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ABREVIATURAS

£ coeficiente de extincién molar

A: delecidn

2-HPA: acido 2-hidroxifenilacético

3-HPA: acido 3-hidroxifenitacético

4-HPA: acido 4-hidroxifenilacético

Ap": resistencia a ampicilina

C120: catecol 1,2-dioxigenasa

C230: catecol 2,3-dioxigenasa

cAMP: adenosin-monofosfato ciclico
CAP: proteina receptora de cAMP

Cu: curio

Cm": resistencia a cloranfenicol

CoA: coenzima A

CHM: 5-carboximetil-2-hidroxi-muconato
CHMS; 5-carboximetil-2-hidroxi-mucoénico semialdehido
Da dalton

dATP: desoxiadenosin 5’-trifosfato
dCTP: desoxicitosin 5’-trifosfato

EDTA: ctilendiaminotetraacetato

FAD: flavin-adenin-dinucledtido

FMN: flavin-mononucleotido

g aceleracion de la gravedad

HCA: acido fenilpropidnico

HHDD: 2-hidroxi-hept-2,4-dien-1,7-dioato
HHED: 2,4-dihidroxi-hept-2-en-1,7-dioato
HMS: 2-hidroxi-mucénico semialdehido
HPC: homoprotocatecuato

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién
IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopiranosido

kb: 1000 pares de bases



Km": resistencia a kanamicina

LB: medio de cultivo de Luria y Bertani
MHP: acido 3-(3-hidroxifenil)propidnico
MMGs: microorganismos modificados genéticamente
NADH: nicotinamida-adenin-dinucledtido
NADPH: fosfato de nicotinamida-adenin-dinucleétido
Nal"; resistencia a acido nalidixico

OHED: 2-ox0-hept-3-en-1,7-dioato

ONPG: o-nitrofenil-galactosido

OPET: 5-oxo-pent-3-en-1,2,5-tricarboxilato
ORF: marco de lectura abierta

p/v: relacion peso/volumen

P340: protocatecuato 3,4-dioxigenasa

PA: acido femlacético

PGA: penicilina G acilasa

Py: piruvato

RBS: sitio de union al nbosoma

Rif ": resistencia a rifampicina

SDS: dodecil sulfato sodico

SS: succinato semialdehido

Tc' resistencia a tetraciclina

Tris: 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-diol
viv. relacion volumen/volumen

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indohl-f-D-galactopiranosido
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Probablemente no va en contra de la ciencia
sugerir que en un lugar u otro existe algun
organismo que, bajo las condiciones
adecuadas, pueda oxidar cualquier sustancia...
(Gale, 1952)
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INTRODUCCION

1. ACUMULACION DE COMPUESTOS AROMATICOS EN LA BIOSFERA.
UN PROBLEMA MEDIOAMBIENTAL

La gran capacidad biodegradativa de los microorganismos se conoce desde hace
décadas. De hecho, el principio de infalibilidad microbiana enunciado por Gale en
1952, proponia que, en las condiciones adecuadas, todas las sustancias naturales podian
ser degradadas por algiin microorganismo (Stanier, 1986). Ciertamente, la mayoria de
los compuestos naturales se degradan con facilidad, aunque existen claras excepciones
como la lignina, presente en la madera de los arboles, que es muy resistente a la
biodegradacion (Kuhad y Singh, 1993). Sin embargo, este principio no contemplaba la
masiva introduccion de una amplia variedad de compuestos aromaticos en la Biosfera
como consecuencia de la actividad humana y el gran progreso industrial desarrollado
desde mediados del pasado siglo (Smith, 1990). En lineas generales, podemos definir el
término xenobidtico como un compuesto sintético cuya estructura quimica no ha sido
expuesta a los microorganismos a lo largo de la evolucion (Leisinger y Brunner, 1986).
La aparicion reciente de estos compuestos plantea el problema de su integracion en los
grandes ciclos de recambio de la materia, que conduce a una acumulaciéon de estas
especies quimicas debido a la resistencia que presentan frente al ataque microbiano. El
impacto que la acumulacion de este tipo de contaminantes puede provocar en un
ecosistema viene dado por su concentracion y su grado de toxicidad, pudiendo crear

graves problemas de contaminacion ambiental.

La etapa limitante en la biodegradacion o detoxificacion de estos compuestos es
la eficiencia de las rutas catabdlicas microbianas. Aunque a veces existen las enzimas
adecuadas para llevar a cabo la completa mineralizacion de ciertos compuestos
xenobidticos, estos procesos no son lo suficientemente rapidos como para mantener un
equilibrio entre la liberacion y eliminacion de éstos, siendo la causa principal de este
desfase la gran cantidad de vertidos que de forma incontrolada se liberan en la Biosfera
(Smith, 1990). La eficacia y cinética de estos procesos catabolicos puede verse afectada
por diversos factores como por ejemplo la accesibilidad del sustrato, l1a presencia de

sustancias adsorbentes en el suelo, o factores fisico-quimicos como la temperatura del
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INTRODUCCION

habitat, pH, potencial redox, concentracién de oxigeno, etc. (Swindol y cols., 1988,

Spain y van Veld, 1983; Bottomley, 1993).

2. ADAPTACION INDUCIDA DE LOS MICROORGANISMOS A LOS
COMPUESTOS AROMATICOS CONTAMINANTES

La seleccion natural actia favorablemente sobre una poblacion cuando las
variaciones introducidas permiten a dicha poblacion obtener un crecimiento mas rapido.
La continua y rapida evolucidén genética caracteristica de las bacterias ha facilitado la
aparicion y diseminacion de rutas metabohicas para la degradacion de una gran variedad
de hidrocarburos aromaticos (Leisinger y Brunner, 1986). Sin embargo, la masiva
liberacidén de agentes xenobioticos durante un corto espacio de tiempo, desde el punto de
vista evolutivo, no ha permitido a los microorganismos desarrollar nuevas propiedades
catabolicas con la rapidez suficiente para paliar el problema medioambiental originado

por la acumulacion de estos compuestos en distintos ecosistemas.

Para acelerar los procesos evolutivos implicados en la adquisicion de nuevas rutas
catabolicas se han disefiado en el laboratorio, mediante ¢l uso de quimiostatos, diversos
experimentos consistentes en la aplicacion controlada de una presion selectiva sobre una
estirpe, o una comunidad microbiana, que metabolice un compuesto parecido al que se
quiere degradar (Dornn y cols., 1974). Estos estudios indican que es posible conseguir
una completa mineralizacion de ciertos agentes xenobidticos sustituyendo lentamente la
fuente de carbono metabolizable por el compuesto en estudio. El periodo de exposicion
al nuevo sustrato puede consistir en dias o meses, denominindose proceso de
adaptacion microbiona al cambio que provoca la ampliacion de la capacidad
biodegradativa (Spain y van Veld, 1983). Estas estrategias se han utilizado con éxito en
varias ocasiones y tienen la ventaja de ser sencillas y de no ser necesaria la
caracterizacion a priori de las rutas catabolicas que intervienen en el proceso. La

desventaja principal que presentan es que el resultado final no es totalmente predecible.

Los mecanismos que han desarrollado los microorganismos para llevar a cabo

€stos procesos consisten, por una parte, en la induccidon de enzimas especificas para la

13



INTRODUCCION

degradacion del sustrato, y por otra, en la aiteracién de la actividad enzimatica originada
por procesos de adaptacion genética como la recombinacion, transposicion o mutacion.
También pueden estar implicados procesos de transferencia genética, de forma que, por
transformacion, transduccion o conjugacion, el microorganismo adquiera genes que le
permitan ampliar su capacidad catabolica (Reineke y Knackmuss, 1979; van der Meer y
cols., 1992). Estos procesos se ven facilitados por el hecho de que muchas rutas
catabolicas estan locahizadas en plasmidos transmisibles o transposones. En la tabla 1 se
muestran algunos ejemplos de plasmidos que contienen genes implicados en rutas

catabdlicas de compuestos aromaticos (Frantz y Chakrabarty, 1986).

Otro procedimiento para ampliar la capacidad biodegradativa bacteriana consiste
en la utilizacion de técnicas de ingenieria genética para la transferencia in vitro de genes
clonados y/o de sistemas reguladores conocidos (de Lorenzo y Rojo, 1994). Esto da
lugar a microorganismos modificados genéticamente (MMGs) que, por su importancia,
se tratardn en otro apartado. La evolucion in vitro requiere una caracterizacion
exhaustiva de las rutas metabolicas que se quieren expandir, lo que justifica el gran

avance que se ha producido en este campo durante las Gltimas décadas.

Tabla 1. Rutas catabélicas de compuestos aromaiticos localizadas en plaismidos

Plismido Microorganismo Ruta degradativa Referencia
TOL Pseudomeonas putida xileno, tolueno (Duggleby v cols,, 1977)
SAL1 P putida salicilato {Chakrabarty, 1972)
(Yeny cols, 1983)
NAH F. putida naftaleno (Yeny cols,, 1983)
NIC P. convexa nicotina, nicotinato (Thacker y Gunsalus, 1979)
pRAS00 P, putida 3,5-xilenol (Hopper y Kemp, 1980)
(Jainy cols,, 1984)
pEG P. fluorescens estireno (Bestetti y cols,, 1984)
PCITI Pseudomonas sp. anilina {Anson y Mackinnon, 1984)
pIP4 Alcaligenes eutrophus 2.4-diclorofenoxiacetato {Don y Pemberton, 1981)
pWR1 Pseudomonas sp. 3-clorobenzoato (Reineke y Knackmus, 1979)
pAC25 P. putida 3-clorobenzoato (Chatterjee y Chakrabany, 1983)
pViiso FPseudomonas CF600) fenol (Nordlund y cols., 1990)

16



INTRODUCCION

3. RUTAS CATABOLICAS DE COMPUESTOS AROMATICOS EN
BACTERIAS

Junto con los residuos glucosidicos, el anillo bencénico constituye la unidad de
estructura quimica mas difundida en la Naturaleza, por lo que no es extrafio que los
microorganismos hayan desarrollado rutas metabolicas que les permitan mineralizar este
tipo de compuestos (Smith, 1990). Sin embargo, la introduccién artificial de grupos
electronegativos, cloro o nitro, en el anillo aromatico disminuye considerablemente su

biodegradabilidad (Leisinger y Brunner, 1986).

El uso moderno del vocablo aromdtico no tiene ninguna relacion con el aroma.
Aunque el término se origind en los albores de la quimica organica cuando se descubrid
que muchos compuestos que contenian anillos de benceno se caracterizaban por olores
fuertes, en la actualidad se asocia con compuestos que tienen una estabilidad de indole
aromatica (Streiwieser y Heathcock, 1979). Los hidrocarburos aromaticos son muy
estables debido a su configuracién electronica por lo que requieren una activacion previa
para ser metabolizados. El mecanismo de activacion es diferente dependiendo de si se
lleva a cabo en un microorganismo anaerobio o aerobio. En el primer caso, las reacciones
que conllevan a la desestabilizacién del anillo aromatico consisten, generalmente, en una
tioesterificacion del anillo bencénico mediante la incorporacion enzimética de coenzima
A (CoA). Sin embargo, los microorganismos aerobios, normalmente, desestabilizan la
estructura resonante mediante una serie de reacciones de oxidacién. En ambos casos,
estas reacciones enzimaticas conducen a la formacién de metabolitos intermediarios de

rutas centrales como el ciclo de Krebs (Leisinger y Brunner, 1986).

3.1, Metabolismo anaerobio

Los ecosistemas andxicos se originan cuando el consumo de oxigeno supera al
suministro de éste, como sucede en aguas estancadas, sedimentos de lagos, plantas
industriales que producen metano a partir de desechos organicos, plantas de depuracién
de aguas residuales, tracto digestivo de los animales, sedimento de los océanos, etc. El

metabolismo anaerobio de los compuestos organicos y su mineralizacion a didxido de
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carbono y metano depende de la disponibilidad de la luz y de aceptores de electrones

inorganicos como nitrato, suffato o diéxido de carbono.

En 1934, Tarvin y Buswell demostraron, mediante evidencias quimicas, que al
incubar un compuesto aromatico en condiciones anaerobias, utilizando como medio
fango y aguas residuales, este compuesto era completamente transformado en metano y
dioxido de carbono. Posteriormente, y mediante el uso de benzoato marcado con He,
Clark y Fina (1952) demostraron que, en condiciones similares, el 50% del carbono
procedente de benzoato era convertido en metano, con lo que definitivamente quedo
demostrado que los microorganismos anaerobios eran capaces de catabolizar este tipo de
compuestos. Actualmente ha surgido un gran interés por el estudio de este tipo de rutas
dado que muchos ecosistemas andxicos contienen grandes cantidades de residuos

aromaticos procedentes de desechos industriales.

La clasificacién de los microorganismos anaerobios capaces de metabolizar
compuestos aromaticos se ha disefiado atendiendo al sistema que la bacteria utiliza para

obtener energia (Evans y Fuchs, 1988) (tabla 2).

3.1.1. Bacterias fotosintéticas

Desde el punto de vista biodegradativo, las bacterias rojas no sulfiireas son las
mas interesantes dentro del grupo de bacterias fotosintéticas. Son microorganismos
principalmente fotoheterdtrofos, es decir, que utilizan la luz como fuente de energia y
compuestos organicos como fuente de carbono. Las bacterias rojas no sulfireas se
presentan de modo tipico en lagos y charcas de agua dulce, donde hay materia organica
pero no hay sulfuro, o estd en muy baja concentracion. Dentro de este grupo de
bacterias, se han descrito algunas especies pertenecientes al género Rhodopseudomonas
como R. palustris que pueden metabolizar benzoato y w-alcanofenilcarboxilatos en
condiciones anaerobias y en presencia de luz (Elder y cols., 1992). El benzoato entra en
la célula mediante un sistema de transporte dependiente de energia y es convertido en
benzoil-CoA por una benzoil-CoA ligasa inducible. Posteriormente, mediante una serie

de reacciones enzimaticas de reduccion e hidratacion, da lugar a 3-hidroxipimeil-CoA.
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Este compuesto produciria acetil-CoA mediante una ruta metabolica similar a la  f§-

oxidaciéon de los acidos grasos (Evans y Fuchs, 1988; Koch y cols.,, 1993; Gibson y
Gibson, 1992}

Otra especie interesante es R. gelatinosa que es capaz de mineralizar
floroglucinol. Se cree que el primer paso consiste en una deshidrogenacion ya que el
dihidrofloroglucinol se ha identificado en el medio de cultivo pero el resto de la ruta

metabolica esta atin por determinar (Whittle y cols.,1976).

3.1.2. Bacterias desnitrificantes

Muchas bacterias aerobias pueden utilizar nitrato, en lugar de oxigeno, como
aceptor de electrones cuando las condiciones son de anaerobiosis. Siempre que la
materia organica se descompone en el suelo 0 en el agua y se agota el oxigeno como
resultado de la respiracidén aerdbica microbiana, algunos de estos microorganismos
continuaran utilizando la materia orgénica si hay nitrato presente, es decir, mediante
respiracion anaerobia. En este proceso el nitrogeno combinado es eliminado del suelo y

del agua con tiberacion de N a la atmosfera,

En 1970, Taylor y cols. aislaron un microorganismo Gram negativo que fue
clasificado como Pseudomonas estirpe PN-1, que era capaz de metabolizar el benzoato
en condiciones aerobias mediante una ruta que conllevaba una hidroxilacién que daba
lugar al acido protocatéquico y posterior ruptura del anillo en posicion meta. En
anaerobiosis y en presencia de nitrato este microorganismo también era capaz de utilizar
¢l benzoato como unica fuente de carbono. Se demostrd que el primer paso de esta ruta
consiste en la formacion de benzoil-CoA. Posteriormente, Blake y Hegeman (1987)
reclasificaron esta estirpe denominandola Alcaligenes xylosoxidans subespecie
desnitrificans y demostraron, mediante experimentos genéticos, que la ruta anaerébica
de degradacion de benzoato estaba localizada en el plasmido conjugativo pCB1. Este
microorganismo también puede mineralizar 2- y 4-fluorobenzoato mediante una reaccion

de deshalogenacion,
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Tabla 2. Metabolismo anaerobio de compuestos aromaticos

Obtencion de enevgia

Fotosintesis

Desnitrificacion

Reduccion de sulfato

Eermentacidn

Fermentacion metanogénica

Microorganismo

Rhodopseudomonas palustris

R. gelatinosa

Alcaligenes xylosoxidans

Paracoccus denitrificans

Parococcus sp.
Bacillus sp.

Pseudomonas

Desuifovibrio sp.
Desulfococcus
Desulfonema

Desulfosarcina

Coprococeus sp.
Streptococcus

Pelobacter acidigallici

Eubacterium oxidoreducens

Asociacion microbiana:
bacteria fermentativa +
bacteria acetogénica y metanogénica

Sustrato
benzoato

m,p-hidroxibenzoato
floroglucinol

benzoato
hidroxibenzoatos
fluorobenzoato
piotocatecuato
vanilato

0, p-cresol

o, m, p-falato

2-aminobenzoato
fenol

@, m, p-cresol
fenilacetato,
4-hidroxifenilacetato,
fenol

p-tresol

benzoato

hidroxibenzoatos
fenilacetato

fenol
indo}

floroglucinol
resorcinol

galato,
pirogalol

polifencles,
quercetina

lignina
benzoato
tirosina
cinamato
fenilpropionato
feilacetato,
benzoato
fenol,

catecol
hidroguinena
ferulato
vanilato
siringinato
fenilalanina
benceno,
tolueno
triptéfano,
indol
clorobenceno
clorofenoles
clorobenzeatos
clorofenoxiacetatos
nitrofenoles
cloroguayacol

Referencia
(Proctor y Scher, 1960)
(Dutton v Evans, 1967)

(Whittle v cols., 1976 )

(Blake y Hegeman, 1987)

{Williams y Evans, 1975)

(Rudolphi y cols., 1991)
(Aftring v cols., 1981)

(Ziegler v cols., 1987)
(Tschech y Fuchs, 1987)
(Bossert y Young, 1986)
(Dangel v cols., 1991)

(Evans y Fuchs, 1988)
(Evans y Fuchs, 1988)
(Evans y Fuchs, 1988)

(Bak y Widdel, 1986a)
(Bak y Widdel, 1986h)

(Tsai y Jones, 1975)
(Tschech y Schink, 1985)

(Schink y Pfennig, 1982)

(Krumholz y Bryant, 1986)

(Boruff y Buswell, 1934)
(Tarvin v Buswell, 1934)
{Mountfort y Bryant, 1982)
(Balba y Evans, 1980a)

(Balba y Evans, 198Gb)
{Healy y Young, 1978}

{Balba ¥ Evans, 1980¢)
(Healy y cols., 1980)
(Kaiser y Haselmanr, 1982)
{Sleat y Robinson, 1983)
(Balba y Evans, 1980a)
{Grbic-Galic y Vogel, 1987)

(Bemy y cols., 1987)

(Reineke y Knackmuss, 1984)
(Boyd y cols., 1983)

(Boyd v Shelton, 1984)
(Suflita y cols., 1982)

(Suflita y Gibson, 1985)
(Neilson y cols., 1987)
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Actualmente se sabe que existen otras estirpes del género Pseudomonas que, en
condiciones desnitrificantes, degradan el benzoato y otros compuestos aromaticos como
el hidroxibenzoato, el 2-aminobenzoato, €l fenol, el acido fenilacético (PA) y el acido 4-
hidroxifenilacético (4-HPA) (Altenschmidt y cols., 1991; Biegert y cols, 1993; Dangel y
cols., 1991; Mohamed y cols., 1993; Mohamed y Fuchs, 1993; Elder y Kelly, 1994). En

todos los casos interviene una acil-CoA ligasa que da lugar al tioéster correspondiente.

Mediante la intervencion de diversas reacciones enzimaticas de o-oxidacion,
reduccion o carboxilacion estos compuestos daran lugar a benzoil-CoA como metabolito
intermediario central que posteriormente es reducido e hidratado enzimaticamente por
un mecanismo similar al propuesto en R. palustris (Koch y Fuchs, 1992; Koch y cols.,
1993). Las acil-CoA ligasas son de vital importancia en los primeros pasos de las rutas
catabodlicas anaerdbicas de derivados aromaticos ya que desestabilizan el anillo aromatico

mediante tioesterificacion.
3.1.3. Bacterias sulfato-reductoras

El habitat tipico de estos microorganismos anaerobios estrictos desasimiladores
de sulfato son sedimentos anaerébicos que contienen materia organica y sulfato. Las
actividades de estos organismos dan como resultado una generacion masiva de acido
sulfhidrico. Esto conduce con frecuencia al desarrollo de bacterias rojas y verdes
sufureas, que utilizan el acido sulfhidrico como donador fotosintético de electrones,
oxidandolo a sulfato bajo condiciones anaerdbicas en presencia de luz. Esta accion
combinada determina un ciclo anaerdbico tipico del azufre. Los géneros Desulfovibrio,
Desulfococbus, Desulfonema y Desulfosarcina, aislados de sedimentos marinos y de
agua salada, son capaces de metabolizar algunos derivados arométicos como el
benzoato, el PA, el 3-fenilpropionato y ¢! 2-, 3-, y 4-hidroxibenzoato, pero hasta ahora
se desconoce el mecanismo por el cual este tipo de bacterias mineralizan estos

compuestos (Evans y Fuchs, 1988).
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3.1.4. Fermentacion

La fermentacion puede definirse como un proceso metabdlico generador de ATP
en el que los compuestos organicos sirven tanto de donadores de electrones

(oxidandose) como de aceptores de electrones (reduciéndose}.

En 1982, Schink y Pfennig aislaron de fango marino un microorganismo
perteneciente a la familia Bacteroidaceae al que llamaron Pelobacter acidigallici. Este
microorganismo es capaz de convertir acido galico, florogiucinol, pirogalol y 2,4,6-
trihidroxibenzoato en acetato y CO, Durante las fermentaciones no se reducia nitrato ni
sulfato. La asociacion de este microorganismo con Acetobacterium woodii durante el
proceso fermentativo permitia la utilizacion de un nuevo sustrato ya que esta comunidad
bacteriana convertia el acido siringico en acetato. El acoplamiento de diferentes rutas
metabolicas permite a las comunidades microbianas utilizar ciertos compuestos
aromaticos que no serian degradables por un \inico microorganismo. Este tipo de
asociaciones co-metabolicas existen de forma natural en la Biosfera aumentando la

capacidad biodegradativa de los microorganismos.

3.2. Metabolismo aerobio

Como se menciono anteriormente, el mecanismo general de desestabilizacion del
anillo aromatico desarrollado por los microorganismos aerobios implica una oxidaciéon
progresiva de la estructura resonante. Actualmente se tiene un gran conocimiento, a nivel
molecular, de algunas rutas catabolicas microbianas de compuestos aromaticos,
especialmente de las pertenecientes al género Psewdomonas (van der Meer y cols.,
1992). Una comparacién detallada de estas rutas metabolicas indica que el primer paso
consiste en la incorporacion de dos grupos hidroxilo en el anillo bencénico para lo cual
los microorganismos han desarrollado una serie de rutas periféricas de oxidacion,
deshalogenacion, desnitracion o desulfuracion, que dan lugar a un intermediario
dihidroxilado susceptible a la accién de dioxigenasas especificas que provocaran la
apertura del anillo. Estos derivados dihidroxilados seran canalizados por dos rutas

generales: por la ruta del catecol, en la que los intermediarios catecolicos pueden ser
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metabolizados a su vez mediante la ruta mefa o ia ruta orto dependiendo de la posicion
en la que se efectue la apertura del anillo, o por la ruta del gentisato. Los metabolitos
finales de ambas rutas entran directamente en el metabolismo intermediario de la célula

{figura 1).

COQH 0 A
OOOH ©0H e CCOOH
p; Cy,20 C230 CHO
Acetcﬂdehido
y; Catecol .y '
Acetil-CoA Ruta Orfo RutaMera Piruvato
Succinato /
Semigldehido
COz >~ COOH COOH SUCCINico
UOOH © H Oz OHC O™
P PasO
340 OOH
Protocatecuato B
HOOGC COOH
@ () *COOH ——= Fumaraio
Gy,20
Acetoocemro
Genhsato

Figura 1. Rutas catabélicas centrales de compuestos aromaticos de
microorganismos aerobios, Los hidrocarburos aromaticos siguen dos rutas generales:
A, la ruta del catecol y B, la ruta del gentisato. En el primer caso, la ruptura del anillo
aromatico puede ser en posicion 1,2 (orto), o en 2,3 (meta), segun la enzima utilizada.
Abreviaturas: C,,0, catecol [,2-dioxigenasa, C,30, catecol 2 3-dioxigenasa, P;,0,
protocatecuato 3,4-dioxigenasa, P, 5O, protocatecuato 4,5-dioxigenasa; G0, gentisato
1,2-dioxigenasa. (de Lorenzo y Rojo, 1994).
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En general, los genes que codifican para las enzimas responsables de la
degradacion de compuestos aromaticos estan estructurados en operones organizados en
agrupaciones o clusters de genes que, en muchas ocasiones, estan localizados en
plasmidos transmisibles o en transposones (tabla 1), lo que permite su propagacion. En la

figura 2 se muestra la organizacion de algunas de estas rutas catabolicas.

kb 20%b
EST REGULO T T rrT T T T T ALIZACION — MICROORGANISMO
FEORFDC R (A a2/
Clorabenzoato ch SRS C——1 pPs1 Pseudomonar P31
DORFR AR
Clorecatecal cle BSANNRN] | pACZ? P purida AC$67
A FEDCX Ag e R $ A
Diclorofenoxiactctate 1 NN RNR] oo !I_:_] plPbd A cutrophus IMP134
catD F ECE M catd  benl C 8B A
Benzpalo caifben =T CTIT1I 1 cromesoma A caiCoaceticus
R SHIKQJF GETLZY X N B AMC
Xileno/Tolueno o W e R T T 1 - T 17T 1] PWWO P putida mt-2
fMA J LNITIHTG &7 I{¥ o F €8 A4
Nafaleno/Salicilato  rah |l | MNAH7? P. putida PpGi7
RXFEFGGEA GEGCI H 5§ .1
Tolucno tod e 111 o i

crgmosona P. puiida F1

A AeAsMeBC X D

Clerobifenile bph €rOMmOsoma P pseudoalealigenes KFT01
A BCOE F

Toluene tmo cromasoma P mendocing KR 1
R ELMNOFPRE C DEFGHI

Fenol dmp [[ 3T T1 FEEEtiddiisd pVILS0 Pseudomonas sp CF600

Figura 2. Organizacién fisica de algunas rutas catabélicas de compuestos
aromaticos. [1 genes que forman parte de las rutas periféricas; M, genes reguladores; O,
genes implicados en transporte; El, ruta mefa; B ruta orto; N ruta orfo modificada. Las
flechas indican la direccion de transcripcion de los genes. Los genes cuya secuencia de
nucleo6tidos no se conoce en su totalidad estan indicados entre paréntesis.
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La ruta catabolica mejor caracterizada es la ruta TOL o ruta de degradacion de
xileno y tolueno de Pseudomonas putida (Marqués y Ramos, 1993). Esta ruta esta
localizada en los plasmidos TOL, de los cuales, el prototipo es el plasmido pWWO que
fue descrito por primera vez en el afio 1974 por Williams y Murray aunque sus
propiedades catabolicas ya habian sido observadas en 1973 por Nakazawa y Yokota.
Este plasmido pertenece al grupo de incompatibilidad P-9 y tiene un tamafio de 117 kb
de las que, aproximadamente 40 kb estan implicadas en la ruta catabolica (Downing y
Broda, 1979). El plasmido pWWO es autotransmisible y su rango de huésped se
restringe al género Pseudomonas y algunas Enterobacteriaceae (Nakazawa, 1978,
Ramos-Gonzalez y cols., 1991). Los genes implicados en esta ruta catabolica del xileno,
o genes xyl, estan localizados en el transposon Tn4657 de 56 kb que a su vez esta
incluido en el transposon Tn4653 de 70 kb, ambos pertenecientes a la familia de
transposones Tn3 (Tsuda y cols., 1989). El plasmido TOL es termosensible ya que en P.
aeruginosa no puede mantenerse a 42°C. Hasta ahora no han sido localizados con
exactitud los genes responsables de la replicacion y transferencia conjugativa pero se
sabe que la expresion y formacion del pilus dependiente de pWWO es constitutiva, lo
que justifica el alto grado de transferencia de este plasmido a las estirpes receptoras

(Ramos-Gonzalez y cols., 1991),

Los genes catabélicos de la ruta TOL estan organizados en dos operones
llamados operdn “upper” (xyICMABN) y operon “meta” (xyIXYZLTEGFJQKIH). Los
genes xyITEGFJOKIH codifican para proteinas que forman parte de la ruta meta para la
degradacion del catecol. El resto de los genes xp/ constituyen una ruta periférica
mediante la cual el grupo metilo del tolueno es secuencialmente oxidado hasta benzoato,
o metilbenzoato si el producto inicial es xileno, por los productos de los genes del
operdn upper; posteriormente estos compuestos son oxidados y descarboxilados para
producir  catecol mediante la toluato 1,2-dioxigenasa (xylX¥Z) y la

dihidroxiciclohexadieno descarboxilasa deshidrogenasa (xylL), respectivamente.

25



INTRODUCCION

3.2.1. Rutas periféricas

A lo largo de la evolucidn, los microorganismos han ampliado su capacidad
biodegradativa mediante variaciones en las rutas periféricas como la adquisicion de
nuevas enzimas y la aparicion espontanea de mutaciones que provocan un cambio en la
especificidad de sustrato de las enzimas existentes. Normalmente la formacion del
intermediario dihidroxilado en las diferentes rutas periféricas esta mediada por
oxigenasas que, en muchos casos, presentan una gran similitud en su estructura primaria,
lo cual indica que podrian derivar de un gen ancestral comin {(van der Meer y cols,,

1992).

En este apartado se expondran, de forma general, los tipos de enzimas implicadas

en las rutas periféricas.

3.2.1.1. Oxigenasas

Las oxigenasas son enzimas que catalizan la insercion de oxigeno molecular en
sustratos organicos. Estas enzimas se clasifican en monooxigenasas y dioxigenasas,
dependiendo del nimero de atomos de oxigeno que incorporan en la molécula de
sustrato. Las monooxigenasas incorporan solo un atomo de oxigeno en el sustrato,
reduciendo el otro hasta agua mediante una reaccidn de oxidacién. Debido al
acoplamiento entre las reacciones de oxigenacion y oxidacion estas enzimas también se
denominan oxidasas de funcion mixia, Las dioxigenasas introducen dos atomos de
oxigeno en el sustrato y se subdividen en dioxigenasas hidroxilantes, que incorporan dos
residuos hidroxilo en el anillo aromatico, y dioxigenasas implicadas en la ruptura del
anillo que, a su vez, se subdividen en extradiol dioxigenasas o intradiol dioxigenasas
dependiendo de si la apertura del anillo aromatico dihidroxilado se lleva a cabo mediante
un proceso de mreta-escision (entre los carbonos 2 y 3 en el caso del catecol) u orfo-
escision (entre los carbonos 1 y 2 en el caso del catecol) respectivamente (Harayama y
cols., 1992) (figura 1). Las dioxigenasas implicadas en la ruptura del anillo aromatico se
trataran en el apartado 3.2.2. ya que normalmente no forman parte de las rutas

periféricas.
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Tabla 3. Oxigenasas implicadas en la hidroxilacion de compuestos aromaticos

MONOOXIGENASAS
Familia Enzima Microorganismo Referencia
MONOCOMPONENTES
4-hidroxibenzoato 3-hidrexilasa
4-hidroxibenzoato 3-hidroxilasa P. fluorescens (Berkel y cols.,1992)

Fenol 2-hidroxilasa

Flavoproteinas no clasificadas

MULTICOMPONENTES

Fenol 2-hidroxilasa

No clasificadas

salicilato hidroxilasa

2,4-dictorofenol 6-monooxigenasa

fenol 2-hidroxilasa

2-nitrofenol hidroxjlasa

3-hidroxibenzoato 6-hidroxilasa

fenol 2-hidroxilasa

Tolueno 4-monooxigenasa

P. putida

Alcaligenes eutrophus

Pseudomonas EST1001

P. putida B2

P. cepacia

Micrococcus sp.

Psendomonas CF600

P. mendocina

(You y cols., 1991)
{Perkins y cols., 1990)
(Murk y cols.,, 1991}
(Zeyer y Kocher, 1988)
(Wang y cols., 1987)

(Rajasekharan y cols., 1990}

(Nordlund y cols., 1990)

(Yen vy cols,, 1991)

4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa P. putida (Arunachalam y cols., 1992)
Alguil hidroxilasas
xileno monooxigenasa P. putida {Suzuki y cols., 1991)
DIOXIGENASAS
Clase Enzima Microorganismo Referencia
1A Ftalato dioxigenasa P. cepacia (Batie y cols., 1987)
4-clorofenilacetato 3,4-dioxigenasa Pseudomonas sp. CBS3 (Markus y cols., 1986)
4-sulfobenzoato 3,4-dioxigenasa Comamonas testosteroni (Locher y cols., 1991)
1B benzoato dioxigenasa F. arvilla (Yamaguchi y Fujisawa, 1982)
Acinetobacter calcoaceticus (Neidle v cols., 1991)
4-metoxibenzoato O-desmetilasa P. putida (Bernhardt y cols., 1975)
nma Pirazén dioxigenasa Pseudomonas sp. (Sauber y cols., 1977)
s Benceno 1,2-dioxigenasa P. putida (Irie y cols., 1987)
Tolueno dioxigenasa P. putida {Gibson y cols., 1982)
m Naftaleno dioxigenasa P. putida (Ensley v Gibson, 1983)
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Las monooxigenasas y dioxigenasas hidroxilantes requieren donadores de
electrones externos como el NADH o NADPH y un centro redox, como minimo, que
permita la activacion de la molécula de oxigeno. Estos cofactores suelen ser metales de
transicilon como hierro, manganeso, cobre y cobalto, 0 una molécula de flavina o
pteridina. La clasificacion actual de las hidroxilasas de derivados aromaticos se ha
establecido en funcion del peso molecular de las subunidades y de la simihtud que
presentan estos enzimas en su estructura primaria (tabla 3). A diferencia de las
dioxigenasas, la mayoria de las monooxigenasas son flavoproteinas monocomponentes,
aunque se han descrito algunos sistemas multicomponentes como la fenol 2-hidroxilasa
de Pseudomonas CF600 que cataliza la conversion de fenol en catecol y esta codificada
por los genes dmpKLAMNOP (Nordlund y cols., 1990), y la tolueno 4-monooxigenasa de
P. mendocina KR1 codificada por los genes tmoABCDEF. Los componentes de estas
dos monooxigenasas estan relacionados entre si y con otros sistemas enzimaticos con
cadena de transporte electronico como la metano monooxigenasa y algunas dioxigenasas

hidroxilantes de compuestos aromaticos (Yen y cols., 1991).

Una monooxigenasa de interés para la discusion posterior de este trabajo es la 4-
HPA-hidroxilasa de P. putida (Arunachalam y cols., 1992). Es un sistema enzimatico
que consta de dos componentes proteicos;, una flavoproteina dimérica con dos
subunidades idénticas de 30,7 kDa y una proteina cooperadora de 38,5 kDa. Los genes
que codifican para este sistema todavia no han sido clonados, pero la purificaciéon de los
dos componentes enzimaticos ha permitido estudiar parcialmente su mecanismo de
reaccion (Arunachalam y cols., 1994; Arunachalam y Massey, 1994). La flavoproteina
puede, por si sola, catalizar la oxidacion de NADH en presencia de 4-HPA
independientemente de la incorporacion del grupo hidroxilo en la molécula de sustrato,
siendo necesaria la presencia de la proteina cooperadora para acoplar las reacciones de
oxidacion e hidroxilacion (figura 3). La oxidacion de NADH mediada por la
flavoproteina también se produce en presencia de otros compuestos estructuralmente
relacionados con el 4-HPA, como son el p-clorofenilacetato y el p-fluorofenilacetato,
aungue solo el 4-HPA y en menor medida el p-hidroxifenilpropionato, son susceptibles a
la hidroxilacion mediada por la proteina cooperadora. La proteina cooperadora no

presenta ningin centro redox, lo que descarta la posibilidad de que actie como un
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receptor de electrones equivalente al componente oxigenasa terminal de la cadena de

transporte electronico caracteristico de los sistemas multicomponentes.

OXiIDACION HIDROXILACION

CH,COOH

+ NADH+H" +0,

OH

(Efector / Sustrato)
FLAVOPROTEINA FLAVOPROTEINA

PROTEINA COOPERADORA

CHsCOOH CH,COOH
+NAD¥ +H,0, + NADY + H,0
OH
OH OH

ngura 3. Reaccion catalizada por el componente flavoproteico de la 4-HPA-
hidroxilasa de P. putida en presencia y ausencia de la proteina cooperadora.
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Las dioxigenasas hidroxilantes son sistemas enzimaticos multicomponentes. Los
componentes proteicos de este tipo de dioxigenasas se dividen, desde el punto de vista
funcional, en dos clases: oxigenasa terminal (o hidroxilasa) y componentes
transportadores de electrones. Generalmente, los genes que codifican para las
dioxigenasas hidroxilantes estin agrupados con un gen que codifica para una dihidrodiol
deshidrogenasa que pertenece a la familia de las alcohol deshidrogenasas (Manson y
Cammack, 1992).

Las oxigenasas terminales son proteinas oligoméricas formadas por una o dos
subunidades diferentes que presentan una configuracion oy 6 (f)n. Contienen al menos
un nicleo redox de tipo “Rieske” y un atomo de hierro no hematinico responsable de la
activacion de oxigeno. El nacleo redox de tipo “Rieske” esta formado por dos atomos de
azufre y dos de hierro en el que, a diferencia de los centros redox de las ferredoxinas de
las plantas donde el hierro y el azufre estan coordinados a cuatro cisteinas, un atomo de
hierro esta coordinado a dos cisteinas y el otro a dos histidinas. Estos aminodcidos estan
conservados en el N-terminal de la subunidad o lo que ha permitido idear la siguiente

secuencia consenso donde X indica cualquier aminoacido {Manson y Cammack, 1992):

C-X-H-15 3 17 aminoacidos-C-X-X-H

En el sitio de unién del atomo de hierro no hematinico estan implicadas dos
histidinas y dos tirosinas conservadas en la parte central de la subunidad o. Otras
oxigenasas dependientes de hierro como las monooxigenasas de alcanos y xileno (Suzuki
y cols., 1991) contienen regiones ricas en histidina y tirosina que estan implicadas en la
unién del atomo de hierro, pero su disposicion es diferente a la de las oxigenasas

terminales.

Ademas de la oxigenasa terminal, en la cadena de transporte electrénico
intervienen una reductasa flavinica que reduce el NADH y otros componentes con
nucleos redox de tipo ferredoxina o “Rieske”. Atendiendo al nimero de componentes

que formen el sistema y al grupo prostético que utilicen, las dioxigenasas se clasifican en
{tabla 3):
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-Clase I. Dioxigenasas de dos componentes en los que el nicleo redox azufre-
hierro y el flavin nucledtido estdn combinados en una sola proteina. Dependiendo de si

el cofactor requerido es FMN 6 FAD, se subdividen en Clase IA y IB respectivamente.

-Clase II: Dioxigenasas de tres componentes en las que en el transporte
electronico estin implicados una flavoproteina y una proteina con un nicleo redox de

tipo ferredoxina { Clase I11A) o de tipo “Rieske” {Clase 1IB).

-Clase III: Dioxigenasas de tres componentes que constan de una flavoproteina

con un nicleo redox azufre-hierro y una ferredoxina.

A pesar de la gran diversidad que caracteriza a este tipo de enzimas, se piensa
que algunas provienen de un mismo gen ancestral debido a la relacion estructural y
funcional que presentan. Como ejemplo podemos citar la benzoato 1,2-dioxigenasa de A.
calcoaceticus (Neidle y cols., 1991) y la toluato 1,2-dioxigenasa de P. putida. Estas dos
enzimas pertenecen a la Clase IB de las dioxigenasas hidroxilantes. La benzoato 1,2-
dioxigenasa esta codificada por los genes benABC, que pertenecen a la ruta orfo de
degradacion de benzoato de A. calcoaceticus. Esta enzima estd codificada en el
cromosoma al igual que la benzoato 1,2-dioxigenasa de P. arvilla C-1, que es una
enzima equivalente perteneciente a la ruta orfo del benzoato en este microorganismo
(Yamaguchi y cols., 1982). La toluato 1,2-dioxigenasa, codificada por los genes xyIXYZ
de la ruta TOL, es decir de la ruta mefa de degradacion de benzoato, esta localizada en el
plasmido pWWO a diferencia de las dos anteriores. La comparacion de la secuencia de
aminoacidos entre estas enzimas demuestra que existen grandes zonas de homologia en
todos sus componentes enzimaticos, fundamentalmente en los sitios de union de los
centros redox. Estas enzimas presentan la misma funcion pero difieren en la especificidad
de sustrato ya que, aunque las tres son capaces de oxidar €l benzoato, la toluato 1,2-
dioxigenasa ademas de toluato, hidroxila otros alquilbenzoatos sustitvidos en las
posiciones 3 y 4 del anillo aromitico. Este es un claro ejemplo de como los
microorganismos amplian su capacidad metabolica mediante variaciones en sus rutas

periféricas.
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3.2.1.2. Compuestos aromaticos halogenados

Los hidrocarburos aromaticos halogenados constituyen uno de los grupos mas
amplios de compuestos xenobidticos. El uso de herbicidas, insecticidas, fungicidas y
material dieléctrico en diversas industnas, que contienen mezclas de hasta 10° isdbmeros
diferentes de compuestos polihalogenados como en el caso de los policlorobifenilos
(PCBs) (Furukawa, 1994), contribuye a incrementar la resistencia a la biodegradacion

que normalmente presentan los compuestos aromaticos.

Los microorganismos capaces de metabolizar compuestos halogenados requieren
la intervencion de enzimas, denominadas cominmente deshalogenasas, que
especificamente catabolizan la escisién del enlace carbono-haldgeno. Las reacciones de
deshalogenacion pueden formar parte de las rutas periféricas cuando se producen en un
paso previo a la ruptura del anillo aromatico, mientras que si se producen en un paso

posterior a la apertura del anillo dan lugar a las rutas catabélicas modificadas.

Se han descrito siete mecanismos de deshalogenacion que permiten clasificar las

deshalogenasas en siete grupos (tabla 4):

a) Deshalogenasas reductasas. La deshalogenacion reductiva esta catalizada por
reductasas dependientes de NADH que catalizan la sustitucion del halégeno por un
atomo de hidrégeno mediante una reaccion de oxidoreduccion. Generalmente, este
tipo de deshalogenacion se lleva a cabo en un paso posterior a la orfo-fision del
anillo aromatico. Las enzimas mejor caracterizadas de este grupo son las
cloromaleilacetato reductasas de las rutas de degradacion de derivados aromaticos
clorados de A. eutrophus IMP134 (Ghosal y You, 1988) y Pseudomonas P51 (van
der Meer y cols., 1991b) codificadas por los genes {fdF v tchF respectivamente.

Ambos genes estan localizados en plasmidos.

b) Deshalogenasas oxigenasas. La deshalogenacion oxigenolitica estd mediada por

monooxigenasas como la pentaclorofenol monooxigenasa de Flavobacterium
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ATCC 33790, o por dioxigenasas como la 4-clorofenilacetato dioxigenasa de
Pseudomonas sp. CBS3. A diferencia de las reductasas, las oxigenasas intervienen
antes de fa ruptura del anillo aromatico dando lugar a un derivado dihidroxitado

que seguird metabolizandose por la ruta det catecol.

c) Halurohidrolasas. La deshalogenacion hidrolitica conlleva la incorporacion de
un grupo hidroxilo procedente del agua mediante una sustitucién nucleofilica
catalizada por las halurohidrolasas. Estas enzimas utilizan el agua como unico
cosustrato. Las halurohidrolasas se han clasificado en funcion de la especificidad de

sustrato y de su estructura primaria {Janssen y cols., 1994).

d) Gluation-S-transferasas. La deshalogenacién tiolitica consiste en el
desplazamiento nucleofilico de un atomo de halogeno por una molécula de
glutation, que posteriormente sera a su vez desplazada por una reaccidn mediada
por el mismo sistema enzimatico. En algunas rutas de degradacion de compuestos
haloaromaticos intervienen conjuntamente dos sistemas enzimaticos de
deshalogenacion como en el caso de la ruta de degradacion de pentaclorofenol de
Flavobacterium ATCC 33790 (Orser y cols. 1993a y 1993b). En primer lugar, el
pentaclorofeno! sufre una deshalogenacion oxigenolitica catalizada por una
monooxigenasa codificada por el gen pcpB. Durante este proceso se elimina un
atomo de cloro. Posteriormente, el derivado dihidroxilado es deshalogenado
mediante una glutation-S-transferasa codificada por el gen pcpC. Las glutation-S-
transferasas estan implicadas no solo en las rutas degradativas microbianas sino
que también intervienen en mecanismos de detoxificacion de compuestos

aromaticos de organismos superiores.

e) Deshalogenasas isomerasas. Uno de los mecamsmos desarrollados por los
microorganismos para degradar compuestos haloaromaticos es la deshalogenacion
por sustitucion intramolecular. El clorocatecol se produce como metabolito
intermediario de muchas rutas degradativas de compuestos cloroaromaticos. Este
intermediario se metaboliza en Psendomonas B13 y en A. eutrophus IMP134 por

una ruta de tipo orfo denominada ruta orfo modificada (ver apartado 3.2.2.2.). El
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3-clorocatecol se transforma en el dcido 3-cloromucdnico que, mediante la 3-
cloromuconato cicloisomerasa, da lugar a un intermediario inestable que se
descompone espontaneamente provocando la liberacion del cloruro y la formacion
del acido oxomuconico. Este compuesto se metaboliza directamente por la ruta

orto de degradacion de benzoato.

) Deshidrodeshalogenasas. La deshidrohalogenacién conlleva la formacion de un
doble enlace y la liberacion de una molécula de haluro de hidrégeno. La y-
pentaclorociclohexano deshidrohalogenasa de P. paucimobilis UT26, codificada
por el gen /ind, transforma este producto en tetraclorociclohexadieno que a su vez
puede ser transformado en triclorobenceno. Este ultimo paso no es muy frecuente
in vivo ya que el intermediario tetraclorado es metabolizado por un mecanismo

hidrolitico.

g) Deshalogenasas hidratasas. Dentro de este grupo, la enzima mejor
caracterizada es la 4-clorobenzoato deshalogenasa de Pseudomonas CBS3
(Babbitt y cols., 1992). Este microorganismo esta especialmente capacitado para la
mineralizacion de compuestos haloaromaticos ya que produce dos 4-clorobenzoato
halurohidrolasas, una 4-clorofenilacetato oxigenasa, y una 4-clorobenzoato
hidratasa que cataliza la conversion de 4-clorobenzoato en 4-hidroxibenzoato. La
4-clorobenzoato hidratasa es un sistema enzimatico que consta de tres
componentes proteicos: una CoA-ligasa que activa el anillo aromatico mediante la
incorporacidon de una molécula de CoA, una hidratasa que lleva a cabo la
deshalogenacion del anillo aromatico activado incorporando un grupo hidroxilo, y
una tioesterasa que moviliza el CoA dando lugar a 4-hidroxibenzoato. Este
mecanismo de deshalogenacion se ha detectado en otros microorganismos como

Arthrobacter sp. US (Crooks y Copley, 1993).
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Tabla 4, Deshalogenasas

Enzimas Ruta Microorganismo Gen Referencia
Cloromalgilacetatoreductasas

2,4-diclorofenoxiacetato A.eutrophus IMP134 (pJP4) HdF (Ghosal v You, 1988)

1,2,4-triclorobenceno Psendomonas P51 (pP51) 1cbF (v. d. Meer v cols., 1991b)
Monooxigenasas

pentaclorofenol Flavobacterium ATCC 33790  pcpB (Orser y cols., 1993b)
Hidrolasas

4-clorobenzoato Pseudomonas CBS3 dehClI (Schneider y cols., 1991)

4-clorobenzoato Pseudomonas CBS3 dehCl
Glutation-S-transferasas

pentaclorofenol Flavobacterium ATCC 39723 pepC {Orser y cols., 1993a)
Cloromuconatocicloisomerasa

3-clorobenzoato P. putida AC867 (pAC27) cleB (Ghosal y You, 1988)

2,4-diclerofenoxiacetato A.eutrophus IMP134 (pJP4) D (Perkins y cols., 1990}

1,2, 4-triclorobencenc Pseudomonas P51 (pP51) tchly (v. d. Meer y cols., 1991b)
Deshidrodeshalogenasas

v-hexaclerociciohexano P. paucimobilis UT26 lind (Imai y cols., 1991)
Hidratasas

4-clorobenzoato Pseudomonas CBS3 ORF1 {Babbitt y cols., 1992)

4-clorobenzoato Arthrobacter SU ORF1 {Crooks v Copley, 1993)

3.2.1.3. Compuestos nitroaromaticos

Los compuestos nitroaromaticos se producen a gran escala en los procesos de

fabricacién de colorantes, plasticos y explosivos. Son compuestos altamente toxicos y su

liberacion provoca grandes dafios no sélo al medio ambiente, sino que también puede

afectar directamente al hombre ya que, incluso a muy bajas dosis, producen cianosis,

hepatotoxicidad, anemia e ictericia.

Se han descrito algunos microorganismos capaces de mineralizar nitrobenceno,

nitrofenoles, cloronitrofenoles, nitroanilinas, nitrobenzoatos, dinitrobenzoatos e incluso

2,4,6-trinitrotolueno (TNT) (Higson, 1992). El TNT es un compuesto derivado de la

fabricacion de explosivos que se caracteriza por su notable estabilidad quimica que le

confiere una gran resistencia al ataque microbiano. Los microorganismos han
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desarrollado dos mecanismos generales para mineralizar este tipo de compuestos. Por
una parte, una reduccion progresiva del grupo nitro generalmente llevada a cabo por
nitroreductasas pertenecientes a rutas centrales, que conduce a la formacion de aminas y
amoniaco. La otra alternativa conlleva la liberacién  de nitrito mediante una reaccion de
oxidacion. Estos dos mecanismos coexisten en una estirpe de P. putida aislada por Zeyer
y Kearney (1984) ya que es capaz de mineralizar 2-nitrofenol, mediante la formacion de
nitrito y catecol, y por otra parte es capaz de metabolizar 3-nitrofenol liberandose

amonio en ¢l proceso.
Actualmente el conocimiento a nivel molecular de este tipo de rutas catabolicas
es muy escaso, aunque el aislamiento de microorganismos degradadores de compuestos

nitroaromaticos permitira el desarrollo de este tipo de estudios.

3.2.1.4. Compuestos aromaticos azufrados

El azufre esta presente en combustibles fosiles en forma de azufre piritico, tioles,
sulfuros, tiofenos, dibenzotiofenos y acidos sulfénicos. La combustién de carbén y
petréleo da lugar, ademas de didxido de carbono y agua, a 6xidos de azufre y nitrégeno
que son muy perjudiciales ya que generan [luvias dcidas que ocasionan grandes dafios
en los ecosistemas vegetales. La reduccion del contenido en azufre y nitrébgeno en este
tipo de combustibles por métodos quimicos y bioldgicos contribuiria a paliar este
problema. Existen varios procedimientos quimicos y microbiologicos para eliminar el
azufre inorgénico del carbéon y petroleo (Monticells y Finnerty, 1985), pero el
verdadero problema lo plantea el azufre que forma parte de los hidrocarburos aromaticos
que componen estos combustibles. Se han descrito microorganismos y comunidades
microbianas capaces de oxidar selectivamente el enlace C-S facilitando la liberacion del
azufre en forma de sulfato, pero hasta ahora, las rutas catabélicas implicadas solo se han
estudiado con compuestos modelo como el dibenzotiofeno y el acido naftalen-sulfénico

(de Lorenzo y Rojo, 1994).
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3.2.2. Ruta del catecol

Mediante las rutas periféricas muchos derivados aromaticos se transforman en

catecol como metabolito intermediario, lo que justifica que comiinmente se le denomine

“embudo catabdlico” o “cuello de botella” de las rutas catabélicas de compuestos

aromaticos. Como ya se ha mencionado, dependiendo de la posicion en la que se efectue

la ruptura del anillo, el catecol sera mineralizado por la ruta meta o la ruta orfo (figura

1).

3.2.2.1. Ruta meta

Un compuesto aromatico sigue una ruta de degradacion de tipo meta cuando la

ruptura del anillo se lleva a cabo por una extradiol dioxigenasa (tabla 5). En la figura 2

estan indicadas algunas rutas catabolicas de tipo meta.

Tabla 5. Dioxigenasas implicadas en la ruptura del anillo aromatico

Familia Enzima

Microerganismo

Referencia

EXTRADIOL DIOXTGENASAS

Catecol 2,3-dioxigenasa [
Catecol 2,3-dioxigenasa |

2,3-Dihidroxibifenil dioxigenasa
1,2-Dihidroxinaftaleno dioxigenasa

Protocatecuato 4,5-dioxigenasa
Protocatecuato 4,5-dioxigenasa

Catecol 2,3-dioxigenasa II

Homoprotocatecuato dioxigenasa
Homoprotocatecuato dioxigenasa

INTRADIOL DIOXIGENASAS

Catecol 1,2-dioxigenasa [

Catecol 1,2-dioxigenasa I

Catecol 1,2-dioxigenasa I1
(Clorocatecol 1,2-dioxigenasa)

Protocatecuato 3,4-dioxigenasa

GENTISATO 1,2-DIOXIGENASA

i

Gentisato 1,2 dioxigenasa

P. putida (TOL)
P. paucimobilis

P. putida

P. paucimobilis

A. eutrophus

Escherichia coli C

P. aeruginosa

Pseudomonas sp. P51

A. calcoaceticus

P. testosteroni
P. acidovorans

(Nakai y cols., 1983)
(Taira y cols.,, 1988)

(Harayama y Rekik, 1989)

(Neberl y Gonzalez, 1987)

{Kabisch y Fortnage!, 1990)

(Roper y Cooper, 1990a)

(Kukor y cols., 1988)

{van der Meer y cols., 1991b)

(Hartnett y cols. 1990)

(Harpel v Lipscomb, 1990a vy b)
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La extradiol dioxigenasa mejor caracterizada es la catecol 2,3-dioxigenasa I
(C230 1) que esta codificada por el gen xy/E y forma parte de la ruta TOL de P. putida.
La C230 I esta formada por cuatro subunidades idénticas de 32 kDa y contiene un
cation ferroso en cada subunidad. El producto de la reaccién es el 2-hidroximucénico
semialdehido o su alquilderivado, dependiendo de si el sustrato inicial es catecol o
alquilcatecol, que es facilmente detectable por ser de color amarillo. El rango de sustrato
de esta enzima es bastante amplio, oxida 3-metil-, 3-etil-, 4-metil- y 4-cloro-catecol. La
comparacion de la secuencia de aminoacidos de la C230 1 de P. putida con la catecol
2,3-dioxigenasa 1I de A. ewtrophus sugiere que estas enzimas no derivan del mismo

origen por lo que ambas proteinas deben pertenecer a dos superfamilias diferentes.

Los pasos siguientes a la meta-escision en la ruta TOL pueden seguir dos ramas
diferentes que convergen en el intermediario 2-oxopent-4-enoato (figura 4). La via
utilizada dependera de si el semialdehido, producto de la dioxigenasa, proviene del m-
toluato o si proviene del benzoato o del p-metilbenzoato. En el primer caso, el
semialdehido correspondiente es metabolizado mediante una hidrolasa codificada por
xyll* mientras que, en el segundo caso, la ruta sigue la rama del oxalocrotonato en la que
intervienen tres enzimas: la hidroximucoénico semialdehido deshidrogenasa (XylG), la 4-
oxalocrotonato tautomerasa (XylH) y la 4-oxalocrotonato descarboxilasa (XyiI). El 2-
oxopent-4-enoato es posteriormente hidratado por XylJ y mediante la accion de una
aldolasa (XylK) da lugar a acetaldehido y piruvato que entran directamente en el

metabolismo intermediario de la célula (Marqués y Ramos, 1993).

