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1. IMPORTANCIA DE LA BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

El rapido e incontrolado desarrollo industrial experimentado por el
mundo en los dltimos afios, ha generado en la actualidad numerosos
problemas relacionados con el medio ambiente. Los avances tecnologicos
en el dmbito industrial son principalmente motivados, no por criterios
cientificos, sino por las demandas de mercado y la fuerte competencia
provoca la utilizacion exhaustiva de los recursos naturales v la aparicion

creciente de residuos industriales.

[.a progresiva preocupacion por el medio ambiente surgida en la
sociedad de los paises industrializados, influye sobre los gobiernos que se
ven en la obligacion de fomentar planes de investigacion encaminados a
una gestion mas racional de los recursos medio-ambientales. Las
industrias generan productos quimicos que se vierten al medio ambiente,
va sea en forma de residuo industrial en puntos concretos o de una

manera dispersa por los consumidores.
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Figura 1. Transformacion y destino de los compuestos quimicos érganicos al medio ambiente
( Letsinger, 1983) 1. Productos que se incorporan al medio ambiente: aerosoles, fertilizantes,
pesticidas. 2. Compuestos que son vertidos al medio ambiente con los disolventes de las
depuradoras municipales: detergentes, solventes. 3. Compuestos quimicos que resisten la
degradacion bioldgica en los sisternas de tratamiento de residuos industriales: clorobencenos,

fenoles, difenilos policloradoes. 4. Descargas directas de vertidos por pérdidas ¢ accidentes.
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Una de las preocupaciones mads acuciantes en este momento es el
reciclaje de los residuos que genera la civilizacién actual con el fin de
evitar el deterioro progresivo de la Biosfera. Para abordar el problema de la
contaminacion medio-ambiental es necesario conocer qué tipo de residuos
son sintetizados quimicamente e investigar que vias degradativas
permiten su transformacidon. [ En este sentido, actualmente se ha
comprobado, que la degradacion de tipo biolégico es mucho mas versatil

que la de tipo exclusivamente quimico utilizada en afios precedentes. |

En la naturaleza, los dltimos seres vivos responsables de la
mineralizacion de los diterentes compuestos orgdnicos son las bacterias,
los hongos v las levaduras. Estos microorganismos tienen una enorme
flexibilidad a la hora de metabolizar compuestos que ningun otro ser vivo
puede utilizar como nutriente. Incluso hay bacterias que utilizan sustratos

de crecimiento tan especificos como metano, acido urico, acetato, tenol ¢

catecol.

En la actualidad existen sistemas de depuracion artificiales
enfocados principalmente a purificar aguas residuales que contienen
abundancia de sustancias contaminantes. Estos sistemas se fundamentan
en la utilizacion de distintas poblaciones de microorganismos con una
amplia capacidad degradativa de productos quimicos los cuales
metabolizan a través de complicadas rutas catabdlicas que, en la mayoria de

los casos, estdn relacionadas entre si.

Debido a que los avances en el campo de la biodegradacion son mas
lentos que la aparicion de nuevas sustancias contaminantes en el medio
ambiente, nos encontramos progresivamente con mads compuestos
organicos, de origen natural o sintético, que resisten la mineralizaciéon por

los sistemas biolégicos convencionales de tratamiento de residuos.
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Estos compuestos Organicos han sido clasificados por Leisinger v

Brunner (1988) en tres grupos: persistentes, xenobidticos y contaminantes.

- Se consideran compuestos persistenfes aquellos que no son
degradados por enzimas bacterianas o lo son lentamente. Como ejemplo
de este tipo de compuestos estd la celulosa, la lignina u otros polimeros
sintéticos, con especial énfasis a los residuos de industrias madereras o

papeleras.

- Los compuestos xenobiéticos son aquellos producidos por el
hombre que presentan nuevas estructuras quimicas v que, por lo tanto, no
han estado nunca expuestos a la accion de microorganismos en el curso de
la evolucion. Son de gran interés en el estudio de mecanismos que
conllevan una adquisicién de nuevas funciones metabdlicas. La evolucion
de la hidrolasa para el dcido 6-aminohexanoico, enzima implicada en la
degradacion del nylon-6, es un claro ejemplo de estudio de estos

compuestos.

- Por dultimo, el grupo mas amplio es el de las sustancias
contaminantes propiamente dichas, que se acumulan en el medio
ambiente de manera transitoria o permanente con efectos nocivos para el
hombre. Estos efectos pueden ser debidos a una accion quimica directa, en
el caso de los compuestos téxicos, o a una accién indirecta debida al dafio

que producen en ecosistemas terrestres o acudticos.

De las sustancias contaminantes de sintesis mds conocidas cabe
destacar los hidrocarburos alifdticos halogenados y el insecticida DDT.
Entre los compuestos industriales los mds representativos son el
cloroformo, el fetracloruro de carbono y el tri- y el tetracloroetano que se
encuentran en concentraciones de ug /1 en el agua de muchas regiones
industrializadas. Estas concentraciones se consideran muy toxicas para la

mayoria de las diferentes formas de vida.
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Tabla 1. Compuestos organicos de la lista de contaminantes principales de la EPA

{ Envirorunental Protection Agency, U.S. A}

Compuestos quimicos Compuesto representativo
(Numero de compuestos) y frecuencia de aparicion’
Pesticidas v metabolitos (17) -Hexaclorociclohexano{(0.8%)

Aldrin (0.5%)

Alifdticos halogenados (31) Diclorometano (36%)
Triclorometano (37%)

Aromadticos (8) Benceno (26%)
Tolueno (28%)

Nitroaromaticos (7) 2-Nitrofenol (2%)
Nitrobenceno (2%)

Cloroaromaticos (16) Pentaclorofenol (7%)
Diclorobenceno (6%}

Bifenilos policlorados (7) Aroclor 1254 (0.6%)
Aroclor 1242 (0.8%)

Esteres del acido ftélico (6) Bis-{2-etilhexil)ftalato(42%)
Di-n-butilftalato {19%)

Hidrocarburos policiclicos arométicos(16) Fenantreno/ Antraceno(11%)
Pireno (8%)

Nitrosaminas y otros compuestos (6) Difenilnitrosamina (1%)

* - P . - . .
La frecuencia de aparicion se realizé analizando 2600 muestras de aguas residuales en

diferentes regiones indusiriales.

Se ha tratado de clasificar los compuestos de origen industrial que
resultaban mds nocivos para el medio ambiente evaluando su
biodegrabilidad, su frecuencia de aparicion y su toxicidad . Asi pues, se han
llegado a identificar unos 114 compuestos y 13 metales enumerados en una
lista de contaminantes realizada por la EPA (Environmental Protection
Agency) en Estados Unidos, cuyo resumen puede observarse en la tabla 1

( Leisinger v Brunner, 1988)



Introduccon / 5

La situacién es aun mas compleja si se tiene en cuenta que un
elevado nuimero de compuestos, mds de 50.000, se encuentran todavia
pendientes de ser clasificados respecto a su toxicidad e impacto ambiental.
Esta cifra se veria incrementada si tenemos en cuenta que muchos
compuestos quimicos, una vez depositados en el medio ambiente, se
encuentran sujetos a reacciones biolégicas o quimicas que originan
estructuras adicionales, las cuales pueden ser mds téxicas que el compuesto

progenitor.

[.a biotecnologia puede ayudar a aliviar esta situacién mediante el
desarrolio de técnicas bioldgicas para reciclar, desintoxicar 0 mineralizar
aquellos compuestos que por su persistencia puedan alterar el equilibrio
ecologico de la naturaleza. Para progresar en el desarrollo de estas técnicas
primeramente es necesario identificar los compuestos que resisten los
actuales sistemas biologicos de tratamiento de residuos, v posteriormente
proponer nuevos mecanismos de biodegradacion basados en un mejor
conocimiento de su estructura quimica. Asi mismo, se deben conocer las
rutas degradativas existentes en los diferentes microorganismos conocidos
y los sucesivos pasos por los que el compuesto inicial se transforma en los

productos finales.

Los procesos biolégicos para eliminar compuestos persistentes en el
medio ambiente son mads utilizados que los fisico-quimicos, ya que
consumen menos energia, ofrecen posibilidades de reciclaje y son mads
especificos. Las cepas microbianas que se eligen para la investigacion son
aquellas que poseen altos niveles de degradacion y un amplio espectro
metabdlico. Para su aislamiento se siguen los siguientes procedimientos
alternativos. a) Enriquecimiento de los microorganismos "in situ'.
b)Enriquecimiento en la naturaleza con posterior mutacién v seleccién en
el laboratorio. ¢} Aplicacion de las técnicas de DNA recombinante "in

vivo". d) Aplicacién de las técnicas de DNA recombinante "in vitro”
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Las cepas bacterianas asi transformadas podian utilizarse con fines
descontaminantes, aunque al modificarse su capacidad metabdlica existen
riesgos de no poder controlar su metabolismo. Es por ello, que la Comision
de las Comunidades Europeas no permite, hasta ahora, su utilizacién. Sin
embargo, si se pueden identificar las enzimas claves de una ruta
degradativa v si el producto de la reaccion que catalizan es de baja
toxicidad, dichas enzimas podrian usarse en depuracién de aguas
residuales o bien directamente sobre el suelo. En este caso es necesario un
conocimiento profundo de los parametros implicados en los procesos
degradativos como son concentracion de compuestos, variaciéon en el

crecimiento de las bacterias, pH, presencia de iones metdlicos, etc.

Por ello, los resuitados de las investigaciones a nivel
microbiologico, bioquimico y genético de los microorganismos que
degradan compuestos persistentes en el medio ambiente no se aplican
todavia a escala industrial con la eficacia que se desearia. Esto abre un
campo muy amplio de investigacién y en el que en su desarrollo y
aplicacion se tienen fundadas esperanzas para eliminar, o al menos paliar,
los graves defectos que la contaminacién ambiental estd produciendo en la

salud de los hombres y los animales.
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2. DEGRADACION DE COMPUESTOS AROMATICOS.

Los compuestos aromdticos son compuestos organicos abundantes
en la Naturaleza. La mayoria son producidos por plantas, siendo la lignina
el polimero predominante v que constituve uno de los compuestos que
interviene en el armazon de los tejidos vegetales. Por ello no ofrecen, a
priori, ningun problema para el metabolismo microbiano, ya que muchas
bacterias del suelo utilizan de forma natural compuestos aromaticos para
su crecimiento. La accién de estos microorganismos es muy importante
va que permite recuperar grandes cantidades de carbonos que de otra forma

quedarian fuera del ciclo del carbono (aminodcidos, vitaminas, etc.).

Actualmente existen compuestos derivados de sintesis organicas
como pesticidas, herbicidas 6 residuos industriales que tienen en comun la
presencia de un niucleo bencénico en su estructura. e esta manera nos
encontramos con este tipo de compuestos entre los agentes tdxicos
medicambientales mds habituales, como los aromaticos policiclicos, o
entre los contaminantes mas persistentes, como los bifenilos policlorados
(PCB.). La razén por la que son resistentes a la biodegradacion es la
presencia de sustituyentes externos en el nucleo arématico. Estos grupos
predominantemente electronegativos reducen la reactividad de la
estructura resonante hacia el oxigeno e impiden, bien la activacion o bien
la rotura del anillo aromaético, los dos pasos iniciales en el catabolismo de

este tipo de compuestos.

En el estudio del catabolismo de compuestos aromaéticos por
bacterias es necesario conocer los distintos procesos o etapas mediante los
cuales el compuesto se incorpora al metabolismo celular y se transforma
en intermediarios de las rutas centrales. Ello implica un conocimiento
profundo a) del sistema de transporte a través de la membrana plasmatica
b) del sistema de hidroxilacién v escisién del anillo aromadtico ¢) de la ruta

seguida en su transformacién y su relacion con otras rutas metabolicas y
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d) de los mecanismos de control de los procesos anteriores.
Con este fin vamos a describir a continuaciéon las rutas mas

importantes en la degradacién de compuestos aromaticos.

2.1. RUTAS CATABOLICAS GENERALES

Entre los microorganismos capaces de crecer a expensas de
compuestos aromdticos como fuente de carbono y energia se encuentran
muchas bacterias aerobias y anaerobias facultativas del suelo, algunas
levaduras v ciertos hongos. Todos estos organismos asimilan dichos
compuestos a través de vias catabolicas que convergen en las rutas

centrales del metabolismo.

Existen dos tipos de procesos al inicio de las rutas degradativas en
condiciones aerobias que son comunes a todos los compuestos aromaticos:

-Hidroxilacion del anillo aromatico

-Escision del anillo bencénico

En general ambos tipos de reacciones estan catalizadas por enzimas
que requieren oxigeno, muestran alta especificidad por su sustrato y
reciben el nombre genérico de monooxigenasas ¢ hidroxilasas y
dioxigenasas, respectivamente. La accién conjunta de las dos enzimas
origina la pérdida de aromaticidad del compuesto y hace posible la
posterior utilizacion del carbono contenido en su estructura ciclica
saturada mediante la intervencién de otras enzimas. Generalmente, los
productos de rotura son metabolizados hasta compuestos intermediarios

del ciclo de Krebs.

Una caracteristica esencial para que un compuesto aromatico sea
escindido por las dioxigenasas es la presencia de, al menos, dos grupos
hidroxilo en posicidon orto 6 para. Los organismos procariotas pueden

metabolizar una amplia variedad de compuesto aromdticos a través de
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rutas degradativas relacionadas por compuestos intermediarios comunes.
Si tenemos en cuenta la posicion de los grupos hidroxilo de los
compuestos dihidroxilados mas comunmente utilizades, podemos
agrupar las rutas que convergen en el catecol y el dcido protocatéquico, v

las que convergen en el dcido gentisico.

-Rutas del catecol y del acido protocatéquico.

El catecol v el dcido protocatéquico ( dcido 3,4- dihidroxibenzoico)
son los compuestos centrales en los que convergen la mavoria de las rutas
degradativas de compuestos aromdticos que contienen un grupo OH en
posicion orfo. En las fig, 2 v 3 se indican algunos compuestos aromaticos
metabolizados a través de rutas que implican la formacion de dichos

intermediarios ( Stanier y Ornston, 1973).
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\ p-hudrox;- Sdeshidro siguimato
A0 benzoAto -~ "OCH,
m-hidrosi- \ COOH / OH
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' TRy vantllato
OH
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Figura 2: Algunos compuestos aromaticos metabolizados a través del acido protocatéguico.

ACIDO PROTOCATEQUICO
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Figura 3 Algunos compuestos aromaticos metabolizados a través del catecol.

Se conocen dos tipos de escision para que estos compuestos
aromaticos transformen su estructura cerrada en abierta: la escision orto 6

la escisidon meta.
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-Escision orto 6 ruta del p-cetoadipato:

[.a escision tiene lugar entre los carbonos que llevan los grupos OH
(intradiol); en el caso del catecol entre los carbonos 1 v 2 v en el del

protocatéquico entre el 3 v 4. Los productos de la primera reaccion

oxigenolitica son cis,cis-muconato y B—carboxi-cis,cis-muconato,

OH
catecol detdo protocatéquico

I’()l 4'P‘03

f
@ oo HOOC 2™ oo

K oot s - COOH

C18, C15-muconato B-carboxi-cis.cls-muconalo

§J
HOOC\K\COOH
Q
Sy \(‘:(_)

S
mucolactona y-carbox1 mucolactona
6
3 O,
COOH
)]
I 0=

y-cetoadipato enol-lactona

|

{ 0
NS coon N0 seon

i ‘* . aceul-SCoA
\/( OOH _Loui Y
‘ HSCoA
pcetoadipato
'( succint] CoA

succinato
Figura 4: Escision orto del dcido protocatéquico v del catecol. Ruta del B-cetoadipato. 1.
catecol I,2-dioxigenasa; 2. enzima lactonizante del muconato; 3. mucolactona isomerasa; 4.
protocatecato 3,4-dioxigenasa; 5. enzima lactonizante del p-carboximuconato; 6. v-
carboximuconolactona descarboxilasa; 7. y-cetoadipato enol-lactona hidrolasa; 3. B-

cetoadipato succinil-CoA transferasa; 9. B-cetoadipato-CoA tiolasa.
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respectivamente, los cuales se transforman por vias diferentes en el
primer intermediario comin de la ruta: el 4-cetoadipato enol-lactona (Fig.
4). A partir de este compuesto se forma el f-cetoadipato que finalmente se
degrada a succinato y acetil-CoA. La convergencia del catecol y del dcido
protocatéquico hacia el B-cetoadipato mediante este tipo de rotura ha sido

muy estudiada en Pseudomonas putida por Ornston y Stanier (1966).
-Escision meta:

En 1959 Dagley v Stopher encontraron otro tipo de escision en
varias especies de Pseudomonas. Este tipo de rotura se producia entre el
carbono que ileva un gupo OH y el carbono advacente (extradiol). El catecol
se abre entre los carbonos 2 y 3 dando lugar al semialdehido 2-
hidroximuconico. En la mayoria de bacterias que utilizan este tipo de
rotura el protocatéquico rompe su anillo entre los carbonos 4 v 5 mediante
la 4,5 protocatecuato dioxigenasa originando el aldehido 2-hidroxi-4-
carboximuconico. En este caso no se origina ningun intermediario comun
y las rutas se desarrollan independientemente para formar piruvato y

acetilacetaldehido como productos finales ( Fig. 5 ).

Se ha observado en algunas especies del género Bacillus ( Crawford,
1975) que el 4cido protocatéquico también puede ser escindido entre los
carbonos 2 y 3, de una manera similar al catecol, mediante una rotura

oxidativa y una rdpida decarboxilaciéon del producto de rotura

obteniéndose semialdehido 2- hidroximucdnico.

Entre estos intermediarios principales (catecol y protocatecuato) no

hay niguna conexién a no ser la formacién posterior del B-cetoadipato
cuando se produce la escision tipo orto. Segun Patel y Grant (1969), en el
estudio del catabolismo del 4- HBA en Klebsiella aerogenes ( Enterobacter

aerogenes) se producia una decarboxilacién no oxidativa que convertia el
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protocatecuato en catecol. Esto constituye una excepcion si consideramos

que en la mavoria de los microorganismos el benzoato es convertido en

catecol v el 4-HBA en protocatecuato. Esta hipotesis fue descartada por

Doton y Ornston (1987), los cuales observaron que mutantes defectivos en

las enzimas de la ruta degradativa del catecol crecian perfectamente en

acido protocatéquico.
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Figura 5: Escisidén meta del acido protocatéquico y del catecol. 1. catecol 2,3-dioxigenasa;

2. Semualdehido 2- hidroximuconico hidrolasa; 3. dcido 2-cetopent-4-enoic hidrolasa; 4. 4-

hidroxi-2-cetovalerato aldolasa; 5. protacatecato 4,5-dioxigenasa; 6. Semialdehido 2-

hidroxi-4-carboximuconico hidrolasa; 7. dcido 2-ceto-4-carboxipent-4-enoico hidrolasa; 3. 4-

hidroxi-4-carboxi-2-cetovalerato aldolasa.
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El modo de escision del 3,4 DHBA depende de la especie bacteriana y
se puede considerar un cardcter taxonémico (Ornston y Stanier, 1966). En
los tres tipos de rotura existentes para el 3,4 DHBA demuestra que el punto
de rotura no solo estd determinado por la naturaleza de quimica de los
sustituyentes, sino por una eleccién evolutiva entre varias posibilidades.
Asi, se puede considerar que la distribucién de las rutas degradativas entre
las bacterias es muy variable y complicada. P. acidovorans y F. testosteroni
metabolizan el dcido protocatéquico mediante rotura meta v el catecol
mediante rotura orto. La rotura orto parece ser la predominante entre las
pseudomonas fluorescentes, y la rotura meta parece adscrita a las no
tluorescentes: P. testosteroni y P. acidovorans (Ornston y Stanier, 1966;
Wheelis v col, 1967 ). Aunque no es facil que en una misma estirpe
bacteriana convergan ambos tipos de escisiones para un mismo
compuesto. En Pseudomonas putida (arvilla ) mt- 2 se observan
simultdneamente las roturas orto y meta para el catecol en el

metabolismo del benzoato (Nakazawa y Yokota, 1973).

-Ruta del acido gentisico

El dcido gentisico 6 dcido 2,5 dihidroxibenzoico tiene los dos grupos
hidroxilo en posicion para (Fig. 6) v la rotura se produce entre el carbono
que lleva el grupo carboxilo y el que lleva el hidroxile (C1 y C2),

obteniéndose como productos finales piruvato y fumarato.

Ry coon 22 HzO Ry cooH O R1 —
| Cco-CooH
>
Re NADH Rz
OH OH
1 2 3

Figura 6: Reacciones de hidroxilacién y escision del anillo aromdtico en compuestos
metabolizados a través de intermediarios con grupos hidroxilo en para. Si consideramos R;

= Ry = H, el m-hidroxibenzoato (1) seria un ejemplo que se metabolizaria a través del

gentisato (2}, con posterior escision del anillo aromatico (3).
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[.a ruta del dcido gentisico fue establecida por primera vez en
Pseudomonas ovalis { Lack,1959 ) y confirmada para otras especies v
compuestos (Wheelis y col.,, 1967; Jones y col., 1990; Harpel y col., 1991). El
gentisato no es un metabolito secundario comun tan frecuente como el
catecol 6 el dcido protocatéquico, por lo que la informacion acerca de las

rutas metdbolicas en las que participa es menor. Sin embargo, se forma a

partir de varios compuestos como el antranilato, B-naptol, 3- y 4-
hidroxibenzoato, salicilato, flavonones y disulfunato de naftaleno.

(Harayama y col., 1992).

Un compuesto similar es el acido homogentisico ¢ acido 2,5
dihidroxifenilacético, en cuya ruta degradativa se obtienen fumarato y
acetoacetato como productos finales. Esta ruta es de especial interés por
degradarse a través de ella la fenilalanina y la tirosina en distintas especies
de Streptomyces ( Pometto y col,, 1985 ), Nocardia ( Boer vy col., 1988) 6 K.
prneumoniae { Gibello, 1992). En este tipo de rutas los precursores del acido
homogentisico son el 4-hidroxifenilacético en la degradacion de la tirosina

y el fenilacetato en la degradacion de la fenilalanina.

Como hemos indicado con anterioridad, ia adiciéon de sustituyentes
en el anillo bencénico disminuye su degradabilidad. Las sustituventes
cloro y otros halogenados presentan grandes problemas a la hora de ser
degradados por bacterias. Sin embargo, la producciéon de aromadticos
hal6genos es cada vez mayor ( lubricantes, pesticidas, pldsticos,
intermediarios de sintesis organicas....), y por ello cobran especial
importancia, las enzimas que eliminan los compuestos halogenados como
las deshalogenasas. Ademds de estas enzimas algunas hidroxilasas con
especificidad de sustrato relajada pueden reconocer como pseudosustratos
ciertos compuestos halogenados, como en el caso de la degradacion del 3-
clorobenzoato en Pseudomonas sp. B 13, donde es transformado a 3-
clorocatecol y la eliminacién del cloro ocurre de manera espontdnea.

(Dorn y col., 1974). Otro tipo de reaccién que no implique la formacién de
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un halocatecol es aquella donde la eliminacién del halégeno ocurre antes

de la rotura del anillo aromatico (Leisinger y col., 1988).

2.2. DEGRADACION DE LOS ACIDOS 3- y 4- HIDROXIBENZOICO

La lignina, el polimero mds abundante en la Naturaleza despues de
la celulosa, es una fuente importante de compuestos aromadticos que se
encuentran en el medio ambiente. El ataque de este polimero para su
degradacion es producido principalmente por hongos Ilamados
lignoliticos. Algunas especies de Polyporus, Poria, Fomes y Trametes son
particularmente efectivos en la despolimerizacion de la lignina. Después
de la accion de estos organismos quedan libres los constituyentes
monoméricos de la lignina que son anillos aromadticos con diversos
sustituyentes los cuales pueden posteriormente ser metabolizados por
bacterias. Entre los productos obtenidos de la degradacion de la lignina de
hayas, pinos y abetos, en particular, se han identificado el acido 4-
hidroxibenzoico { 4-HBA), el 4-cumarato, el vanillato, el ferulato, el 4-
hidroxi 3-metoxifenilpiruvato y una serie de aldehidos entre los que
destaca el coniferaldehido (Cain y col., 1968). Los hidroxibenzoatos y sus
analogos metilados 6 reducidos han sido encontrados en la mayoria de los
tejidos vegetales, y los mds frecuentes son concretamente el 4-HBA, el 3 4-
dHBA vy el vanillato.

Los productos de degradacion de la lignina no solo se encuentran en
bosques y terrenos con presencia de drboles y vegetacion sino en aguas
residuales de industrias papeleras o de fabricacion de muebles de madera.
Cuando el vertido de residuos es frecuente y numeroso se produce un
acimulo de materia Organica que los microorganismos no pueden
degradar y los ciclos naturales se desequilibran. Las industrias papeleras
son especialmente contaminantes y sus aguas residuales reciben el nombre

de lejias negras. Son aguas altamente concentradas que provienen de la
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etapa de digestion alcalina del proceso de produccion de puipa de papel y
presentan un alto contenido en compuestos orgdnicos como la lignina,
compuestos fenodlicos, acidos orgdnicos y distintos minerales { Vidal y col,,
1992).

Al igual que existe una decoloracion del efluente de las industrias
donde se produce papel, los efluentes resultantes de la depuracion de
vinazas de azucarera , en procesos de produccion de alcoholes, ¢ las aguas
residuales de las almazaras (alpechines) también presentan una coloracién
tipica debido a la presencia de derivados aromadticos en las aguas de vertido
(Gonzdlez Benito y col., Madrid y col., 1992). En el caso de los alpechines la
presencia en dcidos fenélicos en las aguas es enorme v se ha logrado in
vitro la eliminacién de los dcidos 4-hidroxifenilacético, vanillico, cafeico y
siringico por una cepa de Phanerochaete flavido alba., perteneciente a los

hongos de la podredumbre blanca de la madera.

Si bien los estudios de la degradacién de la lignina se han dirigido
pricipalmente al estudio de hongos con un mayor potencial lignolitico, se
hace necesario estudiar también las bacterias con capacidad degradativa
para aquellos compuestos derivados de la lisis fiingica. De esta manera, se
podria combinar la accién de hongos y bacterias en los tratamientos de
depuracion de las aguas anteriormente citadas con el fin de aumentar

notablemente su biodegradabilidad.

