorans LB400 (Denef et al, 2006). La otra ruta aerdbica
hibrida mas estudiada es la ruta paa involucrada en la degradacién del acido fenilacético
(AFA). A diferencia del benzoato, que puede ser degradado por rutas aerdbicas clasicas
o por la ruta hibrida del benzoil-CoA, hasta la fecha sélo se conoce la ruta hibrida paa
para la degradacion aerdbica del AFA. Los genes paa se han identificado en una gran
variedad de bacterias, e incluso en arqueas (Teufel et al., 2010). La ruta paa se ha
estudiado en detalle en E. coli (Ferrandez et al, 1997; Diaz et al, 2001; Ismail et al,
2003; Fernandez et al, 2006; Nogales et al, 2007; Teufel et al., 2010; 2011; 2012), P.
putida U (Olivera et al, 1998), Pseudomonas sp. Y2 (Alonso et al, 2003; Bartolomé-
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Martin et al, 2004; Teufel et al., 2012), A. evansii (Mohamed et al, 2002), Burkholderia
cenocepaci. (Law y Boulanger, 2003.) Rhodococcus sp. RHA1 (Navarro-Llorens et al,
2005), Arthrobacter oxydans CECT386 (Navarro-Llorens et al, 2008) y en bacterias del
género Thermus (Kunishima et al, 2005; Song et al, 2006; Erb et al., 2008; Sakamoto et
al., 2011).

También se ha caracterizado una ruta aerdbica hibrida para la degradacion del 2-
aminobenzoato (antranilato) en A. evansii, que implica una aminobenzoil-CoA
oxigenasa/reductasa como enzima clave para la pérdida de aromaticidad (Schuhle et al,
2001). La degradacién de salicilato en algunas bacterias gram-positivas, tales como
Streptomyces sp. WA46 y Rhodococcus sp. B4, también implica la formacion e
hidroxilacion de derivados de CoA (gentisil-CoA), si bien posteriormente se libera CoA

y se regenera gentisato (Grund et al, 1992; Ishiyama et al, 2004).

2. Regulacion de las rutas catabdlicas de compuestos aromaticos.

Dado que los compuestos arométicos no suelen ser una fuente de carbono
preferencial para las bacterias, la expresion de las rutas de degradacion de dichos
compuestos suele estar sometida a un estricto control transcripcional. Dicho control se
ejerce a dos niveles: i) una regulacion especifica de cada ruta y mediada por reguladores
generalmente codificados en el propio cluster catabdlico, y ii) una regulacién
sobreimpuesta a la anterior y que responde a mecanismos de regulacion globales que
operan en funcion del estado energético de la célula y de las condiciones ambientales
concretas (Fig. 2) (Prieto et al, 2004; Tropel y van der Meer, 2004, Cases y de Lorenzo,
2005; Carmona et al., 2008; Diaz et al., 2013). A pesar de que el control transcripcional
ha sido el mas estudiado, también existe un control post-transcripcional que modula los
niveles de mMRNA, y la eficacia de su traduccion (Aranda-Olmedo et al, 2006; Cases y
de Lorenzo, 1998; Laurie et al, 2003; Moreno et al., 2007; Moreno y Rojo, 2008;
Moreno et al., 2010). Por ultimo, las rutas catabdlicas también se regulan a nivel post-
traduccional mediante la inhibicion de las enzimas correspondientes, e.g., en presencia
de distintos analogos de sustrato no metabolizables o cuando la ruta sufre algun bloqueo
(retroinhibicion), o mediante el control de los transportadores especificos encargados de

la entrada del compuesto aromatico (Brzostowicz et al, 2003).

18



2.1 Regulacion especifica.

Dentro del catabolismo de compuestos aromaticos en bacterias existe una gran
variedad de reguladores transcripcionales especificos que pertenecen a distintas familias
de proteinas reguladoras. Estas proteinas pueden actuar como represores o activadores,
y su diversidad sugiere que han evolucionado independientemente de los elementos
catabdlicos. ElI mecanismo de control se basa en la interaccién de la proteina, a través de
un dominio hélice-giro-hélice (HTH) de interaccion con el DNA, con la region
operadora del promotor regulado. La interaccion/liberacion del regulador con el
promotor correspondiente depende de la presencia del inductor apropiado. Las
moléculas inductoras suelen ser los propios sustratos de la ruta, o bien alguno de los
metabolitos (aromaticos 0 no aromaticos) que se generan en la degradacion (Diaz y
Prieto, 2000; Tropel y van der Meer, 2004, Carmona et al., 2008; Kamimura et al.,
2010). Los promotores catabdlicos, por su parte, poseen un cierto nivel de
inespecificidad con respecto a las sefiales a las que responden, lo que les permite
evolucionar y ser reclutados para controlar nuevas rutas (Cases y de Lorenzo, 2001;
Cases y de Lorenzo, 2005). Otra caracteristica de la regulacion transcripcional del
catabolismo de compuestos aromaticos es la existencia de cascadas de regulacion con
diferentes puntos de control, de manera que los genes se inducen selectivamente y se
evita el gasto energético que supone la expresion de rutas periféricas innecesarias
(Cases y de Lorenzo, 2001; Cases y de Lorenzo, 2005; Diaz y Prieto, 2000; Prieto et al,
2004).

2.2 Regulacién global o sobreimpuesta.

Las bacterias poseen un metabolismo versatil que les permite utilizar muchos y
diferentes compuestos como fuente de carbono y energia, facilitandoles su
supervivencia en diferentes nichos ecoldgicos y permitiéndoles su rapida adaptacion a
los cambios ambientales. Esta versatilidad metabdlica esta estrechamente ligada a una
regulacién flexible de la expresién de las vias metabolicas, regulacién que esta dirigida
a optimizar la eficiencia del metabolismo y su adaptacion ecoldgica. Existen varios
sistemas descritos de regulacion global que participan en programas coordinados de la
expresion génica y que responden a diversas situaciones ambientales tales como
limitacion de nutrientes, oxigeno, o cambios de pH, entre otras. Muchas bacterias
poseen también sistemas de regulacion global que coordinan el metabolismo de varias
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fuentes de carbono que estan disponibles simultaneamente y a concentraciones que no
limitan el crecimiento bacteriano. En estas condiciones, las bacterias pueden co-
metabolizar las diferentes fuentes de carbono o, por el contrario, asimilar
preferentemente unos compuestos especificos, que son los que generalmente permiten
un crecimiento mas eficiente, inhibiendo al mismo tiempo el consumo y/o la expresién
de los genes requeridos para el metabolismo de compuestos no preferentes. El proceso
de regulacion que permite esta seleccion de fuentes de carbono preferentes se denomina
represion catabolica de carbono (CCR) (Mdiller et al., 1996; Gorke y Stulke, 2008;
Rojo, 2010; Donoso et al., 2011).

Generalmente, los compuestos aromaticos no suelen ser una fuente de carbono
preferente para las bacterias y su metabolismo esté sujeto a procesos de CCR. Asi por
ejemplo, si la bacteria se encuentra en presencia de un compuesto aromatico y de una
fuente de carbono maés facil de asimilar (e.g., glucosa, citrato, succinato, etc.) que el
compuesto aromatico en cuestion, la ruta de degradacion del compuesto aromatico
puede sufrir un fendmeno de represion catabdlica mediado por el metabolito no
aromatico. Sin embargo, la naturaleza del compuesto preferido varia dependiendo del
organismo en concreto. Asi, en E. coli los azucares (glucosa) son la fuente de carbono
preferente. EI mecanismo de represion por catabolito ha sido descrito para los operones
catabdlicos de degradaciéon de compuestos arométicos en E. coli cuando existe glucosa
en el medio, y estd mediado por la proteina CRP receptora de AMPc (Prieto et al.,
2004). En otras bacterias, e.g., cepas del género Pseudomonas, la glucosa no es una
fuente de carbono preferente y son los aminoéacidos y ciertos acidos orgénicos (e.g.,
citrato, succinato) los que causan una significativa represion catabélica de los operones
de catabolismo de compuestos aromaticos (Collier et al., 1996; Mauller et al., 1996;
O’Leary et al., 2001). No obstante, en P. fluorescens ST y P. putida KT2440 (pWWO0)
la glucosa tiene un efecto represor sobre los genes requeridos para la degradacion de
compuestos como estireno y tolueno, respectivamente (Santos et al., 2000; del Castillo
y Ramos 2007; Rampioni et al., 2008). En P. putida también se ha descrito un
catabolismo preferencial de la glucosa sobre la asimilacion de metilfenol y AFA (Muller
et al., 1996; Schleissner et al., 1994; Kim et al. 2009). En contraste, existe un
metabolismo preferente de compuestos aromaticos, como el naftaleno, sobre la glucosa
en P. putida CSV86 (Basu et al., 2006, 2007b), debido probablemente a la formacion de

ciertos intermediarios producidos durante la asimilacion del compuesto aromatico (Basu
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et al., 2007a). En algun otro organismo especializado en la degradacion de compuestos
aromaticos, e.g., Azoarcus sp. EbN1, también se ha descrito un metabolismo preferente

del benzoato sobre el succinato (Trautwein et al., 2012).
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Figura 2. Esquema de la regulacion de las rutas catabolicas de compuestos
aromaticos. El control de la expresion de las rutas de degradacion combina i) la
regulacion especifica (recuadro azul claro), mediada por los reguladores
transcripcionales especificos (activadores o represores) que responden a inductores de la
ruta concreta, y ii) una regulacién sobreimpuesta transcripcional (recuadro naranja) o
post-transcripcional (recuadro verde) mediada por reguladores globales que implican
proteinas (e.g. CyoB, CRP, PtsN, IHF, Fnr, factores sigma, etc.), SRNAs y ciertos
nucleotidos (e.g. CAMP, ppGpp, di-GMPc) que responden a sefiales ambientales (O,
pH, temperatura, etc.) y al estado fisiologico de la célula (estado rédox, condiciones de
estrés, etc.).

Proteinas como CyoB, PtsN, IHF, BphQ, y AccR se han visto implicadas en
procesos de represion catabdlica de las rutas de degradacion de compuestos aromaticos
en bacterias de los géneros Pseudomonas, Acidovorax y Azoarcus (Petruschka et al,
2001; Ohtsubo et al, 2006; Pfluger y de Lorenzo, 2008; Valderrama et al., 2013). Se ha
descrito también la influencia de la proteina CRP de P. putida en el catabolismo de
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algunos compuestos aromaticos (Daniels et al., 2010; Herrera et al., 1012). Ciertos
factores sigma de la RNA polimerasa (RNAP) alternativos son también importantes
elementos de control de la expresion transcripcional de los genes responsables de la
degradacion de compuestos aromaticos. Asi por ejemplo, el nucleétido (p)ppGpp actua
como una alarmona y es necesario para favorecer la interaccion del factor sigma 54
alternativo (RpoN) con la RNAP, y permitir la actividad de ciertos promotores
catabolicos dependientes de RpoN, como el promotor Po que controla los genes dmp
para la degradacion de (metil)fenol (Osterberg et al., 2011).

Ademas de la regulacion transcripcional, cada vez es mas evidente que el control
post-transcripcional de la expresion génica es muy importante y juega un papel esencial
en los mecanismos de regulacion sobreimpuesta de las rutas de degradacion de
compuestos aromaticos. El ejemplo mas paradigmatico de este tipo de contol lo
representa, la proteina Crc de Pseudomonas. Crc esta implicada, mediante un
mecanismo de control post-transcripcional que también implica a ciertos SRNAS y a la
proteina Hfg (Milojevic et al, 2013), en la represion que ejercen los aminoécidos sobre
la expresion de rutas catabolicas de compuestos aromaticos (Moreno y Rojo, 2008; Rojo
2010; Hernandez-Arranz et al, 2013).

Los microorganismos en su medio ambiente natural se encuentran normalmente
en presencia de una mezcla compleja de compuestos aromaticos. La represion
catabolica que ejercen algunos compuestos aromaticos sobre el catabolismo de otros
aromaticos que utilizan rutas periféricas distintas ha sido poco estudiada hasta la fecha.
En este sentido, la mayor parte de los estudios se han centrado en caracterizar la base
molecular de la preferencia del compuesto benzoato sobre el 4-hidroxibenzoato (4HBA)
en P. putida PRS2000, Acinectobacter baylyi ADP1 y en Cupriavidus necator JMP134
(Nichols y Harwood, 1995; Cowles et al., 2000; Brzostowicz et al., 2003, Bleichrodt et
al., 2010; Donoso et al., 2011). La represion descrita en P. putida PRS2000 se debe
principalmente a la disminucion de la expresién del gen pcaK que codifica el
transportador especifico de 4HBA (Nichols y Harbood, 1995). Por el contrario, en C.
necator JMP134 se ha demostrado que el benzoato regula la expresion del gen
regulador pobR necesario para la induccion del gen pobA que codifica la oxigenasa que
inicia la degradacion del 4HBA (Donoso et al., 2011).
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3. La respuesta celular global a los compuestos aromaticos en bacterias.

Los compuestos aromaticos no sélo son una fuente de carbono y energia para
algunas bacterias capaces de metabolizarlos, sino que también son un importante factor
de estrés para las bacterias debido a que muchos de estos compuestos, por sus
propiedades fisico-quimicas concretas, producen dafio a nivel de la membrana celular,
de los &cidos nucleicos y de ciertas proteinas citoplasmicas y pueden ocasionar la
muerte celular (Sikkema et al., 1995; Jiménez et al., 2010; Diaz et al. 2013). Este efecto
antagénico de los compuestos aromaticos, i.e., compuesto tdxico y al mismo tiempo
nutriente, determina que las bacterias degradadoras de compuestos aromaticos
respondan a la presencia de estos compuestos ajustando sus programas vitales basicos,
i.e.,el programa metabdlico, el programa de estrés; y el programa morfol6gico (Jiménez
etal., 2010).

Estrés v/s Degradacion
Programa de estrés
. R Fuente de
e toxico
Programa metabdlico carbono

*Progra ma morfoldgico
Respuesta catabdlica
especifica
*Metabolismo de lipidos

*Bombas de eflujo
*Movilidad y Quimiotaxis
ﬁ 'Cader’1a transfere’nua fie e.lectrones * Envoltura celular
*Proteinas de estrés oxidativo

ﬁ Metabolismo primarioy
ﬁ *Chaperonas moleculares

aprovechamiento del poder reductor
+Otras proteinas de estrés * Biosintesis de proteinas y
nucledtidos

Figura 3. Esquema de la respuesta global de las bacterias a los compuestos
aromaticos Las estrellas representan cada uno de los programas activados por la
presencia del compuesto aromatico, y el nimero en su interior el orden secuencial de
activacion. Esquema modificado de Jiménez et al., 2010
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El programa metabolico incluye el conjunto de reacciones directamente
implicadas en el catabolismo de los compuestos arométicos, y todas aquellas reacciones
accesorias que son necesarias para el correcto funcionamiento de las primeras, e.g.,
sintesis de cofactores, reciclaje del poder reductor, metabolitos esenciales, etc. El
programa de respuesta a estrés incluye la induccion de un conjunto de genes/proteinas
que permitan la adaptacion a las condiciones subdptimas de crecimiento, mecanismos
de defensa frente a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), chaperonas
moleculares que en otras bacterias se han visto inducidas por sefiales de estrés térmico,
etc. EI programa morfoldgico incluye aspectos de movilidad celular, e.g., quimiotaxis,
secrecion y organizacion de la envuelta celular. Estos tres programas se encuentran
estrechamente interconectados y se influencian entre si (Fig. 3) (Dominguez-Cuevas et
al., 2006, Velazquez et al., 2006; Jiménez et al., 2010; Diaz et al., 2013).

3.1. El papel de los nucledtidos en el control de los programas metabolico,

morfologico y de estrés.

El caracter dual de los compuestos aromaticos, i.e., fuente de carbono y
compuesto toxico, los hace un sistema modelo muy interesante para estudiar como se
interconectan los programas metabdlico, morfologico y de estrés en bacterias. Ciertos
nucleotidos, tales como el AMPc, ppGpp, di-GMPc, y AppppA (Ap,A) (Fig. 4), actuan
como alarmonas y juegan un papel esencial en el control de estos tres programas
celulares induciendo cambios globales en la expresion del genoma de las bacterias (Farr
et al., 1989; Cashel y Kalbacher, 1970; Ismail et al., 2003; Jiménez et al., 2012;

El AMPc (Fig. 4) es una de las primeras moléculas sefializadoras descritas y
posee un papel crucial en el control de la regulacién de la fisiologia en bacterias
(Jiménez et al., 2012). EI AMPc es sintetizado por adenilato ciclasas y se une y activa a
factores de transcripcion de la familia CRP controlando una gran variedad de procesos
metabolicos (Jiménez et al., 2012). EI AMPc controla directamente la virulencia en P.
aeruginosa a través de la union al factor VR (factor regulador de virulencia). Por otro
lado, el AMPc controla de manera indirecta la produccion de otros multiples factores de
virulencia, regula positivamente la activacion de la exotoxina A, del pili tipo IV (TFP),
el T3SS y el sistema Las de quorum sensing, y regula negativamente la expresion de los
genes flagelares (Jiménez et al., 2012). Como ya hemos mencionado anteriormente

(apartado 2.2), se ha descrito que el AMPc se une a la proteina receptora CRP siendo el
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principal responsable del mecanismo de represion catabolica de la glucosa sobre los
operones de la degradacion de compuestos aromaticos en E. coli (Fig. 2) (Prieto et al.,
2004).
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Figura 4. Algunos nucledtidos implicados en mecanismos de regulacion en
bacterias. Las moléculas corresponden a: ppGpp, 3'-difosfato,5'-difosfato de guanosina;
AMPc, monofosfato de adenosina ciclico; di-GMPc, di-guanosina monofosfato ciclico;
ApsA, P1,P4-Bis(5'-adenosil) tetrafosfato.

Un segundo grupo de nucleétidos considerados como alarmonas celulares son el
ppGpp Yy pppGpp (Fig. 4) que ven aumentados sus niveles intracelulares de manera
rapida bajo condiciones de limitacion de nutrientes (respuesta estricta). La respuesta
estricta es un mecanismo de adaptacion rapida de las actividades celulares cuando las
bacterias sufren hambre de nutrientes, por ejemplo cuando cambian bruscamente de un
medio rico a otro pobre en aminoacidos, o cuando se agota la fuente de carbono.
Consiste en un mecanismo de ahorro para sobrevivir a a las condiciones adversas hasta
que estas mejoren (Cashel y Kalbacher, 1970; Jiménez et al., 2012). Las proteinas RelA
y SpoT son la encargadas de sintetizar (p)ppGpp provocando el aumento de estos
nucleodtidos que se unen directamente a la RNAP reprimiendo la transcripcion de los

genes dependientes del factor sigma 70 y que codifican rRNAs, tRNAs y proteinas
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ribosomales y activando la de algunos genes metabdlicos, especialmente los de
biosintesis de aminoacidos e hidrolisis de proteinas. El factor sigma S alternativo
(RpoS) se une a la apoenzima RNAP disponible e induce la expresion de genes
especificos de la fase estacionaria y de respuesta a estrés (Dabrowska et al., 2006).
Como se ha comentado en el apartado 2.2, el incremento de los niveles de ppGpp
también facilita la interaccion del factor sigma 54 (RpoN) alternativo con la RNAP
disponible, y permite la actividad de ciertos promotores catabélicos dependienrtes de
RpoN, como el promotor Po que controla los genes dmp para la degradacion de
(metil)fenol (Fig. 2) (del Peso Santos et al., 2011).

El dinucleétido cicliclo di-GMPc (Fig. 4) es otro de los nucle6tidos que posee
una importante funcion sefializadora en bacterias. Este nucleo6tido es sintetizado por
diguanilato ciclasas (DGC) que presentan un dominio GGDEF, y es degradado
principalmente por fosfodiesterasas (PDEs) con dominios EAL (Jiménez et al., 2012).
Los niveles de di-GMPc en la célula bacteriana constituyen una sefial esencial en el
control del estilo de vida planctonico o sedentario (biofilm). Asi, los niveles de di-
GMPc estan regulando la biosintesis de adhesinas y exopolisacaridos, la movilidad, la
adaptacion a estreses ambientales y largos periodos de supervivencia, la sintesis de
metabolitos secundarios, la progresiéon del ciclo celular y regulacion de la protedlisis,
etc. En bacterias patdgenas, los niveles de di-GMPc controlan aspectos esenciales de
virulencia, persistencia, etc. (Starkey et al., 2009; Jiménez et al., 2012; Krasteva et al.,
2012; Romlinga et al., 2013).

El dinucleétido lineal AppppA (ApsA) (Fig. 4) es otra alarmona cuya funcion y
mecanismo de accion estd mucho menos estudiada en bacterias que la de los nucle6tidos
anteriormente mencionados. Este tetranucléotido de adenosina es sintetizado
principalmente por aminoacil-tRNA sintetasas cuando los aminoacidos sustrato son poco
abundantes, e.g., fase estacionaria de crecimiento (Plateau y Blanquet, 1994). Un
aumento en la expresion de ciertas aminoacil-tRNA sintetasas, e.g., LysU, provoca un
aumento entre 10-100 veces en la concentracion de ApsA intracelular (Brevet et al.,
1989). Por otra parte, la degradacion del ApsA estd realizada principalmente por la
hidrolasa ApaH, generandose dos moléculas de ADP (Mechulam et al., 1985), aunque
otras hidrolasas que también contribuyen en menor medida a regular los niveles de Ap,A
son las hidrolasas tipo Nudix, como YgdP o NudH de E. coli, generandose AMP y ADP

(Ismail et al., 2003). EI aumento transitorio de los niveles de ApsA en la célula conlleva
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cambios fisioldgicos importantes, fundamentalmente orientados a la defensa ante
condiciones de estrés (Johnstone y Farr, 1991; Bochner et al., 1984; Fuge y Spencer,
1993). La inactivacion del gen apaH en bacterias causa un incremento permanente de los
niveles de ApsA. Asi, en una fase temprana del crecimiento de una cepa de E. coli
mutante en el gen apaH, los niveles de Ap;A (16 uM) fueron significativamente
superiores a los detectados en la cepa parental (1 uM), llegandose a alcanzar 100uM de
ApsA en la fase estacionaria de crecimiento del mutante apaH. Esta diferencia no se
traduce en un efecto a nivel de concentracion de ATP, ya que los niveles totales de ATP
no se ven alterados respecto a los de la cepa parental (Farr et al., 1989). La inactivacién
del gen apaH en distintas bacterias causa efectos pleiotrépicos tales como la pérdida de
movilidad y quimiotaxis, incremento en la formacion de biofilm, menor resistencia al
choque térmico, estrés oxidativo o exposicién a luz ultravioleta, alteraciones de algunas
actividades metabdlicas, menor resistencia a los antibidticos, menor invasion y adhesion a
células eucariotas, etc. (Johnstone y Farr, 1991; Monds et al., 2010). EI aumento en los
niveles de Ap,A afecta, entre otros, a chaperonas moleculares tales como DnaK, GroEL,
y ClpB implicadas en las respuestas de estrés oxidativo y térmico (Bochner et al., 1984;
Johnstone y Farr, 1991; Fuge y Spencer, 1993). Un estudio mas detallado en E. coli
muestra que la chaperona molecular GroEL se une al Ap,A utilizando centros de unién
distintos a los ya descritos para la interaccion con otros nucleétidos como el ADP/ATP
(Tanner et al., 2006). Por otra parte, se ha determinado que Ap4A es capaz de inhibir in
vitro la actividad 5’-nucleotidasa de la proteina DnaK en células de E. coli (Bochner et
al., 1986).

4. La bacteria modelo P. putida KT2440.

Las bacterias del género Pseudomonas, bacilos Gram-negativos pertenecientes a
la clase de las y proteobacterias, conforman un importante grupo de microorganismos
ubicuos caracterizados por su amplia versatilidad metabolica (Clarke, 1982). Las
bacterias pertenecientes a este género se distinguen por su gran adaptabilidad a diversos
ambientes, de hecho han sido aisladas de suelos, aguas, alimentos, asi como asociadas a
distintas especies de animales y plantas. Asimismo, son de gran importancia desde el
punto de vista ecoldgico al participar en los ciclos ambientales de los principales
elementos y en la degradacion de contaminantes biogénicos y de origen antropogenico
(Timmis, 2002). Los bacterias del género Pseudomonas han sido ampliamente
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estudiadas debido a su gran potencial biotecnolégico en éareas como la
biodegradacion/biotransformacion (Carmona et al., 2009, Jiménez et al., 2002),
bioaumentacion (Dejonghe et al., 2001), biocatélisis (Schmid et al., 2001), biocontrol
(Walsh et al., 2001) y produccion de bioplasticos (Luengo et al., 2003, Prieto et al.,
2007), entre otras. Entre las bacterias del género Pseudomonas de importancia
biotecnoldgica y medioambiental destaca P. putida, un microorganismo no patégeno
capaz de vivir en suelos, rizosfera y aguas dulces, que es un paradigma de versatilidad
metabolica (Silby et al., 2011; Wu et al., 2011). La cepa P. putida KT2440 ha sido
ampliamente caracterizada a nivel fisioldgico, genético y bioquimico. Se trata de una
bacteria aislada del suelo y certificada por el “National Institutes of Health” (NIH) de
los Estados Unidos como segura para la clonacion y expresion de genes heter6logos
(Federal Register (1982)). Gracias a esta acreditacion, P. putida KT2440 se ha
convertido en un organismo modelo para estudios de biodegradacion y
biotransformacion de compuestos aromaticos, resistencia a metales, expresion génica
heteréloga e interaccion con plantas (Martins dos Santos et al., 2004, Scott et al., 2013;
Graf y Altenbuchner, 2014). P. putida KT2440 posee un genoma de 6,18 Mb en el cual,
a pesar de presentar un 85% de similitud con el de la especie patdgena P. aeruginosa,
no estan presentes factores de virulencia como la exotoxina A, ciertas enzimas
hidroliticas y los sistemas de secrecion tipo 111 (Nelson et al., 2002). Por el contrario, su
genoma codifica informacidn para un elevado nimero de enzimas relacionadas con la
proteccidn frente a sustancias tdxicas (dioxigenasas, monooxigenasas, 6xido-reductasas,
ferredoxinas, citocromos, deshidrogenasas, bombas de protones, glutation transferasas,
etc.), asi como rutas para la degradacion de compuestos aromaticos (Jiménez et al.,
2002). Su gran versatilidad metabdlica esta en consonancia con la identificacion de al
menos 350 sistemas de transporte en la membrana citoplasmaética (un 12% de su
secuencia genémica), muchos de ellos implicados en el transporte de compuestos
aromaticos (Nelson et al., 2002). Recientemente se han reconstruido in silico las redes
metabolicas de esta cepa bacteriana a escala gendmica (Nogales et al., 2008, Puchalka
et al., 2008; van Duuren et al., 2013). Estos modelos bioinforméticos, junto con el uso
de abordajes de biologia de sistemas (transcriptomica, protedmica, metaboldmica,
fluxdmica, etc.), son herramientas muy Utiles para el estudio de la fisiologia y
adaptabilidad a los distintos ambientes de P. putida KT2440, asi como para la
explotacion del gran potencial de este microorganismo en numerosas aplicaciones

biotecnologicas.
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Figura 5. Rutas catabdlicas de compuestos aromaticos y sus determinantes
genéticos en P. putida KT2440. Las diferentes rutas periféricas (flechas de colores) que
convergen en el mismo intermediario central (circulos) se indican con el mismo codigo
de colores. Los nombres de los genes que codifican las rutas periféricas y centrales se
indican igualmente.

Los estudios sobre las rutas de degradacion de compuestos aromaticos en P.
putida KT2440 han revelado la existencia de 5 diferentes rutas centrales, i.e., las ramas
del protocatecuato y catecol de la ruta del S-cetoadipato, fenilacetato, homogentisato,
nicotinato y galato, y numerosas rutas periféricas para la conversion de mas de 15
compuestos aromaticos diferentes en los sustratos de las rutas centrales (Fig. 5)
(Jiménez et al., 2010). Mediante distintas tecnologias émicas, como la transcriptomica y

la proteémica, se han realizado estudios sobre como afecta el metabolismo de los
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compuestos aromaticos a los distintos programas metabolico, morfologico y de estrés en
P. putida KT2440 (Dominguez-Cuevas et al., 2006; Kim et al. 2006).

Muchas de las rutas de degradacion de compuestos arométicos caracterizadas
tienen gran interés biotecnologico ya que generan intermediarios de valor comercial, y/o
son rutas a las que finalmente converge el catabolismo de compuestos aromaticos
contaminantes (Jiménez et al., 2002; Jiménez et al., 2008; Nogales J., 2009). Las rutas
de degradacion de AFA (ruta aerdbica hibrida), 4HBA (ruta aerobica clésica
intradidlica) y galato (rutas aerdbica clasica extradiolica) son ejemplos de tres

estrategias diferentes de metabolismo aerdbico que se detallan a continuacion.

4.1 Ruta paa de degradacion de AFA en P. putida KT2440.

La degradacion de AFA sigue una ruta aerobica hibrida que, como se ha
indicado en el apartado 1.2.2, combina propiedades del catabolismo aerobico y
anaerobico de compuestos aromaticos. La molécula de AFA es activada a través de la
adicion de CoA por una fenilacetato-CoA ligasa codificada por el gen paaF (Fig. 6). El
fenilacetil-CoA formado sufre la oxigenacion por una epoxidasa multicomponente,
codificada por los genes paaGHIJK, para formar epoxifenilacetil-CoA, un compuesto
no aromatico. El epoxifenilacetil-CoA no es reoxidado a un compuesto aromatico
dihidroxilado, sino que sufre hidratacion/isomerizacion y posterior ruptura no-
oxigenolitica del anillo por el producto de los genes paaB, paaN y paak, formando el
producto hidroxiadipil-CoA (Fig. 6) (Teufel et al., 2010, 2012). Este compuesto es
oxidado a [B-cetoadipil-CoA y converge en la via central del B-cetoadipato siendo
convertido en succinil-CoA y acetil-CoA por los productos de los genes paaAC y paaE,
respectivamente (Fig. 6) (Olivera et al., 1998; Nogales et al., 2007; Teufel et al., 2010,
2012). La ruta aerdbica hibrida del AFA constituye un catabolén en el que converge la
degradacion de muchos otros compuestos estructuralmente relacionados, e.g.
feniletilamina, feniletanol, estireno, tropato y n-fenilalcanoatos con un numero par de
carbonos (Fig. 5) (Luengo et al., 2001).
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Figura 6. Ruta bioquimica, organizacion transcripcional y regulacién especifica de
los genes paa involucrados en la degradacion de AFA en P. putida KT2440. A,
muestra la ruta bioquimica del AFA, la flecha verde representa la enzima fenilacetato-
CoA ligasa (PaaF) que cataliza la ruta periférica con la formacion del intermediario
central fenilacetil-CoA. Las flechas azules representan las enzimas que catalizan la
transformacion del fenilacetil-CoA (ruta central) hasta intermediarios del ciclo TCA. B,
representa la organizacion transcripcional de los genes paa en el genoma de P. putida
KT2440. El gen regulador paaX (naranja) codifica el regulador transcripcional PaaX
que reprime (-) la expresion de los genes catabdlicos paa. La activacion de la ruta por el
inductor fenilacetil-CoA (estructura quimica) implica la interaccién de este Gltimo con
el represor PaaX que ya no se puede unir a los promotores catabdlicos.

En P. putida la expresion de los genes catabolicos paa esta controlada
negativamente por el gen regulador paaX, el cual codifica un regulador transcripcional
perteneciente a la familia de reguladores GntR. Por otra parte, se ha determinado que el
fenilacetil-CoA es la verdadera molécula inductora de la ruta de degradacion ya que
evita que el regulador PaaX se una a su secuencia diana impidiendo la transcripcién de
los genes paa (Luengo et al., 2001; del Peso-Santos et al., 2006). Recientemente se ha

descrito en E. coli que el gen paaY también participa en la regulacion de los genes paa,
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muy probablemente impidiendo la acumulacion de antagonistas del represor PaaX
(Fernandez et al., 2013). Se ha descrito que el cluster paa estad sujeto a represion
catabolica por glucosa en P. putida U (Olivera et al. 1998) y por el medio LB (Morales
et al. 2004). El efecto represor de la glucosa sobre el metabolismo del AFA parece estar
mediado por el intermediario KDPG (2-ceto-3-deoxi-6-fosfogluconato) del
metabolismo de la glucosa en P. putida KT2440 (Kim et al., 2009). La represion por LB
no parece depender del regulador Crc (Morales et al. 2004). Ademas, se ha descrito el
efecto represor del AFA sobre la expresion de los genes sty que convierten el estireno
en AFA (O’Leary et al., 2001, del Peso-Santos et al., 2006).

4.2 Ruta pca de degradacion de 4HBA en P. putida KT2440.

Distintos compuestos aromaticos, tales como el quinato (hidroaromatico), 4HBA
y los fenilpropenoides (cafeato, cumarato, coniferil-alcohol) son degradados a través de
la ruta central del S-cetoadipato en P. putida KT2440 (Fig. 5). Los genes pca de la ruta
del p-cetoadipato se encuentran distribuidos en el genoma de la cepa KT2440 en tres
agrupamientos génicos, pcaRKF, pcaBDC, pcalJ y pcaHG (Fig. 7). En el primer cluster
catabdlico se localiza el gen regulador pcaR y el gen pcaK, que codifica un
transportador especifico de 4HBA/protocatecuato de la superfamilia de transportadores
MFS (Harwood et al., 1994; Nichols y Harwood, 1997). La expresién de las unidades
transcripcionales pcaRKFBDC y pcalJ es inducida por el intermediario s-cetoadipato y
el activador transcripcional PcaR (perteneciente a la familia de reguladores
transcripcionales IcIR) (Romero-Steiner et al., 1994; Harwood y Parales, 1996; Bertani
etal., 2001).

La ruta periférica que convierte 4HBA en protocatecuato estd codificada por el
cluster pob que contiene a los genes divergentes pobA, responsable de la enzima 4-
hidroxibenzoato-3-monooxigenasa que genera protocatecuato, y pobR, codifica el
activador transcripcional que, en presencia de 4HBA, controla la expresion del gen
pobA (Fig. 7). (Bertani et al., 2001; Jiménez et al., 2002).

Como se ha indicado en el apartado 2.2, los genes pca sufren represion
catabdlica cuando P. putida se cultiva en presencia de 4HBA y benzoato. La base
molecular de dicha represion catabolica es la inhibicion, muy probablemente mediada

por el regulador BenR, del gen transportador pcaK (Nichols y Harwood, 1995; Cowles

32



et al., 2000). Por otra parte, se ha descrito que algunos &cidos organicos, como el
succinato, reprimen la expresion de los genes pca (Nichols y Harwood, 1995). Los
genes pob y pca también se reprimen cuando P. putida se cultiva en medio LB con
4HBA vy dicha regulacion es dependiente de Crc (Morales et al. 2004). Recientemente
se han predicho dianas de interaccion con Crc en los genes pobA y pcaK (Hernandez-
Arranz et al., 2013)
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Figura 7. Ruta bioquimica, organizacion transcripcional y regulacién especifica de
los genes pob y pca responsables de la degradacion de 4HBA en P. putida KT2440.
A, muestra la ruta bioquimica del 4HBA. La flecha morada representa la enzima 4-
hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA) que cataliza la ruta periférica con la
formacion del intermediario central protocatecuato. Las flechas azules representan las
enzimas que catalizan la ruta central del p-cetoadipato. B, representa la organizacion
transcripcional de los genes pca responsables de la ruta central y de los genes pob
implicados en la ruta periférica. Los genes reguladores pcaR y pobR que codifican los
correspondientes activadores transcripcionales se indican con flechas rellenas. Los
inductores se indican como circulos rellenos.

4.3 Ruta gal de degradacion de galato en P. putida KT2440.

El cluster genico gal es responsable de la ruta de degradacion aerobica de galato
en P. putida KTGAL, una cepa derivada de P. putida KT2440 y adaptada a la
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utilizacion de galato como unica fuente de carbono y energia (Fig. 8) (Nogales et al.
2011). Los genes gal se encuentran organizados en dos operones catabdlicos, galTAP y
galBCD vy un operdn regulador, galR, controlados por los promotores Pr, Pg y Pg,
respectivamente (Fig. 6). Los promotores catabolicos P+ y Pg son inducibles en
presencia del regulador GalR, un activador transcripcional de la familia LysR, siendo
constitutiva la expresion a partir del promotor Pr. ElI oxalmesaconato (OMA) es el

primer intermediario de la ruta y el metabolito inductor (Fig. 8) (Nogales, 2009).

A
COO-
y .o coo-H COO0- H,0 COO-
\ H - .., H _ H . H . y H
4 7 HY | oH|™H
HO OH Coo- COO0- | T 4 COO0-
OH GalA o~ COO- GalD -ooc¢ OH  @GalB -00 o
Galato OMAceto OMAenol 4-carboxi-4-hidroxi-
2-oxoadipato
lGaIC
Oxaloacetato
+
B OMA Piruvato
0/ GalR
Ps Pr Pr

Figura 8. Bioquimica, organizacion transcripcional y regulacion especifica de los
genes gal responsables de la degradacion de galato en P. putida KTGAL. A, Ruta de
degradacion de acido galico. Las enzimas de la ruta son: GalA, galato dioxigenasa;
GalD, oxalmesaconato (OMA) ceto-enol tautomerasa; GalB, OMA enol-hidratasa;
GalC, 4-carboxi-4-hidroxi-2-oxoadipato aldolasa. B, Organizacién transcripcional de
los genes gal. Los operones catabolicos galBCD y galTAP asi como el gen regulador
galR estan controlados por los correspondientes promotores Pg, P+ y Pgr. El
oxalmesaconato (OMA), inductor, y el activador transcripcional (GalR) se indican con
circulos verde y azul, respectivamente.

Ademas de esta regulacion especifica, estudios preliminares indican que existe
una regulacion sobreimpuesta de los genes gal. Asi, cuando P. putida KTGAL se

cultiva en presencia de galato y otra fuente de carbono adicional (e.g., acetato, AFA),
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los promotores Pt y Pg reducen significativamente su actividad, sugiriendo la

existencia de fendbmenos de represion catabdlica (Nogales, 2009).
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I11. Objetivos:

De los antecedentes presentados en la Introduccién se deduce que el control que
ejerecen algunos compuestos aromaticos sobre el catabolismo de otros aromaticos que
utilizan rutas periféricas distintas es un tema poco estudiado en bacterias, y en ningun
caso se ha abordado la posible regulacion cruzada entre una ruta aerdbica hibrida, e.g.,
la ruta del AFA, y una ruta aerdbica clasica que involucra intermediarios catecdlicos,
siendo éste el primer objetivo tematico de esta tesis. Por otro lado, el metabolismo de
los compuestos aromaticos en bacterias supone cambios en los programas metabdlico,
morfologico y de estrés. CoOmo se remodelan e integran estos programas celulares
cuando se alteran los niveles de la alarmona ApsA en la célula y la compleja red de
regulacion asociada ha sido el segundo objetivo tematico de esta tesis. Todos estos
estudios se han realizado utilizando la bacteria P. putida KT2440 ya que este organismo
se considera un modelo de versatilidad y robusteza metabdlica, especialmente en lo que
hace referencia a los compuestos aromaticos, y se dispone de amplios conocimientos de
su fisiologia, bioquimica, y genética, asi como de un modelo metabdlico a escala
gendémica (iJN1411) que es de gran utilidad a la hora de interpretar los resultados

generados con tecnologias 6micas.
Asi, los objetivos especificos de la tesis han sido:

o Estudiar la regulacion cruzada entre la ruta aerdbica hibrida del AFA vy las rutas
aerobicas clasicas del 4HBA y galato en P. putida KT2440.

o Estudiar los efectos fisioldgicos asociados a la inactivacién del gen apaH, el cual
codifica la principal hidrolasa de la alarmona ApsA en bacterias, en P. putida
KT2440AapaH.

o Determinar las bases moleculares que determinan el remodelado de los programas
morfolégico, metabdlico y de estrés en P. putida KT2440AapaH.

o Caracterizar el sistema de sefializacion/regulacion que responde a la inactivacion
del gen apaH en P. putida KT2440AapaH.
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IV. Materiales y Métodos

1. Cepas bacterianas.

Las cepas de bacterias que se han utilizado en este trabajo se detallan a

continuacion en la Tabla 1 junto con sus genotipos y caracteristicas mas relevantes.

Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo.

Cepa Genotipo/fenotipo relevante Referencia
E. coli
DH10B F', mcrA A(mrr hsdRMS-mcrBC) ¢$80dlacAM15 AlacX74 Life
deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Sm") :
Technologies
endAl nupG
supE44 aral4 galK?2 leuB lacY1 A(gpt-proA)62 rpsL20 xyl-  (Sambrook y
HB101 5 mtl-1 recA13 A(mcrC-mrr) hsdS20 (rg” mg’) Sm' Russell, 2001)
S17-1Apir Tp" Sm" recA thi hsdRM* RP4::2-Tc::Mu::Km Tn7 Apir (de Lorenzoy
lisogénico Timmis, 1994)
Pseudomonas

P. putida KT2440

P. putida KTGAL

P. putida KTGAL-4

P. putida KTGAL-6

P. putida KTGAL-8

P. putida KTGAL-14

P. putida KTGALdapaH
P.putida KT2440AapaH

P. putida KT2440dapaHplZapaH

P. putida KT2440dpaaF

P.putida KT2440AapaHdpaaX
P.putida KT2440AapaHdgacA

P.putida KT2440plZpcaK

P. putida mt-2 curada del plasmido TOL

Cepa derivada de P. putida KT2440 adaptada al crecimiento
en GA como fuente de carbono

Cepa KTGAL mutante por insercién del mini-Tn5 en el gen
PP_0988 (gvp-1), Km', Gm'

Cepa KTGAL mutante por insercién mini-Tn5 en el gen
PP_2434, Km", Gm'

Cepa KTGAL mutante por insercién mini-Tn5 en el gen
PP_3816, Km", Gm'

Cepa KTGAL mutante por insercion mini-Tn5 en el gen
PP_0400 (apaG) , Km', Gm"

Cepa KTGAL mutante de interupcion del gen apaH, Km"
Cepa KT2440 mutante por delecién completa del gen apaH
Cepa KT2440dapaH complementada con el plasmido
plZapaH, Km", Gm'

Cepa KT2440 mutante por insercion mini-Tn5 en el gen
PP_3279, Km'

Cepa KT2440AapaH mutante por insercion del gen paaX,
Km'

Cepa KT2440AapaH mutante por inserciéon del gen gacA,
Km'

Cepa KT2440 complementada con el plasmido plZpcak,
Km", Gm"

(Franklin et al.,
1981)
(Nogales,
2009)

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Coleccion
PRCC (Duque
et al., 2007)
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

2. Plasmidos.

Los plasmidos empleados en este trabajo y sus caracteristicas mas relevantes se

muestran a continuacion en la Tabla 2.
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Tabla 2. Plasmidos empleados en este trabajo.

Plasmido

Descripcion

Referencia

pKR600

pBBR1MCS-5
plZ1016

pIZPg
pIZP;

pGEM-T easy
pUT-miniTn5 Km2

pUC19-Km4
pUC19-Kmé
pUC19-Km8
pUC19-Km14
puUC19
plZapaH
plZpcaK
pK18mob
pK18mobapaH
pK18mobgacA
pK18mobpaaX

pK18mobsacB

pK18mobsacBapaH

Vector helper para las conjugaciones tri-parentales. oriColE1
RK2-Mob" RK2-Tra*; Cm'

Vector de clonacion de amplio espectro de huésped, Gm'
oripBBR1IMCS, Mob™, lacZa

Vector de clonacion de amplio espectro de huésped, Gm'
oripBBR1IMCS Mob®, lacZa Ptac/lacl®

Vector plZ1016 que contiene la fusion traduccional Pg::lacZ .
Gm'

Vector plZ1016 que contiene la fusion traduccional Py::lacZ .
Gm'

Vector de clonacion de productos de PCR, Ap', oriColE1, lacZo
Vector suicida que contiene un mini-Tn5 para la generacién de
mutantes por transposicion. Ap"; Km'

Vector pUC19 que contiene fragmento cromosomico del gen
PP_0988 con insercién del mini-Tn5, Ap", Km'

Vector pUC19 que contiene fragmento cromosémico del gen
PP_2434 con insercién del mini-Tn5, Ap", Km'

Vector pUC19 que contiene fragmento cromosomico del gen
PP_3816 con insercién del mini-Tn5, Ap", Km'

Vector pUC19 que contiene fragmento cromosémico del gen
PP_0400 con insercién del mini-Tn5, Ap", Km'

Vector de clonacion. Ap'; lacZa

Vector plZ1016 que contiene el gen apaH como un fragmento de
867 pb HindlIl/Xbal bajo el control de promotor Ptac, Gm"
Vector plZ1016 que contiene el gen pcaK como un fragmento de
1347 pb Hindlll/Xbal bajo el control de promotor Ptac. Gm"
Km', oriColE1, Mob*, lacZa, vector suicida para la construccion
de mutantes por insercion mediante recombinacion homéloga
Derivado de pK18mob que incluye un fragmento Hindll1/EcoRlI
de 479 pb (fragmento interno del gen apaH) Km'

Derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindllI/EcoRlI
de 415 pb (fragmento interno del gen gacA) Km'

Derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindllI/EcoRlI
de 460 pb (fragmento interno del gen regulador paaX) Km'
Derivado de pK18mob que contiene el gen sacB. Utilizado para la
construccion de mutantes por delecion mediante doble
recombinacion homologa.

Derivado de pK18mobsacB que contiene un fragmento
Xbal/HindlIl de 1660 pb de dos regiones flanqueantes al gen
apaH

(de Lorenzo y
Timmis, 1994)
(Kovach et al., 1995)

(Moreno-Ruiz et al.,
2003)
(Nogales, 2009)
(Nogales, 2009)
(Promega)

(de Lorenzo et al.,
1990)

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
(Yanisch-Perron, et
al., 1985)

Este trabajo
Este trabajo
(Schéfer et al., 1994)
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

(Schéfer et al., 1994)

Este trabajo

3. Medios y condiciones de cultivo.

3.1 Medios de Cultivo empleados para E. coli y Pseudomonas putida.

El medio rico utilizado para cultivar las células de E. coli y Pseudomonas fue el

medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook y Russell, 2001). Los cultivos en medio solido se

realizaron con medio LB suplementado con Bacto Agar (Pronadisa) al 1.5% (p/v).

Cuando fue necesario, se afiadié 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido (X-

Gal) a una concentracién de 1 a 0.01 mM. Los medios minimos empleados para

cultivar las cepas de Pseudomonas fueron el medio M63 (Miller, 1972) y el medio MC
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(Barragan et al., 2004). ElI medio minimo M63 fue suplementado con vitaminas y
elementos traza a las concentraciones recomendadas previamente (Bauchop y Elsden,
1960; Gerhardt et al., 1994) y su pH fue ajustado a 6.7.

El medio MC se basa en un medio basal, MA (pH 7,5), cuya composicién se

detalla a continuacion:

KH,PO, 0.33¢g
Na,HPO, 12¢g
NH,CI 0.11g
MgSO,:7H,0 01g
CaCl, 0.04 g
H,O destilada Hasta 1 |

El medio MA fue completado con la adicion de una solucion de elementos traza
(pH 6.5), cuya composicion (1000x) se detalla a continuacion:

Acido nitrilotriacético (NTA) 159 2ZnS0,4-7H,0 0.18¢g
MgSO,-7H,0 3.0g CuSO,4-5H,0 0.01g
MnSQO,-2H,0 0.5g KAI(SO,),-12H,0 0.02¢g
NaCl 1.0g H3BO; 0.01g
FeS0O,4-7H,0 0.1g Na,MoO-2H,0 0.01g
Co0S0,4-7H,0 0.18g NiCl,-6H,0 0.025¢g
NaSeO;-5H,0 0.3g H.,O destilada Hasta 1 |

Y con una solucién de vitaminas cuya composicion (1000x) es la siguiente:

Biotina 20 mg  Acido félico 20 mg
Piridoxina-HCI 10 mg Tiamina.HCI-2H,0 50 mg
Riboflavina 50 mg Acido nicotinico 50 mg
D-Pantotenato calcico 50 mg Vitamina B12 50 mg
Acido p-aminobenzoico 50 mg H,O destilada Hasta 1 |

El medio MA completado con elementos trazas y vitaminas para el crecimiento
de P. putida KTGAL fue denominado medio MC. Al medio MC y al M63, se le
incorporaron las diferentes fuentes de carbono requeridas en cada experimento. Las
soluciones concentradas de las diferentes fuentes de carbono fueron esterilizadas por
filtracion y afadidas al medio de cultivo de forma aséptica. El fenilacetato (AFA), se

preparé a una concentracion 1 M disolviéndose en isopropanol. El 4-hidroxibenzoato
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(4-HBA), benzoato (BA), catecol y protocatecuato se prepararon a una concentracion de
1 M y se disolvieron en agua. El galato (GA) se afiadio directamente al medio de
cultivo. El citrato, succinato, acetato, piruvato, glucosa y casaminoécidos se utilizaron a

una concentracion del 0.2% (p/v).

Cuando las células fueron cultivadas en GA el medio de cultivo fue
suplementado con L-cisteina 2 mM, y el pH ajustado a 6.5 para evitar la oxidacion de

este compuesto.

Las células de E. coli y Pseudomonas se incubaron a 37°C y 30°C,
respectivamente, en un agitador orbital a 250 rpm. EI crecimiento en medio liquido fue
seguido por turbidimetria a 600nm (Aspe) empleando un espectrofotdmetro Beckman
DU-520. Algunos crecimientos fueron seguidos utilizando microplacas y la turbidez fue
seguida a 603nm (Ag3). Y las UFC/ml fueron determinadas mediante diluciones
seriadas y sembradas en placas de LB-agar o el medio minimo correspondiente.

Para la determinacion de siderdéforos el medio de cultivo utilizado para P. putida
KT2440 fue el medio minimo M9 (Sambrook et al., 1989) que se suplementa con hierro
a nivel de elementos trazas, para garantizar su crecimiento y la produccion de

siderdforos por escasez de hierro.
3.2 Antibioticos.

Los antibidticos se prepararon en soluciones (1000x) en agua, a excepcion del
cloranfenicol, que se prepar6 en etanol al 100%. Las soluciones preparadas se
esterilizaron por filtracién y se conservaron a —20°C. Los antibidticos se utilizaron a las

concentraciones finales que se indican a continuacion:

o Ampicilina (Amp) 100 pg/ml
o Cloranfenicol (Cm) 34 pg/ml
o Kanamicina (Km) 50 pg/ml
o Gentamicina (Gm) 10 pg/ml

3.3 Conservacion de las cepas bacterianas.

Durante cortos periodos de tiempo (inferiores a un mes) las cepas de E. coli y

Pseudomonas putida se conservaron a 4°C en placas de LB o medio minimo. Para su
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conservacion a largo plazo, las bacterias se congelaron en el medio de cultivo

correspondiente con glicerol al 15% (/) y se mantuvieron a -80°C.
4. Técnicas de manipulacion del DNA.