Otras rutas catabélicas de tipo meta como, por ejemplo, la ruta de degradacion
de fenol de Psewdomonas sp CF600 (Powlowski y Shingler, 1994) y la ruta de
degradacion de naftaleno de P. putida (Assinder y Williams, 1988), siguen un esquema
similar al de la ruta TOlL. y se ha demostrado, mediante técnicas de hibridacion de DNA
y comparacion de secuencias de aminoacidos, que algunas de las enzimas con funcién
equivalente pertenecientes a diferentes rutas proceden de un gen ancestral comin

(Williams y Sayers, 1994).
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CH+ CH,OH CHO COOH
L e—— -
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COOH COOH Rj
xyIiH
xy/!_
CO2 COg
Q OH xyl/ xy/G
+ e B .
R, CH,CHO HO xylJ ; xylF xy/E
xylK Ro Rz R; COOH

Figura 4. Pasos enzimiticos de la ruta TOL. Los sustituyentes del anillo aromatico
pueden ser: R; = Rp =-H; Rj= -CHj3, Ry = -H; R| = H, Rp= -CH3; Rj= -CoHjs, R
= -H. Los genes xy/ del operéon upper (xyICMABN) y del operon meta
(eyIXYZLEGEFJKIH) codifican para las siguientes enzimas: XyIMA, xileno oxidasa,
XyIB, bencil alcohol deshidrogenasa, XylC, benzaldehido deshidrogenasa, XylXYZ,
toluato 1,2-dioxigenasa; XylL, dihidroxiciclohexadieno descarboxilasa deshidrogenasa;
XylE, catecol 2 3-dioxigenasa; XylF, hidroximuconico semialdehido hidrolasa; XylG,
hidroximuconico semialdehido deshidrogenasa; XylH, 4-oxalocrotonato tautomerasa,
Xyll, 4-oxalocrotonato descarboxilasa, XylJ, 2-oxopent-4-3-enoato hidratasa; XyIK, 2-
oxo-4-hidropentonato aldolasa (Marqués y Ramos, 1993).
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3.2.2.2. Ruta otto

Un compuesto aromatico sigue una ruta de degradacion de tipo orfo o ruta del
-cetoadipato cuando la ruptura del anillo es llevada a cabo por una intradiol

dioxigenasa. En la figura 2 estan indicadas algunas rutas catabolicas de tipo orfo.

La familia de las intradiol dioxigenasas incluye tres tipos diferentes de enzimas
(tabla 5): catecol 1,2-dioxigenasa J (C120 1), protocatecvato 3,4-dioxigenasa (P340) y
catecol 1,2-dioxigenasa II (C120 II). Las dos primeras se han identificado en muchos
microorganismos que contienen la ruta orfo propiamente dicha como P. putida, P.
aeruginosa, P. cepacia y A. calcoaceticus (Aldrich y cols., 1987, Doten y cols., 1987,
Hartnett y cols.,, 1990; Neidle y cols., 1988). Estas enzimas estan codificadas en el
cromosoma a diferencia de la C120 1II perteneciente a la ruta orto modificada que esta

codificada en un plasmido.

Las intradiol dioxigenasas utilizan Fe(IlI) como cofactor y se ha demostrado,
mediante la determinacion de la estructura tridimensional de la P340 de P. putida, que el
Fe(IlI} se une a la proteina por dos residuos de tirosina y dos residuos de histidina
conservados en todas las intradiol dioxigenasas. Los genes que codifican para la C120 I
(catd) y las dos subunidades diferentes de la P340 (pcaH y pca() se transcriben
separadamente del resto de los genes de la ruta orto. En la figura S se muestran los pasos

enzimaticos que conducen a la formacion de acetil-CoA y succinl-CoA.

El aislamiento y caracterizacion de algunas bacterias capaces de mineralizar
compuestos aromaticos clorados derivados de benceno, benzoato y el acido 2,4-
diclorofenoxiacético demostrd la existencia de un grupo nuevo de enzimas responsables
de la metabolizacion de estos compuestos mediante una via orfo que se denomina ruta
orto modificada (Ghosal y You 1988; Don y Pemberton, 1981). La mayoria de ellas
convierten [os derivados aromaticos clorados en clorocatecoles que son susceptibles a la
accion de las dioxigenasas pertenecientes al grupo de la de la C120 1I. Las enzimas
implicadas en la mineralizacion de clorocatecoles presentan una especificidad de sustrato

mas amplia que las enzimas equivalentes pertenecientes a la ruta orfo no modificada y
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estan codificadas en plasmidos (van der Meer y cols., 1992). Algunas rutas han sido
estudiadas en profundidad como la ruta de degradacion de 3-clorobenzoato de
Pseudomonas sp. B13 (Do y cols. 1974) y la ruta de degradacién del acido
diclorofenoxiacético codificada por los genes fdCDEF en el plasmido pJP4 de A
entrophus IMP134 (Kaphammer y Olsen, 1990) (figura 2).
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Figura 5, Ruta del B-cetoadipato de A. calcoaceticus y P. putida.. Esquema de la ruta
propuesto por Parales y Harwood (1993).
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3.2.3. Ruta del gentisato

El gentisato es un metabolito dihidroxilado intermediario de algunas rutas de
degradacion microbiana de compuestos arométicos como el antranilato (Ladd , 1962), -
naftol (Walker y Lippert, 1965), 3- y 4-hidroxibenzoato (Crawford, 1975), salicilato
(Crawford y cols., 1975), flavonas (Tomasek y Crawford, 1986), naftalenodisulfonato
(Whittich y cols., 1988), m-cresol, 2,5~ y 3,5-xilenol (Hopper y Chapman, 1970). En el
primer paso de esta ruta catabolica (figura 1) interviene la gentisato 1,2-dioxigenasa que
provoca la apertura del anillo aromatico dando lugar a maleilpiruvato que puede
degradarse directamente por el metabolismo intermediario microbiano o transformarse
previamente en fumarilpiruvato mediante una reaccion de isomerizacion. La gentisato
1,2-dioxigenasa se ha punficado de P. acidovorans y P. festosteroni (Harpel y
Lipscomb, 1990a) y se ha demostrado que contiene cuatro subunidades idénticas y utiliza
Fe (II) como cofactor igual que las extradiol dioxigenasas, aunque el mecanismo de

accidon de ambos grupos de enzimas es diferente (Harpel y Lipscomb, 1990b).

3.2.4. Regulacion de las rutas catabdlicas de compuestos aromaticos

La expresion de los genes que componen las rutas catabdlicas esta controlada por
proteinas reguladoras especificas. De esta forma, los micraorganismos producen enzimas
para utilizar diferentes fuentes de carbono, nitrdégeno y fosforo degradandolas,
solamente, cuando no existe en el medio otro compuesto mas facilmente metabolizable.

Este mecanismo supone un ahorro de energia en el metabolismo microbiano.

La mayoria de las rutas catabolicas de compuestos aromaticos estan reguladas
positivamente. Generalmente las proteinas reguladoras se unen a un efector o coinductor
¢ interaccionan con la region promotora de los operones catabolicos a los que regulan
favoreciendo su transcripcion. Actualmente se ha caracterizado un gran nimero de
proteinas reguladoras de este tipo de rutas. El sistema mds estudiado es el formado por
las proteinas XylS/XylR que regulan coordinadamente la expresion de los operones
upper y meta de la ruta TOL de P.  putida (Marqués y Ramos, 1993). La figura 6

muestira el modelo de la regulacién de esta ruta. Los dos genes reguladores estan
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situados en una posicion adyacente uno del otro en el extremo 3° del operdn meta y se
transcriben divergentemente mediante los promotores £r en el caso de xy/R y Ps en el
caso de xpIS. XylR es una proteina de 566 aa (67 kDa) que pertencce a la familia de
reguladores NtrC (Inouye y cols.,, 1988). El gen xy/R se expresa constitutivamente y
responde a la presencia de xileno activando la transcripcion del operon upper y xylS, en
presencia del factor > (RpoN) de la RNA polimerasa y, para el caso del operon upper,
la proteina reguladora IHF (Kohler y cols., 1989, Holtel y cols,, 1990, de Lorenzo y
cols., 1991).

toluato

) / ,

Pulxyl CMABN > [Pm[uvi xyziteFuakin  Xyyis [ps|prxyir >

Figura 6. Regulacién de la ruta TOL de P. putida. Simbolos: 13, forma inactiva de
XylIR incapaz de estimular eficientemente la transcripcion a partir de Pu y Ps;, R, forma
activa de XylR que i) autorreprime su propia sintesis, i) en presencia del factor de
transcripcion o **6 proteina RpoN (@) estimula la transcripcion del gen xyIS, y iii) en
presencia de RpoN y de la proteina IHF (#) estimula la transcripcion del operon
upper, A, forma inactiva de XylS que a baja conceniracion no es capaz de activar al
promotor Pm; A, forma activa de XylS que estimula la transcripcion a partir de Pm; +,

estimulacién de la transcripcion; - , inhibicion de la transcripcion (Marqués y Ramos,
1993).
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La familia de reguladores NtrC se caracteriza por estar estructurada en cuatro
dominios (A, B, C y D), tres de los cuales estan altamente conservados entre los
miembros de esta familia. El dominio D esta situado en el extremo C-terminal de estas
proteinas y presenta un motivo de hélice-giro-hélice responsable de la union de la
proteina reguladora al DNA. El dominio C es la region mas conservada y se cree que es
la responsable de la interaccion de estas proteinas con la RNA polimerasa permitiendo la
formacion de un complejo abierto de transcripcion (Kustu y cols., 1991). El dominio B
comprende una region hidrofilica muy corta que actuaria como sistema de unién entre
los dominios C y A. Por ultimo, el dominio A parece estar implicado en la recepcion de
la sefial activadora, bien sea una sefial mediada por una proteina como en el sistema
NirC/NirB (Ninfa y cols., 1988) o bien una sefial mediada por un compuesto quimico
como en ¢l caso de XylR. El dominio A constituye el N-terminal de estas proteinas y es

el menos conservado en esta familia.

Ademas de XylR, existen otros miembros de esta familia implicados en la
regulacidn de las rutas catabodlicas de derivados aromiticos como, por e¢jemplo, las
proteinas DmpR y PhhR pertenecientes a la rutas de degradacion de fenol de
Pseudomonas CF600 (Shingler y cols., 1993) y de P. putida P35X, respectivamente
(Ching y cols., 1995). El porcentaje de identidad que presentan estas tres proteinas es

superior al 60% (Ching y cols., 1995).

La activacion de la transcripcion del operon meta esta mediada por la proteina
XylS que se hiperproduce como consecuencia de la activacion provocada por XyIR o se
activa independientemente de XylR en presencia de benzoato o determinados
alquilbenzoatos que actan como efectores (Inouye y cols., 1987, Mermod y cols,,
1987, Ramos y cols., 1986). XyIS es una proteina de 321 aa (36 kDa) que pertenece a la
familia de reguladores AraC (Gallegos y cols., 1993). Algunos de estos reguladores
(RhaR, RhaS, MelR, AraC y XylS) estan implicados en el catabolismo de ciertas fuentes
de carbono como la ramnosa, la melobiosa, la arabinosa y los alquilbenzoatos (Tobin y
Schieif, 1987 y 1990; Webster y cols., 1989; Miyada y cols., 1990; Stoner y Schleif,
1982; Let y cols., 1985). Otros regulan la expresion de factores de virulencia en E. coli

(Rns) (Caron y cols., 1989) y Yersinia enterocolitica (VirF) (Comelis y cols., 1989). La
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mayoria de ellos son reguladores positivos excepto CelD que actiia como represor del
operon celABCF de E. coli (Parker y Hall, 1990). Estas proteinas reguladoras estan
estructuradas en dos dominios el C-terminal y el N-terminal. En el C- terminal existe un
motivo caracteristico de hélice~giro-hélice responsable de la union de la proteina al DNA.
Este dominio estd muy conservado en toda la familia lo que ha permitido disefiar una
secuencia consenso que caracteriza a la familia (Gallegos y cols., 1993). El dominic N-
terminal no esta conservado y se cree que, en el caso de los reguladores implicados en el
metabolismo de fuentes de carbono, es el responsable de la union al efector (Ramos y

cols., 1990).

Otra familia de reguladores muy frecuentes en este tipo de rutas catabolicas son
los pertenecientes a la familia de reguladores LysR (Hemkoff y cols., 1988, Schell,
1993). Normalmente codifican para proteinas activadoras de la transcripcién excepto
catM (Neidle y cols., 1989) que actia como represor. La mayoria de estos genes tienen
un tamaflo aproximado de 1 kb y se transcriben en sentido contrario al gen u operdn al
que regulan (Schell, 1993). En la region N-terminal de los miembros de esta familia
existe un motivo de hélice-giro-hélice, caracteristico de proteinas que se unen a DNA,
que estd conservado en la mayoria de los miembros de esta familia. Estas proteinas
necesitan un coinductor para activar la transcripcion pero se unen al DNA diana
independientemente de la presencia del coinductor. La tabla 6 muestra algunos ejemplos
de proteinas reguladoras implicadas en el catabolismo de derivados aromaticos

pertenecientes a esta familia.

Tabla 6. Familia de reguladores LysR.

Proteinas Origen Ruta catabélica Coinduoctor Referencia

NahR plasmido NAH7 de P. putida naftaleno/salicilato  salicilato (Schell, 1985)

CatR P. putida benzoato ¢is-cis-muconato (Rothmel y cols., 1990}

CatM A. calcoacéticus benzoato ¢is-cis-muconato (Neidle v cols., 1989)

Tfds plasmido pJP4 de 4. eutrophus diclorofenoxiacetato  cloromaleilacetato  (Kaphammer y Olsen, 1990)
clorodienlactona

TcbR Pseudomonas sp. estirpe P51 clorobenzoato 3-clorobenzoato {van der Meer y cols., 1991a)

ClR plasmide pAC25 de P. putida clorocatecol clorocatecol (Coco v cols., 1993)
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4. AMPLIACION DIRIGIDA DE LA CAPACIDAD BIODEGRADATIVA
BACTERIANA

Como se comentd en el apartado 2., la caracterizacion exhaustiva de las rutas
metabdlicas microbianas para la mineralizacién de compuestos aromaticos, permite la
utilizacion de técnicas de ingenieria genética para la ampliacion de la capacidad
biodegradativa de los microorganismos. Esta aproximacién experimental puede
abordarse por distintas vias, por una parte, desde el punto de vista cuantitativo, puede
mejorarse la actividad catalitica de ciertos sistemas enzimaticos incrementando la
transcripeidn a partir de los promotores nativos mediante el uso de proteinas reguladoras
mutadas, aumentando el nivel de traduccion o actuando globalmente sobre los circuitos
reguladores de la ruta (Ramos y cols., 1988; Timmis y cols., 1994). Desde e! punto de
vista cualitativo, las rutas metabolicas pueden mejorarse mediante la variacion controlada
de la estabilidad y la actividad catalitica de las enzimas que componen la ruta, la
construccion de enzimas hibridas con amplio rango de sustrato o el aistamiento de
mutantes con enzimas reguladoras modificadas que permitan aumentar el rango de

efectores que activen la ruta (Timmis y cols., 1994).

Otra forma de ampliar la capacidad metabélica de una bacteria es la construccion
de nuevas rutas mediante el ensamblaje de genes provenientes de diversas rutas
catabolicas de otras bacterias de forma que, en conjunto, se comporten como una ruta
coordinada (de Lorenzo y Rojo, 1994). Generalmente, las rutas metabdlicas de
hidrocarburos aromaticos convergen, mediante rutas periféricas, en un intermediario
metabdlico como el catecol o el gentisato (ver apartado 3.2.). Esta estructura modular
permite la combinacion de diferentes moddulos bioguimicamente compatibles que
posibiliten la canalizacion de nuevos sustratos hacia rutas metabolicas centrales.
Dependiendo de si los nuevos compuestos metabolizables son o no analogos
estructurales del sustrato que originalmente el microorganismo podia metabolizar, la
expansién de la capacidad biodegradativa de una ruta metabdlica puede ser Jateral o
vertical (Timmis y cols., 1994). Un ejemplo clasico de este tipo de estrategias es la
expansion de la ruta de degradacion de 3-clorobenzoato de Psendomonas sp. B13. Este

microorganismo contiene una ruta de tipo orfo para la degradacidon de benzoato y una
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ruta orto modificada para la degradacion de 3-clorobenzoato, pero no es capaz de
mineralizar 4-clorobenzoato o mezclas de alquil- y halobenzoatos (Dorn y cols., 1974},
Sin embargo, Pseudomonas sp. FR1 (pFRC20P), una cepa derivada de Pseudomonas
sp.B13 que fue construida mediante el ensamblaje de genes de diferentes

microorganismos, es capaz de mineralizar estos compuestos (Rojo y cols., 1987).

La liberacion al medio ambiente de microorganismos modificados genéticamente
(MMGs) para su utilizacién en la descontaminacion de suelo, aguas subterraneas, o en
plantas de tratamiento de aguas residuales, plantea el problema de la predictibilidad del
impacto ecoldgico que tendran las bacterias recombinantes en ¢l medio en que se
introducen asi como los posibles riesgos para la salud humana y animal (de Lorenzo y
Rojo, 1994). La evaluacidon de riesgos requiere el estudio de sistemas modelo o
microcosmos, que simulen el nicho ecologico en el que las cepas recombinantes estan
destinadas a actuar. El microcosmos debe ser disefiado de forma que se puedan controlar
diferentes parametros como la capacidad de los MMGs para sobrevivir y multiplicarse, la
estabilidad del material genético introducido, la capacidad de los MMGs para llevar a
cabo la funcién para la cual habian sido construidos o la transferencia genética del
material introducido en los MMGs a otros microorganismes que comparten el
microcosmos (Ramos y cols., 1994). Por tanto, los MMGs destinados a aplicaciones
medicambientales deben presentar ciertas propiedades que complican significativamente
su manipulacion genética en comparacion con los MMGs de uso exclusivo de
laboratorio. La mayoria de las bacterias recombinantes contienen marcadores de
resistencia a antibidticos, por lo que la liberacidn de este tipo de bacterias esta prohibida
por la mayoria de las normativas vigentes en los paises de nuestro entorno (de Lorenzo y
Rojo, 1994). Por ello se han desarrollado nuevos sistemas de seleccion inocuos desde el
punto de vista medioambiental como, por e¢jemplo, resistencias a herbicidas y metales
pesados (Herrero y cols., 1990; de Lorenzo y cols., 1990). Estos marcadores estan
incluidos en vectores-transposones, siendo los mas utilizados los mini-transposones
derivados de TnS (Herrero y cols., 1990). Otra alternativa consiste en utilizar
anticuerpos monoclonales como marcadores de seleccidn que reconozcan epitopos de la
superficie celular de la bacteria recombinante en estudio. Este sistema es muy sensible y

permite la identificacion de los MMGs in situ (Ramos y cols., 1994).
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Por altimo, es importante resaltar los trabajos que actualmente se¢ estan
desarrollando en sistemas de contencion bioldgica, consistentes en el disefio de circuitos
genéticos que permiten la expresion de un gen tdxico cuando el MMG no se encuentra
bajo las condiciones de crecimiento preestablecidas (Molin y cols., 1987, Knudsen y
Karlstrom, 1991, Ramos y cols., 1994). Con estos sistemas se pretende evitar la
proliferacién incontrolada de los MMGs fuera del nicho ecolégico para los que fueron
diseilados o cuando el compuesto téxico ya ha sido eliminado. Asimismo, también han
sido disefiados recientemente sistemas de contencidn genética que reducen la posible
transferencia genética horizontal del material recombinante a la poblacién nativa de

microorganismos (Diaz y cols., 1994).

5. LAS ENTEROBACTERIAS Y LA BIODEGRADACION DE COMPUESTOS
AROMATICOS

Las Enterobacterias constituyen uno de los grupos mayores y mejor definidos
entre las Eubacterias Gram-negativas no fotosintéticas. Son bacterias de forma bacilar
recta o curva cuyas dimensiones oscilan entre 0,3-1,0 x 1,0-6,0 pm (Brenner, 1984). Las
especies pertenecientes a clertos géneros son inmoéviles mientras que otras se mueven
mediante flagelos peritricos, Se distinguen del resto de las Eubacterias Gram-negativas
de estructura similar por ser anaerobios facultativos. En condiciones anaerdbicas
obtienen energia por fermentacidon de carbohidratos mientras que, en condiciones
aerobicas, pueden utilizar una amplia gama de compuestos organicos como, por ejemplo,
acidos organicos, aminoacidos y carbohidratos (Stanier y cols., 1986). La consideracion
de la insercion flagelar como un caracter taxonémico ha impedido la inclusion en el
grupo entérico de algunas bacterias acuaticas muy relacionadas con las enterobacterias,
como las pertenecientes a los géneros Vibrio, Aeromonas, Beneckea y Photobacterium.
Estas bacterias presentan flagelos polares o insercion flagelar mixta y son oxidasa-
positivos a diferencia de los miembros del grupo entérico (Stanier y cols., 1986). En la
figura 7 se muestra un esquema simplificado del porcentaje de similitud entre el DNA de

los géneros de la familia Enrerobacteriaceae (Brenner, 1984).
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Figura 7. Porcentaje de similitud a nivel de nucledtidos entre los miembros de la
familia Enterobacteriaceae.

Escherichia coli es el representante clasico de las enterobacterias (Brenner,
1984). Este microorganismo forma parte de la flora intestinal habitual de los mamiferos,
aunque algunas estirpes patogenas causan infecciones intestinales y del tracto urinario.
Ademas, esta bacteria esta presente en el suelo y en ciertos ambientes acuaticos como
consecuencia del tratamiento del suelo con estiércol v del vertido de aguas residuales
urbanas (Cieslak y cols., 1993; Tsai y Olson, 1992, Manja y cols., 1992). Los géneros
Salmonella y Shigella estan constituidos por bacterias patogenas responsables de
infecciones intestinales como la disenteria bacilar, la fiebre tifoidea y la intoxicacion
alimentaria bacteriana (Schaechter y Neidhardt, 1987). Dada la importancia clinica de

estos géneros se han hecho subdivisiones intraespecificas muy minuciosas en base al
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estudio inmunologico de las superficies celulares (Brenner, 1984). Los géneros
Enterobacter, Serratia, Erwinia, y Proteus estan muy relacionados con los anteriores
pero su habitat es diferente, ya que principalmente estan presentes en el suelo y en
algunos ambientes acudticos. Las especies pertenecientes al genero Erwinia son
patogenos de plantas. Algunas bacterias  patogenas de animales clasificadas
antiguamente dentro del género Pasteurella se incluyen actualmente dentro del género
Yersinia. Entre las especies que componen este género la mas conocida es Y. pestis, el
agente causal de la peste bubonica que se caracteriza por ser una infeccion muy diferente
a las infecciones entéricas desde el punto de vista de la sintomatologia que provoca y del

mecanismo de transmision (Stanier y cols., 1986).

No cabe duda de que E. coli es un microorganismo paradigmatico que ha servido
como herramienta para el estudio y desarrollo de la Biologia Molecular. Ya desde
principios de siglo fue elegido por los fisidlogos para sus investigaciones, debido a su
capacidad de crecer rapidamente en medios simples. A finales de 1930, las
investigaciones realizadas por Wollmans y Bronfenbrenner sobre los bacteriéfagos de E.
coli, determinaron el establecimiento definitivo de esta bacteria como modelo de estudio.
Actualmente el conocimiento de esta bacteria a nivel molecular es mayor que el de
cualquier otro organismo unicelular. De hecho, en el afio 1987 aproximadamente un
tercio de los productos génicos de esta bacteria habian sido estudiados en detalle desde
el punto de vista bioquimico y sus genes habian sido identificados (Schaechter y
Neidhardt, 1987; Bachmann, 1990).

5.1. La capacidad biodegradativa de E. coli

E. coli presenta un alto grado de adaptabilidad al medio ambiente, propio de las
bacterias que compiten por los nutrientes con otros microorganismos en un mismo nicho
ecoldgico. Por ejemplo, ante ciertos estimulos como el aumento en la concentracién de
nutrientes en el medio de cultivo, este microorganismo puede variar en segundos la fase
de crecimiento desde fase estacionaria hasta fase exponencial (Schaechter y Neidhardt,
1987). Por otra parte, E. coli puede degradar una amplia gama de compuestos organicos

como diferentes azicares, polioles y acidos organicos utilizandolos como fuente de
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carbono, lo que favorece la adaptacion de este microorganismo a nichos ecologicos con
diferente composicién quimica (Lin, 1987). Sin embargo, resulta sorprendente que
siendo E. coli la bacteria mejor estudiada bioquimica y genéticamente no se haya
analizado, hasta hace relativamente poco tiempo, su capacidad para degradar
compuestos aromaticos. Aunque el nimero de trabajos en este sentido es alin escaso, se
sabe que algunas cepas de E. coli poseen rutas tan complejas como las descritas en otros
microorganismos para mineralizar distintos derivados bencénicos como los acidos
fenilacético (PA), 3- y 4-hidroxifenilacético (3- y 4-HPA), homoprotocatéquico (HPC),
3-fenilpropidnico (HCA), 3-(3-hidroxifenil)propidnico (MHP), 3-hidroxicindmico y 2-
feniletilamina (Cooper y Skinner, 1980; Burlingame y Chapman, 1983; Cooper y cols.,
1985). Otras enterobacterias que poseen rutas catabélicas de este tipo son K.
preumoniae, que puede mineralizar 3- y 4-hidroxibenzoato asi como 3-y 4-HPA (Svarez
y cols., 1991; Martin y cols., 1991), y algunas especies del género Serratia que pueden
utilizar como tnica fuente de carbono benzoato, benzilformato, 3- y 4-hidroxibenzoato y

PA (Brenner, 1984).

No todas las estirpes de £. coli pueden catabolizar los mismos sustratos (tabla 7).
Por ejemplo, la estirpe K-12 puede metabolizar el PA pero no el 3- y 4-HPA, a diferencia
de la estirpes B y C que s6lo pueden mineralizar los hidroxiderivados del PA. La estirpe
W puede degradar tanto el PA como el 3- y 4-HPA asi como todos los derivados
aromaticos que han sido estudiados hasta ahora, por lo que parece estar especialmente
capacitada para la mineralizacion de este tipo de compuestos (Burlingame y Chapman
1983). Esta estirpe posee una enzima denominada penicilina G acilasa (PGA) capaz de
hidrolizar el resto PA de la molécula de penicilina G, liberando acido 6-amino
penicilanico que es la base de las penicilinas semisintéticas (Cole, 1964). La PGA ha sido
muy estudiada en la industria para la produccion de antibidticos B-lactamicos siendo una
de las pocas enzimas que actualmente se emplean en procesos industriales de
biotransformacion (Valle y cols., 1991). Ademas de la penicilina G esta enzima puede
hidrolizar otras amidas y ésteres del PA, 4-HPA vy de otros compuestos aromaticos
(Margolin y cols., 1980; Roa y cols., 1994; Duggleby y cols., 1995) por lo que se ha
especulado que su funcion debe estar relacionada con la posibilidad de hidrolizar

compuestos que puedan ser posteriormente utilizados como fuente de carbono (Valle y
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cols. 1991). El mecanismo de regulacion de la acilasa apoya esta hipotesis ya que su
produccion estd sujeta a represion catabolica y se induce por PA y otros derivados
aromaticos relacionados con éste (Merino y cols., 1992; Vandame, 1985). Existen otras
enterobacterias que poseen PGA como Kluyvera citrophila ATCC 21285 y Profeus
retigeri ATCC 31052 (Barbero y cols,, 1986; Daumy y cols., 1985) pero, sin duda

alguna, la acilasa mejor caracterizada es la de la estirpe W de E. coli ATCC 11105.

Tabla 7. Estirpes de E. coli que metabolizan compuestos aromaticos

Estirpe

B C w K-12 NTCTCS5928  Aislados clinicos
Nimero examinado 1 ' 2 2 1 wos oz o8 1 2 1
Fenilacetato . - - . . Lo L s
3-Hidroxifenilacetato . . . _ . oL e
4-Hidroxifenilacetato - . > - . N
3-Fenilpropionato + . - - . R
3-(3-Hidroxifenii)propionato . + - . + I
3-Hidroxifenilcinamato " " ' ' N .o .

S.1.1. Rutas catabdlicas de compuestos aromaticos de E .coli

Los primeros trabajos sobre rutas catabdlicas de aromaticos de E. coli fueron
realizados en 1980 por Cooper y Skinner. Mediante la identificacién de intermediarios
catabdlicos en extractos crudos de células de la estirpe C de E. coli incubadas en
presencia de los acidos 3- y/6 4-HPA y la caracterizacion bioquimica de las enzimas
implicadas, propusieron una ruta metabodlica de ruptura meta para la degradacion de 3- y

4-HPA. El primer paso de ia ruta consistiria en una hidroxilacion del sustrato para dar
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lugar en, ambos casos, al HPC, por lo que demostraron que ambas rutas estan
conectadas en esta estirpe. Durante los ultimos quince afios se ha caractenizado
bioquimicamente y clonado los genes (fpc) de la ruta de degradacion meta del HPC de
F. coli C, aungue el mapa de restriccion asi como el orden de transcripcion de los genes
de la ruta no han sido determinados hasta 1993 por Roper y cols., (figura 8} (Cooper y
Skinner, 1980; Garrido-Pertierra y Cooper, 1981, Skinner y Cooper 1982; Jenkins y
Cooper 1988; Ferrer y Cooper, 1988; Fawcett y cols., 1989, Roper y Cooper, 1990a, b,
Roper y Cooper, 1993; Roper y cols., 1995)

hpeR hpcE hpeC hpeB  hpeD  hpeG ApcH
Represor OPET CHMS HPC OHED HHED
descarboxilasa  deshidrogenasa dioxigenasa hidratasa  aldolasa

CHM-isomerasa

I
I kb

Figura 8. Orden de transcripcion de los genes de la ruta catabolica del
homoprotocatecuato de E. coli C, Esta ruta esta compuesta por el gen regulador Apcit
y el operéon meta (hpcECBDGH). Las flechas indican la direccion de transcripcion de los
genes. Los genes /pc codifican para las enzimas que aparecen en la parte inferior de la
figura. Abreviaturas: BPC, homoprotocatecuato; CHMS, S-carboximetil-2-hidroxi-
mucdnico semialdehido; CHM, 5-carboximetil-2-hidroxi-muconato; OPET, 5-oxo-pent-
3-en-1,2,5-tricarboxilato; OHED, 2-oxo-hept-3-en-1,7-dicato; HHED, 2 4-dihidroxi-
hept-2-en-1,7-dioato (Roper y col., 1993).
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La ruta catabdlica del PA no ha sido practicamente estudiada. En 1985, Cooper y
cols. aislaron una serie de mutantes de L. coli K-12 incapaces de metabolizar el PA y
localizaron los genes implicados en esta ruta metabolica en el minuto 30,4 del
cromosoma de F. coli K-12. Se ha demostrado bioquimicamente que la ruta de
degradacion de 2-feniletilamina esta relacionada con la ruta del PA, ya que esta amina se
transforma en fenilacetaldehido mediante una amina oxidasa dependiente de cobre y
posteriormente en PA mediante una deshidrogenasa, por lo que aparentemente las rutas
de degradacion de la 2-feniletilamina y del PA podrian estar relacionadas {Parrot y cols.,
1987, Cooper y cols., 1992). Por otra parte, se ha demostrado la existencia de una
fenilacetil-CoA ligasa en E. coli W inducible por PA que podria estar involucrada en la
ruta catabolica de este compuesto, activando el anillo aromatico mediante
tioesterificacion, de igua!l forma que otras acetil-CoA ligasas implicadas en las rutas
catabdlicas de derivados aromaticos de microorganismos, generalmente, anaerobios

(Vitovski, 1993).

La ruta catabolica del HCA fue caracterizada biogquimicamente en 1983 por
Burlingame y Chapman. Posteriormente, mediante el aislamiento de mutantes incapaces
de metabolizar el HCA, estos autores determinaron los pasos enzimaticos de la ruta de
degradacién del HCA y del MHP de £. coli K-12 (figura 9) (Burlingame y cols., 1986).
Esta ruta sigue un mecanismo similar al de las rutas de ruptura meta descritas en otros
microorganismos para la degradacion de otros hidrocarburos aromaticos (ver apartado
3.2.2.1.). Actualmente se han localizado en el minuto 8 del cromosoma de £. coli K-12
los genes que codifican para las tres primeras enzimas de la ruta de degradacion del
MHP, la MHP-hidroxilasa (mhpA), la 3-(2,3-dihidroxifenil)propionato 1,2-dioxigenasa
(mhpB) vy la 2-hidroxi 6-cetononadienedionato hidrolasa (mhp(C) (figura 9) y se han
clonado e hiperexpresado los genes mhpB y mhpC (Bugg, 1993). La comparacion de la
secuencia del extremo N-terminal de la 1,2-dioxigenasa MhpB indica que esta enzima
puede estar relacionada con la catecol 2,3-dioxigenasa 11 de A. eutrophus (Kabisch y
Fortnagel, 1990).
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COOH COOH
HcaA OH
A —- “-H
~OH
HCA T
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HCGBI
CQOH COCH COOH
A MhpB 0
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OH OH ~on
MHP 2,3-DHP V
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MhpC COOH
S
CO0H
\At!
CH, COOH MhpE COOH MhpD COOH
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3
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Figura 9. Ruta de degradacion del acido 3-fenilpropionico y del acido 3-(3-
hidroxifenil)propiénico de E. coli K12. Los metabolitos son los siguientes: 4cido 3-
fenilpropionico (HCA) (1), cis-3-(3-carboxietil)-3,5-ciclohexadieno-1,2-diol (II), acido 3-
(3-hidroxifenil)propidonico (MHP) (IIT), acido 3-(2,3-dihidroxifenil)propidnico (2,3-
DHP) (1V), écido 2-hidroxi-6-cetononadienodioico (V), acido 2-ceto-4-pentenoico
(enol) (VI), acido succinico (VII), acido 4-hidroxi-2-cetovalérico (VIIl), acetaldehido
(IX), 4cido piravico (X). Denominacion de las enzimas implicadas en la ruta: dioxigenasa
HcaA, deshidrogenasa HcaB, hidroxilasa MhpA, dioxigenasa MhpB, hidrolasa MhpC,
hidratasa MhpD | aldolasa MhpE (Bugg, 1993).
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5.2. Fuentes naturales de los compuestos arom:ticos metabolizables por E. coli

Para poder establecer una hipotesis sobre el posible papel fisiologico de estas
rutas en un organismo como £. cofi, es necesario conocer las fuentes naturales de las que
provienen los compuestos aromaticos que este microorganismo puede metabolizar,
Como se menciond anteriormente, F. coli forma parte de [a flora intestinal del hombre y
otros mamiferos y, por tanto, no seria extrafio que estos compuestos estuvieran
presentes en el habitat intestino/fecal. Se ha planteado la hipotesis de que E. coli utiliza
estos compuestos cuando estan presentes en el medio y no hay un sustrato mas
facilmente metabolizable, lo que justifica que las rutas sean inducibles v que algunas de

ellas estén sujetas a represion catabolica (Valle y cols., 1991).

Los derivados aromaticos metabolizables por E. coli no pueden ser considerados
como agentes xenobidticos, ya que estan presentes en la Biosfera como compuestos
naturales y de hecho existen otros microorganismos que contienen rutas metabolicas para
su completa mineralizacion (tabla 8). El acido cinamico e hidroxicinamico son
metabolitos centrales implicados en la sintesis de compuestos fendlicos en plantas, y se
encuentran en la mayoria de los vegetales como acidos conjugados en forma de ésteres o
como écidos libres. La reduccion del doble enlace del sustituyente alifatico del 4cido
cinamico da lugar al HCA, por lo que este compuesto también puede aislarse en
extractos vegetales (Martinez y cols., 1992; Elder y Kelly 1994). Por tanto, este tipo de
compuestos aparece de forma natural en los alimentos de origen vegetal como, por
gjemplo, frutas y hortalizas (Li y cols., 1993). También se ha detectado la presencia de
PA y MHP en champifiones, ciruelas, calabacines, pimientos verdes, tomates y
berenjenas (Chen y Wu, 1984, Heimhuber y Herrmann, 1990). En muchas ocasiones,
este tipo de compuestos son los responsables del sabor y el aroma de ciertos alimentos
como por gjemplo el de la miel. De hecho, la presencia o ausencia del PA y del HCA en
este alimento se ha utilizado como parametro para la identificacion de diferentes tipos de

miel (Steeg v Montag, 1988).
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Tabla 8. Bacterias que metabolizan 4-HPA

Bacteria

Referencia

Acinetobacter sp.

Buacillus brevis

B. stearothermophilus

E. coli (30 aislados clinicos}
E. coliB

E coliC

E. coli W (ATCC 9637, ATCC 11105)
Flavobacterium sp.

K. pneumoniae M5al

P. acidovorans

P. ovalis

P. putidu

P. putida T

P. putida U (NCIB 10015)
Pseudomonas sp.

Bacteria de suelo

(Sparnins y cols., 1974)

(Que vy cols., 1981}
(Jamaluddm, 1977)
{Burlingame y Chapman,1983)
{Cooper y Skinner, 1980)
{Cooper y Skinner, 1980)
{Cooper y Skinner ,1980)
{van den Tweel y cols., 1988)
(Grant, 1967)

(Hareland y cols., 1975)
(Adachi y cols., 1964)

(Raju y cols., 1988)
{Spamins y cols., 1974)
(Sparnins y cols., 1974)
(Blakley y cols., 1967)

(Blakley 1972)

Se ha demostrado que el PA, HCA, MHP, HPC, 3- y 4-HPA y algunos derivados
de éstos, son productos intermediarios del metabolismo de aminoacidos aromaticos en
organismos superiores y en bacterias (Samid y cols., 1994; Spoelstra, 1978; Sparmns y
Chapman, 1976). Por otra parte, el 4-HPA y HPC se producen como consecuencia del
metabolismo bacteriano de aminas simpaticomiméticas como la sinefrina que esta
presente en ciertas plantas en grandes cantidades (Devi y cols., 1975). El hecho de que
estos productos se acumulen durante procesos metabdlicos microbianos, justifica su
presencia en alimentos cuya elaboracion conlleva procesos fermentativos. Por ejemplo,
se ha detectado la acumulacion de PA durante 1a maduracion de licores y vinos, siendo

uno de los componentes responsables del sabor y aroma de estas bebidas (Kepner y cols.,
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1968; Gianotti y Stefano, 1991; Yavas y Rapp, 1992). También se ha identificado el PA
entre los componentes volatiles responsables del sabor del vinagre (Kubota y cols., 1989)

y como producto de la descomposicion de la fenilalanina en la elaboracién del queso

(Lee y Richard, 1984).

La presencia de este tipo de compuestos en el habitat intestino/fecal no procede
solo del aporte alimenticio, sino también del metabolismo de la flora intestinal. En este
sentido, se ha demostrado la presencia de PA, HCA, MHP y 4-HPA en estiércol
procedente de granjas dedicadas a la cria del ganado porcino. Estos compuestos se
producen como metabolitos del catabolismo de la tirosina de microorganismos que

forman parte de la flora intestinal (Spoelstra, 1978).

El PA y sus derivados hidroxilados estan presentes habitualmente en cerebro,
tejidos periféricos y fluidos corporales de mamiferos como consecuencia del
metabolismo de las aminas simpaticomiméticas tiramina y 2-feniletilamina, las cuales se
originan a partir de la L-fenilalanina y la L-tirosina (Saavedra, 1989). La toxicidad del
PA y sus derivados en humanos es dosis-dependiente. En condiciones normales, la
concentracion de estos compuestos en tejidos humanos es muy baja, sin embargo, en
procesos patologicos como la fenilcetonuria provocada por una deficiencia en la enzima
L-fenilalanina hidroxilasa, los niveles de estos compuestos se elevan considerablemente
provocando dafios en el sistema nervioso central y retraso mental en nifios (Thibault,
1994). No obstante, desde el punto de vista farmacologico, a la dosis adecuada el PA,
HCA y algunos derivados de éstos se comportan como agentes anticancerigenos y

analgésicos (Samid y cols., 1994; Adams, 1992}.

Ya se ha mencionado que, desde el punto de vista medioambiental, los sustratos
aromaticos metabolizables por £. cofi no pueden ser considerados como compuestos
xenobioticos. Sin embargo, su acumulacion puede ser la causa del mal olor del estiércol
que se genera en explotaciones de ganado porcino ya que, como se ha demostrado, el 4-
HPA y otros derivados de éste se transforman mediante reacciones metabolicas de las
bacterias presentes en las heces, en los compuestos fendlicos responsables de dicho mal

olor (Spoelstra, 1978).
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Durante el proceso de molturacion de la aceituna para la extraccion del aceite de
ohva se originan una serie de subproductos entre los cuales cabe destacar el alpechin o
agua residual originada durante dicho proceso (Martinez y cols., 1992). Este residuo es
muy recalcitrante debido a su elevado contenido en compuestos fendlicos de alto poder
contaminante. Entre los componentes principales de caracter aromatico de los alpechines
se encuentra el dcido hidroxicinamico y algunos derivados del HCA y del PA como el 4-
HPA, que junto con el acido siringico puede constituir hasta el 50% del total de los
compuestos fendlicos en ciertos alpechines (Balice y Cera, 1984; Martinez y cols., 1992).
Tan solo en la cuenca del rio Guadalquivir se puede estimar una produccidon media de
1.800.000 m® de alpechin al afio, de los cuales el 25% se vierte de una forma
incontrolada, lo que implica un importante deterioro de las aguas. El 75% restante, en la
actualidad, se trata en balsas de evaporacion que tan solo palfan parcialmente el
problema medioambiental (Martinez y cols,, 1992). Actualmente se han puesto en
practica diversos procesos que van desde la simple evaporacion, hasta procesos fisico-
quimicos como la 6smosis inversa y la ultrafiltracion. Pero estos procesos requieren altas
inversiones de dificil amortizacion dado el caracter temporal de la industria almazarera.
Distintos organismos de la Administraciéon y empresas privadas estan desarrollando
planes de actuacion con el fin de paliar el problema causado por el vertido de estos
residuos aprovechando, ademas, su alto conterido en materia orginica e inorganica
mediante procesos de reciclado que permitan su uso en la produccion de combustibles
solidos, compost v brogas (de Andrés y Garcia, 1982). Uno de los proyectos mas
interesantes es el disefio de biorreactores para la depuracion biologica de los alpechines,
que permita la biotransformacion de los compuestos aromaticos con el fin de disminuir el
caracter toxico de estos residuos (Janer, 1980, Fiestas y cols,, 1982; Martinez y cols.,
1986; Martinez, y cols. 1992). Dado que los principales componentes del alpechin son
metabolizables por algunas estirpes de E. coli, este microorganismo podria ser
considerado como un candidato en el disefio de biorreactores para la depuracion
biologica del alpechin, a lo que también contribuiria su gran capacidad de adaptacion a
distintos ecosistemas. El estudio y caracterizacion a nivel molecular de las rutas
catabolicas de este tipo de compuestos, nos aportaria nueva informacion que seria de
gran utilidad a la hora de disefiar proyectos biotecnologicos como los descritos

anteriormente.
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6. OBJETIVOS

Durante el periodo de tiempo en el que el Dr. José Luis Garcia formaba parte del
equipo de investigacion de Antibidticos S.A., desarrolld un procedimiento para clonar
genes pac, que codifican para la penicilina G acilasa (PGA), de diferentes
microorganismos. Este método esta basado en la complementacion auxotrofica de E. coli
HB101 (/euB) incubando las células en medio minimo en presencia de fenilacetil-L-
leucina como unica fuente de L-leucina (Garcia y Buesa, 1986). En el proceso de
aislamiento del gen pac de E. coli ATCC 11105, se detectd un clon productor de PGA
que al incubarlo en medio Luria Bertani (LB) presentaba un extrafio fenotipo negro. Este
clon contenia el plasmido pAEC19, el cual es un derivado de pBR322 que contiene un
fragmento HindIll de aproximadamente 8,5 kb del DNA cromosomico de E. coli ATCC
11105. El hecho de que los derivados catecolicos se oxiden espontaneamente dando
lugar a productos de coloracion marron o negra y la posible implicacion de la PGA en el
metabolismo de derivados del PA nos indujo a pensar que, ademas del gen pac, el
plasmido pAEC1!9 podia contener un gen que codificara para una hidroxilasa de

compuestos aromaticos.

Ya se ha comentado que E. coli, un microorganismo que se caracteriza por
crecer rapidamente en medios simples, es la bacteria mas estudiada a nivel molecular. Por
tanto, la caracterizacion y el estudio de la expresion de una ruta de derivados aromaticos
de E. coli resulta interesante desde el punto de vista biotecnologico, ya que facilitaria el
uso de esta ruta con fines medioambientales. Ademas, aportaria nuevos datos sobre la
posibilidad de utilizar este microorganismo como vehiculo de expresidon de rutas

catabdlicas de compuestos recalcitrantes.

Por todo ello, los objetivos de esta Tesis son los siguientes:
I. Caracterizacion de la hidroxilasa de compuestos aromaticos de E. coli ATCC
11105

i) Localizacion del gen que codifica para la hidroxilasa.

ii) Construccion de un sistema que posibilite la alta produccion de la enzima.
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iii} Purificacion de la enzima.

iv) Estudio de los requerimientos bioquimicos de la hidroxilasa.

v) Determinacion de la especificidad de sustrato de la enzima.

vi} Secuenciacidn del gen que codifca para la 4-HPA-hidroxilasa.

vil} Comparacion de la secuencia de aminoicidos de la 4-HPA-hidroxilasa con otras
oxigenasas ya secuenciadas.

viii) Clasificacion de la hidroxilasa en funcion de la similitud que presente con otras

oxigenasas.

II. Caracterizacion molecular del resto de la ruta metabélica del 4-HPA de E. coli
ATCC 11105

i) Clonacion de todos los genes implicados en la mineralizacion del 4-HPA.

ii) Construccion del mapa fisico de la ruta del 4-HPA de E. coli W.

it) Secuenciacion de la ruta completa del 4-HPA

111, Estudio del mecanismo de regulacién de la 4-HPA hidroxilasa

1) Busqueda de regiones promotoras.

it) Construccion de fusiones de las regiones promotoras a genes trazadores.

ii) Identificacion de las proteinas implicadas en la regulacion de la expresion de la 4-
HPA-hidroxilasa.

IV, Expresion de los genes de la ruta del 4-HPA en organismos heterélogos

i) Obtencién mediante Ingenieria Genética de modulos transponibles que permitan
transferir los genes de la ruta del 4-HPA a otros microorganismos.

i) Expresion de los genes de la ruta catabdlica de! 4-HPA en organismos heterdlogos

con el fin de ampliar su capacidad biodegradativa.
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1. ESTIRPES BACTERIANAS Y PLASMIDOS

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las estirpes de E. coli que se
detallan a continuacion: E. coli ATCC 11105 (derivada de E. coli W ATCC 9637
auxoétrofa para vitamina By, productora de PGA);, BAK (F .coli B resistente a UV,
cedida por el Dr. M. Vicente); C (estirpe salvaje cedida por el Dr. M. Vicente), W
(estirpe salvaje cedida por el Dr. A. Garrido-Pertierra); MC1116 (A(ara-len)), HB101
(proA2, leuB, thi, recA);, TGl (supE, hsdDS, thi, A(lac-proAB), F' (fraD36, proAB”,
lacl?, lacZDM15)); MC4100 (araD139, A(lacIPOZYA), SBS688 (MC4100, Acrp39),
W3110 (CECT 416, ATCC 27325), DH1 (supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96,
thil, rel41)(Sambrook y cols., 1989), SES000 (MC4100, recA56) (Silhavy y cols,,
1984) ET8000 (Nal', rbs lacZ:1S1, gyrA, hutC) (MacNeil, 1981); CC118-Apir (Alara-
leu), araD, AlacX74, galE, galK, phoA20, thi-l, rpsE, rpoB, argE (Am), recAl, Apir);
S17-Apir (Tp", Sm', recA, thi, pro, hsdR, M" RP4:2-Tc:Mu:Km Tn7, Apir) (Herrero y
cols., 1990).

Otras especies utilizadas: K. citfrophila ATCC 21285 (productora de PGA)
(Garcia y Buesa, 1986) and K. prneumoniae M5al (cedida por el Dr. A. Garrido-
Pertierra) (Martin y cols., 1991), P. putida KT12442 (hsdR, Rif') (Herrero y cols., 1990).

Los plasmidos utilizados son los siguientes: pBR322 (Ap", Tc"); pBR325 (Ap/,
Cm', Tc¢") (Bolivar, 1978); pACYC184 (Cmt', Tc) (Rose, 1988); pUC18 (Ap") (Yanisch-
Perron y cols., 1985); pRS551 (Ap', Km'; plasmido para la basqueda de promotores)
(Simons y cols., 1987); pUTmini-TnSKm2 (Ap’, Km") (de Lorenzo y cols., 1990),
pUC18Not (Ap") (Herrero y cols., 1990); pCNBS5 (Ap, Km") (de Lorenzo y cols., 1993);
pAW31 (Ap") (derivado de pEMBLY con un fragmento Sa/l de 1,7 kb que contiene el
gen xylE) (cedido por el Dr. V. de Lorenzo); pAG464 (Ap") (derivado de pUC18 que
contiene el gen de la HPC-dioxigenasa de K. preumoniae M5al) {cedido por el Dr. A,

Garrido-Pertierra).
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas bacterianas se conservaron congeladas a -70°C en medio de cultivo al
que se afiadid glicerol al 10% (v/v). En €l momento de inocularlas se descongelaron,
incubandose en los medios correspondientes a 37°C, a menos que se indique lo contrario,
con agitacion. Los principales medios de cultivo utilizados han sido: LB, M9 y M63
suplementados adecuadamente en cada ensayo y aifladiendo agar al 1% (p/v) para los
cultivos en medio solido (Miller, 1972; Sambrook y cols., 1989). Cuando se requiere una
fuente de carbono especifica se preparan soluciones estériles de éstas para suplementar el
medio minimo hasta una concentracion final de 5 mM, en ¢l caso de los denvados
aromaticos, 20 mM si se trata de glicerol y 10 mM si la fuente de carbono utilizada es

glucosa.

La concentracion de antibidtico afiadido al medio de cultivo de cepas resistentes
fue de 100 pg/ml para la ampicilina, 10 pg/ml para la tetraciclina, 50 pg/ml para la
kanamicina, 30-60 ng/ml para el cloranfenicol, 50 pg/ml para la rifampicina y 25 pg/mi

para el acido nalidixico.

El crecimiento de las cepas se siguié por turbidimetria a 600 nm con un

espectrofotémetro Shimadzu UV-260.

3. PROCEDIMIENTOS DE TRANSFERENCIA GENETICA

La transferencia de DNA entre las diferentes estirpes se ha llevado a cabo por

transformacion y conjugacion.

3.1. Transformacién

Las cepas de L. coli se transformaron con el método del RbCl (Kushner, 1978) y

por electroporacion (Wirth y cols., 1989) utilizando un equipo Gene Pulser de Bio-Rad.
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3.2. Conjugacion

Los plasmidos que contienen transposones derivados de mini-Tn3 se transfieren
por conjugacion segun el método descrito por de Lorenzo y Timmis (1994). Para ello se

utilizaron £. coli S17-1Apir como cepa donadora y . coli ET8000 y P. putida K12442

como bacterias receptoras

4. MANIPULACION DEL DNA CON ENZIMAS DE USO COMUN EN
BIOLOGiA MOLECULAR

Las endonucleasas de restriccién se obtuvieron de Boehringer Mannheim,
Amersham, Pharmacia o New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de
ternera se obtuvo de Boehringer Mannheim. Amersham suministré la DNA ligasa, el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de F. coli y la polinucledtido quinasa del
fago T4. Todas las enzimas y sus tampones correspondientes se utilizaron siguiendo las

indicaciones recomendadas por las casas suministradoras.

5. PREPARACION DE PLASMIDOS Y DNA CROMOSOMICO

La preparacion de plasmidos a partir de cepas de E. coli se realizd utilizando el
método rapido de lisis alcalina y el método de purificacion de DNA por centrifugacion en
gradiente de CsCl (Sambrook y cols., 1989). La extraccion del DNA cromosomico a
partir de las bacterias utilizadas en este trabajo se realiz6 segin el método descrito para

E. coli por Sambrook y cols., (1989).

6. ELECTROFORESIS DEL DNA EN GELES DE AGAROSA

Se utilizaron geles de agarosa al 0,7 6 1% en tampdon TAE (Tris-HCI 40 mM,
acido acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,1), utilizando el mismo tampon como
electrolito. A las muestras se les afiadio 1/5-1/10 de su volumen de una solucion
compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), azul de bromofenol al 0,2% (p/v), xilencianol al

0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0. La electroforesis se realizo a 100-150 V durante 60-90
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minutos. Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tifieron con bromuro de etidio
(5 ng/ml) para su visualizacion con radiacion ultravioleta. Como marcador de tamafio se

utilizd el DNA del fago A digerido con la enzima de restriccion Bs/EIl (Amersham).

7. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE DNA

Los fragmentos resultantes de la digestion del DNA con las enzimas de

restriccion se aislaron y purificaron por cuatro procedimientos distintos.

7.1. Geles de poliacrilamida

Se utilizaron geles de poliacrilamida no desnaturalizantes preparados en TBE
(Tris-borato 89 mM, acido borico 89 mM y EDTA 2 mM, pH 8,0) a una concentracion
variable dependiendo del tamaiio de fragmento a aislar. Se empled como electrolito para
la electroforesis el tampon TBE. A las muestras se les afiadio 1/10 de su volumen de una
solucion compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), azul de bromofenol al 0,2% (p/v),
xilencianol al 0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0. Una vez terminada la electroforesis, los
geles se tifieron con azul de metileno y se recort¢ la banda de DNA deseada en cada
caso. El DNA se eluyd de la banda de acrilamida tal como describen Sambrook y cols.,
(1989).

7.2. Técnica de Geneclean
Los fragmentos que se desean aislar se separan mediante electroforesis en geles
de agarosa. Posteriormente, se recortan las bandas de interés y el DNA se purifica de la

agarosa mediante su adsorcion a particulas de vidrio siguiendo la técnica del Geneclean,

tal como recomiendan los fabricantes {Bio 101 Inc., La Jolla, CA, USA}.
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7.3. Geles de agarosa de bajo punto de fusién

Para algunos aislamientos de fragmentos de DNA se utilizaron geles de agarosa
de bajo punto de fusién (Bio-Rad) al 1-1,4% en tampon TAE. Una vez realizada la
electroforesis, se recortd del gel la banda deseada en cada caso y se resuspendid en
tampén TE (Tris-HC1 10 mM, pH 8,0; EDTA 1mM) con NaCl 0,25 M. La agarosa se
fundié manteniéndola a 65 °C durante 5 minutos. A continuacidn, la muestra se tratd con
fenol y posteriormente con éter (v/v), incubandola después a 65°C durante 10-15
minutos con el fin de eliminar los posibles restos de fenol. El DNA se precipito con dos
volimenes y medio de etanol absoluto durante 45 minutos a -70°C. Tras una
centrifugacion a 10.000 x g durante 10 minutos, el precipitado se lavo con etanol 70% y

finalmente se disolvid en un volumen adecuado de tampon TE.