El 4- HBA , al ser un producto de sintesis natural es utilizado por
varias estirpes bacterianas del suelo como fuente de carbono y energia. Sin
embargo, los compuestos aromaéticos con grupos hidroxilo en posicién C
3, como es el caso del 3-HBA, son utilizados menos frecuentemente por

los microorganismos del suelo.

Existen pocos datos acerca de la degradacion del 3-HBA en bacterias.

Se ha encontrado como uno de los productos de la degradacion de la
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lignina, y se cree que participa como intermediario en varias rutas
metabolicas degradativas. Una de ellas es la transformacién del 3-
metoxibenzoato por Pseudomonas aeruginosa en 3- HBA que aparece por
una hidroxilacion dependiente de NADPH con la eliminacion del grupo
metilo ( Ribbons v col., 1970). Este tipo de reacciones son interesantes
porque muchos contaminantes contienen radicales metoxilos ( CH3-O- )

en su estructura quimica.

En condiciones aerobias, el 4-HBA se transforma en acido
protocatéquico en practicamente todas las bacterias estudiadas, aunque
existen algunas especies que lo transforman en 2,4-DHBA. Sin embargo
para la degradacion del 3-HBA existen dos rutas descritas que se
manifiestan con similar frecuencia: la del acido gentisico v la del dcido

protocatéquico, y existe una transformaciéon menos frecuente en 2,3
DHBA.

En el metabolismo del benzoato y de benzoatos monohidroxilados
en Amycolatopsis v Streptomyces spp. se observa que el benzoato se
degrada via catecol, el 3-HBA puede transformarse en 3,4-DHBA 6 2,5-
DHBA , el 4-HBA en 3,4-DHBA y el 2-HBA en 2,5-DHBA 6 catecol ( Grund
y col.,1990).

En Pseudomonas testosteroni 3 y 4-HBA se degradan a través del
mismo intermediario, el acido protocatéquico, que se rompe entre los
carbonos 4 y 5 por accion de la protocatecuato 4,5 dioxigenasa (rotura
meta). Pseudomonas actdovorans degrada el 4-HBA por la misma via y
con el mismo tipo de escision que Ps. festosteroni, pero metaboliza el 3-
HBA a través del dcido gentisico por accién de la gentisato oxigenasa
( Wheelis y col.,, 1967; Harpel y col. 1990) .

El 4-HBA es tambien un intermediario de numerosas rutas

bioquimicas en la degradacion de diversos compuestos aromadticos. En
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Pseudomonas, el benzoato se transforma en catecol mediante una
descarboxilacion, pero en Trichosporeum cutaneum se produce la
conversion del benzoato en 4-HBA y la transformacion en 3,4-DHBA

( Anderson y col., 1980).

Es interesante la formacién de hidroxiquinol a partir de 4 HBA que
se produce por descarboxilacion oxidativa del 3,4-DHBA en Rhodotorula

rubra. El hidroxiquinol se transforma en 3-hidroximuconato vy

posteriormente en f-cetoadipato. El 3,4-DHBA en este mismo organismo,
ademas de transformarse en hidroxiquimol por accion de la 3,4-DHBA
hidroxilasa, puede ser sustrato de la 3,4-DHBA,3 4-dioxigenasa y
convertirse en 3-carboximuconato. Ambos intermediarios: 3-

hidroximuconato y 3-carboximuconato son degradados hasta succinato y

acetilCoA via B—cetoadipato (Wright y col,, 1991).

Este compuesto con tres grupos hidroxilo, también se detecta en la
degradacion del benzoato en T. cutaneum y se forma por descarboxilacién
oxidativa tanto del 3,4-DHBA como del 2,5-DHBA (Anderson y col., 1980).
Esto recuerda a la idea de Grant y Patel (1969) que proponian la existencia
de descarboxilasas constitutivas para el gentisato, protocatecuato y acido
gallico ( 3,4,5 -trihidroxibenzoato) en cultivos de K. aerogenes con 4-HBA

como unica fuente de carbono.

El estudio de la degradacion de compuestos halogenados por su
caracter contaminante y téxico tiene una importancia especial. El 4-
clorobenzoato (4-CBA) se transforma en 4-HBA por un proceso de
deshalogenacién/ hidroxilacién en especies como Alcaligenes denitrificans
(van den Tweel v col., 1986), Artrobacter sp. ( Marks y col., 1984; Muller y
col., 1988) ¢ Coryneform bacterium NTB-1 (Groenewegen y col., 1990). En
Pseudomonas sp. cepa CBS-3 se ha caracterizado y clonado una

deshalogenasa capaz de transformar el 4-clorobenzoato en 4-HBA y se ha
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comprobado que se trata de un complejo enzimadtico formado por tres
proteinas con tres funciones distintas : la 4-CBA-CoA ligasa, la 4-CBA-CoA
deshalogenasa v la 4-HBA-CoA ticesterasa (Thiele y col, 1987; Chang y col.,
1992; Babbit y col., 1992). Un dato interesante es que el oxigeno utilizado en
el proceso de hidroxilacion/deshalogenacion es obtenido del agua y no del
O,, por ello esta reaccion puede tener tugar a concentraciones bajas de O;.

En todos los casos el 4-HBA es posteriormente convertido en 3,4 dHBA y

metabolizado mediante escision orto a través del B-cetoadipato.

Los microorganismos pueden también utilizar aceptores de
electrones inorganicos ( NO3 -, SO4 2-, 6 CO» ) v por ello tienen la capacidad
de metabolizar ciertos sustratos en ausencia de O; . Esto ocurre en bacterias
con un metabolismo dependiente de la luz (fotometabolismo), como las
que tienen respiracion con nitrato y las metanogénicas ( Evans, 1977).
Existe una amplia gama de compuestos aromaticos que pueden degradarse
en anaerobiosis, formando tambien un importante eslabén en el ciclo del
carbono. Rhodopseudomonas palustris  y R. gelatinosa son bacterias
fotosintéticas capaces de metabolizar benzoato, 3- v 4- hidroxibenzoato.
Entre las bacterias desnitrificantes Pseudomonas PN-1 y Moraxella spp. son
capaces de crecer a expensas de benzoato, hidroxibenzoatos v acido
protocatéquico. También hay entre las bacterias reductoras de nitrato dos
especies que pueden utilizar benzoato e hidroxibenzoatos como
Desulfovibrio y Desulfococcus spp. El grupo de bacterias que transforman
una mayor variedad de compuestos aromaéticos son las metanogénicas,
que pueden crecer en benzoatos, firosina, tolueno, clorobencenos, fenoles,

catecol, etc. (Evans y Fuchs, 1988).

Los fenoles se metabolizan en anaerobiosis por un nimero elevado
de bacterias desnitrificantes, sulfato-reductoras y metanogénicas, v es
curioso observar que los 4cidos benzoicos se encuentran como
intermediarios en estas transformaciones ( Londry y col,, 1992). El 4- HBA

aparece como intermediaric en la degradacién anaerobia del fenol a
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benzoato por un comjunto 6 consorcio de bacterias metanogénicas, lo que
constituye un proceso de para-carboxilacién (Sharak Genthner y col., 1991).
Este mismo tipo de reaccion se observa en Delsulfobacterium phenolicum,
bacteria sulfatoreductora que metaboliza fenol, 4-HBA v otros compuestos
aromaticos como la anilina { Bak y Widdel, 1986) v en bacterias reductoras
de nitrato, como Pseudomonas PN-1 (Tschech y Fuchs, 1989} En la
degradacion anaerobia del p-cresol por una cepa identificada como
Achromobacter sp. se detectaron como intermediarios 4-hidroxi
benzilalcohol, 4-hidroxi benzilaldehido v 4-HBA, lo que indica una
oxidacion progresiva del grupo metilo a grupo dcido por accion de un

flavocitocromo (Hopper y col., 1991).

También Rhodopseudomonas palustris que presenta un
metabolismo fotosintético es capaz de degradar el 4-HBA en condiciones
anaerobias mediante activacién y rotura del anillo aromadtico por un
mecanismo distinto al que se produce en condiciones aerobias y distinto al
de para-carboxilacién. En este caso, el anillo se activa por accién de la 4-
hidroxibenzoato-CoA ligasa formdandose el derivado CoA tioester
{ Merkel y col., 1989).

2.3. SISTEMAS DE TRANSPORTE.

Para que un compuesto pueda ser utilizado como nutriente vy
degradado a través de una ruta catabolica es necesario que exista un
mecanismo de introduccién en el interior de la célula bacteriana. El
transporte de moiéculas a través de membranas biolégicas puede ocurrir
mediante tres procesos diferentes: difusion simple, difusion facilitada
por una proteina transportadora y transporte activo. Hay un cuarto
sistema que estd reservado casi exclusivamente a los carbohidratos y que se

denomina sistema PTS (sitema fosfotransferdsico) (Fig. 7).
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Fl transporte activo se realiza en contra del gradiente de
concenfracién con intervencién de una proteina transportadora
(permeasa) integrada en membrana, que presenta especificidad de sustrato
v es capaz de introducir en la célula compuestos que se encuentran en el
entorno natural a baja concentracion. Por esta razon este tipo de transporte
no ocurre de manera espontdnea, sino que se encuenira acoplado al estado

energético de la célula.
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Figura 7: Posibles modelos de los sistemas de transporte a través de la membrana

citoplasmdtica. La difusion facilitada v los sistemas de transporte dirigidos por iones
requieren la expresion solo de un gen, mientras que el transporte dependiente de la union de
proteinas v los sistemas PTS 6 de translocacion de grupo requieren varios productos génicos.
En la difusion facilitada el sustrato entra y sale de la céluia a través de un poro especifico.
Los sistemas de transporte activos requieren una union entre el sustrato y proteinas de
membrana estando acoplados a la fuente de energia apropiada. (a) Cambio conformacional

en las proteinas transportadoras y entrada del sustrato en el interior de la célula (b).
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El mecanismo de transporte en los sistemas activos puede o no
implicar una transformaciéon del sustrato. Asi, en el sistema PTS existe
una translocacion del grupo fosfotransferasa y el sustrato transportado se
modifica. En el transporte de azucares en E. coli, el proceso estd acoplado a
la transformacion del fosfoenolpiruvato en piruvato. En el resto de los
sistemas de transporte bacterianos generalmente no se llevan a cabo
procesos que modifiquen el sustrato. Existe un estado de alta afinidad por
el sustrato en el que la permeasa se orienta hacia el exterior de la célula
formandose el complejo permeasa-sustrato. A expensas de energia
metabolica de origen diverso el complejo es modificado, con lo que la
permeasa se orienta hacia el interior, pierde afinidad por el sustrato y se

disocia el compiejo, liberdndose el sustrato que ha sido transportado (Fig 7)

Los gradientes i6nicos y las diferencias de potencial a través de la
membrana pldsmatica proporcionan a la célula una fuente de energia para
que puedan realizarse los procesos de transporte activo. En bacterias, esta
energia se obtiene por hidrdlisis de ATP 6 por la fuerza protomotriz
generada en la cadena de transporte electronico. La fuerza protomotriz

( Ap) esta compuesta por dos componentes: el potencial de membrana
(A W) v el gradiente de pH (A pH), los cuales estan relacionados por la
siguiente expresion:

Ap=AW -7 ApH, donde Z es igual a 2,303 RT /F (59 a 25°C), vy convierte el

término logaritmico de concentracién en mV.

Los dcidos y bases débiles con caracteristicas polares bajas pueden
atravesar la membrana con relativa facilidad distribuyéndose de tal
manera que el conjunto de moléculas no polares sea igual a ambos lados
de la membrana, y siendo la concentracién de las distintas especies
moleculares {cargadas y no cargadas) a cada lado funcién del gradiente de
pH ( Kihara y col.,, 1981). En este aspecto es necesario indicar que los

sistemas de transporte de compuestos cargados han sido ampliamente
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estudiados en varias especies procariotas y eucariotas.

Sin embargo, existe poca informacién acerca del sistema de
transporte de compuestos aromdticos en bacterias y en ocasiones, cuando
se desconoce el mecanismo, se considera que tiene jugar por difusion
pasiva 0 facilitada. Los sistemas mejor estudiados son los del transporte de
aminoacidos aromaticos en E. coli K 12 { Brown,1971; Whipp , 1980} y de
dcidos carboxilicos aromaticos en Rhodopseudomonas v Pseudomonas

spp- (Meagher y col., 1972; Thayer y col., 1976; Merkel v col., 1989).

Los mecanismos de transporte especificos del benzoato v su posible
precursor, el mandelato fueron estudiadados en Pseudomonas  putida
por Higgins v col. (1972) y Thayer vy col. (1982) y en Bacterium NCIB 8250
por Cook y col. {1972). Estos investigadores propusieron un sistema de
transporte inducible para el mandelato en ambos tipos de bacterias, a bajas
concentraciones de mandelato extracelular y con la implicacion de la
sintesis de un factor para el transporte activo de este compuesto. Esta
hipotesis se constrasta con la propuesta por Hegeman (1966) en la que el
mandelato entraria en P. putida por difusién pasiva. Hegeman, detecto
transporte en células inducidas y no inducidas y no se observé ninguna

acumulacidon celular interna del mandelato.

El transporte del benzoato en Bactertum NCIB 8250 parece ocurrir
por una difusion facilitada, sin evidencias claras de un transporte
dependiente de energia. Un sistema de transporte similar seria el que
seguiria este compuesto en Rhodopseudomonas palustris, que en
condiciones anaerobias se transformaria rapidamente en benzoil CoA tras
haber atravesado la membrana por difusion simple o facilitada, con un
sitema de transporte que no se veria afectado por variaciones de pH en la
membrana externa (Harwood y col, 1986). Sin embargo, estudios
realizados en Pseudomonas putida ponen de manifiesto un sistema de

transporte activo para el benzoato, cuya energia se obtendria del potencial
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de membrana y no por acoplamiento a la hidrdlisis de ATP. Este sistema
estaria controlado por el gen benP, cuya mutacion reduce la capacidad de

transportar benzoato, pero no mandelato ( Thayer y col, 1982)

La primera referencia de un sistema de transporte altamente
especifico y acoplado a la fuerza protomotriz la encontramos en el estudio
del transporte de un dcido haloaromatico, el 4-clorobenzoato, en
Coryneform bacterium NTB-1. Experimentos realizados con distintos
inhibidores de la cadena respiratoria e ionoforos que anulan los gradientes
de pH ponen de manifiesto un mecanismo "simport” de protones que
permitiria el transporte del 4-clorobenzoato en contra de su gradiente de
concentracion ( Groenewegen y col.,, 1990). El 4- hidroxibenzoato formado
a partir del 4-clorobenzoato no es un sustrato para la permeasa responsable
de transportar el halobenzoato. Este dato y el hecho de que C. bacterium
sea capaz de utilizar 4-HBA como udnica fuente de carbono y energia
sugleren la existencia de un sistema de transporte diferente para este

compuesto en células NTB-1.

Un estudio muy interesan para conocer el mecanismo de transporte

del B-cetoadipato en Pseudomonas putida es el realizado por Ornston y col.

(1976) . Estos investigadores comprobaron la existencia de un sistema de

transporte inducible bajo condiciones fisiolégicas normales y dependiente

de energia. El P-cetoadipato es intermediario de numerosas rutas
degradativas, y la existencia de un sistema de transporte inducible indica
su papel como nutriente selectivo y como sustrato de crecimiento
potencial en el entorno natural. Por ello parece jugar un papel
determinante en la evolucién de mecanismos de induccion caracteristicos
de las pseudomonas fluorescentes, y por extensiéon podria ser
determinante en otras especies, como por ejemplo en los géneros

Acinetobacter. 6 Kiebsiella.
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Entre las caracteristicas nutritivas de las bacterias moviles, nos
encontramos con la posibilidad de producir respuestas quimiotdcticas ante
las variaciones de concentracién de compuestos quimicos en el medio en
el que se encuentran. Este tipo de respuestas estd estudiado intensamente
en bacterias entéricas, como E. coli y Salmonella spp. que responden
positivamente hacia distintos azdcares (Adler y col, 1973) y aminodacidos
(Mesibov y col.,, 1972; ). En contraste, Pseudomonas spp. se encuentran
atraidas hacia dcidos organicos que posteriormente utilizan como sustratos
de crecimiento (Moulton y col., 1979; Harwood v col, 1984). Acidos
aromaticos como benzoato, 4- HBA, mandelato, salicilato, m- o- y p-
toluato son quimioatrayentes para Pseudomonas putida vy

quimiorepelentes para E. coli y Salmonella spp.

2.4, ENZIMAS IMPLICADAS EN LA DEGRADACION: HIDROXILASAS Y
DIOXIGENASAS

Una vez que los compuestos aromaticos han entrado en la célula
pueden ser utilizados como sustratos por las enzimas especificas, cuva
accion depende de la estructura quimica del compuesto y de las
propiedades de las enzimas. Con ello se inicia una ruta catabdlica que
permite obtener la energia y los intermediarios necesarios para sintetizar
los componentes celulares y llevar a cabo las funciones fisiolégicas

necesarias.

Los microorganismos, las plantas y los animales tienen el mismo
mecanismo de ataque para los compuestos orgdnicos derivados del
benceno: la utilizaciéon del oxigeno molecular como activador bioldgico.
La insercién de un dtomo de oxigeno en el sustrato necesita energia que es
suministrada por el poder reductor de, principalmente dos cofactores
enzimaticos: el NADH ¢ el NADPH. Con este tipo de reacciones redox las

estructuras estables e inertes como las del benceno y sus derivados pueden
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ser utilizadas por las células como fuentes de carbono y energia.

Ademads de su papel predominante en el metabolismo celular de
organismos aerobios como aceptor de electrones en la cadena respiratoria,
en las reacciones de oxigenacion anteriormente indicadas se encuentra
una nueva v fundamental funcién fisiologica del oxigeno. Este tipo de
reacciones se definen por la oxidacion de un compuesto organico ¢
inorganico a través de la insercion directa de uno o dos atomos de oxigeno

procedentes del O; molecular.

l.as enzimas encargadas de introducir el oxigeno molecular en
sustratos organicos recibieron el nombre genérico de oxigenasas,
diferencidndose las que incorporan al sustrato los dos dtomos de la
molécula de oxigeno, dioxigenasas, de las que incorporan sélo un dtomo
al sustrato con la conversion simultdnea del segundo dtomo en agua,
monooxigenasas. Este ultimo grupo de enzimas anteriormente se
denominaron hidroxilasas puesto que hidroxilaban compuestos v,
tambien oxigenasas de funcién mixta aludiendo a la incorporacion de un

atomo de la molécula de O, al sustrato.

Ambos tipos de oxigenasas requieren cofactores que les permitan
reaccionar con el oxigeno, y por ello poseen en su estructura un metal de
transicion ¢ una molécula de flavina ¢ pteridina que interacciona con el
0O,. En estos procesos se generan formas altamente reactivas, como los

radicales hidroxilo.

Las oxigenasas juegan un papel fundamental en las rutas catabdlicas
de los microorganismos tiniciando la degradacién de compuestos
aromaticos y también de hidrocarburos saturados. Por ello, han sido
extensivamente estudiadas, v se han determinado sus mecanismos de
accion, especificidad vy  regulacion. Estos estudios cobran notable

importancia en la aplicacion de enzimas microbianas en biotecnologia
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ambiental e industrial. Las oxigenasas en organismos superiores Somn
menos abundantes, pero no por ello menos importantes. En los
mamiferos se encuentran oxigenasas que estdn implicadas en la
hidroxilacién de esteroides, en la sintesis de neurotransmisores v en la

desintoxicacion de sustancias nocivas.

A medida que se desarrollan nuevas técnicas de investigacién, se
protundiza en el conocimiento de estas enzimas. Los estudios bioquimicos
y los fisicos se combinan con técnicas de genética molecular para llegar a
establecer las posibles relaciones que existen entre las distintas oxigenasas
{Harayama y col., 1992). Asi, mediante la determinacién de las secuencias
primarias de muchas oxigenasas se han podido establecer homologias v
clasificarlas en una serie de familias de proteinas. Entre las proteinas de la
misma tamilia, las secuencias de las regiones donde se localiza el sitio de
unién al cofactor se encuentran fuertemente conservadas. En aquellas
proteinas de distinta familia se han encontrado homologias locales en las

secuencias de las regiones donde se une el cofactor.

En los compuestos aromdticos las monoxigenasas v las dioxigenasas
son las enzimas de mayor importancia por ser las enzimas clave que
inician el proceso de degradacion para la utilizacién de los carbonos
contenidos en las estructuras ciclicas insaturadas de los derivados del

benceno.

- Monooxigenasas o hidroxilasas

Las monooxigenasas son flavoproteinas por presentar un grupo
prostético FAD en su estructura v se subclasifican basandose en el donador
de electrones implicado en la reaccidn catalitica. Si ellas mismas sirven de
donadores de electrones se denominan monoxigenasas internas, v si
requieren un reductor externo como NADH o NADPH para su actividad

catalitica se denominan monooxigenasas externas. Se puede representar
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las reacciones que catalizan de la siguiente forma esquematica:

Flavoproteinas monooxigenasas internas: XH; + O, — X0 + H,0

Flavoproteinas monoxigenasas externas: X + O, + DH, — X0 + H,0+D

l.La mavorfa de las flavoproteinas monoxigenasas externas son de
origen bacteriano y pueden inducirse por el crecimiento de un
microorganismo en cultivos que contengan el sustrato como anica fuente
de carbono. En muchos casos el sustrato es un compuesto aromatico v la
activacion del nicleo bencénico mediante hidroxilacién se lleva a cabo por
este tipo de enzimas. La mayoria de las hidroxilasas introducen un grupo
OH en posicion orfo respecto del preexistente en la estructura , como en el
caso de la salicilato hidroxilasa (White-Stevens y Kamin, 1972 ) o la 4-
hidroxibenzoato hidroxilasa ( Howell v col.,, 1972) . También existen
enzimas que insertan el grupo OH en posicion para como la 3-
hidroxibenzoato-6 hidroxilasa ( Groseclose v col.,, 1973). La 4-
hidroxifenilacetato 1-hidroxilasa de Pseudomonas acidovorans transforma
el dcido 4-hidroxifenilacético en homogentisato, desarrollando un
mecanismo peculiar en el que moviliza el OH insertado de la posicion C-1
a la C-2 ( Hareland y col., 1975). Si el compuesto no esta hidroxilado

pueden actuar dos hidroxilasas secuencialmente.

La mayoria de las monooxigenasas catalizan reacciones de
monohidroxilacién de fenoles sustituido y constituyen un componente
enzimatico sencillo. Sin embargo, también se encuentran entre las
monooxigenasas componentes multienzimadticos , como la fenol v la 4-

tolueno monooxigenasa (Nordlund v col.,, 1990; Whited v col., 1991) .

Entre las flavoproteinas hidroxilasas, existen subgrupos atendiendo
al tamano de sus subunidades. Las 4-HBA, 4-hidroxifenilacetato y salicilato
hidroxilasas tienen alrededor de 45 kDa (Schreuder y col.1988; Raju y

col.,1988: You y col.,1990), mientras que otras hidroxilasas tienen un peso
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molecular entre 60 y 80 kDa, como la fenol hidroxilasa ( Nurk y col.,1991),
la 2,4 diclorofenol hidroxilasa { Perkins y col, 1990} ¢ la nitrofenol
hidroxilasa ( Zeyer y col., 1988) . Las 4-HBA, 4-hidroxifenilacetato 3-,
salicilato v fenol hidroxilasas estdn incuidas dentro de un mismo

subgrupo también por sus mecanismos de reaccion similares.

L.a estructura de la p-hidroxibenzoato hidroxilasa esta estudiada
ampliamente en Pseudomonas spp. En P. fluorescens han sido
determinadas sus estructuras primaria v terciaria (Hofsteenge y col, 1980;
Wierenga v col., 1982 ; Hofsteenge y col., 1983; Weijer v col, 1983). A
temperatura ambiente la enzima es un dimero con subunidades idénticas,
aunque pueden existir formaciones de oligémeros mas elevadas. El
mondémero estd formado por una cadena polipéptidica con 394
aminodcidos y existe una molécula de FAD unida al monomero. En
cuanto a su estructura tridimensional, cinco de las cisteinas no estan
implicados en puentes disulfuro y el centro activo estd formado por tres

tirosinas, una arginina, una serina y una treonina (Wierenga v col, 1982).

El mecanismo de accion de la p-hidroxibenzoato hidroxilasa ha
sido caracterizado ( Visser, 1983; Schereuder v col.,1988; Entsch y Ballou,
1989) v se ha denominado de " sustitucion concertada”. El ciclo catalitico
ha sido determinado con precisién v estd esquematizado en la fig. 8: En
primer lugar se forma un complejo formado por la 4-hidroxibenzoato
hidroxilasa y sustrato (2), que se hace ternario al incorporarse el NADPH
(3). A continuacién, el NADP es liberado y el FAD de la enzima es
reducido por NADPH a FADH; (4), el cual reacciona rdpidamente con el
oxigeno (5) para formar el intermediario flavin 4a-hidroxiperéxido. Esta
especie oxigenada es muy reactiva v reacciona rapidamente con el 4-HBA
para formar dcido protocatéquico y flavin 4a-hidréxido (6). El flavin 4a-
hidréxido es inestable y espontdneamente se descompone en agua y flavin
oxidado ( Schereuder y col., 1988). Finaimente el producto de la reaccidn, el

3,4-DHBA, se separa quedando la flavoproteina oxidada y preparada para
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iniciar un nuevo ciclo catalitico (1).