La manipulacién del DNA asi como la mayor parte de las técnicas de biologia
molecular utilizadas en este trabajo fueron aplicadas esencialmente tal y como describen
Sambrook y Russell, 2001. Las endonucleasas de restriccion fueron suministradas por
New England Biolabs. La enzima DNA ligasa T4 fue proporcionada por USB
(Amersham). La DNA polimerasa | y la Pfu polimerasa fueron suministradas por
Biotools B. M. Labs. Todas las enzimas se utilizaron siguiendo las indicaciones técnicas

de las respectivas casas comerciales.
4.1 Purificacion de DNA.

Los fragmentos de DNA se purificaron empleando geles de agarosa, mediante el
kit GeneClean (BIO 101) siguiendo las indicaciones del fabricante.

4.2 Aislamiento de DNA.

La extraccién y purificacion de DNA plasmidico se realizé mediante el uso del
sistema High Pure Plasmid Purification Kit (Roche), de acuerdo con el protocolo del
fabricante. EI DNA cromosdmico se extrajo empleando el procedimiento descrito por
Wilson (1997).

4.3 Reaccion de amplificacion en cadena con DNA polimerasa termorresistente
(PCR).

La amplificacion del DNA se realiz6 en un equipo Mastercycler Gradient de
Eppendorf. Las enzimas que se emplearon fueron la DNA polimerasa | y la polimerasa
Pfu, ambas proporcionadas por Biotools B. M. Labs. Las mezclas de reaccidn contenian
MgCI2 1.5 mM, oligonucledtidos 0.5 pM y dNTPs 0.25 mM. Los productos
amplificados se purificaron con el sistema High Pure PCR Product Purification Kit

(Roche). Los oligonucle6tidos fueron proporcionados por Sigma-Genosys.

Los distintos oligonucle6tidos empleados en las reacciones de PCR se indican en
la Tabla 3, en la que se detalla la secuencia y ubicacion de cada uno de ellos, asi como

las dianas de restriccion correspondientes en cada caso.
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Tabla 3. Oligonucleodtidos empleados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5°-3’)/(Diana de Descripcion
restriccion)

F24 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Empleado para analizar las interrupciones génicas
generadas mediante el plasmido pK18mob

R24 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Empleado para analizar las interrupciones génicas
generadas mediante el plasmido pK18mob.

3’ApaH_Ext GCTTGAATTCGCTCATGGG Amplificacion del gen apaH (910 pb), chequeo de
mutantes.

5°ApaH_Ext GAGCGCTGCACTGATGGCCACC Amplificacion del gen apaH (910 pb), chequeo de
mutantes.

3’ApaH int GGCCTTAAGATGATCTTCACGTGGCGTG  Amplificacion y clonacion de un fragmento interno del

(EcoRI) gen apaH(479 pb), para generar el plasmido

pK18mobapaH

5°ApaH int CCCAAGCTTCATGACCTGCACCTGCTGG  Amplificacion y clonacion de un fragmento interno del

F-fliAq (RpoF)
R-fliAq (RpoF)
F-apaH_HindlIll
R-apaH_Xbal
F-paaGq
R-paaGq
F-pcaHq
R-pcaHq
F-pcaKq
R-pcaKq
F-pobAq
R-pobAq
F-paaX
R-paaX

5°- paaXint

3’-paaXint

F-pobRq
R-pobRq
F-rpoSq
R-rpoSq

F-rpoN HK

R-rpoN HK

F-rpoHq
R-rpoHq
F-rpoDq

R-rpoDq

(HindIll)

AACGCCAGCGGCTTCAAGA
TGGTAGGCGATGCGCTTGAC
CCCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAAT
AATGCCACCTACGCCGTCGG (HindllI)
GCTCTAGATCAGGTGTGGTCGTTGAGTG
TAGTGG (Xbal)
AAACCGGAGTCAAGCGCATCA
TAGGCCTCGGGCATCCAGTT
AATCGAACTGCTGCCGGAAAC
GTGGCCGATCAGCAGAATGTG
CTGCTGTGCTTCCTGATCGTCT
ATCAACGCGGCACTCATGAC
CGTCTGGATCTCAAAGCCCTGA
TAAATGATCGGCGCACCACTG
CACAGGTATAGTCGGTGCTTTATCC
CTGTTTCCAGCGCTGCATTC

CCCAAGCTTCGACGCAGTTATTACAGCC
TGAC (HindlIl)

CGGAATTCCAATCTTGGGCATCCAGCA
A (EcoRlI)

GTTGTTCAAGCTGTATGGCGAG
GTGCGGCTTGATCTCCCAG
GTGCCGGAGTTTGACATCG
CGTCCGAACCGAAGATACAG

AAAATGGGCCAGCAACTGAC

TCCTGACGTTCGAGCATCG

AAGCCTATGTGCACACGGTCA
CGATATGTACGACGAAACGCAG
ATGTCCGGAAAAGCGCAACA

TCGTTGACCTCCGCGTAAGTC

gen apaH(479 pb), para generar el plasmido
pK18mobapaH

Extremo 5’ de un fragmento interno de 98 pb del gen
fliA para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 98 pb del gen
fliA para ensayos de RT-PCR

Extremo 5 del gen apaH (867pb) para generar el
plasmido plZapaH

Extremo 3’ del gen apaH (867pb) para generar el
plasmido plZapaH

Extremo 5° de un fragmento interno de 118 pb del gen
paaA para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 118 pb del gen
paaA para ensayos de RT-PCR

Extremo 5’ de un fragmento interno de 160 pb del gen
pcaH para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 160 pb del gen
pcaH para ensayos de RT-PCR

Extremo 5’ de un fragmento interno de 131 pb del gen
pcaK para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 131 pb del gen
pcaK para ensayos de RT-PCR

Extremo 5° de un fragmento interno de 113 pb del gen
pobA para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 113 pb del gen
pobA para ensayos de RT-PCR

Amplificacion del gen paaX (902pb), chequeo de
mutantes.

Amplificacion del gen paaX (902pb), chequeo de
mutantes.

Amplificacion y clonacion de un fragmento interno del
gen paaX (460pb) para generar el plasmido
pK18mobpaaX

Amplificacion y clonacion de un fragmento interno del
gen paaX (460pb) para generar el plasmido
pK18mobpaaX

Extremo 5’ de un fragmento interno de 109 pb del gen
pobR para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 109 pb del gen
pobR para ensayos de RT-PCR

Extremo 5’ de un fragmento interno de 105 pb del gen
rpoS para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 105 pb del gen
rpoS para ensayos de RT-PCR

Extremo 5’ de un fragmento interno de 131 pb del gen
rpoN (RNA polimerasa (Factor sigma 54)), utilizado
como control interno en ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 131 pb del gen
rpoN (RNA polimerasa (Factor sigma 54)), utilizado
como control interno en ensayos de RT-PCR

Extremo 5° de un fragmento interno de 144 pb del gen
rpoH para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 144 pb del gen
rpoH para ensayos de RT-PCR

Extremo 5’ de un fragmento interno de 92 pb del gen
rpoD para ensayos de RT-PCR

Extremo 3’ de un fragmento interno de 92 pb del gen
rpoD para ensayos de RT-PCR
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F-pcaK _Hindlll CCCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAAT Extremo 5° del gen pcaK para generar el plasmido
AATGAACCAAGCGCAAACCAACG plZpcaK (1347 pb)
(HindlIT)

R-pcaK_Xbal GCTCTAGATCAGGTTGCGTCGGCGTGG Extremo 3 del gen pcaK para generar el plasmido
(Xbal) plZpcaK (1347 pb)

F-ZlapaH_Xbal GCTCTAGAGAAAGTGGATTCGGCAATC  Amplificacion de un fragmento anterior al gen apaH
GTC (Xbal) (838pb) para generar el plamido pK18mobsacBapaH

R-ZlapaH_BamHI CGGGATCCATCAGTGCAGCGCTCCGG Amplificacion de un fragmento anterior al gen apaH
(BamHI) (838ph) para generar el plamido pK18mobsacBapaH

F-Z3apaH_BamHI

R-Z3apaH_Hindll1

CGGGATCCCTGAAGGAAGTAGTACCCA
TGAGCG (BamHl)
CCCAAGCTTGATGCGCGACAGCCTGGA

Amplificacién de un fragmento posterior al gen apaH
(822pb) para generar el plamido pK18mobsacBapaH
Amplificacion de un fragmento anterior al gen apaH

G (HindlII) (822pb) para generar el plamido pK18mobsacBapaH

F-rsmAgq GTGCGCCGAGAGCCTGATC Extremo 5’ de un fragmento interno de 87 pb del gen
rsmA para ensayos de RT-PCR

R-rsmAq CTCACGCCAATACGCACCTG Extremo 3’ de un fragmento interno de 87 pb del gen
rsmA para ensayos de RT-PCR

F-rsmEq GTCACCATTCTGGGCGTC Extremo 5° de un fragmento interno de 131 pb del gen
rsmE para ensayos de RT-PCR

R-rsmeq TCTTCGTGTTTCTCCGGAG Extremo 3’ de un fragmento interno de 131 pb del gen
rsmE para ensayos de RT-PCR

F-rsmLq CCGGATCATGGTGGTAGAG Extremo 5’ de un fragmento interno de 88 pb del gen
rsmL para ensayos de RT-PCR

R-rsmLq AACTTCGGCTCGATGCAC Extremo 3’ de un fragmento interno de 88 pb del gen
rsmL para ensayos de RT-PCR

F-rsmXq GGACAAGGATTTTCGGATTGC Extremo 5° de un fragmento interno de 134 pb del gen
rsmX para ensayos de RT-PCR

R-rsmXq CTATTCCTATAGCCCGGCGAG Extremo 3’ de un fragmento interno de 134 pb del gen
rsmX para ensayos de RT-PCR

F-rsmYq CAGGAAGCGCAAAGGACAGATC Extremo 5° de un fragmento interno de 86 pb del gen
rsmY para ensayos de RT-PCR

R-rsmYq CTGTTTCCCTGTGACATCCGTATC Extremo 3’ de un fragmento interno de 86 pb del gen
rsmY para ensayos de RT-PCR

F-rsmzq ACATGCACAGGCTTTCAGGATG Extremo 5’ de un fragmento interno de 90 pb del gen
rsmZ para ensayos de RT-PCR

R-rsmZq TTTCCGTAGTCCCTGCTTGTCC Extremo 3’ de un fragmento interno de 90 pb del gen
rsmZ para ensayos de RT-PCR

F-CRCq AAGCCCAGAATGCCGACGTC Extremo 5’ de un fragmento interno de 108 pb del gen
crc para ensayos de RT-PCR

R-CRCq CGTCGGCATAAAGGAAATAG Extremo 3’ de un fragmento interno de 108 pb del gen
crc para ensayos de RT-PCR

F-crcYq AAAGCAGGTCAGCGCTCAAA Extremo 5° de un fragmento interno de 78 pb del gen
crcY para ensayos de RT-PCR Moreno et al., 2012

R-crcYq TCGGCTTGTCCTGGTGTTG Extremo 3’ de un fragmento interno de 78 pb del gen
crcY para ensayos de RT-PCR Moreno et al., 2012

F-crcZq ACAACCAGGCAGAGAACAACAA Extremo 5° de un fragmento interno de 73 pb del gen
crcX para ensayos de RT-PCR Moreno et al., 2012

R-crcZq CACGTTGATCTGTCGATCCAA Extremo 3’ de un fragmento interno de 73 pb del gen
crcX para ensayos de RT-PCR Moreno et al., 2012

F-psrAqg TGAACGCATTCTCGACGCTG Extremo 5’ de un fragmento interno de 143 pb del gen
psrA para ensayos de RT-PCR

R-psrAq CCTGGATCAGCGCCTTCTTG Extremo 3’ de un fragmento interno de 143 pb del gen
psrA para ensayos de RT-PCR

F-fumC2q AGCATTGCGTGGCGGGTATC Extremo 5° de un fragmento interno de 185 pb del gen
fumC2 para ensayos de RT-PCR

R-fumC2q GGTCAGGTACTTCAACGCCAATG Extremo 3’ de un fragmento interno de 185 pb del gen
fumC2 para ensayos de RT-PCR

F-GacA CCAAGCCCCGGCAAATAGT Amplificacion de zona anterior a gen gacA (930pb),
chequeo de mutantes.

R-GacA CGGTCTTGCGGAAATAGCTG Amplificacion de zona posterior a gen gacA (930pb),
chequeo de mutantes.

F-gacAint CGGAATTCCAGGTGGTGGGTGAGGGAG  Amplificacion y clonacion de un fragmento interno del

AT (EcoRl) gen gacA (414pb) para generar el plasmido

pK18mobgacA

R-gacAint CCCAAGCTTCACTTTCTGGCAGCCGACG  Amplificacion y clonacién de un fragmento interno del

(Hind111)

gen gacA (414pb) para generar el plasmido
pK18mobhgacA

4.4 Secuenciacion de DNA.
La secuenciacion de DNA se llevé a cabo utilizando el secuenciador automatico

modelo ABI Prism 37 automated DNA sequencer (Applied Biosystems Inc), en el
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Servicio de Secuenciacion Automatica de DNA gestionado por la empresa Secugen S.
L. en el Centro de Investigaciones Biologicas. Para la reaccion de secuenciacion se
utilizé el Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de Applied Biosystems,
y la DNA polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones del proveedor. Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo mediante la técnica de PCR con un

termociclador Gene Amp PCR System 2400 de Perkin-Elmer.
4.5 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA para los ensayos de RT-PCR y RT-PCR en tiempo real
fue realizada desde cultivos de Pseudomonas putida creciendo en medio minimo M63
en las distintas fuentes de carbono hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial de
crecimiento. Las células fueron lavadas, resuspendidas en tampo6n TE (10 mM Tris-HCI
pH 8.0, 1 mM EDTA), e incubadas con lisozima (50 mg/ml; Sigma). A continuacion, se
aislé el RNA total del cultivo mediante el RNeasy Mini Kit (Qiagen), siguiendo las

indicaciones del proveedor.
4.6 Ensayos de Retrotranscripcion-PCR (RT-PCR) y RT-PCR en tiempo real

El RNA total purificado se tratd6 con DNAse and Removal treatment Kkit
(Ambion), siguiendo las especificaciones del fabricante para eliminar el DNA
contaminante. EI DNA complementario (cDNA) se obtuvo mediante una reaccién de
retrotranscripcion mediada por la transcriptasa reversa SuperScript Il (Invitrogen). Cada
reaccion de retrotranscripcion (20 pl) contenia 1 ug de RNA, 200 U de transcriptasa
reversa, ditiotreitol (DTT) 10 mM, dNTPs 0.5 mM y 5 mM de pd(N)s random hexamer
5’ phosphate (Amersham Biosciences). Los hexdmeros se emplearon como cebadores
para poder utilizar las mismas alicuotas de cDNA como molde para reacciones de PCR
en las que se emplean diversos pares de oligonucleétidos. EI RNA y los hexdmeros se
incubaron a 65 °C durante 5 minutos para la hibridacion, y tras enfriar en hielo se
afiadieron los restantes componentes de la reaccién, que se incubd a 42 °C durante 2
horas. La reaccion finalizd con una incubacion de 15 minutos a 70 °C. Se empled 1 pl
de cDNA asi obtenido como molde para la PCR posterior. EI cDNA se amplifico
utilizando los oligonucleotidos requeridos en cada caso a una concentracion final de 0.5
UM, y 1 U de DNA polimerasa | (Biotools). En cada una de las reacciones de PCR se
incluyé un control con 1 pl de la reaccion de RT en la que no se empleé la transcriptasa

reversa. Con este control se comprobd que no existia ninguna banda de amplificacion
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indicativa de que la preparacion de RNA contuviera DNA contaminante. EI volumen

total de la reaccion de PCR fue de 50 ul y 30 fueron los ciclos de amplificacion.

Cuando se llevaron a cabo los experimentos de PCR en tiempo real, el cDNA
fue purificado usando el Gene Clean Turbo kit (MP Biomedicals) y la concentracion del
cDNA se midio usando un ND100 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies). Para
la PCR a tiempo real, se utiliz6 un termociclador LightCycler 480 Il (Roche). El
volumen de cada reaccion fue de 25 pl, que contenian 10 pl de cDNA diluido (5ng en
cada reaccién), 0.2 uM de los oligonucleodtidos 5° y 3’ y 12.5 ul de Light Cycler 480
SyBR Green | Master Mix (Roche). Las parejas de oligonucleétidos utilizadas para
amplificar los mMRNAs de los SRNAs y los genes analizados en esta tesis se encuentran

detallas en la Tabla 3.

El gen rpoN, que codifica para la RNA polimerasa (Factor sigma 54, ¢°*), cuya
expresion se ha demostrado permanece constante a lo largo de la curva de crecimiento
(Cases et al., 1996; Yuste et al., 2006), fue utilizado como control interno en las
reacciones de PCR a tiempo real, empleando la pareja de oligonucledtidos 5° rpoN / 3
rpoN HK (Tabla 3). Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo de la siguiente
forma: 1 ciclo inicial de desnaturalizacion (95°C, 4 minutos), seguido de 40 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion, 95°C, 1 minuto; hibridacion, 60°C, 1 minuto;
elongacion y medida de la sefial, 72°C, 30 segundos). Para la cuantificacién relativa de
los valores de fluorescencia obtenidos, se realizé una curva de calibrado con las mismas
parejas de oligonucledtidos y con diluciones seriadas de DNA genémico de
Pseudomonas putida KT2440. De esta misma manera, para la cuantificacion absoluta de
los valores de fluorescencia obtenidos, se amplifico cada gen a analizar desde el DNA
genomico de la cepa KT2440, el producto de PCR fue purificado y cuantificado en cada
caso, posteriormente se realiz6 una curva estandar con diluciones seriadas del gen
especifico en donde se interpolaron los valores de fluorescencia de cada cDNA

amplificado y se calculd la expresion absoluta de cada gen en ng/ul.
5. Procedimientos de transferencia génica
5.1 Transformacion y electroporacion.

Las células de E. coli y P. putida fueron modificadas genéticamente por

transformacion tras hacerlas competentes mediante el método de RbCIl (Sambrook y
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Russell, 2001), o bien mediante electroporacion (Wirth et al., 1989). Esta técnica
también se utiliz6 con las cepas de Pseudomonas empleando un equipo Gene
Pulser/Pulse Controller (Bio-Rad) utilizando las siguientes condiciones: 2.5 kV, 25 pF,
200 Q.

5.2 Transferencia de plasmidos por conjugacion

Los plasmidos se movilizaron a P. putida y sus derivados por conjugacion
biparental utilizando las cepas E. coli S17-14pir como donadora, siguiendo el protocolo
establecido por de Lorenzo y Timmis (1994) con algunas modificaciones. Se utilizd una
cantidad de celulas de la cepa donadora correspondiente a una Aggo de 5; y de la cepa
receptora (P. putida) cultivada en medio minimo M63 con citrato 0.3% se emple6 una
cantidad de células correspondiente a una Agyp de 0.35. Los exconjugantes fueron
seleccionados aerdbicamente en placas de medio minimo M63 con citrato 0.3%
(contraseleccion de la cepa donadora) y el correspondiente antibidtico cuyo gen de
resistencia se encuentra en el plasmido y, en su caso, el de la cepa receptora (cuando se
emplearon derivados de P. putida). Este protocolo de conjugacion se emple6 tanto para

la transferencia de plasmidos replicativos como de plasmidos suicidas.

6. Construccién de cepas mutantes en Pseudomonas putida.

6.1 Construccion de mutantes de insercion por recombinaciéon homéloga.

Para la construccion de las cepas mutantes, P. putida KTGALdapaH, P. putida
KT2440AapaHdpaaX y P. putida K72440AapaHdgacA, se procedio a la interrupcion
insercional de los genes apaH, paaX y gacA respectivamente, por recombinacion
homdloga (Fig. 9). Para la interrupcion insercional de los genes apaH, paaX y gacA, se
amplificaron fragmentos internos de los mismos (479 pb, 460 pb y 414 pb,
respectivamente), utilizando las parejas de oligonucledtidos F-apaHint/R-apaHint, F-
paaXint/R-paaXint y F-gacAint/R-gacAint (Tabla 3), respectivamente, y se clonaron en
las dianas de restriccion EcoRI/Hindll (apaH, paaX y gacA), del polylinker del

plasmido pK18mob, (plasmido suicida que no replican en P. putida).

Las construcciones resultantes pK18mobapaH, pK18mobpaaX y pK18mobgacA
(Tabla 2) fueron transferidas a la cepas donadora, E. coli S17-1Apir (para derivados del
vector pK18mob), a la cepa receptora Pseudomonas putida, mediante conjugacién
biparental tal y como se indica en el apartado 5.2 de esta seccion. Los transconjugantes
derivados de los plasmidos suicidas pK18mobapaH, pK18mobpaaX y pK18mobgacA
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fueron seleccionados en medio minimo M63 suplementado con kanamicina, y con
citrato a 0.3% como fuente de carbono para la contraseleccion de la cepa donadora. Los
mutantes P. putida KTGALdapaH, P. putidaK72440AapaHdpaaX vy P.
putidaK72440AapaHdgacA fueron analizados por PCR para confirmar la interupcién de

los respectivos genes truncados.

[[cromosoma de P. putida ||

genX

Amplificacién por PCR

MCS

5’
>

L Km® ‘
m \ Digestién + Ligacién j Plac lacz m OriT (RP4)

i (pUC
3 ori (puUC)

pK18mob (3,8 kb)

Fragmento
interno del aenX

Plac lacz ~ Km" OriT (RP4)

Vector suicida genX

Integracion en el cromosoma
de P. putida por
recombinacién homéloga

dgenX dgenX

lac. Km™ * oriT (RP4) ori (pUC)  plac

P. putida dgenX

Figura 9. Estrategia seguida para la construccion de los mutantes de insercion por
recombinaciéon homdloga en P. putida KT2440 y KTGAL. En la parte superior de la
figura se esquematiza el cromosoma de P. putida, incluyendo al gen que va a ser
interrumpido (genX) (representado en gris). Las flechas negras representan las parejas
de oligonucledtidos utilizados para la amplificacion por PCR del fragmento interno del
genX. Los plasmidos suicidas que contienen el fragmento interno del genX son
transferidos a P. putida mediante conjugacion triparental tal y como se indica en el
apartado 5.2 de esta seccion. La recombinacién homologa subsiguiente origina la
interrupcion de los genes correspondientes y la cepa mutante P. putidadX. Se
representan el origen de replicacion (ori), Km® representa el gene que codifica la
resistencia a kanamicina, contenido en el vector suicida utilizado en este trabajo
pK18mob. MCS (Multiple Cloning Site del vector suicida); d, indica gen interrumpido,
Plac, promotor lac, lacZa, fragmento que codifica la subunidad o de la f-galactosidasa.
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6.2 Construccion de mutantes por delecion en P. putida KT2440.

Para la construccion del mutante P. putida K72440AapaH que contienen el gen
apaH delecionado, se utilizo la estrategia que se esquematiza en la Figura 10.

Para generar el mutante P. putida KT2440AapaH, se clon6 una region de DNA
en posicion 5’ al gen apaH (fragmento de 838 pb), utilizando los oligonucle6tidos F-
ZlapaH_Xbal (Xbal) y R-ZlapaH _BamHI (BamHI) (Tabla 3), y otra region en
posicion 3 al gen apaH (fragmento de 822 pb), utilizando los oligonucleétidos F-
Z3apaH_BamHI (BamHI) y R-Z3apaH_Hindlll (Hindlll) (Tabla 3), dando lugar al
plasmido pK18mobsacBapaH (Tabla 2).

La construccion resultante pK18mobsacBapaH fue transferida de la cepa
donadora E. coli S17-1 Apir (Tabla 1), a la cepa receptora P. putida KT2440, mediante
conjugacion biparental tal y como se indica en el apartado 5.2 de esta seccion. La
integracién en el genoma de la cepa receptora del derivado del plasmido suicida
pK18mobsacB, fue seleccionado en medio M63 suplementado con kanamicina, y con
citrato 0.3% como fuente de carbono para la contra-seleccién de la cepa donadora. Las
colonias asi obtenidas mediante recombinacion homologa simple que integra los
plasmidos suicidas en del cromosoma de P. putida KT2440, fueron posteriormente
cultivadas en medio liquido LB+Km, y seleccionadas en placas de medio M63 con
citrato 0.3% Yy sacarosa 5 %. Los exconjugantes que crecieron en sacarosa se replicaron
en placas de medio M63 con citrato 0.3% y sacarosa 5 %. Aquellos que fueron sensibles
a los correspondientes antibidticos de los plasmidos suicidas y que eran resistentes a
sacarosa eran mutantes de deleciébn mediante doble recombinacion homologa. Los
mutantes obtenidos de esta manera, fueron analizados por PCR para confirmar la

delecion en el gen apaH.
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Figura 10. Estrategia seguida para la construccion de mutantesde delecion en P.
putida KT2440. En la parte superior de la figura se representa el cromosoma de P.
putida KT2440. Se toma como ejemplo para mutar el gen apaH (Negro). En azul y en
rojo se representan las regiones localizadas en posicion 5’ y 3°, respectivamente, al gen
apaH que se quiere delecionar. Tras amplificar por PCR dichas regiones con las parejas
de oligonuclettidos A/B y C/D, se clonan en el vector suicida (pK18mobsacB). Tras dos
sucesos de recombinacion homologa, se seleccionan los exconjugantes resistentes (R) a
sacarosa y sensibles (S) al antibiotico correspondiente del plasmido suicida utilizado
(Km) y son analizadas por PCR para confirmar que la cepa mutante (P. putida
KT2440A gen apaH) porta una delecion del gen apaH en su cromosoma. Las
abreviaturas usadas en esta figura son: MCS, Multi Cloning Site; Km®, gene que
codifica la resistencia a kanamicina,; ori, origen de replicacion del vector suicida; sacB,
gen que codifica la sacarosa.
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7. Ensayos de actividad enzimatica.

7.1. Obtencion de los extractos proteicos.

Para la obtencidon de extractos crudos de P. putida KT2440 y sus cepas
derivadas, las células se cultivaron en medio minimo con la fuente de carbono apropiada
en cada caso hasta alcanzar la fase exponencial media de crecimiento segun cada fuente
de carbono. Los cultivos se concentraron 20 veces, tras centrifugar y resuspender en el
tampdn apropiado, y se lisaron empleando la prensa de French (Aminco Corp.) operada
a una presion de 20000 psi. Las células rotas se centrifugaron a 4°C en un rotor SS34
(Sorvall) a 11.000 x g durante 15 min, recogiéndose el sobrenadante (extracto crudo).
Para la determinacion de la proteina en los extractos se utilizo el reactivo de Bradford
(Bradford, 1976).

7.2 Ensayo de actividad protocatecuato 3,4-dioxigenasa.

Los ensayos de actividad protocatecuato 3,4-dioxigenasa se llevaron a cabo de
forma rutinaria espectrofotométricamente valorando la cinética de desaparicion de
protocatecuato como se muestra en la Figura 11 (Stainer y Ingraham, 1954). El ensayo
enzimatico se realiz6 en tampén Tris-HCI 100 mM pH 7.0. Se utilizaron 790 ul del
mismo a los que se afiadié 40 pl de un extracto proteico (10-13 pg de proteina),
utilizdndose esta mezcla para realizar el blanco. El ensayo se inicié con la adicion de 8
ul de protocatecuato 20 mM (disuelto en isopropanol) y se monitoriz6 la desaparicion
de absorbancia a 290 nm (g290 3.800 M cm™). La Unidad de actividad fue expresada

como nanomoles de protocatecuato oxidados por minuto por miligramos de proteina.

COO- OH
O oH
@) =
PcaGH
> > NN
OH /' OH
O
OH o,
Protocatecuato 3-carboxi-cis, cis-muconato

Figura 11. Reaccion catalizada por protocatecuato 3,4-dioxigenasa.
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7.3 Ensayo de actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa.

La actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (intradiol dioxigenasa, PobA)
(figura 12), fue determinada valorando espectrofotométricamente la oxidacion de
NADPH, detectada como la disminucién de absorbancia a 340 nm (Entsch, 1990). El
ensayo enzimatico se realizé en tampon Tris-HCI 100 mM pH 7.0. La mezcla de
reaccion contenia 4-HBA (0.2 mM, disuelto en agua), NADPH (0.23 mM), FAD (3.3
uM), EDTA (0.33 mM) vy el tampon Tris-HCL pH 7.0. Se utilizaron 750 pl de esta
mezcla del mismo a los que se afiadié 40 ul de un extracto proteico (10-13 pug proteina)
y se monitorizé la desaparicion de absorbancia a 340 nm (eas0 6.220 M™* cm™). La
Unidad de actividad se defini6 como nanomoles de NADPH reducidos por minuto por

miligramos de proteina (U/mg prot).

COO- COO-
PobA oH
OH > OH
4HBA / \ Protocatecuato
NADPH + H" + O, NADP* + H,0

Figura 12. Reaccidn catalizada por 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa.

7.4 Ensayo de actividad fumarasa

La actividad fumarasa total en extractos crudos de las cepas KT2440 y
KT2440AapaH se ensay6 midiendo la formacion de fumarato espectrofotométricamente
a 250 nm en 10 mM de tamp6n HEPES-KOH (pH 8.0) (€250 = 1.479 x 103 M*cm™),
conteniendo 50 mM de L-malato a 30°C. La cantidad de extracto protéico afiadido vario
desde 5 a 20 pg dependiendo del ensayo y la reaccion se iniciaba con la adicion de L-
malato. Dado que la actividad fumarasa dependiente de la enzima FumA es inhibida por
incubacion del extracto en presencia de persulfato amoénico (Ueda et al, 1991), la

actividad fumarasa dependiente de las enzimas FumC se determiné tras incubar los
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extractos protéicos en 1 mM de persulfato amonico durante 30 minutos. La actividad
fumarasa dependiente de la enzima FumA se calculdé posteriormente sustrayendo la
actividad fumarasa en presencia de persulfato aménico de la actividad fumarasa total
(Ueda et al., 1991).

7.5 Ensayo de actividad p-galactosidasa.

Se ensay0 la actividad f-galactosidasa en P. putida KTGAL que contiene las
fusiones traduccionales Pg::lacZ o Ps::lacZ en los plasmidos plZPg y plZPr,
respectivamente. Los cultivos fueron recogidos cuando alcanzaron una Agoponm de 0.5. La
actividad p-galactosidasa se analizd permeabilizando las células, y las unidades de
actividad enzimatica (Unidades Miller) se determinaron segun el método descrito por
Miller (1972).

8. Mutageénesis insercional con el mini-transposén Tnb.

La mutagénesis al azar de P. putida se realiz6 utilizando el sistema del mini-
transposdn Tn5 para mutaciones insercionales (de Lorenzo et al., 1990). La integracion
del mini-transposon Tn5 en el genoma de P. putida KTGAL se realiz6 mediante
conjugacion bi-parental entre la cepa donadora E. coli S17-1Apir conteniendo el
plasmido suicida pUT-miniTn5 Km2, y P. putida KTGAL (pIZpT, plasmido resistente
a Gm) como cepa receptora. Los transconjugantes se seleccionaron en placas de medio
minimo MC con GA (25 mM) mas AFA (25 mM) como fuente de carbono
conteniendo Km/Gm y X-GAL. La cepa receptora tenia el plasmido plZP+ resistente a
Gm, con lo cual, las que crecian en medio conteniendo GA/AFA y Km/Gm sélo podian
ser Pseudomonas putida KTGAL en las que se les habia insertado el mini-Tn5 en el
genoma de la célula receptora. Las placas también tenian X-GAL para poder seleccionar
directamente las que habian perdido la represion catabolica (colonia azul).

La localizacion de la insercion del mini-Tn5 se identifico en algunos mutantes.
Para ello, se digirio el genoma de dichos mutantes con la enzima de restriccion EcoRI o
BamHI y se seleccion6 en E. coli el fragmento que conferia resistencia a Km vy, por
tanto, contenia al gen interrumpido por el mini-Tn5, mediante su clonacion en el vector
pUC19 digerido también con EcoRI o BamHI. Los plasmidos pUC19-Km (Tabla 2)
conteniendo el fragmento de cromosoma que confiere resistencia a Km fueron
secuenciados con los oligonucleétidos F24 y R24 (Tabla 3) para determinar el gen

interrumpido.
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9. Formacion de biofilmes en placas de multipocillo.

Para la formacién de biofilm se usaron placas multipocillo de poliestireno de 96
pocillos con fondo plano (Costar 3595; Corning Incorporated). La cuantificacion del
biofilm se llevo a cabo usando un protocolo modificado del descrito previamente por
O’Toole y Kolter (1998). Primero, los cultivos de Pseudomonas putida cepa KT2440 y
cepa KT2440AapaH se incubaron en medio LB toda la noche (Asp de 3.5).
Posteriormente, las células se refrescaron en medio LB diluyéndolas 5 veces, se
incubaron alrededor de 2 horas con agitacion a 30 °C y cuando alcanzaron una Agy de
0.7-0.8 se colectaron y diluyeron 10 y 100 veces en medio LB. A continuacion, se
inocularon las placas con 200 pl por pocillo (1x10” UFC/ml en el caso de la dilucion
1/10) y por triplicado, y se incubaron durante 6 horas a 30 °C para ambas cepas
empleadas. El crecimiento bacteriano se determin6 midiendo la Asgs utilizando un lector
de placas (Microplate Absorbance Reader 2020; Anthos Labtec Instruments GmbH). Se
retird el cultivo planctonico y se afiadio 200 pl de PBS, posteriormente, se proceso el
biofilm tifiendo cada pocillo con 50 ul de una solucién de cristal violeta al 1% (CV;
Sigma) y se incubd 15 minutos a temperatura ambiente. Después, se lavé cada pocillo 3
veces con 200 pl de agua destilada y se dejé secar al aire. La formacién de biofilm
teflido con CV se cuantifico solubilizando éste con 200 ul de etanol al 96% y midiendo

la Asgs.

10. Analitica de 4HBA, AFA y protocatecuato.

La concentracion de AFA, 4HBA vy protocatecuato se determind utilizando la
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC). Se cuantificaron empleando
estandares comerciales (Sigma). En la Figura 13 se ilustra el espectro de absorcion de 4-
HBA, AFA y protocatecuato. Se utilizé un equipo Gilson con detector de Diodo Array
Beckman Coulter modelo System Gold 168. Se emple6 una columna Mediterranea Sea
RP-C18 de 5 micras de espesor de fase, 150 mm de largo y 4.6 mm de diametro
(Teknokroma). Para analizar estos compuestos se utilizd6 como fase movil una mezcla
que contiene 40% metanol, 60% de agua y 0.1% de &cido trifluoroacético, la elucion se
realizd de forma isocréatica a un flujo constante de 1 ml/min y la deteccidn se realiz6 a
210 nm. Las muestras fueron colectadas (1ml) a lo largo de toda la curva de crecimiento
de P. putida KT2440 creciendo en medio minimo con 4HBA 2.5 mM o0 AFA 2.5 mM o
la mezcla de ambos 4HBA 2.5 mM/ AFA 2.5 mM como fuentes de carbono. Cada
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muestra fue centrifugada a 5000 rpm y los sobrenadantes fueron almacenados a -20 °C
para su inyeccion posterior en el HPLC (20 ul). Los tiempos de retencion fueron
determinados utilizando los estdndares correspondientes y el célculo de la concentracién
de cada uno de los compuestos en las muestras fue calculada en base a la interpolacion

del area bajo la curva obtenida de cada pico en una curva patron de cada estandar.
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Figura 13. Espectros de absorcion UV de estdndares 4HBA, AFA y PCA. Espectros UV de
PCA (A), 4HBA (B) y AFA (C). Los tiempos de retencidn de cada compuesto fueron: trpca=2.5
min; trauea=3.4 Min y trapa= 6.2 min.

11. Medida del consumo de oxigeno en P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH.

Para la determinacién del consumo de oxigeno se crecieron ambas cepas en
medio minimo M63 con AFA 2.5 mM como Unica fuente de carbono. Se recolect6 por
centrifugacion a (5000 rpm por 2 min) 5 ml de cultivo en fase exponencial temprana
(Asoo= 0.1), 1 ml de cultivo en fase exponencial media (Asoo= 0.3) Y exponencial tardia
(Asoo= 0.6) de cada una de las cepas y se realiz6 la cuantificacion del consumo de
oxigeno en nmoles/min relativo a las UFC/ml que hay en cada punto de la curva
analizado (1ml). En cada caso la células se resuspendieron en medio minimo fresco con
AFA (2.5 mM) y oxigenado a 30 °C.

El consumo de Oxigeno se midid en un electrodo de oxigeno de tipo “Clark”

(HansaTech Instruments) como el que se observa en la figura 14. La camara del
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electrodo se rellend con un volumen de 1 ml de medio minimo M63 de respiracion con
AFA (2.5 mM) como fuente de carbono. ElI medio de respiracion se preparaba fresco
cada dia y se mantenia a 30 °C con agitacién constante para mantener una concentracion
de Oxigeno saturante disponible para las células a analizar. Cuando se analizé el efecto
del desacoplante carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona (FCCP) sobre el consumo
de oxigeno de la cepa mutante apaH, se adicioné 10 pl de FCCP (1 mM) a tres tiempos.
El consumo de oxigeno se determind calculando la pendiente de la recta sefialada en un
papel milimetrado (registro de consumo de Oxigeno en cm/min), se utiliz6 como

referencia el Oxigeno disuelto a 30 °C (2.6 nmoles/mm).

Figura 14. Electrodo de oxigeno tipo Clark (Hansatech) empleado en los
experimentos de respiracion. La figura muestra el electrodo de Clark. El sensor (disco
del electrodo) estd localizado en la parte inferior de una cadmara de reaccion
termostatizada por agua circulante. Un pequefio iman que agita la mezcla de reaccion,
rota directamente sobre el electrodo de platino cubierto con una membrana. La cdmara
de reaccion se cierra con un émbolo que se puede ajustar a cualquier volumen entre 0.2
y 2.5 ml. Con una microjeringa se pueden afadir o eliminar soluciones desde la mezcla
de reaccion sin producir perturbaciones en el trazo del registrador.

12. Medida del consumo de ATP

Para la determinacion de ATP se crecieron ambas cepas (KT2440 vy
KT2440AapaH) en medio minimo M63 con AFA 2.5 mM como unica fuente de
carbono. Se recolectd cultivo en fase exponencial temprana (Asoo= 0.1), 1 ml de cultivo
en fase exponencial media (Agpo= 0.3) y exponencial tardia (Asoo= 0.6) de cada una de las
cepas Los niveles de ATP fueron determinados utilizando el kit comercial ATP Biomass
kit HS (BioTherma), este es un ensayo bioluminiscente para la determinacion
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cuantitativa de pequefias cantidades de ATP (hasta 10x10™*® mol ATP), como se
presenta en la reaccion mas abajo. Se cuantifico la intensidad de luz que es proporcional
a la cantidad de ATP utilizando un luminémetro modelo TD-20/20 (TURNER
BioSystems Luminometer), las medidas de ATP se determinaron en relacion a las

UFC/ml que hay en cada punto de la curva analizado.

EC: Luciferasa

ATP + D-luciferina + O2 » AMP + PPi + oxyluciferina + CO2 + Luz

13. Deteccidn y cuantificacion de sideroforo pioverdina en P. putida KT2440.

Las cepas KT2440, KT2440AapaH y KT2440AapaHplZapaH fueron crecidas
24 horas en medio minimo M9 con citrato 0.3% como Unica fuente de carbono, la
fluorescencia debida a los siderdforos (pioverdina) fue visualizada por transiluminacion
con Ultravioleta (UV) en un Molecular Imager® Gel Doc™ XR (BioRad). La
cuantificacion relativa de los niveles de pioverdina fue realizada como describe
Ackerley y colaboradores (2004). Los cultivos fueron crecidos como mencionamos
anteriormente y teniendo en consideracion que poseen una Agyp=1,2 igual cada una de
ellos se centrifugd 1 ml de cada uno a 13.000 rpm por 3 minutos y se determiné la Ao
(Monds et al., 2006).

14. Determinacion del efecto de Estrés oxidativo en el crecimiento de P. putida
KT2440y P. putida KT2440AapaH.

Para determinar el efecto del estrés oxidativo, se cultivd P. putida KT2440 y P.
putida KT2440AapaH en medio minimo M63 con citrato 0.3% como fuente de carbono
en presencia o0 ausencia del compuesto menadiona a una concentracion de 0.2 mM. Se
siguio el crecimiento de ambas cepas mediante la determinacion de la Aggo durante 18
horas. Cada experimento se repiti6 3 veces de forma independiente y los datos

ensefiados son el promedio de estos.
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15. Determinacion del efecto de Estrés osmotico en P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH.

Para determinar el efecto del estrés osmotico, se cultivo P. putida KT2440 y P.
putida KT2440AapaH en medio LB durante toda la noche. Se recolectaron las células
mediante centrifugacion a 5000 rpm por 3 minutos y se resuspendié cada cultivo en
medio LB fresco o en LB + NaCl 3M, después de 15 minutos se sembré cada cultivo
realizando diluciones seriadas en placas de LB-agar que se incubaron 24 horas a 30 °C.
Se determind las UFC/mI de cada condicién probada. Cada experimento se repitio 3

veces de forma independiente y los datos ensefiados son el promedio de estos.
16. Movilidad tipo Swimming y Swarming.

Las cepas KT2440, KT2440AapaH y KT2440AapaHplZapaH fueron crecidas
24 horas en medio minimo M63 con citrato 0.3% como Unica fuente de carbono y
energia. Se utilizé 10 ul de cada cultivo para poner en medio de cada placa para los
ensayos de movilidad. Estos experimentos se realizaron al menos 4 veces y se ensefia
solo uno que representa los resultados de las replicas realizadas. Los ensayos de
movilidad Swimming fueron realizados en placas de agar al 0.3% de Medio minimo
M63+ citrato (0.3%) incubadas a 30 °C por 24 horas (Matilla et al., 2011). Por otra
parte, la movilidad Swarming fue determinada utilizando placas de agar al 0.5% de
Medio minimo M63+ citrato (0.3%) incubadas a 25 °C por 24 horas (Matilla et al.,
2007).

17. Técnicas de manipulacion de proteinas.
17.1 Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida-SDS.
17.1.1 Preparacion de las muestras de proteinas

Para la obtencion de extractos crudos de P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH, las células se cultivaron en medio minimo con AFA como unica fuente
de carbono hasta alcanzar las fases de crecimiento exponencial temprana, exponencial
media y estacionaria. Los cultivos se concentraron 20 veces, tras centrifugar y
resuspender en el tampén apropiado, y se lisaron empleando la prensa de French
(Aminco Corp.) operada a una presion de 20000 psi. Las células rotas se centrifugaron a
4°C en un rotor SS34 (Sorvall) a 11.000 x g durante 15 min, recogiéndose el
sobrenadante (extracto crudo). Las proteinas de los extractos crudos fueron precipitadas
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acorde al método metanol-cloroformo (Wessel y Fligge, 1984). Los pellets fueron
resuspendidos en tampon de muestra 2X (7 M urea, 2 M tiourea, 4 % (w/v) CHAPS, 3
ug/ml azul de bromofenol). La concentracion de proteinas fue estimada usando el RC
DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

17.1.2 Electroforesis en geles bidimensionales

Las proteinas se separaron en la 12 dimension utilizando el sistema PROTEAN®
IEF System (BIO-RAD) vy las tiras de gel de isoelectroenfoque “ReadyStrip IPG” (BIO-
RAD) de 7 cm, pH 4-7, siguiendo las indicaciones de la firma comercial. Cada tira de
gel se someti6 a una rehidratacion activa con 50 ug de muestra diluida hasta 140 ul en
solucion de muestra 2X (urea 7 M, tiourea 2 M, 1-propanosulfonato de 3-(3-
colamidopropil)-dimetilamonio [CHAPS] al 4 % [p/v], azul de bromofenol al 0.0003 %
[p/v]) que contenia ditiotreitol (DTT) 18.2 mM vy solucion de anfolitos “100x Bio-Lyte
3-10 Ampholyte” (BIO-RAD) al 0.5 %, cubierto todo ello con aceite mineral, a 50 V /
20 °C / 12 h. Posteriormente se aplicaron secuencialmente los siguientes pasos de
isoelectroenfoque: 250 V/1 h., 500 V/1 h., 1.000 V/1 h., 2.000 V/1 h., todos ellos con
pendiente rapida, 8.000 V/1 h. con pendiente lineal, 8.000 V con pendiente rapida hasta
alcanzar en ese paso 3.500 V-h., y 200 V hasta hasta superar como minimo los 12.000
V-h. totales en todos los casos. La temperatura se mantuvo siempre en 20 °C, y el limite
de intensidad méaxima fue de 50 pA/gel.

Para el equilibrado de las tiras se incub6 cada una en 2 ml de tampén de
equilibrado (Tris-HCI 50 mM pH=8.8, urea 6 M, dodecilsulfato sédico [SDS] al 2%
[p/v] y glicerol al 30% [v/v]) que contenia DTT 52 mM durante 15 min y
posteriormente en 2 ml del mismo tampén que contenia IAA 130 mM otros 15 min.,
todo ello a temperatura ambiente. Finalmente se lavd unos minutos cada tira con 2 ml
de tampdn de electroforesis Tris-glicina (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS al
0.1% [p/v]).

Las proteinas se separaron en la 22 dimension sometiéndolas a SDS-PAGE con
una concentracion constante de acrilamida del 12 % (p/v). Los geles se prepararon el dia
anterior y se conservaron a 4 °C antes de usarlos. Como marcadores de masa molecular
se empled la mezcla “Precision Plus Protein™ Standards Unstained” (BIO-RAD). Las
tiras equilibradas se incluyeron sobre los geles y se realizaron electroforesis con tampon
Tris-glicina a una potencia de 0.5 W/gel 30 min y 1.5 W/gel hasta que el frente de azul

de bromofenol llegaba al borde inferior.
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17.1.3 Tincion y Obtencion de imagenes de los geles tefiidos

La tincién utilizada fue SYPRO® Ruby protein gel stain (BIO-RAD). El proceso
de obtencion de las imagenes se realizaro utilizando el equipo EXQuest™ Spot Cultter,
aplicando el programa PDQuest™ Advanced-8.0.1 (BIO-RAD).

17.2 Andlisis del proteoma de P. putida KT2440 por NanoL C-MS/MS
17.2.1 Preparacion de las muestras

Para la obtencion de extractos crudos de P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH, las células se cultivaron en medio minimo con AFA 2.5 mM como
unica fuente de carbono hasta alcanzar las fase exponencial media (Agpo 0.35). Esta
metodologia fue realizada en el laboratorio del Dr. Jean Armengaud del Laboratorio
Biochim System Perturb, Instituto de Biologia medioambiental y biotecnologia
(Francia). Los pellets obtenidos desde 100 ml de cultivo fueron resuspendidos en
tampon de muestra LDS 1X (Invitrogen) con una relacion de 200 ul por 25 mg de
pellets. Las células fueron posteriormente rotas por sonicacion por 10 minutos
utilizando un sonicador UP50H ultrasonic processor sonicator (hielscher), luego fueron
diluidas con 6 volimenes de tampon LDS1X, calentadas por 5 min a 95 °C.
Posteriormente, estas muestras fueron directamente cargadas en un gel NuPAGE
(Invitrogen) con un gradiente de 4-12%. El gel fué corrido en tampon MES
(Invitrogen), a 200 V por un periodo corto de migracion (sobre 0.8 mm), y luego fue
teflido con Coomassie SeaBlue Safe (Invitrogen) por 45 min. Después, los geles fueron
destefiidos con agua destilada, cada carril del gel fue cortado en 4 fragmentos
igualitarios en volumen desde la parte superior hasta el final del gel. Las bandas
resultantes ya destefiidas conteniendo las proteinas fueron tratadas ditiotreitol y
iodoacetamida, y luego sometidas a prote6lisis con proteasMAX (Promega) tal y como

describe Clair y colaboradores (2010).

17.2.2 Anélisis NanoLC-MS/MS del proteoma de P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH.

Un volume de 9 pl de las mezclas pepticas resultants (50 pl) fueron analizadas
en un espectrometro de masas hibrido LTQ-Orbitrap XL (ThermoFisher) acoplado a un
sistema de cromatografia liquida UltiMate 3000 LC system (Dionex-LC Packings)

operado modo dependiente de datos como previamente describe Clair y colaboradores
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(2010). Los espectros de MS/MS sobre un gradiente de 120 minutos obtenidos fueron
analizados con el programa MASCOT version 2.2.04 (Matrix Science) con la
herramienta Refseq de la base de datos de polypeptide sequence database NCBi para
P. putida KT2440 comprometiendo 5350 entradas. Los péptidos fueron determinados
utilizando los siguientes parametros: especificidad completa a tripsina, hasta dos
fragmentos “miss cleavages” posibles (fragmentos originados en la protedmica después
de la tripsinacion), una tolerancia de 5ppm en la masa de los iones, 0.5 Da en tolerancia
de masa sobre el MS/MS, cisteinas carboxiamidometiladas (+57.0215) como
modificacion estatica, y metioninas oxidadas (+15.9949) como modificacion variable.
Los péptidos (P value < 0.05) fueron filtrados por el programa IRMa. Una proteina fué

identificada cuando al menos 2 diferentes péptidos fueron identificados.

18. Analisis basados en modelos metabolicos.

El modelo metabdlico a escala gendmica de P. putida KT2440, i.e., iJN1411, fue
utilizado para todos los analisis in silico realizados en esta tesis. iJN1411 es un modelo
metabolico que incluye un total de 1411 genes (26% del genoma de P. putida KT2440),
2754 reacciones y 2057 metabolitos localizados en el citoplasma, periplasma y espacio
extracelular (J. Nogales, sin publicar).

El modelo fue analizado mediante analisis de balance de flujo (FBA, de sus
siglas en inglés Flux Balance Analysis) (Varma y Palsson, 1994). Al contrario del
tradicional abordaje para modelado metabdlico utilizando ecuaciones diferenciales
ordinarias acopladas, FBA no requiere de informacion referente a parametros cinéticos
enzimaticos ni de concentracion de metabolitos en el sistema para predecir flujos
metabolicos. Esta caracteristica lo convierte en un abordaje aplicable a modelos
metabdlicos a escala gendmica. La distribucion de flujos se consigue asumiendo la
existencia de un estado estacionario biolégico en el cual la concentracion de los
metabolitos no varia con el tiempo (un estado metabdlico que se consigue en cultivo
continuo o bien en fase exponencial de crecimiento). La asuncion del estado
estacionario reduce el sistema a un conjunto de ecuaciones lineales (problema de
optimizacion lineal) el cual se resuelve posteriormente supeditado a restricciones
estequiometrias mediante la maximizacion de una funcion objetivo con objeto de
encontrar una distribucion de flujos que satisface la condicidn de estado estacionario.
Por tanto la resolucién del problema de optimizacion lineal resultante de aplicar FBA

requiere de la definicion de una funcion objetivo a maximizar por lo que la prediccion

61



de flujos depende intrinsecamente de la funcién objetivo tenida en cuenta. Dado que
tradicionalmente se ha considerado que las bacterias optimizan su tasa de crecimiento
en estado estacionario (fase exponencial del crecimiento), la prediccion de flujos in
silico se computa maximizando la reaccion de biomasa, (BOF de sus siglas en inglés,
Biomass Objective Funtion). La BOF es especifica de cada especie y describe la
velocidad a la que todos los precursores de la biomasa celular se sintetizan en las
proporciones correctas. Por tanto, la BOF simula el crecimiento celular (Feist y Palsson,
2010).
Matematicamente, la aplicacion de FBA puede representarse como sigue:

max c'v

sujeto a Sv=0

donde S es una matriz de m filas por n columnas que contiene todos los coeficientes
estequiométricos de las reacciones del modelo de m metabolitos y n reaciones. El vector
v tiene n elementos, los cuales representan el valor de flujo para cada reaccion. La
restriccion Sv = 0 corresponde a la asuncion del estado estacionario. El vector ¢
representa la fucién objetivo (BOF) (Orth et al, 2010).