7.4. Técnica de la B-agarasa

El empleo de esta técnica también requiere la separacidn previa de los fragmentos
mediante electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusion y posterior
tratamiento de la banda extraida con la P-agarasa. Esta enzima hidroliza la agarosa
liberando el DNA. Para ello es necesario fundir previamente la banda de agarosa
recortada en el tampon de 1a enzima (10 mM Bis Tris-HCI pH 6,5; 10 mM EDTA) y
posterior tratamiento con la B-agarasa durante una hora a 40-42°C. Después de tratar
con fenol y precipitar el DNA se resuspendio en el volumen de TE adecuado. Tanto la

enzima como el tampon se obtuvieron de la casa comercial Biolabs.

8. SELECCION DE LOS CLONES PRODUCTORES DE PGA

La seleccion de los clones con actividad PGA se realizo segun el método descrito
por Garcia y Buesa (1986). La fenilacetil-L-leucina fue cedida por Antibidticos S.A.
(Ledn). Las células de £. cofi HB101 transformadas con una genoteca HindIlII de E. coli
ATCC 11105 construida en pBR322 se sembraron en medio minimo M9 suplementado
con giucosa 10 mM, 1mg/l de tiamina-HCI, 10 mg/l de L-prolina, 100 mg/l de fenilacetil-

L-leucina y ampicilina a 75 pg/ml. Después de 72 horas de incubacion a 30 °C, las
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colonias que crecieron fueron aisladas y su fenotipo se estudié resembrandolas en M9
con y sin fenilacetil-L-leucina. Se considerd que un clon era positivo cuando la colonia

crecia exclusivamente en presencia de L-leucina o su fenilacetil derivado.

9. TECNICAS DE HIBRIDACION DE DNA

Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente (sondas) se obtuvieron
mediante la técnica del random-primer utilizando [0~*?P] dCTP (400 Ci/mmol, 10
uCi/ul) (Amershamyj, el fragmento Klenow, la solucion de iniciadores (Pharmacia) y los
dNTPs, segin se indica en Sambrook y cols., (1989). Todas las hbridaciones y lavados

se hicieron a 65 °C.

9.1. Técnica de Southern-blot

La hibridacion del DNA mediante la técnica descrita por Southern (1975), se
realizo siguiendo el protocolo de Sambrook y cols., (1989). Las membranas de nylon
para la transferencia del DNA se obtuvieron de Schleicher and Shuell. Las bandas
radiactivas se detectaron a -70°C utilizando peliculas Hyperfilm™-MP (Amersham) y
pantallas amplificadoras Cronex Lightning Plus (Dupont).

9.2. Hibridacion del DNA sobre filtros de colonias celulares

Las colonias de E. coli se transfirieron a los filtros de nitrocelulosa (Millipore
HATF, tamafio de poro 0,45 um) como se indica en Sambrook y cols., {1989). Las
células se lisaron sobre el filtro mediante tratamientos sucesivos, de 5 minutos de
duracion cada uno, con las soluciones que se indican: i) NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M (2
veces), il) Tris-HCl 1 M, pH 7,0, iii) Tris-HC1 0,5 M, pH 7,0 y NaCl 1,5 M; iv) 2 x SSC
(NaCl 0,3 M, citrato sodico 0,003 M). La fijacion del DNA al filtro se realizo mediante
incubacion a 80 °C durante 2 horas. Para eliminar los restos celulares, los filtros se
hirvieron en agua destilada durante 10 minutos. La hibridacion con la sonda radiactiva se

realiz6 como se describe en Sambrook y cols., (1989).
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10. SECUENCIACION DEL DNA

La secuenciacién del DNA se realizé segin el método de Sanger y cols., (1977)

por dos procedimientos:

10.1. Secuenciacién manual

Para la reaccidn de secuenciacidn se utilizdé el 77 DNA polymerase Kit
(Pharmacia) y como desoxinucledsido trifosfato marcado radiactivamente, [o-*°S] dATP

(Amersham), siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.

10.2. Secuenciacion automditica

Parte de la secuenciacion del DNA se llevé a cabo en el Centro Nacional de
Biotecnologia (G.B.F.) (Braunschweig, Alemania)} utilizando un secuenciador
automatico modelo 373A (Applied Biosystems). Para la reaccién de secuenciacion se
utilizé el Prism ready reaction dye deoxyterminator cycle sequencing Kit de Apphed
Biosystems que conlleva el uso de didesoxinuclettidos coloreados y la DNA polimerasa
AmpliTaq siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. Las reacciones de
polimerizacion se llevaron cabo mediante la técnica de PCR (reaccion en cadena de la

polimerasa) para lo que se utilizd un termociclador Perkin-Elmer Cetus 480.

10.3. Analisis de la secuencia de DNA

Para el analisis de la secuencia de DNA se utilizo el grupo de programas para
Biologia Molecular de la Universidad de Wisconsin (WINP) presente en el VAX del
Centro Nacional de Biotecnologia de Madrid. La secuencia de aminoacidos deducida a
partir de la secuencia de nucledtidos se compard con las proteinas de las siguientes bases

de datos: GenBank/EMBL y Swissprot.
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11. OBTENCION DE EXTRACTOS DE CULTIVOS CELULARES

Para obtener extractos de las cepas de E. coli se cultivaron éstas en 100 ml del
medio indicado en cada caso a 37 °C durante 16 horas (fase estacionaria de crecimiento).
A continuacion, los cultivos se enfriaron a 4 °C y se centrifugaron a 6.000 x g durante
10 minutos, resuspendiéndose las células en 10 ml de tampon fosfasto sédico 20 mM 6
100 mM pH 8, dependiendo del ensayo que se fuera a realizar. Una vez homogeneizada
la suspension, las células se rompieron en un sonicador MSE modelo MK?2 mediante
cuatro pulsos de 15 segundos cada uno, manteniendo siempre la muestra a 4 °C.
Finalmente la suspension sonicada se centrifugd a 4 °C y 30.000 x g durante 20 minutos
para eliminar los restos celulares. El sobrenadante de esta centrifugacion (extracto
crudo) se conservd a -20°C. Cuando se cultivaron volimenes mayores, las células se
rompieron usando una French-Press (American Instruments Company) operando a una

presion de 7,6 atmosferas.

12. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

En todos los casos las medidas de absorbancia se realizaron en un

espectrofotometro Shimadzu UV-160.

12.1. Penicilina G acilasa

La amplia especificidad que presenta la PGA para el resto acido o amino de los
enlaces que hidroliza, permite el empleo de sustratos derivados del PA cuya hidrélisis
supone la aparicion de cromoforos. Durante este trabajo, la actividad penicilina G acilasa
se determiné de acuerdo al método colorimétrico descrito por Szewczuk y cols., (1979).
Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacion en presencia de fenilacético al 0,15%
durante toda la noche. La mezcla de reaccion contenia 0,2 ml de una solucién de 5 mM
fenilacetil-p-aminobenzoico y una alicuota de 0,05 ml de medio de cultivo con células en
estado estacionarto. Esta mezcla se incuba 20 minutos a 37 °C deteniéndose al afiadir
0,250 ml de una solucion que contiene 10 mM de nitrito sédico en acido acético 0,25 M.

Posteriormente se afiadieron 0,750 ml| de la solucion reactiva (acido l-amino 8-
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hidroxinaftaleno 3,6-disulfonico al 0,01% (p/v) en carbonato sodico 0,66 M). Por
centrifugacion en microfuga se eliminan los restos celulares y se mide la reaccién en el

espectrofotometro a 535 nm utilizando un coeficiente de extincion molar () de 36.000

M-t em™t

12.2. 4-HPA-hidroxilasa

Para determinar la actividad de la 4-HPA hidroxilasa sobre diferentes sustratos

se utilizaron dos métodos que se detallan a continuacion.

12.2.1. Cuantificacion de Ia oxidacion del NADH

La actividad hidroxilasa se midio afadiendo 0,01 ml de sustrato 0,1 M a 0,5 ml
de una solucidén que contiene, NADH 0,2 mM y 0,06 ml de extracto preparado en
tampon fosfato sodico 100 mM pH 8. La oxidaciéon del NADH se determina a 30 °C
midiendo Ja disminucién de absorbancia a 340 nm usando un £=6.220 M cm™ para el
NADH. Los valores se corrigieron por la oxidacion del NADH en ausencia de sustrato.
Una unidad de actividad hidroxilasa se define como la cantidad de enzima necesaria para

la oxidacion de 1 umol de NADH por minuto.

12.2.2. Reaccion acoplada con la catecol 2,3-dioxigenasa I (C230 I) de P. putida

Este ensayo se llevd a cabo utilizando fenol como sustrato de la 4-HPA
hidroxilasa. En presencia de concentraciones saturantes de C230 I el catecol se
transforma instantaneamente en 2-hidroximuconico semialdehido (HMS) que presenta
un maximo de absorcion a 375 nm lo que permite su cuantificacion (€=46.000 M~1 ¢cm-1
a pH 8). La reaccioén se inicia afiadiendo 0,050 ml de extracto de E. coli IM101
(pPAW31) en el instante en que todo el NADH se ha oxidado. Una unidad de actividad se
define como la cantidad de enzima necesaria para la transformacion de 1 pmol de HMS

por minuto.
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12.3. HPC-dioxigenasa

El ensayo de actividad de la HPC-dioxigenasa se llevd a cabo de acuerdo al
procedimiento espectofotométrico descrito por Cooper y Skinner {1980). La mezcla de
reaccion contenia 0,005 ml de HPC 20 mM, 0,05 ml de extracto crudo y 0,445 ml de
tampon fosfato 50 mM pH 8. La formacion de S-carboximetil-2-hidroximucdnico

semialdehido (CHMS) se detectd a 380 nm utilizando un &= 35.000 M ¢m™.

12.4. E—lactamasa

La actividad 3-lactamasa se determind mediante el método espectrofotométrico
de Ross y O'Callaghan (1975). Se utilizaron 0,05 ml de extracto enzimatico en 0,5 ml de
tampon fosfato 100 mM pH 7 iniciandose la reaccidn por la adicion de cefaloridina 0,1
mM. La reaccidn se desarrolio a 25 °C. La hidrolisis del anillo B-lactdmico se siguid a
una longitud de onda de 255 nm, registrando la disminucién de absorbancia durante 5
min. Se calcularon los pmoles de cefaloridina hidrolizados empleando un = 14000 M

cm!

12.5. 3-galactosidasa

Los niveles de B-galactosidasa se determinaron de acuerdo al protocolo de Miller
(1972). Las células se cultivaron a 30 °C y los efectores ensayados se afiadieron al medio
de cuitivo a una concentracion de 1 mM. Se analizaron diferentes alicuotas de medio de
cultivo en funcién de los niveles de B-galactosidasa producidos por cada clon, entre 0,02
y 0,1 ml, completando a un volumen final de 0,5 ml con tampén Z, (fosfato disédico 0,06
M, fosfato monosédico 0,04 M, KCI 0,01 M, SO,Mg 0,001 M y B-mercaptoetanol 0,05
M). Las ceélulas se permeabilizaron afiadiendo dos gotas de cloroformo (Merck) y una
gota de dodecilsulfato sodico (SDS) al 0,01 %. La reaccion se mnicia afiadiendo 0,1 ml
del sustrato, 2-nitrofenil-8-D-galactopirandsido (ONPG) (4 mg/ml). Tras un periodo
variable de 5 a 15 minutos a 28 °C se para la reaccion con 0,25 ml de carbonato sddico 1
M. Los restos celulares se eliminaron centrifugando las muestras a 12.000 x g durante 10

minutos y posteriormente se midié la reaccion en un espectrofotometro Shimadzu UV-
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160 a 420 nm. La medida es estable durante 20 min a 4 °C. Las unidades de f-

galactosidasa se calcularon en base a la siguiente ecuacion:

Unidades B-gal = [DO 4o / t (min} x vol {ml) x DO ¢ del medio de cultivo} x 1000

13. IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION DE LA 4-
HPA-HIDROXILASA

Los productos obtenidos por incubacién de las células en medio M9
suplementado con glucosa 10 mM vy el sustrato a analizar a una concentracion final de 1
mM, se analizaron por cromatografia liquida de aita resolucion (HPLC). Después de
centrifugar los cultivos se analizaron los sobrenadantes en un equipo Gilson utilizando
una columna Nucleosil 300-5C18 (250 x 4 mm) precedida de una precolumna Nucleosil
300-5C18 (11 x 4 mm). Para detectar la formacion de catecol se utilizé una solucion
(1:1) de fosfato potasico S0 mM y metanol pH 5 como fase movil. Para detectar L-
Dopa, se utilizé como fase moévil una solucion de fosfato potasico 50 mM, EDTA 0,1
mM, trifluoroacético 100 mM y acetonitrilo 8 % v/v a pH 4,8. El flujo se mantuvo a 0,5
mi/min y la deteccién se llevd a cabo espectrofotométricamente a 280 nm. Los
metabolitos se identificaron por comparacion con los tiempos de retencion de las

sustancias puras.

14. DETECCION DE PROTEINAS CODIFICADAS POR FRAGMENTOS
CLONADOS DE DNA

Las proteinas codificadas por los genes ApaB, hpaC y la ORF 14, presentes en
diferentes plasmidos, clonados en E. coli SES5000 se detectaron mediante la técnica de
maxicélulas descrita por Silhavy y cols., (1984) utilizando [o->*S]metionina (1.500
Ci/mol) (Amershan). La electroforesis en gel de poliacrilamida se llevo a cabo segun se

describe en el apartado 18,
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15. PURIFICACION DE LA 4-HPA-HIDROXILASA

Las células de E.coli DH) {pAJ221) fueron incubadas a 37 °C en 50 ml de medio
LB conteniendo 34 pg/ml de cloranfenicol. Después de centrifugar, el sedimento se
resuspendid en 5 mi de tampon fosfato 20 mM, pH 8. Las células se rompieron mediante
sonicacion y el extracto resultante se centrifugd a 30.000 x g durante 20 minutos. Los 5
ml de extracto se cargaron en una columna (3 x 1,5 cm) de Cibacrén Blue 3GA Agarosa-
3000-CL (Sigma) equilibrada en tampdn fosfato 20 mM, pH 8. La columna se lavo con
el mismo tampon y la enzima se eluy6 con tampon fosfato 20 mM conteniendo 30 mM
NADH. Las fracciones que presentaban actividad hidroxilasa se mezclaron y
concentraron con polietilenglicol 20.000. Para la cromatografia de filtracion se utilizé
una columna Superosa 12 HR 10/30 (Pharmacia) equilibrada en tampon fosfato 50 mM,
pH 8 utilizando un equipo de HPLC Gilson. Los patrones utilizados para las
determinaciones del masa molecular fueron: ovoalbumina (45.000 Da), seroalbiimina

bovina {67.000 Da} y aldolasa (160.000 Daj).

16. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La concentracion de la proteina existente en preparaciones puras de HpaB y en
extractos crudos celulares ha sido determinada mediante el método descrito por
Bradford (1976).

17. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLJACRIAMIDA-
SDS

Las electroforesis analiticas de proteinas se realizaron en todos los casos en
condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS. La técnica empleada fue descrita por
Laemmii (1970) utilizando geles de poliacrilamida en placa (160 x 100 x 2 mm)
preparados a concentraciones que, segun los casos, oscilaron entre el 8 y el 15 %. Las
muestras se hirvieron durante 5 minutos en presencia del tampon de ruptura (Tris-HCl
62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2%, B-mercaptoetanol al 5%, ghcerol al 10% y azul de

bromofenol al 0,005%). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y
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corriente constante (50 mA), utilizando un electrolito que contenia Tris-HCl 0,025 M,
glicina 0,192 M y SDS al 0,1%. Las proteinas de los geles se visualizaron con azul
brillante de Coomassie R-250, segiin se describe en Swank y Munkress (1971). Las

proteinas empleadas como marcadores de tamafio molecular se adquirieron de Bio-Rad.
18. DETERMINACION DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE HpaB

La secuencia de aminoacidos N-terminal de la proteina HpaB se determind
mediante el método de degradacion de Edman utilizando un secuenciador de fase

gaseosa conectado a un equipo de HPLC (Applied Biosystems).
19. OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-HpaB

Para la obtencion de anticuerpos policlonales anti-HpaB se inmunizaron conejos
con la enzima HpaB purificada. Se utilizaron dos dosis de 100 ug de proteina en solucién
salina; la primera en adjuvante completo de Freund (1:1 v/v) y la segunda en adjuvante
incompleto de Freund (l:1 v/v) dejando transcurrir un mes entre ambas. La
administracion del antigeno se realizo por via subcutanea. Una semana después de la
administracion de la segunda dosis se extrajo la sangre a los conejos para la obtencidn
del antisuero. La sangre se incubo a 37 °C durante 5 horas y después se mantuvo a 4 °C
12 horas para permitir la formacton del codgulo. El sobrenadante se centrifugd a 10.000
x g a 4 °C durante 5 minutos para eliminar los restos celulares y, por dltimo, se
inactivaron las proteinas del complemento durante 15 minutos a 56 °C. Se ensayo la
espectficidad del antisuero obtenido, asi como la posible reaccion inespecifica del suero
pre-inmune, mediante andlisis por Western blot utilizando diferentes diluciones del
mismo. Para evitar la deteccién de bandas inespecificas en el Western blot formadas por
la posible reaccion cruzada del antisuero con otras proteinas celulares diferentes a HpaB
se preincubo el antisuero a 37 °C con un extracto celular de la cepa que posteriormente

se iba a emplear para producir la proteina HpaB.
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20. TECNICA DE WESTERN BLOT

Una vez separadas las proteinas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Schleicher and
Shuell) segun describen Sambrook y cols., (1989). La membrana se saturé con leche en
polvo desnatada al 5% (p/v) en tampén PBS (fosfato sédico 10 mM, pH 7,4; NaCl 140
mM) mediante incubacién a 4°C durante 12 horas. Posteriormente, se incubd a
temperatura ambiente con agitacion suave durante 4 horas en presencia del suero anti-
HpaB. Después de tres lavados con PBS que contenia Tween-20 al 0,1% (v/v), de 10
minutos de duracion cada uno, la membrana se hizo reaccionar durante 1 hora a
temperatura ambiente y agitacion suave con anticuerpos de cabra anti-IgGs de conejo
conjugados con peroxidasa (Jackson Immunoresearch). Finalmente se lavd con tampdn
PBS y las bandas de reaccion con los anticuerpos se visualizaron con peroxido de

hidrégeno y 4-cloro-1-naftol (Sigma).

21. AISLAMIENTO DE RNA

Para obtener el RNA total de un cultivo de E. coli, 1as células se cultivaron en 20
ml de medio de cultivo hasta una DOg de 0,5 (fase exponencial de crecimiento). El
sedimento celular se resuspendié en 1 ml de TE 10:10 (Tri-HCI 10 mM, pH 8; EDTA 10
mM) lavandolo a continuacién con el mismo tampdn. Posteriormente se resuspendi6 en
0,4 ml de tampoén de lisis (TE 10:10 con 2 mg/ml de lisozima (Sigma))} y se provoco la
lisis celular con tres ciclos sucesivos de congelacion-descongelacion utilizando mitrogeno
liqguido. Se afiadio a la mezcla SDS al 0,8%, acetato sodico 166 mM, pH 4 y 0,5 ml de
fenol equilibrado con agua a 60 °C. Se calentaron a 60 °C durante 5 minutos y se
centrifugaron a 30.000 x g 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante recibié un nuevo
tratamiento con fenol acido caliente. El RNA total se precipitd con etanol absoluto
disolviéndose finalmente en un volumen adecuado de TE 10:10. La concentracion de
RNA se estim6 a partir de la DO de la preparacion a 260 nm. Una unidad de DO a 260
nm equivale a una concentracion de 40 ng/ml. La cantidad de RNA obtenida a partir de
los 20 ml de cultivo de E. coli oscil6 entre 0,3 y 0,8 mg. Para comprobar la calidad del

RNA, las muestras se visualizaron en un gel de agarosa del 1 %, tras eliminar las
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RNAsas de la cubeta y tampones. Una extraccion correcta permite observar bandas de
1,1, 0,8 y 0,2 kb. Los RNAs se conservaron a -70 °C. Se eliminaron los posibles restos
de DNA de la muestra, que pudieran interferir en el analisis posterior del RNA, mediante
un tratamiento con DNAsa libre de RNAsa (DNAsa 1 de Pharmacia) en presencia de
RNAsina (inhibidor de RNAsa) (Boehringer) durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente se
repitid el proceso de fenolizacién acida y precipitacion con etanol del RNA en

condiciones similares a las descritas anteriormente,

22. DETERMINACION DE LOS SITIOS DE INICIACION DE LA
TRANSCRIPCION MEDIANTE EL EMPLEO DE LA TECNICA DE
EXTENSION CON UN INICIADOR.

Para localizar el sitio de inictacion de la transcripcion de los genes hpaAd
y hpaB de E. coli ATCC 11105 se han seguido dos procedimientos diferentes,
ambos basados en la técnica de extension del cDNA a partir de un iniciador o
primer extension. Los oligonucledtidos utilizados para determinar los sitios de
iniciacion de la transcripcion de los genes Apad v hpaB son O38A (figura 23) vy
OLACZ50 5-GCGGAACTGGCGGCTGTGGG-3’, respectivamente.

22.1. Marcaje del oligonucledtido con [y-32P] ATP.

Este método se llevo a cabo segln el protocolo descrito por Sambrook y cols,,
(1989). Para el marcaje de oligonucledtidos se empled la T4 polinucledtido quinasa

utilizando como isétopo [y-"-P] dATP (5000C¥/mml, 10 pCi/ul). Para ello se utilizaron 7

pmoles del oligonucledtido y 50 uCi de [y-32P) dATP. Posteriormente se mezclaron 1
pmol de oligonucledtido y 15 pg RNA precipitando la mezcla segin el procedimiento
descrito por Sambrook y cols., (1989). El precipitado se resuspendio en 30 ul de tampon
de hibridacion (40 mM PIPES pH 6.4, 1| mM EDTA pH 8, 0,4 M NaCl y formamida al
50 %), desnaturalizando a 85 °C durante 10 minutos e incubando la mezcla 12 horas a 30
°C para permitir la hibridacién. El hibrido RNA-oligonucleotido se precipitd con 2,5
volumenes de etanol absoluto resuspendiéndolo posteriormente en la mezcla de reaccion

de la transcriptasa reversa (1x tampon AMV (Promega), 0,9 mM dNTPs, pH 7, 0,4 U de

77



MATERIALES Y METODOS

RNAsina, vy 3 U de transcriptasa reversa AMV (avian myeloblastosis virus) de Promega.
La reaccion de extension transcurrid durante una hora a 42 °C y se detuvo con NaOH a
una concentracion final de 0,4 M, manteniéndose 12 horas a temperatura ambiente para
desnaturalizar los acidos nucleicos. El siguiente paso consistid en la neutralizacion de la
mezcla con acido acético 0,4 M y posterior precipitacion con etanol, resuspendiendo el
precipitado en una solucién 1:1 (v/v) de agua y solucion colorante (azul de bromofenol al
0,3 %, xilencianol al 0,3 %, 10 mM EDTA, pH 7,5 y formamida desionizada al 97,5 %).
Para analizar la longitud de los productos de la extensién, y por tanto el punto de
iniciacion de la transcripcion, se realizo una electroforesis cargando las muestras en un
gel de poliacrilamida al 6 %-urea 8 M, detectandose el resultado por autorradiografia. La
secuenciacion de los plasmidos que contenian las zonas promotoras subclonadas, con el
mismo oligonucledtido, sirvio para localizarar el punto de iniciacion de la transcripcion

en el genoma.

22.2. Incorporacién de Jo-32P]dCTP.

Este método se realizd segin el ensayo descrito por Chandry y cols., (1994). Para
ello, se calentaron a 90 °C durante un minuto 3 pl de la mezcla que contenia 40 pmoles
de oligonucledtido y 15 pg de RNA y posteriormente se mantuvo la mezcla a 42 °C
durante 5 minutos para realizar el anillamiento RNA-oligonucledtido. Ei ¢cDNA es
sintetizado en un volumen de reaccion de 10 pl que contiene 24 U de la enzima
transcriptasa reversa (AMV), 15 pCi de [o~32P]dCTP, dCTP 10 uM, dATP 100 uM,
dGTP 160 uM, dTTP 100 uM, Tris-HC! 50 mM pH 8,5, KCl 50 mM, MgCl, 20 mM y
ditiotreitol 10 mM. La reaccion se incuba a 42 °C durante 30 minutos y se detiene con 5
ul de formamida al 0,5 %, EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0,05 % y xilencianol 0,05

%. El resultado se visualiza y analiza como en el método anterior.
Este procedimiento es mucho mas rapido que el anterior y tiene la ventaja de

conseguir una mejor desnaturalizacién cuando se trabaja con material genético de

elevado contenido en estructura secundaria.
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1. CLONACION DEL GEN pac DE E. coli ATCC 11105

Como se ha comentado en la Introduccion (apartado 6.) el clon HB101
(pAEC19), productor de PGA, presentaba un fenotipo negro al incubarlo en medio LB
que habia sido relacionado con la presencia de una hidroxilasa de compuestos aromaticos
en esta cepa. Ademas, ia produccién del pigmento negro también se observaba al incubar
las células en medio minimo suplementado con diferentes compuestos aromaticos como
L-tirosina, N-acetil-L-tirosina, L-tirosina-metil éster, 4-HPA, 3-HPA y fenol, io cual
apoyaba la hipdtesis de la existencia de una hidroxilasa de aromaticos en este clon (figura
10). Sin embargo, cuando las células se incubaron en presencia de PA, L-fenilalanina o 2-
HPA no se detectd la produccion de ningin pigmento. Dado que por una parte, el clon
HB101 (pAEC19) era propiedad de Antibidticos S.A y que, ademas, era necesario
comprobar que este fenotipo era realmente consecuencia de la expresion de un gen de £.
coli ATCC 11105, se construyd nuevamente la genoteca Hindlll de esta estirpe en
pBR322 v, utilizando el método desarroflado por Garcia y Buesa (1986) para seleccionar
clones productores de PGA, se selecciono el clon HB101 (pAJ19) que presentaba un
fenotipo idéntico al de las células transformadas con el plasmido pAECI19. Para
confirmar que el plasmido pAJ19 contenia el gen responsable del fenotipo negro se
transformaron diferentes estirpes de E. coli (DHI1, JM101, TG1 y SE5000) obteniéndose

siempre el mismo resultado.

1.1. Localizacién del gen responsable del fenotipo negro

El plasmido pAJ19 contiene un fragmento HindIll de 8,5 kb del DNA
cromosomico de L. coli ATCC 11105. El gen pac fue localizado en uno de los extremos
de este fragmento mediante secuenciacion, utilizando oligonucledtidos sintéticos
disefiados a partir de la secuencia de nuclettidos del vector pBR322. Para localizar el
gen responsable del fenotipo negro, al que se denominé ApaB, se hicieron distintas
construcciones algunas de las cuales se muestran en la figura 11. Un paso decisivo en la
localizacion del gen ApaB consistié en la construccion del plasmido pAJ21 mediante una
delecion Sall del plasmido pAJ20. Las células transformadas con el plasmido pAJ21 no

producian el pigmento negro al incubarlas en LB, lo que indicaba que el gen hpaB estaba
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localizado en el extremo opuesto al gen pac del fragmento HindIIl. El plismido pAJ27
(figura 11) contenia un fragmento HindIIl-Sspl de 1,7 kb siendo la construccion mis
pequedia en la que se detectaba la produccion del pigmento negro.

Figura 10, Fenotipo de la cepa HB101 (pAEC19). Las células se cultivaron en medio
M9 suplementado con glucosa 10 mM y L-tirosina 1 mM.
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Figura 11. Subclonacién del gen ApaB. Simbolos: B, gen pac; B gen fipa; [, gen
que codifica para la proteina C; (J, gen que codifica para la proteina D. Las flechas
indican la direccion de transcripcion de los genes, Abreviaturas: Ap’, resistencia a
ampicilina; Cm", resistencia a cloranfenicol, T¢, resistencia a tetraciclina, B, BamHI, E,
EcoRl; Ee, EcoRV; He, HindIl;, H, HindllL, P, PstL; Pv, Pvull, S, Safl; Ss, Sspl.
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1.2, Deteccion de las proteinas clonadas en el plasmido pAJ19

Una vez localizado el gen Apal3 en el plasmido pAJ27 se analizaron los productos
de los genes clonados en el plasmido pAJ19 mediante la técnica de maxicélulas (figura
12). En el carril correspondiente al clon SES5000 (pAJ19), ademas de la B-lactamasa
(30.000 Da), se observan tres bandas 59.000, 40.000 y 19.000 Da que se indican como
proteinas B, D y C, respectivamente. No se detectaron las bandas correspondientes a las
dos subunidades de la PGA de 60.000 y 26.000 Da, ya que la produccion de esta enzima
solo tiene lugar a 30 °C y en presencia de PA. Los plasmidos pAJ19, pAJ22 y pAJ27
contemian el gen ApaB a diferencia del plasmido pAJ28, dado que en las células
transformadas con este Gltimo no se observo el fenotipo negro. Teniendo en cuenta que
en las células que contenian el plasmido pAJ22 se producia la cloranfenicol acetil
transferasa (27.000 Da) y las proteinas B y C, y en el clon SE5000 (pAJ27) sélo se
observaban la B-lactamasa y la proteina B, se dedujo que el producto del gen hpaB

podria ser la proteina B que se denomin6 HpaB.
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Figura 12. Detecciom de las proteinas codificadas por los genes flanqueantes al gen
pac. Analisis por maxicélulas de la cepa E. coli SE5000 transformada con los siguientes
plasmidos: linea 1, pBR325; linea 2, pAJ19; lineg 3, pAJ22; linea 4, pUCI1S; linea 5,
pAJ27; linea 6, pAJ28. Abreviaturas: B, producto.del gen hpaB, BLA, p-lactamasa; C,
proteina C, CAT, cloranfenicol acetil transferasa; D, proteina,D. La masa molecular de
los patrones se indica en el margen izquierdo de la figura.
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2. CARACTERIZACION DE LA HIDROXILASA

2.1. Identificacion de los productos de la reaccion de hidroxilacién

Como se ha mencionado, los clones que expresan la hidroxilasa producen
pigmentos de coloracién marron o negra al incubarlos en medio minimo en presencia de
compuestos aromaticos monohidroxilados como L-tirosina, fenol, y 3- 6 4-HPA. Para
comprobar que los productos coloreados procedian de la oxidacion espontanea de
derivados dihidroxilados obtenidos mediante la accion de una hidroxilasa, se identificaron
los metabolitos de la reaccion mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Para ello, la cepa E. coli DH1 (pAJ22) se incubé durante toda la noche a 37 °C en medio
M9 con glucosa suplementado con L-tirosina o fenol 1 mM. Para comprobar que los
sustratos no se transformaban por otro sistema diferente a la reacciéon mediada por la
hidroxilasa, se incubaron en las mismas condiciones células de E. coli DH1 (pBR325).
Posteriormente los cultivos se centrifugaron a 6.000 x g durante 10 minutos y el
sobrenadante se utilizd para el analisis en HPLC empleando como patrones sustancias
puras para determinar el tiempo de retencion de cada compuesto. Los resultados de este
experimento indicaron que la cepa £. coli DHI (pAJ22) producia L-dopa y catecol a
partir de L-tirosina y fenol respectivamente, demostrandose que la enzima codificada en
el plasmido pAJ22 transformaba estos sustratos aromaticos monohidroxilados en los
correspondientes dioles mediante una reaccion de hidroxilacion (figura 13). Este sistema
se utilizo para comprobar la transformacion de otros posibles sustratos como N-acetil-L-
tirosina y L-tirosina-metil éster, detectandose en ambos casos la aparicion de un
metabolito mas polar que no pudo ser identificado por carecer de las sustancias puras
correspondientes. Mediante este método también fue analizada la transformacion del PA
y de sus derivados hidroxilados, observandose que los picos correspondientes al PA y al
2-HPA permanecian invariables en el cromatograma del sobrenadante del medio de
cultivo de E. coli DH1 (pAJ22). Sin embargo, el 3-HPA y el 4-HPA se transformaban

en un metabolito que, dada su inestabilidad, no era identificable mediante este método.
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Figura 13. Identificacion por HPLC del producto de la oxidacién de fenol mediada
por la 4-HPA-hidroxilasa. Panel A, solucidn estandar de hidroquinona (H), resorcinol
(R), catecol (C) y fenol (P). Panel B, sobrenadante del cultivo de E. coli DH1 (pBR325)
cultivada en medio M9 suplementado con fenol 1mM. Panel C, sobrenadante del cultivo

de .. coli DH1 (pAJ22) cultivada en las mismas condiciones.
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La transformacion de 3- y 4-HPA en HPC por la accién de la hidroxilasa fue
comprobada por otro procedimiento consistente en el acoplamiento in vivo de la
reaccion de hidroxilacion y la reaccion de oxigenacion mediada por la HPC-dioxigenasa
de K. pneumoniae M5al (Gibello y cols., 1994). Esta dioxigenasa lleva a cabo la ruptura
en posicion meta del anillo aromatico del HPC dando lugar al S5-carboximetil-2-
hidroximucoénico semialdehido (CHMS), que es de color amarillo y presenta un maximo
de absorbancia a 380 nm. Para expresar los genes de la hidroxilasa y de la dioxigenasa en
una misma cepa se construyod el plasmido pAJ221 (figura 11), compatible con el
plasmido pAG464, el cual es un derivado de pUC18 que contiene el gen de la HPC-
dioxigenasa (Gibello y cols., 1994). El vector pACYC184 se digirié con las nucleasas
HindIll y BamHI ligandose posteriormente al fragmento de 2,7 kb HindIII-BamHI de
pAJ22, que previamente habia sido purificado mediante la técnica de la f3-agarasa. La
mezcla de ligacion se utilizod para transformar las células competentes de E. coli DH1 y
los clones recombinantes fueron seleccionados en base a su resistencia a cloranfenicol y
al fenotipo negro que, en este caso, era mas evidente que en cualquier otra construccion
analizada anteriormente ya que, como se observd posteriormente, la cepa . coli DHI
(pAJ221) hiperproduce la hidroxilasa. Una vez obtenido el plasmido pAJ221 se
transformaron las células competentes de Z. coli DH1 (pAG464).

Al incubar la células de E. coli DH1 (pAJ221, pAG464) en medio M9
suplementado con glucosa y con 4-HPA 6 3-HPA, se producia un compuesto de color
amarillo cuyo espectro de absorcién coincidia con el del CHMS lo que confirmaba la
presencia de este compuesto en el medio de cultivo. Al suplementar el medio con 2-HPA
como sustrato aromatico de la mdroxilasa no se detectaba CHMS en el medio de cultivo,

ya que el 2-HPA no era un sustrato de la hidroxilasa.

Un experimento similar al anterior pero utilizando la catecol 2,3-dioxigenasa de
P. putida codificada en el plasmido pAW31, confirmo la transformacion de fenol en
catecol por accion de la hidroxilasa. La cepa E. coli IM101 (pAW31, pAJ221), incubada
en condiciones similares a las anteriormente descritas pero suplementando el medio
minimo con fenol, producia 2-hidroximucénico semialdehido (HMS) que también es

amarillo y presenta un maximo de absorbancia a 375 nm (datos no mostrados).
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2.2, Estudio de los cofactores requeridos por la hidroxilasa

Las oxigenasas hidroxilantes requieren donadores de electrones externos como el
NADH 6 NADPH y un centro redox, como minimo, normalmente compuesto por
metales de transicion o una molécula de flavina (apartado 3.2.1.1. de la Introduccion).
Para llevar a cabo el estudio de los cofactores requeridos por la hidroxilasa se utilizé el
fenol como sustrato ya que, a concentraciones saturantes de la catecol 2,3-dioxigenasa
de P. putida (C230), todo el catecol se convierte instantaneamente en HMS que puede
ser detectado a simple vista en un analisis cualitativo. El analisis colorimétrico permite
cuantificar 1a cantidad de sustrato transformado. El acoplamiento de estas dos reacciones
in vitro no sélo permitid determinar los requerimientos bioquimicos de la hidroxilasa sino
que también facilitod la deteccion de la enzima durante el proceso de purificacion que se

detalla en el apartado 2.6.

La formacion de HMS en el extracto crudo de la cepa £. coli IM101 (pAW31,
pAJ221) se midid espectrofotométricamente lievandose a cabo la reaccion en presencia
de FAD o FMN 1uM afadiendo en ambos casos NADH 6 NADPH 0,2 mM como
cosustrato. Mediante estos experimentos se llegd a la conclusiéon de que la hidroxilasa
era una enzima dependiente de NADH. Aunque los niveles de HMS no aumentaban en
presencia de FAD o FMN, esto no indicaba que no fueran requeridos en la reaccion de
hidroxilacion ya que estos cofactores estaban presentes en el extracto crudo,

probablemente, en concentraciones saturantes.

2.3. Especificidad de sustrato

La especificidad de sustrato de la hidroxilasa se determiné utilizando el extracto
crudo de la cepa DHI (pAJ221) preparado en tampon fosfato sédico 100 mM, pH 8,
midiendo espectrofotométricamente la oxidacion de NADH (tabla 9). Los resultados de
este experimento permitieron clasificar la enzima como una 4-HPA-hidroxilasa, a pesar
de que presentaba un rango de sustrato muy amplio actuando sobre una gran variedad de
derivados aromaticos como la L-tirosina, el HPC, el p-cresol, el fenol y algunos

derivados clorados de éste. La oxidacion de NADH no aumentaba en presencia de PA ni
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HPLC de los productos de la reaccion de hidroxilacion.

Tabla 9. Sustratos de la hidroxilasa

de 2-HPA, lo que confirmaba los resultados obtenidos en la identificacion mediante

Compuesto Actividad (%)
4-Hidroxifenilacetato 100
3-Hidroxifenilacetato 82
2-Hidroxifenilacetato N.D.°
Homoprotocatecuato 65
2,5-Difidroxifenilacetato 155
3-Cl-4-Hidroxifenilacetato 16
Fenilacetato N.D.
4-Clorofenilacetato 5
o-Cresol N.D.
m-Cresol N.D.
p-Cresol 51
Fenol 28
2-Clorofenol N.D.
3-Clorofenol 5
4-Clorofenol 41
Catecol 2
Resorcinol 28
Hidroquinona 32
L-Tirosina 5
I-Fenilalanina N.D.
L-Dopa 7
D-4-Hidroxifenilglicina N.D.

*100 % de actividad equivale a 0.2 U/mg de proteina.
*N.D. No detectado
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2.4. Secuenciacion del operén de la 4-HPA-hidroxilasa

El analisis de la expresion de los genes contenidos en el plasmido pAJ22 mediante
la técnica de maxicélulas indico que el fragmento HindIII-Pyull de 2,5 kb contenia el gen
que codifica para la 4-HPA-hidroxilasa. Este plasmido fue utilizado como punto de
partida para la construccién de una serie de subclones (plasmidos pAJ24-28) (tabla 10 y
figura 22). Los fragmentos clonados en estos plasmidos fueron secuenciados por ambas
cadenas revelando la existencia de dos marcos de lectura abiertos {ORFs) que parecian
estar formando parte de la misma unidad de transcripcion. La region de DNA analizada
es la comprendida entre los nucle6tidos 9.185 y 11.695 de la figura 23, donde se indican
los oligonucledtidos sintéticos utilizados en la secuenciacion. En la figura 23 se puede
observar que la primera ORF comienza en el nucledtido 9.258 y su codon de iniciacion
esta precedido por la secuencia AGAGG correspondiente a un posible sitio de union al
ribosoma (RBS). I.a masa molecular deducida de esta ORF era de 58.781 Da que se
correspondia con el valor de la masa molecular de la proteina HpaB determinada
mediante la técnica de maxicélulas (figura 12). El codon de iniciacion de la segunda ORF
esta localizado en la posicion 10.838 de la figura 23 y, como en el caso anterior, esta
precedido por un posible RBS que se corresponde con la secuencia AGGAGG. Esta
ORF codificaba para un polipéptido cuya masa molecular (18.679 Da) se correspondia
con la observada para la proteina C (figura 12) a la que se denominé HpaC por estar
codificada en el mismo operén que HpaB. En la region inmediatamente posterior al
extremo 3’ del gen ApaC, entre los nucledtidos 11.357-11383, se encontré un posible
terminador de la transcripcion Rho-independiente con un energia libre de -22.6 kcal/mol,

lo que parecia indicar que #paC era el ultimo gen del operdn.

Para determinar la presencia de otros genes que formaran parte del operén de la
hidroxilasa en la region anterior al extremo 5’ del gen ApaB, se construyd una genoteca
FcoRV con el DNA de E. coli ATCC 11105 en pUC18. Asi se aislo el plasmido pAJ33
(figura 14) que contenia un fragmento EcoRV de 2,6 kb situado entre los nucleétidos
8147-10.788 de la figura 23. El andlisis de la secuencia de este fragmento reveld la
existencia de otro gen al que se denomind ApaA, que terminaba en el nucledtido 9.005 de

la figura 23. Aunque el gen Apad no estaba ain completo en su extremo 5° terminal,
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Tabla 10. Plismidos construidos para la secuenciacién de la ruta del 4-HPA

Plasmido (kb) Vector Diana Inserto

del Vector

Diana (pb) Procedencia

pAJLS 13 pBR322  Hindl HindIll 8.593  Genoteca Hindlll de E. coli ATCC 11105
pAI20 9.2 pBR322  Hindll-EcoRl Hindlll-EcoRI  4.890  Delecion EcoRI de pAT19
pAI2l 8,5 pBR322  Safl-EcoRl Sall-EcoR1 4822  Delecion Sall de pAJ20
pAJ22 78 pBR325  Hindll-EcoRV* HindlI-Pyull*  2.506  Fragmento Hind[I-Pyull de pAJ20
pAI23 7,8 pACYCI184 EcoRI EcoRI-Hindlll 3510  Fragmento FcoRI de pAT1Y
pAl24 3 pUC1Y Pstl-BamHl Pstl-Pvull* 163  Fragmento Psf-BamHl de pAJ22
pAJ25 35 puCI9+ Psd Psitl 800  Fragmento Pstl de pAT22
pAJ26 4 puUC19_  Psid Pstl 1.341  Fragmento Pyl de pAJ22
pAI27 44 puUC19 HindUl-HindI* Hind[-Sspl* 1.717  Fragmento HindII-Sspl de pAJ22
pAI28 34 pUCIL8 Psf-HindI* Pstl-EcoRV* 739 Fragmento Psfl-EcoRV de pAJ22
pAl32 4 puCI8 _ Smal* Poull* 1.319  Fragmento Pvull de PAJ20
pAJ33 53 pUCI8 _  Smal* EcoRV* 2641  Genoteca EcoRV de E. coli ATCC 11105
pAJ34 4,5 puCI8 BamHI-Smal*  BamHI-EcoRV* 1.868  Delecion BamHl de pAJ33
pAI35 34 pUCI8 _  BamHI EcoRV*-BamHI 733 Fragmento BamHI de pAJ33
pAI36 3,7 pUCI18+ Hindlll Hindlll-EcoRV* 1.038  Fragmento HindIll de pAJ33
pAJ37 3,7 puUCI8 Hindl[*-EcoRl  Pvull*-EcoRIl 1.065  Fragmento Pvull-EcoRI de pAJ20
pAJ38 5,2 pUCI8 _  BamHI BamHI 2521  Genoteca BumHl de E. coli ATCC 11105
pHCBI1 8,7 pUCI8 _ BamHl Bam] 6.017  Genoteca BamHl de E. coli ATCC 11105
pHCB2 5,3 puCig BamHI-EecoR1  BamHI-EcoRI ~ 2.631  Delecién EcoRI de pHCBI
pHCB3 13,7 pUCI8 _  EeoRI EcoR1 11.061  Genoteca EcoRl de E. coli ATCC 11105
pHCB4 72 puUCI18 BamHI-Smal* BamHI-EcoRV* 4.566  Delecidn EcoRV-Smal de pHCB1
pHCB3 29 pUCI8 . Smal* EcoRV* 288  Fragmento EcoRV de pHCBI1
pHCBo 38 puCIs Smal*-BamHl  EcoRV*-BamHI 1.163  Fragmento EcoRV-BamHI de pHCBI
pHCRI1 8,5 pUCI8&8 _  EcoRI EcoRI 5.900° Genoteca EcoRI de E. coli ATCC 11105
pHCR2 10 pACYC184 EcoRI EcoRl 5900  Fragmento EcoRI de pHCRI
pHCR3 7,6 pUCI8 Hindl-EcoR1  HindlI-EeoRT  5.000" Delecion HindIll de pHCR1
pAJ40 19 puC1s8 HindH-EcoRl Hindll-EcoRl-EcoRI 16.000"  Digestion EcoRl pHCR3 ligado a fragmento

EcoRI de pHCB3

[

+

: Diana de restriccion perdida durante el proceso de clonacién.

: Tamaiio aproximado.

: Promoter P, orientado en el sentido de la transcripcion de los opereones catabélicos.

: Promoter Py, orientado en el sentido contrario al de la transcripcion de los operones catabdlicos,
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parecia no formar parte del mismo operén que los genes ApaB y ApaC ya que en la
region de 254 pb comprendida entre los genes hpad y ApaB existia una secuencia de
nucledtidos capaz de originar una posible estructura de bucle con una energia libre de -
19.8 kcal/mol, que podria actuar como un terminador de 1a transcripcion (nucleodtidos
9.044-9.084 de la figura 23). Por otra parte, el promotor de! operén de la 4-HPA-
hidroxilasa fue localizado en la region situada entre el gen hpad y el operdon hpaBC,

como se demuestrara en el apartado 4.1.

La proteina truncada HpaA se parecia (21,4% de identidad) a la proteina MelR
de E. coli (figura 31), un miembro de la familia de reguladores de transcripcion
XylS/AraC (Gallegos y cols., 1993), lo que indicaba que HpaA podria ser una proteina
reguladora. La secuencia de HpaB no mostré una similitud significativa con ninguna
proteina secuenciada hasta el momento, a diferencia de la proteina HpaC que se parecia
(24,7% de identidad) a la ORF6 del cluster de genes de la sintesis de actinorrodina de

Streptomyces coelicolor (Fernandez-Moreno y cols., 1992) (figura 15).
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Figura 14. Mapa de restriccion de los plismidos pAJ28, pAJ27, pAJ271, pAJ22,
PAJ221 y pAJ33. Simbolos: B, pUCI8 y pUC19; B pBR325; N, pACYC184; O
region clonada. Las flechas indican la direccion de transcripcién de los genes.
Abreviaturas: B, BamHI; Ec, EcoRV; He, HindIl;, H, HindIll; P, Pstl; Pv, Pvull; S, Sall;
Sm, Smafl; Ss, Sspl.
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Figura 15. Alineamiento de la proteina HpaC y la ORF6 del cluster de genes de la
sintesis de actinorrodina de S. coelicolor. |y : indican, respectivamente, aminoacidos
idénticos y conservados.

2.5, Implicacion de la proteina HpaC en la actividad hidroxilasa

Como se comento en el apartado 3.2.1.1. de la Introduccion, la 4-HPA-
hidroxilasa de P. putida es un sistema enzimatico formado por dos componentes
proteicos; una flavoproteina homodimérica, que cataliza la oxidacion de NADH
dependiente de 4-HPA, y una proteina cooperadora, que acopla la reaccién de oxidacion
de NADH a la incorporacion del grupo hidroxilo en el anillo aromatico (Arunachalam y
cols., 1992). En este sistema, la transformacion de 4-HPA en HPC depende de la

presencia de ambos componentes.
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Durante la subclonacion del gen spaB se habia observado que, en las mismas
condiciones de incubacion, E. coli DH1 (pAJ27) presentaba un fenotipo negro menos
acusado que las cepas que producian conjuntamente las proteinas HpaB y HpaC. Este
hecho podria ser atribuido a una diferencia cuantitativa en la expresion del gen hpaB en
estos clones pero, teniendo en cuenta el mecanismo de reaccion descrito para la 4-HPA-
hidroxilasa de P. putida, y que los genes hpaB y hpaC forman parte del mismo operon,
cabia la posibilidad de que la proteina HpaC actuara como proteina cooperadora

incrementando la actividad hidroxilasa de HpaB.

El plasmido pAJ271 se construy¢ ligando el fragmento Hindill-BamHI de 1,7 kb
al vector pACYC184 digerido con las mismas enzimas de restriccion (figura 14). La
mezcla de ligacion se utilizé para transformar células competentes de E. coli DHI y los
clones recombinantes se selecctonaron en base a su resistencia a cloranfenicol y a la
produccion del fenotipo negro al incubarlos en medio LB. Como en el caso del clon DH1
(pAJ27), ¢l fenotipo negro que presentaba la cepa DH1 (pAJ271) no era tan acusado
como el de DHI (pAJ221) a pesar de que, la proteina HpaB se producia en la cepa DH1
(pAJ271) a unos niveles similares a los de el clon DH1 (pAJ221) (datos no mostrados).
El plasmido pAJ271 se utilizo para transformar las células competentes de F. coli DHI
(pAJ28). En la figura 16 se puede observar el fenotipo negro gue presenta la cepa DHI
(pAJ271, pAJ28) al incubarla en medio LB comparado con las cepas DHI (pAJ271) y
DH1 (pAJ28) incubadas en las mismas condiciones. El plasmido pAJ28 solo contiene el
gen ApaC por lo que el incremento de la produccion del pigmento negro, y por tanto, el
incremento de la actividad hidroxilasa observado en la cepa DH1 (pAJ271, pAJ28)
respecto a la cepa DH1 (pAJ271), solo puede atribuirse a la presencia de la proteina
HpaC. Los resultados que se muestran en la tabla 11 indican que las células portadoras
del plasmido pAJ271 presentan una actividad hidroxilasa muy baja que aumenta
considerablemente al afiadir el extracto crudo de la cepa DH1 (pAJ28) a la mezcla de
reaccion. Cuando los genes ApaB y hpaC se expresan en la misma célula en cis (DH1
(pAJ221) 6 en trans (DH1 (pAJ271, pAJ28)), los extractos son capaces de transformar
eficientemente el fenol en catecol. Por otro lado, se observé que la oxidacion de NADH
dependiente de fenol aumenta considerablemente cuando ambas proteinas estan presentes

en la mezcla de reaccién (tabla 11). Estos experimentos permitieron demostrar que la
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hidroxilacion de fenol (tabla 11) & 4-HPA (figura 17) es dependiente de FAD. Este
hecho es méas evidente cuando los dos genes de la 4-HPA-hidroxilasa se expresan en
trans lo que podria sugerir que la formacién del complejo enzima-FAD requiere la
presencia de ambas proteinas.

Figura 16. Fﬂuﬂphhmmmﬂhuupﬂmﬂﬁl-ﬂ&-
hidroxilasa. Las células se incubaron en medio LB a 37 *C durante toda la noche.
Matraz 1, sobrenadante del medio de cultivo de la cepa DHI (pAJ271, 'pAJ28); matraz
I,auhrmnhnt:dﬂnuﬁndumﬂmudnhmﬂﬂl (pAJ271), matraz 3, sobrenadante
del medio de cultivo de la cepa DH1 (pAJ28). Dy
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Tabla 11. Actividad hidroxitasa de los extractes de E. coli

Cepa Actividad (mU)’

Oxidacion de NADH Formacion de HMS

-FAD +FAD -FAD +FAD
DH1(pAJ221) 34 47 46 58
DHI(pAJ271) 1 2 1 4
DHI1(pAJ28) ND® ND ND ND
DHI1(pAJ271,pAl28) 18 50 23 63
DH1(pAJ271) + DHI(pAI28) 10 42 10 S

* Actividad (mU): La actividad hidroxilasa se ensay¢ utilizando fenol 2 mM como
sustrato. El FAD se ahadié a la mezcla de reaccion a una concentracion final de 0.6 pM.
®ND : no detectado
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Figura 17. Dependencia de Ia actividad 4-HPA-hidroxilasa por el FAD. Los niveles
de oxidacion de NADH dependiente de 4-HPA se determinaron utilizando una mezcla
1.1 de los extractos celulares de F. coli DH1 (pAJ271) y E. coli DH1 (pAJ28).
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2.6. Purificacién de la hidroxilasa HpaB

Las enzimas dependientes de coenzimas derivados de la adenina interaccionan
especificamente con la molécula de Cibacrdn blue que presenta analogia estructural con
esta base puorica (Stellwagen y Baker, 1976). Dado que la 4-HPA-hidroxilasa es una
enzima dependiente de NADH y FAD cabia la posibilidad de que el Cibacron blue
pudiera actuar como ligando de adsorcion de esta proteina. De este modo se podria
conseguir la purificacion de la enzima en un nimero reducido de pasos mediante
cromatografia de afinidad. Para purificar la hidroxilasa HpaB se utilizé el extracto crudo
de la cepa E. coli DH1 (pAJ221) ya que esta cepa hiperproducia la 4-HPA-hidroxilasa
(figura 18A). E! proceso de purificacion de la enzima se llevd a cabo mediante una
cromatografia de afinidad en una columna de Cibacrén blue 3GA-agarosa 3000-CL
equilibrada en tampdn fosfato sodico 20 mM, pH 8 y eluida con el mismo tampoén
conteniendo NADH 30 mM. Las fracciones que presentaban actividad hidroxilasa se
concentraron con polietilenglicol 20.000 y se cargaron en una columna de filtracién en
gel de Superosa 12 HR. Durante todo el proceso de purificacion la medida de la
actividad hidroxilasa se llevo a cabo por el método acoplade con la C230 de P. putida

dada la alta sensibilidad y reproducibilidad de este sistema.

En el analisis en geles de poliacrilamida-SDS que se muestra en la figura 18B
puede observarse que la proteina HpaB queda retenida en la resina y eluye
especificamente al afiadir NADH al tampon de lavado. Lo mismo sucede con la
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) codificada en el plasmido pAJ221, ya que la CAT
es una enzima dependiente de acetil-CoA y por tanto, susceptible de ser purificada por
este tipo de resinas (Stellwagen y Baker, 1976). La proteina HpaC eluye de la columna
durante el proceso de lavado lo que indica que la interaccion entre los dos componentes

de la 4-HPA-hidroxilasa es muy débil.

El extracto crudo presentaba una actividad especifica de la hidroxilasa de 50 mU
sobre el fenol. Al contrario de lo que cabria esperar, esta actividad disminuy6 a lo largo
del proceso de purificacion obteniéndose al final un valor de actividad especifica para la

proteina HpaB purificada de tan solo18 mU en presencia de FAD 0.6 pM, pero que
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aumentd hasta 200 mU al afladir el extracto crudo de la cepa DH1 (pAJ28). La actividad
de la enzima purificada disminuyo gradualmente hasta inactivarse de forma irreversible a
las cuatro horas de haber finalizado el proceso de purificacion.
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Figura 18. Electroforesis en gel de SDS-peoliscritamida de los distintos pasos de la
purificacién de la proteina HpaB. Panel A, extractos crudos de las cepas E. coli DHI
(linea 2), E. coli DH1 ( pACYC184) (linea 3), £ coli DH1 (pAJ221) (lifea 4). Panel B,
fraccion  eluida con NADH de la columna de Cibacrén blue (linea 1); prbteinas no
retenidas en la columna de Cibacron blue (linea 2); extracto crudo de E coli DHI
(pAJ221) (linea 3); proteina HpaB purificada (linea 5). En la figura estfin indicadas las
posiciones de la CAT (cloranfenicol acetil transferasa), de las proteinas HpaB y HpaC, y
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En la figura 19 se muestra el cromatograma correspondiente a la elucion de la
enzima HpaB purificada de la columna de Superosa 12 HR con un tiempo de retencion
equivalente a una proteina de 120.000 Da, lo que sugiere que la proteina HpaB nativa es

una enzima homodimeérica.

La purificacion de la hidroxilasa HpaB permitié determinar la secuencia de
aminoacidos MKPEDFRASTQRPFTGEEYL, correspondiente a los primeros 19
residuos del extremo N-terminal. Esta secuencia coincide exactamente con la del N-

terminal de la proteina HpaB deducida a partir de la secuencia de nucleotidos.