(1)

3,4-DHBA ]
pOHB-FAD A-HBA
(6) pOHB-FAD-3,4-DHBA 4-HBA-FAD-pOHB (2)
Hs0 NADPH+H"
(5) 4-HBA-FADH-0,-pOHB 4-HBA-FAD-pOHB-NADPH (3)
4-HBA-FADH, -pOHB ( .
Oy NADP

(4)

Figura 8: Esquema del mecanismo de accién de la 4 HBA hidroxilasa (pOHB-FAD)

La salicilato hidroxilasa que cataliza la descarboxilacion oxidativa
del 2-hidroxibenzoato es codificada por el gen nahG del plasmido NAH7
de Pseudomonas putida y presenta un 25% de homologia con la 4-HBA
hidroxilasa de Ps. fluorescens (You y col., 1991), siendo la zona mas
conservada la region de union al cofactor. Esto parece sugerir que ambos
tipos de enzimas tienen un origen comun. Otras enzimas como la 2,4 -
diclorofenol hidroxilasa, que presenta un tamano tan diferente a la
salicilato v 4-HBA hidroxilasa parece que han tenido una evolucion
divergente, hecho que ratifica la ausencia de similitud entre esta enzima y
la 4-HBA hidroxilasa (Perkins y col., 1990)

La mavoria de las hidroxilasas catalizan inserciones en orfo respecto

del grupo hidroxilo preexistente, sin embargo la 3-HBA 6-hidroxilasa
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cataliza una para hidroxilacién. Esta enzima ha sido aislada de
Pseudomonas aeruginosa ( Groseclose y col., 1973), Pseudomonas cepacia
(Wang v col.,, 1987) y Micrococcus sp. ( Rajasekharan y col, 1990) estando
formada en todos los casos por monomeros de 85 kDa, 44kDa, v 70 kDa

respectivamente.

- Dioxigenasas

Como hemos mencionado anteriormente, las dioxigenasas
catalizan la insercidén de dos atomos de O ; en el sustrato con posterior
escision del anillo aromadtico. Estas enzimas generalmente Ilevan un
metal en su estructura que suele ser Fe (I} ¢ Fe (III). Se pueden distinguir
dos clases de dioxigenasas en cuanto su modo de escindir el anillo
aromadtico: a) Dioxigenasas que requieren NADH ¢ NADPH como
donantes de electrones y b) dioxigenasas que no necesitan reductor externo

(Fig.9)

Aunque las dioxigenasas generalmente actuan sobre compuestos
hidroxilados existen dioxigenasas que hidroxilan doblemente el sustrato
como ocurre en el metabolismo de productos tan persistentes como el
benceno, tolueno, etilbenceno y naftaleno ( Dagley, 1975). A partir de estos

compuestos se forman cis-dioles, como el catecol.
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a)
COOH COOH
@ + 0p + NADH + H' e @3‘4 + NAD'
OH
b)
OH
OH O0OH
COOH
+0; —— - Rotura intradiol
OH OH

=~ NCOOH
+0, T ™ & - CHO  Rotura extradiol

Figura 9: Mecanismos de escision catalizados por dioxigenasas. a} Dioxigenasas que

requieren NADH ¢ NADPH. b) Dioxigenasas que no requieren reductor externo.

Todas las dioxigenasas que hidroxilan anillos aromdticos pero sin

escision estdn compuestas por una o dos subunidades asociadas formando

una configuracién an 0 (af), v poseen cofactores comunes, un centro con
hierro y sulfuro [2Fe-25}, llamado Rieske y un hierro no hemo
mononuciear Fe (II), ambos asociados con la subunidad a en las enzimas
tipo (af)n. La 4-cloro fenilacetato de Pseudomonas CBS tiene configuracion
a3 , con subunidades de 50 kDa y el cofactor no tiene hierro sélo esta
formado por el centro tipo Rieske (Markus y col., 1986). La benceno 1,2

dioxigenasa de Pseudomonas putida (Irie y col., 1987) esta formada por dos

subunidades, de 50 vy 20 kDa, v presenta los dos cotfactores en su estructura.
Las subunidades a son similares en todas las enzimas estudiadas, incluso

en el peso molecular, al igual que las subunidades B. De hecho, una

comparacion de secuencias de aminodcidos sugieren que las subunidades

a de las benzoato, toluato, benceno, tolueno y naftaleno oxigenasas
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derivan de un antecesor comun, y las § de otro distinto pero comun a

todas (Neidle v col, 1991).

Los sustratos de reaccion de las dioxigenasas que escinden el anillo
aromatico son compuestos con al menos dos gupos OH. 5i los dos grupos
hidroxilo estan en posicion orfo, la rotura puede ser intradiol o extradiol.
Si los grupos estdn en posicion para, como es el caso del gentisato v el
homogentisato, la rotura aparece entre el grupo carboxilo © acetilo y el

grupo OH advacente.

.a primera dioxigenasa de la que se obtuvo su estructura primaria
fue de la catecol 2,3 dioxigenasa de Pseudomonas putida mt-2 que esta
codificada por el gen xy/E del plasmido TOL ( Nakai v col., 1983). Esta
enzima pertenece al grupo de las que escinden extradioles v estd formada
por cuatro subunidades idénticas de 32 kDa y contiene un ion Fe (II)
esencial cataliticamente en cada subnidad. El producto de reaccion es el
semialdehido 2- hidroximucénico que es de color amarillo; debido a esta
caracteristica el gen estructural xy/E puede utilizarse para conocer su

expresion en experimentos de biologfa molecular.

En cuanto a las relaciones entre las dioxigenasas de este grupo, se
han comparado las secuencias de aminodcidos de cuatro catecol 2,3-
dioxigenasas, una 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenasa y tres 2,3-
dihidroxibifenil dioxigenasa, de Pseudomonas, y se ha observado que
pertenecen a la misma superfamilia (Harayama y col.,, 1989). Sin embargo,
la catecol 2,3 dioxigenasa de Alcaligenes eutrophus no presenta ninguna
similitud con esta familia ( Kabisch vy col., 1990), por lo que se piensa que

las catecol 2,3 dioxigenasas tienen dos origenes diferentes. Asi mismo,

entre esta enzima v la subunidad p de la 4,5 protocatecato dioxigenasa de

Pseudomonas paucimobilis existe una cierta similitud ( Noda vy col., 1990).
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A diferencia de las enzimas que realizan escision extradiol v que
tienen Fe (I}, las que rompen intradioles, como la catecol 1,2 dioxigenasa y
la protocatecuato 3,4 dioxigenasa contienen como grupo proéstético un no
hemo, de hierro Fe(lll). Las estructuras de estas enzimas son variables,

pueden presentar dos subunidades diferentes, [ap-Fel+],, 6 ser un

polipéptido sencillo, [a-Fe3+],. La 3,4 protocatecato dioxigenasa de
Acinetobacter calcoaceticus estd compuesta por subunidades diferentes de
23 v 27 kDa, mientras que la catecol 1,2 dioxigenasa de Pscudomonas
arvilla  aparece frecuentemente compuesta por un tipo de subunidad de
30 kDa, ¢ 32 kDa que se pueden asociar entre si. Existen homologias entre
las subunidades a v f de estas dos enzimas en cuanto a su estructura
primaria, por lo que se ha pensado que proceden de un antecesor comun

( Haravama vy col., 1992).

La gentisato 1,2 dioxigenasa, que escinde el anillo aromadtico entre el
carbono que lleva el grupo carboxilo y el que lleva el grupo hidroxilo, de
Pseudomonas acidovorans y Comawmonas testosteroni esta formada por 4
subunidades de un polipéptido sencillo de 40 kDa: (aFe); y contiene Fe (II)
como cofactor {Harpel y col., 1990).
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2.5, REGULACION Y ASPECTOS GENETICOS

In el estudio de la degradacion de compuestos aromaticos se ha
mencionado las diferentes rutas catabolicas que pueden seguir los distintos
nutrientes, entre ellos el 3- y 4-hidroxibenzoato. También se ha hecho
referencia a los sistemas de transporte e hidroxilacion del anillo aromadtico
como requisitos previos a la escision del ntucleo bencénico. En este
apartado se abordard el estudio de los mecanismos reguladores de la
expresion de las distintas enzimas que intervienen en una ruta catabolica ,

y la organizacion de los genes que las codifican.

En el metabolismo microbiano existen enzimas cataliticas que solo
se requieren bajo determinadas condiciones de crecimiento. Si  un
microorganismo dispone de los sustratos empleados en condiciones
fisiologicas normales, es razonable que no se sintetizen otras enzimas que
son innecesarias para metabolizar estos compuestos. Sin embargo, cuando
el nutriente que dispone el microorganismo no es un fuente de carbono
habitual se induce la sintesis de enzima 6 enzimas necesarias para su
catabolismo. Este hecho estd de acuerdo con el principio de economia que
rige todo mecanismo vital y la existencia de un proceso de regulacion de la

sintesis de enzimas.

En el caso de las rutas degradativas, esta regulacion ocurre
mediante procesos de induccién. La induccion de las enzimas catabolicas
puede ser coordinada, donde todas las enzimas se encuentran bajo el
control de un inductor, ¢ secuencial, donde existen varios inductores. En
la degradacion de compuestos aromaticos el tipo de induccién suele ser
secuencial, de esta manera los microorganismos economizan y sintetizan

sus enzimas de forma gradual.

Los genes de las enzimas inducibles que estdn coordinadas se
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encuentran adyacentes en el genoma bacteriano y forman parte de una
unidad reguladora u operén con un promotor y un operador. En la

regulacion de tipo secuencial hay varios operones cada uno regulado por

su inductor correspondiente.

[.a induccion de los operones puede presentar dos tipos de controk:
positivo v negativo. En el primer caso, el inicio de la transcripcion en el
promotor necesita de la presencia de una proteina reguladora activada por
el inductor. En el segundo caso, la proteina reguladora activada por el
inductor, se une a un represor impidiendo a éste bloquear el operador, lo

cual permite el inicio de la transcripcion a nivel del promotor.

- Organizacién genética

Los genes que codifican las enzimas de las ruta catabdlicas de
compuestos aromaticos se encuentran unas veces en plasmidos naturales
y otras formando parte del cromosoma. La ruta del p-cetoadipato utilizada
en la degradacion del catecol y protocatecuato, asi como rutas superiores
asociadas con ella, estdn codificadas en el cromosoma. Sin embargo, las
enzimas de las rutas con escisiones tipo meta suelen estar coditicadas en
plasmidos (Harayama v Timmis, 1992). También se encuentran codificadas
en pldsmidos rutas de compuestos haloaromaticos como el 3-clorocatecol o

el 2,4- diclorofenoxiacetato .

Las rutas que primero se analizaron genéticamente fueron aquellas
cuyos genes se encontraban en plasmidos por la facilidad de manejo de
estos elementos frente al DNA cromosomico. Asi, la ruta para la
degradacion de tolueno/xileno ha sido exhaustivamente estudiada. Esta
ruta estd codificada en Pseudomonas putida por el plasmido TOL pWWO
y los genes estructurales se encuentran organizados en dos operones. Un
operdn xyl CMABN codifica las enzimas responsables de la oxidacion del

tolueno/xileno a benzoato/toluato, mientras que el otro operon
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wIXYZLTEGFIQKIH  codifica las enzimas responsables de la
transformacion del benzoato/toluato en intermediarios del ciclo de Krebs.
Estos operones catabélicos estdn regulados por los productos de los genes

vylSy xyiR. (Fig. 10)

Se ha estudiado también la organizacion de los genes nah en el
plasmido NAH7 que codifica las enzimas necesarias para la completa
degradacion del naftaleno via escisionmeta del catecol (Kurkela v col., 1988)
y la organizacion del operdntod responsable de la oxidacion del tolueno
via escision meta del 3- metilcatecol con localizacion cromosomica (Zylstra

v col.,1989). { Fig. 10}

ikb 10kb kb

Regulon

carthen

vl

nah

tod

Figura 10: Comparacion de diferentes regulones que codifican rutas de compuestos

aromaticos en diferentes microorganismos. El tamaiio de los genes viene indicado en la parte
superior, v la direccion de la transcripcidn esta indicada con flechas. Los genes ¢/ ben
codifican el metabolismo del benzoato en Acinetobacter calcoaceticus. Los genes xyl del
plasmido TOL tienen 4 unidades transcripcionales. Los genes nah del plismido NAH7
coditican para la degradacion del naftaleno y salicilato, se agrupan en dos grandes clusters
con un gen regulador nah R. Los genes tod son cromosomales v codifican para la degradacion

del tolueno en Psendomonas putida F1. (van der Meer y col., 1992)
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Figura 11: Nomenclatura de los genes estructurales de las enzimas implicadas en la ruta

del f-cetoadipato

En Acinetobacter calcoaceticus los genes para la degradacion del
benzoato a través de la escisidnorto estdn localizados en el cromosoma en
un fragmento de 15 Kb y organizados en tres operones ( Fig. 10). El primer
operdn consta de los genes estructurales ben ABCD que transforman el
benzoato en catecol (Fig.11) vy existe una ORF con funcidon desconocida. El
siguiente operon es el caf A, que codifica para la catecol 1,2 dioxigenasa que
transforma el catecol en cis,cis-muconato v dos ORF funcionalmente
desconocidas. El tercer operdn, cat BCEFD codifica las enzimas que

transforman el cis,cis-muconato en los intermediarios del ciclo de Krebs
via -cetoadipato (Doten y col, 1987). El gen regulador cat M se localiza

entre los operones cat Ay cat BCEFD ( fig. 10) v ejerce un control negativo

cuyo efector es cis,cis muconato.
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TcalW cat§  call call )| call _colF  cald Acinefobacter calconcetins
$ A A
calR ' calf . call Psendmmonas putida

En Pseudomonas putida la organizacidon es parecida v el gen
regulador catR se encuentra entre catA y catB, sin embargo en P.
aerugrnosg existe tambien un regulador positivo pero no se encuentra

entre estos dos operones. El gen cat R es activado por cis,cis muconato.

+
calR  catBC Pseudomonas putida

En la degradacion del 4-HBA via protocatecuato, los genes también
se encuentran en el cromosoma. En Acinetobacter calcoaceticus  estan
asociados tormando dos operones, uno formado por el gen pobA, que
codifica la 4-HBA hidroxilasa, y otro el pcaEFDBCGH separado unas 5 kb
del anterior, que codifica el resto de las enzimas de la ruta (Hughes v col,
1988; Hartnett v col., 1990).

pcatiFOBCHE poba Acinetobacter calcoaceticus

La organizacion de los genes pca en Pseudomonas putida es

diferente, el pcaA constituye un operon inducido por acido protocatéquico,
mientras que el operdn pcaBDC estd inducido por f-cetoadipato.

+

cakl .
pea /’_“i‘ﬂg Pseudomonas putida

La comparacionde la estructura de genes pca y cat se puede observar
en la tig. 12. Los productos de estos genes catalizan reacciones similares v
las enzimas que catalizan la zona comin de la degradacién del £-

cetoadipato es idéntica, mientras que los otros genes estdn ordenados en

orden inverso.
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Figura 12: Comparacién de los genes cat v pea en Acinetobacter calcoaceticus. Cuando el

orden de estos genes fue comparado se observé que estaban conectados de una manera

stmtlar.

- Regulacion del metabolismo degradativo

La regulacion de las secuencias catabdlicas se ejerce pricipalmente a
través de un control transcripcional. En la mayoria de los casos el control
es positivo pero no todos los metabolitos de la ruta ¢ sus andlogos

esructurales son inductores.

Las enzimas de la ruta del B-cetoadipato estdn controladas de
manera diferente en diferentes especies, si bien todos los mecanismos
implican una induccién coordinada de las enzimas cuando el sustrato estd
disponible en el medio. En Acinetobacter calcoaceticus el dcido
protocatéquico induce las enzimas expresadas por los genes pcaHG, pcaB,
peaC, pcaD y pcal] v el cis,cis muconato induce las enzimas codificadas por
catA, catB, cat C, catD y catl], es decir existen dos inductores independientes

para cada rama de la ruta (Harayama y Timmis, 1992)

En P. putida la regulacion es diferente, el 4cido protocatéquico sélo
puede inducir la enzima codificada por pcaHG vy el cis,cis-muconato induce
s6lamente las enzimas expresadas por catA y catB. Sin embargo, en este
caso es el B-cetoadipato el inductor general de todas las demds enzimas.
Esto tiene la ventaja de ser una regulacién mds econémica que la de ..

calcoaceticus, aunque ello implique la expresién de las enzimas codificadas

por pcaB v pca C cuando se oxida el catecol.
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En otras especies como Nocardia opaca, el B-cetoadipato es el dnico
inductor de todas las enzimas de la degradacion del dcido protacatéquico y
catecol con excepcién de las codificadas por los genes cafA v catB, cuvo
inductor es el cis,cis-muconato. En Alcaligenes spp. la regulacion es

similar a la de A. calcoaceticus ( Stanier v Ornston, 1973).

El operon benABCD de A. calcoaceticus es inducido por benzoato
aunque el regulador aun no ha sido caracterizado. El benzoato tambien
puede inducir operon cat A pero no el cat BCIFD. El cis,cis-muconato

puede inducir los dos operones ( Haravama vy Timmis, 1992}

En el plasmido TOL (pWWO) las proteinas reguladoras xy/ Ry xy1 S
son las responsables de la regulacién de las oxidaciones del xileno vy
tolueno. Xy!/ S interacciona con el benzoato ¢ sus andlogos y activan la
transcripcion del operon xyl XYZLTEGFJQKIH. Xy/ R interacciona con el
tolueno ¢ bencilalcohol 6 sus andlogos activando la transcripcion del
operon vyl CMABN. El xy/R en presencia de su efector tanbien puede
estimular indirectamente la expresion del operon que regula el xy/S
mediante la activacion de la transcripcion de xylS. (Ramos v col., 1987;

Haravama y Timmis, 1992)

v VT ] Vi
XPICHABN  SyIKYELTECFIQKIN — xplS xplR
> > —— —

2.6. ASPECTOS FISIOLOGICOS Y EVOLLUTIVOS

Las bacterias y los hongos tienen un papel muy importante y
exclusivo en el medio ambiente como agentes que mineralizan materia

Organica a través de complejas y especializadas rutas degradativas.
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La diversidad de las rutas bioquimicas que un microorganismo
puede seguir al cultivarse en diversos compuestos aromdticos da una idea
de la versatilidad de estos seres vivos. Sin embargo, no se conocen con
exactitud los mecanismos por los que un microorganismo elige una u otra
manera de escindir el nicleo bencénico. La variedad de rutas bioquimicas
que existe en bacterias para un mismo compuesto aromadtico, es indicativo
de que la seleccion natural ha explorado a través de muchas posibilidades
quimicas. Como ejemplo tenemos al benzoato que puede seguir cuatro
rutas diferentes de degradacion, entre las cuales la del catecol es con
mucho la mas utilizada entre las bacterias aerobias. La seleccion natural no
tiene soluciones tlimitadas sino que siempre opera sujeto a rigurosas

necesidades quimicas.

La introduccion de un compuesto orgdnico nuevo en el medio
ambiente que potencialmente pueda ser usado como fuente de carbono y
energia motiva una presion selectiva que provoca el origen de una nueva
ruta degradativa. Es decir, la seleccion natural provoca la produccion de
una enzima ¢ una secuencia de enzimas con nuevas actividades
cataliticas que permiten la conversion del compuesto nuevo en un
intermediario metabolico celular. Existen principalmente dos formas de
expansion catabdlica de las rutas degradativas: expansion horizontal v

expansion vertical.

La expansion horizontal consiste en un aumento del nuimero de
sustratos metabolizados por una ruta, que contenga diversos anadlogos
estructurales de un compuesto. Esto puede obtenerse bien mediante
mutaciones que contribuyan a aumentar el nimero de efectores 6 de
sustratos reconocidos por la proteina reguladora ¢ por alguna de las
enzimas de la ruta, 0 bien gracias a la incorporacién de enzimas
isofuncionales, que permitan una ampliaciéon del rango de compuestos

metabolizados a través de la ruta estudiada.
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La expansion vertical se caracteriza por la aparicion de nuevas
reacciones enzimdticas en una ruta ya existente, que confiera al
microorganismo la capacidad de degradar nuevos sustratos. Cuando no se
puede conseguir la degradacién de un compuestos aromatico por aiguno
de los mecanismos citados anteriormente, el microorganismo puede
"crear" una ruta degradativa nueva, mediante el ensamblaje de reacciones

enzimaticas pertenecientes a rutas distintas.

In el plano genético todo esto implica el desarrollo de nuevos genes
estructurales por medio de modificaciones de los preexistentes, asi como el
desarrollo de genes reguladores que ejerzan un control adecuado sobre la
expresion de los genes estructurales. Los mecanismos de adaptacion
genética pueden ser de transferencia de DNA, mutacién, recombinacion ¢
transposicion y estos procesos provocan una elevada diversidad de DNA
en las bacterias del suelo (Torsvik y col., 1990). L.a transferencia genética
entre los diferentes microorganismos no es un proceso dificil si tenemos
en cuenta que en el medio ambiente estan sometidos a interacciones que
pueden provocar una conjugacioén, una transformacién ¢  una
transduccion, con la consiguiente variacion de su material genético. Entre
los plasmidos NAH y TOL existen homologias en el DNA que pueden ser

debidos a cualquiera estos procesos.

Las mutaciones puntuales pueden afectar a la especificidad de
sustrato de una enzima. Por ejemplo, el reconocimiento de una mayor
cantidad de sustratos de la catecol 2,3-dioxigenasa codificada por el
plasmido TOL se extiende hasta el 4-etil catecol por sustituciones simples
de aminoacidos. Las posibles recombinaciones que pueden ocurrir en el
DNA originan nuevos reagrupamientos ¢ reasociaciones de los genes,

como ocurre entre Psendomonas putida y Acinetobacter calcoaceticus al
analizar varias rutas como la del p-cetoadipato ( Harayama y Timmis,

1992). 1.a duplicaciéon tambien ha sido considerada como un mecanismo

importante para la evolucién de microorganismos, y como ejemplo estd la
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existencia de tres isoenzimas diferentes aa. aff v p de la 1,2-dioxigenasa
en Pseudomonas arvilla C-1 (Nakai y ¢ol,1990). En cuanto a las
transposiciones encontramos elementos transponibles en el plasmido

TOL, como el Tn 4653, del grupo del Tn 3.

Fl esquema generalizado de escisiones orfo, meta v la convergencia
de las rutas catabdlicas hacia unos pocos metabolitos intermediarios que se
produce en un amplia variedad de especies microbianas y de compuestos
aromdticos, sugiere que los microorganismos han extendido su rango de
sutratos como consecuencia de:

-Una evolucién divergente, en la que ha ocurrido un fenomeno de
seleccion de un nimero limitado de rutas degradativas entre las diferentes

especies microbianas. Las comparaciones de secuencias de aminodcidos

entre enzimas isofuncionales de la ruta del p-cetoadipato en diferentes
microorganismos, pone de manifiesto la evoluciéon divergente de esta ruta
{ Ornston v Yeh, 1982}.

-Una evolucion convergente, en la se han desarroliado rutas
catabdlicas similares en distintos microrganismo de una forma
independiente, debido a la utilizacion de un numero limitado de

reacciones quimicas disponibles.

Por dltimo, hay que tener en cuenta que la manipulacién genética
de microorganismos para la obtencion de rutas catabodlicas que ayuden a
descontaminar el medio ambiente, no representa cambios en las
caracteristicas fundamentales de estas especies, sélo supone una
aceleracion de los procesos evolutivos. En algunos casos, por ejemplo, la
expansion del espectro de sustratos requiere unicamente la sustitucion de
un aminoacido en una enzima. Por lo tanto, estas mutaciones pueden
ocurrir de forma natural, en wunas condiciones ambientales que ejerzan

una presion selectiva sobre el microorgansimo ( Ramos v Rojo, 1990).
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OBJETIVOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Los compuestos aromaticos pueden ser degradados por
determinadas bacterias del suelo impidiendo que resulten altamente
persistentes y alteren el equilibrio ecolégico de la Naturaleza. Por ello, se
ha centrado la atencion en algunas especies bacterianas v algunos hongos
como posibles agentes descontaminantes. La mayoria de los estudios sobre
degradacion de compuestos aromdticos ha sido realizada en bacterias del
género Pseudomonas , por su extraordinaria capacidad de adaptacion a las
condiciones fisioldgicas mds diversas, tanto en cuanto a la utilizacién de
fuentes de carbono como a la tolerancia de condiciones ambientales. Mds
recientemente se ha estudiado la degradaciéon de compuestos aromaticos
estudiado en otros microorganismos: E. coli ( Cooper v Skinner, 1980), K.
pneumoniae  ( Fawcett y col., 1989; Martin y col., 1991} ¢ Bacillus spp.{
Crawford, 1975).

K. pneumoniac es un bacteria gram negativa de la familia
Enterobacteriaceae, capsulada y anaerobia facultativa que se encuentra en
el tracto gastrointestinal y en el suelo con cierta profusion, por lo que es
posible utilizarla como descontaminante ambiental. ( Knitte y col., 1977).
Su principal interés reside en la capacidad para fijar nitrégeno, por lo que
ha sido muy estudiada a nivel genético {(genes nif} con posibles
aplicaciones para la agricultura.También, se han encontrado diferentes
cepas de K. pneumoniae relacionadas con la degradacion de la corteza de
los drboles v la madera (Deschamps y col., 1983). Por otra parte, se ha
observado que K. pneumoniae muestra cierta semejanza metabdlica con
Pseudomonas y E. coli, pudiendo metabolizar, al igual que estos géneros,

diversos compuestos aromaticos.

lLa capacidad degradativa de esta bacteria no ha sido suficiente
investigada y por esta razon hemos tratado de conocer las caracteristicas

bioquimicas y genéticas y los mecanismos reguladores del metabolismo de
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varias sustancias entre ellas el 3- y 4-HPA (Fernandez, 1989; Gibello, 1991}
y el 3- v 4-HBA (Sudrez y col., 1991).

En este trabajo de investigacion se ha abordado el estudio de la
degradacion de los dcidos 3- y 4-HBA por dos razones:

-Existe muy poca informacién acerca de la degradacion del 3-HBA
en bacterias.

-Aunque el metabolismo del 4-HBA estd mads estudiado , la cepa
salvaje de K. pneumoniae no es capaz de crecer en 4-HBA, por lo que es
muy interesante el estudio de un mutante con fenotipo positivo de

crecimiento en este compuesto.

Los objetivos del presente trabajo de investigacion se han dirigido

hacia el estudio de los siguientes aspectos:

1-Estudio de la ruta degradativa del 3- HBA en la cepa salvaje de K.
preumoniae

2-Obtencion de un mutante que fuera capaz de crecer en 4-HBA.

3-Determinacién de la actividad enzimadtica de las enzimas
implicadas en la degradacién del 3-HBA.