Los modelos especificos de condicion iJN1411 AFA e iJN1411_AFA_ AApaH
fueron construidos utilizando el algoritmo GIMME (Gene Inactivity Moderated By
Metabolism and Expresion) (Becker y Palsson, 2008). GIMME fue utilizado para
incorporar al modelo los datos de expresion obtenidos con los experimentos de
protedmica y para construir los modelos especificos de condicion mediante la
eliminacion de aquellas reacciones/genes/proteinas no detectadas experimentalmente
manteniendo la funcionalidad del modelo. Se consideré como indicativo de la presencia
de una proteina en una condicién el hecho de haber sido detectada en al menos 2 de las
3 muestras bioldgicas analizadas. Los experimentos de sampling fueron realizados
utilizando el método de Montecarlo implementado en el paquete de software Cobra
Toolbox 2.0 (Schellenberger et al. (2011). El resto de andlisis fueron llevados a cabo
igualmente con el paquete de software Cobra Toolbox 2.0 en el entorno MATLAB (The
MathWorks  Inc.). El kit de programacion lineal GNU (GLPK)
(http://www.gnu.org/software/glpk) fue utilizado para resolver los problemas de

optimizacion lineal.
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19. Analisis de los datos de secuencia.

El analisis de las secuencias nucleotidicas se realizd con los siguientes
programas Yy servidores: Chromas 2.01 (Technelysium Pty Ltd.), analisis
cromatogramas procedentes de reacciones rutinarias de secuenciacion; Bioedit Sequence
Alignment Editor v7.0.3 (Hall, 1999), analisis de cromatogramas procedentes de
reacciones rutinarias de secuenciacion; Biosupport (http://bioinfo.hku.hk/), obtencion de
secuencias reversas y complementarias de DNA, traduccion de secuencias de DNA a
proteina;  Institut  Pasteur  (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#welcome),
traduccion de secuencias de DNA en los seis marcos de lectura simultdneamente;
Expasy (http://www.expasy.ch/tools/DNA.html), traduccion de secuencias de DNA.

Las secuencias de nucleotidos y las secuencias deducidas de aminodcidos se
compararon con las existentes en las bases de datos mediante el uso de los programas
BlastN y BlastP, respectivamente (Altschul et al., 1990). El servidor seleccionado para
ejecutar estos algoritmos fue el del National Center for Biotechnology Information
(NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/BLAST.cgi).

La comparacion de parejas de secuencias proteicas se realizd con el programa
Blast2sequences a través del servidor del NCBI, mientras que para los alineamientos
maultiples de secuencias se empleo el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) desde
el servidor EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).
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V. Resultados

1. Estudio del efecto del catabolismo del AFA sobre la degradacion de otros

compuestos aromaticos en P. putida KT2440.

Como se ha indicado en la Introduccion, son escasos los estudios realizados que
analicen la utilizacién de diferentes compuestos aromaticos presentes en mezclas, y no
se ha abordado hasta la fecha si las rutas aerdbicas hibridas son preferentes a las rutas
clasicas (catecolicas) de degradacion de compuestos aromaticos en bacterias. Debido a
esto, en el presente trabajo unos de los objetivos principales fue estudiar si una ruta
aerdbica hibrida tan extendida e importante como es la de la degradacion del AFA (Fig.
6) era preferente 0 no a las rutas catecolicas clasicas en la bacteria modelo P. putida
KT2440. Para realizar estos estudios se escogié el 4AHBA como fuente de carbono
aromatica alternativa y modelo de la ruta aerdbica clasica mas ampliamente distribuida

(ruta del S-cetoadipato).

1.1 Crecimiento de P. putida KT2440 en AFA, 4HBA, o en la mezcla de ambos

compuestos.

Para iniciar los estudios sobre el metabolismo de AFA y/o 4HBA en P. putida
KT2440, se realizo un andlisis de las curvas de crecimiento correspondientes utilizando
dichos compuestos como unica fuente de carbono. Como se observa en la figura 15, la
cepa KT2440 presenta una fase de latencia en su curva de crecimiento en 4HBA de
alrededor de 2 h, mientras que en AFA la fase de latencia es de 4 h. Por otro lado,
mientras que la velocidad especifica de crecimiento () en 4HBA es de 0.37 h™, el
crecimiento en AFA permite distinguir dos fases exponenciales cuyas p son claramente
diferentes: i) una fase exponencial inicial (5-7.5 h) cuya p es de 0.29 h™ y ii) una fase
exponencial final (7.5-9.5 h) cuya p es de 0.38 h™. Estos resultados sugieren que la
adaptacion de la cepa KT2440 al consumo de AFA es més lenta que la que ocurre para
el consumo de 4HBA, aungue finalmente la tasa de crecimiento en AFA y 4HBA es
similar. Cuando se analiza el crecimiento de la cepa KT2440 en la mezcla AFA/4HBA,
la fase de latencia es similar a la observada con 4HBA solo, y se distinguen dos fases
similares a las observadas con AFA solo: i) una fase exponencial inicial (3-8 h) cuya
nes 0.29 h; i) una fase exponencial final (8-11 h) cuya p es 0.31 h™. Estos resultados
sugieren que en las etapas iniciales del crecimiento la cepa KT2440 puede estar
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metabolizando de manera preferente 4HBA sobre AFA, pero este ultimo estaria
ralentizando el metabolismo de 4HBA con respecto a la situacion en la que el 4HBA es

la Unica fuente de carbono.

Crecimiento (Agq)
o
w

——4HBA 2.5mM

0.2
—i— AFA 2.5mM
0.1
—&— 4HBA/AFA 2.5 mM
0 - T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (h)

Figura 15. Curvas de crecimiento de P. putida KT2440 en 4HBA, AFA y en la
mezcla AFA/AHBA. P. putida KT2440 se cultivo en medio minimo M63 suplementado
con 4HBA 2.5 mM (linea azul), AFA 2.5 mM (linea roja) o la mezcla 4HBA 2.5 mM/
AFA 2.5 mM (linea verde) como fuente de carbono y energia, como se detalla en el
apartado 3.1 de Materiales y Métodos. El crecimiento se registré valorando el
incremento en Agoonm tomando muestras de los cultivos a los tiempos indicados
(simbolos). Se muestran los resultados de un experimento, los cuales fueron
reproducibles en tres experimentos independientes.

1.2 Analisis del consumo de 4HBA y/o AFA en P. putida KT2440.

Para analizar de forma mas directa el consumo de AFA y/o 4HBA a lo largo de
la curva de crecimiento de P. putida KT2440, se estudi6 mediante HPLC la

desaparicion de ambos compuestos de los sobrenadantes de los cultivos.

Cuando P. putida KT2440 se cultiva en 4HBA como Unica fuente de carbono,
se observa el consumo de 4HBA desde las primeras horas del crecimiento (2 h),
alcanzando un consumo del 50% a las 5 h (fase exponencial media, Agp =0.25), y
siendo completo a las 7 h del crecimiento (comienzo de la fase estacionaria, Aggo =0.4)
(Fig. 16A). Cuando P. putida KT2440 se cultiva en AFA como unica fuente de
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carbono, el consumo de AFA no comienza hasta las 5.5 h del crecimiento y presenta dos
fases claramente diferenciadas separadas por un intervalo (1 h) en la que no se aprecia
consumo: i) una primera fase (desde las 5.5 h hasta las 6.5 h de crecimiento) en la que
se consume el 50% del AFA, y que contribuye tan sélo a una Agyp de 0.25, y ii) una
segunda fase (desde las 7.5 h hasta las 9.5 h de crecimiento) en la que se consume el
otro 50% del AFA y en la que se alcanza la Agop maxima de 0.65 (Fig. 16B). Por lo
tanto, estos resultados confirman que el 4HBA se empieza a consumir antes que el
AFA, y revelan que ambos compuestos desaparecen totalmente del medio de cultivo a

las 4h desde que se inicia su consumo.

Cuando la cepa KT2440 se cultiva en presencia de la mezcla 4HBA/AFA, se
aprecia el consumo simultaneo de ambas fuentes de carbono (Fig. 16C). Si bien el
consumo de 4HBA comienza a las 2 h del crecimiento, como ocurre cuando se utiliza
4HBA como Unica fuente de carbono (Fig. 16A), este compuesto no desaparece del
medio de cultivo hasta las 8.5 h del crecimiento, indicando que el consumo del 4HBA
es mas lento en presencia de AFA que en ausencia de éste (Fig. 16C). Por otro lado, el
consumo de AFA comienza a producirse a las 4 h de crecimiento en presencia de 4HBA
y, por lo tanto, se adelanta significativamente respecto a la situacion observada con
AFA como unica fuente de carbono (Fig. 16B). No obstante, la desaparicion del AFA
en la mezcla no se produce hasta las 11 h del crecimiento (Fig. 16C), sugiriendo que el
consumo del AFA es también mas lento en presencia de 4HBA que en ausencia de éste.
De nuevo, vuelven a observarse las dos fases descritas en el consumo del AFA cuando
las células se cultivan en presencia de la mezcla 4HBA/AFA: i) una fase inicial que
consume un 50% del AFA pero no se traduce en un incremento importante en biomasa,
y ii) una segunda fase que da cuenta del consumo del resto del AFA y que conlleva un

incremento significativo de la biomasa hasta alcanzar una Asgo de 0.9 (Fig. 16C).

Estos resultados revelan que P. putida KT2440 co-metaboliza 4HBA y AFA
cuando ambos se suministran a concentraciones similares como fuentes de carbono. Si
bien la cepa KT2440 cultivada en la mezcla 4AHBA/AFA comienza utilizando 4HBA
como unica fuente de carbono, el consumo inicial de 4HBA favorece la utilizacion de
AFA. Por otro lado, el co-metabolismo del 4HBA y AFA repercute negativamente en la
velocidad de consumo de ambas fuentes de carbono ya que dichas velocidades se ven
reducidas cuando la cepa KT2440 se cultiva en la mezcla 4HBA/AFA.
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Figura 16. Consumo de 4HBA y/o AFA en cultivos de P. putida KT2440. P. putida
KT2440 se cultivé en medio minimo M63 suplementado con 4HBA 2,5 mM (panel A),
AFA 2,5 mM (panel B) o con la mezcla AFA 2.5 mM/4HBA 2.5 mM (panel C) como
fuente de carbono y energia, como se detalla en la seccién 3.1 de Materiales y Métodos.
El crecimiento (linea negra) se registrd valorando el incremento en Agoonm a 10s tiempos
indicados (cuadrados negros). La concentracion de 4HBA (linea azul) y AFA (linea
roja) presente en el sobrenadante de cada cultivo a diferentes tiempos del crecimiento se
determind mediante HPLC, como se detalla en la seccion 10 de Materiales y Métodos, y
se representa como % de la concentracion inicial de compuesto. Se muestran los
resultados de un experimento, los cuales fueron reproducibles en tres experimentos
independientes.



1.3 Estudio de la expresion diferencial de las rutas de degradacion de 4HBA y/o
AFA en P. putida KT2440.

Para investigar con méas detalle el presunto efecto inhibidor del AFA sobre la
ruta del 4HBA cuando P. putida KT2440 se cultiva en la mezcla de ambos compuestos
(Fig. 16C), se procedio a analizar la expresion de dos actividades enzimaticas claves de
dicha ruta, i.e., la actividad PobA (4-hidroxibenzoato 3-monooxigenasa) de la ruta
periférica que convierte 4HBA en protocatecuato, y la actividad PcaGH (protocatecuato
3,4-dioxigenasa) de la ruta central del p-cetoadipato que transforma el protocatecuato en
intermediarios del TCA (Fig 7 apartado 4.2 de la Introduccion), en células cultivadas en
4HBA o en la mezcla 4AHBA/AFA.

1.3.1 Andlisis de la actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA).

Se valoré la actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA) de los
cultivos de P. putida KT2440 creciendo en 4HBA y/o AFA, tal y como se detalla en el
apartado 7.3 de Materiales y Métodos. La actividad PobA fue maxima en células de P.
putida KT2440 cultivadas en 4HBA. Por el contrario, la actividad basal PobA en
condiciones de no induccion (crecimiento en AFA) fue un 5% de la actividad maxima.
Cuando P. putida estd metabolizando simultaneamente 4HBA/AFA, se detecta una
actividad PobA claramente superior a la actividad basal pero que no supera el 40% de la
actividad méaxima (Fig. 17). Este resultado indica que el metabolismo del AFA conlleva
una reduccién significativa (60%) de la actividad PobA en células cultivadas en la
mezcla 4HBA/AFA respecto a la actividad PobA observada en células que utilizan

4HBA como Unica fuente de carbono.
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Figura 17. Actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA) en P. putida
KT2440 cultivada en 4HBA y/o AFA. P. putida KT2440 fue cultivada en medio
minimo M63 conteniendo 4HBA 2.5 mM (barra gris), AFA 2.5 mM (barra blanca) o la
mezcla 4HBA 2.5 mM/AFA 2.5 mM (barra negra). Las células fueron recogidas cuando
alcanzaron la fase exponencial media, y la actividad 4-hidroxibenzoato-3-
monooxigenasa (PobA) se determin6 como se indica en el apartado 7.3 de Materiales y
Métodos. Los valores de actividad son el promedio de los obtenidos en tres
experimentos independientes. Las barras de error indican la desviacion estandar.

1.3.2 Analisis de la actividad protocatecuato 3,4-dioxigenasa (PcaGH)

Por otro lado, para determinar si el metabolismo del AFA ejerce un efecto
adicional sobre otras etapas de la ruta de degradacién de 4HBA, se determind la
actividad protocatecuato 3,4-dioxigenasa (PcaGH) como se detalla en el apartado 7.2 de
Materiales y Métodos. La actividad PcaGH fue méaxima en células de P. putida KT2440
cultivadas en 4HBA. Por el contrario, la actividad basal en condiciones de no induccion
(crecimiento en AFA) fue un 8 % de la actividad maxima. Cuando P. putida esta
metabolizando simultaneamente 4HBA/AFA, se detecta una actividad PcaGH
claramente superior a la actividad basal pero que no supera el 34% de la actividad
maxima (Fig. 18). Este resultado indica que el metabolismo del AFA conlleva una
reduccion significativa (66%) de la actividad PcaGH en células cultivadas en la mezcla
4HBA/AFA.

Cogidos en su conjunto, estos resultados demuestran que la actividad de las
enzimas 4-hidroxibenzoato monoxigenasa (PobA) y protocatecuato 3,4-dioxigenasa

(PcaGH) disminuye 2-3 veces en células de P. putida KT2440 cultivadas en la mezcla
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AFA/4HBA en comparacion con la actividad observada en células cultivadas solo en
4HBA, lo que esta de acuerdo con la menor velocidad en el consumo de 4HBA que se
determino en la mezcla (Fig. 16C). Para conocer si el control que ejerce el AFA sobre
las enzimas PobA y PcaGH es a nivel transcripcional y/o post-ranscripcional, se
procedio a analizar la expresion de los genes que codifican dichas actividades

enzimaticas.
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Figura 18. Actividad protocatecuato 3,4-dioxigenasa (PcaGH) en P. putida
KT2440 cultivada en 4HBA y/o AFA. P. putida KT2440 fue cultivada en medio
minimo M63 conteniendo 4-HBA 2.5 mM (barra gris); AFA 2.5mM (barra blanca) o la
mezcla 4HBA 2.5 mM/AFA 2.5 mM (barra negra). Las células fueron recogidas cuando
alcanzaron la fase exponencial media, y la actividad protocatecuato 3,4-dioxigenasa
(PcaGH) se determind como se indica en el apartado 7.2 de Materiales y Métodos. Los
valores de actividad son el promedio de los obtenidos en tres experimentos
independientes. Las barras de error indican la desviacion estandar.

1.3.3. Efecto del AFA sobre la transcripcion de los genes pobA y pcaH

Se analizo el efecto del AFA sobre la transcripcion de los genes pobA
(PP_3537), codifica la monooxigenasa PobA, y pcaH (PP_4656), codifica la subunidad
B (PcaH) de la protocatecuato 3,4-dioxigenasa (Fig.7) (apartado 4.2 de la Introduccion),
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mediante RT-PCR cuantitativa en células de P. putida KT2440 cultivadas en 4HBA o
en la mezcla 4HBA/AFA.
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Figura 19. Expresion del gen pobA en P. putida KT2440 creciendo en 4HBA o en la
mezcla 4HBAJAFA. Los niveles de transcripcion del gen pobA fueron analizados
mediante RT-PCR cuantitativa (ver apartado 4.6 de Materiales y Métodos) utilizando
celulas de P. putida KT2440 cultivadas hasta fase exponencial media en 4HBA 2.5
mM (barra gris) o en la mezcla 4HBA 2.5 mM /AFA 2.5 mM (barra negra). Los valores
representados son el promedio de los obtenidos en tres muestras bioldgicas
independientes. Las barras representan la desviacion estandar de cada promedio.
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Figura 20. Expresion del gen pcaH en P. putida KT2440 creciendo en 4HBA o en
la mezcla 4HBA/AFA. Los niveles de transcripcion del gen pcaH fueron analizados
mediante RT-PCR (ver apartado 4.6 de Materiales y Métodos). Las celulas de P. putida
KT2440 fueron cultivadas hasta fase exponencial media en 4HBA 2.5 mM (barra gris) o
en la mezcla 4HBA 2.5 mM /AFA 2.5 mM (barra negra). Los valores representados son
el promedio de los obtenidos en tres muestras bioldgicas independientes. Las barras
representan la desviacion estandar de cada promedio.
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Como se muestra en la figura 19, la expresion del gen pobA se reduce al menos 4
veces cuando las células de P. putida KT2440 se cultivan en presencia de 4AHBA/AFA
con respecto a la situacién control creciendo en 4HBA como Unica fuente de carbono.
Asimismo, la expresion del gen pcaH se reduce también respecto a la situacién control
al menos 5 veces (Fig. 20).

Estos resultados indican que el efecto inhibidor del metabolismo del AFA sobre
la expresion de las actividades PobA y PcaGH de la ruta del 4HBA se ejerce, al menos,

a nivel transcripcional.

1.3.4 Efecto del AFA sobre la transcripcion del gen pcakK

Para confirmar si el efecto del AFA afecta de forma general a la expresiéon de
otros operones pca distintos al operén pcaHG (Fig. 7), se valord la expresion del operén
pcaRKFTBDC analizando la transcripcion del gen pcaK que codifica el transportador
especifico de 4HBA (Fig. 7) (apartado 4.2 de Materiales y Métodos). Se analizé el
cDNA de los cultivos de P. putida KT2440 creciendo hasta fase exponencial media en
4HBA o0 en la mezcla 4AHBA/AFA. Como se observa en la figura 21, la expresion del
gen pcaK en células cultivadas en la mezcla fue unas 5.5 veces menor que en la
condicion control de crecimiento con 4HBA como Unica fuente de carbono. Este
resultado indica que el metabolismo del AFA también afecta negativamente la
expresion del gen pcaK, y por lo tanto, parece ejercer un efecto global sobre el operén
pob y al menos dos de los operones pca que constituyen la ruta de degradacion del
4HBA en P. putida KT2440.
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Figura 21. Expresion del gen pcaK en P. putida KT2440 creciendo en 4HBA o en la
mezcla 4HBAJAFA. Los niveles de transcripcion del gen pcaK fueron analizados
mediante RT-PCR cuantitativa (ver apartado 4.6 de Materiales y Métodos) utilizando
celulas de P. putida KT2440 cultivadas hasta fase exponencial media en 4HBA 2.5
mM (barra gris) o en la mezcla 4HBA 2.5 mM /AFA 2.5 mM (barra negra). Los valores
representados son el promedio de los obtenidos en tres muestras bioldgicas
independientes. Las barras representan la desviacion estandar de cada promedio.

1.3.5 Efecto del 4HBA sobre la transcripcién de los genes paa

Como se ha comentado anteriormente, la velocidad del consumo de AFA
también parece reducirse cuando las células de P. putida KT2440 se cultivan en la
mezcla 4HBA/AFA respecto a la situacion control de crecimiento en AFA como Unica
fuente de carbono (Figs. 16B y 16C). Para determinar si el 4HBA afecta a la expresion
de los genes paa de la ruta del AFA, se analizd la transcripcion del gen paaG
(PP_3278) que codifica la subunidad grande de la enzima fenilacetil-CoA
monooxigenasa (epoxidasa) (Fig. 6), cuando la cepa KT2440 se cultiva en AFA 0 en la
mezcla 4HBA/AFA. Los resultados de expresion génica obtenidos revelan que el
metabolismo del 4HBA tan sélo ejerce una ligera inhibicion de la expresion del gen
paaG (Fig. 22), sugiriendo que el 4HBA no afecta significativamente la expresion de

los genes de la ruta de degradacion del AFA.
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Figura 22. Expresion del gen paaG en P. putida KT2440 creciendo en 4HBA o en
la mezcla 4HBA/AFA. Los niveles de transcripcion del gen paaG fueron analizados
mediante RT-PCR cuantitativa (ver apartado 4.6 de Materiales y Métodos) utilizando
células de P. putida KT2440 cultivadas hasta fase exponencial media en 4HBA 2.5
mM (barra gris) o en la mezcla 4HBA 2.5 mM /AFA 2.5 mM (barra negra). Los valores
representados son el promedio de los obtenidos en tres muestras biologicas
independientes. Las barras representan la desviacion estandar de cada promedio.

1.4. Estudio del mecanismo regulador del AFA sobre la expresion de la ruta de
degradacion de 4HBA.

Para tratar de conocer la base molecular del efecto del AFA sobre la disminucion
en la expresion de los genes de la ruta del 4HBA se realizaron diferentes abordajes.
Como se ha mostrado anteriormente (Fig. 21), la expresion del gen pcaK se ve reducida
cuando la cepa KT2440 se cultiva en la mezcla 4HBA/AFA, lo que podria indicar que el
AFA ejerce su efecto represor modulando el transporte de 4HBA y la subsiguiente
activacion de los genes implicados en su metabolismo mediada por una menor
produccion de la molécula activadora (Fig. 7). Para confirmar esta hipotesis se procedid

a clonar y expresar el gen pcaK en multicopia en la cepa KT2440.

1.4.1 Efecto de la sobre-expresion del gen pcaK en la expresion de la ruta de
degradacion de 4HBA en presencia de AFA.

El gen pcaK de P. putida KT2440 se amplificd por PCR y se clond bajo el
control del promotor Ptac en el plasmido plZ1016, originandose el plasmido plZpcaK
(Tabla 2). Se determind la actividad PobA de la cepa P. putida KT2440 (plZpcaK) y de
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la cepa parental con el plasmido control, P. putida KT2440 (plZ1016), cultivadas en
medio minimo suplementado con 4HBA o con la mezcla 4HBA/AFA. Los resultados
obtenidos mostraron que la sobreexpresion del gen pcaK no contrarresta los efectos
inhibidores del metabolismo del AFA sobre la actividad de la enzima PobA,
obteniéndose valores similares de actividad PobA en la mezcla con la cepa que contiene
el plasmido plZpcaK que con la cepa control que contiene el plasmido plZ1016 (Fig.
23). Estos resultados sugieren que la represion originada por el AFA sobre la ruta del

4HBA no estaria mediada por una inhibicién en el transporte de 4HBA.
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Figura 23. Actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA) en células de P.
putida KT2440 conteniendo el gen pcaK sobre-expresado o no, y cultivadas en
4HBA o en la mezcla 4HBA/AFA. P. putida KT2440 conteniendo el plasmido control
plZ1016 (KT2440plZ) o el plasmido que expresa el gen pcaK (plZpcaK) fue cultivada
en medio minimo M63 con 4HBA 2.5 mM (barras grises) o la mezcla 4HBA 2.5
mM/AFA 2.5 mM (barras negras). Las células fueron recogidas cuando alcanzaron la
fase exponencial media, y la actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA) se
determin6 como se indica en el apartado 7.3 de Materiales y Métodos. Los valores de
actividad son el promedio de los obtenidos en tres experimentos independientes. Las
barras indican la desviacion estandar.

1.4.2. Efecto del AFA sobre la expresion del gen regulador pobR.

Para confirmar si el AFA podria ejercer un efecto inhibidor de la expresion del
gen regulador pobR (PP_3538), que codifica el activador transcripcional del gen pobA
en P. putida (Fig. 7), se realizaron estudios de expresion de dicho gen mediante RT-
PCR cuantitativa. No se observo una inhibicion significativa de la expresion del gen
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pobR cuando la cepa KT2440 se cultiva en la mezcla 4HBA/AFA respecto a cuando las
células se cultivan en 4HBA como Uunica fuente de carbono (Fig. 7). Estos resultados
sugieren que el efecto del AFA sobre la expresion de la ruta del 4HBA tampoco se

ejerce mediante el control de la expresion del gen regulador pobR.
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Figura 24. Expresion del gen pobR en P. putida KT2440 creciendo en 4HBA o en la
mezcla 4HBAJ/AFA. Los niveles de transcripcion del gen pobR fueron analizados
mediante RT-PCR cuantitativa (ver apartado 4.6 de Materiales y Métodos) utilizando
celulas de P. putida KT2440 cultivadas hasta fase exponencial media en 4HBA 2.5
mM (barra gris), en la mezcla 4HBA 2.5 mM /AFA 2.5 mM (barra negra) o en citrato
0.3% como condicion control (barra blanca). Los valores representados son el promedio
de los obtenidos en tres muestras bioldgicas independientes. Las barras representan la
desviacion estandar de cada promedio.

1.4.3 Efecto del AFA sobre la ruta del 4HBA en una cepa mutante incapaz de
metabolizar AFA.

Para determinar si el efecto de AFA sobre la expresion de la ruta del 4HBA se
debe al propio AFA o, por el contrario, requiere el metabolismo de este ultimo, se
utilizé una cepa de P. putida KT2440 mutante en el gen paaF (PP_3279) que codifica
la fenilacetato-CoA ligasa encargada de la primera etapa de la degradacion de AFA
(Fig. 6). Como cabria esperar, la cepa mutante P. putida KT2440dpaaF (Tabla 1) fue
incapaz de utilizar AFA como Unica fuente de carbono y energia. Se determind la
expresion de la ruta de degradacion de 4HBA valorando la actividad PobA en cultivos
de P. putida KT2440dpaaF y de la cepa parental KT2440 creciendo en 4HBA, como
condicion control, o en la mezcla 4AHBA/AFA.
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Figura 25. Actividad 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA) en P. putida
KT2440 y en la cepa mutante P. putida KT2440dpaaF cultivadas en 4HBA o en la
mezcla 4HBA/AFA. P. putida KT2440 (KT2440) y P. putida KT2440dpaaF
(KT2440dpaaF) fueron cultivadas en medio minimo M63 con 4HBA 2.5 mM (barras
grises) o con la mezcla 4HBA 2.5 mM /AFA 2.5 mM (barras negras). Cuando los
cultivos alcanzaron la fase exponencial media la actividad 4-hidroxibenzoato-3-
monooxigenasa (PobA) se determin6 como se indica en el apartado 7.3 de Materiales y
Métodos. Los valores de actividad son el promedio de los obtenidos en tres
experimentos independientes. Las barras indican la desviacion estandar de los valores
obtenidos.

Los resultados obtenidos (Fig. 25) revelan que la reduccidn significativa de la
actividad PobA cuando las células se cultivan en la mezcla 4HBA/AFA sélo se
consigue si existe un metabolismo activo del AFA (cepa parental) pero no cuando el
catabolismo del AFA estd impedido (cepa mutante).

Por lo tanto, estos resultados sugieren que la represion de la ruta del 4HBA
observada requiere de un metabolismo activo de AFA cuando P. putida KT2440 se
cultiva en mezclas 4HBA/AFA. No obstante, no se puede descartar que la simple

presencia de AFA también pueda ejercer una ligera represion de la ruta del 4HBA.
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1.5. Efecto del AFA sobre la expresion de otras rutas aerdbicas clasicas en P. putida
KT2440.

Para confirmar si el efecto del metabolismo del AFA sobre el catabolismo del
4HBA en P. putida KT2440 se extiende a otros compuestos aromaticos que son fuente
de carbono para esta bacteria, se analizo el efecto que tiene la presencia de AFA cuando
P. putida KT2440 se cultiva en otros compuestos aromaticos que se degradan a través
de rutas aerdbicas clésicas, e.g., galato. Como se ha mencionado en el apartado 4.3 de la
Introduccion, el cluster génico gal es responsable de la ruta de degradacion aerdbica de
galato en P. putida KTGAL, una cepa derivada de P. putida KT2440 y adaptada a la
utilizacion de galato como Unica fuente de carbono y energia. A diferencia de la ruta del
f-cetoadipato, la ruta gal implica la ruptura extradiolica del anillo aromatico (Fig. 8)
(Nogales et al. 2011).

Para analizar la expresion de los genes gal, se analiz6 la actividad de los
promotores catabolicos Pt y Pg (Fig. 8) clonados en los plasmidos plZP+ (expresa la
fusién traduccional Pr::lacZ) y plZPg (expresa la fusion traduccional Pg::lacZ) (Tabla
2), y se valor0 la actividad S-galactosidasa de P. putida KTGAL conteniendo dichos
plasmidos y cultivada en diferentes fuentes de carbono. Como se aprecia en la figura 26,
la actividad de los promotores Pg y Pt se induce significativamente respecto a la
situacion control de crecimiento en AFA cuando las células se cultivan en galato como
unica fuente de carbono. Sin embargo, el crecimiento en la mezcla galato/AFA reduce
significativamente la activacion de los promotores mediada por el galato, sugiriendo que

el AFA actGa como un claro inhibidor de la expresion de los genes gal.

Los resultados presentados revelan que el metabolismo del AFA en P. putida
KT2440 actla reprimiendo la expresion de los genes gal, un efecto que es todavia méas

evidente que el observado con la ruta del 4HBA.
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Figura 26. Efecto del AFA sobre la ruta del galato en P. putida KTGAL. P. putida
KTGAL conteniendo los plasmidos plZP+ (expresa la fusion traduccional Pr::lacZ;
barras grises) o plZPg (expresa la fusiéon traduccional Pg::lacZ; barras negras) fue
cultivada en medio minimo MC con AFA 5 mM, galato (GA) 5 mM, o con la mezcla
GA 2.5 mM/AFA 2.5 mM, y los cultivos fueron recogidos cuando alcanzaron una
Asoonm de 0.5. Los ensayos de actividad p-galactosidasa se realizaron con células
permeabilizadas como se indica en el apartado 7.4 de Materiales y Métodos. Los valores
representados son la media de los obtenidos en tres réplicas bioldgicas independientes, y
estan dados como % de la actividad maxima obtenida en galato (3000 U. Miller para la
fusion Pr::lacZz y 12000 U. Miller para la fusion Pg::lacZ)..Las barras indican la
desviacion estandar de los valores obtenidos.

1.6. Estudio de mutantes de P. putida que no muestran el efecto inhibidor del AFA

sobre la ruta de degradacién de galato.

Dado que los mecanismos que median la represion catabdlica de la ruta gal no se
han estudiado hasta la fecha en ningin organismo, y debido a que el efecto represor del
metabolismo del AFA sobre la ruta gal era mas acusado que el observado sobre la ruta
del 4HBA (Fig. 26), se decidié utilizar la fusion P+::lacZ como elemento reportero para
seguir profundizando en el efecto del metabolismo del AFA sobre la expresion de rutas
aerobicas clésicas de degradacion de acidos aromaticos en P. putida. Con este objetivo,
se realizd una mutagénesis al azar de la cepa P. putida KTGAL (plZP+) para tratar de
seleccionar clones mutantes que no presentasen represién de la fusion reportera

Pr::lacZ y, por lo tanto, identificar posibles elementos implicados en dicha regulacion.
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1.6.1 Construccion y seleccion de mutantes de P. putida KTGAL que no responden

al efecto inhibidor del AFA sobre la ruta gal.

Se realiz6 una mutagénesis insercional al azar utilizando el mini-transposon
mini-Tn5 (ver detalles en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos) en P. putida
KTGAL (plZPt) con el objetivo de obtener cepas mutantes que no presentasen
represion de la fusion Pr::lacZ mediada por el metabolismo del AFA. Los mutantes de
P. putida KTGAL (plZP+) fueron seleccionados en placas de medio minimo-agar que
contenian X-Gal, galato, AFA vy el antibiotico de seleccion (Km). La incorporacion de
X-Gal a la seleccion permitié analizar el color de las colonias de los exconjugantes.
Mientras que P. putida KTGAL (plZPy) genera colonias blancas, dado que el
metabolismo del AFA reprime la expresion de la fusion Pr::lacZ, los mutantes
defectivos en dicha represion originarian colonias azules. Asi, se obtuvieron alrededor
de 50 clones azules, los cuales eran capaces de utilizar AFA como Unica fuente de
carbono, y que probablemente posean la insercion del mini-Tn5 en genes implicados
directa o indirectamente en la represion de la fusién P+::lacZ mediada por el
metabolismo del AFA.

De los 50 clones azules, cuatro de ellos presentaban un color azul mas intenso,
por lo que fueron seleccionados y analizados mediante ensayos de actividad f-
galactosidasa para determinar la actividad del promotor Pr. Los 4 mutantes analizados
cultivados tanto en galato como unica fuente de carbono como en la mezcla galato/AFA
presentan una actividad p-galactosidasa similar (Fig. 27), lo que indica que en estos
mutantes no existe represion del promotor Pt debida al metabolismo del AFA, a
diferencia de lo que ocurre en la cepa parental P. putida KTGAL (plZPt) (Fig. 27). En
conclusion, las cuatro cepas mutantes poseen inserciones del mini-transposén mini-Tn5
en genes presuntamente implicados en la represién mediada por el metabolismo del
AFA.
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Figura 27. Efecto del AFA sobre la actividad del promotor Pt en P. putida
KTGAL y en cuatro cepas mutantes. La cepa P. putida KTGAL (KTGAL) y las
cepas mutantes P. putida KTGAL-4, KTGAL-6, KTGAL-8 y KTGAL-14 conteniendo
el plasmido plZP+(Pr::lacZ) fueron cultivadas en medio minimo MC con GA 5 mM
(barras grises), o la mezcla GA 2.5 mM/AFA 2.5 mM (barras negras). Los cultivos
fueron analizados cuando alcanzaron una Agy de 0.5. Los ensayos de actividad -
galactosidasa se realizaron con células permeabilizadas como se indica en el apartado
7.6 de Materiales y Métodos. Se muestran los resultados de un experimento, los cuales
fueron reproducibles en tres experimentos independientes.

1.6.2. Identificacién de los genes interrumpidos en las cepas mutantes.

Para identificar los genes interrumpidos por el mini-transposén mini-Tn5 en las
cuatro cepas mutantes, P. putida KTGAL-4, -6, -8, y 14, que no muestran represion
del promotor Pt en presencia de AFA, se procedid a clonar un fragmento de DNA
cromosOmico de cada una de las cepas mutantes conteniendo el mini-Tn5, tal y como se
detalla en el apartado 8 de Materiales y Métodos. Los plasmidos obtenidos, e.g.,
pUC19-Km4, pUC19-Km6, pUC19-Km8 y pUC19-Kml14 (Tabla 2), fueron
posteriormente secuenciados para identificar el fragmento cromosémico clonado como
se detalla en el apartado 8 de Materiales y Métodos. El analisis de la secuencia obtenida

permitio identificar los genes interrumpidos (Tabla 4).
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Tabla 4: Identificacion de los genes interrumpidos por el minitransposén mini-Tn5

en las cuatro cepas mutantes KTGAL.

Cepa ORF Longitud Nombre del Producto* Categoria GOG

(aa)

P —
KTGAL-4 | PP_0988 951 Glicina deshidrogenasa | Metabolismo y transporte

(GevP-1) de aminoécidos
KTGAL-6 | PP_2434 145 Proteina con dominio
RES
KTGAL-8 | PP_3816 269 Componente de Metabolismo y transporte
membrana de de iones inorgénicos

transportador tipo ABC

KTGAL-14 | PP_0400 126 ApaG Metabolismo y transporte

de iones inorganicos

*Nombre del producto del gen segin la base de datos de genomas de Pseudomonas

(www.Pseudomonas.com).

Dado que de las cuatro cepas analizadas, la que presentaba un gen mutado cuya
funcion predicha podia estar mas relacionada con procesos celulares de regulacion y
sefializacion (ver apartado 1.6.3) era la cepa KTGAL-14, se selecciond ésta para

posteriores estudios.

1.6.3. Analisis genético del fenotipo observado en P. putida KTGAL-14.

Como se ha indicado anteriormente, la cepa P. putida KTGAL-14 contiene la
insercion del mini-transposon mini-Tn5 en el gen apaG (PP_0400) (Tabla 4). ApaG es
una proteina de funcién desconocida que se ha descrito que interacciona con el
dinucleotido ApsA (Plateau y Blanquet, 1994). En el genoma de P. putida KT2440, el
gen apaG se encuentra agrupado con los genes que codifican las proteinas ApaH
(diadenosina tetrafosfatasa) y GIpE (presunta tiosulfato sulfuro transferasa). De acuerdo
al programa OperonDB de prediccion de operones en  procariotas

(http://csbl1l.bmb.uga.edu/OperonDB/DOOR.php), este agrupamiento génico en P.
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putida KT2440 constituye un operon localizado entre los genes ksgA y prkA (Fig. 28)
en la posicion 484720 kb del genoma.

Cromosoma
P. putida KT2440

—— 2 et V< —apar K apat 2 (g —
<

Operon ID:1252

Figura 28. Organizacion del posible operon apaG-apaH-glpE en P. putida KT2440.

Como se ha indicado en el apartado 3.1 de la Introduccion, la proteina
diadenosina tetrafosfatasa (ApaH) cataliza la hidrélisis de una molécula de AppppA
(ApsA) a 2 moléculas de ADP (Fig. 29), por lo que su ausencia aumenta los niveles de
Ap;A en la célula (Leveque et al., 1990). Aps;A es uno de los dinucleodsidos polifosfato
mas estudiados, y es bien conocido que alteraciones en los niveles de éste afectan a
distintos procesos bacterianos tales como las respuestas a estrés, patogénesis, formacion
de biofilm, tolerancia a antibidticos, y también represion catabdlica. (Bochner et al.,
1984; Farr et al., 1989; Ismail et al., 2003; Hansen et al., 2008; Monds et al., 2010).

Ap.,A 2 ADP

Figura 29. Esquema de la reaccion catalizada por la diadenosina tetrafosfatasa
ApaH (EC 3.6.1.41)). Ap,A (P1,P4-Bis (5'-adenosil) tetrafosfato).

La organizacion de los genes apaG-apaH-gIpE en un presunto operon y el hecho
de que la proteina ApaH se haya descrito en E. coli como la principal responsable del
recambio de dinucleétidos derivados del ApsA, hacian sospechar que el fenotipo
observado en la cepa KTGAL-14 era debido a la inactivacién del gen apaH como

consecuencia de los efectos polares de la insercion del minitransposon mini-Tn5 en el
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gen apaG. Para confirmar si el fenotipo observado en el mutante P. putida KTGAL-14
era debido a la inactivacion del gen apaH, éste fue interrumpido por recombinacion
homologa utilizando el plasmido pK18mobapaH, que contiene un fragmento interno de
dicho gen (Tabla 2), tal y como se describe en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos,
generandose la cepa P. putida KTGALdapaH (Tabla 1). El estudio de la expresion de
la fusion traduccional Pr::lacZ en el mutante P. putida KTGALdapaH revelé que, al
igual que ocurria en la cepa P. putida KTGAL-14, no se producia represion del
promotor Pt cuando las células se cultivaban en presencia de la mezcla GA/AFA (Fig.
30), confirmando que la inactivacion del gen apaH es la causa de la pérdida del efecto
inhibidor del AFA sobre la ruta gal.

Los resultados presentados sugieren, por tanto, una implicacion del gen apaH, y
por ende del ApsA, en el fendmeno de represion de los genes gal por el AFA y en el
control del catabolismo de compuestos aromaticos en bacterias. En este sentido, una
observacion importante es que la cepa mutante KTGALdapaH presenta un crecimiento
significativamente mas lento en AFA que la cepa parental KTGAL, sugiriendo un
metabolismo del AFA alterado lo que explicaria, al menos en parte, la ausencia de

represion de la ruta gal observada.

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

% Actividad del promotor P;

0 T
GA GA/AFA

Figura 30. Actividad del promotor Pt en la cepa mutante P. putida KTGALdapaH.
La cepa mutante P. putida KTGALdapaH conteniendo el plasmido plZPt (Pr::lacZ)
fue cultivada en medio minimo MC conteniendo galato (GA) 5 mM (barra gris), o la
mezcla GA 2.5 mM/AFA 2.5 mM (barra negra). Los cultivos fueron analizados cuando
alcanzaron una Agoonm de 0.5. Los ensayos de actividad S-galactosidasa se realizaron con
células permeabilizadas como se indica en el apartado 7.6 de Materiales y Métodos. Se
muestran los resultados de un experimento, los cuales fueron reproducibles en tres
experimentos independientes.
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Dado que el gen apaH esta implicado, directa o indirectamente, en el
metabolismo eficaz del AFA en P. putida y hasta la fecha no se habia estudiado la
funcion de este gen en esta bacteria, se decidié realizar un estudio molecular mas

detallado de la inactivacion del gen apaH en la cepa KT2440.

2. Estudio de fenotipos celulares asociados a la mutacion del gen apaH en P. putida
KT2440.

Relativamente pocos estudios han abordado sistematicamente y a nivel
molecular los efectos de la inactivacion del gen apaH en bacterias. Como se ha indicado
en el apartado 3.1 de la Introduccion, se ha descrito que un mutante en el gen apaH, y
por consiguiente con niveles elevados de ApsA, presenta una serie de fenotipos bien
definidos en bacterias como E. coli, P. fluorescens y Salmonella typhimurium. Algunos
de los fenotipos observados son: i) disminucion de la movilidad; ii) aumento en la
formacion de biofilm; iii) disminucién de la produccién de sider6foros; iv) disminucion
de la resistencia a distintos tipos de estrés, e.g., estrés oxidativo y térmico (Bochner et
al., 1984; Farr et al., 1989; Ismail et al., 2003; Hansen et al., 2008; Monds et al., 2010).

Para analizar el efecto que ejerce la inactivacion del gen apaH en P. putida
KT2440, se procedi6 a construir la cepa P. putida KT2440AapaH (ver apartado 6.2 de
Materiales y Métodos) que contiene una delecion del gen apaH y no mantiene ninguna
resistencia antibidtica. Posteriormente, se realizd un estudio de algunos fenotipos

asociados a la cepa mutante P. putida KT2440AapaH.

2.1 Efecto de la mutacion apaH en la morfologia de P. putida KT2440AapaH.

Se analizo6 primero el efecto de la delecion del gen apaH sobre la morfologia de
P. putida KT2440. Cuando se cultivaron las cepas P. putida KT2440 y KT2440AapaH
y se analizaron muestras al microscopio de contraste de fase a lo largo de la curva de
crecimiento, no se observaron diferencias ni en el tamafio de las bacterias ni en la
morfologia piriforme que caracteriza a la cepa parental KT2440 (Fig. 31), sugiriendo
que la inactivacion del gen apaH no ocasiona un cambio aparente en la morfologia de

las celulas de P. putida.
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Figura 31. Analisis al microscopio optico de células de P. putida KT2440 y P.
putida KT2440AapaH. Las células fueron cultivadas en medio minimo M63 con
citrato 0.3% como Unica fuente de carbono y energia. Las fotografias de cultivos en fase
exponencial tardia de P. putida KT2440 (A) y P. putida KT2440AapaH (B) se tomaron
al microscopio de contraste de fase (x 1000 aumentos).

2.2 Produccién de siderdforos en P. putida KT2440y P. putida KT2440AapaH

Uno de los fenotipos causados por la inactivacion del gen apaH en P.
fluorescens es la significativa reduccion en la sintesis de sideréforos tales como la
pioverdina (Monds et al., 2006). P. putida KT2440, al igual que otras cepas del género
Pseudomonas, sintetiza y excreta este sider6foro al medio de cultivo cuando crece en un
medio con baja concentracion de hierro (Matthijs et al., 2009).

Para determinar si la mutacién del gen apaH conlleva una reduccion en la
sintesis de pioverdina en P. putida KT2440, se compar6 la produccion de este
sideroforo en la cepa parental y en el mutante apaH creciendo en medio M9 (limitado
en hierro) suplementado con citrato como fuente de carbono. Como se muestra en la
figura 32, el mutante en el gen apaH presenta una disminucién en la produccién de
pioverdina de casi 4 veces con respecto a la cepa parental KT2440.

El gen apaH de P. putida KT2440 se clon6 en el plasmido plZ1016 bajo el
control del sistema regulador lacl/Ptac, generandose el plasmido plZapaH (Tabla 2).
Dicho plasmido se utiliz para complementar la cepa mutante KT2440AapaH y analizar
si se restablecia el fenotipo de la cepa parental. La complementacion de la cepa mutante
KT2440AapaH con el gen apaH revirtié la produccién de pioverdina, resultando en
niveles de produccién 2 veces superiores a los de la cepa KT2440 (Fig. 32). Estos
resultados sugieren que la produccién de pioverdina en las condiciones de crecimiento
utilizadas es inversamente proporcional a los niveles de Ap,A en la célula, confirmando
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que la inactivacion del gen apaH afecta negativamente a la produccion de este
siderdforo en P. putida KT2440.

Figura 32. Produccion del siderdforo pioverdina en distintas cepas de P. putida
KT2440. Las cepas P. putida KT2440 (1), P. putida KT2440AapaH (2) y P. putida
KT2440AapaH (plZapaH) (3) fueron cultivadas en medio M9 utilizando citrato 0.3%
como unica fuente de carbono y energia, y se muestra la fluorescencia de los cultivos
cuando éstos alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento. La produccion de
pioverdina en la fase estacionaria del crecimiento se cuantific valorando la absorbancia
a 400 nm, tal y como se detalla en el apartado 13 de Materiales y Métodos. La Asoonm
para las distintas cepas fue: 0.14 (KT2440), 0.04 (KT2440AapaH), 0.35
(KT2440AapaH(plZapaH)).

2.3 Analisis de la movilidad de P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH.

Se ha descrito que la mutacién en el gen apaH de E. coli genera un fenotipo de
movilidad reducida (Farr et al., 1989). Dado que P. putida KT2440 es también una
bacteria movil, se realizaron estudios de movilidad tipo swimming y swarming para
determinar si la mutacién en el gen apaH afectaba a estas movilidades. Los resultados
obtenidos a las 24 h de incubacion confirmaron que el mutante apaH presenta una
disminucion de ambos tipos de movilidad (Fig. 33). No obstante, a tiempos de
incubacion mas largos el halo de crecimiento de la cepa mutante acaba por ser similar
al mostrado por la cepa parental (datos no mostrados). El efecto negativo de la delecién
del gen apaH en la movilidad de la cepa KT2440AapaH se revierte cuando ésta
contiene el plasmido plZapaH que expresa el gen apaH (Fig. 33), evidenciando que la
falta de un gen apaH funcional es la causa responsable de la movilidad reducida en la

cepa mutante.

88



KT2440 KT24404apaH KT2440AapaH(plZapaH)

¥ S

Figura 33. Movilidad de P. putida KT2440, KT2440AapaH y KT2440AapaH
(pl1ZapaH). A. Movilidad tipo "swimming” monitorizada mediante el andlisis de la
formacion de un halo tras 24 h de crecimiento en placas de medio M9-agar (0.3%), con
citrato 0.3% como fuente de carbono. B Movilidad tipo "swarming” monitorizada
mediante el andlisis de la formacion de un halo tras 24 h de crecimiento en placas de
medio M9-agar (0.5%) conteniendo citrato 0.3% como fuente de carbono.

2.4 Formacion de biofilm en P. putida KT2440y P. putida KT2440AapaH

Se ha descrito que una mutacion en el gen apaH incrementa la formacion de
biofilm en P. fluorescens (Monds et al., 2010). Dado que P. putida KT2440 tiene la
capacidad de formar biofilm, se analizd de forma cualitativa y cuantitativa la formacion
de biofilm en la cepa parental y en el mutante apaH. Los resultados obtenidos muestran
que la cepa mutante en el gen apaH forma un biofilm de mayor espesor que la cepa
parental (Fig. 34). Por otra parte, los analisis cuantitativos confirman un 30% mas de
formacion de biofilm en la cepa mutante apaH que en la cepa parental KT2440 (Fig.

35). Por lo tanto, todos estos resultados revelan que la perdida de un gen apaH

89



funcional en P. putida genera, al igual que en P. fluorescens (Monds et al., 2010), una

aumento en la biosintesis de biofilm.

Figura 34. Formacion de biofilm en cultivos de P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH. Formacion de biofilm, evidenciada por tincion con el colorante cristal
violeta, en placas multipocillo con medio LB después de 6 h de crecimiento, tal y como
se detalla en el apartado 9 de Materiales y Métodos. Las fotografias muestran el biofilm
procesado de P. putida KT2440 (A) y P. putida KT2440AapaH (B)

i CRECIMIENTO
H BIOFILM
2.5 -

Absorbancia (595nm)

0.5 -

KT2440 KT2440AapaH

Figura 35. Cuantificacién de la formacion de biofilm por P. putida KT2440 y P.
putida KT2440AapaH. Las cepas P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH fueron
cultivadas en medio LB. La formacion de biofilm se determind valorando la
absorbancia del cultivo (verde) y del biofilm tefiido con cristal violeta (azul) a 595 nm,
tal y como se detalla en el apartado 9 de Materiales y Métodos después de 6 horas de
crecimiento. Los valores representados son la media de los obtenidos en tres muestras
bioldgicas independientes. Las barras indican la desviacion estdndar de los valores
obtenidos.
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2.5 Resistencia a estrés oxidativo de P. putida KT2440y P. putida KT2440AapaH.