°T

1 ! 1 I Y TS S R B
20 40 60 80 0 20 40 60 80
t{min) tH{min)

Figura 19. Determinacién de la masa molecular de la proteina HpaB mediante
filtracion en HPLC. Panel A: 1, aldolasa (160 kDa); 2, seroalblimina (67 kDa); 3,
ovoalbumina (45 kDa). Panel B: proteina HpaB (120 kDa).
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2.7. Presencia de genes homologos a hpaB en otres microorganismos

Teniendo en cuenta que el 4-HPA y 3-HPA eran buenos sustratos de la
hidroxilasa (tabla 9) y que habia sido descrita la presencia de una hidroxilasa de 3-HPA y
4-HPA en E. coli C (Cooper y Skinner, 1980), cabia pensar que el operon hpaBC
formara parte de la ruta de degradacion de estos compuestos en E. coli ATCC 11105 y,
por tanto, otras estirpes capaces de mineralizar estos compuestos podrian tener genes
homologos a ApaB. Utilizando como sonda el fragmento HindllI-EcoRV de 1,6 kb del
plasmido pAJ27 se investigd mediante analisis por Southern blot la presencia del gen
hpaB en otras estirpes (figura 20). Estos analisis indicaron que las estirpes B, C y W de
E. coli, ast como otros microorganismos capaces de degradar el 4-HPA como K.
preumoniae y K. citrophila, contienen genes similares a ApaB. Los genomas de dos
estirpes diferentes de £. cofi K12, DH1 y W3110, no contienen ningin fragmento de
DNA homologo. Esta sonda fue utilizada para clonar la 4-HPA-hidroxilasa de F. coli C
mediante la construccion de una genoteca HindIIl en pPBR322. De esta forma se aislo el
clon DH! (pHC1) que contenia un fragmento HindIll de 6 kb y presentaba un fenotipo
negro similar al de los clones que expresan la 4-HPA-hidroxilasa de E. coli W (ATCC
111035). La secuenciacion de los extremos de este fragmento nos permitid deducir la
secuencia de los primeros 45 aminoacidos de la hidroxilasa de la estirpe C, que era
idéntica a la secuencia N-terminal de la 4-HPA-hidroxilasa de la estirpe W, E. coli
ATCC 11105.
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Figura 20. Anilisis por Southern blot de la presencia del gen kpaB en otras
bacterias. Lineas 1 a 7: DNA cromosomico deefl. coli ATCC 11105, E cali BK, E
coli C, E. coli DH1, E. coli W, E. coli W3110 y K. pneumoniae M5al digerido con
Hindlll, Linea 8, DNA cromosomico de K. citrophila digetido con EcoRI. En la figura
estd indicado el tamafio de la banda correspondiente al fragmento HindIlI clonado en el
plasmido pAJ19, -
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3. CLONACION Y SECUENCIACION DEL OPERON #meta DE LA RUTA DEL
4-HPA

3.1. Clonacién del operén meta y construccion del mapa fisico de la ruta del 4-HPA

K. pneumoniae M5al es un microorganismo capaz de utilizar 3-y 4-HPA como
tnica fuente de carbono. En el apartado 2.7, se comprobd que existen secuencias
homélogas al gen ApaB en el DNA de esta bacteria y por otra parte, se habia descrito
que otros genes de la ruta de degradacion del 4-HPA de K. pneumoniae son homoélogos
a los genes equivalentes en E. coli W (Fawcett y cols., 1989). Por todo ello, se analizd
mediante Southern blot la posibilidad de utilizar como sonda el gen de la HPC-
dioxigenasa de K. pneumoniae MS5al para clonar el operéon meta de la ruta de
degradacion del 4-HPA de E. coli ATCC 11105, En la figura 21 se muestra la presencia
de genes similares al de la HPC-dioxigenasa de K. preumoniae en las bacterias capaces
de mineralizar el 4-HPA como K. citrophila y las estirpes B, C y W de £. coli.
Posteriormente se construyeron diferentes genotecas de £. coli ATCC 11105 en pUCI18
utilizando la misma sonda para la seleccion de células recombinantes portadoras de genes
homologos a la HPC-dioxigenasa. Mediante este procedimiento se aislaron dos
plasmidos solapantes, pHCB1 y pHCB3, que contenian un fragmento BamHI de 6 kb y
un fragmento EcoR1 de 11 kb, respectivamente (figura 22). Al incubar las células que
contenian el plasmido pHCB3 en medio LB se observd que producian un pigmento
negro similar al observado en las cepas que contenian el plasmido pAJ19, lo que indicaba
que el fragmento EcoRI clonado en el plasmido pHCB3 podia contener el operon
hpaBC. Esto se confirmo posteriormente mediante Southern blot y analisis bioquimico.
El fragmento BamHI-EcoRI de 2.7 kb del plasmido pHCB1 se utilizd como sonda para
seleccionar el plasmido pHCR1 a partir de una genoteca EcoRI (tabla 10, figura 22). El
analisis de restriccidon de estos plasmidos permitio determinar el mapa fisico de la ruta

completa del 4-HPA (figura 22).
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Figura 21. Anmilisis por Southern blot de la presencia de genes homdlogos a la
HPC-dioxigenasa de K. pmeumoniae M5al en otras bacterias. La sonda utilizada fue
un fragmento Bbul de 2 kb del plasmido pAG464. Lineas 1 a 8, DNA cromosomico de
K. citrophila, K. pneumoniae M3al, E. coli W3110, E. coli W , E. coli DHI, E. coli C,
E. coli BIK, E. coli W ATCC 11105 digerido con BamHI. En la figura est4 indicado el
tamafio de la banda correspondiente al fragmento BamHI clonado en el plasmido
pHCEBI1.
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3.2. Secuenciacion del cluster de genes que componen la ruta del 4-HPA de E. coli
ATCC 11105

La secuenciacion del grupo de genes que componen la ruta de degradacion del 4-
HPA vy de parte de las regiones flanqueantes, fue llevada a cabo mediante secuenciacion
manual y automatica. Para ello se construyeron los plasmidos detallados en la figura 22 y
en la tabla 10, y se utilizaron los oligonucleétidos sintéticos marcados en la figura 23. El
analisis de los marcos de lectura abiertos (figuras 22 y 23) y de la comparacion de
secuencias (figuras 15, 25-35), sugirié que esta ruta estaba compuesta por once genes,
ocho de los cuales estaban organizados en dos operones; el operén de la 4-HPA-
hidroxilasa u operon ApaBC, y el operon ApaGEDFHI u operon mefa. Ademas existen
dos genes reguladores ApaR y hpaA, y el gen hpaX, de funcién desconocida, que parece
formar parte de la misma unidad de transcripcion que spaAd. Paralelamente al desarrollo
de esta tesis, el grupo del Dr. Cooper ha secuenciado y caracterizado bioquimicamente
las enzimas pertenecientes al operon ApcECBDGH u operon meta de la estirpe C de E.
coli (apartado 5.1.1 de la Introduccién). Dada la homologia entre las proteinas que
componen los operones mefa de ambas estirpes, la funcion de las enzimas codificadas
por el operon ApaGEDFHT fue atribuida de acuerdo a lo establecido por estos autores
para la estirpe C de E. coli. En la figura 24 se detallan los pasos enzimaticos propuestos

para la conversion de 4-HPA en piruvato y succinato semialdehido.

El primer gen del operén mefa es el gen ApaG (nucledtidos 851-2.138 de la
figura 23) que codifica para una proteina de 46.927 Da y es homoélogo al gen ApcE de E.
coli C (Roper y Cooper, 1993) que codifica para una enzima bifuncional que cataliza la
descarboxilacion del acido 5-oxo-pent-3-en-12 5-tricarboxilico (OPET) y la
isomerizacion del producto de la reaccion de descarboxilacion, el dcido 2-hidroxi-hept-
2,4-dien-1,7-diocico (HHDD) (figura 24). La diferencia mas notable entre la proteina
HpaG y la proteina equivalente HpcE es que la primera tiene 24 aminoacidos mas en su
extremo C-terminal debido a una terminacion prematura de la transcripcion del gen
hpcE, provocada por una delecion de 7 pb en su extremo 3°. Se ha propuesto que HpcE
podria proceder de una duplicacion génica ya que el N-terminal de esta proteina es muy

similar a su C-terminal (Roper y Cooper, 1993). En este sentido, el alineamiento entre el
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N- y C-terminal de HpaG es mas preciso debido a la contribucion de tos 24 aminoacidos
adicionales (figura 25). También se habia descrito que HpcE se parecia a la 4-
oxalocrotonato descarboxilasa codificada por el gen dmpH de la ruta de degradacion de
fenol de Pseudomonas CF600 (Shingler y cols, 1992) y a una proteina de funcién
desconocida que parecia formar parte de la ruta de degradacion de catecol de
Alcaligenes eutrophus (Kabisch y Fortnagel, 1990). Por otra parte, el producto del gen
hpaH (nucleotidos 4.957-5.758 de la figura 23) también se parece a la descarboxilasa
DmpH de Pseudomonas CF600 (figura 25.). Este gen codifica para una proteina de
29.714 Da homologa a la hidratasa del acido 2-oxo-hept-3-en-1,7-dicico (OHED) o
proteina HpcG (Roper y cols, 1995) (figura 24). En la figura 25 se muestra la
comparacién de la secuencia de aminoacidos de las proteinas HpaG y HpaH con otras
descarboxilasas e hidratasas de diferentes microorganismos e incluso de organismos
eucariontes. Por ultimo, hay que destacar que no se ha encontrado ninguna isomerasa

que presente similitud con HpaG.

El gen hpaF (nucledtidos 2.137-3.601) codifica para una proteina de 53.011 Da
perteneciente a la superfamilia de las aldehido deshidrogenasas (Horm y cols., 1991). La
deshidrogenasa HpaE es homologa a la CHMS-deshidrogenasa codificada por el gen
hpeC de E. coli C (Roper y cols., 1995). En la figura 26 se muestra el alineamiento de
estas proteinas con la deshidrogenasa DmpC de la ruta de degradacion de fenol de
Pseudomonas CF600 (Shingler y cols., 1992). Como en el caso del gen hpcE, una
delecion en el extremo 3’de ApcC provoca la terminacion prematura de la transcripcion

dando lugar a una proteina con 18 aminoacidos menos que la enzima HpaE.

El gen ApaD (nucledtidos 3.605-4.454 de la figura 23) codifica para una proteina
de 32.018 Da homodloga a la HPC 2,3-dioxigenasa de F. coli C codificada por el gen
hpcB (figura 27) (Roper y Cooper, 1990a). La diferencia méas importante entre estas dos
proteinas fue observada en el C-terminal donde una insercion de 2 pb en el gen ApcB
provoca un cambio en la fase de lectura provocando una pérdida de similitud en los
ultimos 23 residuos de HpaD. Estas proteinas no presentan ninguna similitud con otras
dioxigenasas secuenciadas lo que sugiere que puedan formar parte de una nueva familia

de dioxigenasas .
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La proteina codificada por el gen ApaF' (nucledtidos 4.466-4.844) es idéntica a la
5-carboximetil-2-hidroximuconato-isomerasa (CHM-isomerasa) de £. coli C (figura 28)
(Roper y Cooper, 1990b). Como en el caso de la HPC-dioxigenasa, esta enzima no se

parece a ninguna proteina secuenciada hasta el momento.

Segan el trabajo de Roper y cols. (1993), la Gltima enzima del operon meta es la
2,4-dihidroxi-hept-2-en-1,7-dioato-aldolasa (HHED-aldolasa) codificada por el gen
hpcH (GenBank/EMBL ac. Z47799). El gen equivalente Apal (nucledtidos 5771-6.557)
codifica para una proteina de 28.072 Da idéntica a HpcH. Ademas, Hpal es similar a una
ORF incompleta codificada por un gen de funcion desconocida localizado en la region 5’
de dos ORFs relacionadas con el metabolismo del gluconato en E. coli (Komine e

Inokuchi, 1991). El grado de identidad entre Hpal y esta proteina es del 44% (figura 29).

El gen ApaR (nucledtidos 577-133 de la figura 23) se transcribe en sentido
opuesto a los operones hpaBCy hpaGEDFHI (figura 24). Codifica para una proteina de
17.235 Da idéntica a la proteina reguladora HpcR (figura 30) que actia como represor
del operén meta de E. coli C (Roper y cols.,, 1993). Estas proteinas no se parecen a
ninguna proteina reguladora descrita hasta el momento. El gen Apad (nucledtidos 8.120-
9.005) codifica para una proteina de 34.129 Da que conserva la secuencia consenso
presente en los miembros de la familia de reguladores XylS/AraC (Gallegos y cols.,
1993) (figura 31). Este gen parece formar parte de la misma unidad de transcripcion que
el gen ApaX (nucledtidos 6.734-8.108) ya que entre el codon de terminacion de éste y el
codon de iniciacién del gen Apad solo hay 9 nucledtidos. La proteina HpaX tiene una
masa molecular de 50.568 Da y presenta similitud con la proteina codificada por el gen
phtl (34 % de identidad) de la ruta de degradacion del ftalato en P. putida (Nomura y
cols., 1992) (figura 32). La funcion de la proteina Phtl no esta ain determinada, pero se
ha sugerido que podria actuar como un regulador positivo de la expresion de los genes
pht 6 como un transportador de flalato (Nomura y cols., 1992) ya que se parece a la
proteina transportadora de glicerol-3-fosfato (GlpT) de £. coli (Eiglmeier y cols., 1987)
perteneciente al grupo 4 de la superfamilia de transportadores transmembranales (MFS)

(Marger y Saier, 1993). La comparacion de la secuencia de aminoacidos de HpaX con la
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de los miembros de este grupo como GlpT (49 % de similitud y 17 % de identidad), la
proteina transportadora de fosfoglicerato de S. typhimurium (52 % de similitud y 21 %
de identidad), la proteina transportadora de hexosa-fosfato UhpT de E. coli (46 % de
simititud y 20 % de identidad) y su proteina reguladora UhpC (50 % de similitud y 22 %
de identidad), sugiri6 que HpaX podia ser también un miembro de esta superfamilia.
Todos los miembros de la MFS tienen aproximadamente 400 aa y presentan un motivo
estructural comin de 12 o-hélices transmembranales. El perfil hidrofébico de la proteina
HpaX (figura 33) es similar al que presentan los miembros de la MFS (Marger y Saier,
1993).
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Figura 22. Organizacioén fisica y mapa de restriccion del cluster de genes de la ruta
catabélica del 4-HPA vy de las regiones flanqueantes. En la parte central de la figura
estan indicados los genes localizados en la region secuenciada y los sitios de restriccion
mas relevantes. En la parte superior e inferior se indican los fragmentos contenidos en los
plasmidos utilizados para la secuenciacion de esta region indicando, {inicamente, los
sitios de restriccion utilizados para la construccion de los mismos (tabla 10). Las flechas
en linea continua indican el sentido de la transcripcion de los genes y las flechas en linea
discontinua indican las regiones secuenciadas parcialmente en este trabajo. Abreviaturas:
B, BamHI; E, EcoRl; Ec, EcoRV; H, HindIIl; P, PsiI;, Py, Pvull; S, Sall,;, Ss, Sspl.
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ol

121

181

241

301

36l

421

481

541

601

661

841

901

961

1021

ACGTTTTAACATGGTTTCTCTTTCCTGTGGACCGATGCARGATTTTCGGCCTGGAARGCA

TGCAARAAT TGTACCAMAGAGAAAGGACACCTGGCTACGTTCTARMAGCCGGACCTTTCGT
R K L M « ORF15

ARPACTTTATGARRAGGTGTAACCCGCCATCCATGGAARAACCAGGCGCTGGTTATCAGA
R - -3 |

TTTTGAARTACTTTTCCACAT TGGGCGGTAGGTACCTTTTTGGTCCGLGACCAATAGTCT

TACTAAMRAAGTTAT TCATTATCGCCCGGGATGTCTTCT TGTCGGGAATTACCCAGRGCAR
oric
ATGATTTITCAATAAGTAATACCGGGCCCTACAGARGAACAGCCCTT ARTGGGTCTCGTT
* E NDGP I DEUGQTU RS NGTILA

TAAATTCCTCTAACAGATGGGTTAACTGTTGCATTTTCTCGGCAGTAAACTGAGCTTCAA

cRIF
ATTTARGGAGATTGTCTACCCAATTGACAACGTAMAGAGCCGTCATTTGACTCGAAGTT
I F EE LL AR ?® L ¢ @ M KEATUVF Q AE

TCTGCCGATAGGCTTCT TCAATCTGTGTCTGAGCGLGET TATACAGCGCCTGCCCCTCTT

AGACGGCTATCCGAAGAAGT TAGACACAGACTCGCGCCAATATGTCGLUGGACGGGGAGAR
I @ RY A EERETI QT AURNUYLaAQGQGE

TGGTCAGCGAGATATAGAGCTTCCGCTGATCATTGATCGGCT TTAATCGCAACACTARAC

ACCAGTCGCTCTATATCTCGAAGGCGACTAGT ARC TAGCCGAAATTAGCGTTGIGATTTG
K I L &§ I ¥ L KR @DNIUPIKILRILUWIL

CGTCGCGTTUCATCCGCGTAAGGAT CCCGGTCAGGCT TGGGCGUARRATGCAGGCGCGAT

oRIA
GLAGCGCAAGGTAGGOGCATTCCTAGGGCCAGT CCGAACCCGCGTTTTACCTCCGTGCTA
¢ D R EMRT L IGTL S P RL I CAHR

ACGCCAGATCGTGAAAATCCAT TGATGEACTTTCCGCCAGARTACGCACGATGCGCCACT

TGCGGTCTAGCACT TTTAGGTAACT ACCTGAAAGGCGETCTTATGCGTGCTACGCGGTGA
¥ ALDHFDMMSUP SS§EWATLTIRUYTIRVW

GTTGCTCAGTCAAATTATGCCGTTTAACSATTGGGUGARAATAACTCATCGCCGCTTCTC

CAACGAGTCAGTTTAATACGGCAAATTGCTAACCCGCTTTTAT TGAGT AGCGGCGARAGAG
¢ @ E T L N HR KV I FRVPFY & M AU AE

GUGCCTGGAGCAACGCAATGE TTAGTGAST CCTGCAT TATCT TTCCCCTGAAAAATTCAR
e TOOET

CGCGGACCTCGTTGCGT TACCAAT CACTCAGCACGT AAT AGAMAGGGSACT TTTTAAGTT
R A Q L L A I T L 8 D H M ¢« hpaR

AATCATTAATATAGARRCAGT TAATCATCACGT TACCGGGACTGCGCTGTCCCTGTAATT
IR~ S—

TTAGTAATTATATCTTIGTCAAT TAGTAGTGCAATGGCCCTGACGCGACAGGGACGTTAA

CCTGATTTTATCAAART TGAGCATGTTTTATTAACTCACTGATATTTAATATATTCTTAT

GGACTAAAATAGTTTTAACTCGTACARAATAAT TGAGTGACTATAAATTATATAAGAATA

CTTTAAATGTAAATAGT T TGTTAAT TAGATCACATT TACATCAC TTACTT I TGCCAAACT
CAP =35
GRAATTTACATTTATCAAACAAT TAATCTAGTGTARATGTAGTGAATGARAACGGTTTGA

ACGCRATCGGGAATARAAGTARTCAT TAACATATTARTGATTAAGATGAT CGAATCCGAG
-10
TGCGTTAGUCCTTATT T TCATTAGTAATTGTATAAT TACTAATTCTACTAGCTTAGGCTC

GAGTGGTACCATGAANGGCACTATCTTCGCCGTAGCGTTGARCCAT CGCAGCCARCTTGA
CEZBS

CTCACCATGGTACT TTCCGTGATAGAAGCGGCATCGCAACT TGGTAGCGTCGGT TGAACT

hpaG - ¥ K G T I F A V A L N HR £ 0 L D

TGCATGGCAGGAAGCGTTCCAGCAATCCCCCTACARAGCCTCGCCTAARACTGCGGTCTG

ACGTACCGTCCTTCGCARGCTCGT TAGGGGGATGTTTCGGGGCGGAT TTTGACGCCAGAT
A W QCQEWAMTF Q Q S P Y K A P P KT AUV W

GTTTATTAAACCGCGCAATACGCTGATTGGT TGCGGTGAACCGAT TCCCTT TCCACAGRG

CAMATAATTTGGCGCGTTATGCCACTARCCAACGCCACTTGGCTAAGGGAAAGGTGTCCT
F I KPP RNTWVTIGO ECGETUPTITZPTFUZPGQG

TGAARAGGTACTGAGCGGTGCGACTGT TGCGCTEAT TGTGGGCGAAARCAGCGACGAAAGT

ACTTTTCCATGACT CGCCACGCTGACARCGCGACT AACACCCCTTTTGTCGCTGCTTTCA
E KV L S GATTV AILTIVGHKTH ATIE KV

60

120

180

300

540

600

€60

780

960

1020

1080

1081

1141

1201

126]

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

17141

1801

lael

1921

1981

2041

2101

ACGTGAAGAAGATGUGGCAGAGTACATCGOCGEATATGCGCTGECTAACGATGTCAGCCT
GAZEE
ob2m7
TGCACTTCTTCTACGCCGTCTCATGTAGCGGCCTATACGCGACCGAT TGCTACAGTCGEA
R EE D A AFE Y I A G ¥ A LANDVYV § L

GCCBGAAGAGAGCT T T TACCGCCCGGCARTCAAAGCARAATGTCGTGATGGATTCTGCCS

CGGCCTTCTCTCGAARATGGCGGGCCET TAGT TTCGTTTTACAGCACT ACCTARGACGGG
P EE 5 F Y RUPAMIIKAZXKTCRDGT EFTCTP

CATTFGCGRARCCGTGGCTCTCAGCARTGTCGATAATCTGACCATCTATACCGAGATCAR

GTAACCGCTTTGGCACCGAGAGTCGTTACAGCTATTAGACTGGTAGATATGGCTCTAGTT
I 6 ET V AL 8 NV DUX¥ILTTIZYTUETHNW

CGEGOGTCCTGUCGATCACTGGAACACCGCCGATT TACAACGTAACGCCGCACAGCTGET

GCCCGCAGGACGGECTAGTGACCT IGTGGCGGC TARATGT TGCAT TGCGGCGTGTCGACGA
G R P ADHWM NTADILUGQQRUNAAGQLTL

GAGCGCCCTGACCGAAT TTCCCACGCTGAACCCAGECGATGCCATTCTGCTCGGCACGLC
- e
OB2BY
CTOGCGGGALTCGCT TAAACGGTGCGAC TTGEGTCCGCTACGGTARGACGAGCLGTGCGG
s AL 8 EF AT ULNUP GD ATIULILGTP

ACAGGCGCGCGTGGAMATACAGCCAGGOGATCGCGTGCGTGTTCTCGCAGARGGTTTCCC

TGTCOGCGUGCACCTTTATGTCGGTCCGCTAGCGCACGCACAAGAGUGTCT TCCARAGGG
Q ARV ETIOQQPGDIDRVYWRYVYLAETGTUFTPFP

GCOGCTGGARAATCCGGTAGTGGACGARCGTGARGTGACCACGUGCAAGAGCTTCCCARC
T @I T

CGGCGACCTTTTAGGCCATCACCTGCT TGCACTTCACTGGTGCGCGTTCTCGAAGCGT TG
P L EN PV VDERTEUYVYTTM®RIEKST FUPT

GETGCCACACCCGCACGGTACGCTGT TTGCCCTCGGCCTGAACTACGCCGRCCACGCCAG
OB2RE
CGACGETGTGGECETGCCATGCGACARACGGCAGCCGGACTTGATGCGGCTGGIGLGGTT
L P HPHGTTULU FATLTGULDNUYAUDHASS
CGAMCTGGAATTTARGCCACCGGAAGAGCCGUTGGTATTCCTGAMAGCGCCGAATACCCT

GCTTGACCTTAAATTCGGTGGCOTTCTCGGCGACCATAAGGACTTTCGCGGUT TATGGGA
E L EVF K P PEEUPLWVVFLE KA A?PUHNTITIL

CACTGGUGATAACCAGACCTCCGTGCGLCCGARACAATATTGAAT ACATGCACTACGAAGT

GTGACCGCTATTIGGT CTGGAGGCACGUGGGCTTGTTATAACT TATGTACGTGATGCTTCG
T G D K QT S VRPNWNTIEUYMHYE A

GGAGCTGETGGTAGT TATTGGCAMGCAGGCGUGTAACG TCAGCGAAGCCGATGCCATGGA

CCTCGACCACCATCAATAACCGTTCGTCCGCGCATTCCAGTCGCTTCGGCTACGGTACCT
EL VV VI GEKUGQARUNUVYVY S EADWAMDID

TTATGTCGCGGGCTACACCGTGTGTAACGACTACGCCATTCGCGACTATCTGGAAANCTA

AATACAGCGCCUGATGTGGCACACATTGCTGATGCGGTAAGCGCTGATAGACCTTTTGAT
Y v A6 YT VvV CHFNDY ATIZRDYLENY

CTACCGCCCTAACCTGCGGCTAAAAAGTCGUGACGGACTEACGCCGATGCTTTCAACCAT

GATGGCGGGAT TGGACGLCCATTTTTCGGCGCTGLUTGACTGCGGETACGARAGTTGGTA
¥ R P NL RYVY K S RUD G LT PMILSTI

COTGCCGAAAGAGGCGATCCOGGACCCGCATAATCTGACCCTTCGCACCTTCGTCAACGG

GCACGGCTTTCTCCGCTAGGGCCTGGGCGTAT TAGACTGEGAAGCGTGGAAGCAGTTGCC
¥ P KEATIUPDUPHDNTZTLTILIRTTFV NG

CGAGTTACGCCAGCAAGGCACCACCGCCGATCTGATCTTCAGCGTGCCCTTCCTGATCGC

GCTCAATGCGGTCGT TCOGTGETGECGGCTAGACTAGAAGTCGCACGLGARGGACTAGCG
ELRQg¢gQGTTADTLTETF SV P F L I A

CTACTTAAGCGAATTTATGACCCTGAATCCOGGGCGACATGATCGCCACCGECACACCAAA

GATGAATTCGCTTAMATACTGGGACTTAGGCCCGCTGTACTAGCGGTGGCCGTGTGGTTT
Y L $ EF M T LWNUPGDMTIATGTP K

AGGCTTATCTGACGTGGTGCCTGGUGATGAAGTCGTGGTGGAAGTAGAAGGCGTGGGCCG
- e
oBzE oBZH
TCCGAATAGACTGCACCACGGACCGCTACTTCACCACCACCTTCATCTTCCGCACCCGGC
G L § p vV V P GGDEVV V EVZEGV G R

CCTGGTGAACCGAAT TGTGAGTGAGGAAACAGUGAMATGAARAMAGT AMATCATTGGATC

GGACCACTTGGCTTAACACTCACTCCTTTGTCGCTTTACTTTTTTCATTTAGTAACCTAG
L ¥V RIUV S EETAIEK *

hpak + M K K ¥V N H W I

1110

1200

1320

1380

1340

1500

1580

i6z6

1680

1740

1800
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161

221

281

331

401

del

581

641

761

"B21

1881

1941

001

3061

3121

i1l

AACGSTAAAAATGTTGCAGGTAACGACTACTTCCAGACCACCAAT CCGGCARCGGGTGAR
2220

TTGCCATTTT TACAACGTCCATTGCTGATGARGGTCTGGTGGTTAGGCCGT TGCCCACTT

N 6 KN vV A GNUDJYTF ¢TTWHNUPATGE

GIGCTGGCGGATGTGGCCTCTGGOGGTGARGCGGAGAT CAATCAGGUGGTAGCGGCAGCG

2280
CACGACCGCCTACACCGGAGACCGCCACT TCGCCTCTAGT TAGTCCGCCATCGCCGTUGE
vV L A DV A S S GEAETITNQDAVAARA

BARGAGGCGT TCCOGAAATGGGCCAATCTGCCGATGARRGAGCGTGCGEGECTGATGOGE
THIH GBIE

2340
TTTCTCCGCAAGGGCT T TACCCGGTTAGACGGECTACT TTCTCGCACGCGCGGACTACGCG
K E A F P KW A N1 ? M KEBRARTILMRPR

CGTCTGGGCGATCTGATCGACCAGAACGTGCCAGAGATCGCCGCGATGGAMACCGCGGAC

oezc 2400
GCAGACCCGCTAGACTAGCTGGTCTTGCACGGTCTCTAGCGGCGCTACCTTTGGUGCCTG
R L 6 DL I DNV YVYUPETIA RADAMIMETATD

ACCGGCCTGCCGATCCATCAGACCAARRATGTGT TGATCCCACGCGCTTCCCACAACTTT

2460
TGGCCGGACGGCTAGGTAGTCTGG T TTTTACACAACTAGGCTGCGCGAAGGGTGTIGAAA
T 6 L P I H g T KN YV L I PRASUHNTE

GAATTTTTCGCGGAAGTCTGCCAGCAGATGAACGGUAAGRCCTATCCGGT TGTCGACARG

2520
CTTAARRAGCGCCT TCAGACGGTCGTCTACTTGCCGTTCTGGATAGGCCAACAGCTETTC
B F F AE V C Q Q M NGEKTY PV VDK

ATGCTCAACTACACGC TGS TGCAGCCGETGCGCGT TTGTGCGCTGETATCGCCGTGEAAC
o 2580

TACGAGTTGATGTGCGACCACGTCGGECACCCGCAARCACGCGACCATAGCGGCACCTTG

M L N ¥ TUL V ¢ PV GV C ALV 5 P W N

GTACCGTTTATGACCGCCACATGGARGGTCGUGCCGTGTCTGGCGCTGGGCAATACCGLG

2640
CATGGCAAATACTGGOGGTGTACCT TCCAGUGUGGCACASACCGCGACCCGTTATGGOGC
VP FMTATWE KTYAZPTCILALGNKTRA

GTACTGAARATGTCGGAACTCT CCCCGCTGACCGCTGACCGCCTGGGTGRAGCTGECGCTG

oBZA 2700
CATGACTTTTACAGCCTTGAGAGGEGCGACTGGCGACTGGUGGACCCACTCGACCGUGAC
vV L KM 8 E L 8 PLTAMTDUZRILTGUETILAL

GAAGCCGGTATTCCGGCAGGCGTGCTGARCG GG TACAGGGCTACGGCGCAACCGUAGE:
2760

CTTCGGCCATAAGGCCGTCCGCACGACTTGCACCATGTCCCGATGCCGUET TGGHCETCCC

E A G I P AGVV LNUWVYYV Q2 G Y G ATASGG

GATGCGRCTGGT TCGTCATCATGACGTACGTGCCGTGT CGT TCACCGGUGGTACGGCCACT
2820

CTACGCGACCAAGCAGTAGTACTGCATGCACGGCACAGUAAGTGGCOGCCATGCUGGTGG

D ALV RMHHDUVRAVYV S FTGOGTAT

GGGCGCAACATCATGARAAACGCCGGGCTGAAAAAATACTCCATGGAACTGGGCGGTAAR

2880
CCCGCGTTGTAGTACTTTT IGCGGCCCGACTITTTTATGAGGTACCTTGACCCGCCATTT
G R N I ¥ KN A G L KXY 58 M E L G G K

TCGCOGGTGCTGAT TTTTGARGATGLCGATAT TGARCGCGLGCTGRACGCCGLCCTGTTC
2949

AGCGGCCACGACTARAAACTTCTACGGCTATAACT TGCGUGCGACCTGLGGLGGGACAAG

$ P VLI FETDATDTIERWALUDAABATLTF

ACCATCTTCTCGATCAACGGCGAACGCTGCACCGCCGGTTEGEGCATCTTTATTCAGCAR
3000

TGGTAGAAGAGCTAGT TGCCGCT TGCGACGTGGUGGCCARGEGCGTAGARATAAGTCGTT

T I F 8 I ¥ G E R CT AG S RTU FTITQQ

AGCATCTACCCGGAATTCGTTARARCGCT TTGCCGAACGLGCCAACCGT CTGCGCGTGGET

3060
TCGTAGATGGGCCTTAAGCAATT TGCGARAACGGUTTGCGCGGT TGGCAGACGUGCACCCG
8§ I ¥ P EF VvV KRY¥ AERANIZERILIUERYG

GATCCGAACGAT CCGAATACCCAGGTTGGCGCGUTTAT TAGCCAGCAGCACTGGGAARAR
3120

CTAGGCTTGCTAGGCT TATGGGTCCAACUGCGCGAATAATCGGTCGTCGTGACCCTTTTT

D P NDPHNTOQV G ALTISQQQ HWEK

GICTCCGGCTATATCCGTCTCGGCATTGAAGAAGGECGCAACCCTGCTGGCGEGECGGCCCG

3180
CAGAGGCCGATATAGGCAGAGCCGTAACTICTTCCGLG T TGGGACGACCGCCUGLTGGGC
v 8 6 ¥ I R L GIEZESGWSHABTTIULTILASGSG?P

GATAMACCGTCCGACCTGCCTGCGCACCTGAAAGGUGGCAACT TCCTGCGCCCAACCGTG
[ =} |

3240

CTATTTGGCAGGCTGGACGGACGCGTGGACTTTCCGLCGT TGAAGGACGCGGGTTGGCAC

D K P 8 DL P A HL KGGNTFULURUPTUVWV

CTGGCAGACGTTGATAACCGTATGCGAGT CGCCCAGGAAGAGATTTTCGEGCCGGTCGCC
3241 oBlC

GACCGTCTGCAACTATTOGCATACGCTCAGCGEGTCCTTCTE TARAAGCCOGECCAGCGS

L A DV DHNZRMZEBRYAGQTEZETITF GTFTV A

TGCCTGCTGCOGTT TARAGACGAAGCCGAAGGCTTACGTCTGGCARACGACGTGGAGTAC
3301

ACGGACGACGGCAAARTTTCTGCTTCGGC T TCOGAATGCAGACCGT TTGCTGCACCTCATG

¢ L L. P F KDEWAWAESGULRTELANDTYVEY

GGUCTCGCGTCGTACAT CTGGACALAGGRTGTCAGC AARGTGTTACGCCTGHLGCETEEC
3361

COGGAGCGCAGCATGTAGACCTGTGTCCTACAGTCGT TT CACAATGCGGACCGUGCACCG

G LA S ¥ I w? gDV S8 KV LRTUILAZRSGE

ATTGAAGCTGGCATGGTGT TCGTCAACACCCAGAACGTGCGTGACCTGUGCCAGCCATTT
3421 oale
TAACTTCGACCGTACCACAAGCAGT TGTGGGTCT TGCACGCACTGGACGCGGTCGGTARA
I EAGMV F V XRTQQNVRDILEZGQZ®?TF

GGLGGOGTARAAGCC TCCGGCACCGEGCGTGAAGGCGGTCAGTACAGCTTCGARGTGTTC
I ) | R

3481

COGCOGCATT TTCGGAGGCCGTGGLCOGCACTTCCGCCACTCATGTCGARGCT TCACAAG

G ¢ VXK A 8 GGTGREGGEY 8 F E V F

GCGGAAATGAAGAACGTCTGCATTTCCATGGGLGACCAT CCAAT TCCGARATGGGGAGTT
3541

CGCCTTTACTTCTTGCAGACGT AARGGTACCCGCTGGTAGGT TARGGCTTTACCCCTCAG

A EMEKHNUVCCTI s M GDHPIZPIEKWGYV

TGATATGGGTAAGT TAGCGTTAGCCGCCARGATCACGCACGTACCGTCGATGTATCTCTC
3801
ACTATACCCATTCAATCGCAATOGGCGGT TCTAGTGCGTGCATGGCAGCTACATAGAGAG
hpaD -y M G K L A L A A K I T H V P 8 M ¥ L 8§
-

TGAACTGCCAGGGAAAAACCACGGT TGCCGCCAGGGCGCGAT CGALGGGCATAAAGAGAT
3661

ACTTGACGGTCCCTTTTTGGTGCCAACGECGETCCCGCGCTAGCTGCCCGTATTTCTICTA

E L P 6 KN HGS6 CRQG ATIDTGHIEKET

CAGCAAGCGTTGCOGGGAAATGGGCGTCGATACCAT TATCGT TTTCGATACCCACTGGCT
3721
GTCGTTCGCAACGGCCCT T TACCCGCAGCTATGGTAATAGCAAARGC TATGGGTGACCGA
S KR CREMOGVY DT I IV FDITITHWL

GGTCAACAGTGCTTATCACATg?ACTGTGCAGACCATTTTGAAGGCGTCTACACCAGCAA
3781 op1a r

CCAGTTGTCACGAATAGTGT AGT TSACACGTCTGGTAAAACT TCCGCAGATGTGGTCGTT

Y N & A Y HI N C A DHTFEGWVY T 5 §

CGAGCTACCGCATTTTATCCGCGATATGACCT ACAACTACGAGGGCAACCCGGAGT TGGG
igal

GCTCGATGGCGTARAAT AGGCOGCTATACTGGATGTTGATGCTCCCETTIGGGCCTCAACCT

E L PHF I RDMT Y N Y EGNUPETLSG

GCAGCTTATTGCCGATGAAGCCT TAAAGC TCGGEGTGUGGLCAARAGCGUACAACATTCC
3501

CGTCGAATAACGGCTACTTCGGAAT TTCGAGCCGUACGCCCGTTTTCGCGTGTTGTARGG

@ L I ADEAWATLIXKULOSGV RAEKAGAMHUNTIP

CAGCCTGAARCTGGAATACGGCACGCTGGTGCCAATGCGCTACATGAATGAAGACAAGCA
3961

GTCGGACTTTGACCTTATGCOGTGCGACCACGGTTACGCGATGTACTTACTTCTGTTCGT

$ L KLEY G6GTTILV PMBRYMMNETDIEKH

CTTCAARAGTGGTIICCATTTCAGCTTTCTGCACTGT TCACGAT T TTGCCCACAGCCGTAA
e e e —————

4021

GAAGTTTCACCAAAGGTAAAGTCGAAAGACGTGACAAGTGCTARAACGGCTGTCGGCGTT

F K vV vV 8 I 8 AF C TV HTDTFEFADSURK

GUTGGGCGAGGCGATTCTGAAAGCGAT CGAACAGTACGACGGCACCETGCGCGETCCTTG
TEAT
oB4G oB1r
CGACCCGCTCCGCTAAGACT TTCGCTAGCTTGTCATGCTGCCGTGGCACCGUCAGGAACG
L G E A ILIKWADTI 6 T V A V L A

4081

CAGCGGTTCGTTATCGCACCGCT T TATTGACGAT CAGCGAGCGGAAGAAGGGATGAACAG
1141
GTCOGCCAAGCAATAGCGTGGCGAAATAACTGCTAGTCGCTCGCCTTCTTCCCTACTTGTC
§ € 8 L §8 H RF I DDOGROAMETETGM NS

CTACACCCGCGAGT TCGACCGCCAGATGGACGAGCGTGTGG TGAAGC TGTGGLGCGAAGG
4201

GATGTGGGCOGCTCAAGCTGGCGGTCTACCTGCTCGCACACCACTTCGACACCGCGCTTCC

¥ T REVFDURUGEMDERVY V KL WREG

CCAGTTCAAAGAGTTCTGCAATATGCTGCCGGAGTACGCUGACTACTGCTACGGUGAAGG
4261

GGTCAAGTTTCTCAAGACGT TATACGACGGLCTCATGUGGCTGATGACGATGLCGCTTC

g F KE F CNMULUPE Y A DY CY 6 E G

3300

3360
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3480

3540
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561

621
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711
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361
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3041

i1l

5161

5221

5281

5341

CAATATGCACGACACGGTGATGC TG TGGGGATECTCGGCTCGGAT AAATACGACGGCAA

GTTATACGTGCTGTGCCACTACGACGACCCCTACGAGCOGACCCTATTTATGCTGCCGTT
N M Hp T VMM LL GMUL G WD KYDSEK

GGTGGAGTTTATCACCGAGCTATTCLCAAGC TCTGCCACCGGT CAGGTTAACGCTGITTT
D [T | R
oBd4
CCACCTCAAATAGTGECT CGATAAGEGT TCGAGACCGTGGCCAGTCCAAT TGCGACAARA
vV BE F T T E L F P 8 §8 T &6 Q V N AV F

CCCGCTTCCCGCGTAAGGACGT TTTATGCCGCACT TTATCGTTGAATGCAGTGACAACAT

GGGOGARGGGCGCATTCCTGCARAAATACGGCGTGARATAGCAACT TACGTCACTGTTGTA
P L P A * hpaF +M¥ P H F I V E € 8 D N I

COGCGAAGAAGCCGACCTGUCGGEGTTGTTUGCCAAAGTGARAT COGACGCTGGCAGCTAC

GGOGETTCT TCGGCTGGACGGCCCCAACAAGCGG TTTCACT TAGGCTGCGACCGTCEG TG
R EE ADILUPGILU F A KV NPT L ARAMT

GGGTATTTTICCGCTGGUGGGTATTCGCAGCCGCGTGCATTGGGTCGATACCTGGCAGAT

CCCATAAAAAGGCGACCGUCCATAAGOG TCGGUGCACGTAACCCAGCTATGGACCGTUTA
G I F P L A G I R 8 RV HW VDT W QM

GGCCGACGGGCAGCGTGATTATGCCTTCATGCATATGACGT TGARAAATCGGCGCAGGTCG
AL

CCGGCTGCCOGTCGCACTAATACGGAAGCACGTATACTGCAACT TTTAGC CGOGTCCAGC
A D G O R D ¥ A F V HMTTILIE KTIGASGR

CAGCCTGGAMAGCCGT CAGUAGGCGGGTCAAATGCTGTTTGAACTGAT T AAAACGCACTT
OB43
GTCGGACCT T TCGGCAGTCG TOCGCCCAC T T TACGACARACTTGACTAATTTTGOGTGAA
5 L E s R Q Q A GEMTLTFETLTIIKTHTF

CGLCGUCCTGATGGAGAGCCGCCTGCTGGLGTTGTCGTT TGAGAT TGAAGAGCTGUATCC

GCGGCGEEGACTACCTCTCEGOGGACGACCGCAACAGCAAACTCTAACT TCTCGACGTAGG
A AL MESRILULATLZGSVF¥ ETIZ ETETLH®

GACGCTGAATTTTAAACAARACAACGTGCACGCATTGT T TAASTAGCGCGCAGATTGCCC

CTGOGACT TAARAT T TG TTTTGT TGCACG TGUGTAACAAAT TCATCGCGUGTCTAACGGG
T L ¥ F K ¢ N N vV H A L F K

BEIGECGCTGCECTIACCGGECCTACAAAACCCCARACCGTACACCETAGGOCGGATAAG

- REP 1 —
CCACCGOGACGCGAATGECCCCOATG T TTTGEGCTT TGECATG TGGCATCCGEOCTATTC

GCGCAGCCGCATCCGECARTGCCACAGGATATCGC TATGTTCGATARACATACCCACACT
« REP 2
CGCGTCOGCRTAGGCGTTACGGTGTCCTATAGCGATACARGCTATTTGTATGCG TG TGG
hpaH M F D K H T H T
CTGATCGCCCAGCGTCTGGATCAGGCAGAAPAACAGCGCGARCAGATCCGCGCGATCTCA

GACTAGCGGGTCGCAGRCCTAGTCCGTCTTTTIGTCGCGCT TGTCTAGGCGCGCTAGAGT
L I A Q RL D Q AMEIEKTGQ®REUOQTIRWAZTISGSE

CTGGATTACCCGGAGATCACCAT COAAGACGCT TACGCGGTGLAGCGOGAATGGGTTUGC

GACCTAATGGGCCTCTAGTGGTAGCT TCTGCGAATGUGCCACGTCGCGCT TACCCARAGCG
L DY P EITTIEUDA AYAVYVOQREUWYVRHR

CTGAAAATCGCCGAAGG TUGCACGC TCAAAGGCCATAAAATCGGLCTGACCTCGAAAGCG

GACTTTTAGCGGCTTCCAGCGTGCGACT TTCCGGTGTTTTAGCCGGACTGGAGCTTTCGC
L KIAESGURT TULIEKGHEKTIGTILT S K A

ATGCAGGCAAGCTCGCAGATCAGCGARCCGGAT TACGGUGCGUTGCTGGATGACATGTTC

TACGTCCGTTCGAGOGTCTAGTCGCT TGGCCTAATGCCGCGCGACGACCTACTGTACARG
M ¢ A & 8 Q I s E P DY 6 A LLDUDMTF

TTCCACGATGGCAGCGATAT CCUGACCGATCGCTTTAT CGTGCCGCGCATTGARGTGGAG

BAGGTGCTACCGTOGCTATAGGGCTGGCTAGCGAAATAGCACGGCGCGT AACTTCACCTE
FHDOGS$SDIUPTUDURTETIUVETZ RTITEVE

CTGGCTTTCGTGCTGGCAAAACCGCTGCGTGGGCCAAACTGCACGCTGTTCGACGTCTAC

o883
GACCGAAAGCACGACCGT TTTCGCGACGCACCCGGTTTGACGTGUGACARGCTGCAGATG
L AF VL AIEKUPULUERGZ®P?NCTTULTFDUV Y

AACGCCACGGACTACGTGATCCCGGCGCTGGAGCTGAT CGACGUTCGU TGCCATAACATE

TTGCGEETGOCTGATGCACTAGGGCCGUGACCTCGACTAGC TGCGAGCGACGGTGT TGTAG
N AT D XY YV I PALUETLTIDAIZRTEGECHEHEHDNI

1380

1440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

41860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5401

5461

66521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5%41

6001

6061

6121

6161

6211

8301

6361

6421

GATCCGGARACCCAGCGCCCGCECARAGTGT TCGACACCATT TCTGATAACGCCGCCAAL

CTAGGCCTTTGGGTCGCGGGCGCGTTTCACAAGC TGTGG T AAAGACT AT TGCGGLGGTTG
D PET  RPRKVV FDTI S DNAUW AN

GCCGGGGTGATCCTCGGTGGTCGTCCCATTAAGCCCGATGAGT TGGATCTGCGTTGGATC

oB62
CGGCCCCACT AGGAGUCACCAGCAGGGT AAT TCGGGCT ACT CAACCT AGACGCAACCTAG
A 6 VvV I L GGRUPTIIKTPD T K W I

TCCGCCCTGATGTATCGCAATGGECGTGAT TGAAGAAALCGGLGTCGCCGCTGGTGTGCTG

AGGCGGGACT ACATAGCGTTACCGCACTAACT TCT T TGGLOGCAGCGGCGACCACACGAC
58 ALM Y RNUGUYVY I EETOGYVY A AGV L

AATCATCOGGCAAACGGCGTGGLCTGGCTGGCGAACARACTCGCACCGTATGACGTACAR

TTAGTAGGCCGTTTGCCGCACCGGACCGACCGCTTGT T TGAGUGTGGTATACTGCATGTT
N H P AN GY A W L A N KL A P Y DV Q

CTGGAAGCCGGGECARATCATTCTCOGGCGETTCGTTCACCCGUCCGGTTCCGGCGLGTAAG

GACCTTCGGCCCGT T TAGTAAGAGCCGCCARGCARGTGGGCHGGCCAAGGCCGCGLATTC
L EAG QR I I L GG S5 FTRDPV P ARHEK

GGCGACACCTTCCACGTCGATTACGGCARCATGGGCTCCATTAGCTGCCGCTTTGTTTAA
oBEs
CCGCTETGEAAGGTGUAGC TAATGCCGTTGTACCCGAGGT AATCGACGGCGARACARATT
G p T F HV DY &GN MOGEGE S I 8 CRF V *
GGAGAGAACGATGGAAANCAGT TTTAAAGCGGCGCTGAAAGCAGGCCGCCCGCAGATCGG

CCTCTCTTSCTACCTTT TG TCARRATTTCGCCGCGACT T TCGTCCGGLGGGCGTCTAGCT
hpal + M E N 8 F K &4 A L K A G R P g I @

ATTATGGUTGGGGCTGAGTAGCAGC TACAGCGCAGAGTTACTGOCCGGAGCAGGATTCGA
&y

TAATACCGACCCCGACTCATOGTCGATCTCGUGTCTCARTGACCGGCUTUGTCCTAAGET
L W L GL S5 S 8 Y 8 A EULILAGUSRAZGT FTD

CTGGTTATTGAT CGACGGTGAGTACGUGCCGAATARCGTGCARRCCGTGCTCACCCAGCT
D61
GACCAATAACTAGCTGCCACTCGTGCGUGGCTTATTGCACGTTTGGCACGAGTGGGTCGA
W L L IDGEUHAZPWNNUWVQETUVL TG L
ACAGGCGATTGCGCCCTACCCCAGUCAGCCGG TG TACCTCCGTCGTGGAACGATCCGGT

TGETCCGCTAACGUGGGATGGGETCGGTCGGCCACCATGCAGGCAGCACCT TGCTAGGCCA
Q AT AP Y P S QP V ¥V R P 5 W NDFPYV

GCAAATCAAACAACTGCTGGACGT CGGCACACARACCTTGCTGG TGLCGATGG TACARAR

CGTTTAGTTTGT TGACGACCTGCAGCCE TG TG TT TGGAACGACCACGGCTACCATGTTTIT
2 I K gL LDV GTQQTL LV P MYV QN

CGCTGACGAAGCCCGTGAAGLGGTACGLGCCACCCGTTATCCCCCCGCCGGTATTCGUGS

GCGACTGCTTCGGGUACT TCGCCATGCGLGG TGEGCAAT AGGGGGEGCGGCCATAMGTGCC
A DEAREATVRATURYFPPAGTIZRG

TGTGGGCAGTGCGCTGGCCCGAGCCTCGCGCE%?AATCGTATTCCTGATTACCTGCAAAA
0061

ACACCCGTCACGOGACCGGGCT CGGAGCGCGACCTTAGCATAAGGACTARTGGACGTTTT

vV G 5 AL ARAMSUERKUWNU RTIUPIDY L @ K

AGCCAACGATCAMATGTGCGTGCTGGTGCAGAT CGAAACGCGTGAGGCARTGAAGAACTT

TCGGTTGCTAGTTTACACGCACGACCACGT CTAGCTTTGLGCACTCCGTTACTTCTTGAA
A NDOQMCECV LV QIZETTZ REA AMMIEKTSNL

ACCGCAGATTCTGGACGTGGAAGGCGTOGACGGUGTGTTTAT CGGCCCGGCGGATCTGAS

TGGCETCTAAGACCTGCACCTTCCGCAGCTGCOGCACAAATAGCCGGGCCGCCTAGACTC
P @ I L DVEGVDGY F I GPADTLS

CGCCGATATGGGT TATGCCGGTAATCOGCAGCACCUGEAAGTACAGGCCGCCAT TGAGCA

GCGGCTATACCCAATACGGCCAT TAGGUGT CGTGGGCCT TCATGTCCGGCGGTAACTCGT
A DMGY A GNPOQHPEVYVYQAATITEZQ

GGCGATCGTGCAGATCCGTGAATCGGGCARAGUGCCGGGGATCCTGATCGCCARTGAGCA

CCGCTAGCACGT CTAGGCACTTAGCCCGTTTCGCGGCCCCTAGGACTAGCGGTTACTCGT
A I VvV 0 I RE 8 G K AUP G I L I A NE ¢

ACTGGCARAACGCTATCTGGAACTGGGOGCGCTGT TTGTCGCCGTCOGCGT TGACACCAC

038c
TGACCGTTTTGCGATAGACCT TGACCCGCGCGACAMACAGCGGTAGCOGCARCTGTGETG
L AKXKRYULETLGALTFV AV GV DTT

5520

5580

3640

5700

5160

5820

5880

5840

6000

6060

8120

6180

6240

€300

€360

6420

6480

111



RESULTADOS

161

541

601

661

121

3781

3841

901

5961

mzl

roel

7141

1201

7261

7321

7381

7441

7501

CCTGCTUGCCCGLGCCGCTGAAGCGL TEECAGCACGGT T TGE TECGCAGGCCACCECCGT
€385

GGACGAGLGGGOGCEECGALTTCGCGACCGTCGTGCCAARCCACGCGTCCGGTGGCGETA

L L ARAMMAMEWALAARTEFGAGQWATAV

GARGCCCGGCGTGTATTAATGL GGCCTACACTCGCACCAA

CTTCGGGCCGTACATAATTACGGCCTACGCGACGCGAATAGGCCGGATGTGAGCGTGGTT
K P &6 v ¥ *

ACCETRAGGOCGEATANGFCGTTTACS
« RE? 4
TGGCATCCGGCCTAT TCCGCARATGCGEGCGAAGGCCGTTTTTCGACATGGTTTAGCGCCT

T TCCGGCARARGCTGTACCAARTCG

GGCCTATTCCGCAATGCGGCET AGGCGETAT TTGGAACAGCATGGGATGTTTTTAGGGTA

TAGAGGAAGAAAAATGAGCGACACCTCACCTGCCATACCGGAGRAGTATCGATCCGGUGAR

ATCTCCTTCTTTTTACTCGCTGTGGAGTGGACGG TATGGCCTCTCATAGCTAGGCCGCTT
hpa¥ 5 M 8 D T 8 P A I P E 8 I D P A N

TCAGCATARAGCGCTGACTGCCGGACAACAGGCGGTTAT TAAGAAGCTATTTCGCCGCCT
T oaee

AGTCGTATTTCGCGACTGACGGCCTGTTGTCCGUCARTART TCTTCGATARRGUGGLGGA
Q HK ALTAGUQOQAVTIUEKIE KTELTFRIBRILIL

GATCGTCTTTICTGTTCGTGCTGTTTATCTTCTCST TCCTTGAT CGCATCAACATCGGCTT

CTAGCAGAAAGACAAGCACGACAAATAGAAGAGCAAGCAACTAGCGTAGT TGTAGCCGAA
I v FLF VLV F¥TIZ F s s FLDRTINTIGTEF

TGCCGGACTCACGATGGGALGCGACCTCGGTCTGAGCGCCACCATGTTTGGCCTCGCTAC
TS —_——

ACGGCCTGAGTGCTACCCTGCGCTCGAGCCAGACT CGCOETGGTACAAACCGGAGCGATG

A G L T M 6 RD L G L S8 A TMTE G L AT

CACCCTGTTCTATGCCGCTTATGT CATCTTCGGCATTCCCAGCAACAT TATGCTGAGTAT
o38N

GTGGGACAAGATACGGLGAATACAGT AGAAGCCGT AAGGGTUGTTGTAATACGACT CATA

T L F Y A A Y V I F G I P BB N IMTILSETI

TGETCEGTGLGEGEGCGCTGEATCGCCACCATCATGGTGCTCTGGEGCATCGCCTCTACTGC

ACAGCCACGCGCCGCGACCTAGCGGTGETAGTACCACGAGACCCCGTAGCGGAGATGACG
V&6 ARRWTIATTIMUYVYILWOGTIAT STA

CACCATGITTGCCACTGGCCCCACCAGUT TETACGTACTGCGTATACTGGTTGGCATTAC

GIGGTACARACGGTGACCCGGGTGGT CGAACATGCATGACGCATATGACCAACCGTAATG
T M F A TGP T $ L ¥ VvV LRIULVYVGTIT

COAAGCCGGCTTTCTGCCTGGTAT TCTGUTGTATTTAACCTTCTGGTTTCCGGUUTATTT

GCTTCGGCCGARAGACGGACCAT ARGACGACAT AAAT TGGARGACCAAAGGCCGGATAAA
E A G FF L P G IUL L Y LTTFWTF P AYTF

CCGCGCCCGTGCCARCGCCTIGT TTATGGTAGCAATGCCGGTAACGACAGUGTTGGGCTC

GGCGCGGGUACGGTTECGEAACAAATACCAT CGTTACGGUCAT TGCTGTCGCAACCCGAS
R AR AMNMALVFMH VY A MPVTITTATLG S

GATCGTTTCCGGCTACATTTTGTCGCTGGATGGCGTCATGGUATTARAAGGCTGGCAGTG
f=xi:]