4-Determinacion del origen de la mutacion mediante estudios de
induccién

5-Estudio de los sistemas de transporte del 4-HBA en el mutante
positivo de K. pneumoniae.

6-Purificacion de la 4 HBA hidroxilasa del mutante de K.
pneumoniae

7-Purificacion de la 3-HBA hidroxilasa de la cepa salvaje de K.
preumoniae.

8-Secuenciacion de los extremos aminoterminales y composicion de
aminodcidos de estas hidroxilasas para analizar su similitud.

9-Hibridacion con una sonda de la 4-HBA hidroxilasa con la cepa
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salvaje y con el mutante.
10-Obtencion de una genoteca de K. pneumoniae con tamafios de

inserto adecuados v clonacién de la 4-HBA hidroxilasa.

Mediante la consecucion de estos objetivos se pretende contribuir a
un mejor conocimiento de las capacidades bioquimicas v genéticas de K.
pneumonige y su posible aplicacion en el estudio de la regulacion de otros

microorganismos y descontaminacién ambiental.
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1. MATERIAL
1.t. MATERIAL BICLOGICO

Para el desarrolio de este trabajo se han empleado las siguientes

estirpes bacterianas:

-Klebsiella pneumoniae M5al, cepa salvaje cedida por el Dr.
M. J. Merrick, Agriculture Research Council, University of Sussex ,
Brighton, UK.

-Klebsiella pneumoniae MAO4, mutante con fenotipo 4 HBA
positivo obtenido en nuestro laboratorio.

- Escherichia coli CC 118 ' sure, del stock del laboratorio del
Dr. de Lorenzo, Centro de Investigaciones Biolégicas, Madrid.

~Actnetobacter calcoaceticus ADP-1, del laboratorio del Dr.
Haravama, Departament of medical Biochemistry, University of Geneva,
Geneva, Switzerland.

- Escherichia coli 517-1, del laboratorio del Dr. Harayama.

1.2. REACTIVOS

L.os productos utilizados en la elaboracién de medios de cultivo:
bactotriptona, extracto de levadura y agar fueron suministrados por la casa
comercial Difco, y las distintas sales por la casa Merck. Los compuestos
aromadticos: 4HBA, 3HBA, 34 dHBA, 2,5 dHBA y los antibiéticos:

ampicilina y tetraciclina se obtuvieron de la casa comercial Sigma.

Tanto las columnas utilizadas en las cromatografias por FPLC y
Smart: Mono ), Superose 12, Superose 6 PC, como otras resinas: Blue

Sepharose, Sephadex G-50 pertenecian a la firma Pharmacia.
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Los productos necesarios para las electroforesis de proteinas:
acrilamida, N,N-metilenbisacrilamida, TEMED y persulfato aménico son
de Bio-Rad. Los geles comerciales para el Phast System y los diferentes kits
de calibracion para la determinacién de los peso moleculares y de puntos

isoeléctricos de las proteinas fueron suministrados por Pharmacia.

Los reactivos para electroforesis de DNA: agarosa y bromuro de
etidio se obtuvieron de Sigma. Las endonucleasas de restriccion, los
pldsmidos y los diferentes compuestos utilizados en Biologia Molecular
son principalmente de Boehringer Mannheim y Promega. El kit de
elucion de DNA a partir de geles de agarosa ( Geneclean) es de la casa

comercial Bio 101.

Las membranas de nylon ( N-Hybond ) empleadas en hibridacién
proceden de la casa Amersham. Otros compuestos utilizados en esta
técnuca v en la de Southern Blot: polivinilpirrolidona, ficoll, DNA de

salmoén y seroalbumina bovina fueron suministrados por Sigma.

Como productos radiactivos, el 14 C-4-HBA utilizado en
experimentos de transporte se obtuvo de Sigma y el 32 P- ATP necesario
para el marcaje de las sondas utilizadas en las hibridaciones, se consiguié a

través de Nen Research.

Los disolventes organicos y demds reactivos utilizados para este
trabajo proceden de las casas Merck, Aldrich, Panreac y Boehringer
Mannheim. Las distintas disoluciones y tampones se realizaron con agua
destilada o Milli Q . Todos los compuestos v sustancias utilizadas

presentan una alta pureza.
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1.3. EQUIPO UTILIZADO

Los aparatos mads relevantes de nuestro laboratorio utilizados en

este trabajo de investigacion han sido los siguientes:

- Agitadores orbitales Cientifica S.A.

- Bafio termostdtico con agitaciéon Unitronic 320 OR

- Centrifuga Beckman J2-21

- Ultracentrifuga Kontron T-1055

- Espectrofotémetro PYE-Unicam UV/VIS PU 8800

- Cubetas y fuentes de elctroforesis, de Pharmacia

- Transiluminador 2011 Macrovue, LKB

- Contador de centelleo Beckman LS 3801

- Sistemas de cromatografia FPLC y Smart, de Pharmacia

- Phast System, de Pharmacia

2. METODOS

TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR.

2.1. MANTENIMIENTO Y DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR

Para el crecimiento de las distintas estirpes bacterianas se utilizaron
medios liquidos de cultivo ricos: LB, SOC, TB (Maniatis v col.,, 1989) v en
medios liquidos minimos: PJC (Hareland y col., 1975) que fueron
incubados en matraces con aireacion v agitacion adecuada. Las fuentes de
carbono: 4HBA, 3HBA, 2,5-DHBA, 3,4-DHBA fueron esterilizadas por

separado y afiadidas al medio de cultivo a una concentracién 6 mM.

El crecimiento en medio solido se realizé en placas de petri

conteniendo medio rico ¢ minimo, solidificado con 1,5% de bacto- agar. La
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temperatura de crecimiento fue de 37°C para los medios de cultivo ricos y

30°C para los medios minimos.

[.as estirpes se conservaron a 4°C en medio soélido. Para su

conservacion a largo plazo se mantuvieron en glicerol al 25% v a -20°C.

El crecimiento en masa de los cultivos se midioé por turbidimetria

determinando la densidad Optica a 550 6 680 nm. en un espectrofotometro.

2.2. MUTAGENESIS MEDIANTE RADIACION ULTRAVIOLETA

El mutante de K. prneumontae MAQO4 se obtuvo por tratamiento de
radiacion ultravioleta, siguiendo el protocolo de Miller (1972) . El mayor
rendimiento se obtuvo con un tiempo de exposicion de 2 min. Los
mutantes se seleccionaron en placas que contenian 4HBA como tnica
fuente de carbono y energia. El mantenimiento de la mutacion se realizo
haciendo siembras sucesivas en placas de 4 HBA durante 2 meses de

aquellas colonias que presentaban un mayor crecimiento.

2.3. ESTUDIO DEL SISTEMA DE TRANSPORTE.

- Ensayos de transporte: Los cultivos en fase logaritmica de
crectmiento (Aggp =0.7) fueron centrifugados y lavados tres veces con
tampoén Hy K PO, /HK; POs 50mM pH 7.0. El precipitado se resuspendio
en este tampoén para dar una concentracion de 20 mg cels./ml. Las células
fueron preincubadas 20 min. a 30°C y seguidamente se realizé una mezcla
de reaccion que contenda 0,3-0,5 mg. cels. , 62 nmoles de 14(-4 HBA({6,82x10
cpm) y tampon fosfato hasta 5 ml. L.as muestras de 200 ul fueron tomadas a
intervalos de 30 seg. y aplicadas a una membrana de filtracion ( O.45 ym),

siendo entonces lavadas con 10 ml de tampdn fosfato, por succién con una
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bomba de vacio. Finalmente se indrodujeron en 5 ml de liquido de
centelleo v se midié la radiactividad de las muestras en un contador de

centelleo.

En algunos experimentos, las células fueron incubadas con
compuestos inhibidores de la cadena respiratoria y sintesis de ATD:
arseniato, azida sddica, diciclohexilcarbodiimida; con desacoplantes del
transporte: 2,4-dinitrofenol 6 carbonilciamida-m-clorofenithidrazona; ¢
con ionoforos - valinomicina, nigericina y gramicidina. 10 min antes de la
adicion de 14 C-4HBA. Las células fueron tratadas con EDTA para hacerlas

permeables a varios inhibidores.

- Tratamiento de choque osmético: El choque osmético fue
realizado segun el método descito por Heppel vy col. en 1971, utilizando

una concentracion de sacarosa 0.5 M.

- Ensayo del ATP: Fueron tomadas alicuotas de 100 ul en
paralelo durante los ensayos de transporte y el ATP presente tue
determinado por el método de Gagnara y Finch, modificado por Joshi y col.
( 1989). La concentracion del ATP intracelular fue calculada usando un

volimen citopldsmico de 1.65 ul/mg cels.

2.4. PREPARACION DE EXTRACTOS CELULARES

De la misma manera que para los ensayos de fransporte se tomaron
cultivos bacterianos en fase logaritmica de crecimiento, se centrifugaron 10
min a 7.000 rpm y se lavaron dos veces con tampén HK; POy /Hy K POy 50
mM pH 8.0 6 con tampén Tris 20 mM pH 8.0, segin su posterior
utilizacion. Las células fueron resuspendidas en un volumen final que
variaba en funcion del volumen del medio de cultivo. Para ensayos

cinéticos se utilizaron 200 ml de medio minimo que se resuspendieron en
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4 ml del tamp6n correspondiente. Estas células fueron sometidas a un
tratamiento con ultrasonidos con un sonicador Labsonic : 4 ml de células
lavadas se sonicaron tres veces 30 seg , con un intervalo de 1 min entre

cada vez v con una potencia de 3.000 watios.

Posteriormente al tratamiento de sonicacion, las células
fragmentadas fueron ultracentrifugadas a 40.000 rpm durante una hora y

se recogio el sobrenadante que constituiria el extracto celular.

ENZIMOLOGIA Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA

2.5. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

-3-hidroxibenzoato, 6-hidroxilasa ( EC 1. 14. 13.): Fue medida
por disminucién de la absorbancia a 340 nm debido a la oxidacion del
NAD(P)H, cotactores de la reaccion que transforma el 3-HBA en 2,5-dHBA.
Los ensayos fueron realizados con 275 ym de 3-HBA y 250 uM de
NAD(P)H. El coeficiente de extincion molar utilizado para calcular la

actividad especifica fue 6,22 x 103 M-1 cmr1 ( Wheelis y col., 1967).

- 4-hidroxibenzoato, 3-hidroxilasa ( EC 1. 14. 13. 2.): Ha sido
determinada por el mismo método que la anterior, excepto que el 4 HBA
fue utilizado como sustrato y el NADPH como dunico cofactor. el

coeficiente de extincion molar utilizado fue el mismo que para la 3-HBA

hidroxilasa { Wright y col., 1991).

-2,5-DHBA ( gentisato ) dioxigenasa ( EC 1. 13. 11. 4.): Fue
medido el incremento de la absobancia a 330 nm debido a la
transformacién del 2,5 DHBA en maleil piruvato. El ensavo se realizé con
300 uM de 2,5-DHBA vy el coeficiente de extincion molar fue 2,22 x 103 M-1
cm-! { Wheelis v col., 1967).
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- Maleilpiruvato isomerasa ( EC.5. 2. 1.4.): Se determiné su
actividad por aumento de la absorbancia a 330 nm como consecuencia de la
adicion de glutation reducido a la reaccion de la 2,5-DHBA dioxigenasa. El
ensayo se realizé anadiendo a la reaccion de la 2,5-DHBA 30 uM de GSH. El

coeficiente de extinciéon molar fue 13 x 103 M-1 cm-! (Lack, 1961).

- 3,4-DHBA ( protocatecato ) dioxigenasa ( EC 1. 13. 11. 3.): Fue

medida por disminucion de la absorbancia a 290 nm debido a la

desaparicion del 3,4-dHBA y a su transformacién en B-carboxi-cis,cis-
muconato. Se realizé el ensavo anadiendo 200 uM de 4-HBA, el coeficiente

de extincion molar fue 2, 28 x 103 M-1 cm-1 ( Wright v col.,, 1991).

- Fumaril piruvato hidrolasa (EC 3. 7. 1.): Se midi6 por
aumento de la absorbancia a 315 nm por aparicién de piruvato ( Lack,
1961).

2.6. MEDIDA DEL CONSUMO DE OXIGENQO

Los experimetos para deteminar los niveles de oxidacion de los
extractos enzimaticos se realizaron en un oxigrafo Gilson modelo 5/6. Se
afiadié a las cubetas el extracto enzimadtico que se ensavaba, 10ul de

NAD(P)H 20 mM y 100uM del sustrato (3-HBA, 4-HBA....).

2.7. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La determinacién de la concentraciéon de proteina (mg/ml) se se
realizo siguiendo el método de Bradford {1976) con la modificacion de
Marshall y Willians, 1986. Como patréon se utilizé BSA 1 mg/ml

realizando una recta de calibracion en el momento de hacer una medida
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de proteina. También se utilizé alternativamente el método
espectrofotométrico aplicando la férmula siguiente : 1,55. A 150 -0,76. Azap

(Segel, 1968).

Las concentraciones mds bajas de proteina (ug/ml) se midieron
calculando el siguiente valor de absorbancia: 144( A5 -A 215 ) (Segel,

1968).

2.8 METODO DE PURIFICACION ENZIMATICA

Se utilizaron dos métodos diferentes para la purificacion a
homogeneidad de la 4-HBA, 3-hidroxilasa (Fig. x) y la 3-HBA, 6-hidroxilasa
(Fig.x). En estos procesos se emplearon diferentes tipos de cromatografias

utilizando el sistema FPLC y Smart. Las columnas empleadas fueron:

-Cromatografia de afinidad: Blue Sepharose
-Cromatografia de filtracioén en gel: Superose 12, Sephadex G-25 v
Superose 6 PC.

-Cromatografia de intercambio ionico: Mono Q
- Purificacion de la 4-HBA, 3-hidroxilasa.

Mediante estudios preliminares se comprobé que la utilizacion de
Blue Sepharose daba un buen resultado como cromatografia inicial del
proceso de purificaciéon. La siguiente cromatografia utilizada tenia la
funcién de eliminar el contenido en sales de la muestra eluida de Blue
Sepharose y de separar otras proteinas en funcién del peso molecular.La
cromatogratia de intercambio iénico fue la mas resolutiva y por ello se
hicieron dos pases a diferentes pH, dializando la muestra entre ambos. Los
tampones utilizados para equilibrar las columnas, asi como los tampones

de elucién vienen reflejados en la Fig. 13.



Material v Métodos / 57

K. pneumoniae MAQ4
cultivada en 4-HBA

|

Extracto Celular +
glicerol 10%

I

Blue Sepharose
A, Tris-HCl 20mM pH 7.8 B, Tris-HC120mM pH7 &

+KC102M

Superces 12
A.yB. Tris-HCI20 mM pH 78

[

Mono ()

A. Tris-HC1 20mM pH 7.8 B. Tris-HCl 20mM pH78
+KCl102M

ﬂ Dialisis

Mono ()
A, Tris-HC1 20 mM pH 8 .2 B. Tris-HCI 20 mM pH 82

+KCl05 M

4-HBA HIDROXILASA

Figura 13: Proceso de purificacion de la 4-HBA, 3-hidroxilasa de K. prienmone MAO4.
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K. pneumoniae M5ai
cultivada en 3-HBA

!

Extracto Celular +
gliceml 10%

!

Mona ()
A, Tris-HCl 20 mM pH 75 B . Tris-HCl 20 mM pH 75

+KClO5M

Sephadex G-25
A.yB. TrissHC120 mM pH 75

|

Mono ()
A, Tris-HCI 20 mM pH 75 B. Tris-HCl 20 mM pH 75

+KCl05M

Superose 6PC
A yB, NazHP04 / Nz H2P04 10mM pH 7.0

!

3 -HBA HIDROXILASA

Figura 14: Proceso de purificacién de la 3-HBA, 6-hidroxilasa de K pnenmoniae M5al.
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- Purificacién de la 3-HBA, 6-hidroxilasa

Para la purificaciéon de esta enzima no se utilizo la columna Blue
Sepharose porque no se obtenfan buenos resultados en los estudios
preliminares. Empleamos la columna Mono Q que fue altamente
resolutiva y nos permitié un proceso de purificacién mas rapido que el
anterior. L.a muestra se inyecté dos veces consecutivas en esta columna
con desalacion de la muestra por cromatografia en Sephadex G-25. Estas
columnas se empaquetaban de manera sencilla en una jeringuilla, v nos
permitieron realizar la eliminacién del KCl de una forma menos aparatosa

que las dialisis.

Un dltimo paso en este proceso, con la finalidad de obtener una
mayor cantidad de proteina pura, fue utilizar la columna de getl filtracion
Superore 6 PC en el Smart . Esta etapa nos permitié concentrar la muestra
y cambiar el tampén Tris-HCl por Fosfato potdsico de una manera
simultdnea, va que este altimo fue el tampon requerido para analizar los
aminodcidos de la proteina. L.os tampones utilizados durante el proceso de

purificacion para equilibrar y eluir estdn descritos en la Fig. 14.

2.9. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR Y DEL PUNTO ISOELECTRICO

- Electroforesis en condiciones nativas: Como técnica analitica
para comprobar la validez de la purificacién se utilizé la electroforesis en
condiciones nativas siguiendo el protocolo de Bryan (1977} para preparar el
gel de poliacrilamida al 8 %. Los patrones utilizados fueron los de bajo

peso molecular comercializados por Pharmacia.

- Electroforesis en condiciones desnaturalizantes: Se
realizaron utilizando el sistema de electroforesis automdtico Phast System

con geles entre el 8-25% de poliacrilamida. La concentracion de SDS fue al
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0.55%. Los marcadores fueron los mismos que los utilizados en

condiciones nativas.

- Isoelectroenfoque: Para determinar el punto isoélectrico se
utilizaron geles comerciales IEF 5-8 aplicables al Phast System. Los

marcadores fueron de Pharmacia.

- Tincién de geles con azul de Coomasie R-250: Se realizo este
tipo de tincién cuando la cantidad de proteina analizada se estimo superior

a 100 ug/ ml.

- Tincidon de geles con nitrato de plata: Se utilizé este método
de tincion (Nielsen y col.,, 1984) para una mejor estimacion de la pureza de
las muestras o cuando la cantidad de proteina era muy baja para ser

detectada por el método anterior ( ng prot).

[.a conservacién de los geles se hizo sumergiéndolos en una
solucion que contenfa 10% de glicerol, 30% de etanol y 10% de acético y

manteniéndolos a 4°C.

2.10. DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDXOS

Para determinar la composicién de aminoacidos de la 4-HBA vy 3-
HBA hidroxilasa se utilizaron las muestras resultantes del uitimo paso del
proceso de purificacion con una cantidad de enzima pura de
aproximadamente 15 ug/ ml . Para reducir el volumen existente de 1 ml
la muestra se aplicé  sobre una unidad de microconcentracién Amicon y
se centrifugo a 4.500 rpm durante 30 minutos. Se recogié la muestra a 1000

rpm en un volumen de 200 ul, lavando el filtro con 30 ul de agua.
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El proceso de hidrolisis en el caso de la 4-HBA hidroxilasa fue
realizado por Pharmacia durante 20 horas a 110°C, aplicindose 100 ul de
muestra en el analizador. En el caso de la 3-HBA, 6-hidroxilasa la
composicion de aminodcidos se realizé en el Departamento de Bioquimica

v Biologia Molecular I, de la Facultad de Ciencias Biologicas de la U.C.M.

2.11. SECUENCIACION DEL EXTREMO N-TERMINAL

Las muestras fueron tomadas en el Gltimo paso de purificacion y se
dializaron frente a tampén NaH,; PO; /Na; H POy 10 mM pH 7.0
utilizando las unidades de microconcentracion Amicén. La muestra, con
un volumen final de 200 ul, fue aplicada a un secuenciador de proteinas (
Applied Biosystems 4774, de Pharmacia). Este proceso fue realizado por el
Departamento de Quimica de Proteinas del Centro de Investigaciones

Biologicas (C.5.1.C.} de Madrid.

212 DETERMINACION DEL MECANISMO CATALITICO

Se utilizé la 4-HBA hidroxilasa parcialmente purificada y se
determinaron los valores de velocidad inicial obtenidos utilizando 4-HBA
como sustrato variable a cuatro concentraciones fijas de NADPH vy a una

constante de oxigeno a 4°C.

También se determino la velocidad inicial de la reaccidén catalizada
por la 4-HBA hidroxilasa utilizando 4-HBA como sustrato variable a

cuatro concentraciones de oxigeno y una constante de NADPH.

Mediante representaciones grdficas se pudieron calcular las

constantes de disociacién y las constantes de Michaelis (Dalziel, 1969).
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2. 13, INACTIVACION POR DIETIPIROCARBONATO

l.a determinacion de residuos que forman parte del centro catalitico
de la 4-HBA hidroxilasa fue determinada mediante la incubacién de la
enzima con varias concentraciones de dietilpirocarbonate (Blanke v col,,

1990).

Las soluciones stock de dietilpirocarbonato se realizaron en etanol
absoluto. l.a concentracién se determiné mediante la adiciéon de una
pequeria alicuota (5pl) de DPC en 3 ml de imidazol 10 mM pH 7,5 v la
medida de la absobancia a 230 nm, usando el coeficiente de extincidn
molar 3,0 x 103 M-1 cm-1 (Melchior y Fahrney, 1970). El estudio de la
dependencia del pH en la inactivacion se realizé a pH 7,5-10 utilizando

tampon glicina-NaOH.

METODOLOGIA DE DNA RECOMBINANTE

2.14. EXTRACCION DE DNA

- Obtencién de DNA cromosémico: Se realizé siguiendo el
método descrito por Chow y col. (1977), basado en la utilizacion del CTAB
para la eliminaciéon de los polisacdridos. La concentracién de DNA

obtenido mediante este método fue entre 0,7 - 0,9 pg/ ul.

- Obtencion de DNA plismidico ( minipreps } : Se realizé
creciendo los cultivos bacterianos en medio rico Terrific Broth y siguiendo
el método de Birnboim y Doly, 1979. Se traté con 1 ul de RNAsa ( 10
mg/mi) media hora a 37 °C.
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2.15. DETERMINACION ANALITICA DE DNA

. Cuantitativa : La concentracion de DNA se valord

experimentalmente midiendo la absorbancia a 260 nm de una pequefia
alicuota de DNA (3 6 6 ul) en 600 ul de agua. 1 Unidad de Absorbancia de

DNA a esa longitud de onda equivale a una concentracién de 50 yg/ml.

- Cualitativa : Geles de agarosa : Para visualizar el DNA se
realizaron geles de agarosa a una concentracion variable entre 0.8 y 1.5 %
en tampon TAE OTBE. Si los geles eran analiticos se empled TBE, si
posteriormente se procedia a la extraccion de DNA con el kit Geneclean se
utilizaba TAE. Siempre se empled el mismo tampdn como electrolito que
el utilizado para hacer el gel. La electroforesis se mantuvo a un voltaje

constante de 30 voltios.

Los geles se tifieron con bromuro de etidio (10 pg/ mi)
durante 5 min para su visualizacion con luz ultravioleta v se bafiaron en
agua  destilada 15 min para eliminar el fondo. Los geles fueron

fotografiados con una camara instantdnea Polaroid DS 34. El marcador

utilizado fue AHindIil.

2.16. SOUTHERN BLOT

DNAs de E.coli CC118 sure , K. pnewmoniae M5al y MAO4 fueron
digeridos totalmente con BamHI, EcoRI v Pst I vy aplicados a un gel de
agarosa al 0,8%. [.a transferencia de estos DNAs a membranas de nylon se

realizé sigutendo el método descrito por Southern (1975).
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2.17. ELABORACION DE UNA GENOTECA DE K. preumonine

- Preparacidén del vector de clonaje: El vector utilizado tue el
plasmido pUC 18 (0.25ug/ ul). 1 ug de vector fue digerido con 1 unidad de
la enzima de restriccion Eco RI, en un voldmen final de 25 yl con agua
Milli Q . T.a digestion tuvo lugar toda la noche a 37 °C. El tratamiento con
fosfatasa alcalina se hizo afiadiendo 5 pyl de enzima v llevando el volumen
a 50 ul. Se mantuvo 1 hora a 37°C vy se calento a 65°C durante 10 minutos.
Se realizo una extraccion fendlica v se pasé el vector por una columnita de

Sephadex G-50 equilirada con TE para eliminar los posibles restos de fenol.

- Fragmentacion del DNA cromosdémico: El DNA de K.
preumoniae MA04 se digirio parcialmente a distintos tiempos con Eco Kl
hasta que se obtuvieron los tamafios de inserto deseados. La temperatura
de digestion fue siempre 37°C. Antes de realizar la mezcla de ligamiento se
trato el DNA con 1ul de RNAsa (10 mg/ml} on el fin de evitar

interferencias.

- Ligamiento: Se uso la ligasa T4 para la reaccion de
ligamiento. Se probaron distintas proporciones de plasmido v de DNA
cromosomico digeridos ambos con la misma enzima de restriccion. La

reaccion tuvo lugar duranfe una noche a 4°C.

- Analisis de insertos: Las mezclas de ligamiento se
analizaron por transformacion de E.colt CC118 sure. Se analizé el DNA
plasmidico de 6 colonias recombinantes por placa. Los plasmidos se
digirieron con la enzima de restriccién correspondiente y se comprobé la
existencia de insertos valorandose su tamafio mediante un gel de agarosa

al 0.8 %.
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2.18. TRANSFORMACION EN E. colt CC118 sure

- Obtencién de células competentes: Cultivos de E. coli CC118
sure en medio rico SOB / Tet fueron tratados modificando el método de
Hanahan, 1983. Las células fueron alicuoteadas en 200 ul v guardadas a -

70°C hasta su utilizacion.

- Transformacion: Alicuotas de células competentes fueron
descongeladas, y transformadas con 3 ul de la mezcla de ligamiento.
El método seguido fue el de Hanahan pero se anadieron 200ul de medio
50C para el crecimiemto de los posibles transformantes. La eficiencia de

transformacion obtenida con este método fue de 1,2 x 107 cels/ ul .

- Seleccién de los recombinantes: Al utilizar pUC 18 v la
bacteria E. coli sure CC118 que complementa el operén de la - gactosidasa,
la seleccion se hizo por visualizacion del color blanco de las colonias
recombinantes v el azul de las colonias portadoras de plasmido sin inserto
en placas de [.B/ Amp/X-Gal/IPTG. Este tipo de placas se realizaron segin
Sambrook v col., 1989, aitadiendo X-Gal y el IPTG en el momento de

utilizar las placas.