Una mutacion en el gen apaH de P. fluorescens y E. coli provoca una disminucion
de la resistencia a estrés oxidativo (Johnstone y Farr, 1991; Monds et al., 2010). Por
ello, se analizd también el efecto del estrés oxidativo en el crecimiento de P. putida
KT2440 y de la cepa mutante en el gen apaH. Para ello, ambas cepas fueron cultivadas
en presencia de menadiona, un compuesto generador de estrés oxidativo en bacterias
(Cabiscol et al., 1999). Los resultados obtenidos muestran que la cepa parental es capaz
de crecer en presencia de menadiona aunque presenta una fase de latencia mayor (6 h),
y alcanza una Aspp Mmenor que si N0 se expone a este agente de estrés (Fig. 36). Por el
contrario, la cepa mutante en el gen apaH no es capaz de crecer cuando se expone a
menadiona (Fig. 36). Estos resultados estan de acuerdo con la hipoteis de que la

mutacion en el gen apaH genera una hipersensibilidad al estrés oxidativo también en P.

putida.
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Figura 36. Crecimiento de P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH en
presencia o ausencia del agente de estrés oxidativo menadiona. Ambas cepas fueron
cultivadas en medio M63 suplementado con citrato 0.3% en presencia 0 ausencia de
menadiona 0.2 mM. EI crecimiento fue determinado por el incremento de Aggonm. Los
valores representados son la media de los obtenidos en tres muestras biologicas
independientes. Las barras indican la desviacion estandar de los valores obtenidos.
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2.6 Crecimiento de P. putida KT2440AapaH en diferentes fuentes de carbono.

De los resultados presentados anteriormente se deduce que la inactivacion del
gen apaH en P. putida causa alteraciones fenotipicas similares a las ya descritas en otras
bacterias. No obstante, también se habia observado inicialmente que el mutante apaH
presentaba un claro retraso en el crecimiento en AFA como fuente de carbono (apartado
1.6.3), un fenotipo asociado a la mutacion del gen apaH que no se habia estudiado con
detalle hasta la fecha en ninguna bacteria. Para confirmar el efecto de la mutacion apaH
sobre el crecimiento de P. putida KT2440, se analizaron las curvas de crecimiento de la
cepa parental y del mutante KT2440AapaH en medio rico 0 en medio minimo
conteniendo distintos compuestos, tanto aromaticos, e.g., 4HBA, AFA, nicotinato,
feniletilamina, p-cumarato, como no aromaticos, e. g., citrato, glucosa, succinato y
octanoato, como Unica fuente de carbono y energia (Figs. 37 y 38). La caracteristica
comun a todas las curvas de crecimiento obtenidas fue que la cepa mutante en el gen
apaH presentd una fase de latencia incrementada respecto a la de la cepa parental en la
misma fuente de carbono. En la Tabla 5 se detalla la duracion de la fase de latencia de la
cepa mutante en el gen apaH respecto a la de la cepa parental P. putida KT2440. En
general, todos los compuestos aromaticos, junto con el succinato, son los que
incrementan mas significativamente la fase de latencia de la cepa mutante P. putida
KT2440AapaH. Por el contrario, el octanoato y el medio LB son los que menor

impacto tienen sobre la fase de latencia de la cepa mutante.
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Figura 37. Crecimiento de P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH en
diferentes fuentes de carbono no aromaticas. Tanto la cepa parental P. putida
KT2440 (linea azul) como la cepa mutante P. putida KT2440AapaH (linea roja) fueron
cultivadas en medio LB o en medio M63 suplementado con diferentes fuentes de
carbono (citrato 0.3 %, glucosa 0.3 %, octanoato 15 mM, succinato 0.3 %), y el
crecimiento determinado por el incremento de Agp. Se muestran los resultados de un
experimento. Estos resultados fueron reproducibles en tres experimentos
independientes.
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Figura 38. Crecimiento de P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH en
diferentes fuentes de carbono aromaticas. Tanto la cepa parental P. putida KT2440
(linea azul) como la cepa mutante P. putida KT2440AapaH (linea roja) fueron
cultivadas en medio M63 suplementado con las diferentes fuentes de carbono (4HBA
5mM, AFA 2.5 mM, feniletilamina 5 mM, nicotinato 5 mM y p-cumarato 5 mM) vy el
crecimiento determinado por el incremento de Agy. Se muestran los resultados de un
experimento. Estos resultados fueron reproducibles en tres experimentos
independientes.

Cuando se complemento la cepa KT2440AapaH con el plasmido plZapaH
(Tabla 2), la cepa complementada mostré una fase de latencia significativamente mas
corta que la de la cepa mutante, si bien no recuper6 totalmente la fase de latencia de la
cepa parental (Fig. 39). Estos resultados sugieren que si bien el fenotipo de la fase de

latencia extendida puede ser achacado a los altos niveles de Ap4A en la cepa mutante,
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una disminucion drastica de éstos, situacion esperada en la cepa complementada con
una dosis multicopia del gen apaH, puede también repercutir negativamente en una fase
de latencia sensiblemente mayor que la observada en la cepa parental.

Tabla 5. Incremento de la fase de latencia de P. putida KT2440AapaH.

Fuente de carbono AFase latencia (h)*

Octanoato 1
LB

Citrato 4
p-cumarato 6
Glucosa 6
4HBA 8
Succinato 9
Nicotinato 10
Feniletilamina 15
AFA 20

(*) Los valores representan el incremento (en h) de la fase de latencia de la cepa KT2440AapaH en
relacién a la duracidn de dicha fase en la cepa parental KT2440 cultivada en las mismas condiciones. Los
crecimientos fueron realizados en LB, citrato 0.3 %, glucosa 0.3 %, octanoato 15 mM, succinato 0.3 %,
4HBA 5 mM, AFA 2.5 mM, feniletilamina 5 mM, nicotinato 5 mM y p-cumarato 5 mM. Se indican los
valores obtenidos en un experimento y que fueron reproducibles en tres experimentos independientes. La
duracion de la fase de latencia fue determinada en horas desde el momento de la inoculacion en el medio
(Asoo = 0.05) hasta que los cultivos alcanzaron una Agg = 0.1.
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Figura 39. Crecimiento de P. putida KT2440, P. putida KT2440AapaH y P. putida
KT2440AapaH (plZapaH) en citrato. Los cultivos fueron realizados en medio M63
suplementado con citrato 0.3% Yy el crecimiento determinado por el incremento en Aggo.
Se muestra el resultado de un experimento. Los valores obtenidos fueron reproducibles
en tres experimentos independientes.
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En conclusion, el analisis de la cepa KT2440AapaH mostro que la inactivacion
del gen apaH causa un efecto pleiotrépico sobre la fisiologia de esta bacteria, que se
refleja en una serie de fenotipos muy caracteristicos, tales como la reduccion en la
produccién de pioverdina, una menor motilidad, una mayor produccion de biofilm, una
hipersensibilidad al estrés oxidativo, y una fase de latencia extendida cuando se cultiva
en diferentes fuentes de carbono.

3. Caracterizacion del proteoma asociado a la inactivacion del gen apaH en P.
putida KT2440.

Para seguir profundizando en el estudio de los efectos inducidos por la
inactivacién del gen apaH en P. putida vy tratar de caracterizar la base molecular de los
los fenotipos observados, se plante6 como siguiente objetivo la utilizacién de un
abordaje de biologia de sistemas, basado en la comparacion del proteoma de la cepa que
contiene el gen apaH inactivado con el proteoma de la cepa parental.

3.1 Comparacién del proteoma de P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH
mediante electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida-SDS.

Con objeto de identificar la fase de crecimiento en la que podria haber mayores
diferencias entre el proteoma de la cepa parental KT2440 y el de la cepa mutante
KT2440AapaH, se cultivaron ambas cepas en medio minimo con AFA como Unica
fuente de carbono y energia, y se recogieron muestras en la fase exponencial temprana
(Aso0 0.1), exponencial media (Asoo 0.35) y exponencial tardia (Asoo 0.5). Las muestras
fueron tratadas y analizadas posteriormente mediante electroforesis bidimensional tal y
como se describe en el apartado 17.1 de Materiales y Métodos. El anélisis realizado
evidencio que la ausencia del gen apaH induce cambios en el proteoma de la cepa
KT2440AapaH (Fig. 40), siendo estos cambios mé&s evidentes y numerosos en células
recolectadas en la fase exponencial media de crecimiento. Asi, al menos tres proteinas
se encuentran significativamente inducidas mientras que al menos diez estan reprimidas
en el mutante KT2440AapaH (Fig. 40).
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Figura 40. Patron de proteinas totales de P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH cultivadas en AFA. P. putida KT2440 (panel A) y P. putida
KT2440AapaH (panel B) se cultivaron en medio minimo M63 con AFA (2.5 mM)
hasta alcanzar la fase exponencial media (Asoo = 0.35). Se tomaron muestras de ambos
cultivos y se extrajeron las proteinas totales como se detalla en el apartado 17.1 de
Materiales y Métodos. Las proteinas se separaron por electroforesis bidimensional (2D-
SDS-PAGE) vy se tifieron con SYPRO Ruby como se indica en el apartado 17.1 de
Materiales y Métodos. Las figuras muestran los geles 2-D con un gradiente de pH no
lineal entre 4-7. Las proteinas inducidas o reprimidas en la cepa mutante
KT2440AapaH con respecto a la cepa control KT2440 en al menos tres experimentos
independientes se muestran con cuadrados y circulos rojos, respectivamente. A la
izquierda de los geles se muestra el estandar de masa molecular (en kDa).
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3.2. Comparacion del proteoma de P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH
mediante NanoLC-MS/MS.

Teniendo en consideracion que el patron de proteinas totales varia entre la cepa
P. putida KT2440 y el mutante P. putida KT2440AapaH cuando los cultivos se
encuentran en la fase exponencial media de crecimiento, se selecciond esta condicion
para realizar un analisis mas preciso e identificar los cambios en el proteoma de ambas
cepas utilizando la técnica de nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tindem (NanoLC-MS/MS).

3.2.1 Identificacion de las proteinas inducidas o reprimidas en P. putida
KT2440AapaH.

La identificacion del proteoma de las cepas P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH cultivadas en AFA hasta alcanzar la fase exponencial media de
crecimiento se determind como se describe en el apartado 17.2 de Materiales y
Métodos. Un total de 775 proteinas distintas (14% del total de marcos de lectura
abiertos codificados en el genoma de la bacteria) fueron inequivocamente identificadas
y se muestran en la Tabla S1 del Apéndice 1.

Para la comparacion de los dos proteomas analizados se analizaron tres muestras
bioldgicas distintas y se consideraron significativamente alteradas aquellas proteinas
que su variacién (Fold change) fue +/-2, (t-student P>0,05) entre las dos cepas. Un total
de 117 proteinas se encontraron inducidas (Fold Change > 2) y un total de 55 proteinas
estaban reprimidas (Fold Change < 2) en la cepa P. putida KT2440AapaH con respecto
a la cepa control P. putida KT2440. Para la anotacion funcional de las proteinas
identificadas se utiliz6 inicialmente la anotacion automatica previamente publicada del
genoma de P. putida KT2440 en el servidor del NCBI (No. acceso PRINA267), pero se
sometio posteriormente a una revisiéon manual mucho mas detallada utilizando una
reconstruccion metabdlica a escala gendémica de P. putida KT2440 (iIJN1411) (Nogales
et al, pendiente de publicacion). Ademas, las reacciones que participan en un mismo
modulo metabodlico estan asignadas a subsistemas metabolicos especificos en iJN1411,
lo que facilita la interpretacién y constituye la mejor representacion disponible
actualmente de las capacidades metabolicas de P. putida. Aquellas proteinas
identificadas y que no se encuentran incluidas en iJN1411, bien porque carecen de

funcién metabdlica o porque son de funcidén desconocida, se agruparon segun su
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pertenencia a una determinada categoria COG (del inglés Clusters of Orthologous
Groups).

Las proteinas inducidas o reprimidas en P. putida KT2440AapaH, junto a su
anotacion funcional, subsistema metabolico (o categoria COG) y nivel de

induccion/represion (fold change) se muestran en las tablas 6 y 7, respectivamente.

TABLA 6. Proteinas inducidas en el proteoma de P. putida KT2440AapaH.

Proteinas de respuesta a estrés
PP_0115 KatE Catalasa (hidroperoxidasa clase I, HPII) 39,6
PP_4021 Est Posible peroxidasa 12,6
Proteina osméticamente inducible
PP_0089 OsmC (reductasa de hidroperdxidos orgénicos) 7
PP_3639 AhpD Alquil-hidroperoxidasa 4,3
PP_2422 carhoximucanolacions descarborilesa) 3
PP_3668 KatG Catalasa/peroxidasa HPI 2,4
PP_1859 Ohr Errg;lirl%ge resistencia a hidroperdxidos 20
Metabolismo de aminoéacidos
PP_2080 GdhB NAD-glutamato deshidrogenasa 9,2
PP_4947 PutA 1-pirrolino-5-carboxilato deshidrogenasa 79
PP_0357 - Proteina con dominio ACT 4,4
PP_5028 Pip Prolina iminopeptidasa 4,3
PP_1001 ArcA Arginina deiminasa 3,8
PP_0999 ArcC Carbamato quinasa 3,5
PP 2375 MetH ?n-é?ﬁ::;r'[lztfzggrofoIato-homOC|ste|na 3,0
PP_3768 AroE Shiquimato-5-deshidrogenasa 3
PP_4666 MmsB 3-hidroxi-isobutirato deshidrogenasa 2,8
PP 5104 GevT-2 ;Iri(():ti(:::a T del sistema de degradacion de 2.8
PP_1000 Argl Ornitina carbamoiltransferasa 2,0
Ciclo Krebs (TCA)
PP 2112 AcnA Aconitato hidratasa 1 8,2
PP_1251 Mgo-2 Malato deshidrogenasa 5,6
PP_1755 FumC-2 Fumarato hidratasa, clase Il (fumarasa) 4,05
PP_4011 lcd Isocitrato deshidrogenasa 3,9
PP_2925 Mgo-3 Malato deshidrogenasa 3
PP_4193 SdhC Subunidad succinato deshidrogenasa 2,3
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Gluconeogénesis y glicolisis

PP_4715 TpiA Triosafosfato isomerasa 3,5
PP 1444 Ged gditjr::gs:)deshidrogenasa (pirroloquinolina- 2.4
PP_0339 AceE Piruvato deshidrogenasa, componente E1 2,0
Transporte
PP 5139 CadA2 gg?ir;)siggrr;?gg)r ABC de cadmio (comp. 85
PP_4707 ;Pr;c:]tspl)r;?tganplasmlca asociada a 8
T e |45
PP_1297 AapJ Transportador ABC arginina 3,5
PP_1726 - Transportador ABC (comp. periplasmico) 34
PP_0112 MetQ Transportador ABC de metionina 2,8
e s |25
Transportador ABC de aminoacidos
PP_4486 Aot] bésicos (Lys, Arg, Ornitina) (comp. 2,3
peripldsmico)
PP_1400 KgtP Transportador MFS dicarboxilatos 2,2
PP_4935 MsbA Transportador ABC de lipidos/fosfolipidos 2,1
PP 4867 i &g&zgog;a:?&;ﬁﬁ&)de Val, Ala, lle 2
Metabolismo del glucégeno y disacaridos
PP_4058 GlgB 1,4-alfa-glucano ramificante 7,5
PP_4060 GIgE Maltosiltransferasa 7
PP_5041 GlgP Glicogeno fosforilasa 6,8
PP_4059 TreS2 Maltoquinasa 6,3
PP_4055 GlgX Isoamilasa 3
Biosintesis de envoltura celular
PP_0804 Sistema secrecion ABC de adhesinas 8,6
PP_0570 Posible lipoproteina 7,2
PP_1780 Posible manosiltransferasa 71
PP_0956 KdsC 3-deoxi-mano-octulosanato-8-fosfatasa 4,2
UDP-N-acetilmuramoilalanil-D-glutamil-
PP_1333 MurF 2,6-diaminopimelato--D-alanil-D-alanil 4
ligasa
PP_1339 DdIB D-alanina-D-alanina ligasa B 3,7
PP_3134 - Posible transferasa 3,6
PP_0806 - Presunta proteina de adhesién a superficie 3,4
PP_2306 - Posible lipoproteina 3,3
PP_0168 LapA Proteina de adhesion a superficie 3,1
PP_4570 LpxO Proteina biosintética de lipopolisacéarido 2,6
PP_2121 - Posible lipoproteina 2,5
PP_1786 - Posible glicosil transferasa, 2,4
Fosforilacion oxidativa
PP_0813 CyoB Citocromo oxidasa bo3, subunidad | 2,5
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PP_4651 CioA Citocromo oxidasa bd, subunidad | 2,1
Degradacion de compuestos aromaticos

PP 3569 QuiA Quinato deshidrogenasa 19
PP_4620 HmgB Fumarilacetoacetasa 2,3
Metabolismo de PHAS

PP_5007 PhaF Fasina asociada al granulo de PHAs (GA2) 2,9
PP_0763 - Acido graso de cadena media- CoA ligasa 2,6
Biosintesis de biotina

PP_0366 BioD Detiobiotina sintetasa 2,1
PP_0364 BioH Pimeloil-[ACP] metil éster esterasa 2
Metabolismo del hierro

PP_4856 Bacterioferritina 10
PP_1082 Bfr Bacterioferritina 2,8
PP_4217 FpvA Precursor del receptor de ferripioverdina 2,5
Metabolismo de nucleétidos (fuente alternativa de carbono y nitrégeno)

PP_3099 PuuD Uricasa 54
PP_1037 PurL Fosforibosilformilglicinamidina sintetasa 2,1
Metabolismo de acidos grasos

PP_1893 FadE Acil-CoA deshidrogenasa 4,3
PP 4975 i E\?Zlgle tioesterasa de acil-CoAs de cadena 32
PP_3638 - Posible acil-CoA deshidrogenasa 3
Via de las pentosas fosfato

PP_4043 and ??I?flfggluconato deshidrogenasa EC- 23
Otras proteinas. no incluidas en iJN1411 /Categoria COG

Mecanismos de transduccion de sefiales

e e ) | 43
R R I
PP_3765 - Regulador transcripcional MvaT 4,4
PP 3761 i sHelrilc?rlensa quinasa con varios dominios 3.8
PP_3128 - Posible tirosina quinasa 3,7
PP_2356 - Proteina de la familia de los fitocromos 3,3
PP_4959 i gg;g!aggrl_de respuesta con motivos PAS, 33
PP_2947 - Regulador transcripcional MvaT 2,6
PP_0397 - Proteina serina quinasa PrkA 2,6
PP_4696 - Regulador transcripcional de la familia Fis 2,4
Produccion y conversion de energia

PP_1661 Posible 6xido-reductasa 13
PP_4760 ,ZAEIncCohoI deshidrogenasa dependiente de 6
PP 3443 i Posible gliceraldehido-3-fosfato 5

deshidrogenasa
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Posible reductasa de compuestos

PP_1478 XenE xenobiéticos 4.4
PP_1659 - Posible citocromo ¢ 4
PP_0592 i Z(;g;?:jr;gg:nssggcljtigza de cadena corta 3.2
PP_3839 AdIP ,;;Lccohol deshidrogenasa dependiente de 3.1
Replicacion, recombinacion y reparacion de ADN

PP_4546 HrpA Helicasa dependiente de ATP 5,3
PP 2148 Mfd Factor de reparacion (posible helicasa) 3,3
PP 3691 - Posible DNA helicasa 3,2
PP 4448 - Proteina conservada 2,5
PP_1606 DnaE DNA polimerasa Il1, subunidad alfa 2,5
Movilidad celular y secrecién

PP_1993 Proteina de formacion de pili 12,2
PP 3100 Egzit\)yla proteina ImpB de sistema secrecién 6.3
PP_0836 SecF Proteina de secrecion 4,3
PP_1502 - Proteina de la familia OmpA 4,3
PP_3437 - Proteina de membrana con dominio CBS 3,6
PP_4645 MscL Proteina de canal i6nico 3,2
PP_0707 MscS Proteina canal iénico 2,2
PP_2089 OprF Porina de la familia OprF 2,0
Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios

PP_0711 - Hidrolasa de la superfamilia isocorismatasa 3,3
PP_2652 - Posible hidratasa/decarboxilasa 2,6
Division celular y particion del cromosoma

PP_4275 ZipA Proteina de division celular 2,7
Metabolismo de cofactores y vitaminas

PP_1291 - Proteina de la familia PhoH (ATPasa) 3,6
PP_3508 Cobw Proteina de biosintesis de cobalamina 3,3
PP_0541 - Posible acetiltransferasa 2,1
Funcién desconocida

PP_0886 Proteina conservada 5,6
PP_2059 - Proteina de la familia CsbD 51
PP_1503 - Proteina conservada 4,6
PP_0085 - Proteina conservada 4,5
PP_0737 - Proteina conservada 3,2
PP_0258 - Proteina con dominio LysM 2,5
PP_2105 - Proteina conservada 2,5
PP_3611 - Proteina de funcion desconocida 2,5
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TABLAY. Proteinas reprimidas en el proteoma de P. putida KT2440AapaH

Metabolismo de Amino&cidos

PP_0988 GevP Zrlt))/tema P del sistema de degradacion de 4,67
PP_4725 DapB Dihidropicolinato reductasa -4,29
PP_2453 AnsA L-asparaginasa -3,91
PP_5075 GItD Glutamato sintasa, subunidad pequefia -3,17
PP_1986 LeuD g;;sgg;gpllmalato deshidratasa, subunidad 2.7
PP_1987 - Posible metiltransferasa de la familia UbiE -2,67
PP_1079 ArgF Ornitina carbamoiltransferasa -2,44
PP_0596 BauA beta-alanina--piruvato transaminasa -2,33
PP 2028 Ei(:)ssl?nlfe :;as(;aroplna deshidrogenasa (Lys 233
PP_1588 DapC Succinildiaminopimelato transaminasa -2,17
PP_0082 TrpA Triptdéfano sintetasa, subunidad alfa -2,12
Metabolismo de fuentes de carbono y nitrégeno alternativas

PP_0838 SuhB Inositol-fosfato fosfatasa -3,63
PP_3602 KgsD Cetoglutarato semialdehido deshidrogenasa -3,17
PP_1842 PauD2 Glutamina amidotransferasa, clase | -2,75
PP_0722 PrsA Ribosa-fosfato pirofosfoquinasa -2,27
PP 3157 ) ;go;g:cg:fgtea: familia inositol 209
PP 2334 PrpB Metil-isocitrato liasa (Metb. propanoato) -2
Transporte

PP 1068 AatP ;rsa;)n;pg:tador ABC (comp. unién ATP) de 2.44
PP 5179 PotG 'Fl)'lﬁlrr‘lasspé?rr];ador ABC (comp. unién ATP) de 24
PP_1071 AapJ ;;a;)n;pg:tador ABC (comp. periplasmico) de 2,03
Degradacion de AFA

PP_3279 PaaF Fenilacetil-CoA ligasa -2,32
PP_3278 PaaG Subunidad 1 de la PA-CoA epoxidasa -2,79
PP_3271 PaaM Porina del sistema de transporte de AFA -2,05
Metabolismo del azufre

PP_1304 CysD Dulfato adenililtransferasa, sub. 2 -2
Fosforilacion oxidativa

PP 4124 NUOG gADH deshidrogenasa | (NdhD) subunidad 211
PP_4120 NUOB II;IADH deshidrogenasa | (NdhD), subunidad P
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Metabolismo de acidos grasos

PP_4203 EtfD Flavoproteina-ubiquinona 6xido-reductasa -2,2
PP_2137 FadA 3-oxoacil-CoA tiolasa -2,03
Ciclo del glioxilato

PP_4116 AceA Isocitrato liasa -3,41
PP_0356 GlcB Malato sintasa -2,63
Biosintesis de cofactores y vitaminas

PP_0362 BioB Biotina sintetasa -3,59
PP_5011 UbiE Metiltransferasa de biosintesis ubiquinonas -2,71
Metabolismo del hierro

PP_4646 | FprB | Fe** ferredoxina-NADP" reductasa -2,56
Gluconeogénesis y Glicolisis

PP_4487 | Acs | Acetil-CoA sintetasa -3,75
Metabolismo de purinas

PP_4779 | Amn | AMP nucleosidasa -2
Biosintesis de envoltura celular

PP_1792 - Posible glicosil transferasa -5,25
PP_1323 GmhA Fosfoheptosa isomerasa -3
Metabolismo del glioxilato y dicarboxilatos

PP_1764 Gph2 Fosfoglicolato fosfatasa -2
Otras proteinas no incluidas en iJN1411/Categoria COG

Traduccion, estructura y biogénesis ribosomal

PP_1111 - Posible t-RNA sintasa -3,5
PP_5044 - Proteina union a GTP ( TypA/BipA) -3,26
PP_0460 RpsC Proteina ribosomal S3 -2,55
PP 1315 RpIM Proteina ribosomal L13 -2,25
PP_0478 RpsD Proteina ribosomal S4 -2,15
Transporte y metabolismo de iones inorgénicos

PP_1758 - Proteina con dominio rodanasa -2,5
Produccion y conversion de energia

PP 2426 i S(e)szlit;]Is alcohol deshidrogenasa dependiente 9,58
B
PP 3623 - Posible citocromo ¢ -9,33
i
PP 5378 - Posible citocromo ¢ -3,33
PP 4315 - Posible proteina de biosintesis de fenazida -2,5
Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios

PP 1826 i Z(l)(iroorliisrza(:zslaassuperfamlIla de las 225
Modificacion post-traduccional, turnover de proteinas, chaperonas

PP_0403 SurA Proteina supervivencia SurA (foldasa -3,67
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periplasmica)

PP_4008 ClpA Proteasa Clp dependiente de ATP -2,71

Transcripcion

PP_4722 GreA Factor de elongacién transcripcional GreA -3,6

PP_4894 Hfq Proteina Hfq de unién a RNA -2.3

El anlisis detallado de las proteinas que vieron alterada su expresion en la cepa
KT2440AapaH confirmd que participan tanto en el metabolismo central e.g., TCA,
fosforilacion oxidativa, metabolismo de aminoé&cidos, biosintesis de envoltura celular
etc., como en el metabolismo secundario e.g, proteinas de respuesta a estrés,
metabolismo del glucdgeno, metabolismo de PHAs, sistemas de transporte, etc. (Tablas
6y 7). A continuacion, se detallan algunos de los subsistemas metabolicos que muestran

una mayor alteracion en P. putida KT2440AapaH.

3.2.2 Subsistemas metabdlicos inducidos en P. putida KT2440AapaH.
I. Proteinas de respuesta a estrés oxidativo.

La proteina més inducida en P. putida KT2440AapaH es la catalasa KatE
(PP_0115), la cual mostré una induccion de casi 40 veces con respecto a los niveles de
expresion en la cepa KT2440 (Tabla 6). Esta proteina es una hidroperoxidasa de clase
I1, que descompone el peréxido de hidrégeno (H,O;) en agua y oxigeno, protegiendo asi
a la célula del dafio que provocarian al DNA las especies reactivas de oxigeno (ROS).
La proteina KatG (PP_3668), que tiene la funcion catalasa/peroxidasa, también se
observa inducida (Tabla 6). Estas dos enzimas se activan como parte de la respuesta de
estrés oxidativo mediada por el factor sigma RpoS en diversas bacterias (Keyer y
Imlay., 1996; Henle y Linn., 1997; Baharoglu et al., 2013). Adicionalmente, otras
posibles peroxidasas y proteinas de resistencia a hidroperéxidos organicos tales como
las alquil-hidroperoxidasas (PP_0089, PP_1859, PP_2422, PP_3639) se ven inducidas
en la cepa mutante apaH (Tabla 6), sugiriendo que la acumulacion de Ap,A provoca la

activacion de una respuesta a estrés oxidativo en P. putida.

I1. Ciclo del TCA y gluconeogénesis.

Algunas de la enzimas convencionales del ciclo del TCA, tales como la
isocitrato deshidrogenasa (PP_4011) o la subunidad SdhC de la succinato
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deshidrogenasa (PP_4193), se encuentran inducidas en el mutante P. putida
KT2440AapaH (Tabla 6). Sin embargo, lo més significativo es que varias isoenzimas de
etapas clave del TCA, tales como la aconitato hidratasa A (PP_2112), malato
deshidrogenasa dependiente de quinonas (PP_1251 y PP_2925) y la fumarato hidratasa
de clase 1l FumC-2 (PP_1755), que sélo se inducen en condiciones no convencionales
de crecimiento bacteriano (Chenier et al., 2008), se mostraron inducidas en el mutante
P. putida KT2440AapaH (Tabla 6). Este resultado sugiere que la inactivacién del gen
apaH conlleva un cambio significativoen la maquinaria enzimatica del metabolismo
central de P. putida.

Igualmente significativo es la induccidn de algunas enzimas gque participan tanto
en glicolisis como en gluconeogénesis, tales como la triosa fosfato isomerasa TpiA
(PP_4715) que cataliza las reaccion reversible de gliceraldehido-3-fosfato a
dihidroxiacetona fosfato. En ausencia de glucosa en las condiciones de estudio, esta
induccion podria indicar un incremento en el flujo gluconeogénico en el mutante apaH

con respecto a la cepa parental.

I11. Metabolismo de PHAs.

La cepa P. putida KT2440AapaH mostré la induccion de algunas proteinas
relacionadas con el metabolismo de los polihidroxialcanoatos (PHAS) tales como la
fasina PhaF (PP_5007) y la proteina PP_0763 que podria estar implicada en la
activacion de R-hidroxiécidos. No obstante, la determinacion del contenido de PHAs en
cultivos de la cepa parental P. putida KT2440 y en el mutante apaH recolectados en
fase exponencial tardia (Asoo = 0.6) no detectd la acumulacién significativa de PHAS en

ninguna de ellas.

IV. Otras proteinas inducidas.

Entre otras proteinas inducidas en la cepa mutante P. putida KT2440AapaH
cabe destacar a CyoB (PP_0813) y CioA, (PP_4651), dos proteinas que forman parte de
citocromo oxidasas terminales. Algun sistema de &xido-reduccion posiblemente
implicado en la generacion de energia y regeneracion de poder reductor también se ha
visto incrementado en el mutante apaH (Tabla 6). Ademas se detectaron
significativamente inducidas un elevado numero de proteinas involucradas en la
utilizacion de aminoacidos, fuentes alternativas de carbono, y transportadores tales
como PutA (PP_4947), GdhB (PP_2080), QuiA (PP_3569), TghB (PP_1385) y AroE
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(PP_3768). Tanto QuiA (quinato deshidrogenasa) como AroE (siquimato
deshidrogenasa) catalizan reacciones involucradas en la biosintesis de triptofano,
fenilalanina y tirosina generando el intermediario corismato.

Como ya hemos determinado en la seccion 2.2, la cepa mutante en el gen apaH
presenta una disminucion de su capacidad de producir y/o excretar pioverdina,
indicando que el mutante puede estar sufriendo alteraciones en el metabolismo del
hierro. Cuando analizamos el proteoma observamos la induccion de proteinas
implicadas en la captacion del hierro como las bacterioferritinas PP_4856 y PP_1082
(Tabla 6) y el precursor del receptor del complejo ferripioverdina (FpvA). Por otro lado,
hay proteinas del metabolismo del hierro reprimidas, como la PP_4646 (FprB), lo que
estd de acuerdo con la hipétesis de que el metabolismo del hierro estd alterado en el
mutante apaH.

Algunas de las proteinas de la biosintesis de la envoltura celular se encuentran
inducidas en la cepa mutante, tales como KdsC (PP_0956), MurF (PP_1333) y la
proteina LapA (PP_0168), esta ultima involucrada directamente en la formacion de
biofilm, lo que estd de acuerdo con el hecho de que la cepa mutante en el gen apaH
presente una mayor produccién de biofilm que la cepa parental. Otras proteinas
involucradas en la biogénesis de la envoltura celular, el metabolismo de lipidos, y la
movilidad y secrecion, vieron también incrementada su expresion en la cepa mutante
(Tabla 6). Estos resultados sugieren cambios significativos en el programa morfolégico
de P. putida KT2440AapaH,

V. Metabolismo del glucégeno y la trehalosa.

Uno de los grupos de proteinas que muestra una induccién mas significativa en
el mutante apaH es el que podria estar implicado en el metabolismo del glucégeno y su
conversion a trehalosa (Tabla 6). La trehalosa es un disacarido no reductor acumulado
por muchos organismos en respuesta a un estrés osmatico (Mclintyre et al., 2007). Estos
resultados sugieren que los niveles elevados de Ap4A en P. putida estan induciendo una
respuesta similar a la generada por un estrés osmatico.

La posible acumulacion de trehalosa en la cepa P. putida KT2440AapaH
implicaria una mayor resistencia en respuesta a un estrés osmético. Para confirmar
experimentalmente si la cepa mutante en el gen apaH presentaba una mayor resistencia
al estrés osmatico que la cepa parental, se procedio a realizar un experimento de choque

osmotico con ambas cepas. Para ello, se cultivaron ambas cepas en medio LB y se las
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sometio a la presencia de una elevada concentracion de NaCl durante 15 min. La cepa
KT2440AapaH presentd un 30% mas de supervivencia que la cepa parental KT2440
(Fig. 41). Estos resultados demuestran que la cepa mutante en el gen apaH posee una
mayor resistencia que la cepa parental al estrés osmético generado por el NaCl,
presumiblemente debida a la acumulacion de trehalosa, un fenotipo que hasta hoy no se

habia descrito en un ningun organismo mutante apaH.
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Figura 41. Supervivencia de P. putida KT2440y P. putida KT2440AapaH al estrés
osmotico. Se cultivaron P. putida KT2440 (azul) y P. putida KT2440AapaH (rojo) en
medio LB durante toda la noche y se resuspendieron en medio LB fresco en ausencia (-
NaCl) o en presencia (+NaCl) de NaCl 3 M. Después de 15 min de incubacion, se
procedio a realizar un contaje de células viables en placas de agar-LB.

3.2.3. Subsistemas metabolicos reprimidos en P. putida KT2440AapaH.

Las proteinas que vieron reducida su expresion en la cepa P. putida
KT2440AapaH estan implicadas en distintos procesos celulares, y se detallan a
continuacion.

I. Ruta paa de degradacion de AFA.

Algunas proteinas involucradas en la degradacion del AFA, como la porina
PaaM (PP_3271) o las enzimas PaaF (PP_3279), responsable de la primera etapa de la
ruta, y PaaG (PP_3278), subunidad de la monooxigenasa multicomponente (epoxidasa)
que cataliza la segunda etapa de la ruta, se encuentran reprimidas en la cepa mutante en

el gen apaH (Tabla 7).
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Otras proteinas de la ruta paa que también se encuentran reprimidas en el
mutante apaH, aunque menos de dos veces (y por ello no se incluyen en la Tabla 7),
son: PaaE (PP_3280), Paal (PP_3276), PaaK (PP_3274), PaaB (PP_3283) y PaaN
(PP_3270) (Tabla S1). Dado que la cepa parental y el mutante apaH poseen tasas de
crecimiento similares cuando utilizan AFA como Unica fuente de carbono y energia
(Fig. 38), un mayor nivel de expresion de las enzimas de la ruta paa en la cepa parental
que en el mutante apaH no parece implicar una mayor velocidad de crecimiento de

dicha cepa parental en AFA.

I1. Ciclo del glioxilato, fosforilacion oxidativa y conversion de energia.

Dos enzimas claves del ciclo del glioxilato, i.e., GIcB malato sintasa (PP_0356)
y AceA isocitrato liasa (PP_4116), se encuentran reprimidas en el mutante apaH (Tabla
7), lo que podria sugerir que la ruta no oxidativa del glioxilato esta desfavorecida en

dicho mutante.

Se observaron también reprimidas en el mutante apaH la subunidad B
(PP_4120) y G (PP_4124) del complejo | de la NADH deshidrogenasa (Tabla 7). Estos
datos sugieren que en P. putida KT2440AapaH los niveles de NADH podrian ser
inferiores a los que existen en la cepa parental, requiriendo por tanto menores niveles
del complejo NADH deshidrogenasa.

Sistemas de Oxido-reduccion presuntamente implicados en la generacion de
energia y regeneracion de poder reductor (e.g., PP_3621-3623; Tabla 7) también se han
visto reprimidos en el mutante apaH, soportanto la hipotesis de un significativo cambio

en los niveles de los diferentes equivalentes de reduccién en P. putida KT2440AapaH.

I11. Metabolismo de aminoacidos y sintesis proteica.

Como se ha indicado en el apartado anterior (3.2.2, seccion V), algunas proteinas
implicadas en el metabolismo de ciertos aminoacidos se ven inducidas en la cepa
mutante apaH. Sin embargo, proteinas implicadas en la biosintesis de la lisina
(PP_4725) o la asparagina (PP_2453) estan reprimidas en el mutante apaH. En el
metabolismo de algunos aminoacidos ciertas isoenzimas estdn inducidas y otras
reprimidas. De esta manera, la proteina PP_0988 (GcvP) de la sintesis de glicina esta

reprimida pero, por el contrario, se induce la proteina PP_5194 la cual es parte
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fundamental de otro complejo glicina descarboxilasa que podria compensar la
deficiencia del primero. Asimismo, mientras que la proteina GdhB (PP_2080),
glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD™ de la ruta de biosintesis de glutamato,
estd fuertemente inducida (Tabla 6), la proteina GItD (PP_5075) que desarrolla similar
funcién se encuentra reprimida. La diferencia entre estas dos proteinas es el cofactor
que utilizan, y mientras que PP_2080 utiliza NAD", la proteina PP_5075 utiliza
NADP". Este intercambio de enzimas puede estar dando cuenta de una limitacion de un
equivalente reductor particular en la cepa mutante en el gen apaH. En conclusion, estos
resultados ponen de manifiesto que P. putida KT2440AapaH estd sufriendo un
remodelamiento del metabolismo de aminoacidos en respuesta a los niveles alterados de
ApsA.

Merece la pena destacar que los niveles de algunas de las proteinas ribosomales, e.g.,
PP_1315, PP_0460, PP_0478 (Tabla 7) y PP_0450-0470 (Tabla S1), t-RNA sintetasas
(PP_1111), y chaperonas (PP_4008, PP_0403) estan reducidos en el mutante apaH,
sugiriendo una menor sintesis proteica general en esta bacteria, pese a lo cual puede

crecer a una tasa de crecimiento igual a la cepa parental.
IV. Sistemas reguladores.

La ausencia de un gen apaH funcional ocasiona una reducion en los niveles de la
proteina Hfg (chaperona de RNA). Esta proteina funciona como un regulador global
involucrado en multitud de procesos en bacterias tales como la respuesta a estrés
mediada por RpoS, procesos de virulencia, biosintesis de antibidticos, produccion de
biofilm, represion catabdlica mediada por la proteina CRC (Crabbé et al., 2011;
Sonnleitner et al., 2003). Por lo tanto, la represién de esta proteina podria estar
implicada, al menos en parte, en el efecto pleiotropico de la mutacion apaH en P.
putida. Igualmente se vio reprimido el factor de elongacion de la transcripcion GreA
(PP_4722). GreA se une a la RNAP y desempeiia un papel fundamental en la
elongacion e iniciacion de la transcripcion. Entre otros, controla positivamente la
expresion del promotor rrnB P1 responsable de la expresion de operones de rRNA. Por
tanto, la represion de GreA podria ser responsable, indirectamente (Potrykus et al.,
2006; Vinella et al., 2012), de la disminucion en los niveles de ciertas proteinas

ribosomales que se observa en la cepa mutante.

110



En resumen, el anélisis protedmico de P. putida KT2440AapaH revela que la
inactivacion del gen apaH ocasiona una significativa alteracion del metabolismo
(primario y secundario), afectando también al programa morfoldgico y de estrés de la

bacteria.

4. Estudio del programa metabolico asociado a la mutacion del gen apaH.

Con objeto de estudiar con mas detalle el impacto de la mutacién apaH en el
metabolismo central y en la produccion de energia en P. putida, nos planteamos la
utilizacion de iIJN1411 para estimar in silico la distribucion del flujo de carbono tanto en
la cepa KT2440AapaH como en la cepa KT2440 parental utilizando como restricciones

adicionales los datos de protedmica de alto rendimiento presentados mas arriba.

4.1 Construccion de modelos metabdlicos especificos de condicién para las cepas P.
putida KT2440y P. putida KT2440AapaH.

Una de las aplicaciones mas interesantes de los modelos metabolicos basados en
restricciones es la posibilidad no sélo de interpretar sino también de contextualizar
datos provenientes de tecnologias émicas. En este sentido, es posible la construccion de
modelos especificos de condicién incorporando datos de expresion en una determinada
condicion de cultivo y aplicandolos como restricciones adicionales (McCloskey et al.,
2013). Con objeto de profundizar en el estudio del metabolismo del mutante P. putida
KT2440AapaH y de contextualizar los datos provenientes de la proteémica de alto
rendimiento (apartado 3.2), se procedio a la construccion de dos modelos especificos de
condicion (ver apartado 18 de Materiales y Métodos) que simularan el metabolismo del
mutante apaH y de la cepa parental en presencia de AFA como fuente de carbono. Para
ello, partiendo del modelo metabdlico global de P. putida KT2440 (iJN1411) se
eliminaron aquellas reacciones catalizadas por proteinas que no habian sido detectadas
en los experimentos de proteémica. Se tomé como indicativo de la presencia de una
determinada proteina el hecho de haber sido detectada en al menos dos de las tres
réplicas biologicas analizadas. Aquellas reacciones llevadas a cabo por proteinas no
detectadas y que eran esenciales para que el modelo funcionase in silico se mantuvieron
en los modelos especificos para garantizar la funcionalidad de éstos, tal y como se ha

descrito previamente (Becker et al., 2008). De esta forma, y mediante la incorporacion
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de los datos de protedmica obtenidos de la cepa parental y la cepa mutante, se
construyeron los modelos especificos de crecimiento en AFA iJN1411 AFA e
1IJIN1411_AFA_ApaH, respectivamente.

iJN1411

2079

F\/

iIN1411_AFA_ApaH

Figura 42. Contenido metabdlico de iJN1411, iJN1411 AFA, e
iJN1411 AFA ApaH. Diagrama de Venn representando el contenido metabolico
(medido en numero de reacciones) tanto del modelo global de P. putida iJN1411 (azul)
como de los modelos especificos de crecimiento en AFA de la cepa silvestre
IJN1411_AFA (amarillo) y de la cepa mutante en el gen apaH, iJN1411 AFA_ApaH
(verde).

El analisis de los modelos especificos mostrd6 que el contenido metabdlico
resultante de iJN1411 AFA e iIJN1411 AFA ApaH es muy similar, cubriendo
alrededor del 33% del contenido metabdlico del modelo global (Fig. 42). Ambos
modelos comparten un total de 660 reacciones, poseyendo iJN1411 AFA e
IJN1411 AFA_ApaH un total de 68 y 19 reacciones exclusivas, respectivamente
(Tablas 8 y 9). Es interesante el hecho de que ambos modelos especificos de
crecimiento en AFA, especialmente el de la cepa parental, muestren una gran cantidad
de reacciones enzimaticas exclusivas involucradas en el metabolismo de acidos grasos,
lo que sugiere un intenso remodelamiento del metabolismo y la composicion de acidos
grasos en ambas cepas. Por otro lado, similar conclusion puede extraerse de la
abundancia de reacciones asociadas al metabolismo de PHAs y que son exclusivas de la

cepa parental. EI modelo de la cepa mutante, sin embargo, presenta reacciones
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exclusivas de transporte de metales pesados, lo que podria indicar una mayor capacidad
de la cepa mutante de tolerar estos metales. La reaccion triosa fosfato isomerasa (TpiA)
también esta Unicamente presente en iJN1411 AFA_ ApaH, lo cual permitiria el flujo
del carbono a través de la gluconeogeénesis, y sugiere que esta via metabolica esta
especificamente inducida en la cepa mutante en el gen apaH. Esta observacion esta
igualmente soportada por la presencia exclusiva en la cepa mutante de reacciones
involucradas en el metabolismo del glucégeno. Por otra parte, varias reacciones
implicadas en el metabolismo del piruvato, del glioxilato y glicerol, tales como la acetil-
CoA sintetasa, la piruvato carboxilasa, la glioxilato carboxi-quinasa y la D-
gliceraldehido deshidrogenasa, estan ausentes en el modelo especifico de la cepa
mutante, sugiriendo un metabolismo reducido del glioxilato y glicerol (para la

biosintesis de glicero-lipidos) en P. putida KT2440AapaH.

Tabla 8. Reacciones exclusivas del modelo especifico de condicién de la cepa P.
putida KT2440 creciendo en AFA como fuente de carbono (iJN1411_AFA). Las
reacciones no asociadas a genes fueron eliminadas de la comparacion.

Nombre de la Reaccién Subsistema Metabdlico

Abreviatura

23CTI1 Cis-trans isomerasa de &cidos Metabolismo de acidos grasos
grasos
23CTI2 Cis-trans isomerasa de &cidos Metabolismo de acidos grasos
grasos
ACOAD14f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD16f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD18f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD1f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD21f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD24f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD25f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD2f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
ACOAD3f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de acidos grasos
ACOADAf Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de acidos grasos
ACOADSf Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
HACD1i Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
KAT12 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de acidos grasos
KAT14 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de &cidos grasos
KAT16 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de acidos grasos
KAT18 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de acidos grasos
KAT19 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de &cidos grasos
KAT2 3 Cetoacil tiolasa Metabolismo de acidos grasos
KAT22 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de &cidos grasos
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KAT23 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de &cidos grasos

KAT26 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de acidos grasos

KATS3 3 cetoacil CoA tiolasa Metabolismo de &cidos grasos

KAT4 3 cetoacil CoA tiolasa Metabolismo de &cidos grasos

KAT5 3 cetoacil CoA tiolasa Metabolismo de &cidos grasos

KAT6 3 cetoacil CoA tiolasa Metabolismo de &cidos grasos

TDECOAI Cis-trans isomerasa de &cidos Metabolismo de &cidos grasos
grasos

ACS Acetil CoA sintetasa Metabolismo del piruvato

ALCD19 Alcohol deshidrogenasa Metabolismo de glicerofosfolipidos

GLYALDDr Gliceraldehido deshidrogenasa Metabolismo de glicerofosfolipidos

GLYK Glicerol quinasa Metabolismo de glicerofosfolipidos

GLXCL Glioxalato carboxiquinasa Metabolismo de glioxilato

TRSARr Tartroato semialdehido Metabolismo de glioxilato
deshidrogenasa

PHAP2C100 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAP2C120 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAP2C121 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAP2C140 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAP2C141 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAP2C141d Polimerasa de Metabolismo de PHA

5 polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAP2C60 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAP2C80 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAPCA40 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAPCP100 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAPCP40 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAPCP60 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAPCP80 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAPCT40 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

PHAPCTG60 Polimerasa de Metabolismo de PHA
polihidroxialcanoatos (PHA)

RECOAH20 Acil-CoA deshidratasa Metabolismo de PHA

PPNDH Prefenato deshidratasa Metabolismo de tript6fano,

fenilalanina y tirosina
AMPN AMP nucleosidasa Metabolismo de purinas
PC Piruvato carboxilasa Ciclodel TCA
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Tabla 9. Reacciones exclusivas del modelo especifico de condicién de la cepa P.
putida KT2440AapaH creciendo en AFA como fuente de carbono
(iIJN1411 AFA_ApaH). Las reacciones no asociadas a genes fueron eliminadas de la

comparacion.

Abreviatura

Nombre de la Reaccion

Subsistema Metabdlico

23CTI3 Cis-trans isomerasa de acidos Metabolismo de &cidos grasos
grasos
ACOAD34f Acil CoA deshidrogenasa Metabolismo de &cidos grasos
KAT31 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de &cidos grasos
KAT32 Acil CoA aciltransferasa Metabolismo de &cidos grasos
TPI Triosa fosfato isomerasa Gluconeogénesis
CD2abcpp Transporte de cadmio Tolerancia a metales pesados
PB2abcpp Transporte de plata Tolerancia a metales pesados
ZN2abcpp Transporte de zinc Tolerancia a metales pesados
LYSRC Lisina racemasa Metabolismo de lisina
PHAP2C101  Polimerasa de polihidroxialcanoatos Metabolismo de PHA

PHAP2C121d6 Polimerasa de polihidroxialcanoatos Metabolismo de PHA

PHAP2C142  Polimerasa de polihidroxialcanoatos Metabolismo de PHA
SHK3D Siquimato deshidrogenasa Metabolismo de triptofano,
fenilalanina y tirosina
GLBRAN3 Enzima desramificante glucogeno Metabolismo del glucdgeno
GLDBRAN3 Enzima desramificante glucégeno Metabolismo del glucgeno
PB2tpp Transporte de plomo Tolerancia a metales pesados

En cualquier caso, la simple comparacion del contenido metabdlico de los
modelos especificos no es suficiente para estimar la posible distribucion del flujo
metabolico, por lo que nos planteamos la estimacion de éste mediante la utilizacion del
método de muestreo aleatorio de Monte Carlo (Scheldenberger et al., 2011).