CTAGCAAAGGCCGATGTAAAACAGCGACCTACCECAGTACCGTAATTTTCCCACCGTCAC

I v s 6 ¥ I L S L D v M A LI KTGTWOQ W

GCTGTTITIGCTGGAAGGC T TCCCGTCGGTATTACTCGGCGT CATGGTGTGGTTLTGGCT

CGACARARACGACCT TCCGAAGGGCAGCCATAATGAGCCGCAGTACCACACCARGACCGA
L FL LEGT F UP SV LILGVYVMVYVWEFVWIL

TGRTGACTCACCGGACAAAGCTAAGTGGCTGACGARAGAAGACAAAAAATGCCTGCAAGA

ACTACTGAGTGGCCTGTTTCGAT TCACCGACTGCTTTCTICTGT T TTTTACGGACGTTCT
DD S8 PDKAZXKWULT KU EZDZKIXKTCTLOGQE

GATGATGGATAACGATCGTCTGACGCTGGT TCAGCCAGAGGGAGCCATCAGCCACCACGT

CTACTACCTATTGCTAGCAGACTGCGACCAAGTCGGTCTCCCTCEETAGTCGGTGGTGCG
M MD N DRIULTULUV QP EG A I 8 HH A

CATGCAACAACGCAGTATGTGGCGGGAGATCTTCACTCCGGTGGTGATGATGTATACCCT
IR
038L
GTACGT IGT TGCGTCATACACCGCCCTCTAGAAGTGAGGCCACCAC TACTACATATGGGA
M ¢ ¢ R 38 M WRE IV FTUPUVV MMTYTL

6540

G600

| 6660

6720

8780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

1260

7320

7380

7440

7500

1560

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

1981

8041

8101

B161

§221

8281

8341

8401

8161

8521

8581

GGUGTATT TCTGCCTGACCARCACACT TAG TGCGATCAGCATCTGGACACCGCAGATCCT

TEZ0
CCGCATAAAGACGGACTGGTIGTGTGART CACGCTAGTCGTAGACCTGTGGCGTCTAGGA
A Y ¥ ¢ L TNTIL s A I I WTUPOQTITL

GCAAAGTTTTAAT CAGGGCAGCAGTAATATCACCATCGGCCTGCTGGCCGCCGTACCGTA
i 7680

CGTTTCAARRATTAGTCCCGTCGTCATTATAGTGGTAGCCGGACGACCGGUGGUATGGCGT

Q 8 F A ¢ G 8 8 § I TTIGULULAAVYVYPQ

GAT TTGTACCATTCTOGGGATGG TCTACTGGAGCOG TCACTCAGATOGCCGCCAGGAACG
0

CTARACATGGTAAGAGCCCTACCAGATGACCTCGGCAGTGAGTCTAGCGGCGGTCCTTGE

I CT 1L GMV Y W 8 RHSUDRURUGQER

AAGGCATCACACCGCCCTTCCTTATTTGT TCGCTGCCSCACCTTGGT TACTGGCTTCGEC
OIRE
TTCCGTAGTGTGGUGGGAAGGAATAAACAAGCGACGGCGTCCARCCAATGACCGARGCCG
R HHTALUPUY L F AAAGUWL L A 38 A

1800

AACTGATCACAACATGATCCAGATGUTGGGGATCATTATGGCTTCGACCGGATCATTICAG
7880

TTGACTAGTGTTGTACTAGGTCTACGACCCCTAGTAATACCGAAGCTGGCCTAGTAAGTC

T D HNMIQMIUILSGTITIMASTITOG S8 F &

CGCAATGGCGAT TTTCTGGACAACACCGGATCAGTCCAT CAGCCTGOGGGUACGAGCGAT
0381

GUGTTACCGCTARAAGACCTGTTGTGGCCTAGTCAGGTAGTOGGACGCCCETGCTICGCTA

A M A I F W T T PODG S TI S L RARWATI

7920

CGGTATTGUGET GAT CAACGCCACTGGCAACATTIGGT TCAGCGT TARGTCCGTTTATGAT
CAP -35

GCCATAACGCCACTAGTTGCGGTGACCGTTGTAACCAAGTCGCARTTCAGGCAAATACTA

G I AV IUNATSGWNTIGS S ATLSUPTFMTIE

7340

CGGCTGGTTGARAGATTTGACCGGCAGCT T TAACAGTGGAT TGTGE T TFGTTGCCGLGLT
-10 +1

GCCGACCAACTTTCTAAACTGGCOGTCGAARTTGTCACCTAACACCAARCAACGGCGCGA

G WL KDILT G S F N S G LW VF V A AL

8040

GCTGGTGAT TGGTGCGGGGAT TATCTGGGCGAT TCCAATGCAGTCCTCCCGTCCGCGAGC
8100

CGACCACTAACCACGCCCCTAATAGACCCGCTAAGG T TACGTCAGGAGGGCAGGCGCTCG

L v IGGAGITIWATIUPMMO©GEQS S8 RUPEPZRA

GACCCCGTAAGGAACGACGATGIGTGACCGTCAGAT TGCCAATATTGATATCAGCARAGA
5160
CTGGGGUATTCCTTGCTGCTACACACTGGCAGTCTAACGGTTATAACTATAGTCGTTTCT
T P * hpaA > M C D R § I A N I DI § K E

GTACGATGAARGCCTGGGCACGEACGATGTGCAT TAT CAGTCGT TCGCCCGCATGGCGCC
PRI3AA

CATGCTACTTTCCCACCCGTGCCIGCTACACGTAATAGT CAGCARGCGGGCGTACCGOGE

¥ D ESs L GTUDDV HY @Q 8 F A RMAP

g2z0

TTTTTTGGCCAGTATGCTGCCACATCGUCACGARCAGTACTTTCAGATGCATTTCCTCAR
8280

ARAAAACCGGTCATACGACGGTGTAGCGG TGCTTGTCATGAAAGTCTACGTARAGGAGTT

F L A 8 M L P HRHEUGQYF QM HF L N

TAGCGGACAGAT TGAGCTACAACTTGACGATCATCGCTACTCOGTGGAAGCGCCCCTGTT
8340

ATCGCCTGTCTAACTCGATGT TGAACTGCTAGTAGCGATGAGUCACCT TCGCGGGGARCAR

&8 6 ¢ I EL QULDUDUHUBRY S VEWAUZPULTF

TGTCCTGACGCCGUCGTCAGTACCTCATGCGTTTAT TACGGAGTCTGACGCCGACGGTCA

8400
ACAGGACTGCGGCGGCAGTCATGGAGTACGCARATAATGCCTCAGACTGCGGCTGCCAGT
vV 1L T PP S§VPHATFTTESDATDTGH

TGTGTTGACGGTACGGGAAGATCTGAT CTGGCCCCTGUTGGARGTTCTTTATCCGGGCAL

8460
ACACAACTGCCATGCCCTTCTAGACTAGACCGGGGACGACCT TCAAGAAATAGGCCCGTG
v L T VREUDUZLTIWP?ILLZEVWVTULYUPGT

TCGGGAAACCTTCGGCCTGLCGGGEAT T TGCCTGCTCACTGGCAGATARRCCCGACGAACT

8520
AGCCCTTTGGAAGCCGGACGGCCCCTARACGGACAGTGACCGTCTATTTGGGCTGCTTGA
R ET FGILUPGTIOCLS$ L AMDIEKUPTDETL

GGCGGCGCTGGAACACT AT TGGCAACTGATAGAGCGGGAATCGGT AGAACAACTGCCTGG

8580
COGCCGCGACCT TGTGATAACCGTTGACTATCTCGCCCT TAGCCATCTTGTTGACGGALT
A A LEHUY W QL TIEZRE SV ESGQLUPSG

ACGGGAACACACCCTGACGT TACTGGCACAGGCAGTAT TCACCCTACTGCTGIGTAATGE
TRISTE H640Q

TGCCCT TGTGTGGGACTGCAATGACCGTGT COGTCATAAGTGGGATGACGACGCATTACG

R EHTTULTITULULAQAYTEFTTILULILIERUNA

112



RESULTADOS

641

g2l

1881

1941

3001

3061

3zl

3181

3241

9301

9361

9421

9481

9541

%601

9661

ARAACTCGALGACCATGCCGCCAGCGGAATGCGCGGAGAATT AAANCTGT TCCAGCGTTT

TTTTGAGCTGCTGGTACGECGGTCGCCT TACGCGCCTCTTAAT TTTGACARGGTCGCAAA
K L D D H A A S GG MR GEULUHKILVPF QRF

TAATATGCTGATTGARAGCCATTTTCATCAGCACTGGACAGTACCGGATTACGCTARCGA
3338
ATTATACGACTAACTTTCGGTAAAAGTAGTCGTGACCTGTCATGGCCTAATGCGATTGCT
N M 8§ HF H Q H W TV P DY ANE
ACTGCATATCACCGAATCACGACT CACGGACATCTGCCGTCGLTTTGCCAACCGTCCGCC

TGACGTATAGTGGCT TAGTGCTGAGTGCCTGTAGACGGCAGCGAAACGGT TGGCAGGCEG
L HITESRTILTUDTITC®RRTEFAUNUZRUPTPE

AARACGGTTGATTTTOGACAGGCAGC T ACGAGAAGUCAAGLGGCTGCTGCTGTTTTCTGA

TTTTGCCAACTAAAACCTGTCCGTCGATGCTCTTCGGT TOGCCGACGACGACAAARGACT
K R L I FDRGQLUREAUZEKERKIULULUZLTFEF 28D

TAACGCCGTGAACAATATTGCCTGGCAACTCOGGT TTTAAGGATCCGGCTTATTTTGCGOG

ATTGOGGCACTTGT TATAACGGACCGT TGAGCCAARAT TCCTAGGCCGAATAAARCGOGC
N AV N NI AUWGU L G F KUDUPWAYTF AR

CTTTTTTAATCGCTTAGTCGG TTGCTCGCCCAGTGCTTATCGTGCCARAARAGTACCTGT

GARAARATTAGCGAATCAGCCAACGAGCGGGTCACGAATAGCACGGTTTTTTCATGGACA
F F " RL V GGc 5 P 8§ AY RAKEKVYZPV

GACGTGARATTCCCT TAGCCTTAACGGGAAACCAGGCACCACCTGCTATTCCCCTTTCTT

CTGCACTTTAAGGGAATCGGAAT TGUCCTTTGGT CCGTGGTGGACGATAACCCCAAAGAR
T *

CGCCTGGAGCARGGGGAT TTAGT ARCGTTAAAAAT CGCT AAAAGCGACCTCGATCACAAA
GOGGACCTCGTTCCCCTARAT CATTGCAATTTTTAGCGAT TTTCGCTGGAGCTAGTGTTT
ACCGTACCCGACCTGAAAAGTACCAGCCATTGTCCCAAARGTCTCTTCCOGTAATCGCCC

=35
TGGCATGGGCTGGACT TTTCATGGTCOGTARGAGGGT TTTCAGAGARGGGCAT TAGCGGE

CTGCAAGCTTCAATTGAATAACRAAAACAACACACARAATTAACAATCGTATTCCGATTA
-10 +1
GACGTTCGAAGTTAACTTATTGTTTTTGT TG TG TGTTTTAATTGTTAGCATAAGGCTART

ATACTGTAGAGGTCGACATGAAACCAGAAGAT TTCCGCGCCAGTACCCAACGTCCGTTCA

HiproeRo
TATGACATCTCCAGCTGTACTTTIGOTCT TCTAAAGGCG UGG TCATGGGT TGCAGGCAAGT
hpaB > M K P E D F R A 8 T Q0 RPVF T
CCGGGGAAGAGTATCIGAAAAGCCTGCAGGATGGTCGCGAGATCTATATCTATGGCGAGC

GGECCCCTTCTCATAGACTTT TCGGACGT CCTACCAGCGCTCTAGATATAGATACCGCTCG
6 EE Y L K 8 L QDOGRUETTYTIZTYSGER

GAGTGARAGACGTCACTACT CATCCGGCATT TCGTAATGCGGCTGCGTCTGTTGCCCAAC

CTCACTTTCTGCAGTGATGAGTAGGCCGTARAGCAT TACGCCGACGCAGACAACGGGTTG
¥V Kb VY T T HP AFRHNARAMAMSUVYARQGQTL

TGTACGACGCGCTACACAAACCGGBAGATGCAGGACTCTC TG TGC TGGAACACCGACACCG

ACATGCTGCGCGATGTGT TTGGCCT CTACGTCCTGAGAGACACGACCTTGTGGCTGTGGE
Y DAL HKU PEMT QDS L CWMHNTUDTG

GCAGCGGCGGCTATACCCATARATTCTTCOGCCTGGCGARAAGTGCCGACGACCTGCGCT

CGTCGCCGCUGATATGGGTATT TAAGAAGGCGCACCGCT TTTCACGGC TGCTGGACGCGG
€ 6 6 ¥ T HKVFF RV A K S ADUDTLTERH

ACGAACGCGATGCCATCGCTGAGT GG TCACGCCTGAGCTATGGCTGGATGGGCCGTACCC
DL L T

TGCTTGCGCTACGGTAGCGACT CACCAGTGCGGACTOGAT ACCGACCTACCCGGCATGGG
ERDATQRAMEW 3 RL £ Y G WMMOGHRTP

CAGACTACARAGCTGCTTTCGGT TGCGCAL TGGGCGGAALTCCGGGCTTTTACGGTCAGT

GTCTGATGTTTCGACGAARGCCAACGCGTGACCCGCCT TGAGGCCCGAAAATGCCAGTCA
DY XA AMAVY¥ 6 CALGEGEGCTUPOGETYGQTF

TCGAGCAGARACGCCCGT AACTGGTACACCCGTATTCAGGAAACTGGCCTCTACTTTAACC

AGCTCGTCTTGCGGGCATTGACCATGTGGGCATAAGT CCTTTGACCGGAGATGAAATTGG
E Q N A RN W VY T R X Q E T GL Y F N H

8700

8760

8820

8880

B340

8000

S060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

8660

9720

9721

3761

9841

5901

9961

10021

10081

10141

10201

10261

16321

10381

10841

10501

10561

10621

10681

10741

RCGCGATTGTTAACCCACCGATCGATCGTCATTIGCCGACCGATARAGTARARGACGTTT

TGCGCTAACAATTGGGTGGCTAGCTAGCAGT AAACGGCTGGCTATTTCATTTTCTGCAAAR
A I VN PP IDRUHELUPTIDI KTYEKEDWVY

ACATCAAGCTGGAAAAAGAGACTGACGCCGLGATTATCGT CAGCGGTGCGAAAGTGCTTG
— EMEN

TGTAGTTCGACCTTTTTCTCTGACTGCGGCCCTAATAGCMFTCGCCACGCTTTCACCAAL
1 K L EKETUDAGTITIUV S G AU KUV VA

CCACCARCTCGGCGCTGACTCACTACRACATGATTGGCT TCGGCTCGGCACAAGTAATGG

GGTGGTTGAGCCGCGACTGAGTGATGTIGTACTAACCGAAGCCGAGCCGTGTTCATTACC
T H 5 AL T HY N M I G F G S8 A Q V M G

GCGAAAACCOGGACTTCGCACTGATGTTCG T TGCGCCAATGGATGCCGATGGCGTCAAAT

CGCTTTTGGGCCTGAAGCGTGACT ACARGCAACGCGG T TACCTACGGCTACOGCAGTTTA
E N PDF A LMTPFVAPMDATDTGGV KL

TAATCTCCCGOGCCTCTTATGAGATGGTCGUGGETGCTACCGGC TCACCG TATGACTACT

ATTAGAGGGCGCGGAGAATACTCTACCAGCGCCCACGATGGCCGAGTGGCATACTGATGS
I 585 R A 5§ ¥ EMWVAGATOG S P YDYFP

CGCTCTCCAGCCGCTTCGATGAGAACGATGCGATTCTGG TGATGGATARCGTGCTGATCC

GCGAGAGGTCGGUGAAGCTACTCTTGCTACGC TAAGACCAC TACCTATTGCACGACTAGG
L 8 S RFDEMNDA AWTIULVMDWNYUYVYULTITFP

CATGGGAAARACGTGCTGCTCTACCGUGATTT TGATCGCTGCCETOGC TGGACGATGGAAG

GTACCCTTTTGCACGACGAGATGGUGC TARRAACT AGCGACCGCAGLGACCTGCTACCTTC
WENYVYLL Y RDFDURUCRERUWTMMEG

GOGGTTTCGCCCGTATGTATCCGU TGCAAGCCTGTGTGCGCCTGGCAGTGARACTCGACT

CGCCAPAGCGGGCATACATAGGCGACGT TCGGACACACGCGGACCGTCACTTTGAGCTGA
G F A RMY PL QR ACYVY RL AV KTILTDTF

TCATTACGGCACTGUTGAAAAAATCACTCGAATGTACCGGCACCCTGGAGTTCCGTGGTG

AGTAATGCCGTGACGACTTTTT TAGTGAGCTTACATGGCCGTGGGACCTCARAGGCACCAC
I T AL L KK S$ULETCT GTILUETFRGUV

TGCAGGCCGATCTOGGTGAAGTGGTGGCGTGGCGCARCACCT T CTGLGCAT TGAGTGACT

ACGTCCGGCTAGAGCCACTTCACCACCGCACCGCGT TG TGGARGACCCGTAACTCACTGA
Q AD L GE V V AWERMNTUFWATL S5 D §

CGATGTGT TCTGAAGCGACGCCGTGGGTCAACGGGGCT TATTTACCGGATCATGCOGCAC

GCTACACAAGACTTCGCTGCGGCACCCAGT TGCCCCGAAT ARATGGLCTAGTACGGLGTG
M C¢C 8 E AT P WV ¥ G A Y L PDHAMA AL

TGCAAACCTATCGCGTACTGGCACCAATGGUCTACGCGAAGATCAARAACATTATCGARC
BAIZER
ACGTTTGGATAGCGUATGACCG TG TTACCGGATGCGCTTCTAGT TTTTGTAATAGCTTG
O T ¥ RV L A PMAY A KTII KU NTITITER
GCARACGTTACCAGTGGCCTGATCTATCTCCCTTCCAGTGOCCGTGACCTGAACARTCCGE

CGTTGCAATGGTCACCGGACTAGAT AGAGGGAAGGT CACGGGLACTGGACTTGTTAGGCG
N v T 8 G L I ¥ L P § 8 A R DULNNUP Q

AGATCGACCAGTATCTGGCGRAGTATGTGCGCGGTTCGAACGGTATGGAT CACGTCCAGT

TCTAGCTGGTCATAGACCGCT TCATACACGUGCCAAGEC TTGCCATACCTAGTGCAGGTCG
I D QY L A KYVVRG S NG MM DHVV Q R

GCATCAAGATCCTCAAACTGATGTGGGATGCCATTGGCAGCGAGTTTGGTGGTCGTCACG

CGTAGTTCTAGGAGTTTGACTACACCCTACGGTAACCGTCGCTCAARCCACCAGCAGTGC
I K I L KL MWD ATITG S ETF G G RHE

AACTGTATGAAATCAACTACTCCGGTAGC CAGGATGAGATTCGCCTGCAGTGTCTGCGCT

TTGACATACTTTAGTTGATGAGGCCATCGGTCCTACTC TAAGCGGACGT CACAGACGCGG
L ¥ EINY B G S5 QD ETIUZ RTILUGQTCTULZRQ

AGGCACAAAGCTCCGGCAATATGGACAAGATGATGGCUGATGG TTGATCGCTGUCTGTCR:

TCCGTGTTTCGAGGCCGTTATACCTGTTCTACTACCGCTACCAACTAGCGACGGACAGCT
A ¢ § 8 G NMDKMMAMTYUDURTE CTLSE

AATACGACCAGARCGGCTGGACTGTGCCGCACCTGCACAACAACGACGATAT CAARCATGE

TTATGCTGGTCTTGUCGACCTGACACGECGTGGACG TG TTGTTGCTGCTATAGTTGTACG
Y D gQ N W TV P HLHVNNDUDTIMNMETL

9780

9840

9600

5560

1g0ze

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800
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RESULTADOS

801

861

921

981

041

-101

.16l

1221

Lz28l

1341

1401

1461

1521

1581

1641

1701

1761

1821

TGGATAAGCTGCTGAAATAACGCAGCAGGAGGTTAAGATGCART TAGATGAACAACGCCT

ACCTATTCGACGACTTTATTGCGTCGTCCTCCAATTCTACGT TAATCTACTTGTTGCGGA
D K L L K * hpaC M 0 L D E Q R L

GCGCTTTUGTGACGCAATGGCCAGCCTGT CGGCAGCGETARATATTATCACCACCGAGSS

CGCGARAGCACTGCGTTACCGGT CGGACAGCCGTCGCCATTTATAATAGTGGTGGCTCCC
R F RDAMAYSL S A AV NI I T T E G

CGACGCGGACAATGCGGGAT TACGGCAACGGCCGTCTTGCTCGOTCACGGATACACCACC
T RISsE T

GCTGCGCCTGTTACGCCCT ARTGCCGTTGCCGHCAGAACGAGCCAGTGCCTATGTGGTGG
D ADUNAOGL®ROGQRP S C $S$§ VTDTU®PEP

ATCGCTGATGGTGTGCATTAACGCCAACAGTGCGATGRACCCGGTTTTTCAGGGCARCGS

TRGCGACTACCACTACGTAATTGCGGTTGTCACGC TACT TGGGCCAAAAAGTCCCGTTGCC
8§ L MV €C I N AN S AMUEZPUWYVYF Q& N G

TAAGTTGTGCGTCARCGTCCTCAACCATGAGCAGGARGTGATGGCACGCCACT TEGCGGE

ATTCAACACGCAGTTGCAGGAGT IGGTACTCGTCCTTCACTACCGTGLGGTGARGCGCCC
X L ¢ vV ¥ VL N HEQEUVMOAMZRUHKEKFPEFUAGEG

CATGACAGGCATGGCOATGGAAGAGCGTTT TAGCCTCTCATGCTGGRCAAARAGGTCCGCT

GTACTIGTCCGTACCGCTACCTTCTCGCARRATCGGAGAGTACGACCGTT TTTCCAGGIGA
M T @ ®m AMEERU F 8 L $ C W g KOG P L

GGCGCAGCCCGTGCTARMAGGTTCGC TGGCCAGT CTTGAAGGTGAGAT CCGCGATGTGCA,

COGCGTCRGCCACGAT TTTCCARG CGACCEG TCAGAACT TCCACTCTAGGCGCTACACST
A Q PV L XG S LASULEGTETITERTDTVOQ

GGCAATTGGCACACATCTGGTGTATCIGGTGGAGATTAARAACATCATCCTCAGTGCAGA

COGTTAACCGTGTGTAGACCACATAGACCACCTCTAATTTTTGTAGTAGGAGTCACGTCT
A I & T HL VYV ¥ L V ETIKWM¥NTITIIL S AE

AGGTCACGGACTTATCTACTTTAARCGCCGT TTCCATCCGGTGATGCTGGARATGGAAGC

TCCAGTGCCTGAATAGATGARAT TTGCGGCAAAGG TAGGCCACTACGACCTTTACCTTCG
G H 6 L I ¥ F KRRVFHEPVVMILEM E R

TGCGATTTAAGCTCCAGLCCCT TCACGCAT TCGTCGAAGGGGCATTTTTATTGTGATCTC

ACGCTARATTCGAGG TCGGGEARGTGCGTARGCAGC TTCCCCGTARRAATAACACTAGRG
A I +

AATCACATATCCACCCGATGAATARTTCTIGCCCAACCETCACCGCCAT TCCTGACTGCT

TTAGTGTATAGGTGOGCTACT TATTAAGAACGGGT IGGCAGTGGCGETAAGGACTGGCGA

TACATCCCTAAARTAACCACTCAGTTATTTACCTTACT T TACGCGCGCGTATCTCTGGCA

ATGTAGGGATTTTAT TGGTGAGTCAATARATGGAATGAAATGCGCGUGCATAGAGACCGT

ACATCACTGCAGGATAGCGGTCAATTTACCTCCTCARACACAACGCARACCTAGAACGGE

TGTAGTGACGTCCTATCGCCAGTTAAATGGAGGAGT TTGTGTTGCGTTTGGATCT IGCCG

TTCGGCCTATGATTAACAAAT TACTCTATGGAT T TTGGT T TGO CAGGAAGGCAGCARGTG
D ™ v

AAGCCGGATACTAATTGTT TAATGAGATACCT ARARCCAAACCGTCCTTCCGTCGTTCAC

AGTGAATCCCCGGGAGCTTGCAACAGT ARGTGACAGGGGTGAACGAACGCAGCTGCCGTA

TCACTTAGGGGCCCTCGAACGT TG TCATTCACTGTCCCCACT TGCTTGCGTCGACGGOGT

CCTGTARGCCAARAGACGACGAGTARARTGCCAGGTTTTACTATGGATACGARAAAACTA

GGACATTUGGTTTTCIGCTGCTCATTT TACGG TCCARAATGATACCTATECTTTTTTGAT
ORF12 5 M P G F T M D T K XK L

TTCARGCACATACCCTGGGTGAT TCTCGGAAT CATCGGTGCAT TCTGOC TCGEGGTAGTT

ARGTTCGTGTATGGGACCCACTAAGAGCLT TAGT AGCCACGTAAGACGGAGCGCCATCAR
F KHIUPWV I LG I I GAT FTCLAUWUV

GCATTACGTCGGGGGGAGCACGTCAGCGCCC TG TGGAT CGTGGTCGCCTCTGTGTCOOTG

CGTAATGCASCCCCCCTOGTGCAGTCGCGGGACACCTAGCATCAGOGGAGACACAGCCAC
A L RRGEH VYV 5 ALWIUVVVATZSYSV

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

1li460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

116880

11881

11943

12001

12061

12121

12181

12241

12301

12361

12421

12481

12541

12601

12661

12721

12781

12841

12901

TATCTGGTGGCGTAT CGUTACTACAGTTTGTAT ATUGCCCAGARGG TGATGARRCTCGAC
R 4 .

ATAGACCACCGCATAGCGATGATGTCARMACATATAGCGGGTCTTCCACTACTTTGAGCTG
¥ L v A Y RUY Y § L ¥ I AGQUEXKUVVMEKTLD

CCCACGUGCGCGACGCCTGCGGT TAT TAACARCGACGGT CTGAAC TACGT TCCGACCAAL

GGGTGECGLECGCTGCGGATGCCAATAAT TGTTGCTGCCAGACT TGATGCAAGGCTIGGT TG
P T R ATUPOAMVY I NNDOGILWNUY Y PTUPN

CGTTACGTGTTGTTTGGT CACCACT TCGUCGCTATCGCUGGTGCTGG TCOGTTGETTGET

GCAATGCACAACARACCAGTGGTGAAGUGGCGAT AGUGGCCACGACCAGGCGACCAACCA
R ¥ v L F G HHF A A I A GAOGUP LV G

CCGETTCTCGCCGCGCAGATGGGCATCCTACC TGGCACGC TG TGECTGCTGECGGCEGTA

GGCCAAGAGCGGCGCGTCTACCCGTAGGATGRACCGTGCGACACCGACGACCGCCCCCAT
P VL AAQM G IULUPGTLWILULATGV

GTACTGGCCGGTGOGGT TCAGGACT T TATGGTGCIGT TTATCTCCTCTCGCCGTAACGGA

CATGACCGGCCACGCCAAGTCCTGARATACCACGACARATAGAGGARCAGCGGCATTGCCT
VL A GAVYVY QD F MV L F I & §8 REDNXNG

CCATCTCTCGGTGAGATGAT CARAGARGAGATGGGACCACTACCGGGGACTATCGCGCTG

GGTAGAGAGCCACTCTACTAGT TTCT TCTCTACCCTGGTGATHECCCCTGATAGCGCGAL
P 8 L 66 EM I KETFEMGT?PTUL P GT I ATL

TTTGGCTGTTTCTTAATCATGATCAT CATCCTCGCCGTCCTGGCGCTGATTGTGGTTAAA

ARACCORCRARGARTTAGTAC T AGTAGTAGG AGCGGCAGGACCGCGACTAACACCAATTT
F & ¢ FLIMTITITITULATYVYILALTIV VT YLK

GCCCTGGLCGAARGT CCGTGGGGTGTCTTCACCGTT TG TCAACCGTACCGATTGCGCTG

CGGGACTGGCTTICAGGCACCCCACAGAAG TGGCAAACGAGT TGGCATGGCTAACGCGAC
A L AE S P W&V FTVC STV P IATL

TTTATGGGTATCTACATGCGCTTTATCCG T CCGGGGCGTGTGGGTGAAGTCTCTGTCATT

ARATACCCATAGATGTACGCGAAAT AGGCACGCCCOGCACACCCACTTCAGAGACAGT AR
F M GI Y M RFIRUPGERUYGET YVS VI

GGTATCGTGCTGCTGGTTGCCTC TATC TACT TCGLTGGCGTGATTGC TCACGATCCGTAL
T FRIRET

CCATAGCACGACGACCAACGGAGAT AGATSAAGCCACCGCACTAACGAGTGETAGGCATG
& I v L L v a s§ I ¥ F 6 6 V I 2 HUDUPY

TGGGGTCCGGCACTCACCTTTAAAGACACCACCATTACCT TCGCGCTGAT TGGCTATGCG

ACCCCAGGCCGTGACTGGAAATTTCTGTGGTGGTAATGGAAGCGCGAC T AACCGATACGC
W 6 P ALTF FKDTTTITT FALTISGTYa

TTTGTTTCCGCACTECIGCCGGTGTGGCTGATCCTCGCACCGLGUGACTATCTGGCAACT

AARACAAAGGCGTGACGACGECCAC ACCGAC TAGGAGCGTGGCGCGCTGATAGACCGTTGG
F V 8 AL L ?» VWYL TITLAPRUDYTLAT

TTCCTGAARATCOGCGTTAT CETCGGCCTGGCECTGGGTATUGTGGTGC TGARCCCGGAR

AAGGACTTTTAGCCGCAATAGCAGCCCCACCGCGACCCATAGCACCACGACTTGGGCCTT
FLKIGTYVYIUYVYG6ILAMLGSGTITV V LNZPE

CIGAAAATGCCTGCEATCACCCAGTACATTGACGG TACTGGCCCGCTGTGGAAAGGCECT

22RA
GACTTTTACGGACGCTACTGGGTCATGTAACTGCCATGACCGGGCGACACCTTTCCGOGA
M T @ ¥ I DG T G P L W KOG A

CIGTTCCCGTTCCTGTTCATCACCAT CGCCTGTGGTGCGETATCTIGGCTTCCACGCGETG

GACAAGGGCARGGACAAGT AGTGGT AGCGGACACCACGCCAT AGACCGARGGTGCGCGAC
L P #P F L F I TIACGA AV S GFHAL

ATCTCTTCOGGTACGACGCCAAAACTGCTGGCTAACGARACCGACGCGUGTTTCATTGGS

TAGAGAAGGCCATGCTCCGGTT TIGACGACCCGAT TECT T TGGC TGCGOGI ARG TAACCG
I 8 8 GT T PKIULULANKZETDA ARTEFTIG®G

TACGGCGCRATGCTGATGGAGTCCTTOGTGGUGAT TATGGCGCTGGT TGCAGCGTOCATC

ATGCCGOGTTACGACTACCTCAGGAAGCACCECTAAT ACCGUGACCARCGTUGLAGGTAG
¥ G A M LME S F V A I M ALV A A 8 I

ATCGAACCGGGTCTTTACT TCGCGATGAATACCCCGCCTGETGGCCTTGGCATCACCATG

TAGCTTGGCCCAGARATGAAGCGCTACT TATGGGGCGEACGAL CGGARCCG T AGTGGTAC
I E P ¢ L Y F AMDNTUDPUPAGULUGTITM
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12600
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12780

128490
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12960
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361

Jjz21

081

111

201

261

321

sl

441

501

561

Bzl

1681

1741

1801

igel

3921

31981

CCTARCCTGCATGARATGGGTGGCGAGAACGCGCUGAT CATCATGGCGCAGCTGARAGAC

13020
GGATTGGACGTACTTTACCCACCGCTCT IGCGCGGCTAGTAGTACCGCGTCGACTTTCTS
P L HEM G GG EWN AP I IMAMMGQQLIEKTD

GTTACCGCACACGCGCAGACCETCACCTCCTCGGGCTTCGTGATTTCGCCAGAGCAGATC

13080
CAATGGCGTGTGCGCGTCTGECAGTGGAGGACCCOGAAGCACTAARGCGGTCTCGTCTAG
Y ¥ A H A QT VT S WG F VvV I s PEAQGQTI

CTGCAAACCGUGAAAGACATTGGTGAGCCTTCTGTCCTGARCCGTGUAGSTGGTGCGLCA
13140

GACGTTTGGCGCTTTCTG TARCCACT CGGARGACAGGACTTGGCACGTCCACCATGCGGT

L QT A KD IGEU PSSV LUHNRAGG GAP

ACGCTGGCGGTAGGTATCGCTCACGTGT TCCACAAAGTGCTGCCAGTGGCTGACATGGEC

13200
TGCGACCGICATCCAT AGUGAGTGCACAAGGTGT TT CACGACGGTCACCGACTGTACCCG
T L AV G I A HV F HKUYTULUPVATDMSEG

TTCTGGTATCACT TCGGTATTCTGT TCOARGCCCTGTTCATCCTGALOGEGLTGGATGCG

13260
ARGACCATAGTGAAGCCATAAGACARGCTTCGGGACAASTAGGACTGGCGCGACCTACGE
F W Y HF G I L FEALTFTIULTMAILTUDRA

GGTACTCGTTCTGCCCGCTTTATGCTGCAAGACCTGCTGGETAACTTCATCCCGTTCCTG
ks 13320

CCATGAGCAAGACGGGCGARATACGACGT TCTGGACGACCCAT TGAAGTAGGGCARGGAC

G T R $ ARFMULOGOQDTILILGNTFTIUPTETL

AAMRAARACCGACTCTCTGGT TGCCCGTATCATCGETACTGUGGGCTGTGTGGGTCTGTGG

13380
TTTTTTTCCCTGAGAGACCAACGGCCATAGTAGCCATGACGCCCGACATALCCAGACACC
K KTD S LV AGITIGTATGT CVGTUL W

GGCTACCTGCTGTATCAGGGUGTGGTCGATCCGUTGGGUGLGT TAAGAGCCTGTGGCCGE

13440
CCGATGGACGACATAGTCCCGCACCAGCTAGGCGACCCGUGCAATTCTCGGACACCGGCG
G ¥ L L ¥ Q 6V VD PILGATLUZRACGHKR

TGTTCGGTATTTCCAACCAGATGCTGGCAGCCGTAGCGCTGGTACTGGGCACCETTGTGE

13500
ACARAGCCATAAAGGTTGGTCTACGACCGTCGGCAT CGCGACCATGACCCGTIGGCAACACG
cC 8 v F P TR CW Q2 P *

ORF13 » M L A A V A L ¥V L 6 T V ¥V L

TGATTAAGATGAAGCGCACCCAATACATCTGGGTAACTGTTGTTCCGGCTGTATGGCTGE
13560

ACTAATTCTACTTCGCGTGGGTTATGTAGACCCAT TGACAACAAGGUCGACAT ACCGACG

I KM KR T Q Y I W YV T V V P AV W L L

TTATCTGCACCACCTGGEGCGCTGEGTCTGARACTGT TCAGCACCAACCCGCASATGGAAG
13620

AATAGACGTGGTGGACCCGEGACCCAGACT TTGACARGTCGTGGT TGGGCGTCTACCTTC

¥@ ¢ I T ¥ AL GL KULZF 811U NUPQMEG

GCTTCTTCTACATGGCAAAGUAGT ACARAGAGAAGAT TGCTAACGGTACTGACTCTGACGG
I o 1] R
136860
CGAAGAAGATGTACCGTTTCGTCATGTTTCTCTTCTAACGATTGCCATGACTGGACTGET
F F Y M A K QY KEUZKIANUGTUDILT A

CGCACGAGAT TGCCAACATGAACCACATCGT TGTGAACAAC TACACCAACGCGGGCCTGA
13740

GCGTGCTCTAACGGTTGTACT TGGTGTAGCAACACTTGT TGATGTGGTTGCGCCCGGACT

HE I AN M®NUBHTIUWWVUYVYNNZUYTNATGIUL 8

GTATTCTGTTCCTGATTGTGGTGTACAGCATCATCTTCTACGGTTTCAARACCTGGCTTG
13800

CATAAGACAAGGACTARCACCACATGTCGTAGTAGARGATGCCAAAGT TTTGGACCGAAC

I L FLIVV Y 5 I I TF Y G F XK TWULA

CGGTGCGTAACAGCGACAARCGTACTGACAAAGAAACACCGTACGTTCCAATCCCGGARG
13860

GCCACGCATTGTCGCTETTTGCATGACTGTTTCT TTGTGGCATGCAAGG T TAGGGCCTTC

VRN S DKZERTDI KETT®PY V P IPEG

GCGGCGTGAMGATCTCTTCGCACCACTAACCGTATTTAGCCCCGCT TCGGLGEGGCTTTG
-
13520
CGCCGCACT TCTAGAGAAGUGTGGTGATTGGCATAAAT CGGGGLGARGLCGCCCCGAAAC
G VvV K I §8 8 HH *

TTCTTATCAGAGTGAACTATGT T TGGTAACTTAGGACAGGCAAAAAAMATATCTCGCCCAG
13980
AAGAATAGTCTCACTTGATACAAACCATTGAATCCTGTCCGTTTTTTTATAGAGCGGGTC

GUGGCGAAGATGT TGATTGGCAT TCCAGRCTATGACAACTACGTCGAGCATATGAAGACC
1404¢
CGCOGCTTCTACARCTAACCGTAAGGTUTGATACTGTTGATGCAGCTCGTATACTTCTGG

14041

13101

14161

14221

11281

14341

14401

14461

14521

14581

14441

14701

14761

11821

14881

14941

15001

AACCATCCCGACARGCCGTACATGAGCTATGAAGAATTCT TCOGUGAACGLCAGARCGCA

TTGGTAGGECTGTTUGGCATGTACTCGATACT TCTTAAGAAGGCGCTTGOGGTCTTGCGT
ORF14 » M K ¥ 8§ S A N A R T H

CGCTACGGCGGCGATCETAAAGGCEGTATGCGCTGT TG T TAATGGAGAGAGCATGAACCT

GEGATGCCGCCGCTACCAT TTCCGCCATACGCGACAACAAT TACCTCTCTCGTACTTGGE
A T A AM VYV KAV C AV VYV ¥ GE S MUNEP

GATTGCAGTTACCCTACTCACCGGT TTT TTAGGCGCGGGCAAAACCACCCTGCTGCGCCA

CTAACGTCAATGGGATGAGTGGCCAAAAAATCCGCGCCUGTTT TGGTGGGACGACGCGGT
I AV T LULLWTGPFULGATOGE KTTULILZRH

TATTCTTAATGAACAACACGGCTACAAGAT TGCCGTGAT TEAAMACGAATTCGGCGAAGT

ATAAGAATTACTTGTTGTGCCGATGTTCTAACGGCACTAACTTTTGCTTARGCCGCTTCA
I LNEUGQHTGCYKTIA AWV IZENETFTGEYV

CTCCGTTGATGATCAATTGATTGGTGAT CGCGCAACGCAGAT CAAAACGCTGACCAACGS

GAGGCAACTACTAGTTAACTAACCACTAGCGCGT TGOGTCTAGTTTTGCGACTGETTGCL
€ VD DQLI GDRATGETIIZ KTTULTHNG

CTGCATCTGCTGTTCGOGC TCCANOGAGCT GOAGGACCCGCTACTCGACCTGCTGGATAR
PAT1SC

GACGTAGACGACAAGCGCGAGGT TGCTCGACCTCCTGCGUGATGAGC TGGACGACCTATT

€Cc I ¢ € S8 R S NEILEDATLTLDTLTLUDFH

TCTCGACARAGGGCAATATTCAGT TCGATCGTCTGG T CATTGAATGCACCGGCATGGCCGA

AGAGCTGTTCCCGT TATARGT CRAGTTAGCAGACCAGTAACT TACGTGGCCGTACCGGCT
LD K66 NIQTFDRTILUYVTIET CTGMATUD

TCCTGGCCOGATTATTCAAACCTTTTTCTCCCATGAGAT TTTATGCCAGCGCTACCTGCT

AGGACCGGGCTAATAAGT TTGGAAAAAGAGGGTACT CTAARATACGGTCGCGATGGACGA
P G P I I Q TV FUF S HZETIIULTCGgHRYTLL

GGACGGOGTGATTGCGCTGGTGGATGCGGTACATGCCGATGAGCAGATGAACCGATTCAC
CCTGCCGCACTAACGCGACCACCTACGCCATGTACGGCTACTCGTCTACT?EEETAAGTG
D 6V I ALV DAMVYHADEUGRMMNZERET
CATCGCCCAGTCCCAGGTGGCTACGCCCGACCGTAT TCTGCTGAC TAAAACCGACGTCGT

GTAGCGGGTCAGGGTCCACCGATGOGGGCTGELATARGACGACTGATTTTGGCTGUAGCG
I A Q 8 Q VA TUPDURTIIULTIULTEKTDV A

AGGCGAAGCAGARAAACTGCGTCAACGCCTGGOGCGCAT CAACGCCOGTGCACCGGTCTA

TCCGCTTCGTCTTTTTGACGCAGTTGCGGACCGCGCGTAGT TGCGGGCACGTGGCCAGAT
G E A E KLRUQ®RTILAMRTIWNWARLAPUVY

CACCGTCACCCACGGCGACATCGACCTGGGCCTGCTGTTCAACACCARCGGTTTTATGCT

GTGGCAGTGGGTGCCGETGTAGC TGGACCCGGACGACAAGT TGTGGTTGCCAARATACGA
T ¥ TH GD I DPLGLILVFYF¥ NTWNGT FEFHKL

CCAAGAARACGTUGTCAGCACCARACCGCGTTTCCACT TTATCGCGGAT ARACAAAACGA

GGTTCTTTTGCAGCAGTCGTGETT TGGCGUARAGGTGARATAGCGCCTATTTGTTTITGCT
Q E NV V 38 TKZPRT FHTF FTIADIKUGNTD

TATTTCGTCGATTGTGGTGGAACTGGAT TACCCGGTAGATATCAGCGARGTTTCCCGGET
PAILAC
ATARAGCAGCTAACACCACCTTGACCTAATGGGCCATCTATAGTCGCTTCAARGGGCCCA
I 8 8 I vV ETLUPDYUP?P VDI V-5 RV
GATGGAARACCTGCTGUTGGAATCGGCGGATARRCTGCTGCGTTACAAAGGGATGCTGTG

CTACCTTTTGGACGACGACCTTAGCCGUCTAT TTGACGACGCAATGTTTCCCTACGACAC
M E N L L L E S5 ADI KULTLRYZXKGMHMLUVW

GGTTGACGGCGAACCTAACCGUCTGCTGTTCCAGGGCGTCCAGUGCCTCTACAGCGLCGA

CCAACTGCCGCT TGGAT TGGCGGACGACAAGG TCCUGCAGGT CGUGGAGATGTCGCGGCT
vV DS EPNUERILLTFOQOGYVY Q RL Y 8 ATD

CTGGGACAGGCCATGGGGUGATGARACACCGCATAGCACGATGGTGTTTATCCGGATTCA

GACCCTGTCCGGTACCCCGCTACT TTGTGGCGTAT CGTGCTACCACAAATAGGCCTARGT
Wb RUP W GDETUDPH ST MUV FIRTIZQQ
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14640

14700

14760

14820

14880

14910

15000
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161

izl
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301

361
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541
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3781

3841

3901

3961

8021

6081

GTTGCCGGAGGATGAGATTUGGGCEGCETTTGCGGEACT CARAAAAGTAACCAGCCCTCCA

CAACGGCCTCCTACTCTARGCCCGCCGCAARUGCCCTGAGT TTTTCAT TGGTCGGGAGET
L P ED EIRAATFASG L KK

ACATCACAATACCTGAGACTTTATCACCCTCATAT TCCTCCAGAATATGAGGGETTTCGG

TGTAGTGTTATGGACTCTGAAATAGTGGGAGTATAAGGAGGTCTTATACTCCCGARRGCC

GCTTAATTATCTCTGAACGTGCAACACT TCCTGCGACTCCTTATGCGCCTCCACATCCTG

CGAATTAATAGAGACTTGCACGTTGTGAAGGACGC TGAGGAATACGCGGAGGTGTAGGAC
*" R Q VHLVE G Q@SEUEKHAEREUWVYTDQ

CTTCGTTAACCAGAGCGACTTACGGCCAAAAT T TTCGTACATTTTCAGCTGATCTTCATA

GARMGCAATTGGTCTCGUTGAATGCCGGT TTTARAAGCATGTARAAGTCGACTAGAAGTAT
K T LWL 8 KRG F NETYMEKTLAGQTDEY

GTGCTTATCAACTGTTCCATCGGGAGCAAT AAACCCACTCTGACCGGGTGUGACCACATC

CACGAATAGT TGACAAGGTAGCCCTCGTTATT TGGGTGAGACTGGCCCACGCTGGTGTAG
H KDV T D PATITF G S Q G P AV VD

CCAGGCRAGCACAGGATGATCGCTTGTCGTTGGTGAGAARACAATCATATCGTTTTCTGT

GGTCCGTTCGTGTCCTGC TAGCGAACAGCAACCACTCTTTTGTTAGTATAGCARAAGACA
WALV P RD ST TP S F VI MDMNET

TCCACGGTTTTGATACTCCGCCTGATGACGCGTTTCTTCCGUTGCGGCCTGCGETACACC

AGGTGCCAAAACTATGAGGCGGACTACTGCGCAAMGAAGGCGACGUCGGACGCCATGTGG
G RN g Y EAOQHURTEEWAWAWAQZPV G

AAAGARATTATTTGCCCGGARCGTTAAGGCCATTGCAGGTGTTTTCCAGTTACTCACATT

TTTCTTTRATAAACGGGCCT TGCAAT TCOGGTAACGTCCACAAAAGGTCAATGAGTGTAA
F F N ¥ ARFTULAMAPTXUWDNS§ VN

ATTGCCATAGCGTTTGGARAGAGTCTCCCAGGTATCTICCAGCGCAGCCAACACAACCTC

TAACGGTATCGCAAACCTTTCT CAGAGGGTCCATAGARGG TCUGCGTCGGT TG TG T TGGAG
H ¢ ¥ R K 8 L T EW T D EULAAMAMTLV V E

CIGCTGIGGTTTCCCAGCAAACAGAT CRACCGCCTGTOGGATTGGTGATTTGTCTCLCTG

GACGACACCAAAGGGTCGT TTGTCTAGT TGLCGGACACCCTAACCACTAAACAGAGGGAC
¢ ¢ P K G A F LDV AQPTIZPSEKDSGOQQ

CACCGCCTCATACAAAATTTTTGCT CCAACACTTATATTCAGCGARCCAGT TGGGCCGTC

GTGGCGGAGTATCTTI TAAAAACGAGGT TGTGAATATARGTCGCTTGGTCARCCCGGCAG
¥ A E Y L I K A GY 8§ IU HUL S G TUPGTD

CIGGGTTGTTTCETASCCACTGGCGCTGTACCACTTATCARATGGCATAGGTACGGCAGT

GACCCAACAAAGUATCGGTGACCGUGACATGGTGAATAGT TTACCGTATCCATGCUGTCG
g T T E ¥ G 8 A S ¥ W KD FPMPV A A

CACTACGGTACGCTTCAACATACTGSTCAGCCAAACGTTCAGGATGGCAGAGCCTGGLTG

GTGATGCCATGUGAAGT TGTATGACCAGTCGGT T TGLAAGTCCTACCGTCTCGGACCGAC
vV ¥V I R KL M S T LWV NLTIASGTU?EPQ

CTGCCAGGTTTTACCATCATCATTAAGCAMAT TGATGCCATCCCAACGTGTTAATGTTTC

GACGGTCCAAAATGGTAGTAGTAATTCGTTTAACTACGGTAGGGT TGCACAAT TACARAG
Q W T X 6D DNILILWNTIGDWRTULTE

TACCAACTGACGACGCGGATCGCTCTGTGTCARACCAGATGTCGCTGCTTGCAGAGTAGG

ATGGTTGACTGCTGCGCCTAGCGAGACACAGTTTGGTCTACAGCGACGAACGTCTCATCC
vV L Q RR P D S 0 TIL G S TAAGQLTTP

TAAAAAPAGCCTCAGGTTAAGATCCTGACGACTGGT TTGGCGAATAACATCCCATGCCTG

ATTTTTTTCGGAGTCCAATTCTAGGACTGCTGACCAARCCGCTTATTGTAGGGTACGGAT
L FLERLUNUILDOGOQCRSTQQRTIUYVDWAGQ

ATCAGCAGT TAAGLGTGGCTTTTGCTCAAGCAGTCGGTCGAT CTCCGTAACGLGATCTGE

TAGTCGTCAATTCGCACCCARAACGAGT TCGTCAGCCAGU TAGAGGCATTGCGCTAGACG
D AT LRUPIEKOGQQETULUL RDTITETWVRTDA

ACCACCCCACAAAAAGGCAAACAGATCTGAAGCGGGATAAT CTT T T TGGGGAGAATTGTT

TGETGGGETGTTTTTCCGTTTGTCTAGACTTCGCCCTAT TAGARAARCCCCTCT TAACAA
& 6 WL FAVFULTDSAZPZYDI K G QZ®PSDNN

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

1614¢

16141

16201

16261

16321

16381

16441

16501

16561

16621

16681

16741

16801

16861

16921

16981

17041

17101

17161

CCAGTTAGCAATATATCCCGACTGGGGGTTATACACCTTAGGGT TCATTTCARAAGGCAA

GGTCAATCGTTATATAGGGCTGACCCCCAAT ATGTGEAAT CCCARGTAARGTTTTCCGTT
W ¥ A I ¥ 5§ @ PN Y VXK P NMETFU?PL

TAGCCCTTTCCAGTCCCATTTTCCCGT ACCAGGAACGGGTAATCGCGGATCATGGCCTGA

ATCGGGAAAGGTCAGGGTAAAAGGGCATGETCCT TGCCCAT TAGCGCCTAGTACCGGACT
L @& KWDWXGETGP YV PFLURUPDHG S

TTGACGATCTGGATAAGCACCAGTATGAACATAACCAATATTGCCGTTTACATCAGCATA

AARCTGCTAGACCTAT TCGTGGTCATACT TGTATTGGT TATAACGGCARRTGTAGTCGTAT
Q RD P Y A GT HVV Y G I NG NV D AY

GTACCAGTTGATGGTCAGTGCTTGTTTCGCTGCCTGCTGTGTCCACTCCTGCCAATTTTT

CATGGTCAACTACCAGTCACGAACARAGCGACGGACGACACAGGTGAGGACGGT TARARA
Y W N I T L A QKW AU ADQDUGQTWE Qg WNHNK

GGCCTTCATCIGATGAGTCCAGGCCAGCAAAGACGLCACCTCTTTACCATCCCATGCGCG

COGGAAGTAGACTACTCAGGTCOGGTOGT T TCTGCGGTGGAGAAATGG TAGGGTACGTGT
A KM Q HT W AULULS AV EKGDUW AR

GGATTTAGCGTAAGCCGTTTGTGTCGTC TGS TCAGT TTGGAGAATGT TGCCATGCACCGT

CCTAAATCGCATTCGGCARACACAGCAGACCAGTCAAACCTCTTACAACGGTACGTGGCA
§ KA Y AT QTTSGQDTOQLTIWNKSGHUVWVT

ACGCCAGACAGTAMAGGTCTCTGCCTGACCAT TTTTCACCGTAATGGTTTCCTCACGGCT

TGCGGTCTGTCATTTCCAGAGACGGACTGG TARAAAGTGGCATTACCAAAGGAGTGCCGA
R WV T T FFTEAQGWNIKVTITETETRS

TAACATTTTCACCCACTTACCAT TATGCAAGTAGTAGCCTGGTTTCTCTGCCGACAGLCG

ATTGTAAMAGTGGGTGAATGGTAATACGT TCAT CATCGGACCARAGAGACGGCTGTCGGE
L M K VW K G N HULY Y G P KEWAJZSTLR

TTCAGCAAARATATCGACATCATCCCCCAAACCTGCCG T TGATCCCCAGGARATCACACT

AAGTCGTTTTTATAGCTGTAGTAGCGGCT TTGGACGGCARCTAGGGGTCCTTTAGTGTGG
E A F I DV DDGTZ FGAT S G W 5 I VG

ATTATGACCAAARACCAGCCCAGGATAGGCAMATGGTCTATTGUCAGTGACATCATAACC

TAATACTGGTTTTTGGTCGGGTCCTATCCGT TTACCACATARCGGTCACTGTAGTATTGG
H HG6e6 F VLGP Y ATFUPTWNGTUWVDYG

AGCACCGTGCAGACCAATACCATAAGTAT ACGUAGGCGUATACCAGCCARRCTGUGGACT

TCGTGGCACGTCTGGTTATGGTATTCATATGCGTCCGCGTATGGTCGGTTTGACGCCTGE
A G HL G I G Y T ¥ A P AY W G F Q P G

ATTTACCATGATTGCTTTCGCATCCTGGGCT T TGCTTTTGCCGATAACCCACATATTGCT

TAAATGGTACTAACGARAGCGTAGGACCCGAAACGAAAACGGCTATTGGGTGTATAACGA
N v M I A K A DR A K S K G I V WMNUNE S

GGTCGTTGGATACCCOGCCAGACCAT TGGCACCACCCTGTGCAAAT TGTGCAACAATAGT

CCAGCAACCTATGGGGOGGTCTGGTARCCGTGETGGGACACGTTTARCACGTTGTTATCA
T T P Y 6 A L G N A G G Q A F Q AV I T

TTCCCGGTTCTTCCCTGCTGT TARCGCCAGCAGTGOGCCATCCGCCCCTTTTGCTGGTCG

AAGGGCCAAGAAGGGACGACAAT TGCGGTCGTCACGCGG TAGGOGGGEGARAACGACCAGC
E RN K G ATTILAULTULWAGT DA ATGI KAUPR

GTCAAGCATTGGTGCAGGTAAATCGTAGCGTGGCARCAGAGCTGCTGTTTGCGAGTTTTG

CAGTTCGTARCCACGTCCATTTAGCATCGCACCGTTGTCTCGACGACAARCGCTCAAANLC
D LM P APTILTUDTYRU®PLLAUATGQSE NQ

CTGATTARATTTAAGTGGGTAGTTACT CTCTTGTACGGCAATAGTGGTTGGOGCTGATGG

GACTAATTTAAATTCACCCATCAATGAGAGAACATGCCGTTAT CACCAACCGCGACTACC
¢ N F KL P ¥ N 5 E Q V A I T T PASP

GTTTACCAGCCATTTCAACTGATTAAATACCGCCATGCCT TGTGATACACCATATTTATC

CAAATGGTCGGTARAGT TGACTAATTTATGGCGGTACGGARCACTATGTGGTATARATAG
N VvV L. W KL @ FKF V A MGG S V G Y KD

TTTTAAAGCCGTTAGCAGTGCCAGATTATCAATT TCGCTAGTGCTATCAGAGAAGCGGTT

AAAATTTCGGCAATCGTCACGGTCTAATAGT TARAAGCGATCACGATAGTCTCTTCGCCAR
KL ATILULALWMNDTZE ST s D S F RN

16200

18260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

15680

16740

15800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220
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RESULTADOS

1221

7281

7341

7401

7161

TGCCATGGTGCCCACARATATCATCGCGACATCAAACGGTTCCCAGCGCT TAGGAGTAAA

ACGGTACCACGGGTGTTTATAGTAGUGC TG TAGT T TGCCAAGGGT CGCGAATCCTCATTT
A M T G V F I M AV DTF P EJWRIEKTPTITF

GCCARATGTATTAAACTGTTTTGGT AAGAGCGTCTCTGGAT TGGTATTTACCTTATCAAT

CGETTTACATAAT T TGACAAAACCAT TCTCGCAGAGACC TAACCATAARTGGAATAGT TA
G F T ¥ F ¢ XK P L L T EP XN TNV KDTI

CCAGGCATTCATTCCATCAGCG TAGCCTTGCAGAATGGACAT AT CCTCTGGGGAAAGGGC

GGTCCGTAAGTAAGGTAGTCGCAT CGEAACGTCTTACCTGTATAGGAGACCCCTTTCCCG
W A NM GD A Y G QL I 5 M DEFP S L A

AGCARTTTGCGCCCGGATAGCATCCGGCCASTAGT TACGACGGATATCTTTATCARATTT

TCGTTARACGCGGGCCTATCGTAGGCCGGTCATCAATGCTGCCTATAGARATAGTTTARA
A I Q AR I ADUPW Y NUERTBRTIDIEKTDTFK

17280

17310

17400

17460

17521

17581

17611

177101

CATCTGARRARGGCGATCTTGTGCTACTACATAGCCATAGCCATAARATAGGTGCCATGT

GTAGACTTTTTCCGCTAGAACACGATGATGTATCGGTATCGGTAT TTTATCCACGGTACA
M @ F L RD g AV V ¥ G Y 6 ¥ F L HW T

ATCATTGGCATARATATGCGGCATGCCGTATTCATCGCGAACAATCTTTATCTCACTTGA

TAGTAACCGTAT T TATACGCCGTACGGCART AAG TAGCGC TTG T TAGAAAT AGAG TGARACT
D N A Y I H P M G Y E DRV I KIE 8 8

CGACTGCTCAGCCAGTGUAGGTAAGCTCCAATAATACAT CAGGGAAGCAGTAACACAGTT

GCTGACGAGTCGGTCACGTCCATTCGAGGTTATTATGTAGTCCCTTCGTCATTGTGTCAA
5 Q E AL A P L 8 W ¥ ¥ M L 85 ATV C R

CACGATCATACGATTTCTATTTTTCATTGTATCCTCTGGCAGGTGTATAAT TAGCGAATT

GTGCTAGTATGCTAAAGAT ARAARGT AACATAGGAGACCGTCCACATATTAATCGCTTAA
vV I M R N R R K M« pac

CACAAAATCTTTGCCARGCACTTCCGUGACAGTCCCT TGAGTACTGCGACGTGCCATTTC
17529

GATACTAGCAACGAAGCTT
17761

GIGTTTTAGARACGGTTCGTGAAGGCGCTGTCAGGGAACT CATGACGCTGCACGGTARAG CTATGATCGTTGCTTCGAA

¥ F D K 6 L v E A VY T G 0T § RERAME

Figura 23. Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de los genes y enzimas que componen la
ruta catabélica del 4-HPA. En la figura estd indicada la secuencia de nucledtidos de los genes de
laruta del 4-HPA asi como la secuencia de aminodcidos de sus  productos: ApaR  (represor
del operon meta); hpaG  (5-oxo-pent-3-en-1,2,5-tricarboxilato (OPET)/2-hidroxi-hept-2,4-dien-
1,7-dicato (HHDD) descarboxilasa/isomerasa), hpaE, (S-carboximetil-2-hidroxi-mucénico
semialdehido (CHMS) deshidrogenasa); ipaD (homoprotocatecuato (HPC) dioxigenasa); hpalF (5-
carboximetil-2-hidroximuconato (CHM) isomerasa), hpaH (2-oxo-hept-3-en-1,7-dioato (OHED)
hidratasa); Apal (2,4-dihidroxi-hept-2-en-1,7-dioato (HHED) aldolasa); ApaX (codifica para una
proteina perteneciente a la superfamilia de transportadores transmembranales); Apad (regulador del
operén hpaBC); hpaB (componente de la 4-HPA-hidroxilasa), ApaC (proteina cooperadora de la 4-
HPA-hidroxilasa). También esta indicada la secuencia de nucledtidos de los genes situados en las
regiones flanqueantes al cluster: rsr (codifica para la proteina quimiorreceptora de serina); ORFs 12,
13 y 14 (codifican para proteinas de funcion desconocida); pac (codifica para la penicilina G acilasa).
En la figura aparece subrayada la secuencia correspondiente a los primers utilizados en la
secuenciacion: 3232A, 32RA, 333A, HIDROPRO, 038B-S, OB1A-1 OB2A-H, OB2B3-9, OB2K3 y
5, OB41-7, OB61-5, OD61-3, ORIA-F, PACEN, PAJI9A-B, PAJIOAC, PAJ25R PAJ26D,
PAJ32B PAJ32T,PAJ33B, PAJ3G6R.PAI37A-C, PAJ3RA. También esta subrayada [a secuencia
correspondiente a los posibles sitios de union de la CAP y los posibles terminadores de la
transcripeion. Las secuencias REP se indican con una linea discontinua. Los sitios de la iniciacion de
la transcripcién estan sefialados (+1), asi como las secuencias promotoras -10 y -35. La secuencia
presentada aparece en la base de datos GeneBank/EMBL con el nimero de acceso Z37980.