2. 19. OBTENCION DE LA SONDA.

[La sonda empleada para detectar la presencia de 4-HBA
hidroxilasa fue el oligonucledtido disefiado a partir del estudio del
extremo N-terminal de la proteina purificada, utilizando los codones que
aparecen con mayor probabilidad en K. premoniae ( Wada y col,,1992). Este

oligonucleétido fue sintetizado por el Servicio Automadtico de la U.C. M.
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2.20. HIBRIDACION

- Fijacién del DNA a membrana: La transferencia del DNA a
una membrana de nvlon se realizé mediante la técnica del Southern Blot
si partiamos de geles de agarosa, y directamente de placas en el caso de la
busqueda del clon a partir de la genoteca de DNA de K. pneunoniae MAO4.
La transferencia de colonias a membranas tuvo lugar segin el método de

Grunstein v Hogness, 1975,

- Marcaje de la sonda: El oligo de 18 nucledtidos se marco con

y-32P-ATP en el momento de la prehibridacion con la polinucledtido
quinasa, siguiendo el protocolo de Promega. La sonda una vez marcada se
aplicoé a una columna de Sephadex-50 equilibrada y lavada con TE. Se

comprobo la eficacia del marcaje con un contador Geiger.

- Hibridacién: Se dejaron las membranas en 6 X S5C durante
5 min. En la prehibridacion se colocaron dos membranas por cada bolsa de
hibridacién, conteniendo 20 mi de: 6 x SSC, 5 X Soluciéon Denhardt, 0,5 %
SDS y 500 ul de ss DNA de salmén (5 mg/ml) y se mantuvieron 1 hora v
media en un bafio con agitacion a 65°C. Una vez desnaturalizada la sonda
se retiro el liquido de la bolsa menos unos 5 ml y se anadié 250 ul de la

sonda marcada diluida en agua dejando hibridando toda Ia noche.

Se hicieron 2 lavados de 15 minutos cada uno con 2 x 55C y 0.5 %
SDS a 65°C con agitacién. Se expuso a una pelicula de Rayos X a -80°C vy se

observaron los resultados a las 24 horas .
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2.21. MUTAGENESIS MEDIANTE INSERCION DE TRANSPOSONES

- Preparacion del vector de tramsposicidn: se utilizé como
vector el plasmido pEMR 1, un drivado del pBR322 que presenta
resistencia a K, v A, y lleva el transposon Tn 903. Este plasmido se digirié
con Sal I v se insertd el gen de la 4-HBA hidroxilasa de Acinetobacter
calcoaceticus. (Averhoff y col., 1992). Se transformo la cepa L.coli 5 17-1 con

este plasmido recombinante.

- Conjugacién: Se utilizaron como cultivosE. colt S 17-1 ¥
Acinetobacter calcoaceticus ADP-1 realizdndose la conjugacion siguiendo
el método de Miller (1972).

-Seleccién: Los mutantes 4-HBA- se seleccionaron en placas

de quinato/ Km v en placas de 4-HBA/Km.

2. 22, TRANSFORMACION EN Acinetobacter calcoaceticus ADP-1

Acinetobacter spp. tienen la propiedad de recibir DNA exégeno de
forma natural sin necesisdad de hacer competentes a sus células. Un
cultivo de 5 ml de medio liquido con succinato de A. calcoaceticus 4-HBA-
se mantuvo 24 horas a 30°C. Posteriormente se afiadié 100ul de succinato 1
M incubdndose el cultivo durante 30 min. En este punto las células de A.
calcoaceticus 4-HBA- ya estdan preparadas para la transformacion v se

sembré 100 ul en placas de 4-HBA/Ap/Km.

La fuente de DNA exégeno fueron las mezclas de ligamiento
obtenidas en la elaboracion de la genoteca de K. prneumoniae MAO4
utilizandose varias dilucciones que se sembraron en las mismas placas de 4-
HBA/Ap/Km en forma de gota ( Neidle y Ornston, 1986). Las colonias que
crecieron llevaban en su genoma el gen de la 4-HBA hidroxilasa de K.

prneumontae.
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1. CARACTERIZACION DEL MUTANTE MA0O4

La cepa salvaje de K. pneumoniae, Mbal, tiene la capacidad de
crecer en 3-HBA como fuente de carbono en medios minimos liquidos 6
solidos ( apartado II. 2.1.). Sin embargo, esta cepa no es capaz de utilizar el 4-
HBA como tnica fuente de carbono y energia en las mismas condiciones.
Mediante la accién de luz ultravioleta(apartado II. 2.2.) se obtuvo un
mutante de esta cepa que se denominé MAO4. Este mutante es estable y es

capaz de metabolizar con igual eficacia tanto el 3-HBA como el 4-HBA.

Cuando se cultiva el mutante de K. pneumoniae, MAO4, en
medios minimos con 4-HBA como fuente de carbono, se ha observado un
color azulado al alcanzar el crecimiento una densidad 6ptica a 680 nm. de
0.4, es decir, cuando se encontraba aproximadamente en la mitad de la fase
logaritmica (Fig. 15).

Figura 15: Cultivo de K. pneumoniae MAO4 en fase logaritmica de crecimiento.
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2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO

- Crecimiento de K. pneumoniae Mb5al en 3-HBA.

Para determinar la concentracién éptima de la fuente de carbono
(3-HBA} en el medio de cultivo se ensayaron varias concentraciones (¥ig.
16), valorandose el crecimiento bacteriano por medida de la densidad
optica. Estas medidas fueron tornadas después de 12 horas de crecimiento a

30°C, con una aireacion y agitacion adecuadas.

1.0

B :-HBA
E1 4-4BA

Absotbancia (680 rim)

A

2 4 6 8 10

Concentracién de sustrato (mM)

Figura 16 : Determinacion de las concentraciones éptimas de crecimiento de K.

preumoriae MSAT en 3-HBA y K. pneumoniaze MAO4 en 4-HBA.

PPara que en los diferentes sustratos la adicion de la fuente de
carbono sea equivalente cuantitativamente, se utilizé una cantidad en
milimoles/litro de medio de cultivo que multiplicada por el niimero de
atomos de la estructura del compuesto sea igual a 60. Asi, en el caso de la

glucosa serfa 10 mM, en el del glicerol 20 mM y en el del acetato 30 mM. En
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este cdlculo hay que tener en cuenta que los compuestos aromaticos
presentan una mayor toxicidad que otros compuestos organicos y, por
tanto, concentraciones demasiado elevadas pueden provocar una
inhibiciéon del crecimiento. Los resuitados obtenidosaparecen en la Fig. 16.
Una concentracion de 6 mM fue la concentracion éptima en cultivos de K.

pneumontae  Mbal cultivada en 3-HBA.

Antes de niciar el estudio de la ruta metabolica de un compuesto
aromatico es necesario determinar la velocidad con que éste es capaz de
crecer en medio liquido. Para ello, se realizo la correspondiente curva de
crecimiento de la cepa salvaje de K. pneumoniae en 3-HBA (Fig. 17). El
tiempo de generacion obtenido fue de 80 min. v la fase estacionaria se

alcanzé cuando la absorbancia a 680 nm. era 0.85 .

Absozbancia (680 v}

Tiempo (horas)

Figura 17: Curva de crecimiento de K. prreurmonine M5al en 3- HBA (6 mM).
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-Crecimiento de K. pneumoniae MA04 en 4-HBA

.a determinacion de la concentracion ¢ptima de 4-HBA en cultivos
de K.pneumoniae MAQ4 se realiz6 de manera semejante a la

determinacion de la concentraciéon optima de 3-HBA para la cepa salvaje

de esta cepa. lLos resultados obtenidos ensayando diferentes
concentraciones se muestran en la Fig. 16. De manera similar a los
resultados obtenidos para K. prneumoniae Mb5al cultivada en 3-HBA, una
concentracion de 6 mM resulté ser la éptima, lo cual resulta logico hasta
cierto punto debido a que el 4-HBA contiene idéntico numero de carbonos

v una estructura similar que el 3-HBA.

En la Fig. 18 se muestra la curva correspondiente de K.
preumoniae MAO4 cultivada en 4-HBA. El tiempo de generacion obtenido
fue de 102 min., y la absorbancia medida a 680nm de la fase estacionaria fue

de 0.8,

Absorbancia (680 +m)

Tiempo (horas)

Figura 18: Curva de crecimiento de K. preumoniae MAQO4 en 4-HBA.
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3. DETERMINACION DE LA RUTA DEGRADATIVA DEL 3-HBA EN K. pneumoniae Mbal

Para determinar la ruta por la que el 3-HBA se metaboliza
utilizamos dos métodos:

-Directamente. Mediante aislamiento de los metabolitos, utilizando

sistemas de cromatografia de alta resolucion { HPLC, FPLC, Smart).

-Indirectamente. Midiendo las actividades enzimadticas que

corresponden a uno u otro tipo de transformacion, 6 midiendo los niveles

de oxidacion.

- Determinacion de actividades enzimaticas.

Las actividades enzimadticas fueron determinadas siguiendo los
ensayos descritos en el punto [I. 2.5. Se midieron todas las actividades
enzimadticas implicadas en la ruta degradativa del 3-HBA: 3-HBA, 6-
hidroxilasa, 1,2- gentisato dioxigenasa, maleil-piruvato isomerasa vy
fumaril-piruvato hidrolasa. La presencia de las actividades 3-HBA
hidroxilasa v 2,5-DHBA dioxigenasa en extractos de K. preumoniae M5al
nos hizo deducir la via degradativa del 3-HHBA a través de la ruta del

gentisato (Fig. 19).

De la ruta degradativa del 4-HBA sdélo se midieron las dos enzimas
claves: 4 HBA, 3-hidroxilasa y 3,4 protocatecato dioxigenasa, con resultados
negativos. Cuando las células fueron cultivadas en medios nutritivos no
se encontro actividad en ninguna de las enzimas de las dos rutas, lo cual

sugiere que sean inducibles.

De todas las enzimas, nuestro interés se centro en el estudio de las
hidroxilasas por ser las primeras de las rutas de la ruta y por constituir
sistemas enzimaticos complejos tanto en lo que se refiere a su induccién

como a la utilizacion de cofactores (Tabla III). En la degradacion del 3-HBA,
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Figura 19: Ruta degradativa del 3-HBA en K. pueiononiae Mb5al y MAO4. 1. 3-HBA 6-hidroxilasa. 2. 1,2 gentisato dioxigenasa.
3. Maleilpiruvato isomerasa. 4. Fumarilpiruvato hidrolasa. GSH: Glutation.
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Tabla 1. Actividades especificas® de algunas enzimas implicadas en la degradacion del 3y 4 HBA en A pirreamoniae NSal,

Enzimas ruta Genlisato bnzimas ruta Protocatecato
Sustrato de 3 HIBA Cenlisato Malett piruvato  Fumaril piruvato 4 11BA 3,4 dHBA
crecimiento hidroxilasa  diovigenasa  isomerasa hidrolasa hidroxilasa dioxigenasa
Cly <1 < < < | < | -1
3- HBA 15413 hh2 124 260+28 30319 < -1
Gly + 2,5 dHBA 7815 585152 NI ND < -1
Gly ¢ 34 dHBA ~ . NI ND w1 832+ 75

* - . - . . . iy . )
Las actividades especificas vienen expresadas en mU/ img proteina y son el resultado de la media aritmética de 4 medidas.

t7 i sopelnsay
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Fn la degradacion del 3-HBA, tanto por K. puewmoniae M5al como
por el mutante MAO4, se detecta una actividad hidroxilasa, que parece ser
la responsable de la transtormacion del 3- HBA en 2,5-DHBA (Tablas 11 v
V). Por tanto. ¢l mutante NAO4 conserva la capacidad de degradar 3-HBA.
Esta enzima denominada 3-THIBA, 6-hidroxilasa inserta el grupo hidroxilo
en posicton para . En Ko prewmoiiae esta enzima utiliza como cotactores
NADH v NADPH con la misma eticacia (Tabla 1) v su actividad aumenta

considerablemente en presencia de FAD.

Tabla tII: sctividad especifica ™ de fa 3-HBA hidronifasa de A prcimonre M3al v de la

L-HIBA hidrovdasa de Kopnemmone MADS atilizando diferentes cofactores.

Fnzima Cofactores

NADH  NADPH  NADH/FAD  NADPH/FAD

3-HBA hidroxilasa 115+ 8 11014 3521 222x11

4-HBA hudroxilasa <1 112423 | 225+10

<

Fxpresada en mUI/mg de proteina
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- Determinacién de los niveles de oxidacion.,

l.os datos obtenidos en los experimentos de oxidacten ratifican los
resuttados encontrados mediante la determinacién de actividades
enzimaticas. No se observa ninguna oxidacion representativa en extractos
de células cultivadas en medios nutritivos. Ltilizando extractos frescos de
K pacumonne N5al cultivadas en 3-tIBA se observa que esta cepa es

capaz de oxidar el 3-HBA (Tabla IV},

Tabla IV: “aveles de oxidacion “en extractos crudos de h. pretimoniae.

Compuesto oxidado

Sustrato
Cepa de crecimiento +HBA +HBA 2,5-DEHBA L4-DHEA
MBal Gly <1 <1 <1 <1
MVAO4 Gly <1 <1 <1 <1
Vikal 3-HBA 2244 <1 To+3 <1
NMAC4 3-HBA 265 <1 14+4 <1
MAO4 4-HBA -1 2043 8+3 5+2

* . . .. . . . ; ,
[ os niveles de ovidacion estan expresados en nmol O, consumido . mmin -1 . mg prot -
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El mismo extracto puede oxidar el 2,5-DHBA, pero no se ha
observado ninguna actividad utilizando 4-HBA v 34-DHBA como
sustratos. Fstas observaciones sugieren que la cepa salvaje de K.
prenmontae cataboliza el 3-HBA via gentisato v no puede metabolizar el 4-
FIBA por esta via. Utilizando extractos de K. pnemmoniae NAO4 cultivada
en 3-HB.A se observan valores semejantes a los obtemidos para la cepa

salvaje de Klebsielin preumoniae.

4. DETERMINACION DE LA RUTA DECRADATIVA DEL 4-HBA en A, ;Hu’umoniﬂe MaOg
-Determinacion de actividades enzimaticas.

Se determinaron todas las actividades enzimaticas
correspondientes a la ruta degradativa del 3-HBA via gentisato v tambien
la 4-HBA, 3-hidroxilasa vy 3,4 protocatecato dioxigenasa de la ruta
degradativa del +-HBA. Los resultados obtenidos demuesran que la
degradacion del 4-HBA tiene lugar via acido protocatéquico, va que los
valores de actrividad de la 3,4-protocatecuato dioxigenasa fueron altos
(Tabla V). Se puede deducir, en principio, que la degradacion def 3-11BA v

del 4-1IBA en K. pneumontae son diferentes.

Las enzimas de la ruta del 4-HB:\ tambien parecen induables, pero
se vbserva alguna excepcion. Cuando se cultiva el mutante MAO4 en
medios ricos 6 en glicerol hav una expresion significativa de la 4-HB\, 3-
hidroxilasa que no alcanza los niveles que se obtienen cuando se crece esta
misma cepa en 4-HBA. Esto sugiere la posibitidad de que la mutacion
afecte a un clemento regulador de [a hidroxilasa gque la haria expresarse

constitutivamente.

[a actividad de la 4-HBA hidroxiiasa detectada durante la

degradacion del +1TBA en K. preumoniae MAO4 parece ser la responsable
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de la transformacion del 4-HBA en 3,4-DHBA, v que sélo es capaz de
utilizar NADPH como cofactor. Esta hidroxilasa, al igual que la 3-HBA
hidroxilasa aumenta su actividad en presencia de FAD (Tabla V), lo que

sugiere que sea una flavoproteina.

Aungue en los extractos de K. prneumontae MAQO4 se detecta
actividad 2,5-DHBA dioxigenasa, los valores de la actividad de la 3.4
protocatecuato dioxigenasa son notablemente superiores. Este hecho lleva
a considerar al 3,4-DHBA como intermedario de la ruta degradativa del 4-
HBA. Hay que destacar que en esta ruta el 3,4 DHBA sufre la escision del

anillo aromadtico entre los carbonos 3 v 4 mediante una rotura orto 0

intradiol por accion de la 3,4-DHBA dioxigenasa, formando el f-carboxi-

cis,cis muconato (Fig. 20).

(‘uriosamente, cuando se cultiva K. preumonige MAO4 en 4-HBA
aparece la induccién de todas las enzimas de la ruta del gentisato, aunque
se detecten unos valores muy superiores de la 4-HBA hidroxilasa v
3,4- dioxigenasa. Este fenomeno de doble induccién ya ha sido descrito en
P. acidovorans v P. testosteroni ( Wheelis v col.,, 1967; Harpel v col., 1990)
para el metabolismo de estos mismos compuestos (3- y 4-HBA) v parece
tratarse de simples inducciones gratuitas cuvo significado fisiologico se

desconoce.

-Determinacién de los niveles de oxidacién.

Cuando K. pneumoniae MAO4 se cultiva en 4-HBA se detectan
ciertos valores de oxidacion para el 3,4 v 2,5-DHBA (Tabla IV). Estos
resultados , aunque bajos, sugieren la posibilidad de oxidacion de que los
dos sustratos dihidroxilados sean oxidados por Klebsiella pneumoniae., v,
de hecho, las dos cepas de K. pneumoniae pueden crecer tanto en 2,5-
DHBA como en 3,4-DHBA.
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Figura 20: Ruta degradativa del $-HBA en K. puetinoniae MAO4. 1. 4-1IBA 3-hidroxilasa. 2. 3,4- protocatecato dioxigenasa

3. y- carboxi muconato cicloisomerasa. 4. y- carboxi mucolactona descarboxilasa. 5. 13-cetoadipato enol-lactona hidrolasa
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Tabla V: Actividades especiticas” de algunas enzimas implicadas en la degradacon del 3- v & HBA en K. pireamonme MAU,

Enzimas ruta Genlisato

Fnzimas ruta Protocatecato

Sustrato de 3 HBA Centisato Maleil piruvato  Fumaril piruvato 4 HBA 3,4 dHBA
crecimiento hidroailasa  diovigenasa  1somerasa hidrolasa hidroxilasa dioxigenasa
Gly < <1 <1 < | 154 <1

LB < <1 ND ND 24 .2 < 1

3 HIBA 108 112 585139 257427 3521102 1312 -1
4'HBA 384 113417 58515 107+ 8 1451230 883153
Gly + 2,5 dHBA 102+13 563271 ND ND 9y 2 =1

Gly + 3,4 dtiBA < | . NI ND 15t Bh2t 28

* . e . . . . Lo .
1.as actividades especificas vienen expresadas en mUL/ mg proteina y son el resultado de la media aritmélica de cuatro medidas.

0% / SOpRINsay
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500 INDUCCION ENZIMATICA Y CRECIMIENTO EN OTROS COMPUESTOS
AROMATICOS.

La cepa salvaje de Klebsielln pneumonige es capaz de crecer en 2,5
dHBA, 3,4 DHBA, 3 v 4- hidroxifenilacetato, acido benzoico, acido p-
hidroximandélico v p-aminobenzoico. La cepa mutante es capaz de crecer

en todos estos compuestos v ademas en 4- HBA.

2.o0n

2,000 P |

1 =ma

r.onaf t.onef

n.s00f 2,500
esgraasesnsey 000 HI Llll I""!""r .

Y

cna . Im.0 . 4nd.a sac.n om0 anma
N A
J-HIDROXIBENZOATO 2, 5-0IHIDROXIBENZOATO
2Ny
2. 000 g ="
1500 1,200
4 =L
1,000 PRI
0. oo LSV s pennnpeapoppnans. . . 7,000 l'u!.,ao-p-nnu
00,0 0.0 400, 0 309.0 ??j.ﬁ 472,70
» =~
4-HIDAOXTBENZOAT 3,4-OINTDROXTBENZOATO

Figura 21: Medida de la absorbancia entre A =200-450 nm del 4+-HBA, 3-HBA, 3,4-DHBA
v 2,5-DHBA.
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Con el fin de comprobar que no se perdian las propiedades de

absorcién de las fuentes de carbono al ser esterilizadas mediante vapor, se

realizaron anélisis espectrales en la regién visible UV (A =200-450 nm) de
los compuestos monohidroxilados: 3-HBA y 4-HBA y dihidroxilados: 3,4
DHBA y 2,5 DHBA (Fig. 22). Los méximos de absorbancia fueron 300 nm
para el 3-HBA, 250 nm para el 4-HBA, 250 y 290 nm para el 3,4-DHBA y 330
nm para el 2,5-DHBA.

La cepa salvaje y el mutante MAO4 de K. pneumoniae se cultivaron
en 3,4- DHBA y en 2,5-DHBA. En los extractos se determinaron las
actividades de las hidroxilasas y dioxigenasas reflejados en la tablas Il y V.
Es necesario indicar que el color de los cultivos de ambas cepas al crecer en
estos compuestos fue caracteristico ( Fig. 21). El medio de cultivo de K.
pneumoniae MAO4 en gly/ 3,4-HBA tena el mismo color que el obtenido
cuando cultivamos esta cepa en 4-HBA (Fig. 15). Este hecho sugiere que el

color se debe a la presencia del 3,4-DHBA cuando se acumula en el medio.

A

Fig. 22: Cultivos en fase logaritmica de crecimiento. A: Color rojizo del cultivo de K.
pneumoniae M5al en gly / 2,5-DHBA. B: Color azulado del cultivo de K. pneumoniae MA04
en gly / 3,4-DHBA.
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Cuando se cultiva la cepa salvaje de K. pneumoniae en Glv/3,4
DHBA no se obtiene actividad de ninguna de las enzimas implicadas en la
ruta del 3-HBA v sélamente se detecta la dioxigenasa correspondiente a la
ruta del 4-HBA, con un valor semejante al obtenido por la cepa mutante

MAD4 en este mismo medio de cultivo (Tabla II).

5i se utiliza como inductor el 2,5-DHBA en la cepa salvaje de K.
preumoniae  se puede observar un valor similar al de la 2,5-DHBA
dioxigenasa cuando esta misma cepa se cultiva en 3-HBA. Pero el valor de
la 3-HBA hidroxilasa es diferente cuando se cultiva K.pneumoniae M5al
en Gly/3,4-DHBA. En este caso se encuentra un valor mds bajo,
aproximadamente un 50% del que se obtiene cuando se metaboliza el 3-
HBA directamente (Tabla lI). Este dato sugiere la posibilidad de que ambas
enzimas 2,5-DHBA dioxigenasa y 3-HBA hidroxilasa se encuentren
situadas en un mismo operdon. En cultivos de K. preumonige M5al en
Glv/ 2,5-DHBA no se detectd ninguna actividad enzimatica relacionada
con la ruta del 4-HBA.

Cuando se cultiva el mutante MAO4 de K. pneumontae en Gly/2,5-
DHBA se observa un comportamiento similar al que presenta la cepa
salvaje. Este mutante en Gly/3,4-DHBA no expresa ninguna enzima de la
ruta del 3-HBA pero s la 4-HBA hidroxilasa con una actividad bastante
menor que la obtenida cuando se metaboliza directamente el 4-HBA. La
dioxigenasa , sin emnbargo se expresa con una actividad similar a la que se
obtiene en 4-HBA (Tabla V). Estos datos demuestran que la 4-HBA
hidroxilasa se expresa constitutivamente, y que esta enzima v la 3,4-

DHBA dioxigenasa se encuentran localizados en operones distintos.
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6. CARACTERIZACION DEL TRANSPORTE DEL 4-HBA.

Con el tin de obtener informacién acerca de la naturaleza de la
mutacion que permite a la cepa MAO04 degradar el 4- HBA, se estudio el

transporte de este compuesto a través de la membrana bacteriana.

- Induccidn del sistema de transporte del 4-HBA y determinacion de

los pariametros cinéticos del transporte.

Los experimentos de transporte se realizaron siguiendo el apartado
iI. 2. 3. Se cultivo K. pneumentae MAO4 bajo condiciones aerobias en
glicerol v anadiendo el 4-HBA tres generaciones antes de centrifugar las
células. Para estudiar la induccion del transporte se emplearon también

otros sustratos de crecimiento tal v como indica la Tabla VL.

Tabla VI: Transporte de 4-HBA de K. prieumonize MA04 cultivada en distintos sustratos.

Transporte de 4-HBA Induccion relativa
Sustrato de crecimiento { nmol/ min mg prot ) )
Glicerol 0,1 1.0
Glicerol + 4-HBA 17,0 100,0
Clicerol + 3-HBA 1,3 7.7
Clicerol + 3,4-DHBA 4,8 28,2
Glicerol + 2,5-DHBA 1,0 5,8
Glicerol + 4-HPA 1,5 8.8

~

Glicerol + 3-HPA 0,4 2,4
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Se observa que el 4-HBA induce el nivel mds alto de transporte,
mientras que el analogo estructural, el 3,4 DHBA induce dnicamente 28%..
Es hasta cierto punto sorprendente que el 3-HBA solo induzca un 7% al
igual que otros compuestos como el 3 y 4- HPA v glicerol que presentan

unos niveles bajos de induccién.

El transporte del 4-HBA es un proceso saturable cuvos pardametros
cinéticos determinados a pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 estdn retlejados en la tabla
VI . Se puede observar que no existen diferencias considerabies, aunque si

un ligero incremento de la Kt v V max a pH 8.0 .

Tabla VII: Pardmetros cinéticos del transporte del 4-HBA en K.preumonine MAD4 a

diferentes pH.

Kt Vmax.
pH (LM} (nmol/ min. mg prot.)
6,0 247 258+t6
6,5 16+5 26,75
7.0 13+4 276+4
7.5 1818 29815

8,0 37+ 8 363+8
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La especificidad del sistema de transporte para el 4-HBA se realizo
determinando la proporcion de '4C [4-HBA] transportado, en presencia de
varios analogos estructurales del sustrato (Tabla VIII). Segun los datos
obtenidos el inhibidor mds potente del transporte del 4-HBA fue el 3,4-
DHBA, con un efecto inhibidor superior al 60%, seguido det 4-HPA con un
34%., del 3-HBA con un 33% v del 3,4-DHPA con un 31%. Con los demds

sustratos la actividad de transporte se reducia entre el 8 v el 24%..