4.2 Analisis in silico de la distribucion de los flujos de carbono y energia en
P.putida KT2440y P. putida KT2440AapaH.

Construidos los modelos especificos de condicion, éstos se utilizaron para
estimar la distribucion de flujo del carbono utilizando el método de muestreo de Monte
Carlo implementado en el paquete COBRA Toolbox 2.0 como se indica en la seccion
18 de Materiales y Métodos. Esta aproximacion nos permite estimar el flujo mas
probable para cada una de las reacciones incluidas en los modelos. Por tanto, es una
herramienta muy Util cuando se pretende comparar dos estados funcionales distintos al
permitirnos identificar las diferencias mas significativas, en término de distribucion de
flujo, entre ambos.
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El analisis de la distribucion de flujo en iJN1411 AFA y iJN1411 AFA_AapaH
identificé al TCA como uno de los médulos metabdlicos donde mayores diferencias se
observaron. A pesar de la induccion de algunas de las enzimas participantes en esta ruta
observada en los experimentos de protedmica (Tabla 6), la prediccion indicé que en la
cepa KT2440AapaH el flujo a través del TCA se veia reducido entre 1 'y 2 mmol/g peso
seco.h, lo que supone una reduccion de un 20-30% aproximadamente con respecto al
flujo predicho para la cepa KT2440. Especialmente evidente es la reduccién del flujo
estimado para las reacciones catalizadas por las enzimas citrato sintasa, aconitasa,
succinato deshidrogenasa y fumarasa (Fig. 43). Por otra parte, no se encontraron
diferencias significativas en el flujo a través del ciclo del glioxilato (Fig. 43), pese a la
represion observada tanto para la isocitrato liasa como para la malato sintasa en los
experimentos de protedmica de la cepa mutante apaH (Tabla 7).
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Figura 43. Comparacion del flujo de carbono estimado a través del TCA y el ciclo
del glioxilato en las cepas P. putida KT2440 y KT2440AapaH. El flujo de carbono
fue estimado utilizando los modelos especificos de condicion iJN1411 AFA (azul) y
iJN1411_AFA_AapaH (rojo), respectivamente. Se representa la probabilidad (eje Y) de
encontrar un determinado flujo (mmol/g peso seco.h) para cada reaccion dentro del
rango representado (eje X) al maximizar el objetivo (tasa de crecimiento). Las
reacciones se encuentran formuladas siguiendo los estdndares de la comision de
enzimas EC (de sus siglas en inglés, Enzyme Commission). Un flujo negativo indica que
la reaccion es reversible y el flujo va en la direccién contraria a la formulada en EC.
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Figura 44. Comparacion del flujo de carbono estimado a través de la
gluconeogéneis y reacciones anaplerdticas en las cepas P. putida KT2440 y
KT2440AapaH. El flujo de carbono fue estimado utilizando los modelos especificos de
condicion iJN1411_AFA (azul) y iJN1411_AFA_ AapaH (rojo), respectivamente. Se
representa la probabilidad (eje Y) de encontrar un determinado flujo (mmol/g peso
seco.h) para cada reaccion dentro del rango representado (eje X) al maximizar la tasa de
crecimiento. Las abreviaturas utilizadas son: ENO, enolasa; PGM, fosfoglicerato
mutasa; PGK, fosfoglicerato quinasa; GAPD, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa;
FBA, fructosa bifosfato aldolasa; FBP, fructosa bifosfatasa; ME2, enzima malica
dependiente de NADP®; PPC, fosfoenolpiruvato carboxilasa; PDH, piruvato
deshidrogenasa; PYK, piruvato quinasa; PPS, fosfoenolpiruvato sintasa; SUCDA4,
FADH quinona reductasa (flavoproteina de transferencia de electrones). Un flujo
negativo indica que la reaccion es reversible y se ha considerado en la direccion reversa
a como se ha formulado siguiendo los estandares de la comision de enzimas EC.
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Figura 45. Comparacion del flujo de carbono estimado a través de la ruta de las
pentosas fosfato en las cepas P. putida KT2440 y KT2440AapaH. EIl flujo de
carbono fue estimado utilizando los modelos especificos de condicion iJN1411_AFA
(azul) e iJN1411_AFA AapaH (rojo), respectivamente. Se representa la probabilidad
(eje Y) de encontrar un determinado flujo (mmol/g peso seco.h) para cada reaccion
dentro del rango representado (eje X) al maximizar la tasa de crecimiento. Las
abreviaturas utilizadas son: TKT2, Transcetolasa 2; TALA, transaldolasa; TKT1,
transcetolasa 1; RPE, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa; RPI, ribulosa-5-fosfato isomerasa.
Un flujo negativo indica que la reaccion es reversible y se ha considerado en la
direccién reversa a como se ha formulado siguiendo los estandares de la comision de
enzimas EC.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la distribucion de
flujo estimado para las cepas P. putida KT2440y P. putida KT2440AapaH en las rutas
de gluconeogénesis (Fig. 44) y de las pentosas fosfato (Fig. 45). Sin embargo, cuando se
analizaron las reacciones de la fosforilacion oxidativa se observé que el flujo a través de
la NADH deshidrogenasa | en la cepa P. putida KT2440AapaH se encontraba reducido
(Fig. 46). Esta reaccion es clave para la re-oxidacion del NADH producido durante el
catabolismo, siendo igualmente responsable en gran medida de reducir el conjunto de

quinonas acoplado a la cadena respiratoria.
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Figura 46. Comparacion del flujo de carbono estimado a través de reacciones clave
de la cadena de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa de las cepas P.
putida KT2440 y KT2440AapaH. El flujo de carbono fue estimado utilizando los
modelos especificos de condicion iJN1411_AFA (azul) e iJIN1411_AFA_AapaH (rojo),
respectivamente. Se representa la probabilidad (eje Y) de encontrar un determinado
flujo (mmol/g peso seco.h) para cada reaccién dentro del rango representado (eje X) al
maximizar la tasa de crecimiento. Las reacciones se encuentran formuladas siguiendo
los estandares de la comision de enzimas EC.

Estos resultados estan en concordancia con la represion observada en los
experimentos de protedmica de dos de las subunidades, PP_4120 y PP_4124 (Tabla 7),
del complejo proteico NADH deshidrogenasa I. Igualmente significativa, aunque en este
caso no se ve respaldado con los datos obtenidos por protedmica, fue la reduccion del
flujo a través de la citocromo oxidasa terminal (Cyo) en la cepa P. putida
KT2440AapaH (Fig. 46). La citocromo oxidasa Cyo es la principal responsable de re-
oxidar las quinonas utilizando O, como aceptor final de electrones, contribuyendo asi a
la fuerza protdn motriz. No obstante, la reduccion predicha de flujo a través de Cyo es
consistente con la reduccion del flujo a través de la NADH deshidrogenasa I, dado que
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un conjunto de quinonas mas oxidado fuerza inevitablemente un menor flujo a través de
Cyo. Finalmente, se estim6 un flujo reducido en la cepa KT2440AapaH a través de la
ATP sintasa, sugiriendo una menor produccién de ATP en esta cepa. Este dato es
compatible con la menor fuerza proton motriz predicha como consecuencia de la

reduccion del flujo a través de la NADH deshidrogenasa | y de Cyo.
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Figura 47. Comparacion del flujo estimado a través de reacciones de intercambio
con el medio en las cepas P. putida KT2440 y KT2440AapaH. El flujo fue estimado
utilizando los modelos especificos de condicion iJN1411 AFA (azul) e
iJN1411_AFA AapaH (rojo), respectivamente. Se representa la probabilidad (eje Y) de
encontrar un determinado flujo (mmol/g peso seco.h) para cada reaccion dentro del
rango representado (eje X) al maximizar la tasa de crecimiento. Un flujo negativo indica
que la reaccidn es reversible y se ha considerado en la direccion reversa a como se ha
formulado siguiendo los estandares de la comisién de enzimas EC.

Posteriormente, analizamos si habia alguna diferencia significativa en la
estimacion del flujo de los metabolitos excretados o importados del medio entre las
cepas P. putida KT2440 y KT2440AapaH. Como cabe esperar de la similar tasa de
crecimiento de ambas cepas, no encontramos diferencias significativas en el consumo

de sulfato, amonio, fosfato inorganico o hierro (Fig. 47). No obstante, se predijo que la
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cepa KT2440AapaH excretaba un 25% menos de CO, (alrededor de 4 mmoles menos
de CO, por gramo de peso celular seco y hora) y consumia aproximadamente un 25%
menos de oxigeno (Fig. 47). Estos resultados son altamente interesantes ya que, i) la
menor secrecién de CO, es consistente con una menor actividad del TCA en la cepa
mutante, y ii) el menor consumo de oxigeno es consistente con una menor tasa
respiratoria y reducida produccién de ATP en la cepa mutante, lo que en conjunto
sugiere un metabolismo mas activo en la cepa parental que en P. putida
KT2440AapaH.

Finalmente, cuando se analiz6 el flujo de productos de secrecién, tales como
acetato, etanol o lactato, no se encontrd un valor de flujo significativo en ninguna de las
dos cepas. Este dato sugiere que la probabilidad de secretar estos productos es muy baja
en las condiciones de cultivo simuladas. Tampoco se predijo una produccién de PHA
significativa en ninguna de las dos cepas, lo cual esta de acuerdo con el hecho de que no
se haya observado la acumulacion de PHA en los cultivos de ambas cepas (Seccién
3.2.2, apartado 11I).

En resumen, la construccion y andlisis de los modelos especificos de condicion y
la distribucidon de flujos para las cepas P. putida KT2440 y KT2440AapaH predice que
la inactivacion del gen apaH causa un significativo efecto sobre el metabolismo

primario de P. putida.

4.3. Estudio de la influencia de la expresidn constitutiva de los genes paa sobre la
fase de latencia de P. putida KT2440AapaH cultivada en AFA.

Los experimentos de analisis de distribucion de flujo utilizando modelos
metabdlicos especificos de condicidn habian sugerido un estado energético deficiente en
P. putida KT2440AapaH inducido por la inactivacion del gen apaH (ver apartado 4.2)
lo que podria ocasionar la larga fase de latencia observada cuando la cepa mutante crece
en AFA como Unica fuente de carbono (Fig. 38). En este sentido, una forma de tratar de
reducir la larga fase de latencia en AFA de la cepa P. putida KT2440AapaH podria ser
reducir el gasto energético necesario para la induccion de todas las proteinas implicadas
en la degradacion de este compuesto. Como se ha indicado en el apartado 1.3 de la
Introduccidn, las rutas catabdlicas de compuestos aromaticos se encuentran
estrictamente reguladas y es necesaria la presencia del inductor especifico para que se

produzca su expresion (Diaz et al., 2001). En P. putida KT2440 los genes paa que
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codifican la ruta de degradacion de AFA estan regulados por el represor transcripcional
paaX (PP_3286), que responde al fenilacetil-CoA como molécula inductora (Fig. 6).
(Luengo et al., 2001; del Peso-Santos et al., 2006). En este sentido, se podia prever que
la expresion constitutiva de los genes paa en ausencia del gen paaX permitiese la
presencia de las proteinas de degradacion de AFA cuando las células se transfieran a un
medio que contenga AFA como Unica fuente de carbono sin la necesidad de un gasto
energético inicial, lo que finalmente podria reducir la fase de latencia en AFA de una
cepa con un estado energético deficiente. Para confirmar experimentalmente esta
hipdtesis, se construyd la cepa P. putida KT2440AapaHdpaaX, una cepa portadora de
la doble mutacion apaH/paaX (Tabla 1). Cuando se analizé el crecimiento de P. putida
KT2440AapaHdpaaX utilizando AFA como fuente de carbono y energia, se observd
que la cepa recuperd parcialmente el fenotipo de la cepa parental reduciendo
significativamente la fase de latencia (Fig. 48). Estos resultados estan de acuerdo con la
hipotesis de que un mutante en el gen apaH presenta un estado energético deficiente, lo
que determinaria en gran medida la caracteristica fase de latencia extendida que

presenta dicho mutante.
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Figura 48. Crecimiento en AFA de las cepas P. putida KT2440, KT2440AapaH y
KT2440AapaHdpaaX. Las cepas se cultivaron en medio minimo M63 suplementado
con AFA 5 mM como fuente de carbono, y el crecimiento se monitorizé valorando Aggo.
Se muestra el resultado de un experimento. Los valores obtenidos fueron reproducibles
en 3 experimentos independientes.
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4.4 Analisis del estado energético de las cepas P. putida KT2440 y P. putida
KT?2440AapaH.

Los distintos resultados presentados anteriormente sugieren un estado energético
deficiente para la cepa mutante P. putida KT2440AapaH cuando se compara con el de
la cepa parental. Para confirmar esta hipotesis, se determinaron los niveles de ATP en
en distintas fases de la curva de crecimiento de la cepa parental P. putida KT2440 y de
la cepa mutante P. putida KT2440AapaH utilizando AFA como fuente de carbono, tal y
como se detalla en el apartado12 de Materiales y Métodos.

Como se desprende de los resultados representados en la figura 49, la cepa
mutante P. putida KT2440AapaH presenta niveles de ATP significativamente menores
que los de la cepa parental P. putida KT2440 en distintas fases de la curva de
crecimiento. No obstante, es durante las fases exponencial temprana y media donde las
diferencias se hacen mas evidentes, llegando a determinarse en la fase exponencial
temprana un 50% menos de ATP en la cepa mutante que en la cepa parental (Fig. 49).
Por lo tanto, estos resultados confirman las predicciones de distribucion de flujo que
indican una reduccion de los niveles de ATP en la cepa P. putida KT2440AapaH
(apartado 4.2 de Resultados), y el deficiente estado energético de la cepa mutante

sugerido en resultados anteriores.
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Figura 49. Niveles de ATP presentes en P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH creciendo en AFA. Las cepas se cultivaron en medio M63 con AFA
2.5 mM como unica fuente de carbono. Se tomaron muestras de los cultivos en fase
exponencial temprana (ET; Asoo 0.1), media (EM; Asoo 0.3) y tardia (TA; Aseo 0.6), Yy se
determinaron los niveles de ATP total en P. putida KT2440 (barras grises) y P. putida
KT2440AapaH (barras negras) como se detalla en el apartado 12 de Materiales y
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Métodos. Los valores de actividad son el promedio de los obtenidos en tres muestras
bioldgicas independientes; las barras de error indican la desviacion estandar.

4.5. Andlisis del consumo de oxigeno en las cepas P. putida KT2440 y P. putida
KT?2440AapaH.

De los resultados presentados anteriormente (apartado 4.4) no se puede concluir
si el estado energético deficiente es consecuencia directa de una menor produccién de
ATP, o bien es debido a un consumo adicional de ATP en la cepa mutante P. putida
KT2440AapaH. Dado que P. putida KT2440 es una bacteria aerobia estricta y el
oxigeno es el Unico aceptor de electrones conocido, la produccion de ATP es, en Gltima
instancia, directamente proporcional al consumo de oxigeno. Por tanto, se decidio
estudiar el consumo de oxigeno a lo largo de la curva de crecimiento en AFA de las
cepas P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH tal y como se detalla en el apartado
11 de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos mostraron un consumo reducido
de oxigeno en la cepa KT2440AapaH con respecto al observado en la cepa parental en
distintas fases de la curva de crecimiento (Fig. 50). No obstante, la reduccion en el
consumo de oxigeno variaba considerablemente en funcion de ésta. Asi, en cultivos de
la cepa mutante analizados en fase exponencial temprana y tardia se observd una
reduccion moderada del 23% y 16%, respectivamente, con respecto al consumo de
oxigeno de cultivos de la cepa parental analizados en las mismas condiciones. Sin
embargo, en los cultivos de fase exponencial media, que son los que contienen las
celulas més metabdlicamente activas, se detectd una reduccion del consumo de oxigeno
de méas del 50% con respecto al de la cepa parental. Por tanto, estos resultados son
consistentes con los niveles de ATP analizados (Fig. 50), y confirman que el estado
energético suboptimo en el mutante P. putida KT2440AapaH es consecuencia directa
de su reducida capacidad de consumir oxigeno y, consiguientemente, de producir ATP y
no de us gasto adicional de éste.

Para definir si la incapacidad de mantener una produccion de ATP 6ptima en el
mutante se debia a un problema en la fosforilacion oxidativa o se producia en una etapa
anterior del metabolismo, se desacopld la fosforilacién oxidativa de la cadena de
transporte de electrones utilizando para ello el compuesto ionéforo carbonil-cianida 4-
(trifluorometoxi)-fenilhidrazona (FCCP). El compuesto FCCP permite el paso de
protones a través de la membrana, disipando el gradiente de protones y desacoplando

por tanto la fosforilacién oxidativa de la cadena respiratoria. Interesantemente, el FCCP
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no fue capaz de provocar una recuperacion de los niveles del consumo de oxigeno en la
cepa mutante (datos no mostrados), lo que sugiere que el bloqueo metabdlico se
encuentra en los pasos previos a la fosforilacion oxidativa, apuntando nuevamente a la

produccién de equivalentes de reduccion.
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Figura 50. Consumo de oxigeno por P. putida KT2440y P. putida KT2440AapaH
creciendo en AFA. Las cepas se cultivaron en medio M63 con AFA 2.5 mM como
unica fuente de carbono. Se tomaron muestras de los cultivos en fase exponencial
temprana (ET; Asoo 0.1), media (EM; Aggo 0.3) y tardia (TA; Asoo 0.6), y se determind el
consumo de oxigeno en P. putida KT2440 (barras grises) y P. putida KT2440AapaH
(barras negras) como se detalla en el apartado 11 de Materiales y Métodos. Los valores
de actividad son el promedio de los obtenidos en tres muestras bioldgicas
independientes; las barras de error indican la desviacion estandar.

4.6 Efecto de distintos metabolitos en la energizacion de P. putida KT2440AapaH
creciendo en AFA.

Los resultados sobre la produccion de ATP y consumo de oxigeno (apartados 4.4
y 4.5), y la prediccion computacional de flujos en base a los modelos especificos de
condicion (apartado 4.2), sugerian que la reducida actividad del TCA podria ser la
responsable de la menor produccion de ATP en la cepa mutante P. putida
KT2440AapaH. Una hipdtesis razonable seria pensar que este hecho podria afectar

negativamente a la adaptacion a las nuevas condiciones de crecimiento y, por
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consiguiente, podria explicar que la fase de latencia se vea incrementada en la cepa P.
putida KT2440AapaH con respecto a la fase de latencia de la cepa parental. En este
sentido, la energizacion de la cepa mutante con una fuente de carbono alternativa
contribuiria a reducir la fase de latencia en AFA. Para probar esta hipdtesis, se
suplementd el medio de crecimiento en AFA con dos compuestos que generan poder
reductor independientemente de la actividad del TCA. Para ello se utiliz octanoato, un
acido graso que genera equivalentes de reduccion durante la S-oxidacion, y glucosa, la
cual se metaboliza en P. putida mayoritariamente via gluconato en el periplasma
generando igualmente equivalentes de reduccion de forma rapida (del Castillo y Ramos,
2007). A pesar de que ambos compuestos, a la concentracion utilizada, no permitieron
un crecimiento significativo de las cepas KT2440 y KT2440AapaH cuando se afiadieron
al medio de cultivo como Unica fuente de carbono, su presencia en un medio de cultivo
con AFA redujo significativamente la fase de latencia de P. putida KT2440AapaH
(Figs. 51A y B). El efecto energizante sobre la cepa mutante fue mas acusado con el
octanoato (Fig. 51A). Sin embargo, los experimentos de energizacién con metabolitos
que durante su catabolismo generan equivalentes de reduccion Unicamente via TCA,
tales como el succinato (Fig. 51C), citosina, timidina y casaminoacidos (datos no
mostrados), a penas consiguieron reducir la fase de latencia extendida de la cepa
mutante en AFA. Estos resultados indican que la produccion de NADH
independientemente del TCA podria aliviar el fenotipo de fase de latencia extendida en
un mutante apaH, y soportan la hipotesis de que el TCA esta parcialmente bloqueado en

la cepa P. putida KT2440AapaH, explicando su estado energético comprometido.
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Figura 51. Efecto de diferentes metabolitos en el crecimiento de P. putida KT2440
y P. putida KT2440AapaH en AFA. Los cultivos fueron realizados en medio M63
suplementado con: A, AFA 2.5 mM, octanoato (oct) 0.5 mM o la mezcla de ambos
(AFA/oct); B, AFA 2.5 mM, glucosa (gluc) 0.03% o la mezcla de ambos (AFA/gluc);C,
AFA 2.5 mM, succinato (succ) 0.03% o la mezcla de ambos (AFA/succ). El crecimiento
fue determinado por el incremento en Agy. Se muestra el resultado de un experimento.
Los valores obtenidos fueron reproducibles en 3 experimentos independientes.
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4.7 ldentificacion de la etapa clave del TCA involucrada en el bloqueo metabdlico
de la cepa P. putida KT2440AapaH.

Los modelos metabdlicos basados en restricciones se han mostrado muy precisos
a la hora de predecir el impacto sobre la tasa de crecimiento de perturbaciones tanto
ambientales (e.g., utilizacion de diferentes fuentes de carbono) como genéticas (e.g.,
mutaciones). Para tratar de identificar la etapa clave del TCA responsable del bloqueo
metabolico presente en la cepa P. putida KT2440AapaH, se realiz6 un abordaje
computacional utilizando para ello nuevamente el modelo metabolico iJN1411 y los
datos experimentales sobre la duracion de la fase de latencia de la cepa mutante
creciendo en distintas fuentes de carbono (Tabla 5). De esta manera, se computo in
silico la tasa de crecimiento de mutantes simulados en cada una de las etapas del TCA,
ciclo del glioxilato y reacciones anapleroticas, utilizando las mismas fuentes de carbono
empleadas en los experimentos de crecimiento. La posterior comparacion de la tasa de
crecimiento predicha por el modelo para los mutantes simulados in silico con la
extension de la fase de latencia determinada in vivo para la cepa mutante P. putida
KT2440AapaH podria indicar cuél es la etapa del TCA mas susceptible de estar

bloqueada en el mutante en el gen apaH .

El andlisis de los datos obtenidos (Fig. 52) revelé que la mayor parte de las
reacciones analizadas tenia un impacto relativamente pequefio en la tasa de crecimiento.
Asi, la simulacién en ausencia de las reacciones catalizadas por la piruvato
deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, piruvato carboxilasa, oxalacetato
descarboxilasa, fosfopiruvato carboxiquinasa, acetil fosfotransferasa, enzima malica,
malato sintasa, piruvato quinasa, a-cetoglutarato deshidrogenasa, isocitrato
deshidrogenasa o succinil-CoA sintasa, predijo una tasa de crecimiento similar a la
obtenida con la cepa parental en todas las fuentes de carbono simuladas (Fig. 52). Estos
resultados confirman la gran robusteza metabdlica caracteristica de las bacterias del
género Pseudomonas.

No obstante, se detectaron dos grupos de reacciones cuya ausencia si afectaba
significativamente la tasa de crecimiento. Por un lado, la ausencia del grupo de
reacciones que engloba a la isocritrato liasa, acetil-CoA sintasa, citrato sintasa y, en
menor medida, malato deshidrogenasa dependiente de NADH, se caracterizaba por
tener un efecto negativo sobre el crecimiento en octanoato y/o acetato como fuente de

carbono, y un pequefio o nulo impacto sobre el crecimiento en citrato o succinato (Fig.
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52). Estas caracteristicas nos hicieron descartar a estas reacciones como responsables
del blogqueo metabdlico en la cepa KT2440AapaH ya que son incompatibles con los
datos experimentales de crecimiento que revelaron al octanoato y succinato como una
de las fuentes de carbono con menor y mayor fase de latencia extendida en el mutante,

respectivamente (Tabla 5).

Fumarasa

Succinato Deshidrogenasa
Aconitasa
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Figura 52. Efecto de la eliminacion de reacciones del TCA, ciclo del glioxilato y
reacciones anapleroéticas en la tasa de crecimiento de iJN1411 en distintas fuentes
de carbono. Se muestra el crecimiento predicho para los mutantes en cada una de las
reacciones sefialadas (en ordenadas) relativo al crecimiento predicho para la cepa
parental, al que se le da el valor de 1 (ver detalles experimentales en el apartado 18 de
Materiales y Métodos). Las distintas fuentes de carbono ensayadas in silico se indican
en el eje de abcisas.

Por otro lado, la ausencia del grupo de reacciones que incluye a la aconitasa,
succinato deshidrogenasa y fumarasa, se caracterizaba por afectar negativamente el
crecimiento predicho para la mayor parte de las fuentes de carbono ensayadas (Fig. 52).
Asi, y exceptuando la simulacion en presencia de glucosa en la que no se observaron

diferencias con el modelo de la cepa parental, se comprobd que la ausencia de estas
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enzimas, especialmente la fumarasa y succinato deshidrogenasa, tiene un fuerte impacto
sobre el crecimiento en la mayoria de las fuentes de carbono. La tasa de crecimiento
estimada en ausencia de este grupo de enzimas si era compatible con los datos de fase
de latencia extendida obtenidos de los experimentos de crecimiento en la mayor parte de
las fuentes de carbono ensayadas (Tabla 5). No obstante, la reaccion catalizada por la
succinato deshidrogenasa fue descartada debido a que la simulacion de su ausencia no
tuvo ningun impacto en el crecimiento predicho utilizando nicotinato como fuente de
carbono (Fig. 52), pero sin embargo la cepa P. putida KT2440AapaH si presentaba una
fase de latencia extendida cuando se cultivaba en esta fuente de carbono (Tabla 5). Por
tanto, la conclusion del analisis computacional y los datos de duracién de la fase de
latencia fue que la reaccion catalizada por la fumarasa era una de las etapas del TCA
mas susceptible de estar bloqueada/alterada en la cepa mutante P. putida
KT2440AapaH.

En el genoma de P. putida KT2440 se identifican tres genes, fumA (PP_0897).
fumC1 (PP_0944) y fumC2 (PP_1755), que podrian codificar fumarasas. Curiosamente,
en los experimentos de proteémica la proteina FumC2 es una de las del ciclo del TCA
que mas se induce (4 veces), y FUmA esta ligeramente reprimida (1.3 veces) en la cepa
P. putida KT2440AapaH (Tablas 6 y S1). Estos resultados sugieren que en el mutante
apaH la proteina FumA podria esta sustituida, al menos parcialmente, por la fumarasa
FumC2, una isoenzima poco habitual en bacterias cultivadas en condiciones
convencionales de crecimiento (Chenier et al., 2008). Para tratar de confirmar esta
hipétesis, se procedié a valorar la actividad fumarasa de la cepa nativa P. putida
KT2440 y del mutante P. putida KT2440AapaH. Aunque en ambas cepas se obtuvieron
valores de actividad fumarasa total similares, la actividad FumC fue significativamente
mayor en la cepa P. putida KT2440AapaH, lo que permitia inferir que la actividad
FumA es mayor en la cepa parental (Fig. 53).

La mayor actividad FumC en el mutante apaH se correlacionaba con unos
niveles de expresion del gen fumC2 unas cuatro veces mayores en dicha cepa que en la
cepa parental (Fig. 54). En conclusion, todos estos resultados sugieren que en la cepa P.
putida KT2440AapaH la actividad fumarasa FumA esta en gran medida reemplazada
por la actividad fumarasa FumC2, y este intercambio de isoenzimas contribuye al
bloqueo del TCA, ocasionando finalmente un estado energético comprometido en dicha

cepa mutante.
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Figura 53. Actividad fumarasa en P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH.
Las dos cepas se cultivaron en medio minimo M63 con AFA 2.5 mM hasta alcanzar una
Agoo 0.4. Se valord la actividad fumarasa total (FumT) y la actividad fumarasa FumC
(FumC) presente en los extractos de P. putida KT2440 (barras blancas) y P. putida
KT2440AapaH (barras negras) como se indica en el apartado 7.4 de Materiales y
Métodos. La actividad fumarasa debida a FumA se calculé como la diferencia entre la
actividad fumarasa total y la actividad FumC. Se muestra el resultado de un
experimento. Los valores obtenidos fueron reproducibles en 3 experimentos
independientes.
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Figura 54. Expresion del gen fumC2 en P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH creciendo en AFA. Los niveles de transcripcion del gen fumC2 fueron
analizados mediante RT-PCR cuantitativa (ver apartado 7.4 de Materiales y Métodos)
utilizando células de P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH cultivadas hasta fase
exponencial media en AFA 2.5 mM. La expresion relativa del gen fumC2 se muestra en
unidades arbitrarias (a.u.). Los valores son el promedio de tres muestras bioldgicas. Las
barras representan la desviacion estandar de cada promedio.
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5. Estudio del circuito regulador que responde a la inactivacion del gen apaH en P.

putida.

Aunque los resultados aportados por los experimentos de protedmica revelaron
algunos elementos reguladores, e.g., Hfq y GreA, alterados en el mutante en el gen
apaH (Tablas 6 y 7), la deteccion e identificacion de reguladores bacterianos mediante
protedmica es dificil ya que estas proteinas suelen ser minoritarias en la célula. Por ello,
para tratar de profundizar en el estudio del circuito regulador que responde a los niveles
alterados de ApsA en P. putida, se compard la expresion de distintos factores sigma de
la RNAP en la cepa parental KT2440 y en el mutante KT2440AapaH.

5.1 Expresion de factores sigma en P. putida KT2440 y KT2440AapaH.

Se determind mediante RT-PCR cuantitativa la expresion de algunos factores
sigma de la RNAP, tales como rpoS (PP_1623), rpoH (PP_5108), rpoN (PP_0952),
rpoD (PP_0387) y rpoF (PP_4341), en la cepa parental KT2440 y en la cepa mutante
KT2440AapaH cultivadas en AFA. Aungue no se observé una diferencia de expresion
significativa entre las dos cepas sujetas a estudio para la mayoria de los factores sigma
analizados, la cepa P. putida KT2440AapaH mostré unos niveles de expresion del gen
rpoS al menos dos veces superiores a los de la cepa parental KT2440 (Tabla 10). El gen
rpoS codifica el factor de transcripcion RpoS (c°), y ha sido identificado en muchos
microorganismos como un regulador central de la fase estacionaria. Adicionalmente,
tiene un papel fisiol6gico muy importante como regulador principal de la respuesta
general a estrés (Hengge-Aronis, 2002). Los datos obtenidos del proteoma de la cepa
mutante P. putida KT2440AapaH mostraron la induccion de proteinas involucradas en
regular y ejecutar programas celulares en respuesta a condiciones de estrés general y
estrés especifico, tales como estrés oxidativo o estrés por falta de nutrientes (ver
apartado 3.2.2 seccion 1). Por lo tanto, el incremento de expresion del gen rpoS en P.
putida KT2440AapaH sugeria que el factor sigma RpoS estaba implicado en el circuito
regulador que responde a los niveles elevados de ApsA en la célula, y podia ser un
factor regulador central responsable en gran medida de algunos de los fenotipos

observados en dicho mutante.
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TABLA 10. Expresion de genes que codifican factores sigma de transcripcion en P,
putida KT2440AapaH.

Locus Gen Funcion Nivel de
expresion*
PP_1623 | rpoS Factor sigma RpoS 2
PP_0387 rpoD | Factor sigma RpoD 1
PP 5108 | TPOF Factor sigma de la biosintesis flagelar 1
_ (fliA)
PP 5108 rpoH Factor sigma 32 1
PP_0952 rooN | Factor sigma 54 1

* Numero de veces que el gen en cuestion se induce en P. putida KT2440AapaH en relacién a su
expresién en la cepa parental P. putida KT2440. EI RNA total fue extraido de las cepas KT2440 y
KT2440AapaH creciendo hasta fase exponencial media en AFA 2.5 mM, y se midié por RT-PCR
cuantitativa la expresién de los genes, tal y como se detalla en el apartado 4.6 de Materiales y Métodos.
Los valores fueron reproducibles en tres muestras bioldgicas independientes.

5.2 Estudio del mecanismo de activacion de la expresion del gen rpoS en P. putida
KT2440AapaH.

Dado que la expresion del gen rpoS esta incrementada en P. putida
KT2440AapaH, se decidié estudiar cual podria ser la cascada de sefializacion que
relaciona la alteracion de los niveles de ApsA con la expresion del gen rpoS. En este
sentido, se han descrito tres mecanismos que controlan la expresion del gen rpoS en
bacterias del género Pseudomonas: i) activacion por la proteina PsrA; ii) represion por
la proteina Crc; iii) represion por las proteinas Rsm (Whistler et al., 1998; Kojic y
Venturi, 2001; Heeb et al., 2005; Sonnleitner y Haas, 2011; Dong et al., 2013). Para
determinar si alguna de estas vias estaba afectada en el mutante P. putida
KT2440AapaH, se compard la expresion de las proteinas y pequefios RNA no
codificantes (SRNA) implicados en cada una de estas vias en la cepa parental y en la

mutante.

5.2.1. Estudio de la expresion del gen psrA en P. putida KT2440AapaH.

Se ha descrito tanto en P. aeruginosa como en P. putida que la expresion del

gen rposS esta regulada de manera positiva por la proteina reguladora PsrA (Kojic et al.,
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2001). PsrA es un regulador transcripcional perteneciente a la familia TetR que se activa
en ausencia de acidos grasos de cadena larga (LCFA) (Kang et al., 2009). La expresion
de psrA no es constante a lo largo de la curva de crecimiento sino que el gen se induce
cuando los cultivos alcanzan la fase estacionaria de crecimiento (Kojic et al., 2002).
Con objeto de determinar si el aumento de expresion del gen rpoS estaba mediado por el
gen psrA, se analizd la expresion de éste mediante RT-PCR cuantitativa en cultivos de
P. putida KT2440 y KT2440AapaH crecidos en AFA. Los resultados obtenidos
muestran que los niveles transcripcionales del gen psrA en el mutante apaH son
similares a los de la cepa parental (Fig. 55), lo que sugiere que en fase exponencial
media el aumento de los niveles de rpoS no estaria mediado por el regulador

transcripcional PsrA.
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Figura 55. Niveles de expresion del gen psrA en P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH. ElI RNA total fue extraido de las cepas KT2440 y KT2440AapaH
creciendo hasta la fase exponencial media en AFA 2.5 mM, y se midi6é por RT-PCR
cuantitativa la expresion del gen psrA tal y como se detalla en el apartado 4.6 de
Materiales y Métodos. La expresion relativa del gen psrA se muestra en unidades
arbitrarias (u.a). Los valores son el promedio de tres muestras bioldgicas. Las barras
representan la desviacion estdndar de cada promedio.

5.2.2. Estudio de la expresion de los genes crc, crcZ y crcY en P. putida
KT2440AapaH.

La proteina Crc es un represor post-transcripcional que coordina el metabolismo
del carbono y controla la represion catabdlica en Pseudomonas (Rojo, 2010). Los
niveles de esta proteina se encuentran regulados en P. putida por SRNA no codificantes,
denominados crcZ y crcY, que secuestran a la proteina Crc impidiendo asi el acceso a

sus mMRNA dianas. Los niveles de crcZ y crcY estan regulados positivamente en P.
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putida por el sistema de dos componentes CbrA/ChrB, este sistema es requerido para la
asimilacién de fuentes de carbono y nitrégeno y para el mantenimiento del balance C/N
durante el crecimiento bacteriano (Rojo, 2010). Dado que la expresion del gen rpoS en
P. aeruginosa esta regulada negativamente, de forma indirecta, por la proteina Crc
(Dong et al., 2013), se analiz6 si la expresion del gen crc y/o de los SRNAs crcZ y crcY
se encontraba alterada en P. putida KT2440AapaH. Como se observa en la figura 56,
no existe una diferencia significativa en los niveles de expresion del gen crc y de los
genes que codifican los SRNAs (crcZ, crcY) cuando se compara la cepa parental con la
cepa mutante en el gen apaH, lo que sugiere que el aumento de los niveles de rpoS en

la cepa mutante no esta mediado por una alteracion en los niveles de Crc.
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Figura 56. Niveles de expresion de los genes crc, crcY y crcZ en P. putida KT2440y
P. putida KT2440AapaH. EI RNA total fue extraido de las cepas KT2440 y
KT2440AapaH creciendo hasta fase exponencial media en AFA 2.5 mM, y se midio por
RT-PCR cuantitativa la expresion de los genes crc (A), crcZ (B) y crcY (C), tal y como
se detalla en el apartado 4.6 de Materiales y Métodos. La expresion relativa de cada gen
se muestra en unidades arbitrarias (u.a.) Los valores son el promedio de tres muestras
bioldgicas independidentes. Las barras representan la desviacion estandar de cada
promedio.

5.2.3. Estudio de la expresion de los genes rsm en P. putida KT2440AapaH.

Otro sistema que es capaz de activar la expresion del gen rpoS es el controlado
por el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA (Whistler et al., 1998). GacA
es un regulador de respuesta que activa la expresion de los SRNAs rsmX, rsmY y rsmZ
capaces de secuestrar a las proteinas RsmA, RsmE y RsmL que inhiben la traduccién
del gen rpoS en Pseudomonas (Heeb et al., 2005; Sonnleitner y Haas, 2011). Ademas,
se ha descrito que el sistema GacS/GacA es capaz de activar la transcripcion del gen

rpoS, muy probablemente a traves de un mecanismo indirecto que implicaria también a
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las proteinas Rsm (Whistler et al., 1998). Por tanto, se procedié a investigar si la

expresion de los genes rsm esta alterada en P. putida KT2440AapaH.
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Figura 57. Niveles de expresion de los genes rsm en P. putida KT2440 y P. putida
KT2440AapaH. ElI RNA total fue extraido de las cepas KT2440 y KT2440AapaH
creciendo hasta la fase exponencial media en AFA 2.5 mM, y se midio por RT-PCR
cuantitativa la expresion de los genes rsm tal y como se detalla en el apartado 4.6 de
Materiales y Métodos. La expresion relativa de cada gen en la cepa KT2440AapaH se
indica como un porcentaje de la expresién de ese mismo gen en la cepa parental
KT2440. Los valores son el promedio de tres muestras bioldgicas independientes. Las
barras representan la desviacion estandar de cada promedio.
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Como se observa en la figura 57, si bien la expresion de los genes rsmA, rsmE y
rsmL no esté significativamente alterada, la expresion de los SRNAs rsmY y rsmX esta
aumentada al menos 2 veces en P. putida KT2240AapaH con respecto a la cepa
parental KT2440. Estos resultados sugieren que el incremento de expresion del gen
rpoS en la cepa mutante P. putida KT2240AapaH podria ser debido al incremento de
expresion de los SRNAs rsmY y rsmX, y, por ende, a la inactivacion de las proteinas
RsmAV/E/L, apuntando a que la cascada de sefializacién que responde a los niveles de

ApsA en P. putida estad mediada por el sistema regulador global GacS/GacA.

5.3. La cepa doble mutante P. putida KT2440aapaHdgacA restaura la fase de
latencia de la cepa parental P. putida KT2440.

Los resultados presentados en el anterior apartado sugieren que los niveles de
Ap,A estarian controlando a las proteinas RSmA/E/L presentes en P. putida KT2440 a
través de los SRNAs rsmY/X. Puesto que esta descrito que los niveles de los SRNAS rsm
estdn controlados por el sistema regulador de dos componentes GacS/GacA, una
hipétesis plausible seria que los niveles de ApsA controlaran directa o indirectamente a

dicho sistema regulador global.
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Figura 58. Crecimiento de P. putida KT2440, P. putida KT2440AapaH y P. putida
KT2440AapaHdgacA en AFA. El crecimiento de las cepas en medio M63 utilizando
AFA 2.5 mM como unica fuente de carbono fue determinado mediante el seguimiento
de la Agoo en micro placas, tal y como se detalla en el apartado 3 de Materiales y
Métodos.
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Para profundizar en estos estudios, se construyd una cepa de P. putida KT2440
doble mutante apaH/gacA. La curva de crecimiento de la cepa doble mutante P. putida
KT2440AapaHdgacA (Tabla 1) en AFA como Unica fuente de carbono y energia era
similar a la de la cepa parental, y no mostraba la fase de latencia extendida que
caracteriza a la cepa mutante en el gen apaH (Fig. 58). Este resultado esta de acuerdo
con la hipotesis de que los niveles de ApsA regulan al sistema GacS/GacA resultando
en la induccion de los SRNAs rsm 'y, por ende, del gen rpoS, y en el fenotipo de fase de

latencia extendida que caracteriza a la cepa mutante P. putida KT2440AapaH.
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V1. DISCUSION



V1. Discusién

Los compuestos aromaticos se encuentran presentes de manera ubicua en el
medio ambiente y son por ello una fuente de carbono frecuente para muchos
microorganismos equipados con la maquinaria enzimatica necesaria para Ssu
degradacion. Las rutas metabdlicas para la degradacion microbiana de los compuestos
aromaticos y los mecanismos especificos de regulacién de estas vias catabdlicas han
sido extensamente estudiadas en las Ultimas décadas (Diaz y Prieto, 2000; Prieto et al.,
2004; Rojo y Dinamarca, 2004; Tropel y van der Meer, 2004; Rojo, 2010; Diaz et al.,
2013).

Los microorganismos en su medio ambiente natural generalmente se encuentran
en presencia de una mezcla compleja de fuentes de carbono. Para optimizar su
supervivencia en estas condiciones, los microorganismos regulan la expresion de sus
genes de manera que puedan seleccionar la mejor fuente de carbono disponible en cada
momento. En las bacterias, el fenébmeno de la represion catabdlica se cree que es una
respuesta de ahorro energético mediante la cual los compuestos facilmente
metabolizables, e.g., acidos organicos, azucares, son utilizados con preferencia a los
sustratos mas dificiles de metabolizar o cuyo rendimiento energético es mas bajo, e.g.,
compuestos aromaticos. Los mecanismos por los cuales se produce la represion
catabolica son diversos y han sido bien caracterizados en bacterias como E. coli y B.
subtillis (Deutscher et al., 2006; Park et al., 2006), pero estan menos caracterizados en
otras bacterias de gran relevancia medioambiental como por ejemplo las del género

Pseudomonas (Rojo, 2010).

La represion catabdlica que ejercen algunos compuestos aromaticos sobre el
catabolismo de otros compuestos aromaticos que utilizan rutas periféricas distintas es un
tema de gran interés y que ha sido poco estudiado hasta la fecha. Como se ha
comentado en el capitulo 1.2 de la Introduccién, las bacterias utilizan dos estrategias
basicas diferentes, y que pueden co-existir en la misma célula, para la degradacion
aerobica de compuestos aromaticos, i) las rutas aerobicas clésicas, e.g., ruta del g-
cetoadipato, que involucran intermediarios catecélicos Y ii) las rutas aerdbicas hibridas,
e.g., ruta del AFA y del benzoil-CoA, que generan intermediarios epoxidos derivados
de CoA. Aunque se ha argumentado que las rutas clasicas e hibridas podrian ser

ventajosas cuando la bacteria habita ambientes con alta y baja disponibilidad de
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oxigeno, respectivamente (Diaz et al., 2013; Law y Boulanger, 2003), la significacién
biologica de estos dos tipos basicos de catabolismo y la posible preferencia de uno
sobre otro se desconoce hasta la fecha. Los escasos estudios realizados sobre la
utilizacion bacteriana de mezclas de compuestos aromaticos se han centrado en
compuestos que se degradan via rutas aerobicas clasicas. En este sentido, el trabajo
realizado en Acinetobacter baylyi (Bleichrodt et al. 2010), Cupriavidus necator JMP134
(Donoso et al., 2011), y en la bacteria modelo P. putida (Nichols y Harwood, 1995)
revelan que el benzoato es una fuente de carbono preferente al 4HBA, si bien ambos

compuestos se catabolizan a través de la misma ruta central del s-cetoadipato.

Hasta la realizacion de esta tesis no se habia explorado la posible regulacion
cruzada entre una ruta aerébica hibrida y una ruta aerébica clasica que involucra
intermediarios catecolicos. Estos estudios podrian contribuir sin duda a esclarecer la
preferencia de un tipo de catabolismo sobre otro, y aportarian informacion interesante
para tratar de explicar la existencia de rutas hibridas especificas que co-existen con las
mas extendidas rutas aerdbicas clasicas. Por ello, en el presente trabajo se ha abordado
por primera vez el estudio del efecto del AFA, como ejemplo paradigmatico de
compuesto que se degrada via ruta aerdbica hibrida, sobre el metabolismo de otras
fuentes de carbono aromaéticas que utilizan rutas clasicas de degradacion aerobica, tales
como la ampliamente distribuida ruta intradiolica del p-cetoadipato (Harwood y Parales,
1996) o la ruta extradidlica del galato (Nogales, 2011).

I. Metabolismo del AFA versus catabolismo aerdébico clasico en P. putida KT2440.

Como se ha indicado mas arriba, en el presente trabajo uno de los objetivos fue
estudiar si una ruta aerdbica hibrida como es la del AFA era preferente o no a las rutas

catecolicas clasicas en la bacteria modelo P. putida KT2440.

I.1. Efecto del AFA sobre la ruta de degradacion de 4HBA.

Se selecciono6 inicialmente el 4HBA como fuente de carbono aromética
alternativa y modelo de la ruta aerdbica clasica méas ampliamente distribuida (ruta del j-
cetoadipato) (Figs. 5y 7). P. putida KT2440 creciendo en 4HBA muestra una fase de
latencia menor que creciendo en AFA (Fig. 15), lo que indica que en las condiciones
probadas la cepa KT2440 comienza el metabolismo del 4HBA mas rapidamente que el
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del AFA. Este resultado esta de acuerdo con los estudios del consumo de ambas fuentes
de carbono, que revelan un consumo mas rapido del 4HBA que del AFA (Fig. 16). La
fase de latencia més larga durante el crecimiento en AFA podria deberse a que la
degradacion de este compuesto, a diferencia de la del 4HBA, require un consumo inicial
de ATP para la produccion del primer intermediario de la ruta, fenilacetil-CoA (Fig. 6).
El diferente sistema de transporte al interior celular del 4HBA, mediado por la proteina
PcaK que es un MFS simporter aromatico/H" (familia AAHS), y del AFA, mediado por
la porina PaaM vy el transportador PaalL simporter de sodio (familia SSS), también
podria estar implicado en la diferente duracion de la fase de latencia en ambas fuentes
de carbono. Por otro lado, el crecimiento y consumo de AFA muestra un
comportamiento caracteristico en el que se distinguen dos fases separadas por un
intervalo en el que no existe consumo de la fuente de carbono. Asi, en una primera fase
se consume el 50% del AFA pero no se consigue un crecimiento elevado, sin embargo
es durante la segunda fase cuando se alcanza una tasa de crecimiento mayor y
ligeramente superior a la obtenida con 4HBA (Figs. 15 y 16). Estos resultados sugieren
que muy probablemente la primera fase del consumo de AFA no se traduce en un
metabolismo eficaz del compuesto, siendo en la segunda fase cuando éste se mineraliza
eficazmente y se genera la energia y biomasa necesaria para un crecimiento 6ptimo.
Aunque la base molecular de este comportamiento atipico no se conoce todavia, se ha
descrito que en la degradacion del AFA se pueden generar intermediarios toxicos, como
por ejemplo el derivado epoxido, que podrian inhibir la ruta catabdlica tanto a nivel de
las enzimas implicadas en la oxigenacion y des-aromatizacion del epoxifenilacetil-CoA
(Teufel et al.,2012), como a nivel del represor transcripcional PaaX actuando a modo de
antagonistas que contrarrestan el efecto inductor del fenilacetil-CoA (Fernandez et al.
2013). Si la acumulacion de estos intermediarios toxicos en P. putida es la razon de la
existencia de dos fases en el consumo de AFA es una hip6tesis que necesita ser validada

en el futuro.

Cuando se analiza el crecimiento de P. putida KT2440 en la mezcla
4HBAJ/AFA, se observa que es similar al obtenido con AFA pero con una fase de
latencia més corta (Fig. 15). El consumo de AFA y 4HBA (Fig. 16) revel6 que ambos
estdn siendo eliminados del medio de cultivo, sugiriendo asi que existe un co-
metabolismo de ambos compuestos en la cepa KT2440. La utilizacion de AFA en la

mezcla (Fig. 16C) se ve claramente favorecida respecto a la que se observa cuando se
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utiliza este compuesto como fuente de carbono Unica (Fig. 16B), ya que se adelanta en
2h, sugiriendo que el metabolismo del 4HBA favorece el consumo del AFA. Por otro
lado, el consumo de 4HBA en la mezcla (Fig. 16C) es méas lento que cuando se utiliza
como fuente de carbono unica (Fig. 16A), sugiriendo que el AFA ralentiza el consumo
de 4HBA. Es durante la segunda fase de consumo de AFA, cuando ya se ha consumido
la mayor parte del 4HBA, cuando se alcanza la mayor tasa de crecimiento de P. putida
KT2440 en la mezcla (Fig. 16C).

Todos estos resultados estan de acuerdo con la hipdtesis de que el AFA y el
4HBA se consumen simultaneamente en P. putida, siendo el metabolismo del 4HBA
una fuente de energia que acelera el consumo inicial de AFA. No obstate, el co-
metabolismo de ambas fuentes de carbono ralentiza el consumo de 4HBA, lo que podria
ser un reflejo de que la maquinaria metabolica de P. putida esta siendo compartida por
ambas rutas catabodlicas y de que el AFA ejerce un efecto represor sobre la ruta del
4HBA.

Para profundizar en el estudio del efecto del AFA sobre la ruta del 4HBA, se
analizd la expresion de dos actividades enzimaticas claves de dicha ruta, i.e., la
actividad PobA (4-hidroxibenzoato 3-monooxigenasa) de la ruta periférica que
convierte 4HBA en protocatecuato, y la actividad PcaGH (protocatecuato 3,4-
dioxigenasa) de la ruta central del f-cetoadipato que transforma el protocatecuato en
intermediarios del ciclo del TCA (Fig. 7), cuando P. putida KT2440 se cultiva en la
mezcla 4HBA/AFA. Se observé que el AFA ejerce un significativo efecto inhibidor de
la actividad PobA y PcaGH (Figs. 17 y 18). Para determinar si el efecto represor del
AFA sobre las actividades enzimaticas de la ruta del 4HBA podria implicar un control
de los genes pob y pca especificos de la rama del protocatecuato, se realizaron estudios
de expresion génica. Estos estudios revelaron que los niveles de expresion de los genes
pobA, pcaH y pcaK disminuyen en presencia de AFA (Figs. 19-21), lo cual indica que
el metabolismo del AFA ejerce un efecto a nivel transcripcional sobre la expresion de

los operones pob/pca implicados en la degradacion de 4HBA en P. putida KT2440.

Como se ha indicado anteriormente, existen pocos estudios sobre la expresion de
rutas catabdlicas cuando las bacterias utilizan mezclas de compuestos aromaticos. En P.
putida KT2440 el benzoato se degrada de manera preferente al 4HBA en la mezcla. Se
ha determinado que el benzoato ejerce un efecto represor sobre la expresion del gen
pcaK, que codifica el transportador especifico de 4HBA, lo que explica que se consuma
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el benzoato de forma preferente al 4HBA (Nichols y Harwood, 1995). Para confirmar si
el efecto represor del AFA sobre la ruta del 4HBA pudiese ser debido también a la
represion observada del gen pcaK (Fig. 21), se sobreexpresé dicho gen transportador en
P. putida y se analizo la actividad PobA de la cepa recombinante cultivada en la mezcla
AFA/4HBA. Los resultados obtenidos revelaron que la sobre-expresion del gen pcaK
no impide el efecto represor del AFA sobre la actividad PobA (Fig. 23), sugiriendo que
el transporte de 4HBA no estd implicado en la represion de la ruta del 4HBA por parte
del AFA. En C. necator se ha descrito un mecanismo diferente para explicar la
represion del benzoato sobre la ruta 4HBA. En esta bacteria, el benzoato es capaz de
inhibir la expresion del gen pobR, el cual codifica un activador transcripcional de la ruta
del 4HBA (Donoso et al., 2011). Cuando se analizd la expresion del gen pobR en P.
putida KT2440 tampoco se observo ninguna diferencia significativa cuando las células
se cultivaban en 4HBA o en la mezcla 4HBA/AFA (Fig. 24). Todos estos resultados
sugieren que el efecto del metabolismo del AFA sobre la expresion de la ruta del 4HBA
no esta mediado por ninguno de los dos mecanismos descritos hasta la fecha y que

explican el consumo preferente de benzoato sobre 4HBA en P. putida y C. necator.

Para determinar si el efecto represor del AFA sobre la ruta del 4HBA se debe al
propio AFA o requiere el metabolismo de éste, se utilizd un mutante de P. putida
incapaz de metabolizar AFA. Asi, la inactivacion del gen paaF, que codifica la
fenilacetato-CoA ligasa (PP_3279) que inicia la ruta de degradacion activando AFA a
fenilacetil-CoA (Fig. 6), reveld que es necesario el catabolismo del AFA para que tenga
lugar una inhibicion significativa de la actividad PobA (Fig. 25). Por su parte, el 4HBA
no alterd los niveles del expresion del gen paaG (PP_3278), que codifica una de las
subunidades de la epoxifenilacetil-CoA monooxigenasa de la ruta de degradacién de
AFA (Fig. 6), en bacterias cultivadas en la mezcla 4AHBA/AFA (Fig. 22).

En resumen, los resultados presentados revelan por primera vez que el AFA 'y
4HBA se co-metabolizan en P. putida, si bien el metabolismo del AFA reprime
parcialmente la expresién de los operones pob/pca implicados en la degradacion de
4HBA (Fig. 59). Por su parte, el metabolismo del 4HBA facilita el consumo de AFA en
la mezcla, probablemente aportando la energia necesaria para que se inicie el consumo
de AFA.
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1.2. Efecto del AFA sobre la ruta de degradacion de galato: implicacion del gen

apaH.