17580

17640

17700

17760

17775
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Figura 24. Pasos enzimaticos propuestos de la ruta catabélica del 4-HPA. Los pasos
enzimaticos fueron propuestos por Roper y cols., (1993). Las flechas indican la direccion
de transcripcion de los genes. Las flechas en linea discontinua indican los genes que han
sido parcialmente secuenciados en este trabajo. Los sitios de restriccion son como
siguen: B, BamHI, E, EcoRl; Ec, EcoRV; H, HindIll; Los metabolitos intermediarios de
la ruta del 4-HPA estan indicados en la parte superior de la figura. Abreviaturas: HPC,
homoprotocatecuato, CHMS, 5-carboximetil-2-hidroxi-muconico semialdehido; CHM,
5-carboximetil-2-hidroxi~-muconato; OPET, 5-oxo-pent-3-en-1,2,5-tricarboxilato;
HHDD, 2-hidroxi-hept-2,4-dien-1,7-dicato; OHED, 2-oxo-hept-3-en-1,7-dioato;
HIIED, 2,4-dihidroxi-hept-2-en-1,7-dioato; Py, piruvato; SS Succinato semialdehido. B,
C,D,E, F, G, H e I representan las enzimas codificadas por los respectivos genes.
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Bphe
Tode
BphH
Xyly

HpaG
Hpal
Xyl
DrpH

HpaG-C
HpaG-N
HpcE-N
Hpck-C
C.a.

BphE
TodG
BphH
XylJ
DipE
HpeG

XylI
DmpH

HpaG-C
Hpal-N
HpcE-N
HpcE-C
C.a.

BphE
TodG
BphX
XylJ
DpE
Hpas
HpaH
Xyl
DrpH

HpaG-C
RpaG-N
HpcE-N
HpoE-C
C.e.

Figura 25, Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la hidratasa HpaH y la
descarboxilasa/isomerasa HpaG con otras proteinas. BphE hidratasa de Pseudomonas. sp.
KKS102 (Kikuchi y col., 1994), TodG hidratasa de P. putida (Zylstra y Gibson, 1989), BphH
hidratasa de Pseudomonas sp. LB400 (Hofer y cols., 1994), Xyll hidratasa de fa ruta TOL
(Hom y cols., 1991), DmpE hidratasa de Pseudomonas sp. CF600 (Shingler y cols., 1992), Xyll
descarboxilasa de la ruta TOL (Harayama y Rekik, 1993), DmpH descarboxilasa de
Pseudomonas sp. CF600 (Shingler y cols., 1992), C. e. proteina de Caenorhabditis elegans
(GeneBank/EMBL ac. TG1366, T00450) HpcG y HpcE, hidratasa y descarboxilasa de E. coli C
(Roper y cols., 1995; Roper y Cooper, 1993). Los asteriscos indican los aminoacidos
conservados entre las hidratasas y las descarboxilasas DmpH y Xyil. |y :

* % * * * kk »*

MSKPDTVSTSAAS KAADLL Y EARHTRVAVAPVRNL IGEKDLDVATAVOE INTVRAL TAGRRLSGRK T GL TS VI VRLGVGQP DY

MSELDTARTGAVRKARDLLYEATRSGVAVVPVENLIGETDLEAAY AVOEVN TQRALVAGRRLVGRKIGLTS VAVQKQLGVEQEDY

MIPELIGTLGDELYSALCTRTVVEPLTSRHPEITVEDAYBIQORMISRRLOAGERVVGKKIGVTSAAVMNMLGVYQFDE

MDKTLINELGDELYQAMVORETVTPLTSRGEDI SVEDAYHI SLRMLERRLAAGERVI GKKIGVISKAVONMLGVHQPDE

MDKXILINELGDELYCAMVNREAVSPLTERGLDISVDDAYHISLRMLERRLAAGEKVIGKKIGVTSKAVONMLNVHQPDF

MPQDIAMFDKHTHTL IAQRLDQAEKQREQIRAISLDY PEITIEDAYAVQREWVRLKIAEGRTLKGHKIGLTSKAMOAS SQTSEFDY

MPQDIAMFDRHTHTL I AQRLDQAEKQREQIRAISLDYPEITIEDAY AVQREWVRLKIAEGRTLKGHKIGLTSKAMQASSQISERDY

MRETLNREQVLALAEHI ENAFLOAHDIHKVTNDY PEMT FADAYT IQWE IRRRKE ERGNK I VGLKMGLTSWAKMAOMGVETPTY

MNRTLTRDOVLALAEHT ENAELDVHD I PKVTHDY PDMTERADAY DVOWE T RRERKEARGNKVVGLKMGL TSWAKMAQMGVETRIY
Il ¢ H LI | :

RKSEPTLPHPHGTLFALGLNYADHASELEFKP

MKGT IFAVALNHRSQLDAWQEAFQQS-PYKAFP

MKGTIPAVALNHRSQLDAWQEAFQOS-PYKAP

RKSFPTLPHPHGTLFALGLNYADHASELEFKP

MSSLAGFRNLATKIVCVGRNYKDHALELGNAT

% *x  * % * % * *

GMLFADM--ARTE—---GE-EVSLKDVLOPKVEAEIAFVEGRN-~LEGDQLTVADLERATEFAVPATIKIVG-~5R-1-AN-~-WDI
GMLEADM~ ~ARTE-~--GE-EIALDDVLOPKVEAEIAFVLGRD ~ LDGDQLTVANDLFRAIEFAVPAIEI VG~ -5R-IT-N~---WDI
GYMLDGMIVS~-———- DGGSIAMSS-LIQPKAEGETAFVLKKD- = LIMGPGVTNADYVLAATDEVMPCFEIVD-~SR—1 G0 - --WHT
GYLTDAMVY--NS----GEAMPISEKLIQPRAEGEIAFILKKD--IMGPGVINADVLAATECVI PCFEVVD--SR-1Q-D---WKI
GYLTDRMVP~~NS-=--+GEAMF I SQLLMQPKAEGEVAFILKKD--LIGPGVINADVLAATECVMPCFEIVD-- SR~ IR- D-—~WKI

GALLHDNVL~m—— === PRWQRYR-~FIVERIEVELAFVLAK-~PLRGPNCTLFDVYNATDYVIFALELIDARCHNIDPETQRPR-
GALLDDMFEFH--=-~-— DGSDIPTDR-FIVPRIEVELAFVLAK--PLRGPNCTLEDVYNATDYVIPALELIDARCHNIDPETQREPR-
GELADYFSVP-—=n—— DGGVVDCSK-LIHPKIEARIAVVT-K-APLVGPGCHIGDVIAAVDYVIPTVEYID--8R-Y~--EN--FKF
GFLVDYFSVPe—-———-- DGGVVDTSK-LIHPKIEAEISEVT-K~APLHGPGCHIGOVLAATDFVIPTVEVID--SR-Y~-EN--FKF
[ Feot S A B N F R I B HI R H | [ O I T
PEEPLVELKAPNTLTGDNQTSVRENNI EYMHYEAELVVVIGKQA———~~—~ RNVSEADAMDYVAGYTVCNDYAIRDYL-EN-YYR-
PKTAVWFIKPRNTVIGCSEPIPFPQG-EKVLSGATVALIVGKTA--————~ TKVREEDAAEYIAGYALANDVS—---~LPEESFYR-
PKTAVWFIKPRNTVIGCGEPI PFPOG-ENLLSGATVALIVGKTA-—=~—— = TKVREEDARRY IAGYALANDVS----LPEESFYR~-
FPEEPLVFLKAPNTLTGDNQTSVRPNNTEYMHYEAELVVVIGKQA--——-——- RNVSEADAMDYVAGYTVCNDYAIRDYL-EN-YYR-
PKKPMLEVKTVNSFIVEGEPIVAPPGCOQNLHOEVELGYVISKKA-———- -~ SRISKSDAMDY IGGYTVALDMTARDFQDERKEAGA
LR 1 * - ks * * * ok & *

HITDTIADNASSGLYVLGSTEXRLCDEDARQAGMYMERQGY PYSSGVGSACLGS PLNATLWLAKVMARRGRPLRAGDTVLSGALGR
RITDTIADNASSGLYVLGSTPKRLCDEDSROAGMVMERQGI PVSSGVGAACLGAPLNAYLWLARVMARAGRPLATGDTVLSGALGP
KIQDTVADNASCGMEVLGSSAADPRRIDLMTCGMVLEKNGEL IATGAGAAALGS PYNSVAWLANTLGRLGIGLKAGEVILSGALAR
KIQDTVADNASCGLEFVLGDOAVSPROVDLVTCGMLVEKNGQLLS TGAGARARLGS PVNCVAWLANTLGHFGICLKAGEVILSGSLVP
KIQDTVADNASCGLEVLGDQAVSPRQVDLVTCGMYVEKNGHI ISTGAGARALGS PYNCVAWLANTLGRFGIALKAGEVILSGSLVP
KVFDTISDNAANSGVILGGRPIKPDELDLRWISALMYRNGVIEETGVAAGVLNHEPANGVAWLANKLAPYDVQLEAGRIILGGSETR
KVFDT ISDNAANAGYILGGRP IKPDELDLRWISALMY RNGVIEETGVAAGVLNH PANGVAWLANKLAPYDVQLEAGOIILGGSFTR
DLISVVADNASSTRY ITGGRMANLEDVDLRTLGVYMEKNGEVVELGAGAAVLGHPLSSVAMLANLLAERGEHI PAGTFIMTGGITA
DLISVVADNASSTREITGGOMANVADLDLRTLGVVMEKNGEVVELGAGARVLGHEAS SVAMLANLLAERGEHIPAGS FIMTGGITA

sef o oz owrrs i riszrizior g free o feets [BER R N B R
PNLRVKSRDGLTPMLSTIVPKEAIPDPHNLTLR--TEVNGELRQQGTTAD-LIF---SVPFLIAYLSEF-MTLNPGEMIATGTPRG
PAIKAKCRDGFCPIGETV----ALSNVDNLTIY--TEINGRPADHWNTAD~LOR---NAAQLLSALSEF-ATLNPGOAILLGTPOA
PAIKAKCRDGFCPIGETV--~-ALSNVDNLTIY--TEINGRPADHWNTSD-LQR---NAAQLLSALSEF-ATLNPGDAILLGTPQR
PNLRVKSRDGLTPMLSTIVPKEAI PDEPHNLTLR--TFVNGELRQQGTTAD-LI F~~~SVPFLIAYLSEF-MTLNPGDMIATGTPKG
PWFLAKSEOGSCE IGGFL- PVSDIPNPHDVELE--CKINGKDQQRCRT-DVMIF-+«~DIPTLLEY TTQF-FTLEVGDVVLTGTPAG

* h *
MVPVAGGDVEDVRIAGLGSVTAVFAKE
MVPVAGGDVEDVRIAGLGSVTAAFAKA
MEPAQAGDHFRVTIGGIGGCSVREH
LEPVKAGDFMRVEIGGIGSASVREI
LEPVKAGDVMRVDIGGIGSASVRET
PYPARKGDTFHVDYGNMGSISCREV
PVPARKGDT FHVDYGNMGS ISCREFV
AVAVAPGDNITVRYQGLSGSVSAREY
AVPVAPGDNITVRYQGLCSVSAREI

lelllsss]  #1: 22 :ls:
LSDVVPGDEVVVEVEGVGRLVNRIVSEETARK
RVEIQPGDRVRVLAEGEPPLENPVVDEREVTT
RVEIQPGDRVRVLAEGEPPLENPVVDEREVTT
LSDVAMK
YTKINSGD~--VIEFGLTDKLNSKFNVQ

respectivamente, aminoacidos idénticos y conservados.
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0Z1

HpeC
Hpak
DmpC

HpeC

MKKVNHWINGKNY~~AGNDY FQTTNPATGEVLADVASGGEALINQAVATAKEAF - PKWAN
POUTERCACIT N At be e bt ez el vt
MKKVNHWINGKNV——AGNDYPQTTNPATGEVLADVASGGEAEINQAVAAAKEAF—PKWAN
11 N E N R A R S A B R RN R N R I:

MKEIKHFINGAFVGSASGRTFEDVNPANGQVIARVHEAGRAEVDAAVQAARAALKGPWGK

LPMKERARLMRRLGDLIDONYPE IAAMETADTGLP IHQTKNVL IPRASHNFEFFAEVCCOQ
RN RN RN R RN R AR R RN RN RN R R R A RN AR AR AR AN A RN
LPMKERARLMRRLGDLIDQNVPEIAAMETADTGLPIHQTKNVLIPRASHNFEFFAEVCQQ
FE R N P I IS - N B B | HEEE R I ERERR AN N
NSVSERA»ILHRVADGITARFDEFLEAECLDTGKPKSLASHIDIPRGAANFKVEADLLKN

MNGKTY -~ =PVDDEKMLN Y TLVQPVGVCAL VS PWNVP EMTATWKVAPCLALGNTAVLEMS
[REREN VEE DR n e e et
MNGKTY - -- - PYVDKMLNY TLVQPVGVCALVS PUNVPEMTATWKVAPCLALGNTAVLKMS
HEHEE [ R N R N R N R RN
VATEAFEMAT PDGSGAINYAVRRPKGYIGVI S PWUNLPLLLMTWKVGPALACGNTVVYVEES

*kox ko
ELSPLTADRLGELALEAGI PAGVLNVVQGYGATAGDA=LVRHHDVRAVSFTGRTATGRNT
RN RN RN R RN IR R A R R RN R N AN R NN RN R R A RNy
ELSPLTADRLGELALEAGI PAGVLNVVOGYGATAGDA-LVRHHDVRAVS FTGGTATGRNI
A A E N R I AR R R R A O e R R R R SR R NN I B
EETPLTTALLGEVMQAAGVPA VYNVVHGEPGPDSAGAFLTEHPDVNAITFTGETRTGEAT

* * *
MKNA--GLKKYSMELGGKS PVLI FEDADIERALDAALFTIFSINGERCTAGSRIFIQOSI
PEUL DN TR R e R e e bbb e ey b e esa
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RS N AR R A R R R R R A R E A R A R R R R R R R
MRAAAKGVRPVSFELGGKNAGIVFADCDLDKAIEGSMRSVFANGGQVCLGTERLYVERPI
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prfdrl | rrrer ozaroe (R R RN RS A SR N N |
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* * * *
ASY IWIQDVSKVLRLARGIEAGMVFVNTQFVRDLRHAFGGVKPR-TGREGGGYSSKCSRK
PLAVCRCER L bbb et pher e b iiea irn i bis b ningg
ASYIWTQDVSKVLRLARGIEAGMVFVNTQNVRDLRQFFGGVKRSGTGREGGEYSFEVFAE
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AATIWTENTSRAHRVAGQLEAGIVWVNSWFLRDLRTAFGGSKQSGIGREGGVHSLEFYTE
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N R
LENICVKL

Figura 26. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la deshidrogenasa
HpaE con las proteinas HpeC y DmpC. HpeC es lla deshidrogenasa de la ruta de

degradacion de HPC de E. coli C (Roper y cols,,

1995), DmpC es la deshidrogenasa de

la ruta de degradacion de fenol de Pseudomonas sp. CF600 (Shingler y col., 1992). Los
asteriscos indican los aminoacidos conservados en la superfamilia de las aldehido

deshidrogenasas (Horn y cols,,
idénticos y conservados.

1991). |y

indican,

respectivamente, aminoacidos
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HpaD
HpcB
HpaD
HpcE
HpaD
HpcB
HpaD
HpcB
BpaD

EpcB

MGKLALAAKITHVPSMYLSELPGKNHGCRQGAIDGHKEI SKRCREMGVDTIIV

R RN RN RN AR N RN R RN AR R RN AR
MGKLALAAKITHVPSMYLSELPGKNHGCRQGAIDGHKEI SKRCREMGVDTIIV

FDTHWLVNSAYHINCADHFEGVYTSNELPHFIRDMTYNYEGNPELGQLIADEALKLGVRA

RN R R R RN RN N R R AN AR R R RN R R R AR
FDTHWLVNSAYHINCADHFEGVYTSNELPHFIRDMTYNYEGNPELGQLIADEALKLGVRA

KAHNIPSLKLEYGTLVPMRYMNEDKHEKVVSISAFCTVHDFADSRKLGEATILKAIEQYDG

FETEEEErer e st rer et et trer e e re et e e e e sty ertd
KAHNIPSLKLEYGSVVPMRYMNEDKRFKVVSISAFCTVHDFADSRKLGERIVKAIEQYDG

TVAVLASGSLSHRFIDDQRAEEGMNSYTREFDROMDERVVKLWREGQFKEFCNMLPEYAD

PRECLEETT P e et et b e e e e e re ety e e b e ey e et
TVAVLASGSLSHRFIDDQRAEEGMN S YTREFDROMDERVVKLWREGQFKEFCNMLPEYAD

YCYGEGNMHDTVMLLGMLGWDKYDGKVEFITELFPSSGTGQVNAVFPLPA

FETTTERREr e et ve e
YCYGEGN MHDTVMLLGMLGWDKYDGKVWSLSPSYSQASWHRSG

53

53

113

113

173

173

233

233

283

276

Figura 27. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las dioxigenasas HpaD

y HpeB. HpeB es la HPC-dioxigenasa de E. coli C (Roper y Cooper, 1990a).

indican, respectivamente, aminoAcidos idénticos y conservados.
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HpaF MPHFIVECSDNIREEADLPGLFAKVNPTLAATGIFPLAGIRSRVH

Creeteererertrrprereteretierrirt et rreerd
HpeD MPHFIVECSDNIREEADLPGLFAKVNPTLAATGI FPLAGIRSRVH

HpaF WVDTWOMADGQRDYAFVHMTLKIGAGRSLESRQOUAGEMLFELIKTHFAALMESRLLALSE

PEEETEEE et Pre bbb e bt e b e e e eyl
HpeD WVDTWOMADGQHDYASVHMTLKIGAGRSLESRQQAGEMLFELIKTHFAALMESRLLALSF

HpaF EIEELHPTLNFKQNNVHALFK

FEEEETTEEE sy
HpeD EIEELHPTLNFKQNNVHALFK

45

45

105

105

12¢

126

Figura 28, Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las isomerasas HpaF y
HpcD. HpceD es la CHM-isomerasa de E. coli C (Roper y Cooper, 1990b). | y . indican,

respectivamente, aminoacidos idénticos y conservados.
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Hpal MENSFRAALKAGRPQIGLWLGLSSSYSAELLAGAGEFDWLLIDGEHAPNNVQTV 53

Hpal LTQLQAIAPYPSQPVVRPSWNDPVQIKQLLDVGTQTLLVPMVONADEAREAVRATRYPPA 113
Pelssdslsles o0l BL sbELT]:
Rnpbl DIGFYNFLIPFVETKEEAELAVASTRYPPE 30

Hpal GIRGVGSALARASRWNRIPDYLQKANDOMCVLVQIETREAMKNLPQILDVEGVDGVFIGP 173
R [ Jeeer se|eeeslees sl eeeees]e 20 sl 12hell
Rnpbl GIRGVSVS—-HRANMFGTVADYFAQSNKNITILVQIESQQGVDNVDAIAATEGVDGIFVGPE 89

Hpal ADLSADMGYAGNPOHPEVQAAIEQAIVQIRESGKAPGILIANEQLAKRYLELGALEVAVG 233
S I I A - I - I I N A A S N - R N N - R N N RN
Rnpbl SDLAAALGHLGNASHPDVQKAIQHIFNRASAHGKPSGILAPVEADARRYLEWGATFVAVG 149

Hpal VDTTLLARAAEALAARFGAQATAVKEPGVY 262
[ A I A

Rnpbl SDLGVFRSATQKLADTFKK 168

Figura 29. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la aldolasa Hpal con
una proteina de funcion desconocida de E. coli. La proteina Rnpbl truncada esta
codificada por un gen de funcion desconocida localizado cerca del gen rapB (Komine e
Inokuchi, 1991). !y : indican, respectivamente, aminodcidos idénticos y conservados.
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HpaR
HpcR
HpaR
HpcR
HpaR
HpcR
HpaR

HpcR

MINCFYINDFEFFRGKIMHDSLTIALLQAR

II1IIIII|1|II|IIII!I|IIlIIIIII
DFEFFRGKIMHDSLTIALLQAR

EAAMSYFRPIVKRHNLTEQQWRIVRILAESPSMDFHDILAYRACILRPSLTGILTRMERDG

CEEEEAR bt erer et er e rre et e e e e s eend
EAAMSYFRPIVKRHNLTEQQWRIVRILAESPSMDFHDLAYRACILRPSLTGILTRMERDG

LVLRLKPINDOQRKLYISLTKEGQALYNRAQTQIEEAYROTEAQFTAEKMQQLTHLLEEFT

FEEETYREEE et e re e e b et e e ey rre b e et
LVLRLKPINDQRKLYISLTKEGQALYNRAQTQIEEAYRQI EAQFTAEKMOQLTHLLEEFI

30

30

90

90

150

150

165

165

Figura 30. Alineamiento de las secuencias de aminoicidos de las proteinas HpaR y
HpcR. HpcR es la proteina represora de la transcripcion del operén mera de la ruta
catabolica del HPC de E. coli C (Roper y cols., 1993). |indica aminoécidos idénticos.
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Hpah
MelR
HpahA
MelR
Hpah
MelR
Hpah
MelR
Hpah
MelR
Hpah

MelR

Hpaha

MCDRQIANIDISKEYDESLGTDDVHYQSFARMAPFLASMLPHRHEQYFQM
[ M R S | sosece N - I -+
MCSSDEKQTRSPLSLYSEYQRMEIEF————RAPHIMPT*—SHWHGQ VEV

HFLNSGQIELQLDDHRYSVEAPLFVLTPPSVPHAFITESDADGHV*—ﬂLT
troorlrtlr otrrrorizi:orad tfleesserozes |:
NVPFDGDVEYLINNEKVNINQGHITLFWACTPHQLTDTGTCQSMAIFNLP

VREDLIWPLLEVLYPGTRETFGLPGICLSLADKPDELAALEHYWQLIERE
LS O DT 2T A AR I I R EERE O B | 3
MHLFLSWPLDKDLI--NHVTHGM-~-VIKSLA--TQQLSPFEVRRWQQELN

5--~-VEQLPGREHTLTL--LAQAVFTLLLRNAKLDDHAASGMRGELKLF
| L IR B eSS I S S ) I I -
SPNEQIRQLAIDEIGLMLKRFSLSGWEPI LVNKTSRTHKNSVSEHAQFYV

QRFNMLIESHFHQHWTVPDYANELHITESRLTDICRRFANRPPKRLIFDR
: slesersl b f lrrireecze 0 T I A R O T
SQMLGFIAENYDQALTINDVAEHVKLNANYAMGIFQRVMQLTMKQYITAM

QLREAKRLLLFSDNAVNNIAWQLGFKDPAYFARFFNRLVGCSPSAYRAKK

S I B TR N I N R S S- A A - S N N B

RINHVRALLSDTDKSILDIALTAGFRSSSREYSTFGKYVGMSPQQOYRKLS
** *% ** * *  xk %

VPV I-DIA-—-GF-5~--YF~--F~---G-TBS--R
CONSENSO
Q0

50

49

a7

99

147

143

191

193

241

243

288

290

Figura 31. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de las proteinas HpaA y
MelR de E. coli. MelR es un miembro de la familia de reguladores XylS/AracC. La
secuencia consenso del motivo conservado en la region C-terminal de esta familia esta

indicada en la parte inferior de la figura. La

rosible regién implicada en la unién al DNA
estd subrayada (Gallegos y cols.,, 1993). |y : indican, respectivamente, aminoacidos

idénticos y conservados. Los asteriscos indican los amino4cidos idénticos a la secuencia

COMSenso.
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HpaX MSDTSPAIPESIDPANQHKALTAGCQAVIKKLFRRLIVFLFVLFIFSFLDRINIG 55
[ el Mleefed] sssss]|21]:
Phtl MTTTAATDAVPHLLORSHERIEKVYRKVTLRIMTFIFVAWVLNYLDRVNIS 51

HpaX FAGLTMGRDLGLSATMFGLATTLFYAAYVIFGIPSNIMLSIVGARRWIATIMVLWGIAST 115
[1 ¢ ¢ sl leles ¢ 1| o tl s [ S I O I A I I I B
Phtl FAQVYLKHDLGMSDADLRTRRKLVFHRLERIGNTQYAYLQKIGARLTITRIMVIWGLISA 111

BpaX ATMFATGPTSLYVLRILVGITEAGFLPGILLYLTFWFPAYFRARANALFMVAMPVITALG 175
I T I O I S I O A O A 1 O A 0 I S B I S I
Phtl SMAFMTTPTEFYIARALLGAAEAGFWPGIILYLTYWYPGARRARITSRFLLAIAAAGIIG 171

HpaX 5IVSGYILS-LDGVMALKGWQWLFLLEGFPSVLLGVMVWFWLDDSPDKAKWLTKEDKKCL 234
S T T T - S I T S A R U A I -0 T O O I O - N B
Phtl GPLSGWILTHFVDVMGMKNWOWMFILEGLPAAVMGVMAYFYLVDKPEQAKWLDDEEKSII 231

HpaX QEMMDNDRLTLVQPEGATISHHAMQQORSMWREIFTPVVMMYTLAYFCLTNTLSAISIWTPQ 254
N N S-S I S S | s e s 2] 1 NN
Phtl LDALAADRAG-KKPVTDKRHAVLAALKDPR-VYVLAAGWATVP-LCGT-—--ILNYWTPT 284

HpaX ILQOSFNQGSSNITIGLLAAVPQICTILGMVYWSRHSDRROERRHHTALPYLFARAGW-LL 353
[ S O 1 T T T B I T O 20 S (- O T O
Phtl IIRN-TGICDVLHVGLLSTVPYIVGAIAMILIARSSDIRLERRKHFFFSIAFGALGACLL 343

HpaX ASATDHNMIQMLGIIMASTGSEFSAMAIFWTTPDOSISLRARAIGIAVINATGNIGSALSP 413
HERE N B N R A AN O T I I AT B I |
Phtl PHVVDSAIISITCLAMIAVSYFGAAAIIWSIPPAYLNDESAAGGISAISSLGQIGAFCAP 403

HpaX FMIGWLKDLTGSFNSGLWFVAALLVIGA-GIIWAIPMQSSRPRATP 458
sldeees e Jb seel]se 4o 21 it ot
Phtl IGLGWINTVITGSLAIGLTIIGALVLAGGMAVLIAVPANALSEXKPLTDE 451

Figura 32. Alineamiento de la secuencia de aminoicidos de la proteina HpaX con
la proteina Pth1. Phtl es una proteina de la ruta de degradacion del ftalato de P. putida
perteneciente a la superfamilia de transportadores transmembranales (Nomura y cols,,
1992). | y : indican, respectivamente, aminoacidos idénticos y conservados.
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34 7

28 7

|

718 h !
1

286

-38 7

~48 AL AL IS LA AL AL L LA B L B TT T T 71 14
1 90 1880 270 368 458

Figura 33. Perfil hidrofobico de la proteina HpaX. Se llevo a cabo por el método de
Kyte y Doolittle (1982).
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3.3. Analisis de las regiones flangueantes a la ruta del 4-HPA v su Jocalizacion en el

cromosoma de E. coli

El analisis de las regiones flanqueantes mostré la presencia de cinco ORFs
(figuras 23 y 24). La ORF15 estaba incompleta y era similar a la proteina
quimiorreceptora de serina codificada por el gen tsr de E. coli K12 (Ames y Parkinson,
1994). Esta ORF también fue localizada a 119 pb del codon de terminacion del gen hpcR
de E. coli C (Roper y cols., 1993). La ORF12 era similar a la proteina CstA de E. coli
MC4100, la cual se expresa durante {a fase estacionaria de crecimiento y en estados
carenciales de fuente de carbono (Schultz y Matin, 1991), y a los primeros 567
aminoacidos de la ORF{721 de E. coli MG1655 (GenBank/EMBL ac. U14003) (figura
34). La ORF13 era similar a una proteina de funcioén desconocida (Cst2) que forma parte
del mismo operon que la proteina CstA (Schultz y Matin, 1991) y al C-terminal de la
ORFf721 de E. coli MG1655 (GenBank/EMBL ac. U14003) (figura 34). Por tanto, la
ORFf721 de la estirpe MG1655 seria equivalente al producto de la fusion de las ORFs
12 v 13 de E. coli W. Esta fusion podria estar provocada por una mutacion en la
ORF{721, que originara un cambio de fase mediante la insercion de un nucleotido en la
posicion equivalente al nucledtido 13.421 de la figura 23. En este sentido, Schultz y
Matin (1991) demostraron, mediante [a técnica de maxicélulas, la produccion de fas dos

proteinas del operon de la CstA equivalentes a las ORFs 12 y 13 de F. coli W.

La ORF14 era muy similar al producto del gen yjid de funcién desconocida,
localizado en la region 5° del gen mrr en diferentes estirpes de E. coli K12 (Waite-Rees y
cols., 1991; GenBank/EMBL ac. U14003), y a la proteina P47K de P. chlororaphis B23
implicada en el metabolismo del nitrilo (Nishiyama y cols., 1991) (figura 35). Las ORFs
12,13 y 14 se transcriben en la misma direccién que los genes que componen los
operones ApaBC y meta. Por el contrario, el gen pac, localizado a 82 pb del codon de
terminacion de la ORF14, se transcribe en el sentido opuesto (figura 22). Ei gen pac no
fue secuenciado en su totalidad ya que su secuencia habia sido determinada

anteriormente por otros autores (Oh y cols., 1987).
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El hecho de que el gen csid haya sido localizado en el minuto 14 del mapa
genético del cromosoma de E. coli W3110, mientras que los genes isr y mrr se mapean
en los minutos 99 y 98,5 respectivamente (Bachmann, 1990), indicaria que fa adquisicion
de los genes de la ruta del 4-HPA se habia producido simultaineamente a un
reordenamiento de estos genes en el cromosoma de E. coli W, o que el cromosoma de
esta estirpe es muy diferente al de E. coli K12 W3110. Sin embargo, en la estirpe
MG1655 de E. coli K12, los genes tsr, ORFf721, yjid y mrr estan situados en una
posicion adyacente en el cromosoma entre los minutos 92,8 y 0,1 (GenBank/EMBL ac.
U14003) (figura 36). De acuerdo con este dato, se podria sugerir que el cluster de genes
de la ruta del 4-HPA se habria insertado en el cromosoma entre el gen tsr y la ORFf721,
en las posiciones correspondientes a los nucledtidos 73 y 11.450 de la figura 23 (figura
36). Estos nucledtidos estan localizados en regiones no codificantes, a 57 y 101 pb de los
codones de terminacion de los genes hpaR y hpaC, respectivamente. Ademas la
comparacion de las secuencias de las estirpes MG1655 y W revel6 la existencia de una
insercion entre los nucledtidos 11.602-11.727 de la figura 23, en la region

inmediatamente anterior al codon de iniciacién de la ORF{721 (figura 36).

Por otra parte, en el apartado 2.7 se coment6 que se habia localizado la
hidroxilasa de £. coli C en uno de los extremos del fragmento AHindlil del plasmido
pHC1. La secuenciacion del otro extremo reveld la presencia de una ORF similar a la
ORF14. La secuencia de nucleétidos de esta region era practicamente idéntica a la de F.
coli ATCC 11105 hasta el codon de terminacion de la ORF14. A partir de este punto, se
pierde completamente la similitud entre las secuencias de las estirpes MG1655, W (figura
36) y C (datos no mostrados). Asimismo, se midio la actividad PGA en las estirpes By C
de E. cofi utilizando las mismas condiciones en ¢l ensayo que para la PGA de E. coli
ATCC 11105 y se analizé, mediante Southern blot, la presencia de genes homologos al
gen pac en estas estirpes (datos no mostrados). Estos experimentos indicaron que el gen
pac no esta presente en las estirpes B y C. Estos resultados sugeririan que el gen pac
podria haberse insertado en el cromosoma de E. coli W en la region adyacente al codon

de terminacion del gen yjid.
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HIVVNNYTNAGLSILFLIVVYSIIFYGFKTWLAVRNSDKRIDKET PYVPIPEGGVKISSH

AKGAH

Figura 34, Comparacién de las secuencias de aminodcidos de las ORFs 12 y 13 con
proteinas que se inducen en la fase estacionaria de crecimiento de E. coli. CstA y
Cst2 forman un mismo operén en E. coli W3110 y la ORFf712 pertenece a la estirpe
MG1655 de E. coli. \y - indican, respectivamente, aminoéacidos idénticos y conservados.
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Yjia EFGEVS 6
NERRN
ORF14 VVNGESMNPIAVILLTGFLGAGKTTLLRHILNEQHGYKIAVIENEFGEVS 72
LEE N NN DN N R - A U A N
P4TK MIEGAQAGRLPVIVLSGFLGAGKTTLLNAILRNRQGLRVAVIVNDMSEVN 50

Yyia VDDQLIGDRAT----——~ QIKTLTNGCICCSRSNELEDALLDLLDNLDKGN 66
AERRRERRRE PIEEY LRyttt

ORF14  VDDQLIGDRAT----—- QIKTLTNGCICCSRSNELEDALLDLLDNLDKGN 116
oo A RN 1 [1: : | =

P4TK LDARSVQRDVSLHRGRDELIEMSNGCICCT--—--LRADLLEQISDLARQQ 96

Tjia IQFDRLVIECTGMADPGPIIQT--FFSHEVLCQRYL~-LDGVIALVDAVH 96
PEERTEYRErr b rerer e rrey b rrret ey
ORF14  IQFDRLVIECTGMADPGPIIQT--FFSHEILCQRYL--LDGVIALVDAVH 162

| 0 T S O - N -0 (N S B I I IS N O

P47K —-RFDYLLIESTGISEPMPVAETFAFLDTEGFSLSELARLDTLVIVVDGSQ 145

Yjia ADEQMNQF-TIAQS-——~-=—=——==—~-———= QVGYADRILLTKIDVAGEA 128
FEYTEE=l T AR RRR RN

ORF1l4  ADEQMNRF-TIAQS--—~-——-=---—~———— QVATPDRILLTKTDVAGEA 194

: H [ | HES I RS I IS
P4TK FQALLESTDTVARADTEAHTSTRHLADLLIEQVEYANVILVNKRDLIDEP 185

Yjia ~—EKLRQRLARINARAPVYTVTHGDIDLGLLFNTNGFMLQENVVSTKPRF 176
RN AR R R R R AR R R R N

ORF'14 --EKLRQRLARINARAPVYTVTHGDIDLGLLFNTNGFMLQENVVSTKPRE 242
L O T O I - B R B : i

PATK GYQAVHAILAGLNPSARIMPMAHGNVALSSLLDTHLFDLP-SLAASPCGWM 244

Yjia HFIADKONDISSI-——-~VVELDYPVDISEVSRVMENLLLES~~ADKLLRY 220
FTPTETTELTT TEECTEEEE et [T

ORF14 HFIADKQNDISSI---~-VVELDYPVDISEVSRVMENLLLES--ADKLLRY 286
- : | | | HE- | st

P47K R¥MEATDTPASESDTYGVTSWVYRERAPFHPQRLLEFLOKPWHNGRLLRS 294

Yjia KGMLWIDG--~—===—~— EPNRLLFQGVQRLYS--ADWDRPWGD——~——— 252
(= PRy il

ORF14 KGMLWVDG-——-—————~— EPNRLLFQGVQRLYS--ADWDRPWGD—~~~——-— 318
| - B iz

PATK KGYFWLASRHLEIGLLAQSGKOQFOWDYVGRWWNFIEPSQWPRDEYRLOGI 344

YJiA ~ -mm———- EKPHSTMVFI---—————~————= RIQLPEEEIRA---AFAG 277
RN NN [Tttt [

ORFl4 ~-——————- ETPHSTMVFI--——————~————— RIQLPEDEIRA-~-AFAG 343
oot bl A [+

P47K MAKWDSVVGDCROELVFIGQGLDTRVLORELDHCLLSAQEIAAGPLAWOL 394

Yjia RK 279
i

ORF14 LK 345
|

P47K LT 396

Figura 35. Alineamiento de la ORF14 con las proteinas YjiA de E. coli y P47K de
P. chlororaphis B23, |y . indican, respectivamente, aminoacidos idénticos y
conservados.
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MG1l655 --tsr-—-CAT--53n--TTTATGAATATCCC~=-140n--ARACTGACC--124n~-TCGGCCAACTAT
= [V = FTTEREET | P = [
w -ORF15-CAT--53n--TTTATGARAAGGTG-11369n~-TTCCTGACC~-124n—--TCGGCCTATGAT
«— In. | I
CLUSTER 4-HPA

MG1655 TAATCARATAC---A----ATG----ORFf721---yjiA---TAAGGGGTT--39n-~-TCA~--mrr
e 1 bl = = 11 | |

W TAACAAATTA~-124n--ATG-ORF12-0ORF13--0ORF14--TAACCAGCC~--71ln--TTA-~pac

In. - - - Ter. Ter. <«

Figura 36. Comparacion de las secuencias flanqueantes al cluster de genes de la
ruta del 4-HPA con la region correspondiente del cromosoma de la estirpe MG1655
de E. coli K12. Las flechas indican la direccion de transcripcion de los genes; |y :
indican, respectivamente, aminoacidos idénticos y conservados; A, significa delecion de
secuencia; = indica regiones muy conservadas; In., indica codon de iniciacion; Ter.,
indica condon terminador.
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3.4. Las regiones intergénicas

El analisis de las regiones intergénicas reveld la presencia de cinco secuencias
palindromicas similares a la secuencia consenso de las REP (secuencia extragénica,
palindromica y repetida (figuras 37 y 38A). Este tipo de palindromes se ha encontrado a
lo largo del cromosoma de algunas enterobacterias pero su funcién es ain un tema
controvertido, aunque se ha demostrado que pueden estar implicados en la expresion
génica e influir en la estabilidad del mRNA (Stern y cols., 1984). En la figura 37 se
puede observar que dos REP estan localizadas entre los genes hpal’ y hpaH, la region
intercistronica mas larga del operén hApaGEDFHI, mientras que las otras tres estan
localizadas en la region 3’ del gen hpal, el Gltimo gen del operon meta. Las REP 1y
REP 2 estan invertidas y, como se muestra en la figura 38B, forman una estructura de
bucle con una energia libre de -65.9 kcal/mol. La posibilidad de que este bucle se
comporte como un terminador de la transcripcion dividiendo al operdn meta en dos
policistrones ain no ha sido comprobada. En el apartado 2.4 se coment6 que habian sido
localizados los posibles terminadores de la transcripcién de los operones AhpaBC y
hpaXA4, en cambio, entre los genes hpal y ApaX, los unicos palindromes localizados son
las REPs 3, 4 y 5 por lo que no se descarta que estas secuenctas sean las responsables de
la terminacién de la transcripcion del operén meeta. Por otra parte, se ha detectado la
presencia de estructuras semejantes a las REP en la ruta orfo de degradacion de catecol
(cat) de P. putida, aunque como en el caso de las REP de las enterobacterias, su funcion

no ha sido determinada (Houghton y cols., 1995).

El sitio de iniciacion de la transcripcion del operdn meta se localizd comparando
la secuencia de nucledtidos de esta region con la equivalente del operdn ApcECBDGH de
E. coli C (Roper y cols., 1993) (figura 37). Esta comparacion también permitié localizar
las secuencias promotoras -35 y -10 y un sitio de unién a la CAP (proteina receptora de
cAMP).
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R K L M € ORF15
ACGTTTTAACATGGTTTCTCTTTCCTGTGGACCGATGCAAGATTTT CGGCCTGGAARGCARAARCT TTATGAAARGGTGTARCCCGCCATCCATGGAAAA

+ E N D G P-13Baa - L § D H M € hpaR
ACCAGGCGCTEETTATCAGATACTARARAGT TAT TCAT TATCGCCCGG--414n---TAGTGAGTCGTGCATTATCT T TCCCCTGARAAAT TCARAATCA

TTAATATAGAARCAGTTAATCATCACGT TACCGGGACTGCGCTGTCCCTGCAATTCCTGATTTTAT CARAAT TGAGCATGTTTTATTARCTCACT GATAT

CAP -35 -10
TTAATATATTCTTATCTTTARATGTAAATAGT TTGTTAATTAGATCACATTTACATCACTTACTTTTGCCAAACTACGCAATCGGGAATARRAGTAATCA

hpak =¥ M K K V N H
+1 hpaG = M K G T I - 41%9aa - E E T A K *
TTAACATATTAATGAT TAAGATGATCGART CCOAGGAGTGGTACCATGAARGGCACTATC - -81 9n- - -GAGGARACAGCGRAAT GAARRAAGTARATCA

hpaD % M G K L A-2732a -F P L P A *
W I N G-473aa -P K W G Vv * hpaF = M P H
TTGGATCARCGGT--141 9n--COGARATGGEGAGTCTGATATGGGTAAGTTAGCG --31 9n - - -TTCCCGCTTCCCGLGTAAGGACGTTTTATGCCGCA

F I V E -114aa - H A L F K ~ REP 1 <
CTTTATCGTTGAR--342n---CACGCATTGT TTARGTAGCGCGCAGAT TGCCCGET GGCGCTGCGCTTACCGGGCL TACARAARCCCCARACCGTACACT

€ REP 2 hpaH 2> M F D K- 25% a-¢ R F VvV * hpal ¥ M
GTAGGCCGGATARGGCGCAGCEGCATCCGGCAATGCCACAGGATAT CGCTATGT TCGATRAARA- -7 7Tn—--TGCCGCTT TG TT TARGGAGAGAACGAT GG

E N 8 F K- 25laa - K P G VvV Y ~* REP 3 =
AARPCAGT TTTARR--T753n---AAGCCCGGCGTGTATTAATGCCGGATGCGCT GCGCT TATCCGGCCTACACTCGCACCARACCSTAGGCCGCATARGS

€ REP 4 € REP 5
CGTTTACGCCGCTTCCERCAARARGCTGTACCARATCGCGGACCEGATARGELGT TACGCCGCATCCGCCATARACCT TGTCGTACCCTACAARAATCCC

hpaX =» M & D T 8§ - 448aa - P R A T P * hpad = M C D R {- 28%3a - K Vv P
ATTAGAGGAACGAARAATGAGCGACACCTCA--1344n—--CCGCGAGCGACCCCOTAAGGAACGACGAT STGTGACCGTCAG—-855n-—--AAAGTACCTG

v T ¥
TGACGTGARATTCCCTTAGCCTTARCGGGAARCCAGGCACCACCTGCTATTCCCCTTTCT TCGCCTGGAGCARGGGGAT TTAGTAACGT TARAART CGCT

AAAAGCGACCTCGATCACAABACCGTACCCGACCTGARAAGTACCAGCCATTGTCCCAARAGTCTCTTCCCGTARTCGCCCOTGCAAGCTTCAATTGAART

hpaB =2 M K P E D-5%l0aa -D K L L K *
ARCAARRACAACACACRAAATTARCAATCGTATTCCGATTAATACTGTAGAGGTCGACATGARACCAGARGAT - -1 530n--GATAAGCTGCTGAANTAR

hpac = M Q@ L D E - 160aa -M E A A I *
CGCAGCAGGAGGTTARGAT GCAAT TAGATGAR- -4 80N -~ -ATGGAAGCTGCGAT TTAAGCT CCAGCCCCTTCACGCAT TCGTCEAAGGGGCAT T TTTAT

TGTGATCTCAATCACATATCCACCCGATGAATAATTCT TGCCCARCCETCACCGCCATTCCTGACCGCT TACATCCCTAARATARCCACTCAGTTATTTA
CCTTACTTTACGCGCGCGTAT CTCTGGCARCAT CACT GCAGCGATAGCGGTCANTT TACCTCCTCAARCACAACGCAAACCTAGANCGGCT TCGGCCTATG

ATTAACARATTACTCTATGGATTTTGGT TTGGCAGGAAGGCAGCAAGTGAGT GAATCCCCGGGAGCTTGCAACAGTAAGT GACAGEGGTGAACGARCGCA

CREF13 = M L A A V A L V L
ORF1Z = M P G F T-568aa -V F P T R C W Q P *
GCTGCCGCACCTGTAAGCCARARGACGACGAGTAAAATGCCAGGTTTTACT--1704n~~GTAT TTCCAACCAGATGCTGGCAGCCGTAGCGCTGGTACT

G T ¥V V L -123aa -1 8 8 H H *
GGGCACCGTTGTGCTG~~369n ——ATCTCTTCGCACCACTAACCGTATTTAGCCCCGCTTCGGCGGEGCTTTGT TCTTATCAGAGT GAACTATGTTTGG

TAACT TAGGACAGGCAAARRAATATCT CGCCCAGGCGGCGAAGAT GTTGATTGGCATTCCAGACTATGACAACTACGT CGAGCATATGAAGACCAACCAT

QORF14 =¥ M K N 8 8 - 336aa -A G L K K ¥
CCCGACRAGCCGTACATGAGCTATGAAGAATTCTTCC--1008n~--GCGGGACT CARAARGTAACCAGCCCTCCARCAT CACAATACCTGAGACTTTATC

* R Q V K L -836aa - N R N K M € pac
ACCCTCATATTCCTCCAGARTATGAGGGCTTTCGGGCTTARTTATCTCTGAACGTGCAA--2508n~~ATTTCTATTTTTCATTGTATCCTCTGGCAGGT

GTATAATTAGCGAATTGATACTAGCAARCGAAGCTT

Figura 37. Regiones intergénicas del cluster de genes de la ruta del 4-HPA. Soélo se
muestran los extremos 5y 3” de las regiones codificantes. Las flechas indican la direccion
de transcripcion de los genes. Las secuencias REP estan subrayadas con doble linea. Los
posibles terminadores de la transcripcion y el presunto sitio de unién a la proteina CAP
del operén mefa estan subrayados. También esta indicado el sitio de iniciacion de la
transcripcion (+1) del operén meta y las secuencias promotoras -10 y -35. Los asteriscos
sefialan el codon de terminacion de las proteinas.
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A

REP 1 GCCCGGTGGCGC-—————=— TGCGCTTACCGGGCCTAC
REP 2 GCCGGATG-CG~-GCT----GCGCCTTATCCGGCCTAC
REP 3 GCCGGATG-CGC——-————~ TGCGCTTATCCGGCCTAC
REP 4 GCCGGRAAG-CGGCGTAA---ACGCCTTATCCGGCCTAC
REP 5 GGCGGATG-CGGCGTA-—-—ACGCCTTATCCGGTCCGE
CONSENSO GCCGGATG-CGCCGC-———~ GegCeTTATCCGGCCTAC
T AT AT A
B

—————————————— REPl~=-===—==—————

cC - G - - - G AARACCCCA
GCC GG TG CG CTGCGC TTA CCGG CCTAC A
CGG CC AC GC GACGCG AAT GGCC GGATG A

- T - C G A - CCACATGCC

Figura 38. Alineamiento de las secuencias REP. Panel A, alineamiento de las REPs
localizadas en las regiones intercistronicas del cluster de genes de la ruta del 4-HPA con

la secuencia consenso (Stern y cols., 1984). Panel B, estructura de bucle formada por las
REP 1y2.
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4. REGULACION DEL OPERON hpaBC

4.1. Localizacion del promotor Ppc

Para estudiar Ia regulacion de la transcripcion del operon spaBC era necesario
disponer de un sistema que detectara clara y especificamente la produccion de la 4-HPA-
hidroxilasa tanto en medio sélido como en medio liquido. Inicialmente se pensd en
utilizar el fenotipo negro provocado por la produccion de esta enzima, pero éste solo era
evidente en los clones hiperproductores. Por ello, para determinar la presencia de un
posible promotor en la regién de 254 pb comprendida entre el gen Apad y el operén
hpaBC, se fusiond dicha region al gen trazador lacZ. Este sistema tiene la ventaja de que
la expresion del gen fusionado se puede detectar in vivo, con el sustrato cromogénico X-
Gal, o in vifro determinando la actividad [(-galactosidasa. En la figura 39 se detalla la
construccion de esta fusion en el plasmido pROHI. Este plasmido se utilizo para
transformar células competentes de la cepa E. coli MCI1116 seleccionando los
transformantes a 30 °C en placas de medio LB suplementado con kanamicina y X-Gal. A
las 12 horas de incubacién, las colonias presentaban un fenotipo azul a diferencia de la
cepa control MC1116 (pRSS551) cuyas colonias eran blancas. En la figura 40A se
muestra la expresion de la B-galactosidasa en la cepa MC1116 (pROH1) durante la fase
exponencial de crecimiento, comparada con la cepa control. Una vez comprobado que
en esta region habia un promotor, al que se denomind Ppyc, se determiné la actividad B-
galactosidasa de las células cultivadas en un medio con 4-HPA. Estos resultados
demostraron que, en la cepa MC1116 (pROHI1), la expresion de la fusion Ppc-lacZ no se
inducia en presencia de 4-HPA (figura 40A). Para comprobar si este promotor estaba
regulado por una proteina existente en la estirpe salvaje, se transformaron las células
competentes de k. coli ATCC 11105 con el plasmido pROHI1. Al cultivar la cepa E. coli
ATCC 11105 (pROH1) en medic M9 con glicerol en presencia o ausencia de 4-HPA se
comprobd que los niveles de B-galactosidasa aumentaban 10 veces en presencia de 4-
HPA, lo que demostraba que la expresion de la fusion Ppc-lacZ estaba regulada

positivamente en esta estirpe (figura 40B).
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1.Sall

2. BamH1 1. Smal

3. B-Agarasa | 2.Fosfatasa alcaling
4. Klenow

PRS55] &
(;’*P’ 12.5kb L“Y) 3

Figura 39. Construccion del plasmido pROHI1. Las flechas finas indican la direccién
de la transcripcion de los genes y las gruesas el promotor Psc. Abreviaturas: Ap',
resistencia a ampicilina, Km', resistencia a kanamicicna; Tli, terminadores de la
transcripcion; B, BamHI; E, EcoRI, Ec, EcoRV; S, Sall,; Sm, Smal.
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Figura 40, Expresion de la fusion PpclacZ en las estirpes K12 y W de E. coli. El
panel A muestra la produccion de B-galactosidasa por la cepa MC1116 transformada con
el plasmido (pPROH1) (O, @) 6 pRS551 (A, A). Las células se incubaron en medio LB a
30 °C en presencia (®,4) ¢ ausencia (0, A) de 4-HPA 1 mM. El panel B muestra la
produccion de P-galactosidasa por la cepa E. coli ATCC 11105 transformada con el
plasmido (pROH1) (O, @) 6 pRS55] (A, A). Las células se cultivaron a 30 °C en medio
M9 suplementado con glicerol 20 mM en presencia (@, &) 6 ausencia (O, A) de 4-HPA 1
mM. :
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4.2, Determinacion de los inductores del operon hpaBC.