Tabla VIII: Efecto de algunos andlogos estructurales en el transporte de 4-HBA en

K.pnenmoniae MAOG

Actividad de transporte

Compuesto (%)
Ninguno 100
3-hidroxibenzoato 67
3,4-dihidroxibenzoato 37
2,5-dihidroxibenzoato 80
2,3-dihidroxibenzoato 83
4-hidroxifenilacetato 66
3,4-dihidroxifenilacetato 69
3-hidroxifenilacetato 86
4-iodobenzoato 77
4-clorobenzoato 76
4-aminobenzoato 85
Tirosina 92

Con el objeto de obtener informacién acerca de la inhibicién del 3,4-
DHBA sobre el transporte del 4-HBA, se realizé un estudio mas detallado

del mismo, caiculdndose los pardmetros cinéticos de inhibicion.



1/V ( nmol. min 1 mg proteina 1)
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Cuando se representaron los datos obtenidos segun la
representacion Lineweaver-Burk de 1/[4-HBA] frente a 1/v a cuatro
concentraciones de 3,4-DHBA ( 4, 8 12y 16 uM ) se obtuvieron una serie

de lineas que convergfan en un punto en el eje de las Y ( Fig. 23)
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Figura 23: Representacion de dobles reciprocas en la inhibicién del transporte del 4-HBA
por 3,4-DHBA. '4C- 4-HBA fue el sustrato vanable frente a las concentraciones de 3,4-
DHBA. (#) 4 uM; (0) 3 uM; (®) 12 uM; (&) 16 pM y (0} sin 3,4-DHBA. La pendiente de cada

recta es funcidn de la concentracion de 3,4-DHBA.
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Cuando se representaron las pendientes de estas rectas frente a 1/(3,4-
DHBA] se obtuvo una linea recta con una K; aparente de 26,3 = 4 uM. Este
valor es del mismo orden que K; 4-HBA v refleja una alta sensibilidad del
sistema de transporte del 4-HBA a la inhibicién por 3,4- DHBA.

-Efecto de los inhibidores del transporte y contenido de ATP
Se analizaron los efectos de varios inhibidores de la energia
necesaria para que se lleve a cabo el transporte v se midio el nivel de AIT

intracelular.

Tabla [EX: Efecto de varios compuestos sobre el transporte del +HBA v el nivel de ATP.

Actividad de transporte Nivel de ATP

Compuesto ( concentracion) (") (")

Ninguno 100 100
KCN{1mM) 72 68
NaF (1mM) 80 74
N3y Na(5mM ) 65 38
Arseniato ( 10mM ) 76 31
2,4-dinitrofenol ( 2 mM ) 6 57
Gramicidina { 100 mM ) 0 85

Carbonil cianido-m-cloro-
tenil hidrazona { 10 gM ) 9 61
Diciclohexil carbodiimida ( 5 uM ) 95 68
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Como indica la tabla IX, el fluoruro sédico y el cianuro potasico
reducen ligeramente la actividad del transporte y el contenido en ATPD,
mientras que la azida soédica (N3 Na) v el arseniato afectan mayormente al

nivel de ATP reduciéndolo en un 60%.

También se ensavaron desacoplantes del transporte como 2,4
dinitrofenol, gramicidina y carbonilcianido clorofenilhidrazona (CCCP),
los cuales disipan la fuerza protomotriz, y se comprobé que reducian la
actividad transportadora significativamente, mientras que el valor de ATP
se reducia menos de un 50%. Estos resultados sugieren que el proceso de
transporte puede producirse en ausencia de la hidrolisis de ATP. Este
hecho se puede confirmar por la accion del diclohexil carbodiimida
(DCCD), un inhibidor de la hidrolisis de ATP que no afecta en absoluto al
transporte aunque disminuye la sintesis de ATP . Por tanto, se puede
deducir que el transporte es activo v que es la fuerza protomotriz la que

genera la energia necesaria para que se realice.

-Efecto del choque ésmético en el transporte

Las células de K. pneumoniae MAO4 se trataron como se indicod en
el apartado [1.2.3. Las células sometidas a choque 6smoético se compararon
con las no tratadas. Los datos obtenidos indican que la pérdida de actividad
del transporte en células tratadas soélo fue de un 5% después de 5 min. de
tratamiento. Iste hecho sugiere que el tipo de transporte es resistente al
choque osmético v que, por tanto, la accién de incorporacion del 4-HBA al

interior de la célula debe tener lugar a través de una permeasa.
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-Efecto de ionoforos

Los resultados del tratamiento con valinomicina vy nigericina
vienen reflejados en la fig. 24. Se ensavo el efecto de la valinomicina que
anula el potencial de membrana en presencia de iones K+, observandose
que el transporte era inhibido entre los pH 5 y 8. Sin embargo, cuando se
utilizé nigericina, que bloquea el gradiente de pH, el transporte no se vié
afectado. Estos resultados confirman que el transporte del 4-HBA esta

acoplado al potencial de membrana.

Mt /a
21t 2
18t

fa

I15f /
Ja

121

Transporte 4-HBA ( amol. min ' mg proteina -1)

pH

Figura 24: Efecto de la nigericina y valinomicina en el transporte del 4-HBA por

Klebsiella preumonure MA0O4 a diferentes pH. (A) En ausencia de ionéforo; (A) en presencia

de 1 M de nigericina; (@) en presencia de 10 yM de valinomicina; {O) en presencia de ambos.
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7. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LA 4HBA 3- HIDROXILASA

[.a 4-HBA 3-hidroxilasa se purificé a partir de extractos celulares de
K. pneumoniae MAO4 cultivada en 4-HBA. El método de purificacion
utilizado se esquematiza en la Fig. 13 del punto II. 2.8 v los resultados
obtenidos se resumen en la tabla X. El extracto celular se paso por una
columna de Blue Sepharose y la actividad 4-HBA hidroxilasa se obtuvo en
las fracciones 8, 9 v 10 eluyvendo a un 50% de concentracion 0.2 M de KCL
Estas fracctones, de 1 ml cada una, se inyectaron nuevamente en una
cotlumna de Superose 12, donde la enzima eluy6 en las fracciones 13, 14 y
15.

las fracciones 13 y 15 se inyectaron nuevamente en una columna
de Mono Q vy la actividad 4 HBA hidroxilasa se detectd en las fracciones 21
y 22, obtenidas cuando la concentracién de KCl era de 0.13 M. Se
mezclaron estas fracciones y se dializaron durante 12 horas frente a
tampon Tris 20 mM pH 8.2 . Posteriormente, la solucion enzimadtica se
volvié a invectar a una columna de Mono Q, obteniéndose la enzima
pura eluvendo en las fracciones 25 v 26 a una concentracion 0.23 M de

KCl. El pertil de elucion de esta Gltima columna aparece en la figura 25.
-Determinacion de la pureza por métodos electroforéticos.

Se realizaron electroforesis en geles nativos y de SDS como se
menciono en el punto Il 2.9. Mediante tincién con nitrato de plata 6 con
azul de Coomasie se determiné la pureza por visualizacion de una dnica

banda en el gel de poliacrilamida (Figura 26).
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-Determinacién del peso molecular

El peso molecular de la proteina pura determinado por
cromatografia en gel de filtracion , resulté 80.000+10.000. El peso molecular
de las subunidades se determiné por electroforesis en geles de SDS
comerciales utilizando un aparato Phast System de Pharmacia. Se observa
que la proteina esta formada por dos subunidades idénticas de 40.000+2.000
(Fig. 27)

-Determinacion del punto isoeléctrico.

El punto isoeléctrico de la proteina pura determinado en geles

comerciales usando el Phast System, resulté de 4,6+0,1 (Fig. 28)

-Analisis de la composicion de aminodcidos.

[.a composicion de aminodcidos analizada como se cité en el punto
[[.2.10., proporcion6 el resultado que se indica en la tabla XI. Se han
comparado la composicion aminoacidica de la 4-HBA hidroxilasa de K.
preumoniae con la de las enzimas homélogas de Pseudomonas
fluorescens (Hotgsteen y col, 1983) vy Acinetobacter calcoaceticus

(Fernandez y col., 1993).



Tabla X: ’roceso de puriﬁcaci(’m a homogeneidad de la 4 HBA 3-hidroxilasa.

Volumen Proteina Actividad Actividad Rendimiento Purificacion
(ml) (mg) {mul) Especifica ()

Etapas de (mUl/mg)
Purificacién
Extracto Crudo 5 265 4000 154 100 —
Blue Sepharose 3 39 3900 869 97 56
Superose 12 3 0.48 1560 3250 39 211
Mono () 2 G.06 640 10600 10 688
Mono () 2 0.02 300 15000 7.5 7.4

£6 [ SOpEINSay
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Figura 25: Perfil de elucion de la 4-HBA 3-hidroxilasa (@) obtenido por cromatografia de

intercambio iénico, utilizando una columna Mono Q del sistema FPLC. La enzima eluyé a una

concentracion 0,23 M de K Cl.
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Figura 26: Electroforesis en condiciones nativas en un gel de poliacrilamida al 8 % tefiido

con azul de Coomasie.

1. Protefnas patrén: Fosforilasa b (94.000 Da); Albtimina (67.000 Da); Ovoalbtimina (43.000
Da); Anhidrasa carbénica (30.000 Da); Inhibidor de tripsina (20.100 Da); a-Lactoalbimina
(14.400 Da). 2. Extracto eluido de la columna Mono Q : 4-HBA 3-hidroxilasa.
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Figura 27: Determinacion del peso molecular de las subunidades que componen la 4-HBA, 3-
hidroxilasa ( B ) en funcién de la movilidad relativa R¢ de las bandas de proteina en geles

de poliacrilamida (8-25 %)-SDS 0.1% del tefiidos con nitrato de plata ( A).

1. Protefnas patrén: Fosforilasa b (94.000 Da); Albiimina (67.000 Da); Ovoalbimina (43.000
Da); Anhidrasa carbénica (30.000 Da); Inhibidor de tripsina (20.100 Da); a-Lactoalbimina
(14.400 Da). 2., 3. y 4. Extracto eluido de la columna Mono Q : 4-HBA, 3-hidroxilasa.
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Figura 28: Determinacion del punto isoeléctrico de la 4-HBA, 3-hidroxilasa (B) en funcién
de la movilidad relativa R¢ de las bandas de proteina en geles IEF ( 3-9 ) tefiido con nitrato

de plata (A).

1. Proteinas patrén: Amiloglucosidasa, 3.5; Rojo de metilo, 3.75; Inhibidor de la tripsina,
4.55; B-lactoglobulina A, 5.20; Anhidrasa carbénica bovina B, 5.85; Anhidrasa carbénica
humana B, 6.55; Mioglobina ( banda 4cida), 6.85; Mioglobina (banda basica), 7.35; Lentil
lectina (dcido), 8.15; Lentil lectina (medio), 8.45; Lentil lectina ( bésico), 8.65; Tripsinégeno,
9.30 . 2. y 3. 4-HBA, 3-hidroxilasa.
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Tabla XI: Composicion de aminodcidos de la 4-HBA hidroxilasa de K. pienmoniar
comparativa con las de otras 4-HBA hidroxilasas purificadas

Aminoacidos Acdlcoaceticus P. fluorescens K. preumonide.
Nresiduos % N°residuos % Nresiduos %

Alanina 30 7.4 36 9.1 38 10,5
Arginina 6 3.9 38 9.6 12 3.3
Asparragina 9 22 4 1.0 —_ —
Acido aspirtico 21 5.1 19 4.8 42 1.6
Cisteina 7 1.7 5 1.2 6 .6
Cflutamina 24 59 15 38 — —
Acido glutamico 32 7.9 34 8.6 24 6.6
(slicina 30 7.4 34 8.6 32 8.8
Histidina 11 2.7 9 2.2 9 2.5
Isoleucina 23 56 18 4.5 17 4.7
Leucina 39 9.6 46 11.6 23 6.3
Lisina 23 56 12 3.0 27 74
Metionina 6 1.4 6 1.5 8 2.2
Fenilalanina 16 39 12 3.0 12 33
Prolina 15 37 17 4.3 18 49
Serina 30 7.4 19 4.8 16 4.4
Treonmina 21 5,1 20 5.0 35 9.6
Triptétano 6 1.4 5 1.2 — —
Tirosina 18 4.4 17 4.3 7 1.9
Valina 27 6.6 28 7.1 36 99

-Secuenciacion del extremo aminoterminal

Se secuenciaron los 21 aminoacidos del extremo amino terminal
de la forma que se menciona en el punto II. 2.10. La secuencia es la que

aparece en la fig. 29:

Acinetobacter calcouceticus MW E TKWVAIITESE PACGLLLGNLL
Pseudomonas fluorecens WMETGVA ITCGAEPS CLLLGELL

Klebsiella preumoniae MEAPYGINGFGEG RIT GRIVFRAA

Figura 29: Secuencia del extremo amino-terminal de la 4-HBA hidroxilasa en tres

especies bacterianas. Los aminodcidos que se resaltan son los conservados en K. pirenmorntiae
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8. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LA 3-HBA 6-HIDROXILASA

L.a 3-HBA 6-hidroxilasa se purificé a partir de extractos celulares de
K. preumoniae cultivada en 3 HBA, segiin el método descrito en el

punto I1. 2.8 ( Fig. 14}. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla XIL

El extracto celular se inyectd en un columna de Mono (),
detectdndose una actividad 1,2 dioxigenasa en la fraccion 10 eluida a una
concentracion 0.30 M de KClL Esta actividad dioxigenasa, que enmascaraba
la actividad de la 3-HHBA hidroxilasa, fue inhibida por la adicion de EDTA
50 mM.

Para eliminar el contenido en KCl se paso la fraccion 10 por un
pequefia columna de Sephadex (G-25. Posteriormente, la solucién de
proteinas se cargo en la misma columna de Mono Q pero con un gradiente
mucho mas lento, obteniéndose 5 picos de proteina mayoritarios de los
cuales uno correspondia con la actividad 3-HBA hidroxilasa. En el tubo 22
se obtuvo la proteina pura v en el 21 se detectdé un elevado grado de
pureza. El contenido de este 1ltimo tubo se pasoé por una columna de gel-
filtracion para eliminar las pequenas contaminaciones. El perfil de elucion

de esta columna se muestra en la figura 30.
-Determinacion de la pureza por métodos electroforéticos.

La obtencion de la proteina pura se comprobd por electroforesis en
geles de poliacrilamida nativos y de SDS tefitdos con nitrato de plata. Se
puede observar que en la fig. 31 aparece una sola banda que resulté ser de

menor tamafo que la 4-HIBA, 3-hidroxilasa.
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-Determinacion del peso molecular

El peso molecular se determiné por cromatografia de filtracion en
gel, v electroforesis en geles de SDS utilizando el Phast Svstem. segun se
deduce por interpolacién de la recta de calibracion, esta enzima parece estar

formada por un mondmero de 42.000+1.000 (Fig. 32).
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Figura 30: Perfil de elucion de la 3-HBA, 6-hidroxilasa obtenido por cromatografia de

filtracion en gel, utilizando una columna Superose 6 PC del sistema Smart.



Tabita XII: Proceso de puriﬁcacién a homogenetdad de la 3-1IBA 6-hidroxilasa.

Volumen Proteina Actividad Actividad Rendimiento Purificacion
{mi) (mg) (mUD Especifica ("%

Etapas de (mUl/mg)

Purificacion

Extracio Crudo 4 232 2640 106 100 —
Mono QQ 15 1.8 1060 590 40 55
Sephadex G-25 1.5 1.5 930 620 35 58
Mono Q 1 0.1 310 2818 12 265
Superose 6PC 1 0.04 180 4180 7 394

101 / sopejjnsay
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-Determinacién del punto isoeléctrico,

Fl punto isoeléctrico de la 3-HBA, 6-hidroxilasa se obtuvo mediante
la técnica de isoelectroenfoque utilizando el Phast System. El valor

obtenido fue de 5,06+0,004 ( Fig. 33).

-Anilisis de la composicion de aminoacidos

L.os aminodcidos de la 3-HBA hidroxilasa fueron analizados en un
analizador automatico Beekman modelo 1203 equipado con una columna

rellena de resina M 70 (Beekman). El resultado obtenido se indica en la
tabla XTII.

Tabla XIII: Composicion de aminodcidos de 1a 3-HBA 6 hidroxilasa en K. preumoniae

Aminoacidos K. pneumoniue.
N°residuos %
Alanina 38 11.7
Arginina 24 74
Asparragina - -
Acido aspartico 32 98
Cisteina - -
(Glutamina - -
Acido glutdmico 35 10.7
Glicina 34 10,4
Histidina 12 3,7
Isoleucina 13 4
Leucina 24 74
{.isina 18 3.5
Metionina 2 0.6
Fenilalanina 8 2.5
Prolina 17 5,2
Senna 14 4.3
Treonina 17 5,2
Triptotano -
Tirosina 10

3.1
Valina 27 83
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Figura 31: Electroforesis en condiciones nativas en geles de poliacrilamida (8-25 %)-SDS

0.1 % teiido con nitrato de plata.

1., 2. y 3. Extracto eluido de la columna Superose 6 PC : 3-HBA, 6-hidroxilasa.4. Proteinas

patron: Fosforilasa b (94.000 Da); Albtmina (67.000 Da); Ovoalbt’}mina (43.000 Da);
Anhidrasa carbénica (30.000 Da); Inhibidor de tripsina (20.100 Da); a-Lactoalbimina
(14.400 Da).
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Figura 32: Determinacién del peso molecular del monémero que constituye la 3-HBA, 6-
hidroxilasa ( B ) en funcién de la movilidad relativa Ry de las bandas de proteina en geles

de poliacrilamida (8-25 %)-SDS 0.1% tefiido con nitrato de plata ( A ).

1., 2.y 3. Extracto eluido de la columna Mono Q: fracciones 22, 21 y 20 ( 4-HBA, 3-
hidroxilasa).4. Extracto eluido de la columna Mono Q 5. Protefnas patrén: Fosforilasa b
(94.000 Da); Albtimina (67.000 Da); Ovoalbtimina (43.000 Da); Anhidrasa carbénica (30.000
Da); Inhibidor de tripsina (20.100 Da); a-Lactoalbdmina (14.400 Da).
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Figura 33: Determinacién del punto isoeléctrico de la 3-HBA, 6-hidroxilasa (B) en funcién
de la movilidad relativa R¢ de las bandas de proteina en geles IEF ( 3-9 ) tefiido con nitrato

de plata (A ).

1.y 4. Proteinas patrén: Amiloglucosidasa, 3.5; Rojo de metilo, 3.75; Inhibidor de la
tripsina, 4.55; B-lactoglobulina A, 5.20; Anhidrasa carbénica bovina B, 5.85; Anhidrasa
carbénica humana B, 6.55; Mioglobina ( banda 4cida), 6.85; Mioglobina (banda basica), 7.35;
Lentil lectina (dcido), 8.15; Lentil lectina (medio), 8.45; Lentil lectina ( bdsico), 8.65;
Tripsinégeno, 9.30 . 2. y 3. 3-HBA, 6-hidroxilasa.



Resultados / 106

Como resumen de las investigaciones realizadas en torno a las
propiedades fisicas de las hidroxilasas implicadas en la degradacién de los
acidos 3- v 4- hidroxibenzoico, se han comparado los resultados obtenidos

con los existentes en la bibliografia consultada.

[.a 4-HBA 3-hidroxilasa de K. pneumoniae se ha comparado con las
aisladas de Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa v Acinetobacter
calcoaceticus ( Tabla XIV). Las 4-HBA hidroxilasa de P. putida (Hosokawa v
col. 1966) y P. desmolytica ( Yano y col., 1969} no se han incluido por tener
solo constancia de su peso molecular que es 83.600 v 68.000 da
respectivamente. En estas dos especies bacterianas, como en todas las 4-

HBA hidroxilasa descritas, el cofactor utilizado es NADPH.

En cuanto a la 3-HBA 6-hidroxilasa, estd muy poco estudiada y
hasta el momento solamente se ha determinado el peso molecular v la
estructura de esta enzima en Pseudomonas aeruginosa, P. cepacia y

Micrococcus sp. ( Tabla XV).

Tabla XIV: Propiedades fisicas de la 4 HBA 3-hidroxilasa

P. aeruginnsa (1) P. cepacia (2) Micrococcus sp. (3) K. preumoniue
Holoenzima (M,) 85.000 44, 000 70.000 42.000
Estructura a a a a
Residuos de aminodcidos - - - 325
Cofactor NAD(P)H NAD(PYH NAD(PH NAD(PYH
Punto isoeléctrico - - - 5

{1) Howell y col,, 1972; Wierenga vy col., 1982; Hofsteen v col., 1983
{2) Entsch y col., 1989
(3} Ferndndez v col., 1993



Tabla XV: Propiedades fisicas de la 3-HBA 6-hidroxilasa
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P. fluorescens (1)

P. aeruginnsai)

A. calcouceticus13)

K. pneumoniue

Holoenama 88.000- 90.000
Subunidad (M,) 44, 299
Estructura ay

Residucs de aminodcidos 394
Cofactor NADPH/FAD

Punto isoeléctrico 58

90. 000
45.000

o
394
NADPH/FAD

90.000

45.000

@

404
NADPHFAD

80.000
40. 000

az
362
NADPHIFAD

46

{1) Groseclose vy col., 1973
(2} Yu y col., 1987; Wang v col., 1987
(3) Rajasekharan v col., 1990

9. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LA 4 HBA 3-HIDROXILASA Y DE LA 3-HBA

6-HIDROXILASA.

Caracterizar enzimas del tipo de las hidroxilasas resulta muy

complicado debido a que pierden su actividad al cabo de 24 horas, v los

procesos de purificacion deben realizarse en este tiempo. A pesar de ello

hemos conseguido purificar estas dos enzimas a homogeneidad, aunque

los ensayos cinéticos tuvieron que realizarse con extractos parcialmente

purificados. De esta forma se estudiaron las propiedades térmicas,

influencia del pH vy la estabilidad de las dos hidroxilasas.
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-Estabilidad enzimatica.

Se probaron diferentes estabilizantes segun indican las figuras 34 vy
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Figura 34: Efecto de algunos agentes estabilizantes sobre la actividad 3-HBA, 6-

hidroxilasa. (Q) EDTA tmM, DTT 0.t mM, FAD 0,1 mM. (@) EDTA 1mM, 3-mercaptoetanol 2

mM (A} Glicerol 107, PMSF 1 mM.
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Figura 35: Efecto de algunos agentes estabilizantes sobre la actividad 4-HBA, 3-

hidroxilasa. @ EDTA ImM, DTT 0,1 mM, FAD 0,1 mM. (@) EDTA 1mM, 3 -mercaptoetanol 2
mM. (A) Glicerol 10 7, PMSF 1 mM.
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Ambas hidroxilasas fueron mds estables en una solucion de glicerol
al 10% y PMSF 1 mM. Con estas sustancias estabilizantes se pudo mantener
la actividad de la 3-HBA hidroxilasa 72 horas con una pérdida del 75% de
actividad mientras que en las mismas condiciones la 4-HBA hidroxilasa
perdia un 90% de actividad. En el estudio de estas enzimas con estas
enzimas los experimentos se realizaron en el mismo dia ¢ a las 24 horas de

haber preparado el extracto.

-Estabilidad térmica

La estabilidad de las enzimas se determiné dependiendo del tiempo
y de la temperatura. Los resultados obtenidos para ambas aparecen en las
fig. 36 y 37.
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Figura 36: Efecto de la temperatura sobre ta avtividad de la 3-HBA, 6-hidroxilasa.
(A)40°C (@) 45°C {Q)50°C
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Figura 37: Ffecto de la temperatura sobre {a actividad de la 4-HBA, 3-hidroxilasa.
(&) 35°C (@) 40°C (01 45°C

Tanto la 3-HBA hidroxilasa como la 4-HBA hidroxilasa resultaron
ser inestables térmicamente. Dentro de esta caracteristica la 3-HBA 6-
hidroxilasa result6 un poco mds estable que la 4-HBA 3-hidroxilasa y a
40°C, la primera mantiene el 40% de actividad durante al menos 25
minutos, mientras que la segunda en el mismo tiempo ya no presenta

ningun tipo de actividad.
-Influencia del pH
Los estudios sobre la actividad de las enzimas se realizaron en los

tampones indicados en la figura 38 y 39. El tampén Tris-HC! 1 M inhibia

completamente las actividades de ambas enzimas.
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Figura 38: Efecto del pH sobre la actividad de la 3-HBA, 6-hidroxilasa .

(O} Tris-maleato 50 mM ; (@) Fosfato potasico 50 mM ; (00} Tris-HCI 50 mM ; (W) Hepes 50 mm
{A) Glicina-NaOH 50 mM
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Figura 39: Efecto del pH sobre la actividad de la 4 HBA, 3-hidroxilasa

(O} Tris-maleato 50 mM ; (@) Fosfato potasico 50 mM ; (O) Tris-HCl 50 mM ; (W) Hepes 50 mm
(&) Glicina-NaOH 50 mM
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-Influencia de la temperatura

La temperatura 6ptima de reaccion fue determinada segtin indica la

fig. 40. Ambas enzimas presentaban la mdxima actividad alrededor de los

25°C.
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Figura 40: Estabilidad térmica de la 4-HBA, 3-hidroxilasa y 3-HBA, 6-hidroxilasa

10. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS
- 3-HIDROXIBENZOATO, 6-HIDROXILASA

La cepa salvaje de K. pneumonige vy el mutante MAO4 se
cultivaron en 3-HBA. Los estudios cinéticos sobre la 3-HBA 6-hidroxilasa
se llevaron a cabo con la enzima parcialmente purificada en tampon
fostato potdsico pH 8. La enzima presenté una cinética hiperbdlica cuando
NADH 6 NADPH eran los sustratos variables en presencia de una
concentraciéon saturante de 2mM de 3-HBA. De las representaciones de
ordenadas en el origen frente a 1/ [NADH] y 1/ [NADPH] ( Fig 41 A) se
obtuvieron los valores para la K, aparente de ambos cofactores que resultod

ser 70 uM para los dos.
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Cuando el 3-HBA fue el sustrato variable en presencia de una
concentracion fija de 160 yuM de NADH 6 NADPH, la enzima presento
cinéticas sigmoidales. Representando los valores de 1/V frente a 1/ [3-
HBA], se obtuvieron lineas curvas, cOncavas con respecto al eje de
ordenadas, que indicaban la exstencia de etectos homotropicos positivos en
la union del 3-HBA a la enzima ( Fig 41 B ), con valores de Sy5 de 400 uM
en presencia de NADPH y de 500 uM con NADH. La representacion de Hill
para las concentraciones intermedias de 3-HBA ( Fig, 41 () proporcionaron
una linea recta, con un valor del coeficiente de Hill de 2.7 para el NADPH
v 2.4 para el NADH. Estos valores indican la presencia de, al menos, dos
sitios de union de la enzima para el 3-HBA y para el NAD(P)H, y una
cooperatividad positiva.

l.os parametros cinéticos de la 3-HBA, 6-hidroxilasa vienen

resumidos en la tabla XVL

-4 HBA 3-HIDROXILASA

Con extractos parcialmente purificados de K. pneumoniae  MA04
cultivada en 4 HBA se detecté una actividad 4 HBA hidroxilasa que
transformaba el 4 HBA en 3,4 hidroxibenxoico. Esta hidroxilasa se

denominé 4 HBA, 3-hidroxilasa y solo emplea NADPH como cofactor.