Para analizar si el efecto del AFA es mas general y causa también represion de
otras rutas aerobicas clésicas en P. putida KT2440, se estudio su influencia sobre la ruta
gal responsable de la degradacién, via ruptura extradiolica, de galato (Fig. 8). Para ello,
se monitorizo la expresion de los genes gal mediante el analisis de la actividad de los
promotores catabolicos Pt y Pg. Los resultados obtenidos revelaron que cuando P.
putida KTGAL se cultiva en presencia de la mezcla galato/AFA, existe una significativa
represion de los promotores Pt y Pg respecto a la actividad observada cuando las células

usan galato como unica fuente de carbono (Fig. 26).

En conclusion, los resultados obtenidos en esta tesis cuando P. putida se cultiva
en mezclas de compuestos aromaticos sugieren que el metabolismo del AFA causa un
efecto represor general sobre las rutas aerdbicas clasicas, efecto que se ha demostrado

en este trabajo con las rutas centrales del S-cetoadipato y la del galato (Fig. 59).

pcaC

Figura 59. Efecto represor del metabolismo del AFA sobre las rutas aerobicas
clasicas de degradacion de 4HBA y galato en P. putida KT2440. Los genes pob/pca
y gal de las rutas de degradacion de 4HBA y galato (GA), respectivamente, se indican
con flechas gruesas azules. En naranja se detallan los genes o promotores en los que se
ha demostrado el efecto represor del AFA. Las actividades enzimaticas ensayadas y
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reprimidas por el AFA, i.e., 4-hidroxibenzoato-3-monooxigenasa (PobA) vy
protocatecuato 3,4-dioxigenasa (PcaGH), se indican con cilindros verdes.

Para intentar conocer la base molecular de la represion que ejerce el AFA sobre
la expresion de los genes gal, se procedio a la busqueda de mutantes defectivos en dicha
represion. Para ello, se utilizo un sistema de seleccion de mutantes generados mediante
integracion al azar del mini-transposon Tn5 en P. putida KTGAL conteniendo el
sistema reportero Pr::lacZ. Este sistema de seleccion ha permitido el aislamiento de
cuatro clones mutantes en los que no se observa la represion del AFA sobre el promotor
Pr (Fig. 27), y en los que se ha identificado el gen en el que ha tenido lugar la
integracion del mini-transposon Tn5 (Tabla 4). De los 4 mutantes identificados, el que
posee una insercion en el gen apaG, P. putida KTGAL-14, se ha seleccionado para su
posterior estudio. Aungue el gen apaG codifica una proteina de funcién desconocida, se
ha descrito que podria interaccionar con el ApsA (Plateau y Blanquet, 1994), una
alarmona que controla distintas funciones celulares y condiciones de estrés (Bochner et
al., 1984; Johnstone y Farr, 1991; Monds et al., 2010). La proteina ApaH es la principal
hidrolasa que actta sobre el dinucledtido Ap,A originando dos moléculas de ADP (Fig.
29) y por lo tanto, es una enzima clave en el control de los niveles de este dinucleétido
en la célula (ver apartado 3.1 de la Introduccion). Dado que los genes apaG y apaH
parecen co-transcribirse en el genoma de P. putida KT2440 (Fig. 28), se considerd
probable que el fenotipo de no represion por AFA fuese debido a la inactivacion del gen
apaH debido a los efectos polares causados por la insercion del mini-transposén Tn5 en
el gen apaG. Para confirmar si la ausencia de represion catabdlica de los genes gal por
AFA en P. putida era debida a la inactivacién del gen apaH, se procedidé a la
interrupcion insercional de éste. Dado que la cepa resultante, P. putida KTGALdapaH,
no mostraba represion de la fusion Pr::lacZ cuando las células se cultivaban en
presencia de AFA y galato (Fig. 30), se pudo concluir que el gen apaH esta de alguna
forma implicado en el fenébmeno de represion de los genes gal mediado por AFA.
Ademas, cabe mencionar que la cepa mutante P. putida KTGALdapaH mostraba un
claro retraso en el crecimiento en compuestos aromaticos tales como el AFA, siendo la
primera vez que se describe la implicacion del gen apaH y, por ende, muy posiblemente
del ApsA, en el control del catabolismo de compuestos aromaticos en bacterias. La base

molecular que subyace al control del metabolismo de P. putida KT2440 por la alarmona
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Ap,A ha sido el objetivo del segundo capitulo tematico de esta tesis y sera tratado en el

apartado Il de esta discusion.

1.3. Utilizacion del modelo iJN1411 para el estudio del crecimiento de P. putida

KT2440 en distintos compuestos aromaticos

Hasta la fecha solo se habia descrito una inhibicion del AFA sobre la ruta
periférica sty que convierte el estireno en dicho compuesto aromatico (O’Leary et al.,
2001; del Peso-Santos et al., 2006). El efecto represor del AFA sobre otras rutas
centrales de degradacion de compuestos aromaticos es, por ello, un resultado novedoso
que permite especular con la ventaja que puede tener la evolucion de una ruta aerébica
hibrida, como la del AFA, sobre las rutas aerébicas clésicas que implican intermediarios
catecolicos. Para explorar sobre la posible ventaja que pueda tener la utilizacion de AFA
frente a la de otros compuestos aromaticos que se degradan via rutas aerobicas clasicas,
se procedio a realizar un estudio tedrico sobre el rendimiento energético derivado del
metabolismo de todos los compuestos arométicos que P. putida KT2440 puede utilizar

como fuente de carbono (Jiménez et al, 2010) (Fig. 60).

Como se observa en la figura 60, el modelo predice que los compuestos que se
degradan por la via aerébica hibrida, como es el caso del fenildecanoato, feniletilamina,
feniletanol, fenilacetaldehido y el propio AFA, son capaces de producir un numero
mayor de moléculas de ATP por molécula de carbono y, en teoria, generan un
crecimiento mayor que el resto de los compuestos aromaticos que se degradan por vias
aerobicas clasicas. Este estudio teorico esta de acuerdo con la hipétesis de que el AFA
es una buena fuente de carbono para P. putida, lo que explicaria la represion que ejerce
sobre la ruta del 4HBA y GA demostrada experimentalmente en este trabajo.
Igualmente esta de acuerdo con el hecho de que el metabolismo del benzoato reprime el
catabolismo de 4HBA en P. putida. Cabe mencionar el resultado obtenido para la
fenilalanina, una fuente de carbono que puede mineralizarse tanto por la via clasica del
homogentisato (Arias-Barrau et al., 2004) como por la via del AFA (Herrera et al,
2010), y que el modelo predice que genera un significativo mayor rendimiento

energético cuando se cataboliza a través de la ruta aerdbica hibrida del AFA (Fig. 60).
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Figura 60: Rendimiento energético del metabolismo de compuestos aromaticos
segun el modelo iJN1411. Para el analisis tedrico se utilizo el modelo iJN1411 el cual
fue analizado mediante FBA implementado en la herramienta "COBRA toolbox™ como
se explica en el apartado 18 de Materiales y Métodos. Tanto la tasa especifica de
crecimiento (GR) como la produccion de ATP fueron maximizados utilizando como
Unica restriccion el consumo (1 mmol/g peso seco.h) de la fuente de carbono. Ratio
(ATP) y ratio (GR) representan la produccion de ATP y la velocidad de crecimiento,
respectivamente, por &tomo de carbono de cada una de las fuentes de carbono utilizadas.
Se considera 1 el valor del ratio utilizando AFA.

Como se ha descrito, la ruta aerdbica hibrida del AFA implica una serie de
reacciones similares a las de la g-oxidacion de &cidos grasos (Fig. 6) (Olivera et al, 1998,
Teufel et al., 2010, 2012), lo que la diferencia claramente de las rutas aerdbicas clasicas
utilizadas para la degradacion de un gran nimero de compuestos aromaticos. Por otro
lado, en P. putida KT2440 se ha determinado que los &cidos grasos son una fuente
preferente de carbono (Escapa et al. 2012). De hecho, y en buena concordancia con las
observaciones experimentales, el ratio ATP (1.3) y el ratio GR (1.6) predichos utilizando
octanoato como fuente de carbono fueron significativamente mas altos que los predichos
con otras fuentes de carbono no aromaticas, tales como la glucosa (ratio ATP, 1; ratio
GR, 1.4) o el succinato (ratio ATP, 0.8; ratio GR, 1.0). Estas observaciones apuntan a una

posible explicacién de por qué el AFA es una fuente de carbono preferente a otros
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compuestos aromaticos que se degradan a través de las rutas aerdbicas clasicas en P.
putida KT2440.

Il. Caracterizacion molecular de los efectos de la inactivacion del gen apaH en P.
putida KT2440.

Como se ha comentado en el apartado 1.2 de la Discusion, en esta tesis se
identifico por primera vez que la inactivacion del gen apaH alteraba el control del
metabolismo de fuentes de carbono aromaticas en P. putida. Como se indica en el
capitulo 3.1 de la Introduccion, el aumento transitorio de los niveles de ApsA en la
célula conlleva cambios fisiol6gicos importantes, fundamentalmente orientados a la
defensa ante condiciones de estrés (Bochner et al., 1984; Johnstone y Farr, 1991; Fuge y
Spencer, 1993). La inactivacion del gen apaH en distintas bacterias causa efectos
pleiotropicos tales como la pérdida de movilidad y quimiotaxis, incremento en la
formacion de biofilm, menor resistencia al choque térmico, estrés oxidativo o
exposicion a luz ultravioleta, alteraciones de algunas actividades metabdlicas, menor
resistencia a los antibioticos, menor invasion y adhesién a células eucariotas, etc.
(Leveque et al., 1990; Johnstone y Farr, 1991; Fuge y Farr, 1993; Ismail et al., 2003;
Hansen et al., 2008; Monds et al., 2010).

No obstante, pese a que la relacion entre los altos niveles de ApsA vy la
modulacion del metabolismo celular son bien conocidos, ain no se conoce la verdadera
naturaleza de esta relacion ni los mecanismos moleculares que la controlan. Es por esto
que en esta tesis nos propusimos descifrar mediante abordajes fenotipicos, moleculares
y de biologia de sistemas la compleja respuesta celular consecuencia de la inactivacion
del gen apaH en P. putida. El estudio de protedmica de P. putida cultivada en AFA
revel6 cambios significativos cuando se compard el perfil de proteinas de la cepa
parental KT2440 con el de la cepa mutante KT2440AapaH (Tablas 6, 7, y S1). Las 117
proteinas inducidas y 55 reprimidas en la cepa mutante P. putida KT2440AapaH se
pueden agrupar en distintas categorias funcionales (Tablas 6 y 7; Fig. 61) que implican
a los tres programas celulares basicos, i.e., programa morfologico, metabolico y de
estrés, que se han descrito en el apartado 3 de la Introduccion. Estos tres programas,
complementarios y necesariamente interconectados para ofrecer una respuesta

coordinada ante condiciones adversas, se discuten de forma detallada mas abajo.
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Figura 61. Grafico representativo de las proteinas alteradas en el proteoma de P.
putida KT2440AapaH respecto a la cepa control P. putida KT2440. A, grupos
funcionales de proteinas que ven inducida su expresion en el proteoma de P. putida
KT2440AapaH. B, grupos funcionales de proteinas que ven reprimida su expresion en
el proteoma de P. putida KT2440AapaH.

1.1 Efecto de la mutacion en el gen apaH sobre el programa morfoldgico de P.

putida KT2440: movilidad y produccién de biofilm.

Los estudios de proteémica indicaban que la cepa mutante P. putida

KT2440AapaH posee alterados los niveles de expresion de un buen nimero de

150



proteinas de la envoltura celular (Tablas 6 y 7). Pese a que tanto la morfologia como el
tamarfio de las células carentes de un gen apaH funcional es aparentemente similar al de
las células parentales (Fig. 31), la alteracion en la expresion de gran cantidad de
proteinas involucradas en la sintesis/remodelacion de lipidos de membrana,
peptidoglicano y exopolisacaridos (e.g., PP_1786, PP_1792, PP_3134) (Nilsson et al.
2011) sugiere cambios significativos en el programa morfoldgico del mutante apaH.
Dos fenotipos directamente relacionados con el programa morfoldgico, i.e., movilidad y
produccién de biofilm, fueron analizados en la cepa parental y en la cepa mutante apaH.

La movilidad de las cepas P. putida KT2440 y P. putida KT2440AapaH fue
analizada mediante experimentos de tipo "swimming™ (movilidad mediada por el flagelo
polar o movilidad profunda) y "swarming” (movilidad superficial en medios
semisolidos) (Matilla et al., 2011). Los resultados obtenidos mostraron que P. putida
KT2440AapaH presenta una disminucién de la movilidad tipo swiming y swarming
(Fig. 33). En P. putida KT2440 se ha descrito que la pérdida de movilidad, asi como el
aumento en la formacion de biofilm, esté relacionada con el aumento de los niveles de
di-GMPc mediados por la hiperproduccién de la proteina PP_4959, un regulador de
respuesta con motivos GGDEF/EAL que estd regulado por el factor sigma RpoS
(Matilla et al., 2011). Los resultados de protedmica revelan que la proteina PP_4959
esta ciertamente incrementada méas de tres veces en P. putida KT2440AapaH con
respecto a la cepa parental (Tabla 6), lo cual estd de acuerdo con la pérdidad de
movilidad observada en el mutante apaH.

Por otro lado, en un mutante apaH de P. fluorescens Pf0-1 los altos niveles de
Ap,A se han asociado a un incremento en la biosintesis de novo de purinas (GTP), lo
que a su vez se traduciria en un incremento en la biosintesis de di-GMPc, cuyos niveles
alcanzan un valor 10 veces mas alto que en la cepa parental (Monds et al., 2010). En
este sentido, en la cepa P. putida KT2440AapaH la proteina PP_1037, anotada como
PurL y por lo tanto implicada en las primeras etapas de la biosintesis de purinas, se
encuentra inducida unas dos veces respecto a los valores detectados en la cepa parental
(Tabla 6), lo cual sugiere que la sintesis de purinas podria estar incrementada facilitando
la formacién de di-GMPc a través de ciclasas tales como PP_4959.

Por otra parte, mientras que en E. coli la mutacion del gen apaH causa una
disminucion de la transcripcion del factor sigma F (gen fliA o rpoF) que controla los

genes de movilidad y quimiotaxis (Farr et al., 1989), en P. putida KT2440AapaH la
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expresion del gen fliA (PP_5108) no parece estar alterada (Tabla 10), y tampoco se
observan cambios apreciables en las proteinas que constituyen la flagelina (datos no
mostrados). Estos resultados indican, por tanto, que la pérdida de movilidad observada
en la cepa KT2440AapaH aparentemente no son debidos a alteraciones en la expresion
de los genes que codifican el aparato flagelar sugiriendo, por el contrario, que la
movilidad reducida podria estar relacionada con aspectos desconocidos del aparato

flagelar en Pseudomonas y/o con un estado energético subéptimo.

Como se ha indicado en el apartado 3 de la Introduccion, la movilidad y la
formacion de biofilm son dos procesos vitales que estan controlados, de forma inversa,
por los niveles de di-GMPc en la célula. Asi, niveles elevados de di-GMPc causan una
reduccion de movilidad y un aumento en la formacion de biofilm (Jiménez et al., 2012).
El estudio de la formacion de biofilm revelé que la cepa mutante KT2440AapaH
presenta una mayor formacion de biofilm que la cepa parental KT2440 (Figs. 34 y 35),
lo que esta de acuerdo con la menor movilidad del mutante. En P. fluorescens Pf0-1 el
mutante apaH también presenta una mayor formacién de biofilm (casi el doble) que la
cepa parental. En esta bacteria se ha propuesto que la activacion de la formacién de
biofilm estd mediada por el incremento de los niveles de di-GMPc, el cual
interaccionaria con la proteina LapD receptora de di-GMPc y promoveria la
localizacion de la adhesina LapA en la membrana externa (Monds et al., 2010). En P.
putida la sobreproduccion de la ciclasa PP_4959, que supone un incremento en los
niveles celulares de di-GMPc, aumenta los niveles de LapA y por ende la formacion de
biofilm (Matilla et al., 2011). En esta tesis, los resultados de protedmica revelan que
tanto la proteina PP_4959 como la PP_0168 (LapA) ven aumentada su expresion en la
cepa KT2440AapaH (Tabla 6), sugiriendo un mecanismo de formacion de biofilm
similar al ya descrito en otras Pseudomonas y basado en el incremento en los niveles de
di-GMPc y en ciertas adhesinas como LapA.

Estos resultados en su conjunto nos han permitido determinar que la mutacién en
el gen apaH en P. putida KT2440 provoca una respuesta morfoldgica clara que implica
una mas que probable remodelacion de la envoltura celular, asi como el cambio de un
modo de vida libre a otro sésil mediado por una disminucion de movilidad y un
aumento de la formacién de biofilm, procesos que responden a un aumento en los
niveles de di-GMPc en la célula. (Fig. 62).
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Figura 62. Esquema de la respuesta morfoldgica propuesta en P. putida
KT2440AapaH. La mutacion en el gen apaH de P. putida KT2440 provoca el aumento
de Ap;A y con ello una respuesta morfoldgica que esta mediada en gran medida por un
aumento de la sintesis de di-GMPc (circulo verde) facilitado por la induccion de las
proteinas PurL y PP_4959. Por un lado, el aumento de los niveles de di-GMPc provoca
una reduccion de la movilidad. Por otra parte, el di-GMPc interacciona con la proteina
LapD promoviendo la localizacion de la proteina LapA en la membrana celular, y
ocasionando un incremento en la formacion de biofilm. Por otro lado, el aumento de
Ap4A provoca la induccion de proteinas implicadas en la sintesis de exopolisacaridos,
lo que también facilitan la formacion de biofilm. Los simbolos + y - indican un efecto
activador o represor, respectivamente. La flecha punteada representa la posible
induccion de la transcripcion de los genes lap, que resultaria en el aumento de LapA. En
recuadros amarillos se indican las proteinas cuya induccion se ha confirmado en los
experimentos de protedmica.

V

11.2 Efecto de la inactivacion del gen apaH en el programa metabdlico de P. putida
KT2440.
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Uno de los fenotipos mas caracteristicos del mutante P. putida KT2440AapaH
es su retraso en el crecimiento en las diferentes fuentes de carbono y energia utilizadas
(Figs. 37 y 38). Si bien se habia descrito que los mutantes apaH de S. typhimurium y P.
fluorescens tienen una fase de latencia ligeramente incrementada en medios ricos,
(Ismail et al. 2003; Monds et al., 2010), este fenotipo no se habia estudiado en detalle ni
validado en medios minimos con diferentes fuentes de carbono. En esta tesis hemos
determinado que la deficiencia en el crecimiento de P. putida KT2440AapaH no esta
determinada por la velocidad especifica de crecimiento sino por la fase de latencia del
cultivo que se incrementa en todas las fuentes de carbono utilizadas, especialmente
cuando se utilizan los compuestos aromaticos como Unica fuente de carbono y energia.
La complementacion del mutante con el gen apaH revierte parcialmente el fenotipo de
fase de latencia extendida (Fig. 39), confirmando que se trata de un efecto producido
por la inactivacion del gen apaH.

La fase de latencia es una caracteristica especifica de cada microorganismo, y en
ultima instancia refleja la capacidad de éste para reemprender el crecimiento después de
superar unas condiciones ambientales adversas. La duracion de la fase de latencia, por
tanto, es dependiente de diversos factores, tanto externos como internos, tales como la
propia fuente de carbono y la capacidad de la bacteria para detectar y responder a las
nuevas condiciones. La transicion de fase estacionaria a medio fresco y la consiguiente
recuperacion de la fase de latencia se caracteriza por un incremento rapido en los
niveles celulares de ATP y GTP (recuperacion energética) que facilita el subsiguiente
aumento en la sintesis de rRNA y proteinas (recuperacion funcional) (Murray et al.,
2003). La fase de latencia se puede acortar cuando se afiaden aminoacidos al medio de
cultivo, lo que vuelve a indicar la importancia de la respuesta estricta para la
recuperacion de las células y la salida de la fase de latencia (Flardh y Kjelleberg. 1994).
Los resultados obtenidos con la cepa mutante P. putida KT2440AapaH sugieren por
primera vez que los altos niveles de ApsA podrian modular la respuesta estricta
dificultando la salida de la fase de latencia.

Para tratar de conocer la base molecular del efecto del ApsA sobre el
metabolismo de P. putida, se realizaron distintos tipos de abordajes experimentales. Los
resultados de los experimentos de proteomica revelaron por primera vez que la
inactivacién del gen apaH ocasiona un significativo cambio en los niveles de expresion
de enzimas que intervienen en el metabolismo central de P. putida asi como en la

induccion de ciertas isoenzimas que no se expresan en las condiciones habituales de
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crecimiento de la cepa parental (Tablas 6 y 7). La utilizacion del modelo iJN1411 y de
los modelos especificos de condiciéon han permitido predecir in silico y comparar los
flujos metabolicos en reacciones claves para el metabolismo energético de la cepa
mutante y la parental (Figs. 43-47). Asi, se ha predicho que existe una clara reduccion
del flujo metabdlico a traves de la NADH deshidrogenasa | en la cepa KT2440AapaH
(Fig. 46), lo que concuerda con el hecho de que dos de las subunidades de este complejo
enzimatico (subunidades G y B) se encuentren reprimidas en la cepa mutante (Tabla 7).
El flujo reducido a través de la NADH deshidrogenasa podria ser reflejo de un
desequilibrio en la disponibilidad de equivalentes reductores necesarios para la
produccion de ATP durante la fosforilacion oxidativa en la cepa mutante apaH. La
induccion de isoenzimas del TCA que utilizan quinonas en lugar de NAD+ como
aceptor de electrones, e.g., malato deshidrogenasas dependientes de quinonas (PP_1251
y PP_2925) y la reducida actividad del TCA predicha (Tabla 6), podria ser indicativo de
este hecho. Sumado a la reduccion del flujo a través de la NADH deshidrogenasa |, se
predijo también un flujo reducido en la cepa KT2440AapaH a través de la citocromo
oxidasa terminal (Cyo) y la ATP sintasa (Fig. 46), lo cual sugeria una menor produccién
de ATP en esta cepa debido a la menor fuerza proton motriz predicha como
consecuencia de estas alteraciones. La determinacion de los niveles de ATP en las cepas
P. putida KT2440 y KT2440AapaH permitié confirmar experimentalmente que la
inactivacion del gen apaH causa una disminucion del contenido de ATP total en la
célula (Fig. 49). Ademas, cuando se predijo el consumo de oxigeno (Fig. 47) y se valor6
éste experimentalmente (Fig. 50), se confirmd una significativa reduccion en la cepa
mutante apaH, sugiriendo que la disminucién en los niveles de ATP se debe a la menor
produccion, y no a un mayor consumo, de éste en P. putida KT2440AapaH. En
conclusién, el conjunto de estos resultados confirma que la cepa P. putida
KT2440AapaH posee un estado energético suboptimo. Dado que la prediccion del flujo
metabolico en cuatro reacciones del TCA (citrato sintasa, aconitasa, succinato
deshidrogenasa y fumarasa) estaba reducido un 20-30% en la cepa mutante apaH (Fig.
43), y que la utilizacion del agente FCCP (desacopla la fosforilacion oxidativa de la
cadena de transporte de electrones) no permitié la recuperacion del consumo de oxigeno
en la cepa mutante, parecia concluirse que el estado energético comprometido en P.
putida KT2440AapaH era consecuencia de un bloqueo metabdlico del TCA con la
consiguiente disminucion en la produccion de poder reductor (NAD(P)H).
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La reducida capacidad de P. putida KT2440AapaH para generar poder reductor
y energia podria explicar los distintos fenotipos observados. En particular, un estado
energético comprometido sin duda afectard negativamente a la adaptacion a nuevas
condiciones de crecimiento y, por consiguiente, conllevara a una extension de la fase de
latencia de los cultivos. Esta situacion podria revertirse, al menos parcialmente, si se
aportase al mutante apaH una fuente alternativa de energia. Con este fin, se analizd la
fase de latencia de P. putida KT2440AapaH cultivada en AFA y suplementada con
fuentes de carabono que generan poder reductor via TCA, e.g., succinato, o de forma
rapida ¢ independiente del TCA, e.g., octanoato (via B-oxidacion) y glucosa (via
gluconato en periplasma). Mientras que el succinato fue incapaz de reducir la fase de
latencia en AFA, tanto la glucosa y, especialmente, el octanoato redujeron
significativamente la fase de latencia del mutante apaH (Fig. 51). Estos resultados estan
de acuerdo con la hipotesis de que el TCA esta parcialmente blogueado en el mutante
apaH, y que la generacion de poder reductor por otras vias metabdlicas puede rescatar
al mutante de su estado energético subdptimo. Otra forma de compensar el estado
energético deficitario de la cepa P. putida KT2440AapaH seria facilitar la induccion de
las rutas metabdlicas necesarias para la degradacion de la fuente de carbono utilizada.
En este sentido, la construccion de la cepa doble mutante P. putida
KT2440AapaHdpaaX, que expresa la ruta de degradacion de AFA de forma constitutiva
y por ello no requiere del gasto energético inicial para su induccién en presencia de
AFA, permitio una reduccion significativa de la fase de latencia en AFA (Fig. 48), lo
que esta de acuerdo, una vez mas, con la hipétesis de que la fase de latencia extendida
es un reflejo de un estado energético deficiente.

Para tratar de conocer con mas detalle la(s) etapa(s) del TCA que podia estar
alterada en la cepa mutante P. putida KT2440AapaH, se comput6 in silico la tasa de
crecimiento de mutantes simulados en iJN1411 en cada una de las reacciones que
constituyen el TCA (Fig. 52), y se compar6 con la duracion de la fase de latencia
observada en las diferentes fuentes de carbono probadas (Tabla 5). Con este abordaje se
identific6 la fumarasa como la etapa del TCA mas susceptible de estar
bloqueada/alterada en la cepa mutante apaH. Las fumarasas son enzimas que catalizan
la conversion reversible de fumarato a L-malato. Se han descrito dos clases de
fumarasas atendiendo a su estructura nativa, estabilidad térmica y requerimiento de

metales. Las fumarasas clase I, como FUumA y FumB, son homodimeros termolabiles,
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sensibles al oxigeno y requieren hierro para su actividad. Las fumarasas clase 11, como
FumC, son homotetrameros termoestables, insensibles al oxigeno y que no requieren de
ningun cofactor para su actividad. En bacterias, FumA es la fumarasa principal del ciclo
del TCA. En P. fluorescens y E. coli, FumC reemplaza a FumA en condiciones de estrés
oxidativo, siendo fundamental para mantener el TCA activo en dichas situaciones
(Chenier et al., 2008). En P. aeruginosa se han identificado dos genes que codifican
fumarasas clase Il, fumC1 y fumC2, y un gen que codifica una fumarasa clase I, fumA,
(Winsor et al., 2009). En el genoma de P. putida KT2440 se identifica una fumarasa
FumA y dos fumarasas FumC (FumC1 y FumC2). Los datos de proteémica revelan que
mientras que los niveles de la proteina FumA (PP_0897) (Tabla S1), se encuentran
disminuidos 1,3 veces en la cepa KT2440AapaH, los de FumC2 se incrementan 4 veces
con respecto a los de la cepa parental (Tabla 6). Los datos de actividad fumarasa (Fig.
53) asi como los estudios de la expresion del gen fumC2 (Fig. 54) también sugerian que
FumC2 reemplaza a FUmA en la cepa mutante apaH. Este reemplazamiento podria ser
en Ultima instancia responsable del bloqueo en el TCA observado en la cepa
KT2440AapaH ya que, pese a no disponer de datos cataliticos de las fumarasas en P.
putida, es bien conocido que la fumarasa FumA tiene mayor eficiencia catalitica que
FumC. Asi por ejemplo, en E. coli FumA presenta una K, para el fumarato
significativamente menor que FumC (0.15 vs 0.39 mM) y una Vnax Significativamente
mayor (6.6 vs 1.0 UMOlfumarato)-Min"".MQproteinay - (Wo0ds et al., 1988). No obstante,
seran necesarios estudios futuros bioquimicos y metabolémicos para poder demostrar
que en el mutante P. putida KT2440AapaH: i) FumA esta parcialmente inhibida, ii)
FumC2 es menos eficaz que FumA, vy iii) el flujo a través de la actividad fumarasa esta
efectivamente disminuido en la célula, lo que conllevaria a un blogueo del TCA y a una
subsequente acumulacion de fumarato intracelular.

Merece la pena destacar el hecho de que el mutante P. putida KT2440AapaH
muestra, en general, una reduccion en los niveles de proteinas ribosomales (Tablas 7 y
S1), sugiriendo asi una menor sintesis proteica. Este hecho es significativo dado que
sugiere que unos niveles intracelulares altos de Ap4A no sélo estarian interfiriendo con
la salida de la respuesta estricta dificultando la produccion de ATP (recuperacion
energetica) sino también a nivel de la sintesis de proteinas (recuperacion funcional).
Estos dos factores, un estado energético subdptimo y una deficiente sintesis de proteinas
en las etapas iniciales del crecimiento darian por tanto cuenta de la fase de latencia

extendida que presenta esta cepa mutante.
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Es interesante destacar que aunque el mutante apaH posee menores niveles de
las proteinas Paa implicadas en el catabolismo del AFA (Tabla 7). La velocidad de
crecimiento en AFA del mutante es similar a la de la cepa parental (Fig. 38). Por otro
lado, una reduccién de los niveles de ciertas proteinas en el mutante apaH tampoco
implica necesariamente que el flujo metabdlico a traveés de dichas rutas cambie
significativamente con respecto a la cepa parental. Asi, aunque la cepa P. putida
KT2440AapaH posee una significativa reduccion de las dos enzimas clave del ciclo del
glioxilato, i.e., las proteinas isocitrato liasa (AceA) y malato sintasa (GlcB) (Tabla 7), la
prediccion del flujo metabolico a través del ciclo del glioxilato no se vio afectada en el
mutante apaH (Fig. 43). El ciclo del glioxilato esta fuertemente inducido en P. putida
KT2440 cuando se cultiva en feniletilamina y es clave para metabolizar las unidades de
dos carbonos (acetil-CoA) resultantes de la degradaciéon de este compuesto via AFA
(Kim et al., 2006). Por tanto, dado que el 6ptimo funcionamiento de dicho ciclo es clave
para un metabolismo eficaz de la feniletilamina y AFA, el hecho de que el flujo
metabdlico del ciclo del glioxilato predicho para el mutante apaH no se vea afectado (a
pesar de que los niveles de proteinas son claramente inferiores) esta de acuerdo con el
hecho de que la velocidad de crecimiento en AFA de la cepa parental y del mutante
apaH sea similar (Fig. 38), y sugiere que una menor expresion de estas proteinas no
supondria un impedimento para alcanzar tasas de crecimiento Optimas en fase
exponencial de crecimiento.

En conclusion, el incremento en los niveles de ApsA en el mutante P. putida
KT2440AapaH genera un remodelamiento general del programa metabdlico de la célula
que afecta al metabolismo de aminoécidos, a diferentes sistemas de Oxido-reduccion
implicados en la regeneracion de poder reductor, y también al TCA como principal
suministrador del poder reductor de la célula (Tablas 6 y 7) (Fig. 63). Por otro lado, el
remodelamiento del metabolismo central en el mutante apaH genera un estado
energeético suboptimo y una mas que posible reduccidn en la sintesis de proteinas, lo que
ocasionaria la fase de latencia extendida cuando el mutante inicia su crecimiento en
medio de cultivo fresco. Un remodelamiento metabdlico similar podria ocurrir de forma
transitoria en la cepa parental cuando los niveles de ApsA se incrementan en respuesta a
condiciones nutricionales adversas y a la disminucion de aminoacidos subsiguiente, una
respuesta que presenta significativas similitudes con la respuesta estricta mediada por el

ppGpp. Una vez salvadas estas condiciones adversas, los niveles de ApsA disminuirian
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como consecuencia de la actividad ApaH, y las bacterias volverian a desarrollar su
metabolismo tradicional que es mas energéticamente favorable.

En cualquier caso, una vez que el mutante apaH ha iniciado el crecimiento,
incluso aunque muestre un menor consumo de oxigeno y produccion de ATP, es capaz
de alcanzar una tasa de crecimiento similar a la de la cepa parental en las distintas
fuentes de carbono probadas (Figs. 37-38). Esta observacion sugiere que incluso un
estado energético deficiente y una menor sintesis proteica no necesariamente implica
una menor tasa de crecimiento especifica una vez que la bacteria ha superado la fase de
latencia inicial y se encuentra en fase exponencial de crecimiento. Estas observaciones
estan también de acuerdo con la idea de que una buena parte de la energia que obtienen
las bacterias del metabolismo no la dedican al crecimiento sino que la emplean para
disponer de los recursos necesarios cuando las condiciones ambientales cambiantes
requieran la adaptacion a nuevos ambientes/nutrientes. De hecho, la reciente irrupcion
de estudios de distribucién de flujos, tanto in vivo como in silico, estd empezando a
cuestionar la tradicional hipotesis que sugeria que la maximizacion de la tasa especifica
de crecimiento es el principal objetivo bioldgico de las bacterias en la fase exponencial
de crecimiento. Asi por ejemplo, Schuetz y colaboradores comparando flujos
metabdlicos determinados in vivo con predicciones in silico de 9 bacterias diferentes,
descartaron la velocidad de crecimiento como Unico objetivo bioldgico bacteriano en
fase exponencial de crecimiento en favor de un multiobjetivo bioldgico (Schuetz et al,
2012). De este modo, se pudo concluir que los flujos metabdlicos operan cerca de un
Optimo de Pareto, el cual estaria definido por 3 objetivos contrapuestos y que compiten
entre si: i) produccion de ATP, ii) crecimiento celular y iii) suma minima de flujos
absolutos (minima variacion de flujos entre diferentes condiciones). Este multiobjetivo
fue sugerido como el éptimo para asegurar una prediccion de flujos mas cercana a la
realidad y para responder apropiadamente al compromiso que suponen dos importantes
retos bacterianos como son, i) la optimizacion metabdlica bajo una condicion de
crecimiento dada y ii) el minimo ajuste metabolico para la adaptacion de una condicién
de crecimiento a otra diferente. En otras palabras, fue sugerido que el metabolismo
bacteriano opera sacrificando una parte de los recursos que se podrian obtener en una
condicion ambiental bien definida (en forma de una excesiva produccion de ATP y/o
poder reductor y/o sintesis proteica) en favor de una rapida y menos costosa adaptacion
a unas nuevas condiciones.Por lo tanto, la alteracion metabolica consecuencia de la

pérdida de un gen apaH funcional en P. putida y caracterizada por una menor
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produccién de ATP, poder reductor y presumiblemente menor sintesis proteica, hace
operar el metabolismo de la cepa P. putida KT2440AapaH lejos del 6ptimo de Pareto.
En consecuencia, aunque el mutante apaH puede crecer a la misma velocidad que la
cepa parental en fase exponencial, ve extremadamente comprometida su capacidad de
adaptacion a nuevas condiciones ambientales como refleja su fase de latencia extendida.
El peso de cada uno de los objetivos sugeridos por Schuetz y colaboradores en su teoria
de optimizacién multiobjetivo es posible que sea dependiente de la fase de crecimiento
con objeto de optimizar el metabolismo en cada una de estas fases. Por ejemplo, parece
intuitivo pensar que en fase exponencial la maximizacion del crecimiento sea el
principal componente. Por tanto, uno podria argumentar que los niveles de ApsA
podrian estar modulando el peso de cada uno de estos objetivos, no s6lo modulando el
metabolismo ante condiciones ambientales cambiantes, sino también en funcion de la
fase de crecimiento. No obstante, la comprobacién de esta hipétesis requiere de futura

demostracion experimental.
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Figura 63. Esquema de los cambios propuestos en el programa metabdlico alterado
del mutante P. putida KT2440AapaH. Las flechas finas rojas indican disminucion y
las azules aumento respecto a la situacion observada en la cepa parental. El incremento
propuesto en los niveles de fumarato permitiria el disparo de una compleja cascada de
regulacién (ver apartado 111.3)
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11.3 Efecto de la inactivacion del gen apaH en el programa de estrés de P. putida
KT2440.

Los estudios de proteémica revelaron que entre las proteinas mas inducidas en el
mutante P. putida KT2440AapaH se encontraban proteinas de respuesta a estrés
oxidativo, tales como las catalasas PP_0115 (KatE) y PP_3668 (KatG), posibles
peroxidasas, como PP_4021, o alquilhidroperoxidasas como PP_0089, PP_3639
(AhpD), y PP_2422 (Tabla 6). Estos resultados sugerian que la inactivacion del gen
apaH induce en la célula una situacion similar a la originada por estrés oxidativo. Cabe
destacar que incluso la cepa parental muestra un cierto nivel de expresion de proteinas
de estrés oxidativo (Tabla S1), lo cual estd de acuerdo con resultados previos que
indican que el crecimiento en compuestos aromaticos induce una respuesta de estrés
oxidativo en las bacterias (apartado 3 de Introduccion) (Santos et al., 2004, Kim et al.,
2006).

El estrés oxidativo se produce por la exposicion de un organismo a oxigeno o a
otras moléculas altamente oxidantes, en ocasiones generadas por el propio metabolismo
aerobico (Halliwell y Gutteridge, 1984). El oxigeno es una molécula altamente reactiva
que puede ser reducida parcialmente para generar especies reactivas de oxigeno (ROS).
Las bacterias han desarrollado diferentes tipos de respuestas a estrés oxidativo y existen
evidencias de la conservacién funcional y estructural de los componentes implicados en
dicha respuesta a lo largo de la evolucion (Aruoma y Halliwell, 1998). Algunas
sustancias quimicas, como la menadiona, pueden atravesar la membrana celular
facilmente y generar el ion superoxido (O,7). El anién superdxido no es por si solo un
radical muy reactivo, pero da lugar a otras ROS que si son altamente reactivas y toxicas.
La destruccion del anion superdxido tiene lugar a través de las reacciones en las que
intervienen las enzimas superéxido dismutasa y catalasa (Halliwell y Gutteridge, 1984).
Cuando se compara el crecimiento de P. putida KT2440 y KT2440AapaH en presencia
de menadiona, se observa que el mutante apaH es incapaz de crecer (Fig. 36), indicando
gue dicha mutacion genera hipersensibilidad al estrés oxidativo ocasionado por la
menadiona. En este sentido, en P. fluorescens también se ha descrito que la mutacion
apaH genera mayor sensibilidad al estrés oxidativo ocasionado por el perdxido de
hidrogeno (Monds et al., 2010). La mayor sensibilidad a otros tipos de estrés, como el
estrés térmico, también se ha descrito para los mutantes apaH de E. coli, S. typhimurium

y P. fluorescens (Johnstone y Farr., 1991; Monds et al., 2010).
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Es bien conocido que las chaperonas moleculares son inducidas bajo variadas
condiciones de estrés, tales como estrés osmotico y térmico (Mason et al., 1999; Cho et
al., 2000; Giuffrida et al., 2001; Park et al., 2001; Leichert et al., 2003; Prasad et al.,
2003). Especificamente, la respuesta de E. coli frente a estrés térmico esta regulada por
el factor 6% codificado por el gen rpoH conservado en bacterias Gram-negativas (Rosen
y Ron, 2002). c* regula la expresion de proteinas involucradas en plegamiento,
reparacion y degradacion de proteinas, entre las cuales se encuentran las chaperonas
DnaK y GroEL. En P. putida KT2440AapaH la expresion del gen rpoH no difiere de la
observada en la cepa parental P. putida KT2440 (Tabla 10). Se ha descrito que la
molécula Ap;A tiene afinidad para unirse a varias chaperonas, tales como Dnak,
GroEL, C45, E89 y C40, e influencia el estado de fosforilaciéon de alguna de ellas, e.g.,
DnaK (Johnstone y Farr, 1991). Asi, mientras que en E. coli el nivel de fosforilacion de
DnaK se incrementa tras un choque térmico, en los mutantes apaH el alto nivel de
fosforilacion de DnaK es constitutivo a 30°C (Johnstone y Farr, 1991). La mayor
sensibilidad al calor o a la luz ultravioleta en el mutante apaH se revierte parcialmente
mediante la introduccién de un plasmido que expresa el gen clpB (codifica la proteina
Hsp100), sugiriendo que la dosis multicopia de ClpB es capaz de reducir los niveles de
Ap.,A (Farr et al. 1989). El hecho de que Ap.A es sintetizado en la célula cuando ésta se
somete a distintos tipos de estrés (oxidativo, térmico o de escasez de nutrientes)
coincide con gue en esas mismas condiciones se inducen las chaperonas DnaK, GroEL
y ClpB. De todas estas chaperonas sélo ClpB (PP_0625) aumenta en el proteoma de la
cepa mutante P. putida KT2440AapaH unas 1.5 veces (Tabla S1). Los mutantes apaH,
como ya hemos mencionado, son mas sensibles que la cepa parental a distintos estreses,
lo que coincide con el hecho de que los mutantes en dnaK o groEL también sean mas
sensibles a la muerte por esos agentes. Curiosamente, la sintesis de Ap4A esta retardada
respecto a la de las chaperonas de estrés, lo que esta de acuerdo con que ApsA no es una
alarmona de estas situaciones de estrés pero es capaz de interaccionar y modular la
funcién de las proteinas de estrés (Tanner et al., 2006). En una célula normal, la
interaccion de ApsA con las chaperonas le permitiria a la célula un nivel basal de
actividad (estructural y metabdlica) en condiciones de estrés, y conllevaria a una
inhibicién de la actividad de estas Gltimas una vez desempefiada su funcion durante la
fase de estrés, lo que le facilitaria a la célula volver a su situacion normal (Tanner et al.,
2006). Sin embargo, cuando los niveles de ApsA estan elevados de manera constante en
la célula, e,g. mutante apaH, y se produce una situacion de estrés, las chaperonas de
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estrés se inhiben desde el momento de su sintesis y no se puede producir la respuesta de
defensa adecuada, lo que explica que los mutantes apaH sean mas sensibles a dichas
situaciones de estrés (Fuge y Farr, 1993). Por otro lado, en este trabajo se ha
demostrado que el mutante P. putida KT2440AapaH posee un estado energético
comprometido, lo que también dificultaria la recuperacion mediada por las enzimas de

respuesta al estrés oxidativo (catalasas, peroxidasas).

La mayoria de las enzimas implicadas en la respuesta a estrés oxidativo
requieren hierro para su actividad. Por ello, el mantenimiento de los niveles
intracelulares de hierro es fundamental para el buen funcionamiento de estas proteinas.
Curiosamente, el mutante P. putida KT2440AapaH mostrd una significativa induccion
de bacterioferritinas (PP_ 4856, PP_1082) (Tabla 6) o proteinas de almacenamiento de
hierro. Por otro lado, las bacterioferritinas también se han visto implicadas en la
respuesta a estrés oxidativo ya que minimizan el efecto toxico del hierro al impedir su
acceso al oxigeno y a otros factores ROS (Carrondo, 2003).

Si bien en la naturaleza el hierro es abundante, en ecosistemas aerobicos y bajo
condiciones medioambientales normales, el hierro tipicamente existe en su forma férrica
insoluble (Fe**) dificultando asi su accesibilidad a los microorganismos (Moon et al.,
2008). Es por ello que numerosas bacterias han evolucionado sistemas de transporte de
alta afinidad, e.g, siderdforos, para la captacion de hierro (Andrews et al., 2003). Asi,
las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas cuando se cultivan bajo condiciones
limitantes de hierro son capaces de producir, entre otros, el sideréforo fluorescente
amarillo-verdoso denominado pioverdina, el cual posee una elevada afinidad por hierro
(Meyer, 2000; Ravel y Cornelis., 2003). Los genes de la produccidn, internalizacion y
reciclaje de pioverdina se agrupan en tres clusters en el genoma de distintas cepas de
Pseudomonas tales como P. entomophila L48, P. putida KT2440 (Matthijs et al., 2009)
y P. aeruginosa (Lamont y Martin, 2003). Se han descrito 26 genes en P. putida
KT2440 encargados de la produccién y reciclaje de pioverdina (genes pvd) y del
funcionamiento de captura de hierro (genes fpv). Uno de los genes de captura de hierro
es fpvA, el cual codifica un receptor de membrana externa de ferripioverdina
(pioverdina-Fe®*) (Beare et al., 2003). FpvA actla internalizando al periplasma el
complejo pioverdina-Fe**, del cual posteriormente se libera el hierro en su forma Fe®* y
se transporta al citoplasma. En la cepa mutante P. putida KT2440AapaH la proteina

FpvA aumenta su produccién unas 2,5 veces (Tabla 6), sugiriendo que la captacion de
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este metal estd incrementada en dicho mutante (incluso cuando se cultiva un medio no
limitante en hierro), lo que también estd de acuerdo con los mayores niveles de
bacterioferritina comentados anteriormente. Curiosamente, la cepa mutante P. putida
KT2440AapaH mostré una reducida capacidad de producir pioverdina cuando se
cultivé en un medio deficiente en hierro, restaurandose los niveles de produccién de este
sideréforo cuando se complementd en trans con el gen apaH clonado en el plasmido
plZapaH (Fig. 32). Este resultado indicaba que la mutacién en el gen apaH afecta
directamente a la produccidn de este sider6foro en condiciones de escasez de hierro, un
resultado similar al previamente descrito para un mutante apaH de P. fluorescens
(Monds et al., 2010). Sin embargo, a pesar de producir menor cantidad de sideréforo en
un medio limitante en hierro, la cepa mutante apaH era capaz de crecer de forma similar
a como lo hacia la cepa parental. Este resultado sugiere que la inactivacion del gen
apaH en P. putida conduce a un incremento en la captacion y acumulacion intracelular
de hierro, lo que a su vez inhibe la normal induccion de la sintesis de sider6foros

cuando la bacteria se cultiva en medios limitantes en hierro.

Uno de los grupos de proteinas que muestran una mayor induccién en el mutante
P. putida KT2440AapaH es el constituido por presuntas enzimas implicadas en el
metabolismo del glucogeno y su probable conversion a trehalosa (Tabla 6). La trehalosa
es un disacarido no reductor que protege a la membrana celular y a las proteinas de la
inactivacién o desnaturalizacion causada por condiciones que generan estrés, tales como
estrés osmotico, por desecacion, por calor o frio, u oxidativo (Singer y Lindquist, 1998;
Arguelles, 2000). En Rhizobacterium leguminosarum la biosintesis de novo de trehalosa
es una respuesta de osmoproteccion frente a la desecacién en las raices de las
leguminosas (Mclintyre et al., 2007). En el mutante apaH de P. putida KT2440 la
biosintesis de trehalosa se activaria como parte del programa de estrés inducido por la
acumulacion de Aps;A. La posible acumulacién de trehalosa en P. putida
KT2440AapaH esta de acuerdo con el hecho de que dicho mutante presente una mayor
resistencia al estrés osmotico que la cepa parental (Fig. 41). El fenotipo de mayor
resistencia al estrés osmotico asociado a la mutacion del gen apaH no se habia descrito
hasta la fecha en ningun organismo, y confirma el papel esencial del ApsA en el control

de la respuesta a distintas condiciones ambientales que causan estres celular.

La ruta de la biosintesis de trehalosa en P. putida no se ha estudiado hasta la

fecha. En P. syringae DC3000 se ha identificado un cluster génico inducido por estrés
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osmotico y que esta implicado en la biosintesis de trehalosa (Freeman et al., 2010). P.
putida KT2440 posee en su genoma un cluster de genes homdlogos a los genes glg (A,
By X), tre (Y, Zy S) y malQ de biosintesis de trehalosa en P. syringae (Fig. 64). Otros
genes presuntamente implicados en el metabolismo del glucdgeno y la trehalosa se
indican también en la figura 64. Como resultado de estos andlisis se postula la
existencia de una conexion entre el ciclo del glucogeno y el de la trehalosa en P. putida
(Fig. 65). Muchos de los productos de estos genes se observan inducidos en el mutante
apaH (Tabla 6), lo que permite sugerir que el metabolismo del glucégeno y su
conversion a trehalosa estan activados como consecuencia de la inactivacion del gen
apaH en P. putida, lo que a su vez explicaria el fenotipo de mayor resistencia al estrés
osmatico en el mutante. EI incremento de la via gluconeogénica en el mutante apaH es
consistente con la induccion de la enzima triosa fosfato isomerasa (TpiA; PP_4715)
(Tabla 6). La mayor resistencia al estrés osmatico del mutante apaH podria conferirle
valor biotecnoldgico ya que, entre otras cosas, dicho mutante podria tener facilitada la

colonizacion de las raices de las plantas o la resistencia a condiciones de desecacion.

glgA treZ. malQ treY glgXx glgB ,TreS2 glgE glgP B
=) [EnEm
PP_4050 PP_4051  PP_4052 PP_4053 PP_4054 PP_4055 PP_4058 PP_4059 PP_4060 PP_5041 PP_5288

135pb 2418pb 169pb

XanA TreS XanA1l
PP_1777 PP_1780 PP_1786 PP_2918 PP_3578

Figura 64. Organizacion de los genes propuestos para la biosintesis de la trehalosa
en P. putida KT2440. Los genes y su funcion predicha son: treS2 y treS, codifican
maltosa-trehalosa isomerasas y maltoquinasas; xanA, xanAl y celB, codifican tres
diferentes fosfoglucomutasas; glgA, codifica la glucégeno sintasa; treZ, codifica una
malto-oligosil-trehalosa hidrolasa; malQ, codifica una amilomaltasa; treY, codifica una
malto-oligosil trehalosa sintasa; glgX codifica una proteina glucdégeno desramificante
y/o isoamilasa; glgB, codifica una 1,4-alfa-glucano ramificante; glgE, codifica una
maltosil-transferasa; glgP, codifica una glucégeno fosforilasa. Los genes PP_1780 y
PP_1786 codifican posibles glicosiltransferasas que también podrian estar implicadas en
la biosintesis de trehalosa. Los nimeros dentro de las flechas representan el nimero de
nucledtidos de cada gen.
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Figura 65. Representacion grafica de la conexién entre el ciclo de la trehalosa y el
del glucdgeno. Las enzimas pertenecientes al ciclo del glucégeno son: 1,
fosfoglucomutasa  (PP_3578, PP_1777, PP _5288); 2, glucosa-1-fosfato-
adeniltransferasa; 3, glucogeno sintasa GIgA (PP_4050); 4, enzima 1,4-alfa-glucano
ramificante GIgB (PP_4058); 5, glucégeno fosforilasa GLCP4 (PP_5041); 6, enzima
glucoégeno desramificante (PP_4055); 7, glucogeno fosforilasa GLCP3 (PP_4041). Las
enzimas del ciclo de la trehalosa son: A, isoamilasa (PP_4055); B, malto-oligosil
trehalosa sintasa (PP_4053); C, malto-oligosil-trehalosa hidrolasa (PP_5051); D,
maltosa trehalosa isomerasa TreS2 (PP_4059); E, maltoquinasa TreS2 (PP_4059); F,
maltosil-transferasa GIgE (PP_4060). En rojo se indican las proteinas inducidas en el
mutante P. putida KT2440AapaH.
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Como se ha indicado en el apartado Il.1, muchas proteinas involucradas en la
biogénesis de la envoltura celular, secrecion y el metabolismo de lipidos vieron
incrementada su expresion en la cepa mutante apaH (Tabla 6), lo que sugiere un intenso
remodelamiento y/o biosintesis de estas estructuras. Algunos de estos cambios en la
envoltura celular constituiran una parte importante de la respuesta de la célula al
programa de estrés inducido por los elevados niveles de ApsA, y tienen una implicacion
directa también en el programa morfolégico.