La purificacién de la proteina HpaB permitié obtener un suero anti-HpaB
(apartado 19. de Materiales y Métodos) y por tanto, detectar la produccion de esta
enzima mediante la técnica de Western blot. Esta técnica se empled para determinar qué
compuestos inducian la produccion de la 4-HPA-hidroxilasa en la estirpe salvaje. Para
ello, se cultivé E. cofi ATCC 11105 a 30 °C en medio M9 conteniendo glicerol y uno
de los siguientes compuestos: 4-HPA, 3-HPA, PA, L-tirosina, L-fenilalanina, L-
metionina y L-alanina. Se tomaron alicuotas de los cultivos durante la fase exponencial
de crecimiento y se analizaron por Western blot (figura 41). De esta manera se demostrd
que de los compuestos ensayados solo el 4-HPA, 3-HPA y PA inducen la produccion de

la hidroxilasa.

Los inductores de la produccion de 4-HPA-hidroxilasa también fueron analizados
mediante el estudio de la produccion de B-galactosidasa en la cepa £. coli ATCC 11105
(pROH1), incubada en medio M9 suplementado con glicerol y diferentes compuestos
aromaticos (tabla 12). Los resultados de estos experimentos permiten concluir, en primer
lugar, que los inductores de la hidroxilasa son el 4-HPA, el 3-HPA y el PA, y, en
segundo lugar, que algunos sustratos de la enzima como el HPC, el 2,5-
dihidroxifenilacetato, el 3-cloro-4-HPA, el 4-cloro-fenilacetato, el p-cresol, el fenol, el 3-

cloro-fenol y el 4-cloro-fenol, no se comportan como inductores.

4.3. Localizacién de la region reguladora del operén ApaBC

Los resultados derivados de la secuenciacion de la ruta metabdlica del 4-HPA
revelaron que esta ruta esta formada por dos operones catabdlicos, fos genes reguladores
hpaR y hpad, y el gen hpaX que parece cotranscribirse con el gen hpad (figura 22).
Como ya se ha mencionado, el gen ApaR es homologo al gen ApcR de E. coli C, que
actua como represor del operon meta en esta estirpe. Segun los trabajos de Roper y cols.
(1993), la transcripcidn del operdn meta se induce en presencia de HPC y/o 4-HPA. Para
comprobar si la transcripcion del operon ApaBC estaba regulada también por la proteina

HpaR se construy6 el plasmido pHCR2 ligando el fragmento FcoRI de 5,9 kb del
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plasmido pHCR1 al vector pACYC184 digerido con la misma enzima (datos no
mostrados). La mezcla de ligacion se utilizo para transformar las células competentes de
MC1116 (pROH1) con el fin de expresar en la misma célula la fusion Pae-facZ y el gen
hpaR. Los niveles de (-galactosidasa en la cepa MC1116 (pROH1, pHCR2) eran
similares a los de la cepa MC1116 (pROH1, pACYC184) (datos no mostrados) lo que
indicaba que, aparentemente, la proteina HpaR no estaba implicada en la regulacion del
operdn de la hidroxilasa. Para comprobar la influencia ejercida por las proteinas HpaA y
HpaX en la regulacion de la hidroxilasa, se construyd el plasmido pRE1 segun se detalla
en la figura 42 y en el esquema de la figura 43. Con este plasmido se transformo la cepa
MC4100 (pROH1) que presentaba el mismo fenotipo que la cepa MC1116 (pROH1)
pero crecia mas rapidamente en medio minimo, facilitando los estudios de produccion de
f-galactosidasa en la fase exponencial de crecimiento. La cepa MC4100 (pROHI, pRE1)
al ser incubada en medioc M63 con glucosa presentaba un nivel basal de B-galactosidasa
de 40.000 unmidades que aumentaba al cultivar las células en presencia de 4-HPA (figura
44). Para confirmar que el incremento del nivel basal de B-galactosidasa observado en la
cepa MC4100 (pROHI, pRE1) respecto a la cepa MC4100 (pRS551, pRE1) no se debia
a un aumento en el nimero de copias del plasmido pROH], se midio la actividad -
lactamasa de dichas cepas. En ambos casos, la actividad f-lactamasa a las 4 horas de
incubacion era de 1-4 x 10° pmoles de cefaloridina hidrolizados/minuto, lo que indicaba
que el aumento de la actividad B-galactosidasa en la cepa MC4100 (pROH1, pRE1) no
era debido a un aumento del numero de copias del plasmido pROHI1 sino a un
incremento en la expresion de la fusion Ppc-lacZ, aparentemente provocado por las

proteinas HpaA y/o HpaX.

4.4. Implicacién de las proteinas HpaA v HpaX en la regulacion del operén hpaBC

Para determinar si la transcripcion del promotor s#paBC estaba regulada por la
proteina HpaA, la proteina HpaX, o ambas, se construyeron los plasmidos pRAT y pRX1
(figuras 42 y 43). A continuacion se transformé la cepa MC4100 (pROH1) con cada uno
de ellos, seleccionando los recombinantes en medio LB con kanamicina y cloranfenicol.

La actividad B-galactosidasa que presentaban las cepas MC4100 (pROHI, pRA1) y
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MC4100 (pROH1, pRX1) demuestra que la proteina HpaA regula positivamente la
expresion de la fusion Ppc-lacZ en presencia de 4-HPA (tabla 13).

El plasmido pRAZ (figura 43) se construyo ligando el fragmento Sa/l de 1,4 kb
de pRAI, al vector pRS551 digerido con la enzima de restriccion BamH]I, tratando
previamente ambos fragmentos con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa. La
mezcla de ligacion se utilizd para transformar la cepa MC4100 seleccionando, en placas
de LB con kanamicina, X-Gal y 4-HPA, los clones que presentaban el inserto orientado
en la direccidn que permitia expresar el gen lacZ mediante el promotor Pgc. Las colonias
positivas presentaban un fenotipo azul muy intenso. En la cepa MC4100 (pRA2), el gen
hpaA y la fusidn Pyc-lacZ se expresan en cis lo que permitio estudiar 1a produccion de la
4-HPA-hidroxilasa en un sistema semejante, aunque en multicopia, al existente en el
cromosoma de la estirpe salvaje. En la figura 45A se muestra la produccion de 3-
"galactosidasa en esta cepa cultivada en presencia de 4-HPA, 3-HPA, PA v 2-HPA,
comparandola con la de E. coli ATCC 11105 (pROH1) (figura 45B) cultivada en las
mismas condiciones. La respuesta de ambas cepas ante la presencia de los inductores es
similar, aunque la actividad pP-galactosidasa en la cepa MC4100 (pRA2) es
aproximadamente 6 veces mayor debido, probablemente, a que en la estirpe salvaje sélo

hay una copia del gen hpaA.

Por otra parte, la diferencia observada entre los niveles basales de B-galactosidasa
de las cepas MC4100 (pROH1, pRA1) y MC4100 (pROH1, pRE1) (tabla 13) podria
justificarse si la proteina HpaX activara a la proteina HpaA. Sin embargo, la produccion
de B-galactosidasa en las cepas MC4100 (pRA2, pACYC184) y MC4100 (pRA2, pRX1)

era muy similar (datos no mostrados).

4.5. Represion por catabolito de la 4-HPA-hidroxilasa

Los trabajos de Roper y cols. (1993) demostraron que el operon meta de la ruta
de degradacion del 4-HPA en la estirpe C de E. coli estaba sujeto a represion catabdlica.
Por tanto era logico pensar que, puesto que la hidroxilacion del 4-HPA es un paso previo

a las reacciones mediadas por las enzimas codificadas en el operén mefa, la expresion de

141



RESULTADOS

el operon ApaBC también dependiera de la fuente de carbono utilizada en el medio de
cultivo. Para comprobar esta hipotesis, se cultivaron las células de £. coli ATCC 111065
(pROH1) en medio M9, en presencia y ausencia de 4-HPA, utilizando glucosa 6 glicerol
comao fuente de carbono (figura 46A). La produccion de B-galactosidasa en esta cepa era
10 veces menor cuando la glucosa estaba presente en el medio de cultivo sugiriendo que,
efectivamente, el operdn de la hidroxilasa también estaba sujeto a represion catabolica.
En la figura 46B se muestra la produccion de B-galactosidasa en las cepas MC4100
(pRA2) y SBS688 (pRA2) utilizando las condiciones de cultivo descritas anteriormente.
En este caso, la presencia de glucosa en el medio sblo afectaba a la cepa MC4100
(pRA2), sugiriendo fuertemente que la represion catabolica estaba mediada por la

proteina CAP (crp) ya que la cepa SBS688 era un mutante Acrp de MC4100.

4.6. Determinacion de los sitios de iniciacion de Ia transcripcion de los promotores
P,y Py

Ya se ha comentado que los genes hpad y ApaX estaban practicamente juntos en
el cromosoma, lo que parecia indicar que ambos genes formaban parte de la misma
unidad de transcripcion (figura 23); sin embargo, los resultados obtenidos hasta ese
momento en las células que contenian el plasmido pRAl ¢ el plasmido pRA2,
demostraban la existencia de un promotor (£,} situado en la region de 203 pb anterior al
codon de iniciacion del gen Apad. El sitio de iniciacion de la transcripeion del promotor
P, se determin6 mediante la técnica de “primer extension” (figura 47A) para lo cual, el
oligonucledtido O38A (figura 23) se hibrido con el RNA total de la cepa MC4100
(pPROH1, pRE1). Este RNA se utiliz0 posteriormente para determinar el sitio de
iniciacion de la transcripcion del promotor Pge (figura 47B) utilizando en este caso el
oligonucleétido OLACZ50, de 20 nucledtidos, situado en la cadena no codificante del
vector pRS551, a 50 pb de la diana BamHI del mismo (apartado 22 de Materiales y
Meétodos). Los resultados obtenidos en ambos casos se confirmaron repitiendo el
experimento segin el método descrito en el apartado 22.2 y en el caso del promotor Ppe,
utilizando el RNA total de la cepa MC4100 (pRA2) cultivada en presencia de 4-HPA. En
la figura 47C se muestra la secuencia de nucleotidos correspondiente al promotor Pse,

asi como dos posibles sitios de iniciacion de la transcripcion en la region 57 del gen
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hpad, estando uno de ellos (s;) precedido por un posible sitio de unién a la proteina
CAP. Para comprobar la funcionalidad de ambos sitios de iniciacion de la transcripcion
seria necesario realizar una serie de experimentos genéticos que hasta el momento no han

sido desarrollados.

4.7, El promotor Px

Se ha demostrado que la hiperproduccion de algunos reguladores pertenecientes
a la familia XylS/AraC provoca la induccién de la transcripcion del gen al que regulan
independientemente de la presencia del efector (Marqués y Ramos, 1993). Por tanto, la
diferencia apreciada entre los niveles basales de P-galactosidasa de las cepas MC4100
{(pROH]1, pRAL) y MC4100 (pROH]1, pRET1) (tabla 13} podrian indicar que la proteina
HpaA estaba hiperproducida en esta Gltima. La determinacion del sitio de iniciacion de la
transcripcion del promotor £, demostrd que la expresion del gen ApaAd estaba controlada
por este promotor tanto en la cepa MC4100 (pROHI, pRE1) como en la cepa MC4100
(pRA2) (apartado 4.6). Estos resultados sugerian que la supuesta hiperproduccion de
HpaA en las células que contienen el plasmido pREI, podria deberse a la formacion de
otro transcrito a partir de un promotor mas fuerte que P, Para comprobarlo se
construyo el plasmido pRX2 (figura 43) ligando un fragmento £co471II de 288 pb del
plasmido pAJ38 (figura 22) al vector pRS551 digerido con la enzima BamH] y tratado
con Klenow. Este fragmento (nucledtidos 6.502-6790 de la figura 23) abarca toda la
region intergénica situada entre el operon mefa y el gen hpaX, por lo que se considerd
que debia contener el posible promotor de este ultimo (Py). La cepa MC4100 (pRX2)
producia f-galactosidasa constitutivamente hasta un nivel de 100.000 unidades, igual
que las cepas MC4100 (pRX2, pRAl) y MC4100 (pRX2, pHCR2) (datos no

mostrados).
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Figura 41. Inductores de la producciin de 4-HPA-hidroxilasa. El andlisis por
Western blot fue llevado a cabo con anticuerpos anti-HpaB y células de E. coli ATCC
11105 cultivadas en medio M9 suplementado con glicerol 20 mM, en presencia de 4-
HPA (linea 1), PA (linea 2), L-Phe (linea 3), L-Ala (linea 4), L-Tyr (linea 5), L-Met
(linea 6) y 3-HPA (linea 7) a una concentracion final de 5 mM. Las lineas 9 y 10
corresponden a la proteina HpaB purificada y al extracto crudo de la cepa DHI
(pAJ221). La posicion de los marcadores de peso molecular se muestra en (kDa) en el

margen derecho.
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Tabla 12. Inductores del operén hpaBC

SUSTRATO

ACTIVIDAD B-GAL’

4-Hidroxifenilacetato
3-Hidroxifenilacetato
2-Hidroxifenilacetato
fenilacetato
3-Cloro-4-hidroxifenilacetato
3-Clorofenilacetato
Homoprotocatecuato
2,5-Dihidroxifenilacetato
p- Cresol

m-Cresol

0-Cresol

Fenol

4-Clorofenol

3-Clorofenol
2-Clorofenot

+++
4
ND"

N.D.
ND.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.
N.D.

N.D.
N.D.

* Actividad B-gal: para ensayar la actividad (3-galactosidasa, £. cofli ATCC
11105 (pROHI1) se cultivd durante 4 horas a 30 °C en medio M9
suplementado con glicerol 20 mM y los compuestos aromaticos mostrados

en la tabla a una concentracion final de 1 mM.

®N.D.: no detectado
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ORF3  HHCB3

13.7kb
ORF14

pACYCI84
4.2 kb

Talig

Figura 42. Construccién de los plismidos pRE1, pRX1 y pRA1. B, gen Apad; N gen
han, [, gen Apaf, [J, resto de los genes contenidos en el plasmido pHCRB3. Las flechas
mdlc‘jan‘ la direccion de transcripcion de los genes. Abreviaturas: Ap', resistencia a
ampicilina, Cm', resistencia a cloranfenicol; T¢', resistencia a tetraciclina; B, BamHI; E,
EcoRI; Ec, KcoRV; Py, Pvul; S, Sall.
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Figura 43. Fragmentos clonades en los plasmidos pROHI, pRE1, pRXI1, pRAI,
pRA2 y pRX2. B gen Apad; N gen ApaX: [, gen Apal; B, operon ApaBC, [ resto de
los genes del operén meta, =, operén lac, Las flechas indican la direccion de
transcripcion de los genes. En la figura se indican la localizacion de los promotores Py,
Psc v Py, y los sitios de restriccion utilizados para la construccion de los plasmidos. Los
asteriscos indican los sitios de restriccidn que no son Unicos en el fragmento mostrado.
Abreviaturas: B, BamHI; Ec, EcoRV; Eg, Ecod711L; Py, Pval; S, Sall..
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Tabla 13, Estudio de la expresion de la fusion Ppe-lacZ en presencia de HpaA y

HpaX.
Cepa Unidades B-gal x 10° *
+ 4-HPA - 4-HPA
MC4100 (pROHI1, pACYC184) 0,70 0,62
MC4100 (pROHI1, pRE1) 63,5 38,7
MC4100 (pROH]1, pRAI) 41,4 0,5
MC4100 (pROH]1, pRX1) 0,95 0,94

* Actividad B-gal: para ensayar la actividad B-galactosidasa las células se cultivaron
durante 4 horas a 30 °C en medio M63 suplementado con glicerol 20 mM en presencia o
ausencia de 4-HPA 1 mM.
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Figura 44. Produccion de P-galactosidasa por la cepa E. coli MC4100 (pREIl,
pROH1). Las células se cultivaron a 30 °C en medio M63 suplementado con glucosa 10
mM (A, 4) 6 glicerol 20 mM (O, @), en presencia (@, &) 6 ausencia (O, A) de 4-HPA |
mM.
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Figura 45. Induccién de la produccion de B-galactosidasa en las cepas de E. coli
‘MC4100 (pRA2) y ATCC 11105 (pROH1). Las cepas £. colr MC4100 (pRAZ) (Pancl
A)y £ coli ATCC 11105 (pROH1) (Panel B) fueron cultivadas a 30 °C en medio M63
suplementado con glicerol 20 mM y 4-HPA (@), 3-HPA (A), PA () y 2-HPA (W) a una
concentracion final de 1 mM.
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Figura 46. Represion por catabolito de la 4-HPA-hidroxilasa. Panel A: . coli ATCC
11105 (pROH1) cultivada a 30 °C en medio M9 suplementado con glucosa 10 mM (A,
A) 6 glicerol 20 mM (O, @), en presencia (@, A) ¢ ausencia (O, A) de 4-HPA 1mM.
Panel B: . coli MC4100 (pRA2) (O, @), v E. coli SBS688 (pRA2) (A, A) cultivadas a
30 °C en medio M63 suplementado con 4-HPA 1 mM y glucosa 10 mM (O, A) 6 glicerol

20 mM (@, &),
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Figura 47. Localizacién de los promotores Pac y Py, Panel A: sitio de iniciacién de la
transcripcion del operdn hpaBC. Panel B: sitios de iniciacién de la transcripcion del gen
hpad. Panel C: secuencia de nucledtidos de las regiones correspondientes a los
promotores Pac y Pu; los sitios de iniciacion de la transcripcion (+1) y las regiones
promotoras -10 y -35, el posible sitio de union de la proteina CAP, los RBS de hpad y
hpaB, y el posible terminador de la transcripcién del gen Apad se muestran subrayados.
e) ¥ = indican los dos posibles sitios de iniciacion en la region promotora Fy.
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5. EXPRESION DE LOS GENES DE LA RUTA DEL 4-HPA EN ORGANISMOS
HETEROLOGOS

El plasmido pAJ40 se construyé con el fin de comprobar que la ruta completa del
4-HPA estaba formada por los genes Apa y que no era necesario ningun gen adicional
para la mineralizacion de este compuesto. Para construir el plasmido pAJ40 se ligo el
fragmento EcoRI de 11 kb del plasmido pHCB3 al plasmido PHCR3 digerido con la
enzima de restriccion EcoRI (tablal0, figura 22). La mezcla de ligacion se utilizo para
transformar las células competentes de E. coli ET8000. La seleccion de los clones
recombinantes se llevd a cabo a 30 °C, en medio M9 sin glucosa suplementado con
ampicilina y 4-HPA 5 mM. Solo los clones que pudieran utilizar el 4-HPA como tunica
fuente de carbono serian capaces de crecer en este medio. Después de dos dias de
incubacion en estas condiciones, se obtuvieron dos colonias que fueron reaisladas en el
mismo medio selectivo en presencia de acido nalidixico, ya que la cepa ET8000 es
resistente a este compuesto. De esta forma se aislo la cepa ET8000 (pAJ40) a partir de
la cual se obtuvo el plasmido pAJ40, que se utilizé6 posteriormente para transformar
células competentes de F. coli DH1 y asi comprobar que la capacidad de utilizar el 4-
HPA y, por tanto, de expresar todos los genes implicados en su ruta de degradacion, no
era dependiente de cepa. La cepa L. coli DH1 (pAJ40) también era capaz de mineralizar
este compuesto tanto en medio s6lido como en medio liquido (tabla 14). Mediante estos
experimentos se demostré que los genes necesarios para la degradacion del 4-HPA

estaban contenidos en el fragmento clonado en el plasmido pAJ40.

3.1. Construccion de médulos transponibles con los genes de la ruta del 4-HPA

Los minitransposones derivados de Tn5 se han disefiado en un plasmido
(pGP704) cuya replicacion (oriRK6) depende especificamente de la proteina 7t (pir)
(Herrero y cols., 1990), por lo que sélo puede mantenerse de forma estable en cepas que
produzcan esta proteina, y que ademas contiene el origen de transferencia conjugativa
(oriTRP4) del plasmido promiscuo RP4. Por tanto, los vectores-transposones mini-Tn3,
son estables en bacterias lisogenas Apir y pueden ser movilizados por conjugacion a una

bacteria receptora mediante las funciones de transferencia del plasmido conjugativo RP4.
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En el caso de que la cepa receptora no produzca la proteina 7t el plasmido no podra ser
mantenido y, con una cierta frecuencia, habra transposicion del mini-Tn5 o sus derivados
a un replicon diferente, normalmente el cromosoma de la célula receptora. El gen que
codifica para la transposasa (f1p*) no esta incluido dentro de la unidad movil, por lo
que, si la bacteria receptora no es capaz de mantener el pladsmido transferido sélo se
integrara una copia del segmento movil en su cromosoma. Los transconjugantes asi
obtenidos son muy estables desde el punto de vista genético y faciles de seleccionar en
base al marcador de resistencia incluido en el segmento mévil (de Lorenzo y Timmis,

1994),

Uno de los objetivos de esta tesis era la expresion de la ruta catabolica del 4-HPA
en otros microorganismos diferentes a E. coli W para conferirles la capacidad de
metabolizar este compuesto y asi ampliar su capacidad biodegradativa. Con este fin
fueron construidos los plasmidos pAJ224 y pAJ402 como se muestra en la figura 48. El
primero es un derivado de pCNBS que tiene clonado, dentro del segmento mévil, el
operon ApaBC orientado de forma que su expresidon pueda ser controlada por el
promotor Pere, asi como el represor Jacl? y el marcador de resistencia a kanamicina. El
plasmido pAJ402 es un derivado de pUTmini-Tn5-Km2 y fue construido para poder
insertar la ruta completa del 4-HPA en el cromosoma de otros microorganismos
diferentes a /. coli W, seleccionando los transconjugantes en base a su resistencia a

kanamicina.

5.2, Integracién de la ruta del 4-HPA en el cromosoma de E. coli Ki2

Las células competentes de E. coli S17-1Apir se transformaron con el plasmido
pAJ402 que le conferia resistencia a ampicilina y a kanamicina. Esta estirpe contiene en
su cromosoma los genes que codifican para las funciones de transferencia del plasmido
RP4 y para la proteina n (Herrero y cols., 1990), por lo que podia ser empleada como
cepa donadora en los experimentos de transposicion. Como organismo receptor se eligio
la cepa ET8000 de E. coli K12. La conjugacion se llevé a cabo segun el método descrito
por de Lorenzo y Timmis (1994} utilizando, para la seleccion de los transconjugantes,

medio M9 sin glucosa suplementado con kanamicina y 4-HPA como Unica fuente de
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carbono. La cepa donadora era auxotrofa para L-prolina, por lo que no podia crecer en
el medio de seleccion. Los transconjugantes asi obtenidos se volvieron a seleccionar en
base a su sensibilidad a la ampicilina, descartdndose asi los procesos de cointegracion, y a
su capacidad de mineralizar el 4-HPA en presencia de kanamicina y acido nalidixico, un
marcador especifico de la cepa ET8000. Como resultado de estos experimentos se
obtuvo la cepa ET4025 capaz de utilizar 3- y 4-HPA como unica fuente de carbono pero
no 2-HPA (figura 49, tabla 14). Al incubar durante toda la noche a 30 °C la cepa
ET4025 en medio minimo suplementado con glicerol y fenol, en presencia y ausencia de
4-HPA, se comprobo que, en esta cepa, la transformacion in vive de fenol en catecol
dependia de la presencia del inductor 4-HPA (tabla 15). Estos resultados demuestran que
el plasmido pAJ402 contenia no sélo las enzimas catabolicas de la ruta del 4-HPA sino

también los genes reguladores.

5.3. Produccion de la 4-HPA-hidroxilasa en P. putida KT2442

Como se ha demostrado en los apartados 2.1, 2.2. y 2.3., la 4-HPA-hidroxilasa
es upna enzima que actua sobre una gran variedad de compuestos aromaticos
monohidroxilados, pero solo el 3- y 4-HPA son metabolizados completamente por la
estirpe salvaje. La produccion de esta enzima en otros microorganismos capaces de
mineralizar metabolitos producidos por la 4-HPA hidroxilasa, permitiria al organismo
receptor utilizar nuevos sustratos aromaticos como fuente de carbono, lo que supondria

una expansion vertical de su capacidad biodegradativa.

El organismo receptor elegido para comprobar esta hipotesis fue P. putida
KT2442 ya que era capaz de metabolizar el benzoato mediante la ruta orfo del catecol
(ver apartado 3.2.2.2. de la Introduccion) y, por tanto, deberia ser capaz de mineralizar
el catecol procedente de la transformacion de fenol mediada por la 4-HP A-hidroxilasa.
Como organismo donador se utilizé la cepa L. coli S17-1Apir transformada con el
plasmido pAJ224 (figura 48), llevandose a cabo la conjugacion segtin el método descrito
por de Lorenzo y Timmis (1994). Para seleccionar los transconjugantes se utilizé medio
LB suplementado con kanamicina y rifampicina dado que P. putida KT2442 es

resistente a rifampicina a diferencia de la cepa donadora. La nueva cepa de P. putida, a la
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que se denomind KTH2, presentaba un fenotipo negro similar al de los clones de E. coli
que expresan el operén de hpaBC (figura 50), lo que demostraba que la enzima se

producia constitutivamente en esta cepa.

A continuacién se investigd la capacidad de P. putida KTH2 para mineralizar el
fenol. Para ello, se incubaron las células a 30 °C con agitacidn durante toda la noche en
medio M9 suplementado con glicerol 20 mM, IPTG 3 mM y fenol 1 mM. Este cultivo se
utilizo para inocular, el medio compuesto por M9, IPTG 3 mM y fenol 3 mM como
fuente de carbono, hasta una DQOggo de 0,1. Después de nueve horas de incubacion, el
cultivo alcanzé la fase estacionaria de crecimiento con una DQOgge de 0,55. Una nueva
adicion de fenol 3 mM a los cultivos en fase estacionaria provocd que la cepa KTH2
iniciara un nuevo proceso de crecimiento.Sin embargo, si el fenol se afiadia inicialmente a
una concentracion superior a 3 mM no se detectaba crecimiento, probablemente debido a
la gran toxicidad de este compuesto. Como control, se repitid paralelamente el
experimento con la cepa P. putida KT2442 cuyo cultivo presentaba a las nueve horas

una densidad optica simifar a la inicial (figura 51).
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Figura 48. Construccion de los plismidos pAJ402 y pAJ224. B, operén ApaBC; U
fragmento de DNA que contiene la ruta completa para la degradacion de 4-HPA.
Abreviaturas: Ap‘, resistencia a ampicilina; Km', resistencia a kanamicina, Cm,
resistencia a cloranfenicol; B, BamHI; E, EcoRI; H, Hindlll; N, Nofl, Pirc, promotor trc;

tnp*, transposasa Tn3 desprovista de la diana Nofl; I y O, secuencias terminales (19 pb)
del minitransposon.
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Tabla 14. Capacidad de mineralizar el 4-HPA

Cepa de E. coli DOgop*
ET8000 0,3
ATCC 11105 0,8
ET8000 (pAJ40) 0,85
DH1 (pAJ40) 1,0
ET4025 0,95

a

*D.Os00 nm: 108 cultivos se inocularon a una DO gy0== 0,3 y se incubaron durante toda la
noche en medio M9 suplementado con 4-HPA 5 mM.
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Figura 49. Mineralizacién de 3- y 4-HPA por las estirpes de E coli K12 que
producen las enzimas de la ruta del &-HPA. Las estirpes ET8000, ET8000 (pAJ40) y
ET4025 fueron cultivadas en medio M9 suplementado con glicerol 20 mM :J 4—HPh, 3-
HPA y 2-HPA a una concentracion final de 5 mM. .
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Tabla 15. Induccién de la 4-HPA-hidroxilasa en diferentes estirpes de E. coli

Cepas Catecol (nmol/ml) *

-4-HPA +4-HPA

K12 ET8000 <1 <1
K12 ET4025 <1 329
W ATCC 11105 <1 695

* Catecol (nmol/ml): La induccion de la actividad hidroxilasa fue determinada mediante la
medida /# vivo de la transformacion de fenol en catecol. Las células fueron cultivadas

durante toda la noche a 30 °C en medio M9 suplementado con glicerol 20 mM en
presencia o ausencia de 4-HPA 1 mM.
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Figura 51. Curva de crecimiento de P. putide KTH2 utilizando fenol como fuente
de carbono. Las cepas P. putida KT2442 (A) y P. putida KTH2 (O) fueron cultivadas
en medio M9 suplementado con IPTG 3 mM vy fenol, que se afiade a una concentracion
de 3 mM al iniciarse el cultivo y después de 24 horas de incubacion.
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DISCUSION

1. CARACTERIZACION DE LA 4-HPA-HIDROXILASA DE E. coli W

La posible implicacion del gen pac en e catabolismo de compuestos aromaticos
fue postulada por Valle y cols., (1991) basandose en la capacidad de la PGA para
hidrolizar distintos ésteres y amidas del PA y algunos derivados de éste que,
posteriormente, pueden ser utilizados como sustratos por los microorganismos
productores. En este sentido, se sabe que la cepa de E. coli ATCC 11105, productora de
PGA, es capaz de utilizar como unica fuente de carbono algunos productos de la
reaccion catalizada por la PGA como el PA y el 4-HPA (Cooper y Skinner, 1980). Sin
embargo, hasta el momento no ha sido presentada ninguna evidencia que confirme esta
suposicion, por lo que el papel fisioldgico de estas enzimas todavia no ha sido
determinado. Esta hipdtesis y la posibilidad de que el clon HB101 (pAEC19), que
contiene el gen pac de E. coli, pudiera producir derivados catecélicos a partir de
compuestos aromaticos monohidroxilados, sirvieron de base para el esquema de trabajo
en esta Tesis, consistente en la caracterizacion del gen responsable de la transformacion
de compuestos aromaticos por este clon asi como el estudio de su implicacion en el

metabolismo de los derivados del PA.

La identificacion de los productos de la transformacion de fenol, L-tirosina, 4-
HPA y 3-HPA en los clones que contienen el plasmido pAJ19 mediante distintos
procedimientos, ha permitido confirmar que la enzima codificada por el gen ApaB es una
hidroxilasa de compuestos aromaticos dependiente de FAD y NADH. Esta enzima ha
sido clasificada como una 4-HPA-hidroxilasa ya que presenta la maxima actividad sobre
este compuesto, aunque su rango de especificidad de sustrato es muy amplio, siendo
capaz de hidroxilar otros compuestos aromaticos como el 3-HPA, el fenol, la L-tirosina
y otros derivados de ésta (tabla 9). El hecho de que esta enzima fuera capaz de producir
HPC a partir de 3- 6 4-HPA sugiri6é que podria ser similar a la hidroxilasa dependiente de
NADH detectada por Cooper y Skinner (1980) en el extracto crudo de E. coli C.
También se ha descrito en otros microorganismos la presencia de otras 4-HPA-
hidroxilasas que utilizan FAD y NADH 6 NADPH como cosustratos (Adachi y cols.,
1964; Hareland y cols., 1975; van den Tweel y cols., 1988, Martin y cols., 1991;

Arunachalam y cols., 1992). La especificidad de sustrato de cada una de estas enzimas es
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diferente; por ejemplo, las 4-HPA-hidroxilasas de P. acidovorans y P. putida no actian
sobre el 3-HPA (Hareland y cols., 1975; Arunachalam y cols., 1992) mientras que en el
caso de K. preumoniae se han descrito dos hidroxilasas diferentes especificas para el 3- y
4-HPA, respectivamente (Martin y cols., 1991). A diferencia de las anteriores, la 4-HPA-
hidroxilasa de Flavobacterium sp. (van den Tweel y cols., 1988) produce 2,5-DHPA
(acido 2,5-dihidroxifenilacético) en lugar de HPC.

Por otra parte, existen otras monooxigenasas mas inespecificas como la fenol-
hidroxilasa (tbul)) de P. picketti PKO1 que, ademas del fenol, utiliza como sustratos el
o-, m-y p-cresol, el catecol, el clorofenol, el bromofenol y el resorcinol (Kukor y Olsen,
1990). E! guaiacol y el 3,4-dimetilfenol se comportan como falsos sustratos de esta
enzima, ya que provocan la oxidacion del cosustrato (NADPH) independientemente de la
incorporacion del grupo hidroxilo en el anillo aromatico (Kukor y Olsen, 1990). Este
desacoplamiento entre las reacciones de oxidacion e hidroxilacién también ha sido
observado en otras oxidasas de funcion mixta (Beadle y Smith, 1982), por lo que no hay
que descartar la posibilidad de que el 3-Cl-4-HPA, el 4-CI-PA, el p-cresol, el 3- y 4-
clorofenol, la L-dopa y los derivados dihidroxilados del fenol y del PA (tabla 9), cuyos
productos de reaccion no han sido determinados en este trabajo, puedan comportarse

como falsos sustratos de la 4-HPA-hidroxilasa de . coli W.

Inicialmente se penso que la 4-HPA-hidroxilasa estaba compuesta Uinicamente por
la proteina HpaB, ya que la cepa DH1 (pAJ27) presentaba actividad 4-HPA-hidroxilasa.
Ademas, la mayoria de las monooxigenasas dependientes de FAD y NADH (6 NADPH)
son proteinas monocomponentes con una masa molecular semejante a la calculada para
la proteina HpaB (figura 12) (Kukor y Olsen, 1990; Neujahr y Gaal, 1973; Beadle y
Smith, 1982; Harayama y cols., 1992). Sin embargo, se han obtenido suficientes pruebas
genéticas y bioquimicas que descartan esta suposicion. Por una parte, los resultados
derivados de la expresion de los genes ApaB y hpaC en cis, en trans y en células
diferentes (tabla 11), demuestran que la presencia de la proteina HpaC en la mezcla de
reacciéon origina un incremento en la actividad 4-HPA-hidroxilasa de la proteina HpaB.
Ademas, el analisis de la secuencia de nucledtidos de estos genes sugiere que ambos

forman parte de un mismo operdén (ApaBC) (figura 23). En consonancia con estos
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resultados, se puede afirmar que la 4-HPA-hidroxilasa es un sistema enzimatico formado

por dos componentes; la proteina HpaB de 58.781 Da y la proteina HpaC de 18.679 Da.

Las 4-HPA-hidroxilasas de P. ovalis y P. putida son los Unicos sistemas
enzimaticos de este tipo descritos hasta el momento, aunque todavia no han sido
estudiados a nivel molecular (Adachi y cols., 1964; Arunachalam y cols., 1992). Como se
ha comentado en el apartado 3.2.1.1 de la Introduccion, la 4-HPA-hidroxilasa de P.
putida esta formada por una flavoproteina dimérica con dos subunidades idénticas de
30,7 kDa y una proteina cooperadora de 38,5 kDa. En este sistema enzimatico, el
acoplamiento entre las reacciones de oxidacion e hidroxilacion es llevado a cabo por la
proteina cooperadora ya que, en ausencia de ésta, la flavoproteina oxida el NADH en
presencia del sustrato y de otros compuestos que se comportan como falsos sustratos, no
dando lugar en ningln caso al producto dimdroxilado. La aparente ausencia de centros
redox en la proteina cooperadora descarta la posibilidad de que actue como oxidasa
terminal de este sistema, por lo que hasta el momento se desconoce la funcién de esta
proteina. Los dos componentes de las 4-HPA-hidroxilasas de P. putida y P. ovalis no
parecen formar complejos muy estables ya que, en ambos casos, pueden ser separados
por una simple precipitacion fraccionada con sulfato amoénico (Adachi y cols., 1964,

Arunachalam y cols., 1992).

En el caso de la 4-HPA-hidroxilasa de E. coli, el componente HpaB es capaz de
producir catecol a partir de feno! independientemente de la presencia de la proteina
HpaC, aunque este proceso es mas eficiente cuando ambas proteinas actian
conjuntamente. Ademas, la oxidacion del NADH dependiente de sustrato aumenta en
presencia del componente HpaC hasta unos niveles similares a la formacion de producto
dihidroxilado (tabla 11), lo que demuestra que la oxidacién del cosustrato no es un
proceso llevado a cabo unicamente por la proteina HpaB. Por otra parte, se ha
comprobado durante el proceso de purificacion del componente HpaB que el
Cibacrén blue actiia como ligando de adsorcién de esta proteina, sugiriendo su capacidad
para unirse a coenzimas como el FAD y/o el NADH (figura 18B). En cambio, ia proteina
HpaC eluye durante el proceso de lavado de la columna lo que indica que, como en el

caso de las hidroxilasas de P. putida y P. ovalis, el complejo formado entre ambos
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componentes no es muy estable, y ademds, que esta proteina no debe poseer ningun sitio

de union a NADH o FAD.

Todos estos resultados sugieren que la proteina HpaB es el componente
flavoproteico del sistema y que la proteina HpaC actia como proteina cooperadora del
mismo aunque, aparentemente, la formacion del complejo FAD-enzima requiere la
presencia de ambas (figura 17). No obstante, la comparacion de la secuencia de
aminoacidos def componente HpaB con ia de otras flavoproteinas secuenciadas no reveld
ninguna similitud significativa, incluso en las regiones implicadas en la a FAD y NADH
(Rossman y cols., 1974; Wierenga y cols., 1986; Eggink y cols., 1990; Di Marco y cols.,
1993). En este sentido, Howell y cols.(1972) demostraron que algunas flavoproteinas
hidroxilasas, que requieren donadores de electrones externos como el NADH o NADPH,
presentan un fenémeno comin de control segun el cual, la reduccion de la flavina por
NAD(P)H aumenta considerablemente tras la formacion del complejo enzima-sustrato.
Este mecanismo parece estar limitado a aquellas hidroxilasas que utilizan compuestos
aromaticos como sustratos (Ballou, 1982}, sugiriendo una correlacion entre la presencia
de un sitio atipico de unién de FAD/NAD(P)H y el incremento en la afinidad de la union
de NAD(P)H provocada por la presencia del sustrato. Por otra parte, Arunachalam y
cols. (1992), han propuesto que ia naturaleza bicomponente de la 4-HPA-hidroxilasa de
P. putida supone un mecanismo de defensa secundarioc que evita el consumo
improductivo de NADH. Por tanto, y de acuerdo con estas observaciones, es coherente
suponer que esta nueva familia de hidroxilasas bicomponentes puedan tener un sitio

atipico de union a FAD/NADH que hasta el momento no ha sido caracterizado.

El mecanismo por el cual la proteina HpaC favorece la hidroxilacién del sustrato
mediada por el componente HpaB alin no ha sido esclarecido. Esta proteina se parece a
Ia ORF6 del cluster de genes de la sintesis de la actinorrodina de S. coelicolor (figura 15)
(Fernandez -Moreno y cols., 1992) y cuya funcion no se ha determinado exactamente. Se
ha propuesto que esta proteina podria actuar como una dimerasa uniendo dos moléculas
del ultimo precursor de la actinorrodina para producir la estructura final del antibidtico,

aunque no se descarta que pudiera actuar como una proteina reguladora.
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2. COMPARACION DE LA RUTA DEL 4-HPA DE E. coli W CON OTRAS
RUTAS CATABOLICAS

Generalmente, para relacionar dos rutas metabolicas desde el punto de vista
evolutivo se tienen en cuenta dos criterios; por una parte, la similitud en la estructura
primaria de las enzimas equivalentes y por otra, la conservacion en la organizacién fisica
de los genes (Williams y Sayers, 1994). Se puede afirmar que dos enzimas derivan de un
mismo gen ancestral cuando cumplen los siguientes requisitos: i) catalizan la misma
reaccion, ii) las subunidades de éstas tienen una masa molecular similar, iii) sus
secuencias de aminoacidos pueden ser alineadas sin introducir huecos y iv) el porcentaje
de identidad entre ambas proteinas es superior al 30 % (Harayama y Timmis, 1992).
Teniendo en cuenta estos criterios, en este apartado se va estudiar la relacion entre la
ruta metabdlica del 4-HPA de E. coli W y otras rutas microbianas de degradacion de

compuestos aromaticos.

2.1. Comparacion de los genes spa con los genes estructurales de otras rutas

metabolicas de derivados aromaticos

Los primeros trabajos en el estudio de la capacidad de F. coli para metabolizar
compuestos aromaticos fueron realizados por Cooper y Skinner (1980). Estos autores
establecieron que la estirpe C de E. coli mineraliza el 3- y 4-HPA por una ruta inducible
de tipo meta, donde el HPC actiia como intermediario central dihidroxilado. A pesar de
que el operon meta de degradacion del HPC (hpcECBDGH) de esta estirpe ha sido
clonado y secuenciado (Roper y cols., 1993), el operén de la 4-HPA-hidroxilasa, asi
como los genes localizados entre ambos operones (hpad y hpaX) (figura 24), no habian
sido clonados hasta el desarrollo de esta Tesis. Dado que F. coli W también es capaz de
metabolizar el 3- y 4-HPA, existia la posibilidad de que las rutas catabdlicas de estos
compuestos en ambas estirpes pudieran ser homoélogas. Los resultados decisivos que
permitieron la verificacién de esta hipotesis fueron: i) la confirmacion de la existencia de
secuencias homologas a ApaB en E. coli C (figura 20), i} la clonacion del operdn
hpaBC de E. coli C en el plasmido pHC1 y la secuenciacion parcial del mismo, iii) la

demostracion de la presencia de genes homologos a la HPC-dioxigenasa de K.
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pneumoniae tanto en la estirpe C como en la estirpe W (figura 21) y iv) la clonacion y
secuenciacion del operon mefa de degradacion del HPC de £. coli W (figuras 22-24).
Los resultados obtenidos mediante analisis por Southern blot (figuras 20 y 21) también
sugieren que otros microorganismos capaces de utilizar el 4-HPA como unica fuente de
carbono como E. coli B, K. pneumonige y K. citrophila podrian tener una ruta

catabolica similar a la de las estirpes C y W de L. coli.

La ruta catabdlica del 4-HPA de E. coli W esta compuesta por once genes; ocho
genes estructurales organizados en dos operones catabélicos, el operén ApaGEDFHI u
operon meta y el operdn ApaBC, dos genes reguladores ApaR y hpad, y el gen hpaX de
funcién desconocida, que esta relacionado con la superfamilia de transportadores
transmembranales MFS (figura 24). Ya se ha mencionado que las enzimas del operon
meta son homodlogas a las de la estirpe C de E. coli, sin embargo, la comparacion de la
secuencia de aminoécidos de las enzimas que componen tanto el operon meta como el
operon ApaBC, ha revelado que sélo los genes Apak, hpaG y hpaH codifican para
proteinas que se parecen a las enzimas equivalentes en otras rutas catabolicas de

compuestos aromaticos (figuras 25 y 26).

La deshidrogenasa HpaE pertenece a la superfamilia de las aldehido
deshidrogenasas (ADH) igual que las deshidrogenasas XylG y XylC de la ruta TOL
(figura 4) y la proteina DmpC de la ruta de degradacion de fenol de Pseudomonas
CF600 (Dmp) (figura 26) (Horn y cols,, 1991; Nordlund y Shingler, 1990). La
comparacion de HpaE con otros miembros de las ADH indica que en esta enzima estan
conservados todos los motivos caracteristicos de la superfamilia. Por ejemplo, la Cys-
278 de HpaFE parece ser un residuo esencial implicado en la unién del NAD", ademas, la
region anterior a esta cisteina, incluyendo la Phe-271, estd muy conservada en estas
proteinas. Otra secuencia caracteristica, LGGK, esta situada a continuacion del Glu-244
de HpaE. Este amino4cido parece estar implicado en el relé de carga o bien se trata del
aminoacido que actua como nucledfilo. Por otra parte, en el motivo iocalizado entre la
Gly-224 y la Gly-229, la secuencia FTGGTATG se corresponde con la secuencia
consenso (F/Y)TG(S}T)XXG presente en esta familia, que tambieén parece estar

implicada en la unién del NAD'. Asimismo, el motivo GTGREG localizado en la
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posicion 454 de HpaE parece ser el responsable del reconocimiento del cosustrato. Por
tltimo, el Glu-470 de HpaE podria participar en el relé de carga aunque este residuo no

esta conservado en todos los miembros de las ADH (Horn y cols., 1991).

La proteina HpaE es equivalente a las deshidrogenasas XylG y DmpC que son las
primeras enzimas de la rama del 4-oxalocrotonato (rama deshidrogenasa/descarboxilasa)
de la ruta TOL y de la ruta Dmp (figuras 2 y 4). Es interesante resaltar que, a diferencia
de estas rutas que pueden degradar los derivados catecolicos por la rama del 4-
oxalocrotonato o por la rama hidrolitica (Powlowski y Shingler, 1994), la ruta del 4-
HPA de £. coli es la Gnica descrita hasta el momento que Unicamente consta de la rama

deshidrogenasa/descarboxilasa.

Las descarboxilasas e hidratasas de las rutas de tipo mefa se caracterizan por
poseer un origen comun a pesar de tener funciones diferentes (Harayama y cols., 1989,
Shingler y cols., 1992). Estas enzimas estin codificadas por genes diferentes cuyos
productos presentan un porcentaje de 1dentidad superior al 30%, por lo que se supone
que provienen de la duplicacién génica de un gen ancestral. Los genes xyl/ y dmpk
codifican para las 2-oxopent-4-enoato-hidratasas de las rutas TOL y Dmp. En cambio, la
actividad descarboxilasa solo es evidente en los clones que expresan conjuntamente los
genes xy/f y xyl/ de la ruta TOL, y dmpFE y dmpH de la ruta Dmp, no detectandose en
los clones que producen unicamente las descarboxilasas Xyll 6 DmpH. Ademas, todos
los intentos de purificacién de la 4-oxalocrotonato-descarboxilasa activa han dado como
resultado una copurificacion de las enzimas Xyll/Xyl) ¢ DmpE/DmpH (Harayama y

cols., 1989; Shingler y cols., 1992).

La descarboxilasa HpaG y la hidratasa HpaH se parecen a esta familia de
proteinas pero, a diferencia de las descarboxilasas anteriores, la proteina HpaG parece
haber sufrido dos procesos evolutivos; una duplicacion génica y una fusion posterior de
ambos genes, ya que sus extremos N- y C- terminal son muy similares (figura 25).
Ademas, los experimentos realizados por Roper y Cooper (1993) con la proteina
homologa (HpcE) de E. coli C indican que esta proteina es la unica responsable de la

actividad descarboxilasa. Por otra parte, estos autores atribuyen a la proteina HpcE una
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doble funcidn OPET-descarboxilasa/HHDD-isomerasa. En este sentido, Harayama y
cols., (1989) demostraron que, en la ruta TOL, la reaccidn equivalente a la isomerizacion
llevada a cabo por esta enzima entre los compuestos HHDD (forma enol) y OHED
(forma ceto) (figura 24), es un paso enzimatico dispensable, teniendo en cuenta que,
debido a su gran inestabilidad, la forma enol se transforma espontaneamente en la forma
ceto. Para llevar a cabo estos experimentos, estos autores sintetizaron quimicamente el
2-hidroxipent-2,4-dienoato (forma enol) y demostraron que este compuesto es el
sustrato real de la hidratasa XylJ. Sin embargo, Roper y Cooper, (1993) demostraron la
actividad isomerasa de la enzima HpcE utilizando el HHDD obtenido mediante la
descarboxilacion enzimatica del OPET en un clon que contenia el gen ApcE en el que no
se detectd actividlad HHDD-isomerasa (Jenkins y Cooper, 1988). La consideracion de
los procedimientos de obtencion de la forma endlica utilizados en ambos casos, hace
necesario confirmar los resultados obtenidos para HpcE mediante un método similar al

utihizado por Harayama y cols. {1989).

El resto de los genes que componen el operdn mefa, incluso su gen regulador
hpaR, no se parecen a los genes equivalentes de otras rutas. Hasta el momento se
conoce la secuencia completa de los genes estructurales de las rutas TOL, Dmp, TOD
(ruta de degradacion del tolueno de P. putida F1) y algunas rutas de degradacion de
policlorobifemlos de distintas estirpes del género Pseudomonas (Horn y cols., 1991,
Powlowski y Shingler, 1994, Wang y cols., 1995; Furukawa, 1994) (figura 2). La
comparacion de las enzimas que componen estas rutas ha demostrado que todos los
genes equivalentes tienen un origen comin y que, aparentemente, mutaciones producidas
a lo largo de la evolucion han causado cambios en la especificidad enzimatica
provocando diferencias en la capacidad biodegradativa de los microorganismos (Williams
y Sayers, 1994; Harayama y Rekik, 1993). El origen de los genes hpaD, hpalF y hpal
parece no estar relacionado con el de las correspondientes dioxigenasas, isomerasas y

aldolasas de las rutas citadas anteriormente, lo que implica un claro ejemplo de evolucidn

convergente.

La presencia de permeasas en las rutas de degradaciéon de compuestos aromaticos

no ha sido estudiada hasta hace relativamente poco tiempo. Ultimamente se han
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secuenciado algunos genes integrados en operones de rutas catabdlicas o situados
inmediatamente al lado de estos, que codifican para proteinas que presentan una similitud
muy alta con proteinas transportadoras. Por ejemplo, el gen fodX forma parte del operon
tod (figura 2) y su producto se parece a la proteina FadL de £. coli implicada en el
transporte a través de la membrana celular de 4cidos grasos de cadena larga. La funcion
de este gen no esta todavia muy clara, pero se ha propuesto que puede actuar como
transportador del tolueno o como proteina receptora de tolueno, responsable de la
activacion de las proteinas reguladoras (Wang y cols., 1995). Otros ejemplos de este
tipo de proteinas son la proteina Phtl de la ruta de degradacion del fialato de P. pufida y
la proteina PcaK de la ruta orfo de degradacion de 4-hidroxibenzoato de P. putida
PRS2000 (Nomura y cols.,, 1992; Harwood y cols., 1994). Ambas pertenecen a Ia
superfamilia de transportadores transmembranales (MFS) (Marger y Saier, 1993} aunque
todavia no se conoce exactamente su funcion. En el caso de la proteina Phtl se ha
sugerido que podria actuar como transportador de ftalato o como regulador positivo de
los genes pht (Nomura y cols., 1992). En cambio, la enzima PcaK podria actuar, ademas
de como transportador de 4-hidroxibenzoato, como proteina quimiorreceptora de
sustrato, y por tanto, estar implicada en la respuesta quimiotactica que P. pufida

experimenta en presencia de este compuesto (Harwood y cols., 1994).

La comparacion de la secuencia de aminoacidos de la proteina HpaX y el analisis
de su perfil hidrofobico (figuras 32 y 33) sugieren que esta enzima es un miembro de la
MFS como los casos anteriormente expuestos. La mayoria de los miembros de esta
familia contienen el motivo (R/K)XXX(R/K) entre las a-hélices 2-3 y 8-9 que da lugar a
una region altamente hidrofilica (Marger y Saier, 1993). Entre las hélices 8-9 de HpaX se
han localizado dos motivos consecutivos similares al consenso entre la Arg-318 y la Arg-
327 (RHSDRRQERR), en cambio, en la region situada entre las hélices 2 y 3, el caracter
hidroftlico es aportado por el motivo VGARR situado entre la Val-96 y la Arg-100
(figura 32).

Hasta el momento no se ha clonado ningtn gen que codifique para una 4-HPA-
permeasa, aunque se ha detectado la presencia de estas proteinas en algunos

microorganismos que mineralizan el 4-HPA como K. preumoniae y E. coli C (Allende y
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cols., 1992; Cooper y Skinner, 1980). Los resultados obtenidos del analisis de la
secuencia de HpaX sugieren que esta enzima podria actuar como un transportador de 4-
HPA aunque, hasta que se disponga de las pruebas bioquimicas que lo demuestren, no
se descarta que pueda estar implicada en procesos de regulacién y/o quimiotaxis como se

ha propuesto para las proteinas TodX, PcaK y Phtl.

2.2, Los genes reguladores de la ruta del 4-HPA

Generalmente, las rutas bacterianas de derivados aromaticos estan reguladas
positivamente por proteinas pertenecientes a las familias LysR, NirC & XylS/AraC
(Inouye y cols., 1988; Schell, 1993; Gallegos y cols., 1993). Sin embargo, los trabajos de
Roper y cols. (1993) demuestran que la expresion de los genes del operdon hpcECBDGH
de E. coli C estd regulada negativamente por la proteina HpcR que, como ya se ha
mencionado, no se parece a ninguna proteina secuenciada hasta el momento. La
represion mediada por esta proteina depende de la presencia de HPC y/6 4-HPA que
actian como inductores. Ademas, estos autores determinaron que la expresion del
operon meta esta sujeta a represion catabolica, lo que justifica la presencia de un posible
sitio de union a la proteina CAP localizado en la regibn promotora del operdn (figura
37). Aunque aun no se han realizado los experimentos bioquimicos y genéticos
necesarios para extrapolar estos resultados al operon ApaGEDFHI y su regulador ApaR,
dada la homologia que presentan las enzimas, que en el caso de las proteinas HpaR y
HpcR supone un 100% de identidad (figura 30), se asume que el mecanismo de

regulacion es similar en ambas estirpes.

La proteina HpaA es un miembro de familia de reguladores XylS/AraC (Gallegos
y cols,, 1993) que regula positivamente la expresidn del operdn ApaBC utilizando como
efectores 3-HPA, 4-HPA y PA. Los miembros de esta familia se caracterizan por estar
estructurados en dos dominios: el C-terminal que presenta un motivo muy conservado
implicado en la unién a DNA (figura 31) (Gallegos y cols., 1993; Michan y cols., 1995) y
el N-terminal, menos conservado entre los miembros de esta familia, que podria estar
implicado en la unién enzima-efector aunque todavia no existen las pruebas suficientes

para confirmarlo.
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La comparacidn de la secuencia de aminoacidos de la proteina HpaA revelo que
MelR es el miembro de esta familia que mas se le parece (figura 31). Esta proteina regula
positivamente la transcripcion del operon mel4B implicado en el catabolismo de la
melobiosa en £. coli (Webster y cols., 1989). Las diferencias mas notables en la
transcripcion de los genes fipad y melR son, por una parte, que melR se transcribe en
sentido contrario al operén al que regula, como la mayoria de los miembros de esta
familia (Webster y cols., 1988), sin embargo, el gen hpad se transcribe en el mismo
sentido que el operdn ApaBC. Ademas, los experimentos realizados con la cepa MC4100
(pPROH1, pRE1) y MC4100 (pRAZ2) (figuras 44 y 45} indican que la transcripcion del
gen hpad puede estar mediada por los promotores P, y/0 Py (figura 43). Estos
resultados sugieren que este gen podria formar parte del operon hpaX4 aunque esta
hipotesis no podrd confirmarse hasta que se analice el numero de unidades de
transcripcion generadas en esta region. Por otra parte, la expresion del operdn ApaBC
esta sujeta a represion por catabolito (figura 46). Dado que se ha localizado un posible
sitio de union a la CAP en el promotor P, (figura 47C), y que este efecto no se observa
en las cepas MC4100 (pROH1) y MC4100 (pRX2) (datos no mostrados), se podria
asumir que la represion catabolica observada es debida a la intervencion de la proteina
CAP en la expresion del gen Apad mediada por el promotor P,. En este sentido, se sabe

que la expresion de me/R también esta regulada por la CAP (Webster y cols., 1988).

Las proteinas HpaA y XylS son los Gnicos miembros de esta familia implicados
en la regulacion de rutas catabolicas de compuestos aromaticos (Gallegos y cols., 1993).
Como se mencioné en el apartado 3.2.4. de la Introduccion, XylS regula positivamente
la expresion del operon meta de la ruta TOL y su produccion esta controlada por el
regulador XylR y el factor o™ de la RNA polimerasa (Marqués y Ramos, 1993). Se ha
propuesto que la forma activa de la proteina es un dimero cuya formacion se favorece en
presencia de los efectores y/o cuando XylS esta hiperproducida (Marqués y Ramos,
1993). Los ensayos realizados con la cepa MC4100 {pRX2) demuestran que Py es un
promotor muy fuerte, por lo que los elevados niveles de B-galactosidasa producidos por

la cepa MC4100 (pROH1, pRE1) en ausencia del efector (figura 44), podrian deberse a
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una hiperproduccion de HpaA, la cual, como en el caso de XylS (Marques y Ramos,

1993), provocaria la dimerizacion de la proteina y por tanto activaria el promotor Ppc.