Los datos cinéticos se obtuvieron manteniendo la enzima en
tampon fosfato potdsico pH 8. Cuando NADPH era el sustrato variable en
presencia de 2 y 100 mM de 4 HBA la enzima mostré un comportamiento
hiperbdlico cuya representacion de Lineaweaver-Burk viene reflejado por
una linea recta (Fig. 42 A) De esta representacion de dobles inversas

obtuvimos un valor de la K, aparente de 30 yM para el NADPH.

Cuando el sustrato variable era el 4-HBA, la enzima también

mostraba un comportamiento que se ajustaba a la cinética de Michaelis-
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Menten, a valores tijos de NADPH de 160 M. A partir de los valores de
las ordenadas en el origen ( Fig. 42 B) v de las pendientes, obtenidos en las
representaciones de dobles inversas frente a 1/4-HBA |, se determino el
valor de K, que resulto ser de 80 uM. Otros pardmetros cinéticos como la

velocidad maxima v los coeficientes de Hill también se muestran en la

tabla XV1.

Tabla XVI: Parametros cinéticos de la 3- v +-HBA hidrovilasa.

Sustrato  de Sustrato Sustrato
crecimiento Frnzima  variable constante Km Vmax. 5'05 h
{uN) {u\D) (uN]) (D
3-HBA 3-HBA 3-HBA NADH
hidroxilasa  (20-120) 160 165 S00 2,70
3-HBA NADPH
(20-120 160 - 110 100 2,40
NADH 3-HBA
(5-300) 2000 70 G5 0,95
NADPH 3-HBA
(5-243) 2000 70 145 - 1,60
4-HBA 4-HBA 4-HBA NADPH
hidroxilasa  (13-120) 160 30 210 0,90
NADPH 4-HBA
(4-200) 2000 80 225 1,95

* Los valores de ta yelocidad estan expresados en nmoles de sustrato transformado. min’

1
proteina -

!
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Figura 41: Cinética de la reaccion catalizada por la 3-HBA, 6-hidroxilasa.

A. Representacion de dobles inversas, a concentracion fija de 3-HBA 2 mM
B. Representacion de dobles inversas, a concentraciones fija de NADH 6 NADH de
160uM

C.Representacion de Hill a concentraciones intermedias de 3-HBA ( 20-120 uM)
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Figura 42: Cinética de la reaccion catalizada por fa 4-HBA, 3-hidroxilasa.

A. Representacidn de Lineaweaver-Burk, dobles inversas, a concentraciones fijas de
1-HBA: (W) 2 mM: (@) 100 mM.

B, Representacién de Lineaweaver-Burk, dobles inversas a una concentracion fija de
NADPH, de 160 uM,
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11. MECANISMOQ CATALITICO DE LA 4HBA 3-HIDROXILASA

Para conocer el mecanismo de la reaccién catalizada por la 4-HBA
hidroxilasa se representaron los valores inversos de la velocidad inicial
(1/V) frente a concentraciones variables de 4-HBA expresadas como 1/{4-
HBA]. Manteniendo fija la concentracion de O a 0.4 mM se obtuvieron
cuatro lineas rectas para las concentraciones de NADPH utilizadas ( 20, 40,
60 v 120 uM) que convergian en en punto (Fig 43 A). Expresando las
pendientes de estas rectas en funcion de los inversos de su concentracion,
los puntos obtenidos se alinean formando una recta (Fig 43 B). Este mismo
hecho ocurre al representar los puntos de corte con el eje de las Y de las
rectas obtenidas en la representacion de dobles reciprocas frente a

1/[NADPH] ( Fig. 43 C).

Por otro lado, se realizé la representacion de Lineaweaver-Burk de
1/V frente a 1/[4-HBA] manteniendo fija la concentracion de NADPH a
100uM v variando la concentracion de ;. En este caso se obtuvieron
cuatro lineas rectas paralelas para las cuatro concentraciones de O;
utilizadas (0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 mM) (Fig. 44 A). Los puntos de interseccion
con el eje de las Y de estas rectas al expresarse en funcion de 1/[O;] forman

un recta (Fig. 44 B).

De las pendientes de las rectas mencionadas y de las ordenadas en el
origen de las graficas representadas es posible calcular los coeficientees
cinéticos de la ecuacion de los tres sustratos. L.os pardmetros sobre la
velocidad inicial resultan pertenecientes a un mecanismo llamado de
"sustitucion concertada tipo II b". este mecanismo es similar al encontrado
en las enzimas homdlogas de P. fluorescens ( Husain y Massey, 1979) y P.

aeruginosa (Entsch y Ballou, 1989).
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Figura 43: Representacion del mecanismo cinético de la 4-HBA hidroxilasa de K.

prewmonige a 4°C en tampon fosfato potdsico y a pH 8.

A. Dobles reciprocas de 1/V frente a 1/[4-HBA] a 0,4 mM de O, vy a concentraciones

variables de NADPH : (m) 20 uM; (3} 40 uM: (@) 60 uM v (0} 120 uM.

B. Representacion de las pendientes en funcién del inverso de la concentracion de

NADPH

C. Representacion de las ordenadas en el origen en funcién del inverso de la

concentracion de NADPH.
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Figura 44: Representacion del mecanismo cinético de la 4-HBA hidroxilasa de K.
prieunone a 4°C en tampoén fosfato potasico y a pH 8.
A. Dobles reciprocas de 1/V frente a 1/[4-HBA] a 100 yM de NADPH Vv oa
concentraciones variables de Oy (m) 0,05 mM; (0) 0,1 mM: (8} 0,2 mM v (0)
0,4 mM.

B. Representacién de las ordenadas en el origen en funcion del inverso de la

concentracion de NADPH
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Tabla XVII: Valores experimentales de los coeficientes cinéticos de 1a reaccion catalizada

por la 4-HBA hidroxilasa en tampon fosfato potasico 50 mM pH 8.0 a 4°C.

Coeficiente en Valor Sustrato (onstante de Constante de
la ecuacion determunado M ichaehs disociacion
b £.35.10 ‘min -
&1 HBA 4.0. 10-5M min 4-HBA 2.6.10:5N] 7.1 105\
O\ ADPH 3.9 105N min NADPH 23105\ 335 105\

ben 5.8, 10-8N{ min

b1 Hs wapey 420 1012 NPmin

() 3.7 H-4N]

”\'ma\_ SV ey = 13 mun-!

Los parametros de la ecuacion han sido calculados de las pendientes

v de las ordenadas en el origen de las gréficas de dobles reciprocas de las

velocidad inicial descrita por Dalziel (1969) para rteacciones con tres

sustratos.

¢’02J_H- BANADPH

E ¢4—HBA q}NADPH
J—L\, = 0y 4 ———

+ +
[+HBA] [ NADPH }

[Of * [ +1BA NADPH]
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12. DETERMINACION DE TIROSINA EN LA 4-HBA 3-HIDROXILASA

La determinacionde los posibles restos aminoacidicos que forman
parte del centro activo de la 4-HBA hidroxilasa se realizé mediante
estudios de modificacion quimica de esta enzima por dietilpirocarbonato
(apartado 1I. 2. 13.). El DPC es un reactivo muy usado para la modificacion
selectiva de residuos de aminoécidos protonados. Estd demostrado que el
DPC puede reaccionar con residuos de histidina, cisteina, lisina vy tirosina
en las proteinas { Wilson v col., 1975 ).

Se observo que la incubacidon de la 4-HBA hidroxilasa parcialmente
purificada con DPC reducia la actividad enzimdtica en funcién

de la concentracion del inhibidor y del tiempo de incubacién.

0.0
15 -
7 0.2 o}
Z-0.4 < /
= A o
-5: *06 | [ 1% | mh)
-0.8 ¢+
_]0 —- Il i
0 10 20 30 40 50

Periode de incubacion {(minutos)

Figura 45: Cinética de la inhibicion de la 4-HBA hidroxilasa por dietilpirocarbonato.
A. Determinacion de las constantes de inactivacion de la reaccion de pseudo-primer

orden. Las mezclas de inactivacion contenian 4-HBA hidroxilasa ¢ 50uM) con varias
concentraciones de DPC a pH 8: (0) 0 mM; () 15 mM; (A) 30 mM; (&) 60 mM; (C1) 9C mM; (W)
120mM v (@) 150 mM.

B. Representacion de las pendientes de las rectas de la figura A. (kpJ €n funcion de

la concentracion de DPC.
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La actividad residual expresada en In (A/A,) se represento frente al
tiempo, donde Ay es la actividad sin inhibidor y A es la actividad en
presencia de DPC ( Fig. 45 A). Las pendientes de las rectas obtenidas en la
representacion de dobles reciprocas se expresaron en funcién de la
concentracion de DPC resultando una linea recta (Fig. 45 B). La pendiente
de esta ultima recta es 17,2 min-? M-l y este valor es la constante de

inactivacion de la reaccion de segundo orden a pH 8 v 25°C.

—
A
25 r
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7 ’ 9 10 L

Figura 46: Dependencia del pH en la inactivacién por dietilpirocarbonato, La 4-HBA
hidroxilasa ( {5 #M) fue incubada con 30 mM de DPC a pH entre 7,5 v 10.
A. Las constantes de pseudo primer orden se representaron en funcion del pH. La

linea curva representa la curva tedrica de la ecuacion k.. |H*] = k. kop..

B. Las constantes de pseudo primer orden se representan en la figura empleando

dicha ecuacion.
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También estudiamos la dependencia del pH en la inhibicién por
DPC. Para ello, se aftadié una concentracién fija de DPC a la enzima
variando el pH del tampon de reaccién utilizado. Las medidas de las
actividades se realizaron en tampon Glicina-NaOH a pH 7,5, 8, 85,9, 95 v
10 representdndose la actividad residual (In A/Ay) frente al tiempo de

incubacion.

En este caso, la representacion de las pendientes de las rectas
obtenidas se representaron en funcién del pH, obteniéndose una curva
(Fig. 46 A). Si despreciamos los puntos més bajos de la curva que menos se
ajustan al modelo tedrico y representamos las pendientes de las rectas
frente al valor de la pendiente por la concentracion de protones,
obtenemos un linea recta ( Fig. 46 B). El logaritmo de la pendiente de esta
ultima recta es 9,25 que resulta ser un valor proximo al del pK, del

aminoacido que se localice en el centro catalitico de la proteina.

La tirosina tiene un pK, de 10,1, no obstante se puede sugerir que
éste es el residuo cataliticamente esencial en la 4-HBA hidroxilasa, ya que
el valor aparente del pk, determinado experimentalmente esta proximo a

este valor.

13. HIBRIDACION DE LA 4-HBA HIDROXILASA

Los experimentos de hibridacion se realizaron con un doble
objetivo: comprobar si la cepa salvaje de K. pneumoniae posee el gen
estructural de la 4-HBA hidroxilasa v estudiar si existe una homologia
entre los genes (pobA) que codifican esta enzima en K.pneumoniae MA04
vAcinetobacter calcoaceticus. Para ambos casos el método de fijacion del

DNA a membranas de nylon empleado fue el descrito en el apartado II.
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Ln el estudio de la existencia del gen estructural de la 4-I1BA
hidroxilasa en K. pnewmoniae Mb5al, se disefio un oligonucleétido de
acuerdo con el uso de codones mas frecuente de K.pneumoniae ( Wada v
col., 1992) a partir de la secuencia del extremo NH)-terminal del la proteina

(Fig. 47).

Val Gly Ile Asn Gly Phe Gly Ala He CGly
57 GTG GGC ATC AAC GGC TTT GGC GCC ATC GG 7

3
C G T T G C G G

1T A T T T A
TA A A A A

Figura 47: Oligonuclestido utilizado * en los procesos de hidridacion siguiendo el uso de

codones mas probables que utiliza K. pnenmonize  a partir de una regién conservada del

extremo NH-terminal de la 4-HBA hidroxilasa.

Este oligonucledtido de 29 bases se marco radiactivamente con 32P-y-
ATP en el momento de hacer la hibridacion. Los filtros de nylon con el
DNA fijado de K. pneumonige Mbal y MAO4 v E.coli sure CC 118 se

pusieron en contacto con la sonda radiactiva durante 30°a 65°C.

Los resultados de las exposiciones durante 24 horas de dos ensayos
efectuados se muestra en la figura 48, observdndose que mientras se
observa una clara hibridacién en las dos cepas de K. pneumoniac vy se

detecta una sefial muy débil en E. coli sure CC118.
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. . (2)

Figura 48: Hibridacion de las colonias de K. preurmontae M5al (1), K. puenmoniae MAO4
(2)y E. volr sure CC118 (3). A: Lavado 2 x 5'a RT en 2 x SSC v 1'x 65°C en 2 x SSC. El tiempo
de exposicion fue de 24 horas. B: Lavado 5'x 65°C en 2 x SSC v 1'x 65°C en 0,1 x S5C. El

tiempo de exposicion fue de 24 horas.

Para estudiar la posible homologia de las 4-HBA hidroxilasa de K.
pneunmoniae v Acinetobacter calcoaceticus, se utilizé como sonda el gen
estructural ( pobA) de la 4-HBA hidroxilasa de A. calcoaceticis obtenido a
partir del plasmido recombinante donde se encuentra clonada (Averhorf,
1992). Para ello se cortd el plasmido pZR 4053 de 4,9 Kb con las enzimas
EcoRI v Xho | obteniéndose dos fragmentos de 1,6 v 3,3 Kb { Fig. 49). El
fragmento de 1,6 Kb era el que contenia el gen estructural de la 4-HBA

hidroxilasa, por lo tanto se extrajo de un gel de agarosa con un

‘geneclean” v se marco radiactivamente con 32P-a-ATD.
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Figura 49: Obtencién del fragmento de DNA que contiene la 4-HBA hidroxilasa de
Acinetobacter calcoaceticus. El plasmido pZR 4053 fue digerido durante 24 horas a 37°C con

las enzimas Eco RI / Xho I Despues de comprobar la eficiencia del corte mediante un gel
analitico de agarosa, se carg6 toda la muestra en este gel preparativo de agarosa al 1,5%. 1:
De los dos fragmentos obtenidos el de 1,6 Kb fue el de tamafio esperado y se extrajo del gel
con geneclean. 2 A Hind III ( 23,1 Kb; 9,4 Kb; 6,6 Kb; 4,3 Kb; 2,3 Kb; 2,0 Kb; y 0,5Kb)

Se sigui6 el mismo procedimiento anterior, con la diferencia de que
la sonda radiactiva estuvo en contaco con los filtros de nylon durante 24
horas. El control positivo se realiz6 con E. coli sure CC118 transformado
con el pldsmido pZR 4053. En nuestras condiciones de lavado las dos cepas

de K. pneumoniae no presentaron hibridacién con esta sonda (Fig. 50).
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Figura 50: Hibridacion de las colonias de K. pitennioniae M5al (1), k. pretmonige MAO4

(2)y £.voft sure CCHIB transtormada con pZR 4053(3). A: Lavado 2x5aRT en 2 SSCy 4a
65°C en 2 % SSC. El tiempo de exposicion fue de 24 horas. B: Lavado 2x [5a65°Cen 2 v S5C

y 32 65°C en (1 < SSC. El tiempo de exposicion fue de 2 horas.

14. OBTENCION DE UNA GENOTECA DE K. prieamonuae.

Con el fin de analizar qué enzima de restriccion era mas idonea para
su utilizacidén en la digestion del DNA de K. pnenmoniae empleado para
realizar la genoteca, realizamos un Southern (apartado H. 2. 16) con DNA
aislados de K. pneumonige Mb5al, K. prnemoniae MAO4 vy E. coli sure CC118
(Fig. 51) v digeridos con diferentes enzimas de restriccion. El Southern se
realiz6 a partir de un gel de agarosa ( Fig. 52} donde E. coli sure CC118 se
utilizé como control negativo de la hibridacion. La sonda utilizada tue la
diseflada a partir del extremo NH-terminal de la 4-HBA hidroxilasa de K.
prewmoniae MAO4. Los resultados de la hibridacion del gel de agarosa
transferido a nvlon muestran una sefial nitida en el DNA cortado con
EcoRl, tanto el K.pneumoniae MAO4 como K. pneumoniae M5al. En el

DNA de E. colr sure CC118 no se observa ningun tipo de senal.
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Figura 51: DNAs aislados por el método del CTAB. 1. DNA de K. pneumoniaze MAO4; 2.

DNA de E. coli CC118 sure; 3. DNA de K. pneumoniae M5al; 4. A Hind III ( 23,1 Kb; 9,4 Kb;
6,6 Kb; 4,3 Kb; 2,3 Kb; 2,0 Kb; y 0,5 Kb).

A

HIBRIDACION

‘B1234567

Figura 52: A: Gel a partir del cual se realiz6 el Southern 1. A Hind 11 (23,1 Kb; 9,4 Kb; 6,6
Kb; 4,3 Kb; 2,3 Kb; 2,0 Kb; y 0,5 Kb). 2,, 3. y 4. DNA de K. pneumoniae MAO4 digerido con Eco
RI, Bam HI, y Pst L 5. y 6. DNA de K. pneumonige M5al digerido conEco Ry Pst L. 7.DNA
de E. coli sure CC118 digérido con Eco RI. B: Resultado de la hibridacién del Southern.
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Para realizar la genoteca de K. prewmontac MAO4 se eligi6é el
plasmido pUC 18 ( Yanisch-Perron y col., 1985). pUC 18 es un plasmido
multicopia que confiere resistencia a ampicilina v permite la clonacion de
los fragmentos de restriccion en una gran variedad de sitios dnicos de
restriccion situados en la region del polilinker (Fig. 52). Dado el tamano
que tiene este plasmido (2,7 Kb} se pueden clonar fragmentos
relativamente grandes de DNA sin una pérdida significativa de la
eticiencia de transformacién. Ademds, los plasmidos recombinantes del
pUC 18 pueden ser facilmente seleccionados en medios de cultivo sélidos

que contengan X-Gal e IPTG.
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Figura 53: Mapa fisico v genético de pUC 18 donde se muestran con detalle las posibles

secuencias de reconocimiento de las diferentes enzimas de restriccién que se pueden utilizar

para clonar fragmentos de DN A,
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Para digerir el DNA de K. pneumoniae MAO4 que iba a ser utilizado
para clonar en pUC 18 se eligi6 la enzima Eco RI, por los resultados

obtenidos en la hibridacién del Southern anteriormente mencionado.

El vector de clonacién fue digerido totalmente con Eco RI durante
24 horas y se preparé segun se-indica en el apartado 11.2.17. El DNA de K.
pneumoniae fue digerido con la misma enzima durante 15 min, 30 min, 1
hora, dos horas y 24 horas. Para un DNA de 0,7 ug/ul la digestién se
realizé de la siguiente manera: Se mezclaron 7ul de DNA, 10ul del buffexl
H (x10) y 70ul de agua y de esta mezcla se tomaron 27ul a los que se afiadié
3ul de Eco RI. El tamafio de DNA adecuado (2-23Kb) para una posible
clonacién de la 4-HBA hidroxilasa fue el obtenido con 30 min de digestién

del cromosoma ( Fig. 54)

1 2345678910112

Figura 54: 1. Miniprep de pUC 18. 2., 3. y 4. pUC 18 digerido con Eco RI 24 horas. 5. A Hind
III ( 23,1 Kb; 9,4 Kb; 6,6 Kb; 4,3 Kb; 2,3 Kb; 2,0 Kb; y 0,5 Kb).6. al 12. DNA de K. pneumoniae

digerido con Eco RI durante 30 min.



Resultados / 13!}

Eco RI

puUC 18 DNA K. pneumoniae MAD4

l EcoRf lEcoR!, BamHi, Pst!

P P
) i 4 i, L
Eco Rt Eco A1 -~ \1‘\

fFosfatasa ailcalina

Southern
Hibridacion

OH

m
: :Eco 2] Eco RI va\mmv{ Eco Rl

Ligacién

Transformacibn
en E.coli CC118 sure

02 ©
® 0 Seleccién
00 @ de recombinantes
o G
Andlisis de
inserto

Figura 55: Estrategia de clonacién de fragmentos del DNA de K. pneumoniae MAO4.
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Figura 56: Andlisis de pldsmidos recombinantes de pUC 18. se transformo 50 pl de células

competentes de E. coli CC 118 sure con 2 l de la mezcla de ligamiento. la frecuencia de

recombinantes fue de 12 colonias recombinantes/ 1 colonia blanca

La mezcla de reaccién de ligacién 6ptima fue 1ul de pUC 18 ( 40
ng/ul), 2ul de DNA digerido 30 min y 54l de una premezcla de 10% de
agua, 80% del buffer H (x10) y 10% de ligasa T4. Despues de 24 horas a 4°C
se transformé con 2yl de esta mezcla de ligamiento a E. coli CC118 con una

eficiencia de transformacién de 1,3 x 107cels/ml.

La seleccién de recombinantes se realizé6 sembrando E. coli CC118
sure transformada en placas de LB/Amp/X-Gal/IPTG. Se obtuvo una
proporcién de 12 colonias blancas/ 1 colonias azul, por lo que la frecuencia
de recombinacion fue 90% de recombinantes, 8% de no recombinantes. El

tamario de inserto medio obtenido fue de 3Kb.
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15. CLONACION DE LA 4-HBA HIDROXILASA EN EL CROMOSOMA DE Acinelobacter

calcogeetivis

Para clonar la 4-HBA hidroxilasa v asi obtener informacién acerca
de su secuencia de DNA se utilizé un mutante 4-HBA- de Acinetobacter
calcoaceticus  obtenido mediante insercién del Tn 903 del plasmido pEMR
1 {apartado H. 2. 21.). Este mutante se transformdé con las mezclas de
ligamiento obtenidas en el apartado anterior mediante el simple contacto
directo de Acinetobacter calcoaceticus 4-HBA-y el DNA exdgeno

constituido por plasmidos recombinantes de pUC 18 (ap. II. 2. 22.).

Como resultado de esta transformacion se obtuvieron 7 colonias
que crecieron en las placas de seleccion utilizadas: 4-HBA/Ap/Km. El
andlisis de pldsmidos en estas colonias resulté negativo, por lo que se ha
pensado que el gen de la 4-HBA hidroxilasa se ha insertado en el
cromosoma de Acinetobacter calcoaceticus de una manera inespecifica, vy
ello le ha conferido la posibilidad de metabolizar el 4-HBA v ser resistente

a Ap.
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1. INDUCCION DE LAS RUTAS DEGRADATIVAS DEL 3- Y 4. HBA,

[.a versatilidad que presentan los microorganismos para degradar
diferentes sustratos tiene una importante funcion en el ciclo del carbono v
depende en gran medida de la accion de las oxigenasas v/o
deshalogenasasque actdan en el inicio de las rutas catabélicas. [La capacidad
degradativa de K. pneumoniae por compuestos aromaticos ha sido
escasamente investigada ( Martin y col,,1991; Jones y col., 1991) v ello nos
ha llevado a estudiar en este trabajo, por primera vez, la degradacion del 3-

v 4-HBA en esta bacteria.

(Cuando se cultiva K. preumoniae M5al en 3-HBA se inducen todas
las enzimas necesarias para su degradacion, al igual que ocurre cuando se
cultiva esta misma cepa en Gly/2,5~DHBA. Es decir, parece existir dos
inductores de la ruta del gentisato, el 3-HBA y el mismo 2,5-DHBA. En
Pseudomonas cepacia el 3-HBA induce su ruta degradativa a través del
gentisato y, sin embargo, no se detecta crecimiento en 2,5-DHBA, lo que ha
llevado a pensar que el 3-HBA es el unico inductor de la ruta ( Wang y col,,
1987). En K. prneumoniae, el hecho de que el gentisato induzca la 3-HBA
hidroxilasa podria hacernos considerar al gentisato como tnico inductor,
pero el valor de actividad superior de esta enzima en presencia de 3-HBA
hace sugerir que son dos los inductores de la ruta degradativa completa del
3-HBA ¢ bien que el 3-HBA es s6lamente inductor de la 3-HBA hidroxilasa
y el 2,5-DHBA lo seria del resto de la ruta. En K. preumoniae MAO4
cultivada en 3-HHBA, no hay ninguna variacion sobre este modelo de

induccion.

Por otro lado, K. pneumoniae MB5al cultivada en Gly/3,4-DHBA

induce la ruta completa del f-cetoadipato, al igual que ocurre en
Actnetobacter calcoaceticus 6 Alcaligenes cutrophos (Stanier y Ornston,
1973). Sin embargo, en este caso no podemos analizar el papel inductor del

4-HBA, por la imposibilidad de esta bacteria de transportarlo v/é
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metabolizarlo. En K. pneumoniae MAO4 se induce la ruta del p -
cetoadipato cuando se cultiva este mutante en 4-HBA ¢ en Cly/ 3,4-DHBA.
Por lo tanto, dos son tambien los inductores de esta ruta, el 4-HBA v el 3,4-
DHBA.