Un resumen del programa de estrés inducido por los elevados niveles de Ap,A

en el mutante P. putida KT2440AapaH se esquematiza en la figura 66.

genapaH

Ciclo de trehalosa Proteinas de estrés oxidativo Homeostasis Remodelamiento

“catalasas, alquilhidroperoxidasas, etc

Resistenciaa Hipersensibilidad Disminucién Programa
estrés osmético aROS de pioverdina Morfolégico

Figura 66. Programa de estrés activado en P. putida KT2440 como consecuencia de
la inactivacion del gen apaH. La mutacién en el gen apaH provoca el aumento en los
niveles de ApsA, los cuales inducen el programa de estrés en P. putida KT2440
(recuadros verdes).
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I11. Estudio de la cascada de sefializacion/regulacion asociada a la inactivacion del
gen apaH en P. putida KT2440.

Como se ha discutido en los apartados anteriores, P. putida KT2440 activa tres
programas celulares en respuesta al presunto aumento de los niveles de ApsA como
consecuencia de una mutacion en el gen apaH. Estos tres programas celulares son: i) un
programa de respuesta a estrés que permite a la célula detectar y adaptarse a las nuevas
condiciones de crecimiento, ii) un programa morfoldgico relativo a la forma de vida,
transporte de nutrientes y quimica de la superficie celular que acomoda a la célula a las
nuevas condiciones, y iii) un programa de respuesta metabolica que remodela el
metabolismo para dar apoyo a los programas de estrés y morfoldgico mientras optimiza
los recursos existentes ante las nuevas condiciones. Es por tanto que el circuito
regulador y de sefalizacion que detecta y coordina esta respuesta multidimensional
necesariamente tiene que ser complejo y muy probablemente consistente en reguladores

globales que, a su vez, interactlan entre si.

111.1 El sistema regulador de dos componentes GacS/GacA controla la respuesta a

altos niveles de ApsA en P. putida.

El género Pseudomonas se caracteriza por su alta versatilidad y robustez
metabolica, lo cual le permite, no s6lo colonizar multiples habitats, sino también
desplegar una larga bateria de respuestas celulares frente a cambios en su entorno. Un
mecanismo simple de coordinar respuestas complejas y altamente interconectadas es el
uso de factores sigma alternativos que alteran la especificidad de la RNAP permitiendo
una optimizacion de la expresion génica global para responder apropiadamente a
perturbaciones ambientales y/o genéticas (Ishihama, 2000). El hecho de que se hayan
descrito hasta 24 factores sigma en especies del género Pseudomonas, en lugar de los 7
presentes en E. coli, da muestras de esta alta versatilidad y sugiere que la utilizacion de
estos factores sigma en respuesta a alteraciones ambientales especificas es una
estrategia general en Pseudomonas (Yuste et al, 2006). A pesar de que los experimentos
de proteémica no habian identificado ningun factor sigma alternativo significativamente
alterado en la cepa mutante P. putida KT2440AapaH (Tablas 6 y 7), el analisis de
expresion génica mediante RT-PCR cuantitativa si evidencio un incremento en los
niveles del gen rpoS, que codifica el factor de transcripcién RpoS (¢°) (Tabla 10). ¢° es

un factor de transcripcién ubicuo y que ha sido identificado como principal regulador de
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la fase estacionaria en bacterias. Asi, en P. putida KT2440 la proteina RpoS controla la
expresion de al menos 50 péptidos que normalmente son expresados cuando las células
se someten a un periodo transitorio de escasez de nutrientes (Ramos-Gonzélez y Molin,
1998). Adicionalmente, RpoS ha sido descrito como principal responsable de la
respuesta general a estrés en bacterias (Samiguet et al., 1995, Hengge-Aronis, 2002). El
andlisis de la expresion de otros factores sigma que podrian ser responsables de algunos
de los fenotipos observados en P. putida KT2440AapaH, o de fenotipos descritos en
otros mutantes apaH, tales como rpoH (factor de transcripcion responsable de la
respuesta a choche térmico), rpoN (responsable de la expresion de genes del
metabolismo secundario, entre otros), y rpoF (responsable de sintetizar el aparato
flagelar), no mostraron alteraciones significativas, apuntando a RpoS como principal
factor de transcripcion implicado en detectar y responder a los altos niveles de ApsA
predichos como consecuencia de la inactivacion del gen apaH.

El incremento de expresion del gen rpoS en la cepa KT2440AapaH explica, en
gran medida, algunos de los fenotipos observados en dicha cepa mutante. Asi por
ejemplo, se sabe que RpoS es responsable de la transcripcién del regulador de respuesta
codificado por el gen PP_4959 (Matilla et al, 2011), lo que esta de acuerdo con el hecho
de que esta proteina se encuentre significativamente inducida en el mutante apaH
(Tabla 6). Como se ha discutido anteriormente (apartado 11.1), el producto génico
PP_4959 es responsable de incrementar los niveles intracelulares de di-GMPc en P.
putida promoviendo la formacion de biofilm y reduciendo, entre otros, la movilidad de
esta bacteria (Fig. 62) (Matilla et al, 2011). Es por tanto razonable pensar que RpoS es
un elemento regulador responsable, en gran medida, de los cambios observados en el
programa morfologico de la cepa KT2440AapaH (apartado 11.1) (Fig. 67).

En distintas Pseudomonas se ha identificado a RpoS como principal regulador
de la respuesta a estrés oxidativo (Stockwell y Loper, 2005). En P. putida se ha descrito
que una cepa deficiente en rpoS esta menos protegida frente a situaciones que inducen
estrés oxidativo que la correspondiente cepa parental (Tarassova., et al, 2009). Dado
que este fenotipo se revierte mediante la sobreexpresion de enzimas tales como la
superdxido dismutasa o la catalasa, se concluyd que la expresion de estas enzimas se
encuentra bajo el control de rpoS en P. putida, al igual que ocurre en E. coli (Tarassova
et al, 2009; Weber et al, 2005). Entre las proteinas que presentan una mayor induccion
en la cepa P. putida KT2440AapaH se encuentran aquellas presuntamente implicadas

procesos de defensa frente a estrés oxidativo, e.g., catalasa Kate (PP_0115) y
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peroxidasa PP_4021 (Tabla 6), lo que sugiere que estas enzimas también estan
controladas por RpoS y que este regulador controla la respuesta a estrés oxidativo en la
cepa mutante apaH (Fig. 67).

Uno de los fenotipos mas caracteristicos de la cepa P. putida KT2440AapaH es
su mayor resistencia al estrés osmatico (Fig. 41), fenotipo que hasta la fecha no habia
sido asociado a la inactivacion del gen apaH en bacterias, y que muy probablemente
responda a la induccion de la biosintesis de trehalosa en la cepa KT2440AapaH (Fig.
65) (ver apartado 11.3 de la Discusion). Dado que RpoS se ha visto implicado en la
proteccion frente a estrés osmotico en Pseudomonas (Suh., et al, 1999), parece
razonable asumir que la induccion del presunto ciclo de la trehalosa y la consiguiente
resistencia a estrés osmotico en la cepa KT2440AapaH podria deberse al aumento de

los niveles intracelulares de RpoS (Fig. 67).

IIE:> Programa morfolégico

OGN — (+) (+) PP_4959 wemsp 1 di-GMPc
\L; rpoS / \
RpoS | Pbiofilm movilidad

(+)
Programade estrés

*Estrés oxidativo
*Estrés osmotico

Figura 67. Modelo de la cascada de activacion de los programas de estrés y
morfologico mediada por RpoS. El aumento de ApsA (recuadro rojo) en un mutante
apaH genera un aumento de la transcripcion del gen rpoS (flecha gris) lo que
conllevaria un aumento en los niveles de la proteina RpoS (en morado). RpoS, activaria
el programa de estrés y, mediante la induccion de la proteina PP_4959 que sintetiza di-
GMPc, el programa morfoldgico.

A pesar de que la implicacion de RpoS como elemento regulador clave que
controla los programas morfoldgico y de estrés en P. putida KT2440AapaH parece
clara, menos evidente es su implicacion en los cambios del programa metabolico del
mutante apaH. Asi, tras analizar el regulon RpoS descrito en diferentes especies de
Pseudomonas (Schuster et al., 2004), no se ha identificado ninguna proteina de las

inducidas/reprimidas en el mutante P. putida KT2440AapaH y que claramente pudiese
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estar implicada en el subdptimo estado energético de dicha cepa. Esta observacion es
consistente con el hecho de que un doble mutante P. putida KT2440AapaHdrpoS fue
incapaz de revertir la fase de latencia extendida caracteristica del mutante apaH (datos
no mostrados), lo cual sugiere que RpoS no es el Gnico elemento regulador que controla
el programa metabdlico de P. putida KT2440AapaH, y permite especular con la
existencia de un circuito regulador mas global en el que se integraria RpoS controlando

solo alguno de los nodos reguladores.
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Figura 68. Esquema de los mecanismos moleculares que controlan la expresion del
gen rpoS en Pseudomonas. Las flechas azules indican activacion, y las lineas rojas
represion. Las lineas continuas indican un control directo, y las lineas discontinuas un
control indirecto. LCFA, &cidos grasos cadena larga.

Con objeto de profundizar en la cascada de sefializacion y regulacion que detecta
y responde a altos niveles de ApsA en P. putida, se investigaron los diferentes
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mecanismos conocidos en Pseudomonas capaces de alterar la expresion, tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional, del factor sigma RpoS: i) la activacion
transcripcional directa via PrsA (Kojic y Venturi, 2001; Kojic et al, 2002) , ii) la
represion transcripcional indirecta via Cbr/Crc (Dong et al, 2013) v iii) la represion via
Rsm (Whistler et al., 1998; Heeb et al., 2005; Sonnleitner y Haas, 2011) (Fig. 68).
Cuando se analiz6 mediante RT-PCR cuantitativa la expresion del gen psrA, y
del gen crc y sus dos sSRNA no codificantes reguladores, i.e.., crcZ y crcY, no se
observaron diferencias significativas entre la cepa parental P. putida KT2440 y la cepa
mutante KT2440AapaH (Figs. 55 y 56). Estos resultados sugerian que el aumento de los
niveles del gen rpoS en el mutante apaH no estd mediado ni por el activador
transcripcional PsrA ni por el efecto indirecto del regulador post-transcripcional Crc.
Por el contrario, cuando se analizd el nivel de expresion de los genes rsm en ambas
cepas, se observé que si bien los niveles de los genes rsmA, rsmE y rsmL no se
encuentran alterados, el nivel de expresion de dos de sus SRNA no codificantes
reguladores, i.e., rsmX y rsmY, en la cepa mutante es significativamente mayor que en la
cepa parental (Fig. 57). Estos datos estan de acuerdo con estudios previos que revelan
que la proteina RsmA se controla fundamentalmente a nivel post-traduccional mediante
su interaccion con los SRNAs rsm que son los que determinan finalmente los niveles de
RsmA libre para controlar los mMRNAs dianas (Heeb et al, 2002; Kay et al, 2005;
Brencic y Lory, 2009). Ademas, los resultados obtenidos sugieren que RsmA y, por
ende, el sistema global de dos componentes GacS/GacA que controla positivamente los
niveles transcripcionales de los SRNA rsm, esté respondiendo a los niveles elevados de
Ap,A en la cepa mutante apaH y es el responsable de controlar los programas celulares
que se inducen en dicha cepa, incluyendo el control de la expresion del gen rpoS.
Aunque la regulacion del gen rpoS difiere significativamente en E. coli y P. putida, en
ambos organismos existe un control transcripcional y post-transcripcional (Venturi,
2003; Navarro-Llorens et al, 2010). Como se ha indicado anteriormente, en esta tesis se
observa que unos niveles elevados de ApsA en P. putida KT2440 incrementan la
expresion de rpoS a nivel transcripcional (Tabla 10). A pesar de que se han acumulado
sobradas evidencias del control trascripcional de rpoS mediado por la induccién del
sistema GacS/GacA en diferentes Pseudomonas, el mecanismo molecular es
desconocido y pudiera implicar un control indirecto via RsmA (Fig. 68) (Kang et al,
2004; Whistler et al, 1998). Con los resultados aportados en esta tesis no podemos

confirmar si los niveles elevados de ApsA también inducen un control post-
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transcripcional de rpoS, el cual estaria mediado de forma directa por RsmA (Heeb et al,
2005, Sonnleitner y Haas, 2011). Futuros experimentos de cuantificacion de los niveles
de la proteina RpoS mediante técnicas méas sensibles que la protedmica de alto
rendimiento utilizada en este trabajo, permitiran confirmar si los niveles de la proteina
RpoS se incrementan en la cepa mutante apaH como sugieren los experimentos de RT-

PCR cuantitativa.

I11.2 Integracion y coordinacion de los programas celulares via GacS/GacA

El sistema de transduccidon de sefiales Gac (de sus siglas en inglés Global
Activator) esta formado por la histidina quinasa GacS y su regulador de respuesta
asociado GacA, y desempefia un papel regulador central en Pseudomonas (Heeb et al.,
2002; 2005; Kang et al., 2004; Hassan et al., 2010). Asi, se ha descrito que el sistema
GacS/GacA esta implicado en la regulacion de la respuesta a diferentes estreses, en el
metabolismo del carbono y en procesos de movilidad celular (Lapouge et al, 2008),
funciones que se integran en los tres programas celulares claramente alterados en el
mutante apaH de P. putida. Por tanto, parece razonable pensar que el programa de
respuesta a estrés y morfologico en P. putida KT2440AapaH podria ser inducido
mayoritariamente via RpoS por el sistema GacS/GacA, siendo el programa metabélico
controlado principalmente por algun otro regulador global distinto a RpoS vy
perteneciente a la cascada de sefializacion iniciada por el sistema GacS/GacA.

La proteina RsmA es homologa al regulador de almacenamiento del carbono
CsrA (de sus siglas en inglés Carbon Storage Regulator) de E. coli. Las proteinas
RsmA/CsrA son reguladores post-transcripcionales que se unen a mRNAs dianas y
regulan su estabilidad y traduccion. En enterobacterias, la proteina CsrA es un
componente clave del sistema de regulacién global que esta involucrado en la transicion
de fase exponencial a estacionaria (Romeo., 1998; Majdalani et al., 2005). Asi, se ha
descrito que CsrA controla un ndmero importante de procesos biolégicos, no
necesariamente relacionados, tales como movilidad, quorum sensing, estrés oxidativo,
virulencia, metabolismo glicolitico, etc., muchos de los cuales se ven alterados en la
cepa P. putida KT2440AapaH (Fig. 69). Similar papel ha sido atribuido a RSmA en
Pseudomonas (Fig. 69) (Heeb et al, 2002; Heerb et al., 2005; Lapouge et al, 2008;
Brencic y Lory, 2009;). Como se ha indicado mas arriba, la actividad de las proteinas
RsmA/CsrA estd modulada post-traduccionalmente por sRNAs no codificantes,

[lamados rsmY, rsmX, rsmZ en Pseudomonas y csrB, csrC en E. coli, los cuales poseen
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multiples sitios de union para RsmA/CsrA y secuestran a estas proteinas del citoplasma.
(Liu et al., 1997; Weilbacher et al., 2003). En E. coli el sitio de unién consenso para la
proteina CsrA en el extremo 5'del mRNA diana es 5’-RUACARGGAUGU-3" (R es una
purina); ademas para la unién de CsrA es de vital importancia que la estructura del
MRNA diana contenga el motivo GGA de la secuencia consenso en el lazo del blucle
que incluye el sitio de union al ribosoma (RBS). De forma similar, en Pseudomonas se
ha identificado una secuencia consenso de unién de RsmA, 5’-A/UCANGGANGU/A-
3> (N es cualquier nucleétido), con el motivo ANGGA localizado en el lazo del bucle

que incluye el RBS (Brencic y Lory, 2009).

Movilidad Biofilm
di-GMPc
Quorum Patogénesis
Sensing \ /
CsrA/
Estrés —> Virulencia
oxidativo / \
Glicdlisis l Glicogénesis
Gluconeogénesis

Figura 69. Regulacién de procesos bioldgicos controlados por la proteina CsrA, en
E. coli, 0 RsmA, en Pseudomonas. Las flechas rojas indican procesos regulados
positivamente; las lineas azules indican procesos regulados negativamente. Los
procesos afectados por la mutacion del gen apaH en P. putida KT2440 se sefialan con
un recuadro.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y el hecho que RsmA en Pseudomonas
actia fundamentalmente reprimiendo la traduccion de sus mMRNA dianas, es razonable

pensar que parte de las proteinas inducidas en la cepa mutante P. putida KT2440AapaH
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pudieran estar controladas por RsmA. El analisis in silico de la estructura secundaria
predicha para la regiéon 5’ no traducida de los mRNA que codifican las proteinas
inducidas en la cepa mutante apaH mostré que muchos de ellos poseian la secuencia
GGA en el lazo del bucle del RBS (Fig. 70), sugiriendo su posible control post-
transcripcional directo por RsmA. Asi, en el extremo 5’ no traducido de los genes
fumC2 (PP_1755) e icd (PP_4011), los cuales codifican dos proteinas inducidas y
claramente implicadas en el programa metabolico del mutante apaH (ver apartado 3.2.2
Il de resultados), se localizan sendas dianas para RsmA (Fig. 70). lgualmente se
predicen dianas para RsmA en el extremo 5’ no traducido del gen fadE (PP_1893), el
cual codifica la principal acil-CoA deshidrogenasa de P. putida, el gen murF
(PP_1333), que codifica la UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-glutamato-2,6-
diaminopimelato ligasa responsable de una de las primeras etapas de sintesis del
peptidoglicano, el gen osmC (PP_0089), que codifica una probable reductasa de
hidroperdxidos organicos inducida por estrés osmotico, y el gen glgB (PP_4058), que
podria codificar la 1,4-a-glucano ramificante, enzima responsable de sintetizar el
glucogeno ramificado que sirve como precursor para iniciar la sintesis de trehalosa (Fig.
65). El hecho de que la expresion de proteinas implicadas en los programas
morfologico, e.g., MurF, y de respuesta a estrés, e.g., OsmC y GIgB, pueda estar
regulada via RsmA da fe de la compleja respuesta desplegada por la cepa
KT2440AapaH y sugiere un doble control coordinado por el sistema GacS/GacA, i.e.,
un control directo (post-transcripcional) via RsmA y un control indirecto
(transcripcional) via RpoS. Este control multiple permitiria coordinar la respuesta ante
alteraciones en los niveles de ApsA a través de la activacion de diferentes programas

celulares.
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Otro ejemplo de control a distintos niveles es el implicado en el circuito
regulador del metabolismo del hierro. En Pseudomonas, el metabolismo del hierro es
controlado fundamentalmente por el represor Fur (de sus siglas en inglés Ferric Uptake
Regulator). Fur requiere Fe?* como co-represor y se une a sus promotores diana
reprimiendo la transcripcion en condiciones no limitantes de aporte de hierro.
Alternativamente, se ha descrito en P. aeruginosa que Fur controla indirectamente los
genes responsables de la biosintesis del sider6foro pioverdina a través de los
reguladores PchR y PvdS (factor sigma extracitoplasmatico) (Cornelis et al, 2009). No
obstante, la fuerte induccion de los promotores controlados por Fur en mutantes gacA
de diferente especies de Pseudomonas ha revelado que los mecanismos de adquisicion
de hierro controlados por este regulador estan, a su vez, negativamente controlados por
la cascada reguladora GacS/GacA a nivel transcripcional (Hassan et al, 2010). Esta
cascada de regulacion explica uno de los fenotipos observados en P. putida
KT2440AapaH, i.e., la menor produccion de pioverdina en un medio limitante en hierro
(Fig. 32), al tener dicha cepa mutante activado el sistema GacS/GacA debido el
incremento en los niveles de ApsA. El hecho de que no se observen reprimidas las
proteinas involucradas en la biosintesis y metabolismo del hierro en el mutante apaH
muy probablemente sera debido a que en condiciones no limitantes de hierro, como son
las que se utilizaron para recoger las muestras analizadas en protedmica, Fur estara
reprimiendo constitutivamente los genes correspondientes tanto en la cepa parental
como en la cepa mutante. Por otro lado, resulta interesante el hecho de que una diana
para RsmA también fuera predicha en bfr (PP_1082) (Fig. 70), un gen que codifica una
posible bacterioferritina inducida en el mutante apaH. Consideradas en su conjunto,
estas observaciones sugieren que en el mutante P. putida KT2440AapaH los niveles
elevados de ApsA activan el sistema regulador GacS/GacA el cual inducira la sintesis
de bacterioferritinas directamente via RSmA y reprimird la sintesis de pioverdina a

través de una cascada de regulacion mediada por Fur.
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Figura 71. Regulacion cruzada entre la respuesta estricta y el sistema regulador

Csr/Rsm. A. En letras negras se indica el sistema Csr de E. coli, y en letras verdes el

sistema Rsm de Pseudomonas. La elipse azul incluye el sistema regulador de dos

componentes. Los sRNA reguladores se indican en azul. Los reguladores post-
transcripcionales Csr y Rsm se indican con esferas naranjas. Las flechas azules indican
activacion, y las lineas rojas, represion. (Adaptado de Edwards et al, 2011.) B. Posible
diana para RsmA en el extremo 5’ del gen que codifica RelA (PP_1656) en P. putida.

Se detallan el motivo GGA (en morado) en el lazo del bucle del RBS y el codén de

inicio AUG (verde).

o OOOD((((O(((O@@@

=] .
< ™

PP_1656 (relA)

Uno de los fenotipos maés caracteristicos del mutante P. putida KT2440AapaH
es su fase de latencia extendida en diferentes fuentes de carbono, lo que nos ha llevado a
sugerir que los altos niveles de Ap4A estarian dificultando la recuperacién energética y
funcional de las células y, por lo tanto, la salida de la fase de latencia, una situacion que
recuerda a la de la respuesta estricta en bacterias (ver apartado 11.2 de Discusion). En E.
coli se ha descrito que existe una compleja interrelacion entre la respuesta estricta y
CsrA (Fig. 71) (Edwards et al, 2011). Asi, se ha visto que la proteina DksA vy el
incremento en los niveles de ppGpp, que son responsables principales de la respuesta
estricta, activan la transcripcién de los SRNAs CsrB/C hasta diez veces. Este hecho
resultaria en una bajada en los niveles de CsrA libre, una situacién similar a la
ocasionada por el incremento en los niveles de Ap,A (ver mas arriba). Adicionalmente,
la proteina RelA, principal responsable de la sintesis de ppGpp, estd negativamente
regulada por CsrA por lo que la activacién del sistema BarA/UvrY (homdlogo a
GacS/GacA de Pseudomonas) y la consiguiente reduccion de los niveles de CsrA
estarian a su vez potenciando aun mas la respuesta estricta (Fig. 71.) (Edwards et al,
2011). Una interaccidon similar entre la respuesta estricta y el sistema LetS/LetA

(homélogo al sistema GacS/GacA) se ha descrito en Legionella pneumophila (Molofsky
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y Swanson, 2004). Con estos antecedentes, se procediéo a la bdsqueda in silico de
dianas para RsmA en el extremo 5"no traducido del gen relA de P. putida KT2440, y se
identifico un posible sitio de union sugiriendo que, al igual que se ha descrito en E. coli,
el sistema Gac/Rsm actuaria potenciando la respuesta estricta. Por otro lado, cabe
detacar que los niveles del factor de elongacion de la transcripcion GreA, el cual
contribuye a la eficiencia y fidelidad de la transcipcion de sus promotores dianas, entre
otros, los promotores que controlan las proteinas ribosomales y rRNAs (Potrykus et al,
2006; Stepanova et al, 2007), se vieron significativamente reducidos en la cepa mutante
apaH (Tabla 7). Por tanto, la reduccion en los niveles de GreA podria explicar el gran
namero de proteinas ribosomales que se ven reprimidas en la cepa mutante (Tablas 7 y
S1). Por otra parte, es interesante destacar que los promotores que conducen la
expresion de las proteinas ribosomales y rRNAs se controlan de forma antagonica por
GreA y DksA/ppGpp. Asi, mientras GreA estimula su expresion, el sistema
DksA/ppGpp responsable de la respuesta estricta actia reprimiendo la expresion de
estos promotores (Potrykus et al, 2006; Vinella et al, 2012). Tomados en su conjunto,
estas observaciones sugieren que la activacion del sistema Gac/Rsm mediado por los
altos niveles de Ap,A estaria potenciando la respuesta estricta a varios niveles, i)
incrementando la produccion de RelA via menor disponibilidad de RsmA, ii)
contribuyendo mediante el aumento de la sintesis de purinas (como se ha discutido en el
apartado 11.1) a la sintesis de ppGpp, V iii) reduciendo los niveles de GreA. De cualquier
modo, la confirmacién de la relacion entre el sistema Gac/Rsm, la respuesta estricta y

GreA en P. putida requiere de experimentos futuros.

I11. 3 Mecanismo de activacion del sistema GacS/GacA mediado por altos niveles
de Ap4A

Es bien conocido que la activacion del sistema GacS/GacA involucra la
autofosforilacion de GacS y la subsiguiente transferencia del grupo fosfato a GacA
(Goodman et al, 2009). A pesar del extensivo conocimiento de los efectos moleculares
y fenotipicos que provoca una activacion del sistema Gac, las sefiales que desencadenan
su activacion no son del todo bien conocidas. Se ha descrito que la activacion del
sistema Gac ocurre en respuesta a sefiales de secrecidon quimicamente indefinidas que se

producen a alta densidad celular (Heeb et al, 2002; Kay et al, 2005). Igualmente ha sido
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descrito que el sistema Gac esta controlado por dos histidin quinasas huérfanas, RetS y
LadS, de forma antagonica. Mientras que LadS activa a GacS, RetS actuaria como un
represor en la membrana citoplasmaética (Fig. 68) (Goodman et al., 2004).

Aunque con los datos aportados en esta tesis no es posible concluir el
mecanismo por el cual los altos niveles de Ap,A estarian activando al sistema Gac, se
pueden plantear dos posibles escenarios. La posibilidad mas sencilla seria pensar que el
Ap,A fuera la molécula sefial efectora de GacS/GacA (o de alguna de las histidin
quinasas gue la controlan, como LadS y/o RetS). Este mecanismo directo implicaria que
todos los fenotipos derivados de una mutacién apaH serian conducidos estrictamente
por el sistema Gac/Rsm. El hecho de que el doble mutante apaH/gacA restablezca el
fenotipo parental en cuanto a la duracion de la fase de latencia (Fig. 58) podria apuntar
en esta direccidn, pero a falta de una caracterizacion mas exhaustiva de este doble
mutante, la interaccion indirecta entre Ap,A Yy el sistema Gac no puede descartarse. Una
segunda posibilidad es que el efecto de la mutacién apaH sobre el sistema Gac sea
indirecto y esté mediado, por ejemplo, por algun metabolito que se genere como
consecuencia del efecto de altos niveles de ApsA en la célula. En este sentido, se ha
descrito que intermediarios del ciclo del TCA promueven la activacion del sistema Gac
independientemente de la interaccion de RetS y LadS con GacS (Fig. 68). Asi, en P.
fuorescens niveles elevados de fumarato, succinato y a-cetoglutarato, resultantes de una
mutacién en la fumarasa FumA, promueven una fuerte activacion del sistema Gac,
mientras que niveles elevados de piruvato promueven su inactivacion (Takeuchi et al,
2009). En este sentido, la inactivacion de FumA en P. putida KT2440AapaH (Fig. 53)
(ver apartado 11.2), permite especular con un mecanismo en el que el ApsA ejerceria una
activacion indirecta del sistema Gac. Este mecanismo podria implicar la capacidad del
Ap,A de unirse e inactivar diversas chaperonas celulares (Bochner et al., 1984;
Johnstone y Farr, 1991; Fuge y Spencer, 1993). Dado que FUmA es una enzima que
posee un nucleo de Fe-S y se inactiva en presencia de subproductos del metabolismo,
como por ejemplo especies reactivas de oxigeno (Flint et al, 1993; Jang y Imlay, 2007),
podria requerir chaperonas para la regeneracion de su cofactor metélico y el
mantenimiento de su actividad. Asi pues, un posible mecanismo de actuacion del ApsA
seria via inactivacion de chaperonas que ocasionarian una reducida actividad FUmA vy
un incremento en los niveles de fumarato/succinato, con la subsiguiente activacion del

sistema Gac. En cualquier caso, la demostracion experimental de si el mecanismo de
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activacion del sistema Gac por ApsA es directo o indirecto, o incluso si co-existen

ambos mecanismos, requerira futuros experimentos.

111.4 Implicacion del sistema Gac/Rsm en el control catabdlico de la ruta gal de P.

putida.

Dado que la mutacion en el gen apaH fue identificada por evadir el efecto de
represion que ejercia el metabolismo del AFA sobre la expresion de los genes gal en P.
putida (Fig. 30), se procedio a la busqueda de una explicacion molecular a este hecho.
En Pseudomonas el regulador traduccional Crc es el principal responsable de regular el
metabolismo de fuentes de carbono no preferenciales (MacGregor et al, 1996; Rojo,
2010) incluyendo los compuestos arométicos (ver apartado 2.2 de la Introduccién). Crc
es una proteina que une RNA (Moreno et al., 2007) y regula la expresién génica
uniéndose a una secuencia consenso (5° AANAANAA 3°) localizada en las
proximidades del coddn de inicio, dificultando la formacién del complejo de iniciacion
de la traduccion (Moreno et al, 2007; Moreno y Rojo, 2008; Hernandez-Arranz et al,
2013). Como se ha comentado previamente, la actividad de Crc esta controlada en P.
putida por los SRNA crcZ y crcY , los cuales actlian secuestrando a Crc limitando asi la
cantidad de proteina libre para unirse a sus MRNAs dianas (Moreno et al, 2012). La
pérdida de la represion catabdlica de los genes gal por el AFA en la cepa P. putida
KTGALdapaH (Fig. 30) y el hecho de que se hayan encontrado dianas para Crc en los
extremos 5’ no traducidos de los genes galB y galT (Hernandez-Arranz et al, 2013),
sugeria la implicacion de Crc en el fenotipo observado. No obstante, los andlisis de
expresion transcripcional tanto de crc como de sus dos SRNA reguladores, crcZ y crcY
(Fig. 56), asi como los datos de proteémica con la proteina Crc (Tabla S1), no
mostraron diferencias significativas entre la cepa parental y el mutante apaH, lo cual
argumentaba en contra de la participacion de Crc en la represion sobre la ruta gal
mediada por el metabolismo del AFA.

Hfq es una proteina reguladora global cuya principal funcién fisioldgica incluye
el control de la estabilidad de SRNAs y mRNAs, y la regulacién transcripcional de
MRNAs diana mediante SRNAs (Sledjeski et al, 2001; Moll et al, 2003; Sobrero y
Valverde, 2012). Recientemente se ha demostrado que Hfg es ademas una proteina
clave en la interaccion in vitro de Crc con sus mRNAs dianas (Milojevic et al, 2013). A
raiz de este nuevo papel propuesto para Hfg en represion catabolica y dado que se

encontraron reducidos los niveles de esta proteina en la cepa mutante apaH (Tabla 7),
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no se puede descartar que, incluso sin que exista una variacion en los niveles de Crc,
dicha disminucion de los niveles de Hfg fuese responsable de una menor represion
catabdlica del AFA sobre los genes gal mediada por Crc en la cepa mutante apaH.
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% a ruta gal
Hfq/CRC
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Figura 72. Modelo propuesto para la inhibicién del control catabolico de los genes
gal en P. putida KT2440AapaH. Las proteinas Hfq y Crc se indican con esferas
naranjas y azules, respectivamente. La represion que ejerce el complejo Crc/Hfq sobre
los promotores Pg y Pt se indica con el simbolo -. + y -, indica activacion y represion,
respectivamente. Se detallan las posibles dianas de interaccion con Crc en el extremo
5°de los genes galB y galT (en rojo). Las flechas verticales verdes o rojas indican
aumento o disminucion, respectivamente

Los niveles de Hfg en la célula se encuentran estrictamente regulados y parecen
responder a la tasa y fase de crecimiento celular (Kajitani et al, 1994), siendo
significativamente superiores en la fase exponencial de crecimiento con respecto a la
fase estacionaria (Ali Azam et al, 1999). EI mecanismo por el cual los niveles de Hfq se
encuentran disminuidos en la cepa mutante apaH no es del todo evidente, pero si que
parecen correlacionar bien con la induccion del gen rpoS y el deficiente estado
energético del mutante. Sorprende, no obstante, el hecho de que Hfqg esté regulando
positivamente la traduccion de RpoS en E. coli mediado por SRNAs (Soper et al, 2010).
Esto podria indicar que la regulacion de RpoS en Pseudomonas es diferente a la que
ocurre en enterobacterias, como ya ha sido sugerido (Venturi, 2003), o bien que Hfg no

es esencial bajo condiciones donde los SRNAs y el mMRNA que codifica RpoS pueden
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formar un complejo estable por si solos (Soper et al, 2010). Merece la pena destacar que
Hfq estd modulada también por sus SRNA no codificantes dianas, de tal forma que un
incremento en alguno de ellos puede disminuir los niveles de Hfg disponible para otros
procesos. Asi por ejemplo, se ha descrito que Hfg se une a RsmY en sitios distintos y
solapantes a los que lo hace RsmA (Sorger-Domenigg et al, 2007). De esta forma,
aungue no podemos asegurar que la activacion del sistema Gac/Rsm sea la responsable
de reprimir la expresion de Hfq, si que estaria negativamente regulandola mediante su
secuestro a traves de RsmY.

En resumen, si bien la demostracion de la implicacion directa de Crc en la represion de
los genes gal necesita mayor soporte experimental, las dianas Crc identificadas en los
genes galB y galT, y los fenotipos observados en la cepa P. putida KT2440AapaH
parecen indicar que los altos niveles de ApsA predichos como consecuencia de la
inactivacion del gen apaH podrian estar relajando el control catabdlico de la ruta gal a
través de la disminucién de los niveles disponibles de Hfq via activacion del sistema
Gac/Rsm (Fig. 72).

En resumen, los resultados presentados en esta tesis permiten proponer un
modelo del mecanismo molecular de actuacion de la alarmona ApsA y del circuito
regulador asociado, y de como se afectan los programas morfoldgico, metabolico y de
estrés cuando se incrementan los niveles de Ap,A en P. putida (Fig. 73). Ademas, este
trabajo desvela aspectos inéditos tanto del metabolismo como de los sistemas globales
de regulacion que eran desconocidos hasta la fecha en un organismo modelo como es P.
putida KT2440, y cuyo estudio detallado requirira sin duda un gran esfuerzo
experimental futuro. Asimismo, la cepa P. putida KT2440AapaH constituye un nuevo
sistema modelo muy interesante para el estudio de los mecanismos moleculares basicos
de adaptacion de las bacterias frente a diferentes condiciones de estrés (nutricional,
oxidativo, etc.). En este sentido, la posible utilizacién del mutante apaH como huésped
para la expresion de genes que so6lo se inducen bajo condiciones de estrés celular supone
una aplicacién biotecnoldgica a los estudios y al conocimiento que se deriva de esta
tesis. Ademas, la menor represion catabolica y la resistencia a ciertas condiciones de
estrés, e.g., estrés osmotico, observadas en la cepa P. putida KT2440AapaH son
aspectos que incrementan el valor biotecnolégico de esta cepa para diferentes

aplicaciones industriales.
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Figura 73. Modelo del circuito regulador que detecta y responde a alteraciones en
los niveles de la alarmona ApsA en P. putida. En flechas grises se muestra la red
reguladora, mientras que con flechas negras se indica la red metabdlica propuesta. Se
muestran con linea continua las interacciones directas, mientras que las indirectas se
muestran con lineas discontinuas. Los diferentes elementos implicados en el circuito
regulador se muestran como circulos (metabolitos), cilindros (proteinas) y cuadrados
(SRNAs no codificantes). Aquellos elementos que aumentan su nivel intracelular y/o
son activados se muestran en verde, mientras que los que ven reducida su concentracion
0 son reprimidos se indican en rojo.
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VII. CONCLUSIONES



V11 Conclusiones

1. Laruta hibrida de degradacion de AFA causa represion de las rutas clasicas de
degradacion aerdbica de compuestos aromaticos, tales como la ruta del 4HBA
y la del galato, sugiriendo que el AFA y otros compuestos que se degradan via
fenilacetil-CoA a través de reacciones similares a las de p-oxidacion de &cidos

grasos, son fuentes de carbono aromaticas preferentes en P. putida KT2440.

2. La inactivacion del gen apaH, que codifica la principal hidrolasa de la
alarmona Ap,A en bacterias, reduce significativamente la represion que ejerce
el catabolismo del AFA sobre los genes gal responsables de la degradacion de
galato en P. putida KTGAL, sugiriendo que los niveles de ApsA estan

modulando algunos fendbmenos de represion catabolica en P. putida.

3. Lainactivacién del gen apaH ocasiona efectos pleiotrépicos en P. putida. Asi,
por un lado, ocasiona una reduccion de la movilidad celular, de la produccion
de pioverdina y de la resistencia al estrés oxidativo, y por otro lado, un
incremento de la formacién de biofilm y resistencia al estrés osmético, asi
como una caracteristica fase de latencia extendida de los cultivos cuando se

utilizan diferentes fuentes de carbono.

4. Mediante un abordaje de biologia de sistemas utilizando protedmica, estudios
de transcripcion cuantitativa y estudios de distribucion de flujo utilizando el
modelo metabolico 1IJN1411, se ha confirmado a nivel molecular que la
inactivacion del gen apaH afecta tanto a los programas de estrés y morfoldgico
como al programa metabélico de P. putida.

5. Una de las principales consecuencias de la inactivacion del gen apaH en P.
putida es el remodelado del metabolismo central y la induccion de isoenzimas
poco habituales en la célula, lo que provoca un estado energético subéptimo
que podria explicar la fase de latencia extendida asi como otros fenotipos

relacionados con los programas de estrés y morfolégico.

6. El gen rpoS, que codifica el factor sigma alternativo RpoS de respuesta a
estres, parece desemperfiar un papel central en la cascada de regulacion que
responde a la inactivacion del gen apaH, y que implica también a los rsm

SRNA y el sistema regulador global GacS/GacA en P. putida.
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7. Los resultados presentados en esta tesis abren campos de investigacion futura
sobre el papel del Ap,A como molécula sefial central que controla las redes
reguladoras y metabdlicas en bacterias, y como un elemento importante a
considerar en el futuro para el disefio de microorganismos con diferentes

aplicaciones biotecnologicas.
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I X. Material Suplementario.

Tabla S1
NUmero Anotacion funcional pl Masa Expresion pValue
de acceso tedrica
PP_ (Da)
PP_0006 yidC gene product 8,80 61880 1,88 1,62E-02
PP_0011 dnaN gene product 516 40693 1,01 4,65E-01
PP_0013 gyrB gene product 5,64 89975 -1,85 1,74E-02
PP_0017 transcriptional regulator MvaT, P16 subunit 6,61 13484 1,07 4,33E-01
PP_0018 hypothetical protein 5,72 31216 -1,17 1,48E-01
PP_0060 glyS gene product 5,12 75066 -1,25 8,07E-03
PP_0061 glyQ gene product 5,00 36001 -1,11 4,26E-01
PP_0068  def gene product 5,26 19398 1,23 3,42E-01
PP_0072 qor-1 gene product 7,70 34203 1,51 6,25E-04
PP_0074 aroE gene product 5,24 29271 1,09 3,98E-01
PP_0082  trpA gene product 5,17 28465 -2,12 3,41E-02
PP_0083 trpB gene product 5,94 44018 -1,05 3,10E-01
PP_0085 hypothetical protein 9,58 18200 4,50 1,06E-03
PP_0086 hypothetical protein 6,97 7954 1,63 2,32E-02
PP_0089 osmC gene product 6,11 14567 7,00 5,82E-04
PP_0096 prIC gene product 5,20 75674 1,86 1,10E-02
PP_0100 cynT gene product 6,29 25984 1,05 4,19E-01
PP_0112 metal ABC transporter substrate-binding protein 6,92 27694 2,83 2,05E-03
PP_0115 katE gene product 6,21 78057 39,67 3,24E-05
PP_0123  polA gene product 5,24 99546 -1,05 4,43E-01
PP_0153 hypothetical protein 11,11 8249 3,00 9,45E-02
PP_0167 toxin secretion ATP-binding protein 7,24 78534 2,00 7,92E-02
PP_0168  surface adhesion protein 4,12 887687 3,15 1,76E-02
PP 0183 glutathione S-transferase 5,57 24423 1,13 3,91E-01
PP_0184  argH gene product 5,41 52028 1,15 3,09E-01
PP_0186 hemC gene product 5,27 33420 -1,58 6,60E-02
PP_0194  algP gene product 10,53 32281 1,22 2,00E-01
PP_0202 hypothetical protein 6,84 16038 1,86 1,46E-01
PP_0213 gabD gene product 5,42 51517 1,26 1,31E-02
PP_0214  gabT gene product 5,85 44796 1,25 5,76E-02
PP_0227  cystine transporter subunit 7,69 28738 1,76 1,43E-01
PP_0234  oprE gene product 5,43 48287 1,15 3,05E-01
PP_0235 IsfA gene product 5,68 23933 2,33 8,50E-02
PP_0245 S1 RNA-binding domain-containing protein 8,57 94246 -2,33 1,98E-01
PP_0246 ompR gene product 5,87 27475 1,00 5,00E-01
PP_0258 LysM domain/BON superfamily protein 5,44 15606 2,57 2,90E-02
PP_0268 oprQ gene product 580 47758 -1,44 4,46E-02
PP_0282 amino acid ABC transporter substrate-binding 5,46 27851 1,00 5,00E-01
protein
PP_0287  AsmA family protein 5,80 80228 2,23 7,41E-02
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PP_0289
PP_0292
PP_0296

PP 0321
PP_0336
PP_0338
PP_0339
PP_0340
PP_0356
PP_0357
PP_0362
PP_0364
PP_0366
PP_0368
PP_0387
PP_0389
PP_0397
PP_0403
PP_0420
PP 0422
PP_0425
PP_0428
PP_0432
PP_0433
PP_0436
PP_0440
PP_0442
PP_0443
PP_0444
PP_0445
PP_0446
PP_0447
PP_0448
PP_0449
PP_0450
PP_0451
PP_0452
PP_0453
PP_0454
PP_0455
PP_0456
PP_0457
PP_0458
PP_0459
PP_0460
PP_0461

hisB gene product
hisA gene product

glycine/betaine ABC transporter substrate-binding

protein
threonine aldolase

msrA gene product

aceF gene product

aceE gene product

gInE gene product

glcB gene product

ACT domain-containing protein
bioB gene product

bioH gene product

bioD gene product
acyl-CoA dehydrogenase
rpoD gene product

rpsU gene product

serine protein kinase PrkA
surA gene product

trpG gene product

trpC gene product

OsmC family protein
histidine triad (HIT) protein
argC gene product
iron-sulfur cluster insertion protein ErpA
tyrS gene product

tuf gene product

nusG gene product

rplK gene product

rplA gene product

rplJ gene product

rplL gene product

rpoB gene product

rpoC gene product

rpsL gene product

rpsG gene product

fusA gene product

tuf gene product

rpsJ gene product

rplC gene product

rplD gene product

rplW gene product

rpIB gene product

rpsS gene product

rplV gene product

rpsC gene product

rplP gene product
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5,91
5,15
6,22

5,44
4,92
5,42
5,56
5,40
5,64
4,77
5,53
5,03
5,42
5,62
4,92
10,79
5,74
5,40
5,82
4,95
5,95
5,80
6,30
4,57
5,59
5,22
6,00
9,81
9,50
9,43
4,74
5,57
6,80
11,14
10,15
5,13
5,22
9,77
9,94
9,73
9,87
11,14
10,62
10,12
10,05
11,35

23405
25890
34547

38044
24549
55620
99269
109365
78298
19011
38925
26327
23857
65499
69353
8365
73737
49052
21663
30414
15133
12720
36255
14392
44260
43468
20035
14857
24236
17676
12592
150898
154701
13718
17567
78768
43451
11745
22589
21798
10893
29651
10342
11904
25709
15364

-1,59
-1,40
1,67

-1,38
1,38
1,44
2,08
1,75
-2,63
4,40
-3,59
2,00
2,13
1,50
1,51
-1,11
2,64
-3,67
1,27
1,06
1,00
-1,04
-1,23
-1,33
-1,40
-1,29
-1,20
-1,01
-1,59
-1,25
-1,32
1,33
1,49
-1,40
-1,73
-1,23
1,12
-1,57
-1,72
-1,89
-1,15
-1,92
-1,38
-1,30
-2,55
-1,57

9,72E-03
2,90E-01
2,25E-01

4,15E-02
5,00E-02
6,46E-02
2,15E-03
1,84E-01
4,50E-05
2,62E-02
1,18E-02
1,24E-01
4,47E-02
3,09E-02
1,09E-01
4,09E-01
9,57E-04
6,33E-03
2,08E-01
4,37E-01
5,00E-01
4,66E-01
2,16E-01
2,81E-01
1,47E-01
7,24E-02
1,73E-01
4,65E-01
7,49E-05
1,70E-01
1,65E-01
5,69E-02
1,82E-02
1,74E-01
2,41E-02
4,54E-02
1,95E-01
6,00E-02
8,92E-03
1,39E-02
3,62E-01
2,20E-03
1,91E-01
7,04E-02
9,29E-04
1,01E-01



PP_0462
PP_0463
PP_0464
PP_0465
PP_0466
PP_0467
PP_0468
PP_0469
PP_0470
PP_0471
PP_0472
PP_0473
PP_0474
PP_0476
PP 0477
PP_0478
PP_0479
PP_0480
PP_0482
PP_0483
PP_0485
PP_0504
PP_0510
PP_0516
PP 0517
PP_0538
PP_0541
PP_0545
PP_0558
PP_0559
PP_0560
PP_0564
PP_0570
PP_0574
PP_0587
PP_0592
PP_0596
PP_0600
PP_0603
PP_0625
PP_0626
PP_0671
PP 0674
PP_0675
PP_0680
PP_0684

rpmC gene product
rpsQ gene product

rpIN gene product

rplX gene product

rplE gene product

rpsN gene product

rpsH gene product

rplF gene product

rpIR gene product

rpsE gene product

rpmD gene product

rplO gene product

secY gene product

rpsM gene product

rpsK gene product

rpsD gene product

rpoA gene product

rplQ gene product
bacterioferritin

uvrA gene product

ssb gene product

oprG gene product

trx-1 gene product
ribBA-1 gene product
ribH gene product

ppa gene product
acetyltransferase
aldehyde dehydrogenase
accC-1 gene product
accB gene product
aroQ-1 gene product
hypothetical protein
alpha-2-macroglobulin
LuxR family transcriptional regulator
hypothetical protein
short chain dehydrogenase
beta alanine--pyruvate transaminase
rpsT gene product

ileS gene product

clpB gene product

ndh gene product

glyA gene product

ABC transporter ATP-binding protein
gdhA gene product
ATP-dependent protease
fkiB-1 gene product
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10,61
9,81
10,94
10,05
9,69
11,77
9,63
9,73
10,19
10,00
10,01
10,77
9,90
10,67
10,83
9,98
4,91
10,60
4,80
6,50
5,88
4,95
4,87
5,13
5,39
4,77
6,84
5,70
6,09
4,95
6,34
6,25
5,37
5,28
7,76
571
6,28
10,75
5,72
5,38
8,79
5,85
5,40
6,12
4,80
4,64

7168
10052
13401
11322
20316
11396
13966
19131
12620
17655

6447
15180
47822
13248
13651
23042
36607
14354
17961

104314
20047
24181
31802
39194
16410
19177
17748
55233
49057
16175
16481
40199

178364
29022
13818
24612
48499
10063

105734
94803
47051
44869
61823
48839
89622
21665

-1,19
-1,29
-1,49
-1,86
-1,65
-1,96
-1,48
-1,68
-1,06
-1,40
-1,06
-1,56
-1,89
-1,44
-1,46
-2,15
-1,84
1,41
438
2,00
-1,54
1,17
1,11
-1,73
-1,07
1,28
2,12
1,34
1,07
-1,29
1,39
1,75
7,29
-1,20
1,50
3,22
-2,33
-1,42
1,43
1,58
1,36
1,11
1,12
-1,67
1,21
-1,57

3,17E-01
7,99E-02
1,10E-01
6,55E-02
4,28E-02
1,29E-02
1,14E-01
2,74E-03
4,28E-01
2,71E-02
4,13E-01
2,87E-03
1,06E-02
1,18E-01
3,88E-03
3,22E-04
3,45E-03
1,17E-01
7,07E-02
6,89E-02
7,48E-02
4,26E-01
3,46E-01
5,28E-02
3,73E-01
1,62E-01
4,28E-02
1,11E-01
3,31E-01
2,16E-01
2,10E-01
5,62E-02
3,88E-03
3,22E-01
2,87E-01
3,75E-03
8,50E-02
3,78E-02
4,71E-02
1,23E-03
2,24E-01
1,06E-01
1,97E-01
1,23E-02
2,32E-01
2,11E-01



PP_0687
PP_0688
PP_0689
PP_0693
PP_0707
PP 0711
PP 0721
PP_0722
PP_0737
PP_0746
PP_0749
PP_0750
PP_0751
PP_0753
PP_0759
PP_0763
PP_0765
PP_0766
PP 0773
PP_0774
PP 0776
PP_0786
PP_0787
PP_0804

PP_0806
PP_0812
PP_0813
PP_0817
PP_0824

PP_0834
PP_0835
PP_0836
PP_0838
PP_0841
PP_0842
PP_0843
PP_0844
PP_0846
PP_0848
PP_0849
PP_0854
PP_0855
PP_0886
PP_0888
PP_0893

ispB gene product

rplU gene product

rpmA gene product

hypothetical protein

mechanosensitive ion channel protein MscS
isochorismatase superfamily hydrolase
50S ribosomal protein L25

prsA gene product

hypothetical protein

upp gene product

hypothetical protein

hypothetical protein

mqo-1 gene product

lipoprotein

hypothetical protein
long-chain-fatty-acid--CoA ligase
hypothetical protein

hypothetical protein

OmpA/MotB domain-containing protein
pta gene product

slyD gene product

trxB gene product

nadC gene product

protein secretion ABC efflux system, permease

and ATP-binding protein
surface adhesion protein

cyoA gene product
cyoB gene product
aminotransferase

phosphonate ABC transporter substrate-binding

protein

yajC gene product

secD gene product

secF gene product

suhB gene product

BadM/Rrf2 family transcriptional regulator
iscS gene product

iscU gene product

iscA gene product

hscA gene product

hypothetical protein

ndk gene product

hisS gene product

hypothetical protein

hypothetical protein

Fis family transcriptional regulator
Pfpi family intracellular protease
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5,09
9,99
10,33
5,26
9,52
5,43
6,00
5,70
4,73
6,53
9,64
4,86
8,19
9,20
6,44
5,47
5,18
9,17
9,24
5,36
4,52
5,22
5,36
8,96