Desde el punto de vista cualitativo, la activacion del promotor Pge cuando el gen
hpaA se expresa mediante el promotor P4, es similar a la de la cepa £. coli ATCC 11105
(pROH1) (figuras 44 y 45). Todos estos resultados sugieren que la expresion mediada
por el promotor Py podria estar controlada por algin represor en la estirpe salvaje el cual
no esta presente en la cepa MC4100. En este sentido, los ensayos realizados con la cepa
MC4100 (pRX2, pHCR2), donde se expresan conjuntamente la fusion Py-lacZ y el gen
hpaR (datos no mostrados), indican que el regulador HpaR no parece estar implicado en
la expresion mediada por Py. No obstante, hay que tener en cuenta que, a pesar de que
los experimentos desarrollados en este trabajo aportan informacion muy valiosa sobre el
mecanismo de regulacion del promotor Py, los sistemas multicopia no son los mas
apropiados para analizar promotores desde el punto de vista cuantitativo, puesto que el
nivel de expresion del gen /acZ depende del nimero de copias del plasmido. En cambio,
un sistema en el que, tanto el gen regulador como la fusion Ppc-lacZ, hubieran sido
mnsertados en el cromosoma, reproduciria més exactamente la situacion existente en la
cepa salvaje (Kessler y cols., 1992). Por ello, hasta que no se disponga de un sistema
monocopia en el que el gen Apad se exprese, por una parte a partir de P, y, por otra, a
partir de Py, no podremos confirmar cual es el promotor implicado en la expresion de

hpaA.

Los unicos sustratos de la 4-HPA-hidroxilasa que se comportan como efectores
de la proteina HpaA son el 3-HPA y el 4-HPA. En cambio, el PA induce la produccion
de la 4-HPA-hidroxilasa pero no es transformado por esta enzima. Dado que E. coli W
¢s capaz de utilizar el PA como Unica fuente de carbono, la induccion de la 4-HPA-
hidroxilasa por este compuesto en la estirpe salvaje (figura 41, tabla 12) podria sugerir la
existencia de una PA-monooxigenasa mediante la cual el PA seria transformado en 3- 6
4-HPA, que serian los verdaderos responsables de la induccion. Esta enzima permitiria
conectar las rutas del PA y del 4-HPA. Sin embargo, el hecho de que el PA también
provocara la activacion de la proteina HpaA en la cepa MC4100 (pRA2) (figura 45)

excluye esa posibilidad ya que, como se ha demostrado en esta Tesis, E. coli K12 no
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contiene la ruta del 4-HPA, y por otra parte, la transformacion de PA en esta estirpe no
origina la acumulacion de 4-HPA (Cooper y cols., 1985). Por tanto, es mas coherente
sugerir que, en este caso, la proteina HpaA se comporta de una forma inespecifica en el
reconocimiento del efector. Ademas, este efecto también se ha observado en la proteina
XylS, ya que algunos efectores son compuestos metabolizables por la ruta TOL como el
benzoato y sus derivados 3-metil-, 3-etil, 4-metil y 3,4-metil-benzoato. Sin embargo, el
2-metil-benzoato y ciertos derivados halogenados del benzoato son capaces de activar la

proteina pero no son mineralizables por esta ruta (Ramos y cols., 1986).

2.3. La organizacion fisica de los genes

Como se menciond al comienzo del apartado 2., uno de los criterios utilizados
para relacionar las rutas catabodlicas desde el punto de vista evolutivo es la conservacion
en la organizacion fisica de los genes. Esta premisa permite confirmar el origen comin de
los genes que componen la ruta mefa de algunas rutas catabolicas. Por ejemplo, la
secuencia de reacciones que conllevan a la mineralizacion del catecol de las rutas TOL,
Dmp y de la ruta del naftaleno de P. putida PpG7 (NAH) (figura 2) es la misma, ya que
las tres contienen las enzimas que codifican para la ramas hidrolasa y
deshidrogenasa/descarboxilasa, y el porcentaje de similitud entre las enzimas equivalentes
es muy elevado (Harayama y Rekik, 1993). Ademas, el orden de transcripcion de los
genes xy/[TEGFJOKIH (ruta meta) de la ruta TOL, es idéntico al de los genes
equivalentes de la ruta Dmp y practicamente igual al de la ruta NAH. Sin embargo, esta
similitud disminuye entre las enzimas que codifican para las rutas periféricas, cuyos genes
estan localizados en la regiéon inmediatamente anterior al primer gen de la ruta meta
(eylT, dmpQ 'y nahT) formando parte del mismo operon (figura 2) (Williams y Sayers,
1994). Estos genes suelen estar relacionados con los equivalentes de otras rutas, asi por
ejemplo, en el caso de la ruta TOL, los genes que codifican para la toluato dioxigenasa
(xylXYZ), son muy similares a los genes que codifican para la benzoato dioxigenasa de 4.
calcoaceticus (benABC) (figura 2) (van der Meer y cols.,, 1992). En consecuencia,
algunos autores han sugerido que la evolucion de las rutas metabodlicas se produce

mediante el ensamblaje de mddulos funcionales, en el que estan implicados procesos de
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duplicacion génica, recombinacion y transposicion (van der Meer y cols., 1992, Willitams

y Sayers, 1994; Wyndham y cols., 1994).

Los resultados obtenidos en esta Tesis sugieren que, teniendo en cuenta
solamente la similitud entre proteinas equivalentes, los Unicos genes de la ruta del 4-HPA
que podrian tener un origen ancestral comin a otros genes equivalentes de la rutas de
tipo meta, son los genes hpaG, hpaH, hpaE y hpaA. En cambio, el orden de
transcripcion de los genes de esta ruta no permite establecer ninguna relacion evolutiva

con ninguna ruta catabdlica que no sea la de E. coli C {figuras 2 y 24).

Por otra parte, se ha demostrado que el cluster de genes de la ruta del 4-HPA ha
sido adquirido por la estirpe W como un cassetfe catabolico (figuras 36 y 37). Este
proceso de adaptacién microbiana permite relacionar esta ruta con otros sistemas, ya que
la adquisicion de rutas metabolicas completas mediante procesos de transferencia
genética ha sido ampliamente demostrada en otros microorganismos (Reineke y
Knackmuss, 1979; van der Meer y cols., 1992). De hecho, se han descrito algunos casos
en los que todos los genes responsables de la mineralizacion de un compuesto estan
incluidos en un transposon, como por ejemplo la ruta TOL y la ruta NAH (Wyndham y
cols., 1994). Hasta el momento, no se ha encontrado ninguna evidencia que permita
especular sobre el mecanismo implicado en la adquisicion de la ruta del 4-HPA por la
estirpe W, aunque la ausencia de un gen que codifique para una tipica transposasa, asi
como la ausencia de secuencias invertidas en los extremos del c/usfer, sugieren que no se

ha adquirido mediante un proceso tipico de transposicion.

Por ultimo, se ha descrito la tendencia de algunos genes a insertarse en el
cromosoma en una posicidn muy cercana a la de otros genes que codifican para enzimas
relacionadas fisiologicamente con las proteinas producidas por los primeros. Aunque
todavia no se conocen los factores que determinan estos procesos, algunos autores han
sugerido que no se trata de un hecho aleatorio (Houghton y cols., 1995). Por tanto, no
deberia descartarse la posibilidad de que el proceso de insercion del gen pac en la regién
del cromosoma proxima a la del cluster de la ruta del 4-HPA, haya sido controlado por

algan proceso de adaptacion microbiana, dirigido a ampliar la capacidad biodegradativa
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de E. coli W. Por otra parte, seria interesante investigar si existe alguna relacion
funcional entre genes de la ruta del 4-HPA y las ORFs 12 y 13 ya que, aunque la funcion
del producto del gen cst4 no ha sido determinada con exactitud, hay que tener en cuenta
que este gen se ha localizado en E. cofi MC4100 a 600 pb del operdon entCEBA-P5,
que es responsable de la sintesis del compuesto aromatico enterobactina, y que la
expresion de algunos genes de este tipo se induce en presencia de ciertos compuestos

aromaticos (Schultz y Matin, 1991; Blom y cols., 1992).
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3. PERSPECTIVAS DE FUTURO EN LA UTILIZACION DE LOS GENES DE
LA RUTA DEL 4-HPA EN LA DESCONTAMINACION MEDIOAMBIENTAL

Aunque el 3- y 4-HPA no son compuestos xenobidticos, la acumulacién masiva
de éstos puede acarrear problemas de toxicidad ademas de provocar otros efectos
nocivos, desde el punto de vista medioambiental, derivados de su mal olor (Spoelstra,
1978). Ya se ha comentado que, puesto que E. coli W es capaz de mineralizar estos
compuestos, este microorganismo podria ser utilizado en los procesos de depuracion
bioldgica de residuos con alto contenido en 4-HPA, como el alpechin (apartado 5.2 dela
Introduccion). En este sentido, la caracterizacion de la ruta del 4-HPA realizada en este
trabajo, ha permitido determinar cuales son los genes implicados en esta ruta, y asi
disponer de la informacion necesaria para desarrollar un sistema que permita transferir a
otros microorganismos la capacidad de metabolizar el 3~ y 4-HPA (figuras 48-50). La
viabilidad del uso de mini-transposones derivados de Tn5 en procesos de transferencia
genética se ha comprobado en diferentes especies de los géneros Pseudomonas,
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Proteus, Vibrio, Bordetella, Actinobacillus,
Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium y Alcaligenes (de Lorenzo y Timmis, 1994).
Por tanto, la construccion de un modulo transponible con los genes de la ruta del 4-HPA
en derivados mini-Tn5, hace posible que los microorganismos antes mencionados puedan
ser también considerados como candidatos en el disefio de biorreactores para la

depuracién biolégica del alpechin.

En esta Tesis también se ha demostrado que la produccion de la 4-HPA
hidroxilasa de £. coli W en P. putida, permite a este microorganismo utilizar el fenol
como unica fuente de carbono (figura 51), constituyendo un claro ejemplo de la
aplicacién de la ingenieria genética en la expansion de la capacidad metabolica
microbiana. La baja especificidad de sustrato que presenta esta enzima deja abierta la
posibilidad de utilizar el vector-transposdn pAJ224 para insertar el operon hpaBC en el
genoma de otros microorganismos capaces de mineralizar algin producto de la reaccidn
mediada por la 4-HPA-hidroxilasa, y asi ampliar el espectro de sustancias metabolizables

por dichos microorganismos.
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Por otra parte, el catecol se utiliza en la industria farmaceltica y alimentaria
como compuesto base para la sintesis de algunos medicamentos y aromatizantes.
Actualmente, la obtencién del catecol se lleva a cabo mediante un proceso de oxidacion
quimica del fenol que da lugar una mezcla de productos aromaticos hidroxilados. Esta
mezcla se somete posteriormente a una serie de procesos de purificacion que elevan
considerablemente el coste total del proceso. En este sentido, seria interesante estudiar la
posibilidad de obtener catecol enzimaticamente mediante el uso de la 4-HPA-hidroxilasa

de E. coli ¢ incluso mediante procesos de fermentacidn bacteriana.

Por ultimo, la activacion efector-dependiente de la proteina HpaA permite
considerar a esta proteina como un candidato para el desarrollo de bionsensores (van der
Lelie y cols., 1994) que permitan la deteccién de la presencia de PA, 3- y 4-HPA en un
entorno determinado, como por ejemplo en alimentos, puesto que, como ya se ha
comentado, la concentracion de PA vy alguno de sus derivados es un pardmetro a tener en

cuenta en la clasificacion de ciertos alimentos (Steeg y Montag, 1988).

180



V. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

De los resultados presentados en esta memoria se derivan las siguientes

conclusiones:

1. La ruta catabolica del 4-HPA de E. coli W esta compuesta por once genes; ocho
genes estructurales organizados en los operones ApaGEDFHI y hpaBC, los genes
reguladores ApaR y hpad, y el gen hpaX que podria actuar como una 4-HPA-permeasa.

2. El operén hpaBC codifica para la hidroxilasa HpaB y la proteina cooperadora HpaC,
siendo ambos componentes necesarios para que se manifieste la maxima actividad

hidroxilasa

3. La 4-HPA-hidroxilasa es un sistema enzimatico dependiente de FAD y NADH que
presenta un rango muy amplhio de especificidad de sustrato ya que ademas del 3- y 4-

HPA puede hidroxilar otros compuestos aromaticos.

4. La 4-HPA-hidroxilasa no presenta similitud con ninguna de las monooxigenasas
secuenciadas hasta la fecha, por lo que puede considerarse como el primer miembro de

una nueva familia.

5. La expresion del operon hpaB(C esta regulada positivamente por la proteina HpaA,
perteneciente a la familia de reguladores XylS/AraC. Entre los distintos compuestos
ensayados en este trabajo, sélo el 4-HPA, el 3-HPA y el PA se comportan como

efectores de la proteina HpaA. La expresion de la proteina HpaA esta sujeta a represion

catabdlica.

6. El operdn ApaGEDFHI esta situado en una posicion adyacente al operon ApaBC'y es

similar al operén meta de la ruta catabolica del HPC de E. coli C.
7. El gen hpaR es similar al gen ApcR de E. coli C que codifica para el represor del

operon metfa en esta estirpe. Los productos de ambos genes no se parecen a ninguna

proteina reguladora secuenciada hasta el momento,
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8. La descarboxilasa HpaG, la deshidrogenasa HpaE y la hidratasa HpaH presentan una
similitud significativa con las enzimas equivalentes de otras rutas catabolicas de
compuestos aromaticos. Por el contrario, Ja dioxigenasa HpaD, la isomerasa HpaF y la
aldolasa Hpal so6lo muestran similitud con las enzimas equivalentes de la ruta del HPC de
E. coli C.

9. El analisis de las regiones flanqueantes de los genes de la ruta catabolica del 4-HPA de
E. coli W ha permitido concluir que este cluster se ha insertado en el cromosoma de esta
estirpe como un modulo funcional. La comparacién de esta region con la secuencia de
nucledtidos localizada entre los minutos 92,8 y 0,1 del cromosoma de la estirpe MG1655
de F. coli K12, ha permitido determinar que la ruta del 4-HPA se ha insertado
exactamente a 61 pb del codon de iniciacién del gen tsr de E. coli, que codifica para la

proteina quimiorreceptora de serina.

10. Todos los genes necesarios para que F. coli K12 mineralice el 4-HPA estan
contenidos en este clusfer, ya que su expresion en este microorganismo le permite

utilizar 4-HPA como fuente de carbono.
11. La expresidn del operén ApaBC en P. putida KT2442 capacita a este

microorganismo para mineralizar fenol, lo que supone una expansion vertical de su

capacidad degradativa.

183



VI. BIBLIOGRAFIA




BIBLIOGRAFIA

Adachi, K., Takeda, Y., Senoh, S., and Kita, H. 1964. Biochim. Biophys. Acta 93, 483-
493.

Adams, S.S. 1992, J. Clin. Pharmaco!. 34, 317-323.

Aftring, P.R., Chalker, B.E. y Taylor, B.F. 1981. Appl. Environ. Microbiol. 41, 1117-
1183.

Aldrich, T.L. Frantz, J.F:, Gill, J,, Killbane, J.J. y Chakrabarty A.M. 1987. Gene 52, 185-
195.

Altenschmidt, U., Oswald, B., y Fuchs, G. 1991. J. Bacteriol. 173, 5494-5501.

Allende, JL., Gibello, A., Martin, M, y Garrido-Pertierra, A. 1992. Arch. Biochem.
Biophys. 292, 583-588.

Ames, P. y Parkinson, J. 1994. J. Bacteriol. 176, 6340-6348.

Anson, J.G. y Mackinnon, G. 1984. Appl. Environ. Microbiol. 48, 868-869.

Arunachalam, U. y Massey, V. 1994. J. Biol. Chem. 269, 11795-11801.

Arunachalam, U, Massey, V. y Miller, S. 1994.J. Biol. Chem. 269, 150-155.

Arunachalam, U., Massey, V. y Vaidyanathan, C.S. 1992. J. Biol. Chem. 267, 25848-
25855.

Assinder S.J. y Williams, P.A. 1988. J. Gen. Microbiol. 134, 2769-2778.

Babbitt, P.C., Kenyon, G.L., Martin, BM.,, Charest, H. y Sylvestre, M. 1992.
Biochemistry 31, 5594-5604.

Bachmann, B.J. 1990. Microbiol. Rev. 54, 130-197.

Bak, F., y Widdel, F. 1986a. Arch. Microbiol. 146, 177-180.

Bak, F., y Widdel, F. 1986b. Arch. Microbiol. 146, 170-176.

Balba, M.T. y Evans, W.C. 1980a. Biochem. Soc. Trans. 8, 625-627.

Balba, M.T. y Evans, W.C. 1980b. Biochem. Soc. Trans, 8, 452-454.

Balba, M.T. y Evans, W.C. 1980c¢. Biochem. Soc. Trans. 8, 632-635.

Balice, V. y Cera, Q. 1984, Grasas y Aceites 35, 178-180.

Ballou, D.P. 1982, En Flavins and Flavoproteins ed. Massey, V. y Williams, C.H.
Elsevier, Amsterdam. pp. 301-310

Barbero, J.L.., Buesa, ] M., Buitrago, G.G., Méndez, E., Pérez-Aranda, A. y Garcia, J.L.
1986. Gene 49, 69-80.

Batie, C.J, Lahaie, E. y Ballou, D.P. 1987. J. Biol. Chem. 262, 1510-1518.

Beadle, C.A. y Smith, AR W. 1982, Eur. J. Biochem. 123, 323-332.

185



BIBLIOGRAFIA

Berkel., W.V., Westpha, A., Eschrich, K., Eppink, M. y Dekok, A. 1992. Eur. J.
Biochem. 210, 411-419.

Bernhardt, F.H., Pachowsky, H. y Staudinger, H. 1975. Eur. J. Biochem. 57, 241-256.

Berry, D.F., Madsen, E.L. y Bollag, J. 1987. Appl. Environ. Microbiol. 53, 180-182.

Bestetti, G., Galli, E., Ruzzi, M., Baldacci, G., Zennaro, E. y Frontali, L. 1984. Plasmid
12, 181-188.

Biegert, T. Altenschmidt, U. Eckerskorn, C. y Fuchs, G. 1993. Eur. J. Biochem. 213,
555-561.

Blake, C.K. y Hegeman, G.D. 1987. J. Bacteriol. 169, 4878-4783.

Blakley, E.R. 1972. Can. J. Microbiol. 18, 1247-1255.

Blakley, E.R., Kurz, W., Halvorson, H. y Simpson, F.J. 1967. Can. J. Microbiol. 13,
147-157.

Blom, A., Harder, W. y Matin, A. 1992. Appl. Environ. Microbiol. 58, 331-334

Bolivar, F. 1978. Gene 4, 121-136.

Boruff, C.S. y Buswell, AM. 1934, J. Am. Chem. Soc. 56, 886-888.

Bossert, I. y Young, L.Y. 1986. Appl. Environ. Microbiol. 52, 1117-1122.

Bottomley, P.J. 1993. Curr. Opin. Biotechnol. 4, 318-322.

Boyd, S.A. y Shelton, D.R. 1984, Appl. Environ. Microbiol. 47, 272-277.

Boyd, S.A., Shelton, D.R., Berry, D.y Tiedje, J M. 1983. Appl. Environ. Microbiol. 46,
50-54.

Bradford, M.M. 1976. Anal. Biochem. 72, 248-256.

Brenner, D.J. 1984. En Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. ed. Holt, J. G.
Baltimor, London. vol. 1, pp. 408-516.

Bugg, T.D.H. 1993. Biochim. Biophys. Acta. 1202, 258-264.

Burlingame, R. y Chapman, P. J. 1983. J. Bacteriol. 155, 113-121.

Burligame, R., Wyman, L. y Chapman, P. 1986. J. Bacteriol. 168, 55-64.

Caron, J,, Coffield, M. y Scott, J. 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 963-967.

Cieslak, P.R., Barrett, T J., Griffin, P.M., Gensheimer, K.F., Beckett, G., Buffington, J. y
Smith, M.G. 1993. Lancet 342, 8367.

Clark, F.M. y Fina, L.R. 1952. Arch. Biochem. Biophys. 36, 26-32.

Coco, W, Rothmel, R, Henikoff, S. y Chakrabarty, A M. 1993 .J. Bacteriol. 175, 417-
427.

186



BIBLIOGRAFIA

Cole, M. 1964. Nature 203, 519-520.

Cooper, R. A, Jones, D.C.N. y Parrott, S. 1985. J. Gen. Microbiol 131, 2753-27757.

Cooper, R.A., Knowles, PF., Brown, D.E., McGuirl, M A. y Dooley, DM. 1992,
Biochem. J. 288, 337-340.

Cooper, R.A. y Skinner, M A. 1980. J. Bacteriol. 143, 302-306.

Comelis, G., Sluiters, C., de Rouvroit, C.L. y Michielis, T. 1989. J. Bacteriol. 171, 254-
262.

Crawford, R.L. 1975, Appl. Microbiol. 30, 439-444.

Crawford, R.L. Hutton, S.W. y Chapman, P.J. 1975. J. Bacteriol. 121, 794-799.

Crooks, G.P. y Copley, S.D. 1993, J. Am. Chem. Soc. 115, 6422-6423.

Chakrabarty, A M. 1972, J. Bacteriol. 112, 815-823.

Chandry, P.S., Davidson, B.E. y Hiller, A.J. 1994, Microbiol. 140, 2251-2261.

Chatterjee, B K. y Chakrabarty, A.M., 1983. J. Bacteriol 153, 532-534.

Chen, C.C. y Wu, CM. 1984. J. Food Sci. 49, 1208-1209.

Ching, L., Poh, C.L., Shingler, V. 1995. J. Bacteriol. 177, 1485-1490.

Dangel, W., Brackmann, R., Lack, A., Mohamed, M., Kock, J., Oswald, B., Seyfried,
B., Tschech, A. y Fuchs, G. 1991. Arch. Microbiol. 155, 256-262.

Daumy, G.O., Danley, D. y McColl, A.S.1985. J. Bacteriol 163, 1279-1281.

de Andrés, C., y Garcia, J.R. 1982, Bol. Inform. Medio Ambiente 22, 28-35.

de Lorenzo, V. y Timmis, K. 1994, Methods Enzymol. 235, 386-405.

de Lorenzo, V., Eltis, L, Kessler, B., y Timmis, K.N. 1993. Gene 123, 17-24.

de Lorenzo, V., Herrero, M., Jacubzik, U, y Timmis, KN. 1990. J. Bacieriol. 172,
6568-6572.

de Lorenzo, V., Herrero, M., Metzke, M. y Timmis, K.N. 1991. FAMBO J. 10, 1159-
1169.

de Lorenzo, V.y Rojo, F. 1994, En Avances en ingenieria genética. ed. CSIC. coord.
Vicente, M. Madrid, Espafia. pp. 333-358.

Devi, N.A., Kutty, RK., Vasantharajan, VN, y Subba R.V. 1975. J Bacteriol. 122,
866-873.

Di Marco, A A, Averhoff, B. A, Kim, EE., y Ornston, N.L.1993. Gene 125, 25-33

Diaz, E., Munthali, M., de Lorenzo, V. y Timmis, K.N. 1994. Mol. Microbiol. 13,855-
861.

187



BIBLIOGRAFIA

Don, R.H. y Pemberton, J M. 1981. J. Bacteriol. 145, 681-686.

Dorn, E., Hellwig, M., Reineke, W. y Knackmuss, H.-J. 1974. Arch. Microbiol. 99, 61-
70.

Doten, R.C., Ngai, K.L., Mitchell, D.J. y Ornston, L.N. 1987. J. Bacteriol. 169, 3168-
3174,

Downing, R.G. y Broda, P. 1979. Mol. Gen. Genet. 168, 203-204.

Duggleby, C.J., Bayley, S.A., Worsey, M.J, Williams, P.A. y Broda, P. 1977. J
Bacteriol. 130, 1274-1280.

Duggleby, H.J., Tolley, S.P., Hill, C.P., Dodson, E.J., Dodson, G. y Moody, P.CE.
1995. Nature, 373, 264-268.

Dutton, P.L. y Evans, W.C. 1967. Biochem. J. 104, 30-31.

Eggink, G., Enegel, H., Vriend, G., Terpstra, P. y Wilholt, B. 1990. J. Mol Biol. 212,
135-142,

Eiglmeier, K., Boos, W.y Cole, S. T. 1987. Mol. Microbiol. 1, 251-258.

Elder, DJE. y Kelly, D.J. 1994, FEMS Microbiol. Rev. 13, 441-468.

Elder, D.J.E., Morgan, P. y Kelly, D.J. 1992, Arch. Microbiol. 157, 148-154.

Ensley, B.D. y Gibson, D.T. 1983. J. Bacteriol. 155, 505-511.

Evans, W.C. y Fuchs, G. 1988. Annu. Rev. Microbiol. 42, 289-317.

Fawcett, T., Garrido-Pertierra, A., y Cooper, R. A. (1989) FEMS Microbiol. Lett. 57,
307-312.

Fernandez-Moreno, M.A., Martinez, E., Boto, L., Hopwood, D A. y Malpartida, F.
1992. .J. Biol. Chem. 267, 19278-19290,

Ferrer, E., y Cooper, R.A. 1988. FEMS Microbiol. Lett. 52, 155-160.

Fiestas, J.A., Navarro, R., Ledn, R.,, Garcia AJ. y Maestrojuan, G. 1982. Grasas y
Acejtes 33, 265-270.

Frantz, B. y Chakrabarty, M. A. 1986. En The biology of Pseudomonas. ed. JR.
Sokatch. Academic Press, Inc, New York. pp. 295-323.

Furukawa, K. 1994. Biodegradation 5, 289-300.

Gallegos, M.T., Michan, C. y Ramos J.1.. 1993. Nucl. Acids Res. 4, 807-810.

Garcia, J L. y Buesa, JM. 1986. J. Biotechnol 3, 187-195.

Garrido-Pertierra, A., y Cooper, R. A. 1981. Eur. J. Biochem. 117, 581-584.

Ghosal, D. y You, L. S. 1988. Mol. Gen. Genet. 211, 113-120.

188



BIBLIOGRAFIA

Gianotti, S. y Stefano, R. 1991. Enotecnico 27, 61-64.

Gibello, A., Ferrer, E., Martin, M. y Garrido-Pertierra, A. 1994. Biochem. J. 301, 145-
150.

Gibson, D.T., Yeh, WK, Liu, TN. y Subramanian, V. 1982. En Oxygenases and
Oxygen Metabolism, ed. Nozaki, M., Yamamoto, S. Ishimura, Y., Coon,
M.J., Ernster, R W, Estabrook, London. pp. 51-62.

Gibson, K 1. y Gibson, J. 1992. Appl. Environ. Microbiol. 58, 696-698.

Grant, D IW. 1967. J. Gen. Microbiol. 46, 213-222.

Grbic-Galic, D. y Vogel, T.M. 1987. Appl. Environ. Microbiol. 53, 254-260.

Harayama, S., Kok, M., y Neidle, L. E. 1992. Annu. Rev. Microbiol. 46, 565-601.

Harayama, S. y Rekik, M. 1989. ) Biol. Chem. 264, 15328-15333.

Harayama, S. y Rekik, M. 1993. Mol. Gen. Genet. 239, 81-89.

Harayama, S., Rekik, M., Ngal, K.-L. y Ornston, N. 1989. J. Bacteriol. 171, 6251-6258.

Harayama, S. y Timmis, K.N. 1992, En Aerobic biodegradation of aromatics
hydrocarbons by bacteria. ed. Sigel H. y Sigel A., Marcel Dekker Inc., New
York. vol. 28, pp 99-156.

Hareland, W.A | Crawford, R.L., Chapman, P.J, y Dagley, S. 1975. J. Bacteriol. 121,
272-285.

Harnett, C. Neidle, E.L., Ngai, K.L. y Omston, L.N. 1990. J. Bacteriol. 172, 956-966.

Harpel, M.R. y Lipscomb, J.D. 1990a. J. Biol. Chem. 265, 6301-6311.

Harpel, MR y Lipscomb, J.D. 1990b. J. Biol. Chem. 265, 22187-22196.

Harwood, C.S., Nichols, N.N,, Kim, MK, Ditty, JL., y Parales, RE. 1994. J.
Bacteriol. 176, 6479-6488.

Healy, JB. y Young, LY. 1978, Appl. Environ. Microbiol, 35-216-218,

Healy, J.B., Young, LY. y Reinhard, M. 1980. Appl. Environ. Microbiol. 39, 436-444.

Heimhuber, B. y Herrmann, K. 1990, Deutsche Lebensmittel Rundschau 86, 205-209.

Henikoff, S., Haughn, G.W., Calvo. HM. y Wallace, J.C.1988. Proc. Natl. Acad. Sci.
UUSA 85, 6602-6606.

Herrero, M., de Lorenzo, V. y Timmis, K. N. 1990. J. Bacteriol. 172, 6557-6567.

Higson, F. 1992. Adv. App. Microbiol.37, 2-19.

Hofer, B., Backhaus, S, y Timmis, K. N. 1994. Gene 144, 9-16.

189



BIBLIOGRAFIA

Holtel, A., Abril, M.A., Marqués, S. y Timmis K.N. 1990. Mol. Microbiol. 4, 1551-
1556.

Hopper, D. I. y Chapman, P.J. 1970. Biochem. J. 122, 19-28.

Hopper, D. J. y Kemp, P.D. 1980. J. Bacteriol. 142, 21-26.

Horn, J M., Harayama, S. y Timmis, K.N. 1991. Mol. Microbiol. 5, 2459-2474.

Houghton, J.E., Brown, T.N,, Appel, AJ. Hughes, EJ. y Ornston, L N. 1995. J
Bacteriol. 177, 401-412.

Howell, L..G., Spector, T. y Massey, V. 1972, J. Biol. Chem. 247, 4340-4350.

Imai, R., Nagata, Y., Fukada, M., Tagaki, M. y Yano, K. 1991. J. Bacteriol. 173, 6811-
6819.

Inouye, S., Nakazagua, A. y Nakazagua, T. 1987. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 5182-
5186.

Inouye, S, Nakazawa, A. y Nakazawa, T. 1988. Gene 66, 301-306.

Irie, 8., Dot, S. Yorifuji, T., Takagi, M. y Yano, K. 1987. J. Bacteriol. 169, 5174-5179.

Jain, R K, Bayly, R.C. y Skurray, R.A. 1984. J. Gen. Microbiol. 30, 3019-3028.

Jamaluddin, M.P. 1977. J. Bacteriol. 129, 690-697.

Janer, L. 1980. Grasas y Aceites 31, 273-279.

Janssen, D.B., Pries, F. y van der Ploeg, J R. 1994, Annu. Rev. Microbiol 48, 163-191].

Jenkins, J., y Cooper, R.A. 1988. J. Bacteriol. 170, 5317-5324.

Kabisch, M. y Fortnagel, P. 1990. Nucl.. Acids. Res. 18, 3405-3406.

Kaiser, I.P. y Haselmann, K. W. 1982. Experientia 38, 176.

Kaphammer, B. y Olsen, R.H. 1990 J. Bacteriol 172, 5856-5862.

Kepner, R.E., Webb, A D.y Maggiova, L. 1968. Am. J. Enology Vitic. 19, 116-120.

Kessler, B., de Lorenzo, V. y Timmis, K. 1992, Mol. Gen. Genet. 233, 293-301.

Kikuchi, Y., Yasukochi, Y., Nagata, Y., Fukuda, M., y Takagi, M. 1994. .J. Bacteriol.
176, 4269-4276.

Knudsen, S. M. y Karlstrom, O.H. 1991. Appl. Environ. Microbiol. 57, 85-92.

Koch, 1., Eisenreich, W., Bacher, A. y Fuchs, G. 1993, Fur. J Biochem. 211, 649-661.

Koch, J. y Fuchs, G. 1992. Eur. J. Biochem. 205, 195-202.

Kdohler, T., Harayama, S., Ramos, J L. y Timmis, K.N. 1989. J. Bacteriol. 171, 4326-
4333,

Komine, Y., y Inokuchi, H. 1991. J. Bacteriol. 173, 1813-1816

190



BIBLIOGRAFIA

Krumholz, L. R. y Bryant, M.P. 1986. Arch. Microbiol. 144, 8-14.

Kubota, T., Oki, Y., Uehara, H. y Haramaki, Y. 1989. J. Agric. Chem. Soc. Jap. 63, 49-
50.

Kuhad, R.C. y Singh, A. 1993, Crit. Rev. Biotechnology 13, 151-172.

Kukor, J.J. y Olsen, R.H. 1990. J. Bacteriol. 172, 4624-4630.

Kukor, J.J., Olsen, R. H. y Ballou, D.P. 1988. J. Bacteriol. 170, 4458-4465.

Kushner, S. R. 1978. En Genetic Engineering. ed. Boyer, HB. y Nicosia, S. Elsevier,
Amsterdam. pp. 17.

Kustu, S., North, A K. y Weiss, 8.D. 1991. Trends Biochem. Sci. 16, 397-402.

Kyte, 1.y Doolittle, R.F. 1982. J. Mol. Biol. 157, 105-132.

Ladd, J.N. 1962. Nature 194, 1099-1100.

Laemmli, UK. 1970, Nature 227, 680-685.

Lee, C.W.y Richard, J. 1984. J. Dairy Res. 51, 461-469,

Lei, S.P., Lin, H.C., Heffernan, L. y Wilcox, G. 1985. J. Bacteriol 164, 717-722.

Leisinger, T. y Brunner, W. 1986. En Biotechnology ed. Schonborn, W. Editorial VCH,
Berlin, vol. 8, pp. 475-513.

Li, P. Wang, X.Q., Wang. HZ. y Wu, Y.N. 1993. Biomed. Environ. Sci. 6, 389-398.

Lin, E. C. C. 1987. En Escherichia coli and Salmonella typhimurium. Cellular and
Molecular Biology. ed. Neidhart, FC. Am, Soc. Microbiol,, Washington
D.C. pp. 244-284,

Locher, HH,, Leisinger, T. y Cook, AM. 1991, Biochem. J. 274, 833-842.

MacNeil, D. 1981. J. Bacteriol. 146, 260-268.

Manja K.S., Kaul, RK. y Rao, K.M. 1992. /ndian J. Exp. Biol. 30, 823-825.

Manson, J.R. y Cammack, R. 1992, Annu. Rev. Microbiol. 46, 277-305,

Marger, M.D. y Saier, M.H., Jr 1993, Trends Biochem. 18, 13-20.

Margolin, A.L., Svedas, V.X. y Berezin, 1.V.1980. Biochem. Biophys. Acta. 616, 283-
289.

Markus, A., Krekel, D. y Lingens, F. 1986. J. Biol. Chem. 261, 12883-12888.

Marqués , S. y Ramos, J.L. 1993. Mol Microbiol. 9, 923-929.

Martin, M., Gibello, A, Fernandez, J., Ferrer, E. y Garrido-Pertierra, A. 1991, J. Gen.
Microbiol. 132, 621-628.

191



BIBLIOGRAFIA

Martinez, J., Pérez, J., Moreno, E. y Ramos-Cormenzana, A. 1986. Grasas y Aceites 37,
215-223.

Martinez, L. Ramos, A., Garcia M.P. y Garrido, S.E. 1992. Grasas y Aceites 43, 75-81.

Merino, E. Balbas, P. Recillas, F., Becerril, B., Valle, F. y Bolivar, F. 1992. Mol
Microbiol. 6, 2175-2182.

Mermod, N., Ramos, J.L., Bairoch, A. y Timmis, K.N. 1987. Mol. Gen. Genet. 207,
349-354,

Michan, C., Busby, W. y Hyde, E. 1995. Nuci. Acids Res. 23, 1518-1523.

Miller, J.H. 1972, Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York.

Miyada, C.G., Horwith, A H.,, Cass, L.G,, Timko, J. y Wilcox, G. 1990. Nucl. Acids Res.
8, 5267-5274.

Mohamed, M. y Fuchs, G. 1993, Arch. Microbiol. 159, 554-562.

Mohamed, M., Seyfried, B, Tschech, A. y Fuchs, G. 1993. Arch. Microbiol. 159, 563-
573.

Molm, S. Klem, P., Poulsen, KL, Biehl, H., Gerdes, K. y Anderson, P. 1987.
Bio/Technology, 5, 1315-1313.

Monticello, J. D.y Finnerty, W.R. 1985. Annu. Rev. Microbiol. 39, 371-389.

Mountfort, D.O. y Bryant, M.P. 1982. Arch. Microbiol. 133, 249-256.

Nakai, C., Kagamiyama, H., Nozaki, M., Nakazawa, H. e Inouye, S. 1983. .J. Biol.
Chem. 258, 2923-2928.

Nakazawa, T. 1978. J. Bacteriol 133, 527-535.

Nakazawa, T. y Yokota, T. 1973. J. Bacteriol. 115, 262-267.

Nebert, D.W. y Gonzilez, F.J. 1987. Annu. Rev. Biochem. 56, 945-993.

Neidle, E.L., Hartnett, C., Bonitz, 8. y Omston, L.N. 1988. .J Bacferiol. 170, 4874-
4880.

Neidle, E L., Hartnett, C. y Ornston, L.N. 1989. J Bacteriol. 171, 5410-5421.

Neidle, E L., Hartnett, C., Ornston, LN, Bairoch, A., Rekik, M., y Harayama, S. 1991,
J. Bacteriol. 173, 5385-5395.

Neilson, AH., Allard, A.S., Lindgren, C. y Remberger, M. 1987. Appl. Environ.
Microbiol. 53, 2511-2519.

Neujahr, H.Y. y Gaal, A. 1973. Eur. J. Biochem. 35, 386-400.

192



BIBLIOGRAFIA

Ninfa , A.J,, Ninfa, E.G., Lupas, AN, Stock, A, Magasanik, B. y Stock, J. 1988. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85, 5492-5496.

Nishiyama, M., Horinouchi, S., Kobayashi, M., Nagasawa, T., Yamada, H. y Beppu, T.
1991, J. Bacteriol 173, 2465-2472.

Nomura, Y, Nakagawa, M., Ogawa, N., Harashima, S. y Oshima, Y. 1992. J. Ferment.
Bioeng. 74, 333-344.

Nordlund, I., Powlowski, J. y Shingler, V. 1990. J. Bacteriol. 172, 6826-6833.

Nordlund, 1. y Shingler, V. 1990. Biochim. Biophys. Acta. 1049, 277-230.

Nurk, A, Kasak, L. y Kivisaar, M. 1991. Gene 102, 13-18.

Oh, S.-J., Kim, Y -C, Park, Y.-W_, Min, S.-Y, Kim, L.-S., y Kang, H.-S. 1987. Gene
56, 87-97.

Orser, C.S., Dutton, J., Lange, C., Jablonski, P, Xun, L. y Hargis M. 1993a. .J
Bacteriol 175, 2640-2644.

Orser, C.S., Dutton, J., Lange, C. Xun, L., Zhart, T.C. y Schneider, B.J. 1993b. J
Bacteriol 175, 411-416,

Parales, R E., y Harwood, C.8. 1993. J. Bacteriol. 175, 5829-5838.

Parker, L.L. y Hall, B.G. 1990. Genetics 124, 455-471.

Parrott, S., Jones, S. y Cooper, R.A. 1987. J. Gen. Microbiol. 133, 347-351.

Perkins, E.J., Gordon, M.P., Caceres, O. y Lurquin, P.F. 1990. J. Bacteriol. 172, 2351-
2359

Powlowski, J. y Shingler, V. 1994. Biodegradation 5,219-236.

Proctor, M.H. y Scher, S. 1960. Biochem. J. 76, 33,

Que, L., Windom, J. Crawford, R.1.. 1981..J. Biol. Chem. 256, 10941-10944.

Rajasekharan, S., Rajasekharan, R. y Vaidyanathan, C.S. 1990. Arch. Biochem. Biophys.
278, 21-25.

Raju, S. G., Kamath, A. V., y Vaidyanathan, C. S. 1988. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 154, 537-543.

Ramos, J. L., Diaz, E., Dowling, D., de Lorenzo, V., Molin, S., O’Gara, F., Ramos, C.,
y Timmis, K.N. 1994. Bio/Technology 12, 1349-1356.

Ramos, J. L., Gonzalez-Carrero, M., y Timmis, K. N. 1988. FEBS Lett. 226, 241-246.

Ramos, J.1.., Rojo, F., Zhou, L. y Timmis, K.N. 1990. Nucl. Acids Res. 18, 2149-2152.

193



BIBLIOGRAFIA

Ramos, J.L., Stolz, A., Reineke, W. y Timmis K.N. 1986. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
83, 8467-8470.

Ramos-Gonzalez, ML, Duque, E., y Ramos, J.L. 1991, Appl. Environ. Microbiol. 57,
3020-3027.

Reineke, W. y Knackmuss, H.J. 1984. Appl. Environ. Microbiol. 47, 395-402.

Reineke, W. y Knackmuss, H.J. 1979. Nature 277, 385-386.

Roa, A., Garcia, J L., Salto, F. y Cortés, E. 1994, Biochem. J. 303, 869-876.

Rojo, F., Piepper, D.H., Engesser, K.H., Knackmuss, H. J. y Timmis, K. N. 1987,
Science. 238, 1395-1398.

Roper, D.I, y Cooper, R A. 1990a. FEBS Lett. 275, 53-57.

Roper, D.1, y Cooper, R A. 1990b. FEBS Lett. 266, 63-60.

Roper, D.1.,, y Cooper, R.A. 1993. FEur. J. Biochem. 217, 575-580.

Roper, D.1, Fawcett, T., y Cooper, R A. 1993. Mol. Gen. Genet. 237, 241-250.

Roper, D.1, Stringfellow, J M. y Cooper, R.A. 1995, Gene 156, 47-51.

Rose, R.E. 1988. Nucl. Acids. Res. 16, 355.

Ross, G. W. y O'Callaghan. 1975. Methods Enzymol. 43, 69-85.

Rossmann, M.G., Moras, D, y Olsen, KW, 1974, Naiture 250, 194-199.

Rothmel, RK., Aldrich, T.L., Houghton, JE., Coco, WM., Ornston, LN. vy
Chakrabarty, AM. 1990. J. Bacteriol. 172, 922-931.

Rudolphi, A, Tschech, A. y Fuchs, G. 1991. Arch. Microbiol. 155, 238-248.

Saavedra, J.M. 1989. En: Catecholamines [I. ed. Trendelenburg, U. y Weiner, N. pp
182-201.

Sambrook, J., Frisch, E.F., y Maniatis, T. 1989. Molecular cloning: A laboratory manual,
2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY

Samid, D., Ram, Z., Hudgins, W.R | Shack, S, Liu, L., Walbridge, S., Oldfield, E. H. y
Myers, C.E. 1994, Cancer Res. 54, 891-895.

Sanger, T., Nicklen, S. y Coulson, AR. 1977. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 74, 5463-
5467.

Sauber, K., Frohner, C., Rosenberg, G., Eberspacher, J. y Lingens, F. 1977. Eur. J.
Biochem. 74, 89-97.

194



BIBLIOGRAFIA

Schaecther, M. y Neidhart, F.C. 1987. En Escherichia coli and Salmonelia
pphimurium. Cellular and Molecular Biology. ed. Neidhart, FC. Am. Soc.
Microbiol., Washington D.C. pp. 1-2.

Schell, M. A, 1985. Gene 36, 301-309.

Schell, M.A. 1993 Annu. Rev. Microbiol. 47, 597-626.

Schell, M.A. y Sukordhaman, M. 1989. J. Bacteriol. 171, 1952-1959.

Schink, B. y Pfennig, N. 1982. Arch. Microbiol. 133, 195-201.

Schneider, B., Miiller, R., Frank, R. y Lingens, F. 1991. J. Bacteriol. 173, 1530-1535.

Schultz, J.E. y Matin, A, 1991. J. Mol. Biol. 218, 129-140.

Shingler, V., Bartilson, M. y Moore, T. 1993 J. Bacteriol. 175, 1596-1604.

Shingler, V., Powlowski, J. y Marklund, U. 1992. J. Bacteriol. 174, 711-724.

Silhavy, T.J., Berman, M.L. y Enquist, L.W. 1984. Experiments in Gene Fusions. Cold
Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Simons, R. W., Houman, F. y Kleckner, N. 1987. Gene 53, 85-96.

Skinner, M. A, y Cooper, R.A.1982. Arch. Microbiol. 132, 270-275.

Sleat, R. y Robinson, J.P. 1983. J. Microbiol. 129, 141-152.

Smith, M.R. 1990. Biodegradation 1, 191-206.

Southern, E. N. 1975. J. Mol Biol. 98, 507-517.

Spain, J.C., y van Veld. P.A. 1983. Appl. Environ. Microbiol. 45, 428-435.

Sparnins, VL. y Chapman, P.J. 1976. J. Bacteriol. 127, 362-366.

Sparnins, V.L., Chapman, P.J., y Dagley, S. 1974, ./ Bacteriof 120, 159-167.

Spoelstra, S.F. 1978. Appl. Envrion. Microbiol. 36, 631-638.

Stanier, R.Y., Adelberg, E.A. y Ingraham, J L. 1986. En Microbiologia Editorial
Reverté S.A. pp. 686.

Steeg, E. y Montag, A. 1988. Zeitsch. Fuer Lebensmittel Unters. Forsch. 187, 115-120.

Stellwagen, E. y Baker, B. 1976. Nature 261, 719-720.

Stern, M.J, Ferro-Luzzi, G., Smith, N.J,, Robinson, E.C. y Higgins, C.F. 1984, Cell 37,
1015-1026.

Stoner, C.M. y Schleif, R.P. 1982. /. Mol. Biol. 154, 649-652.

Streiwieser, A. y Heathcock, C.H. 1979. En Quimica Organica. pp 569-592. Ed.

Interamericana.

195



BIBLIOGRAFIA

Suirez, M., Gibello, A, Allende, J.L, Martin, M., Ferrer, E. y Garrido-Pertierra, A.
1991. Appl. Microbiol. Biotechnol. 34, 677-682.

Suflita, JM. vy Gibson, S.A. 1985, Proc. 2nd Int. Conf. Ground Water Qual. Res., ed
N.N. Durham, A.E. Redelfs. Stillwater, Okla: Univ. Cent. Water Res. Okla.
State Univ. pp.30-32

Suflita, J M., Horowitz, A., Schelton, D.R. y Tiedje, J.M. 1982. Science 218,1115-1117.

Suzuki, M., Hayakawa, T., Shaw, J.P., Rekik, M. y Harayama, S. 1991. J. Bacteriol.
173, 1690-1695.

Swank, R.T. y Munkres, K.ID. 1971. Anal. Biochem. 39, 462-477.

Swindol, C.M., Aelion, C.M. y Pfaender, F K. 1988. Appl. Environ. Microbiof. 54, 212-
217,

Szewczuk, A. Siewinski, M. y Slowinska, R. 1979. Anal. Biochem. 103, 166-169.

Taira, K., Hayase, N., Arimura, N., Yamashita, S., Miyazaki, T. y Furukawa, K. 1988.
Biochemistry 27, 3990-3996.

Tarvin, D. y Buswell, AM. 1934, J. Am. Chem. Soc. 56, 1751-1755.

Taylor, B.F., Campbell, W.L. y Chinoy, 1. 1970. J. Bacteriof. 102, 430-437.

Thacker, R. y Gunsalus, 1.C. 1979. J. Bacteriol. 137, 697-699.

Thibault, A., Cooper, R. M,, Figg, W. D., Venzon, D. J., Sartor, A. O., Tompkins, A.
C., Weinberger, M. S., Headlee, D. J., McCall, N. A, Samid, D. y Myers, C.
E. 1994, Cancer Res. 54, 1690-1694.

Timmis, K., Steffan, R.J. y Untermann, R. 1994. Annu. Rev. Microbiol. 48, 525-57.

Tobin, J.F. y Schieif, R.F. 1990. .J. Mol. Biol. 211, 75-89.

Tobin, J.F. y Schleif, R.F. 1987. J. Mol. Biol. 196, 789-799,

Tomasek, P.H. y Crawford, R.L. 1986. .J. Bacteriol. 167, 818-827.

Tsai, D.G,, y Jones, G.A. 1975. Can. J. Microbiol. 21, 794-801.

Tsai, Y.L. Olson, B.H. 1992. Appl. Environ. Microbiol. 58, 754-757.

Tschech, A. y Fuchs, G. 1987. Arch. Microbiol. 148, 213-217.

Tschech, A. y Schink, B. 1985. Arch. Microbiol. 21, 794-802.

Tsuda, M., Minegishi, K. e Iino, T. 1989. J. Bacteriol. 171, 1386-1393,

Valle, F., Balbas, P., Menno, E. y Bolivar, F. 1991. Trends Biochem. 16, 36-40.

van den Tweel, W.J.J.| Smits, J.P., y de Bont, J AM. 1988. Arch. Microbiol. 149, 207-
213,

196



BIBLIOGRAFIA

van der Lelie, D., Corbisier, P., Baeyens, W., Wuertz, S., Diels, L. y Mergeay M. 1994.
Res. Microbiol. 145, 67-74.

van der Meer, J.R., de Vos, W.M., Harayama, S. y Zehnder, AJB. 1992. Microbiol.
Rev. 56, 677-694.

van der Meer, J.R., Eggen, R 1L, Zehnder, AIB.,y de Vos, WM. 1991b. J. Bacteriol.
173, 2425-2434.

van der Meer, J.R., Frijters, A.C.J., Leveau, J.H.J, Eggen, R.IL., Zehnder, AJB., y de
Vos, W.M. 1991a. J. Bacteriol. 173, 3700-3708.

Vandame, E. J. 1985. Econom. Microbiol. 5, 467-522.

Vitovski, S. 1993, FEMS Microbiol. 108, 1-6.

Waite-Rees, P. A, Keating, C. J., Moran, L. 8, Slatko, B. E., Hornstra, L. J y Benner,
J. 8.1991. J. Bacteriol. 173, 5207-5219.

Walker, N, y Lippert, K. D. 1965. Biochem. J. 95, Sc-6c¢.

Wang, L.H,, Hamzah, R.Y., Yy, Y.,y Tu, S.C. 1987. Biochemistry. 26, 1099-1104.

Wang, Y. Rawlings, M. Gibson, D. T., Labbé, D, Bergeron, H., Brousseau, R. y Lau,
P.C XK. 1995. Mol. Gen. Genet. 246, 570-579.

Webster, C., Gardner, L. y Busby, S. 1989. Gene 83, 207-213.

Webster,C., Gaston, K., y Busby, S. 1988. Gene 68, 297-305.

Whittich, R., Rast, H.G. y Knackmuss, H.I. 1988. Adppl. Environ. Microbiol. 54, 1342-
1847.

Whittle, P .J., Lunt, D.O. y Evans , W.C. 1976, Biochem. Soc. Trans. 4, 490-491.

Wierenga, R K., Terpstra, P. y Hol, W.G. J. 1986. J. Mol. Biol 187, 101-107.

Williams, P.A. y Murray, K. 1974. J. Bacteriol. 120, 416-423.

Williams, P.A. y Sayers, JR. 1994. Biodegradation 5, 195-217.

Williams, R .J. y Evans, W.C. 1975. Biochem. J. 143, 1-10.

Wirth, R, Friesenegger, A. y Stefan, F. 1989. Mol. Gen. Genet. 216, 175-177.

Wyndham, R., Cashore, A. E., Nakatsu, C. H. y Peel, M. C. 1994, Biodegradation 5,
323-342.

Yamaguchi, M. y Fujisawa, H. 1982, J. Biol. Chem. 257, 12497-12502.

Yanisch-Perron, C., Vieira, J. y Messing, J. 1985. Gene 33, 103-119.

Yavas, I. y Rapp, A. 1992. Fluessiges Qest 59, 472-476.

Yen, K.M., Sullivan, M. y Gunsalus, 1.C. 1983, Plasmid 9, 105-111.

197



BIBLIOGRAFIA

Yen, K.M,, Karl, MR, Blatt, LM, Simon, M.J. y Winter, R B. 1991. J. Bacteriol. 173,
5315-5327.

You, I.S,, Ghosal, D. y Gunsalus, I.C. 1991. Biochemistry 30, 1635-1641.

Zeyer, J. y Kearney, P. C. 1984, J. Agric. Food Chem. 31, 304-308.

Zeyer, J. y Kocher, HP.1988..J. Bacieriol 170, 1789-1794.

Ziegler, K. Braun, K., Bockler, A. y Fuchs, G. 1987. Arch. Microbiol. 149, 62-69.

Zylstra, G.J. y Gibson, D.T.1989. J. Biol. Chem. 264, 14940-14946.

198



	Tesis María Auxiliadora Prieto Jiménez
	CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA RUTA CATABÓLICA DEL 4-HIDROXIFENILACETATO DE Eseherichia coli W.
	ABREVIATURAS
	ÍNDICE
	I. INTRODUCCIÓN
	ACUMULACIÓN DE COMPUESTOS AROMÁTICOS ENLA BIOSFERA. UN PROBLEMA MEDIOAMBIENTAL
	ADAPTACIÓN INDUCIDA DE LOS MICROORGANISMOS A LOS COMPUESTOS AROMÁTICOS CONTAMINANTES 
	RUTAS CATABÓLICAS DE COMPUESTOS AROMÁTICOS EN BACTERIAS
	AMPLIACIÓN DIRIGIDA DE LA CAPACIDAD BIODEGRADATIVA BACTERIANA
	LAS ENTEROBACTERIAS Y LA BIODEGRADACIÓN DE COMPUESTOS AROMÁTICOS
	OBJETIVOS

	II. MATERIALES Y MÉTODOS
	ESTIRPES BACTERIANAS Y PLÁSMIDOS
	MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
	PROCEDIMIENTOS DE TRANSFERENCIA GENÉTICA
	MANIPULACIÓN DEL DNA CON ENZIMAS DE USO COMÚN EN BIOLOGÍA MOLECULAR
	PREPARACIÓN DE PLÁSMIDOS Y DNA CROMOSÓMICO
	ELECTROFORESIS DEL DNA EN GELES DE AGAROSA
	AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE DNA
	SELECCIÓN DE LOS CLONES PRODUCTORES DE PGA
	TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN DE DNA
	SECUENCIACIÓN DEL DNA
	OBTENCIÓN DE EXTRACTOS DE CULTIVOS CELULARES
	ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA
	IDENTIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCIÓN DE LA 4-HPA-HIDROXILASA
	DETECCIÓN DE PROTEÍNAS CODIFICADAS POR FRAGMENTOS CLONADOS DE DNA
	PURIFICACIÓN DE LA 4-HPA-HIDROXILASA
	CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS
	ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS EN GELES DE POLIACRIAMIDA-SDS
	DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE HpaB
	OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS ANTI-HpaB
	TÉCNICA DE WESTERN-BLOT
	AISLAMIENTO DE RNA
	DETERMINACIÓN DE LOS SITIOS DE INICIACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN MEDIANTE EL EMPLEO DE LA TÉCNICA DE EXTENSIÓN CON UN INICIADOR

	III. RESULTADOS
	CLONACIÓN DEL GEN pac DE E. coli ATCC 11105
	CARACTERIZACIÓN DE LA HIDROXILASA
	CLONACIÓN Y SECUENCIACIÓN DEL OPERÓN meta DE LA RUTA DEL 4-HPA
	REGULACIÓN DEL OPERON kpaBC
	EXPRESIÓN DE LOS GENES DE LA RUTA DEL 4-HPA EN ORGANISMOS HETERÓLOGOS

	IV. DISCUSIÓN
	CARACTERIZACIÓN DE LA 4-HPA-HIDROXILASA DE E coli W. 
	COMPARACIÓN DE LA RUTA DEL 4-HPA DE E. coli W. CON OTRAS RUTAS CATABÓLICAS
	PERSPECTIVAS DE FUTURO EN LA UTILIZACIÓN DE LOS GENES DE LA RUTA DEL 4-HPA EN LA DESCONTAMINACIÓN MEDIOAMBIENTAL

	V. CONCLUSIONES
	VI. BIBLIOGRAFÍA