3,67
6,24
7,33
7,73
8,35

8,96
9,09
5,05
6,19
7,01
5,85
5,41
4,72
4,92
4,33
5,45
5,29
4,82
7,74
5,15
5,44

35247
11624
9335
106492
92067
23012
23228
34171
19012
22985
17241
11847
54248
20471
29724
62086
67895
50541
24738
74596
17195
33820
30145
79509

615314
34535
74342
44968
31085

11894
66872
32738
29735
17845
44441
13847
11632
65848
7518
15035
47709
22501
25618
20762
21058

1,00
-1,56
-1,57
1,17
2,20
3,33
-1,80
2,27
3,29
1,00
2,33
-2,25
-1,50
1,21
1,29
2,68
-1,02
1,25
2,20
2,00
-1,44
1,45
-1,44
8,67

3,44
-1,20
2,57
-1,68
1,45

1,64
1,31
4,33
-3,63
1,00
-1,06
1,20
1,25
-1,12
-1,80
1,17
1,11
-1,75
5,67
1,60
1,85

5,00E-01
1,33E-01
1,31E-01
3,84E-01
1,61E-02
8,50E-03
1,08E-02
9,96E-04
2,69E-02
5,00E-01
1,24E-01
2,31E-01
4,65E-03
1,93E-01
3,04E-01
6,94E-04
4,76E-01
9,99E-02
1,25E-01
8,50E-02
6,74E-02
3,00E-02
3,23E-02
3,76E-02

1,16E-02
2,05E-01
8,44E-02
1,11E-03
1,03E-01

6,22E-02
1,76E-01
6,98E-03
4,66E-04
5,00E-01
2,85E-01
3,39E-01
2,90E-01
1,47E-01
2,75E-01
2,64E-01
3,84E-01
9,65E-02
1,09E-02
1,74E-01
6,47E-02



PP_0897

PP_0901
PP_0909
PP_0913
PP_0915
PP_0925
PP_0930
PP_0931
PP_0933
PP_0950
PP_0951
PP_0953
PP_0956
PP_0957
PP_0960
PP_0964
PP_0965
PP_0975
PP_0977
PP_0980
PP_0985
PP_0986
PP_0988
PP_0999
PP_1000
PP_1001
PP_1025
PP_1031
PP_1032
PP_1037
PP_1068
PP_1070

PP_1071

PP_1079
PP_1081
PP_1082
PP_1084
PP_1088
PP_1097
PP_1098
PP_1099
PP_1100
PP_1108
PP 1111

Fe-S type, tartrate/fumarate subfamily hydro-lyase
subunit alpha
colR gene product

hypothetical protein

hypothetical protein

sodB gene product

hypothetical protein

gatB gene product

gatA gene product

mreB gene product

ptsN gene product

rpoX gene product

ABC transporter ATP-binding protein
Yrbl family phosphatase
KpsF/GutQ family protein

ttg2C gene product

murA gene product

hisG gene product

hupN gene product

valS gene product

pepA gene product

cold-shock domain-contain protein
gcvT-1 gene product

gcvP-1 gene product

arcC gene product

argl gene product

arcA gene product

leuA gene product

guaB gene product

guaA gene product

purL gene product

amino acid ABC transporter ATP-binding protein

polar amino acid ABC transporter inner
membrane subunit

amino acid ABC transporter substrate-binding
protein

argF gene product

glutaredoxin-like protein

bfr gene product

anti-oxidant AhpCTSA family protein
argG gene product

metG gene product

ATP-binding Mrp/Nbp35 family protein
cold-shock domain-contain protein

dcd gene product

acylase

synthetase
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5,14

5,81
6,02
4,61
5,55
571
5,06
5,89
5,32
5,07
6,41
6,51
5,59
5,47
4,79
5,35
7,82
9,40
5,30
7,00
9,98
5,96
5,68
5,63
5,92
5,57
5,26
6,50
5,30
4,95
8,24
7,70

8,61

5,53
4,88
4,74
5,06
5,31
5,51
5,03
6,54
5,50
8,50
5,68

54732

25473
38357
46990
21925
31390
52645
51486
36936
16762
11494
26563
18855
34376
16943
44944
22924
9667
107429
52400
18574
40294
101927
33403
37887
46433
61674
51733
58168
140730
28130
27447

33407

34411
12115
17960
21716
45136
75139
38183
7635
21220
88674
29388

-1,38

1,00
1,00
-1,47
1,25
1,80
1,37
1,28
-1,20
-1,20
-3,10
1,29
4,20
1,25
1,00
1,09
1,23
1,00
1,10
1,16
-1,16
-1,40
-4,67
3,57
2,09
3,87
-1,74
1,28
1,12
2,12
-2,44
-1,22

-2,03

-2,44
1,26
2,89
1,30
1,72
1,45
-1,67
-2,18
1,40
2,33
-3,50

5,94E-02

5,00E-01
5,00E-01
3,51E-02
1,88E-01
4,90E-02
7,12E-02
2,44E-01
2,19E-01
3,62E-01
7,86E-02
3,04E-01
1,65E-02
2,68E-01
5,00E-01
3,38E-01
2,70E-01
5,00E-01
2,37E-01
1,19E-01
3,13E-01
1,34E-01
5,02E-02
9,95E-03
1,12E-02
1,57E-03
2,92E-03
3,31E-02
2,45E-01
1,04E-03
3,50E-02
3,91E-01

1,46E-03

1,00E-02
3,15E-01
1,56E-02
8,86E-02
5,16E-03
8,31E-02
3,34E-02
1,75E-01
1,44E-01
8,50E-02
1,80E-03



PP_1113  pyridoxal-phosphate dependent enzyme family 7,14 32576 -2,00 1,20E-01

rotein
PP_1121 gmpA/MotB domain-containing protein 5,16 24069 1,50 1,03E-02
PP_1131 hypothetical protein 9,03 15672 1,16 3,33E-01
PP_1141  braC gene product 6,02 39377 -1,33 6,59E-02
PP_1145 hepA gene product 5,06 105929 1,21 3,68E-01
PP_1157 acetolactate synthase 5,75 60021 1,51 3,82E-02
PP_1177 nrdB gene product 4,81 46959 -1,46 2,31E-02
PP_1179 nrdA gene product 5,61 106882 -1,10 2,29E-01
PP_1185 oprH gene product 6,27 21488 -1,15 2,20E-01
PP_1190 hypothetical protein 9,30 17582 1,13 4,07E-01
PP_1205 proS gene product 5,19 63584 1,53 1,05E-01
PP_1206 oprD gene product 4,84 46092 -1,01 4,32E-01
PP_1207 histidine triad (HIT) protein 5,06 15588 -1,12 4,34E-01
PP_1210 DNA-binding stress protein 5,20 17850 1,88 5,06E-02
PP_1213  aspS gene product 5,34 66526 -1,17 4,78E-02
PP_1219 tolQ gene product 5,98 25294 1,27 1,84E-01
PP_1222  tolB gene product 9,44 47401 -1,12 3,49E-01
PP_1223  oprL gene product 5,16 17822 1,04 3,84E-01
PP_1237  dapA gene product 5,73 31634 -1,67 3,09E-02
PP_1240  purC gene product 5,37 26899 -1,51 2,30E-02
PP_1246  hypothetical protein 5,84 65911 1,67 1,44E-01
PP_1249  hypothetical protein 9,18 6709 1,05 4,50E-01
PP_1251 mqo-2 gene product 6,11 59867 5,67 2,13E-03
PP_1261  2-hydroxyacid dehydrogenase 6,93 34897 1,07 4,45E-01
PP_1269 universal stress protein 511 15961 1,80 1,71E-01
PP_1291  PhoH family protein 5,53 51824 3,62 6,29E-04
PP_1297 aapJ gene product 5,84 36402 3,57 2,04E-02
PP_1303 cysD gene product 6,29 35262 -2,00 4,82E-02
PP_1304  cysNC gene product 5,51 69006 -1,34 8,05E-02
PP_1309 hypothetical protein 5,86 16008 1,33 1,17E-01
PP_1314 aldo/keto reductase 6,08 38753 -1,25 2,90E-01
PP_1315 rplM gene product 9,70 15852 -2,25 1,51E-03
PP_1316  rpsl gene product 11,20 14583 -1,60 2,86E-03
PP_1322 transport-associated protein 9,33 20667 1,88 1,17E-01
PP_1323  gmhA gene product 4,89 21005 -3,00 1,38E-01
PP_1325 LppC family lipoprotein 6,98 64598 -1,12 2,34E-01
PP 1332  murE gene product 5,33 53570 1,46 1,40E-01
PP_1333  murF gene product 6,16 46721 4,00 4,21E-03
PP 1338 murC gene product 5,94 52133 1,40 2,59E-01
PP_1339  ddl gene product 4,89 34110 3,75 3,60E-03
PP_1341 ftsA gene product 513 47414 1,19 2,33E-01
PP_1342 ftsZ gene product 4,98 41804 1,08 1,87E-01
PP_1343  IpxC gene product 5,06 33248 -1,19 1,48E-01
PP_1345 secA gene product 559 102804 1,17 1,28E-01
PP_1346 argJ gene product 5,22 42210 1,11 3,58E-01
PP_1347  glutathione S-transferase 5,39 23233 -1,12 3,42E-01
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PP_1352
PP_1358
PP_1360
PP_1361
PP_1362
PP_1366
PP_1367
PP_1384
PP_1385
PP_1389
PP_1400

PP_1424
PP_1430
PP 1431
PP 1433
PP_1436
PP_1443
PP_1444
PP_1457
PP_1462
PP_1465
PP_1470
PP 1471
PP_1478
PP 1481
PP_1487
PP_1496
PP_1502
PP_1503
PP_1505
PP_1506
PP_1517
PP_1530

PP_1588
PP_1590
PP_1591
PP_1592
PP_1593
PP 1594
PP_1599
PP_1600
PP_1602
PP_1606
PP_1607
PP_1610

nucleotide-binding protein

hypothetical protein

groES gene product

groEL gene product

pykA gene product

transcriptional regulator MvaT, P16 subunit
purU gene product

ttgC gene product

ttgB gene product

carboxyphosphonoenolpyruvate phosphonomutase

metabolite/H+ symportermajor facilitator
superfamily metabolite/H+ symporter
hypothetical protein

algY gene product

lepA gene product

rnc gene product

pdxJ gene product

lon-1 gene product

gcd gene product

purT gene product

rpsP gene product

rplS gene product

hom gene product

thrC gene product

NADH:flavin oxidoreductase
gamma-aminobutyraldehyde dehydrogenase
hypothetical protein

lysS gene product

OmpA/MotB domain-containing protein
hypothetical protein

ppc gene product

adk gene product

acriflavin resistance protein

2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-carboxylate N-
succinyltransferase
succinyldiaminopimelate transaminase

map gene product
rpsB gene product
tsf gene product
pyrH gene product
frr gene product
surface antigen family outer membrane protein
ompH gene product
fabZ gene product
dnaE gene product
accA gene product
pyrG gene product
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6,65
7,31
5,40
4,97
6,22
9,40
6,09
5,29
5,49
5,18
9,18

4,59
6,22
5,51
5,46
5,85
6,02
5,76
5,61
10,94
10,27
5,26
5,86
5,63
5,55
6,12
5,23
9,06
8,73
6,14
5,59
6,76
5,53

5,43
6,13
8,85
5,14
5,87
7,88
4,96
9,40
5,91
5,42
5,79
5,61

18550
31986
10217
56708
52025
14176
32355
52832
112764
31763
47604

10256
52584
66075
25481
26721
89739
86527
42549
9183
13004
46165
51613
40601
50886
24048
57102
28947
16827
96904
23208
112864
35836

43731
28938
27006
30413
26467
20140
86461
18797
18397
130841
35113
59437

1,00
1,27
-1,50
-1,51
1,77
-1,08
1,67
2,50
4,50
-1,56
2,20

-1,40
1,36
-2,20
-1,83
-1,07
1,27
2,45
1,05
-1,62
-1,40
-1,46
-1,60
4,44
1,33
2,42
-1,23
4,37
4,63
1,05
-1,54
4,00
1,72

2,17
1,25
-1,82
-1,54
1,07
1,15
-1,39
1,25
1,44
2,50
-1,42
1,00

5,00E-01
2,08E-01
1,38E-01
5,78E-04
5,69E-03
3,40E-01
6,99E-02
7,36E-02
2,39E-02
6,59E-02
1,05E-01

3,39E-01
7,02E-02
7,24E-02
1,73E-01
3,91E-01
2,34E-01
3,56E-02
4,31E-01
5,13E-02
6,51E-02
3,59E-02
3,78E-03
7,20E-03
2,05E-01
6,03E-02
1,68E-01
4,19E-05
5,29E-03
4,65E-01
3,98E-04
1,53E-01
1,19E-02

2,86E-02
2,25E-01
1,29E-02
1,32E-02
4,39E-01
3,57E-01
2,33E-01
3,22E-01
1,87E-01
1,29E-01
3,34E-02
5,00E-01



PP_1612
PP_1616
PP_1618
PP_1623
PP_1628
PP_1629
PP_1638
PP_1659
PP_1661
PP_1665
PP_1702
PP_1714
PP 1719
PP 1721
PP 1726
PP 1733
PP 1752
PP_1755
PP_1756
PP_1758
PP 1764
PP_1765
PP_1767
PP_1768
PP_1769
PP_1770

PP 1771
PP 1772
PP_1776
PP_1780
PP_1782
PP 1783
PP_1785
PP 1786
PP_1791
PP 1792
PP_1794
PP_1799
PP_1807
PP_1808
PP_1815
PP 1816
PP_1821
PP 1823
PP_1826
PP 1827

eno gene product

D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase
ispF gene product

rpoS gene product

CinA domain-containing protein
recA gene product

fpr gene product

hypothetical protein
dehydrogenase subunit

purM gene product

rdgC gene product

fkiB-2 gene product

prc gene product

HAD superfamily hydrolase
ABC transporter substrate-binding protein
minD gene product

hypothetical protein

fumC-2 gene product
hypothetical protein
hypothetical protein
phosphoglycolate phosphatase
ubiG gene product

gyrA gene product

serC gene product

pheA gene product

bifunctional cyclohexadienyl dehydrogenase/ 3-
phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
cmk gene product

rpsA gene product
mannose-6-phosphate isomerase
mannosyltransferase

rmlC gene product

rmlA gene product

rmIB gene product

glycosyl transferase family protein
aldolase

glycosyl transferase family protein
hypothetical protein

gmd gene product

kdsA-2 gene product

pgi gene product

pyrF gene product

zinc-containing alcohol dehydrogenase
glutathione S-transferase

folE gene product

isochorismatase superfamily hydrolase
N5-glutamine S-adenosyl-L-methionine-
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4,92
5,95
6,28
5,14
5,48
5,50
5,22
571
5,54
4,85
4,87
5,03
6,59
4,79
581
5,92
7,75
5,93
9,52
5,48
4,68
5,60
4,98
5,31
5,99
5,99

5,12
4,82
5,29
5,56
4,94
5,09
5,76
5,97
5,61
6,01
3,68
6,07
5,78
6,29
5,14
6,85
5,52
7,73
7,05
4,68

45462
39339
16806
38152
16709
37521
29691
48306
80969
36919
34262
26504
79049
24555
38612
29632
57602
49100
18961
35141
24357
26067
101975
39886
40791
79084

24676
61518
52956
179931
20209
32497
40664
128420
58497
88251
48686
40099
30450
61345
24536
35780
23193
21374
21270
34073

-1,19
-1,09
2,00
-1,39
-1,08
-1,02
-1,58
4,00
13,00
1,07
1,00
-1,49
-1,60
-1,50
3,40
-1,14
-1,25
4,05
2,00
-2,50
-2,00
1,10
1,27
-1,80
-1,67
1,32

-1,40
-1,50
1,42
7,17
-1,15
-1,92
-1,94
2,49
1,26
-5,25
1,33
-1,31
1,15
1,63
-1,14
3,14
1,25
-1,33
-2,25
-1,20

1,35E-01
4,01E-01
5,25E-02
3,68E-02
4,10E-01
4,67E-01
3,05E-02
1,49E-03
2,21E-03
2,15E-01
5,00E-01
1,67E-02
1,33E-01
1,44E-01
5,84E-03
2,99E-01
3,49E-01
6,62E-04
1,20E-01
1,61E-02
7,41E-02
3,71E-01
4,46E-02
3,75E-03
1,45E-01
1,43E-01

2,90E-01
9,93E-04
8,77E-02
3,14E-04
3,35E-01
9,78E-03
1,36E-02
1,31E-03
2,34E-01
7,24E-04
3,15E-01
7,45E-02
1,84E-01
2,13E-01
4,01E-01
6,44E-04
3,39E-01
2,81E-01
2,51E-02
2,87E-01



PP_1842
PP_1845
PP_1858
PP_1859
PP_1868
PP 1872
PP_1874
PP_1876
PP_1893
PP_1894
PP_1898
PP_1905
PP_1911
PP 1913
PP_1914
PP 1915
PP_1972
PP 1977
PP_1980
PP 1982
PP_1986
PP_1987
PP_1988
PP_1989
PP_1993
PP_1996
PP_2000
PP_2001
PP_2002
PP 2017
PP_2019
PP 2024
PP_2059
PP_2080
PP_2082
PP_2084
PP_2087
PP_2089
PP_2105
PP 2112
PP 2117
PP 2121
PP 2122
PP 2131
PP 2132

dependent methyltransferase
amidotransferase
enoyl-CoA hydratase

efp gene product

ohr gene product
DEAD/DEAH box helicase
aminotransferase
glutathione peroxidase
hypothetical protein

fadE gene product
glutathione S-transferase
MotA/TolQ/ExbB proton channel
rne gene product

rpmF gene product

fabD gene product

fabG gene product

acpP gene product

tyrB-1 gene product

gltX gene product
thioesterase

ibpA gene product

leuD gene product

UbIiE/COQS5 family methlytransferase

leuB gene product
asd gene product
peptidoglycan-binding LysM
accD gene product
purF gene product
metZ gene product
oxidoreductase

pepN gene product
hypothetical protein
shbcC gene product
CsbD family protein
NAD-glutamate dehydrogenase
ppsA gene product
menG gene product
cmpX gene product
oprF gene product
hypothetical protein
acnA gene product
pdxB gene product
lipoprotein

moaB-1 gene product

ABC transporter ATP-binding protein

universal stress protein

5,05
7,06
4,73
6,27
8,94
5,61
9,30
8,74
6,42
5,22
6,44
5,02
9,69
4,98
5,94
4,11
5,69
5,60
5,91
5,94
5,36
5,55
5,03
5,46
4,09
7,61
6,04
5,45
6,16
5,01
6,14
5,52
5,36
5,65
5,02
4,91
5,77
4,72
511
5,56
5,25
5,27
5,87
5,29
6,14

27299
24626
21290
14656
60888
44677
17938
38939
89138
23653
24392
120833
6751
32594
25454
8706
43263
56447
16597
16329
24269
28163
38800
40646
96860
32489
55365
43257
27195
99512
87676
136010
8682
186928
85962
17635
29093
36989
11363
99085
41589
8126
19054
71354
16198

2,75
-1,18
1,09
2,06
-1,05
1,00
1,80
-1,27
4,36
1,17
1,57
1,37
2,15
-1,35
-1,10
-1,10
1,22
-1,44
1,33
1,40
-2,70
-2,67
1,41
-1,93
12,29
-1,68
1,14
-1,33
1,23
1,69
2,00
1,40
5,14
9,23
-1,27
1,27
1,60
2,08
2,50
8,21
1,80
2,50
1,55
-2,00
1,02

2,15E-02
1,78E-01
2,11E-01
1,32E-02
4,18E-01
5,00E-01
1,65E-01
1,84E-01
5,49E-03
3,04E-01
1,47E-01
5,72E-02
8,75E-02
1,28E-01
2,94E-01
3,93E-01
2,62E-01
2,34E-01
3,46E-01
2,90E-01
5,06E-03
2,74E-02
5,72E-02
3,90E-03
1,07E-04
3,89E-02
1,73E-01
2,81E-01
3,14E-01
3,59E-02
1,20E-01
1,93E-01
1,33E-03
1,66E-04
2,01E-02
2,24E-01
9,20E-02
3,40E-02
3,81E-02
2,45E-04
1,03E-01
3,56E-02
1,40E-01
1,20E-01
4,72E-01



PP 2136
PP_2137
PP 2139
PP_2146
PP 2148
PP_2149
PP 2151
PP_2152
PP 2163
PP_2168
PP_2189
PP 2217
PP 2238
PP_2292
PP_2299
PP_2300
PP 2301
PP_2302
PP_2303
PP_2304
PP_2306
PP 2322
PP 2324
PP 2327
PP 2334
PP 2335
PP 2336
PP_2339
PP_2355
PP_2356
PP 2364
PP_2370
PP 2371
PP 2375
PP 2378
PP_2396
PP 2422
PP 2426
PP 2432
PP_2439
PP 2442
PP_2453
PP 2463
PP_2465
PP_2466
PP_2467

fadB gene product

fadA gene product

topA gene product
Snf2/Rad54 family helicase
mfd gene product

gap-2 gene product

sthA gene product
glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
vacJ gene product

tal gene product
hypothetical protein
fadB1x gene product
peptidase M24

hypothetical protein

tig gene product

clpP gene product

clpX gene product

lon-2 gene product

hupB gene product
PpiC-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
lipoprotein

oprl gene product

aroF-1 gene product

cysB gene product

prpB gene product
methylcitrate synthase
aconitate hydratase

acnB gene product
response regulator receiver protein
phytochrome family protein
hypothetical protein
hypothetical protein

cysl gene product

metH gene product

yhgl gene product
hypothetical protein
alkylhydroperoxidase
D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase
dihydropteridine reductase
ahpC gene product
hypothetical protein

ansA gene product

cspA-2 gene product

thrS gene product

infC gene product

rpml gene product
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5,81
6,53
8,13
5,81
5,62
7,23
7,22
7,08
5,43
5,24
5,14
5,43
5,37
572
4,85
5,53
5,07
5,76
9,40
5,08
9,18
7,87
5,95
6,27
5,45
6,25
5,40
5,18
4,80
5,78
5,27
5,08
5,61
4,92
4,49
7,83
6,71
5,66
6,45
4,98
5,33
6,99
6,57
5,64
9,32

12,15

77401
41529
97178
75186
128222
52982
50874
26236
26045
33594
15166
27650
68872
28505
49159
23500
48496
88667
9244
68538
9991
8795
40235
35933
31791
41968
93903
93551
17095
83807
42435
19065
62153
135324
20942
20579
12127
37757
24197
20494
23836
38584
7706
72652
20108
7340

-1,71
-2,03
1,23
2,00
3,38
-1,22
2,00
-1,31
1,10
1,56
1,86
1,09
1,50
1,57
-1,37
-1,57
-1,22
-1,60
-1,09
-1,55
3,33
1,43
-1,50
2,33
-2,00
-1,94
1,00
-1,17
1,00
3,33
-1,84
-191
-1,91
3,04
1,18
1,86
3,00
-9,58
1,50
-1,02
1,71
-3,91
-3,71
-1,26
1,03
-1,31

1,69E-02
5,96E-02
3,06E-01
1,20E-01
2,89E-02
9,83E-03
2,06E-01
4,90E-02
3,97E-01
1,05E-02
1,14E-01
3,67E-01
2,18E-01
9,59E-02
2,36E-02
3,87E-02
2,75E-02
1,46E-02
3,73E-01
2,15E-01
6,46E-03
4,45E-02
1,20E-01
8,50E-02
1,38E-02
3,31E-02
5,00E-01
1,16E-02
5,00E-01
9,88E-03
3,28E-03
3,34E-02
8,53E-03
1,28E-04
4,12E-01
3,32E-02
1,06E-02
4,04E-03
1,44E-01
4,66E-01
1,19E-01
4,49E-03
7,26E-02
1,56E-02
4,29E-01
1,22E-01



PP_2468
PP_2470
PP 2471
PP_2474
PP 2528
PP_2536
PP_2550
PP_2628
PP_2652
PP_2674
PP_2680
PP_2867
PP_2903
PP_2904
PP_2905
PP 2913
PP 2925
PP_2928
PP 2932
PP 2933
PP 2047
PP_3072
PP_3079
PP_3089
PP_3099
PP_3100
PP_3106
PP_3107
PP_3108
PP 3126
PP 3128
PP_3134
PP 3145
PP_3154
PP 3157
PP_3185
PP_3186
PP_3248
PP_3270
PP 3271
PP 3272
PP 3273
PP 3274
PP 3276
PP 3277
PP 3278

rplT gene product

pheT gene product

ihfA gene product

glutathione S-transferase

metY gene product

glutathione S-transferase

hypothetical protein

ABC transporter ATP-binding protein
hydratase/decarboxylase

gedH gene product

aldehyde dehydrogenase

pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase
ppiB gene product

gInS gene product

cysS gene product

hemB-1 gene product

mqo-3 gene product

saccharopine dehydrogenase

amidase

glutathione S-transferase
transcriptional regulator MvaT, P16 subunit
ecotin

ppiC-2 gene product

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

rhs-like protein

polysaccharide export protein
protein-tyrosine kinase

transferase hexapeptide repeat containing protein
hypothetical protein

hypothetical protein

inositol monophosphatase

petl8 gene product

TenA family transcriptional activator
Dyp-type peroxidase

phaL gene product

phaK gene product

actP gene product

hypothetical protein

phal gene product
phenylacetate-CoA oxygenase subunit Paal
paaB gene product

paaA gene product
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11,60
5,07
9,34
5,76
6,00
6,06
4,91
9,13
6,13
6,52
5,54
5,54
6,07
5,81
5,64
517
7,15
517
4,78
5,73
9,15
7,73
5,59
5,42
5,14
6,78
5,54
521
5,70
5,15
6,59
9,63
9,35
6,07
4,55
511
5,05
4,82
6,35
6,40
9,25
9,43
5,30
5,30
5,79
6,42

13272
86564
11493
23778
45207
23560
25300
71762
27757
69130
54869
42457
18189
64614
51644
35203
59634
45335
60309
31183
14087
17371
9938
19441
56037
21728
69486
19098
155716
19515
29604
25683
29867
23959
27776
23844
24285
31276
72836
46094
55026
11192
39455
27843
10419
37806

-1,02
-1,33
1,08
-1,20
1,12
-1,71
1,18
1,71
2,60
-1,65
-1,47
1,25
-1,05
1,83
1,00
1,42
3,00
-2,33
1,08
1,58
2,60
-1,38
1,42
1,53
5,43
6,33
1,00
-1,20
3,00
2,00
3,75
3,67
1,70
-1,67
-2,09
-1,63
1,36
-2,00
-1,43
-2,05
1,45
-1,29
-1,94
-1,87
-1,76
-2,79

4,64E-01
2,51E-02
4,51E-01
2,87E-01
2,94E-01
2,20E-01
2,90E-01
4,52E-02
1,44E-02
1,43E-01
2,94E-01
3,11E-01
4,20E-01
4,15E-02
5,00E-01
1,95E-02
1,12E-03
1,98E-01
3,62E-01
7,75E-02
7,69E-02
2,37E-01
1,87E-01
7,90E-03
8,38E-04
1,30E-03
5,00E-01
3,09E-01
9,04E-02
1,20E-01
2,05E-03
2,68E-02
6,74E-02
2,55E-01
3,71E-03
8,70E-02
2,40E-01
1,62E-01
1,22E-02
1,13E-02
1,26E-01
3,98E-01
3,23E-03
1,55E-03
1,01E-01
3,96E-04



PP_3279
PP_3280
PP 3281
PP_3282
PP 3283
PP_3284
PP_3285
PP_3406
PP 3431
PP_3437
PP_3443
PP_3456

PP_3491
PP_3496
PP_3508
PP 3511
PP_3569
PP 3578
PP_3587
PP_3590
PP_3602
PP 3611
PP_3621
PP_3622
PP_3623
PP_3638
PP_3639
PP_3649
PP_3662
PP_3668
PP_3691
PP_3693
PP 3742
PP 3754
PP_3755
PP 3761
PP_3765
PP_3766
PP_3768
PP 3778
PP_3806
PP 3821
PP_3839
PP 3924
PP_3957

phaE gene product

phaD gene product

phenylacetic acid degradation protein PaaD
paaC gene product

phaB gene product

enoyl-CoA hydratase

phaM gene product

acetyltransferase

ThiJ/Pfpl domain-containing protein
hypothetical protein
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

hydrophobe/amphiphile efflux-1 (HAE1) family

transporter
enoly-coenzyme A hydratase/isomerase

endoribonuclease L-PSP

cobW gene product

ilvE gene product

quinate dehydrogenase
phosphoglucomutase

tpx gene product

tyrB-2 gene product

ketoglutarate semialdehyde dehydrogenase
hypothetical protein

(2Fe-2S)-binding protein

isoquinoline 1-oxidoreductase subunit beta
gluconate 2-dehydrogenase

acyl-CoA dehydrogenase
alkylhydroperoxidase

GntR family transcriptional regulator
decarboxylase

catalase/peroxidase HPI

DNA helicase-like protein

transcriptional regulator MvaT, P16 subunit
glutathione S-transferase

beta-ketothiolase

paaH gene product

multi-sensor hybrid histidine kinase
transcriptional regulator MvaT, P16 subunit
gloA gene product

aroE gene product

proC-1 gene product

isochorismatase superfamily hydrolase
galU gene product

adhA gene product

sterol-binding domain-containing protein

choline/carnitine/betaine transporter family
protein
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6,03
6,03
5,28
5,56
6,34
6,45
6,22
4,98
6,08
5,24
5,89
5,18

5,05
5,07
4,82
6,72
6,42
5,48
4,99
5,67
5,32
9,07
5,22
6,55
6,70
5,82
6,91
6,48
6,21
5,64
519
6,75
5,98
6,41
5,97
511
9,99
5,13
5,75
5,85
5,95
5,46
5,61
4,34
7,06

49495
42441
15607
53048
28708
27175
21079
18079
25230
57207
59943
111498

39357
14318
38556
36840
85284
58584
17398
43604
55503
20811
15926
80839
47820
38452
23702
28161
50697
82011
245129
13728
24027
40962
30069
129371
13550
19799
29059
27697
19502
30938
35375
11304
72743

-2,32
-1,53
1,02
-1,17
-1,37
-1,79
1,05
-1,10
1,92
3,67
5,00
1,80

-2,00
1,89
3,33
-1,57
19,00
-1,25
1,01
-1,44
-3,17
2,50
-7,75
-9,38
-9,33
3,00
4,33
-1,33
-1,89
2,49
3,23
1,28
-1,64
-1,82
-1,70
3,87
4,42
1,45
3,00
-1,25
-1,22
-1,31
3,12
-1,12
1,80

2,59E-03
1,52E-02
4,72E-01
7,52E-02
8,54E-03
5,23E-03
4,14E-01
4,23E-01
1,90E-02
6,33E-03
1,49E-03
1,71E-01

9,04E-02
1,37E-01
3,85E-02
1,28E-02
2,71E-02
2,90E-01
4,88E-01
6,91E-02
2,51E-02
4,05E-02
5,38E-02
1,69E-05
5,35E-04
4,98E-02
1,89E-01
2,41E-01
2,17E-02
4,78E-03
1,14E-02
3,43E-01
5,72E-02
1,07E-01
1,42E-01
6,24E-04
4,64E-03
1,15E-01
1,38E-01
3,49E-01
3,55E-01
1,53E-02
5,87E-03
4,28E-01
1,65E-01



PP_3988
PP_3990
PP_4000
PP_4007
PP_4008
PP_4011
PP_4012
PP_4016
PP_4021
PP_4043
PP_4054
PP_4055
PP_4058
PP_4059
PP_4060
PP 4111
PP 4116
PP_4119
PP_4120
PP 4121
PP 4124
PP_4129
PP 4138
PP_4169
PP 4174
PP_4175
PP 4178
PP_4179
PP 4185
PP_4186
PP 4187
PP_4188
PP_4189
PP_4190
PP 4191
PP_4193
PP 4194
PP_4198
PP_4201
PP_4202
PP_4203
PP 4217
PP 4248
PP_4256
PP_4266
PP_4268

hypothetical protein

hypothetical protein

serS gene product

infA gene product

cIpA gene product

icd gene product

isocitrate dehydrogenase

purB gene product

est gene product

gnd gene product

hypothetical protein

glgX gene product

glgB gene product

trehalose synthase

alpha-amylase

fusA gene product

aceA gene product

NUuoA gene product

nuoB gene product

nuoCD gene product

nuoG gene product

nuoL gene product
NADPH-dependent FMN reductase
gpsA gene product

fabA gene product

fabB gene product

dienelactone hydrolase

htpG gene product

sucD gene product

sucC gene product

IpdG gene product

kgdB gene product

SUCA gene product

sdhB gene product

sdhA gene product

sdhC gene product

gltA gene product

OmpA/MotB domain-containing protein
electron transfer flavoprotein subunit alpha
electron transfer flavoprotein subunit beta
electron-transferring-flavoprotein dehydrogenase
fpvA gene product

hypothetical protein

ccoO-2 gene product

apt gene product

hypothetical protein
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5,93
7,87
5,28
9,15
5,59
5,46
5,44
5,69
5,70
6,02
10,05
5,21
5,57
5,42
5,76
5,25
5,38
9,80
5,18
6,08
5,69
8,97
8,54
6,20
6,08
5,42
6,54
521
5,89
5,83
5,93
5,28
6,10
7,41
5,83
9,72
6,51
8,64
5,07
9,02
5,57
5,46
4,72
8,78
4,85
4,93

76213
24341
46820
8297
83260
45666
79850
50524
30187
35344
10282
80994
82825
125511
75495
77783
48603
15075
25507
67566
97521
66136
20341
36497
18778
43237
26252
71567
30092
41214
49881
42408
106455
25983
63409
13804
47591
29677
31218
26344
61044
89670
10342
22623
20005
12028

-1,67
-1,09
-1,21
-1,11
-2,71
3,91
-1,50
-1,24
12,67
2,33
1,43
3,00
7,50
6,33
7,00
2,75
-3,41
1,71
-2,00
1,19
-2,11
-1,75
1,29
1,11
1,00
-1,21
-1,10
-1,39
-1,23
-1,15
1,02
-1,13
1,06
-1,25
1,01
2,33
-1,50
-1,25
-1,32
-1,62
-2,20
2,50
1,07
1,06
1,00
-1,14

2,25E-01
3,26E-01
8,78E-02
3,74E-01
3,95E-02
3,62E-04
7,92E-03
1,01E-01
2,35E-05
1,29E-02
3,19E-01
2,64E-03
2,75E-03
3,10E-02
1,37E-03
7,11E-02
1,61E-05
1,87E-01
1,97E-02
1,23E-01
2,10E-01
2,58E-01
1,57E-01
2,87E-01
5,00E-01
1,66E-01
2,25E-01
5,06E-02
5,10E-02
2,56E-02
3,99E-01
1,52E-01
3,15E-01
1,44E-01
4,69E-01
3,23E-02
3,67E-02
3,49E-01
6,48E-03
1,62E-03
6,71E-02
9,65E-02
4,21E-01
4,26E-01
5,00E-01
3,81E-01



PP_4275
PP_4315
PP_4332
PP_4338
PP 4373
PP_4378
PP 4448
PP_4472
PP 4473
PP_4474
PP_4481
PP_4486

PP_4487
PP_4502
PP_4506
PP_4519
PP_4541
PP_4545
PP_4546
PP_4570
PP_4571
PP 4573
PP_4588
PP_4591
PP_4620
PP_4635
PP_4641
PP_4642
PP_4645
PP_4646

PP_4651
PP_4666
PP_4669
PP_4674
PP_4678
PP_4679
PP_4680
PP_4684
PP_4693
PP_4696
PP_4701
PP_4704
PP_4707
PP_4708
PP_4709

ZipA gene product
PhzF family phenazine biosynthesis protein
cheW gene product
cheA gene product
fleQ gene product
fliC gene product
hypothetical protein
csrA gene product
aspartate kinase
alaS gene product
argD gene product

amino acid ABC transporter substrate-binding
protein
acsA gene product

hypothetical protein
nitroreductase

tolC gene product

ppiA gene product
3-oxoacyl-ACP synthase
hrpA gene product
hypothetical protein

cysK gene product

ATPase AAA
nitroreductase

rnd gene product
fumarylacetoacetase
trans-2-enoyl-CoA reductase
CcstA gene product

type IV pilus assembly PilZ
mscL gene product

oxidoreductase FAD/NAD(P)-binding domain-
containing protein
CioA gene product

mmsB gene product

OmpA/MotB domain-containing protein
recC gene product

ilvC gene product

ilvH gene product

ilvB gene product

hypothetical protein

C4-type zinc finger DksA/TraR family protein
Fis family transcriptional regulator

pgi gene product

hypothetical protein
transport-associated protein

pnp gene product

rpsO gene product
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5,75
4,78
4,39
4,67
5,49
4,39
5,73
6,56
5,25
5,28
6,01
7,62

5,94
521
6,16
5,53
8,64
5,61
8,27
9,70
5,55
5,69
5,73
5,56
5,65
5,23
8,91
4,82
5,07
5,38

8,71
5,84
9,46
5,35
5,48
5,93
6,36
5,25
5,60
5,41
6,29
5,64
7,93
5,12
10,15

35290
28420
17773
79625
55516
67806
66291
6898
44577
94653
43463
28285

71751
10521
19981
50363
20161
42299
146860
35824
34336
32126
21983
42641
46296
44238
73716
15238
14721
28942

52982
30301
18229
130314
36347
17774
62741
56061
17121
52553
61416
107187
12031
74964
10024

2,75
-2,50
1,72
-1,50
2,10
-1,36
2,58
-2,33
-1,45
-1,09
-1,28
2,36

-3,75
-1,30
1,50
-1,14
1,80
-1,04
5,33
2,60
1,19
1,25
1,47
1,67
2,33
1,11
1,15
1,80
3,20
-2,56

2,17
2,88
1,17
2,00
-1,87
1,14
-1,04
1,57
1,06
2,40
4,67
2,25
8,00
-1,49
-1,31

1,00E-02
1,61E-02
1,60E-02
1,24E-01
5,31E-02
9,49E-02
1,58E-04
1,98E-01
2,79E-02
2,62E-01
2,07E-01
6,44E-04

5,47E-02
2,15E-01
1,22E-01
1,53E-01
1,87E-01
4,39E-01
5,85E-03
5,28E-02
7,19E-02
3,39E-01
8,88E-02
2,25E-01
2,64E-03
3,00E-01
3,32E-01
1,03E-01
3,97E-03
2,03E-02

9,18E-02
1,42E-02
4,07E-01
2,06E-01
6,51E-05
3,35E-01
3,15E-01
2,94E-02
3,98E-01
4,97E-02
1,88E-01
1,01E-01
1,52E-03
2,30E-02
1,68E-01



PP_4712
PP_4713
PP_4715
PP_4718
PP_4719
PP_4722
PP_4723
PP_4724
PP_4725
PP_4727
PP_4728
PP_4730
PP_4760
PP_4779
PP_4780
PP_4782
PP_4783
PP_4784
PP_4789
PP_4794
PP_4795
PP_4803
PP_4809
PP_4811
PP_4817
PP_4822
PP_4847
PP_4848
PP_4856
PP_4862

PP_4867
PP_4869
PP_4870
PP 4874
PP_4876
PP_4877
PP_4880
PP_4881
PP_4889
PP_4891
PP_4892
PP 4894
PP_4898
PP_4902
PP_4908
PP_4909

infB gene product

nusA gene product

tpiA gene product

ftsH gene product

rrmJ gene product

greA gene product

carB gene product

carA gene product

dapB gene product

dnaK gene product

grpE gene product

fur gene product
zinc-containing alcohol dehydrogenase
AMP nucleosidase
acyl-CoA dehydrogenase
thiD gene product

thiE gene product

hemL gene product
hypothetical protein

leuS gene product

rare lipoprotein B

dacA gene product

iojap family protein
proA gene product

acyl dehydratase MaoC
purH gene product
hypothetical protein
DnaJ family curved-DNA-binding protein
bacterioferritin

short chain dehydrogenase/reductase
oxidoreductase
ABC transporter substrate-binding protein

nadE gene product
azurin

rpll gene product
rpsR gene product
rpsF gene product
vacB gene product

iron ABC transporter substrate-binding protein

purA gene product
hfIC gene product
hflK gene product
hfq gene product
hypothetical protein
orn gene product
psd gene product
serB gene product
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6,42
4,58
5,02
5,47
7,84
4,85
5,17
5,57
5,68
4,83
4,92
5,43
5,86
6,31
6,18
5,22
6,96
5,53
4,93
5,55
6,02
6,15
5,51
5,82
6,08
6,06
4,55
9,18
4,93
5,97

5,93
5,52
6,41
5,42

10,74
4,94
7,68
5,27
5,56
9,37
5,37
8,07
4,94
5,59
8,66
5,31

91405
54640
25975
69679
23150
17564

117322
40549
28406
68758
20518
15190
35593
54464
59765
28320
21688
45150
31374
96636
22401
42261
15607
45389
16838
57660
11550
34787
19191
27383

40245
29255
16018
15457
8922
16363
96629
36777
46804
32981
44734
9456
16960
20774
31527
45006

-1,08
-1,32
3,50
1,41
-1,40
-3,60
1,13
-1,40
-4,29
1,04
-1,50
1,29
6,00
-2,00
2,33
-1,67
1,75
-1,07
1,12
1,12
1,00
-1,15
-1,13
-1,22
1,94
-1,13
2,09
1,57
10,00
1,22

2,00
-1,15
-1,36
-1,62
-1,10
-1,90
191
1,33
-1,14
-1,12
1,51
-2,36
1,00
-1,17
-1,50
1,13

3,06E-01
3,77E-02
6,98E-03
3,21E-02
2,90E-01
3,00E-02
1,00E-01
7,05E-02
1,55E-03
3,44E-01
2,41E-01
2,37E-01
7,75E-03
1,24E-01
8,50E-02
3,52E-02
1,84E-01
4,10E-01
2,68E-01
3,45E-01
5,00E-01
9,11E-02
3,91E-01
1,78E-01
6,42E-02
2,08E-01
9,66E-02
1,15E-01
6,92E-04
1,26E-01

2,80E-02
1,98E-01
1,31E-01
1,06E-02
3,61E-01
8,25E-02
2,92E-02
2,05E-01
2,25E-01
3,58E-01
7,00E-03
6,90E-02
5,00E-01
3,91E-01
2,87E-01
3,22E-01



PP_4911
PP_4921
PP 4922
PP_4934

PP_4935

PP_4937
PP_4944
PP_4947
PP_4959

PP_4960
PP_4963
PP_4965
PP_4967
PP 4972
PP_4975
PP_4980
PP_4981
PP_4988
PP_4993
PP_4998
PP_5000
PP_5001
PP_5003
PP_5007

PP_5008

PP 5011
PP_5014
PP_5020
PP_5024

PP_5025
PP_5026
PP_5028
PP 5041
PP_5044
PP_5046
PP_5053
PP_5056
PP_5075
PP 5076
PP_5077
PP 5078
PP_5085

hypothetical protein
NCS1 nucleoside transporter
thiC gene product

bifunctional heptose 7-phosphate kinase/heptose
1-phosphate adenyltransferase

lipid ABC transporter ATPase/inner membrane
protein

toluene tolerance protein

carbamoyltransferase
putA gene product

response regulator receiver modulated diguanylate
cyclase/phosphodiesterase with PAS/PAC
sensor(s)

fda gene product

pgk gene product

tktA gene product

metK gene product
hypothetical protein
thioesterase
DEAD/DEAH box helicase
hypothetical protein
chemotaxis protein CheA
gshB gene product

pyrB gene product

hslV gene product

hslU gene product

phaA gene product

poly(hydroxyalkanoate) granule-associated
protein

poly(hydroxyalkanoate) granule-associated
protein

ubiE gene product

hisl gene product
methyl-accepting chemotaxis sensory transducer

amino acid ABC transporter substrate-binding
protein
mdoH gene product

mdoG gene product

pip gene product

glgP gene product
GTP-binding protein TypA
glnA gene product

secB gene product

pgm gene product

gltD gene product

gltB gene product
sporulation domain-containing protein
aroB gene product

maeB gene product
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8,45
7,82
5,57
5,65

7,02

10,06
6,78
5,91
5,07

5,48
5,16
5,20
5,26
6,69
6,74
9,97
7,89
4,90
5,34
6,56
5,82
5,67
6,90
10,15

9,07

9,06
6,05
5,10
7,76

8,40
6,08
5,82
5,98
5,40
521
4,46
5,07
6,03
5,88
6,54
571
5,09

27320
44921
69683
49940

66238

25940
65604
142493
78846

38428
39980
72418
42752
13904
14893
68033
22115
179895
35232
36321
18755
49951
62203
26198

15540

28380
14997
68975
29829

95815
62302
36566
91947
67116
51708
17743
55146
51786
161671
55400
39461
45099

1,50
3,33
-1,57
1,37

2,11

1,00
-1,64
7,92
3,33

1,11
-1,33
1,14
1,28
2,00
3,20
1,63
1,57
4,33
1,19
-1,46
1,27
-1,44
1,09
2,92

1,41

-2,71
1,25
4,67
-1,34

3,40
1,80
4,33
6,86
-3,26
1,07
-1,04
1,16
-3,17
1,06
-1,14
-1,46
-1,32

6,99E-02
9,95E-02
7,72E-03
2,12E-01

1,56E-01

5,00E-01
1,25E-01
5,90E-05
9,88E-03

2,56E-01
8,70E-02
1,88E-01
1,67E-02
8,24E-02
1,02E-02
2,13E-01
2,26E-01
1,38E-02
2,73E-01
1,56E-02
2,58E-01
4,90E-02
3,88E-01
3,83E-03

2,63E-01

2,89E-02
3,76E-01
2,05E-03
1,28E-01

5,06E-02
1,06E-02
4,65E-02
4,97E-03
1,66E-03
2,89E-01
4,22E-01
6,21E-02
1,97E-03
3,36E-01
2,74E-01
5,06E-02
1,84E-02



PP_5087
PP_5089
PP_5095
PP_5104
PP 5111
PP 5118
PP 5123
PP 5127
PP 5128
PP_5139
PP 5145
PP_5150
PP 5153
PP_5155
PP 5177
PP 5179
PP 5181
PP 5184
PP 5186
PP 5194
PP 5196
PP 5214
PP 5215
PP 5216
PP 5217
PP_5220
PP 5229
PP 5234
PP_5265
PP 5278
PP 5281
PP 5282
PP_5286
PP_5289
PP 5291
PP_5292
PP 5294
PP_5301
PP_5303
PP 5335
PP_5336
PP_5346
PP 5347
PP_5352
PP_5353
PP 5378

rpmE gene product

argS gene product

proC-2 gene product

thiG gene product

ftsY gene product
rhodanese domain-containing protein
coaD gene product
hypothetical protein

ilvD gene product

cadA-2 gene product

ptsP gene product

rpiA gene product
fumarylacetoacetate (FAA) hydrolase
serA gene product

potl gene product

potG gene product

potF-2 gene product
glutamine synthetase

argE gene product

gcvT gene product

iron ABC transporter substrate-binding protein
rho gene product

trx-2 gene product

ppx gene product

ppk gene product

elbB gene product
hypothetical protein
nitrogen regulatory protein P-11
Xpt gene product

aldehyde dehydrogenase
rpmG gene product

rpmB gene product

dut gene product

argB gene product

pyrE gene product

crc gene product

rph gene product

rpoZ gene product
endoribonuclease

purK gene product

purE gene product

oadA gene product

accC-2 gene product

uvrD gene product
hypothetical protein
cytochrome c family protein
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9,05
5,57
4,98
5,74
5,13
5,51
6,98
6,48
5,61
6,04
5,42
5,12
4,93
5,93
9,58
6,10
6,04
4,78
5,10
5,34
5,64
7.72
5,02
6,37
7,33
5,19
5,77
5,42
5,83
5,56
9,99

11,78
5,37
5,57
5,09
5,10
5,82
4,40
5,15
5,31
5,90
5,42
6,07
5,87
6,60
5,89

7839
63629
28241
28899
51649
30731
17983
44099
65630
79279
83285
23481
23891
44311
32226
42445
40042
50943
41399
39355
36806
47012
11737
55924
81681
23376
26379
12323
20374
53020

5986

8917
15904
31933
23065
29768
25707

9740
13499
38678
16933
65585
51910
81642
30652
27534

-1,57
1,20
1,03
1,43
2,67
1,05
1,75
1,00
-1,45
8,50
1,25
-1,08
1,50
-1,10
2,00
-2,40
-1,17
-1,13
1,22
2,80
1,03
-1,34
1,27
1,00
1,38
1,69
1,00
1,66
-1,14
1,09
-1,52
-1,29
-1,60
-1,11
-1,14
1,07
1,50
-1,22
-1,03
1,20
1,45
1,32
-1,75
-1,06
1,41
-3,33

2,43E-01
1,67E-01
4,36E-01
9,11E-02
1,31E-01
4,10E-01
5,90E-02
5,00E-01
3,31E-03
4,53E-02
1,44E-01
4,26E-01
2,87E-01
2,08E-01
2,06E-01
1,08E-01
2,00E-01
3,88E-01
2,68E-01
9,89E-03
4,62E-01
1,19E-01
2,71E-01
5,00E-01
1,03E-01
2,67E-02
5,00E-01
5,19E-02
3,89E-01
3,74E-01
1,38E-01
1,86E-01
2,39E-01
4,02E-01
3,72E-01
3,62E-01
1,80E-01
3,15E-01
4,70E-01
1,72E-01
1,30E-01
2,08E-01
1,84E-01
3,49E-01
3,33E-02
2,15E-02



PP_5380
PP_5383
PP 5395
PP 5411
PP 5412
PP 5413
PP 5414
PP_5415
PP 5416
PP 5417
PP 5419

COpA gene product
copR gene product
hypothetical protein
glmU gene product
atpC gene product
atpD gene product
atpG gene product
atpA gene product
atpH gene product
atpF gene product
atpB gene product
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5,64
5,60
5,53
6,24
5,25
4,88
8,91
5,38
5,57
5,56
6,17

74176
25125
31603
48441
14528
49328
31444
55318
19185
16888
31692

2,00
1,86
-1,14
-1,62
1,50
-1,07
-1,29
-1,20
1,00
1,34
-1,47

5,25E-02
1,64E-01
2,41E-01
4,54E-02
1,58E-01
1,72E-01
3,14E-02
5,65E-02
5,00E-01
1,39E-01
2,33E-01
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