En K. preumoniage MAO4 cultivada en 4-HBA se inducen, ademas
de las enzimas correspondientes para su degradacion, las enzimas de la
ruta del 3-HBA. Este es un hecho caracteristico de induccion gratuita que
tambien aparece en otras enterobacterias como es el caso de Pscudomonas
testosteroni (Harpel v col., 1990). En esta bacteria donde el 3-HBA se
degrada a través del 3,4-DHBA, se inducen las tres enzimas de la ruta del
gentisato (gentisato dioxigenasa, maleilpiruvato isomerasa vy
fumarilpiruvato hidrolasa) en unos niveles apreciables. El sentido
fisiologico de esta induccién no es conocido. Quizds el origen de estas
enzimas sean las que metabolizan el andlogo estructural homogentisato, a
través del cual se degradan la tirosina ¢ la fenilalanina. Pero hoy en dia
estas dos rutas estdn muy diferenciadas con sus enzimas especificas cada

una.

En este trabajo se demuestra la existencia de dos hidroxilasas
distintas inducidas diferencialmente por crecimiento de Klicbsiella
pneumoniae en 3-HBA 6 4-HBA. En Pseudomonas cepacia encontramos
tambien esta induccién diferencial para tres sustratos en una misma cepa.
El crecimiento de esta bacteria en 2-HBA induce una salicilato hidroxilasa,
el crecimiento en 3-HBA induce una 3-HBA 6-hidroxilasa y el crecimiento
en 4-HBA induce una 4-HBA 3-hidroxilasa (Wang y col., 1987).

Este hecho también ha sido descrito para otros compuestos con
grupos hidroxilo en posicion C-3 y C-4, como es el caso del 3 v 4-HPA. Se ha
sugerido la existencia de dos hidroxilasas inducidas diferencialmente para
el catabolismo del 3 y 4-HPA via 2,5-DHPA en Flavobacterium sp.. {van

den Tweel v col, 1988) v en Kiebsiella pneumoniae para estos mismos
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compuestos catabolizados a través del 3,4-DHPA ( Martin y col., 1991). Ello
contrasta con la idea sugerida por Cooper y Skinner (1980) en la que se
propone la existencia de un tnica hidroxilasa para el catabolismo del 3- y 4-
HPA en E. coli .

('uando se cultivan K. puenmoniae Mbal 6 MAO4 en 3-HBA como
unica fuente de carbono y energia se induce la sintesis de una hidroxilasa
especifica que solo es capaz de catalizar la hidroxilacion del 3-HBA. El
crecimiento de MA0O4 en 4-HBA induce una hidroxilasa especitica,
claramente diferente de la anterior, que sélo reconoce al 4-[H{BA como
sustrato. Estos datos contrastan con la induccion de hidroxilasas para el 3y
4-HHPA en K. preumonige. En este caso el crecimiento de K. pneumoniae
en 3-HPA induce la formacion de la 3 y 4-hidroxilasas, mientras que el
crecimiento en 4-HPA induce solamente la 4-HPA hidroxilasa ( Gibello,
1992).

En el caso del mutante MAQO4 de K.prneumoniae cultivado en 4-
HBA se induce una permeasa responsable de su introduccién en el interior
de la celula, que no se expresa en la cepa salvaje. Las diferencias entre la
cepa Mbal v MA(4 se encuentran en los procesos de transporte del 4-HBA
y su posterior hidroxilaciéon. Por ello, fue importante estudiar el
mecanismo de transporte del 4-HBA en K. pnewmoniae MAO4, su

especificidad, su induccién y sobre todo, la fuerza conductora del mismo.

Otro hecho a tener en cuenta en la induccién de las rutas
degradativas no es solo la especificidad de los sistemas de transporte, sino
tambien la especificidad de las hidroxilasas iniciales de ruta. En
Pseudomonas spp. la especificidad relajada de un sustrato es la que permite
la oxigenacion de diferentes sustratos para formar los catecoles
correspondientes (Spain y Gibson, 1988). En Klebsiella pneumoniae, la 4-
HPA hidroxilasa muestra una baja especificidad de sustrato que le permite

reconocer al 3- v 4-HPA, y quizds a otros compuestos monohidroxilados,
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como sustratos ( Gibello, 1992). Esta caracteristica es muy importante desde
el punto de vista evolutivo, ya que los microorganismos que posean
hidroxilasas con especificidad relajada podrian ampliar su capacidad
degradativa de "nuevos” compuestos que aparezcan en el entorno y

transformarlos en compuestos mas facilmente metabolizables.

2 SISTEMA DE TRANSPORTE DEL 4-HBA

El analisis del sistema de transporte puede ayudarnos a conocer los
mecanismos que se producen en el paso de un compuesto aromadtico a
través de la membrana plasmdtica y su relacion con los procesos de

induccion de las rutas degradativas.

Fn el estudio del transporte del 4-HHBA se observa que éste es
fundamentalmente inducible por 4-HBA puesto que no se observa
actividad de transporte utilizando otras fuentes de carbono diferentes a
este compuesto. Los resultados obtenidos demuestran que el sistema de
transporte tiene una alta afinidad por el 4-HBA con una Ky = 1322 uM y

una Vmax = 27,6£3 nmol.min! a pH 7,0.

El sistema de transporte de K. pneumoniae MAO4 cultivada en 4-
HBA es altamente especifico para el 4-HBA, con una clara inhibiciéon de la
actividad transportadora por varios andlogos estructurales, destacando
entre ellos el 3,4-DHBA como un potente inhibidor. Se puede sugerir que
el grupo hidroxilo en la posiciéon C-4 y el carboxilo en la posicion C-1 del
ntcleo bencénico son esenciales para el reconocimiento de este sistema de

transporte.

LLa especificidad de sustrato para el sistema de transporte del 4-HBA
junito con la especificidad de su induccién podria estar relacionada con la

sintesis de una hidroxilasa implicada en la transformacién del 4-HBA en
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3,4-DHBA. Cuando K. preumoniae MAO4 se cultiva en 4-HBA se induce la
sintesis de una hidroxilasa: la 4-HBA 3-hidroxilasa que sélo reconoce el 4-
HBA como sustrato. L.a coordinacion de la produccion de ambos procesos,
transporte e hidroxilaciéon demuestra que la bacteria desarrolla unos
mecanismos altamente especificos para utilizar los compuestos aromaticos

del medio externo.

Varios compuestos aromdticos pueden entrar en la célula por
difusion pasiva y el transporte depende tan solo del gradiente de
concentracion y del pH. El hecho de que el sistema de transporte sea
sensible a varios inhibidores del metabolismo energético indican que el 4-
HBA es introducido en la célula por un mecanismo de tranporte activo (
Booth, 1988) similar al de otros compuestos aromaticos en diferentes
bacterias como dcidos aromaticos en E. coli ( Brown, 1971; Whipp y col,,
1980; Pittard, 1987), mandelato en P. putida (Higgins y col, 1972) y en
Acinetobacter |/ Moraxella ( Cook y Fewson, 1972 ) vy 4-hidroxifenilacético
en K. pneumoniae. { Allende y col,, 1992)

La reduccién insignificante del transporte despues del choque
osmotico sugiere que el sistema de transporte del 4-HBA esta ligado a
iones y que la energia es producida por un fuerza protomotriz

transmembrana.

Para determinar el papel de los dos componentes de la fuerza
protomotriz en el transporte del 4-HBA, se investigaron los efectos de la
nigericina y valinomicina entre los pH 5,5 y 8,0. La nigericina no ejercio
efecto sobre el transporte, por lo que se concluye que el ApH no tiene
capacidad suficiente para conducir el proceso. Por el contrario, la
valinomicina inhibe el transporte del 4-HBA completamente a pH
alcalinos, lo que indica que este tranporte es un proceso electrogénico. Esto
suglere que el mecanismo de transporte ocurre de manera similar al

transporte del 4-clorobenzoato en Coryneform bacterium (Groenegen y
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col., 1990) v de el transporte del benzoato en P. putida lo cuales se llevan a

cabo gracias al estado energético producido por el potencial de membrana

(Ap) ( Thayer v col., 1982).

Los experimentos de transporte realizados ponren de manitiesto que
la mutacién que permite a K. pneumoniac catabolizar el 4-HBA implica el
transporte del 4-HBA dentro de la célula y que la cepa salvaje no lo

metaboliza porque no es capaz de transportarlo.

De los resultados se deduce la existencia de una permeasa de
especificidad relajada en células. Desde un punto de vista evolutivo, la
coordinacion de los sistemas de transporte e induccion reportarian una
enorme ventaja a los microorganismos para degradar un amplio rango de
compuestos aromdticos y adaptarse a las condiciones ambientales. Fl
estudio del transporte y su relacién con los mecanismos de induccion
enzimatica es un tema de gran interés, cuya investigacion nos puede
reportar, sin duda, unos datos muy uatiles a la hora de proponer un

modelo de regulacion de las rutas degradativas de compuestos aromaéticos.

3. HIPROXILASAS IMPLICADAS EN LA DEGRADACION DEL 3- Y 4HBA.

La dihidroxilacion del anillo aromdtico es un requisito esencial para
la posterior escisién del mismo y la conversién de los compuestos
resultantes en intermediarios de las rutas centrales del metabolismo. Por
esta razon, las hidroxilasas bacterianas juegan un papel vital en la
iniciacion de la degradacion de una amplia variedad de compuestos

aromadticos (Spain y Gibson, 1988; Harayama y ,1992).

Aunque existe un gran variedad de compuestos aromadticos que
pueden ser metabolizados por bacterias, s6lo se han aislado vy estudiado un

nimero reducido de hidroxilasas, casi todas con un mecanismo de
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hidroxilaciéon en posicion orto. Entre ellas se pueden destacar la salicilato
hidroxilasa { White-Stevens y Kamin, 1972), la fenol hidroxilasa { Neujahr
y Gaal, 1973) y la p-hidroxibenzoato hidroxilasa a la que nos referiremos

mas detalladamente,

Clomo se ha observado en este trabajo, en K. pneumoniae existen
dos hidroxilasas implicadas en la degradacion del 3- y 4- hidroxibenzoato
que difieren en sus mecanismos de induccidn, mecanismos de

hidroxilacion, caracteristicas fisico-quimicas y comportamiento cinético.

4-HBA 3-HIDROXILASA

La p-hidroxibenzoato hidroxilasa 6 4-HBA 3-hidroxilasa ha sido
purificada y aislada anteriormente en Pseudomonas putida (Hosokawa v
col, 1966),P. desmolytica (Yano y col., 1969),P. fluorescens (Howell y col,
1972}, Corynebacterium cyclohexanicum (Fujl v col., 1985), P. aeruginosa
{(Entsch v col, 1989} vy recientemente en Acinetobacter calcoaceticus

(Fernandez y col,, 1993).

Puesto que K pneumoniae Mbal no puede degradar el 4-HBA, se ha
puriticado la 4-HBA hidroxilasa del mutante MAO4. Este hecho y el que la
cepa salvaje pueda degradar el 3,4-DHBA hacen considerar, en principio,
que el origen de la mutacion de K.pneumoniae MAO4 se encuentra en la
enzima que convierte el 4-HBA en 3,4-HBA, la 4-HBA, 3-hidroxilasa, cuya
expresion estd silenciada en la cepa salvaje por una alteracion en la
regulacion de su sintesis ¢ en relacion con la sintesis de la permeasa que

permite sus transporte a través de la membrana plasmatica.

En cuanto a su estructura , la 4-HBA hidroxilasa se describe como
un dimero con peso molecular aproximado entre 45.000 da en P.
aeruginosa {Entsch y col. 1989), P. fluorescens (Muller y col, 1979) v A.

calcoaceticus. ( Ferndndez y col., 1993). En P. desmolytica. se describen dos
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formas cristalizadas, el complejo holoenzima 4-HBA y el holoenzima
libre, estimandose el peso molecular en 68.000 da ( Nakamura y col,, 1970),
v en P, putida se estima entre 83.600-93.600 da (Hosokawa y col., 1966, Hesp
vy col, 1969). Tan sdlo la 4-HBA hidroxilasa de Corynebacterium
cyclohexanicum se describe como un mondémero de 47.000 da (Fuji v col,
1985). Por lo tanto, la 4-HBA hidroxilasa de K. preumontae , aunque el
peso molecular estimado del dimero es ligeramente menor, 40.000 da, es

proximo al de las 4-HBA hidroxilasas estudiadas.

La 4-HBA hidroxilasa se caracteriza por reconocer exclusivamente al
4-HBA como sustrato v al NADPH como cofactor. Este rasgo se encuentra
tambien en esta misma enzima de otras especies bacterianas como
Pscudomonas  spp., Alcaligenes sp. 6 Acinetobacter calcoaceticus .
Solamente las 4-HBA hidroxilasas de levaduras parecen mostrar
preferencia por el NADH, v en Rhodotorula rubra utiliza el NADH como
anico cofactor ( Wright v Ratledge, 1991), mientras queC. cyclohexanicum
puede utilizar ambos cofactores pero con una afinidad ligeramente mayor
por el NADH ( Ky,= 45um) que por el NADPH (K,,=63-170uM) { Fuji y col,
1985). En este sentido, la 4-HBA hidroxilasa de K. preumoniae también se
diferencia de la 3-HBA hidroxilasa, ya que ésta dltima puede utilizar como

cofactores tanto el NADH como el NADPH con igual afinidad.

Los estudios cinéticos sobre la 4-HBA 3-hidroxilasa en K.
preumoniae han presentado una problematica diicil de abordar debido a la
gran inestabilidad de esta enzima. Esta misma enzima en P. putida
también se ha mostrado muy labil ( Hosokawa y col., 1969), lo que no ha
permitido realizar demasiados estudios acerca de ella. Sin embargo, la
estabilidad encontrada para esta enzima en P. fluorescens ( Howeel y col,
1972) ha hecho posible el desarrollo de numerosos estudios acerca de sus
propiedades cataliticas y estructurales. La 4-HBA de P. fluorescens es estable
a temperatura ambiente, mientras que la de K. preumonige mantenida 30

min a 35°C pierde el 50% de actividad. La 4-HBA hidroxilasa de C.
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cyclohexanicum se mantiene activa 10 min. a 60°C (Fuji y col., 1985) y la de
K. preumoniae tan sélo 15 min a 45°C. En cuanto a la temperatura
utilizada en las investigaciones, 4°C, la enzima en K. preumoniae MAQO4
mantenia la actividad al 1004 tan solo 12 horas; a las 24 horas en presencia

de 10% de glicerol la actividad enzimatica medida era la mitad.

Il pH 8 es el optimo encontrado para la actividad de la 4-HBA
hidroxilasa de K. preumontae y es similar al de todas las enzimas de este
tipo descritas, igual que su temperatura Optima de 25°C (Husain y col,

1979).

Spector y col. (1972) sugirieron la idea de que el grupo carboxilo del
4-HBA jugaba un papel importante en la union de la enzima con su
sustrato. Shoun (1974) propuso que la carga negativa del ion carboxilato
del sustrato permitiria una interaccién ionica con un aminodcido basico
del centro activo de la enzima. Este residuo seria el grupo amino de una
lisina { pk, 8.5} ¢ el grupo SH de la cisteina y ello podria ser la causa de que

el pH 6ptimo de la 4-HBA hidroxilasa se encontrara en la region alcalina.

l.La 4-HBA hidroxilasa de K. prneumoniae muestra una especificidad
por su sustrato que no se observa en otras enzimas. En P. fluorescens, esta
enzima reconoce al 4-aminobenzoato, 4-fluorobenzoato , benzoato y 2,4-
dihidroxibenzoato entre otros sustratos ( van Berkel y col.,, 1989). En C.
cyclohexanicum la 4-HBA hidroxilasa reconoce a otros sustratos analogos
entre ellos el 3-HBA 2,5-DHBA y 3,4-DHBA, 4-aminobenzoato v 4-

fluorobenzoato.

En K. pneumoniae el valor de K, obtenido para el 4-HBA a
concentraciones fijas de NADPH (160 pM) fue 80 uM, lo que indica un alta
afinidad por su sustrato, y la cinética en la representacién de Michaelis-
Menten era hiperbdlica. Esto constituye una diferencia fundamental con la

cinética de fa 3-HBA hidroxilasa que, para concentraciones fijas del
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cofactor, era sigmoidal.

La estructura primaria completa de la 4-HBA hidroxilasa ha sido
determinada en P. fluorescens estando compuesta por 394 aminodcidos
( Hofsteenge v col., 1980 y 1983; Weijer y col.,, 1982) y P. geruginosa ( Entsch
y col., 1988). La composicion de aminodcidos de K. prewmoniae varia con
respecto a P. fluorescens y A, calcoaceticus. Intre las variaciones
encontradas destacan son el aumento de asp/asn, thr, y val y la

disminucion de glu/gln, leu v tyr. No se ha detectado thr.

L.a comparacion de la secuencia del extremo aminoterminal entre P.
Fluorescens, P aeruginosa y A, calcoaceticus pone de manifiesto una
conservacion de secuencias tanto de aminodcidos como de DNA que es
mayor entre las dos especies de pseudomonas. 5in embargo, en la
secuencia aminodcidica correspondiente a los catorce primeros
aminodcidos de K. pneumoniae existe una gran variabilidad. Llama la
atencion la conservacion de las gly que parecen estar implicadas en la
union al NADPH. Este hecho v el que sea el aminodcido mds pequefio le
darian la caracteristica de esencial en el mantenimiento de estructura
tridimensional de la proteina. También merece la pena resaltar que la

mavoria de las sustituciones son entre aminodcidos hidrofdbicos.

L.os experimentos de hibridacion de la 4-HBA hidroxilasa parecen
concluir que no existe una homologia entre la 4-HBA hidroxilasa de K.
preumontae y de Acinetobacter calcoaceticus. Sin embargo, mediante la
clonacion del gen de esta enzima en el cromosoma del mutante A.
calcoaceticus 4-HBA- y la deteccion de una actividad 4-HBA hidroxilasa, se
observa que la maquinaria celular de A. calcoaceticus es capaz de reconocer

y traducir este gen en una proteina con la actividad hidroxilasa requerida.

La determinacion de residuos en el centro activo de la 4-HBA

hidroxilasa se ha estudiado en P. desmolytica detectdndos e un residuo
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esencial de arginina implicado en el sitio de union al 4-HBA ( Shoun v
col., 1980), y un resido de histidina en el sitio de uniéon al NADPH ( Shoun
v col,, 1982). En P. fluorescens se ha determinado un residuo de tirosina
con funcion catalitica, probablemente la Tyr-222 ( Wijnands y col., 1986) y
dos residuos de arginina (Wijnands y col., 1987). Schreuder (1990) ha
estudiado el mecanismo catalitico de la 4-HBA hidroxilasa indicando que
los residuos Tyr-201 y Tyr-385 son los implicados en la unién del
hidrogeno del sustrato 4-HBA. Mediante un estudio por mutagénesis
dirigida modificando estos residuos por Phe en P. aeruginosa se indico que
el papel del residuo Tyr-201 era activar el sustrato, mientras que el Tyr-385
es el encargado de hidroxilarlo (Entsch y col,, 1991). En K. preumontac

mediante la inactivacion por DPC, se han detectado residuos de tirosina

como aminodcidos implicados en el mecanismo catalitico de la enzima.

Los residuos cys también han sido muy estudiados al comprobarse
su presencia en la estructura primaria v observarse que no habia ninguna
implicacién de alguno de ellos en puentes disulfuro (Wierenga y col,
1982). Se ha puesto especial atencion en las Cys-116 y Cys-222 ( van Berkel
y col, 1984; Eschrich y col., 1990). [.a Cys-116 es muy reactiva con el oxigeno
y con reactivos del grupo sulfidrilo y se ha observado en geles de agarosa-
SDS dos bandas que difieren en su movilidad ( van der Laan v col., 1989).
FEstas bandas se pueden apreciar en la 4-HBA hidroxilasa de K.
prneumoniae. Este es, sin duda, el efecto de la oxtdacion del residuo Cys-116
de uno de los monoémeros de la enzima, ya que si el grupo SH se encuentra

bloqueado la banda se mueve mds lentamente.

3-HBA 6-HIDROXILASA

Como ya se ha indicado anteriormernte las enzimas que hidroxilan
en posicidon para estdn mucho menos estudiadas que las que lo hacen en
orte. Entre las hidroxilasas que actuan sobre el 3-HBA se han estudiado la 3-

HBA 4-hidroxilasa de Aspergillus niger ( Premkumar y col, 1969} y la de
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Pseudomonas testosteroni (Michalover y col., 1973), ambas con
mecanismos de orfo hidroxilacion. Por otro lado, la 3-HBA 6-hidroxilasa
ha sido purificada en P. ageruginosa ( Groseclose vy Ribbons., 1973),P. cepacia
(Wang v col., 1987) v en una bacteria Gram + Microccus sp. ( Rajasekharan

y col., 1990).

Todas estas hidroxilasas, al igual que la de K. pneumontae son
inducibles por crecimiento en 3-HBA y su pH optimo de actividad es
cercano a pH 8. F1 FAD se encuentra como grupo prostético en todas las 3-
HBA 6-hidroxilasas estudiadas, y en el caso de la de Micrococcus sp. se
requiere FAD exodgeno para que se produzca la actividad enzimdtica
optima. Esto también ocurre en la 3-HBA 6-hidroxilasa de K. pneumoniae

que aumenta su actividad aproximadamente un 50% en presencia de FAD.

La estructura de las 3-HBA 6-hidroxilasas estudiadas son idénticas y
estdn constituidas por un monodmero de peso molecular variable (Tabla
XV de Resultados ). Los pesos moleculares oscilan entre los 44.000 da de la
3-HBA 6-hidroxilasa de P. cepacta v los 85.000 da de P. aeruginosa. El peso
molecular de esta misma enzima de K. puenmoniae { 42.000 da), obtenido

en este trabajo es similar al de P. cepacia.

En cuanto a la utilizacion de cofactores se observan claras
diferencias entre estas enzimas. La 3-TIBA 6-hidroxilasa de P. aeruginosa 'y
Micrococcus sp. muestran una clara preferencia por el NADH frente al
NADPH, al igual que ocurre con otras hidroxilasas como la salicilato
hidroxilasa (White-Stevens y col., 1972), la 3-HPA hidroxilasa (Gibello,
1992) 6 la melilotato hidroxilasa (Strickland y col., 1973) en las que el
NADH es mejor agente reductor. En cambio, la 3-HBA 4-hidroxilasa de P.
testosteroni pretfiere como cofactor al NADPH (K= 0,07 mM) con una
afinidad muy baja por el NADH (K= 3 mM) (Michalover y col., 1973). En
contraste con todas estas estas hidroxilasas la 3 HBA 6-hidroxilasa de K.

pneumontae puede utilizar con igual eficacia NADH ¢ NADPH con
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valores idénticos de K, (70uM). Esta caracteristica solo ha sido descrita
previamente en P. cepacia, aunque los valores de K, para ambos cofactores
difieren ligeramente ( 64uM para el NADPH y 40 uM para el NADH)
(Wang v col, 1987) .

Mientras que la 3-HBA 6-hidroxilasa de P. aeruginosa  parece
presentar una especificidad relajada de sustrato esta caracteristica no se
observa en la 3-HBA hidroxilasa de K. pnewmoniae. La versatilidad de esta
enzima en P. aeruginosa le permite aceptar andlogos del 3-HBA
sustituidos en las posiciones 2, 4, 5 y 6, aunque parece que un requisito
estructural para el reconocimiento de la hidroxilasa es que el grupo
carboxilo y el hidroxilo estén en posicion 1y 3 (Groseclose y Ribbons,
1973). La 3-HBA 4-hidroxilasa de P. testosteront también reconoce
compuestos andlogos del 3-HBA, como el 2,5-DHBA, 3,5-DHBA ¢ 4-fluor-3-

hidroxibenzoato.

En K. preumoniae la 3-HBA 6-hidroxilasa sélo reconoce al 3-HBA
como sustrato, y este hecho también ocurre en Micrococcus sp., donde esta
enzima es altamente especitica y no reconoce ni al 2-HBA, nt al 4-HBA, ni
al 3,4-DHBA como sustratos ( Rajasekharan y col., 1990). De entre todas las
hidroxilasas descritas hasta el momento tan sélo la 3-HPA hidroxilasa de

K. prneumoniae muestra una especificidad de sustrato similar a la de la 3-

HBA hidroxilasa {Gibello, 1992).

La 3-HBA 6-hidroxilasa de K. pneumoniac presenta cinéticas
sigmoidales repecto al 3-HBA a concentraciones fijas tanto de NADH como
de NADPH (160uM). La representacion de Lineaweaver-Burk nos
proporciona en ambos casos unas lineas concavas con respecto al eje de
ordenadas, que indican fendmenos de cooperatividad en el que el 3-HBA
ejerceria el papel de modulador positivo. En ambos casos se obtienen unos
valores del coeficiente de Hill de 2,4 y 2,7 respectivamente para el NADH y

NADPH, que sugieren la existencia de dos sitios de unién en la enzima



Discusion / 147

para los dos sustratos. Este tipo de cinética sigmoidal se obtiene también en

el estudio de la 3-HPA hidroxilasa { Gibello, 1992).

4. REGULACION DE LAS RUTAS DEGRADATIVAS DEL 3- v 4-HBA.

l.as enzimas catabodlicas que catalizan las reacciones de la ruta
degradativa del 3 v 4-HBA son todas inducibles secuencialmente, lo cual
supone un ahorro energético en la célula. La naturaleza del mecanismo de

induccion de las enzimas degradativas no es conocida todavia.

En el caso de la ruta del 3-HBA estudiada en K. puewmoniae Mbal
se detecta la existencia de dos inductores de la ruta, el 3-HBA y el 2,5-
DHBA. Lo mismo parece suceder con la ruta del 4-HBA estudiada en K.
preumoniae MAO4 que es inducida por 4-HBA vy 3,4-DHBA. 5in embargo,
existe una diferencia fundamental a la hora de analizar la regulacion de
estas dos rutas. La 3-HBA hidroxilasa que transforma el 3-HBA en
gentisato se induce tanto por su sustrato como por su producto, mientras
que la 4-HBA hidroxilasa sélo es inducida por el 4-HBA vy no por el 3,4-
DHBA. Estos datos sugleren que la ruta del 3-HBA se encuentra codificada

en un solo operon v la del 4-HBA al menos en dos.

La primera posibilidad se fundamenta en que en esta ruta tan sélo
estdn implicadas cuatro enzimas y el fragmento de DNA necesario para
codificar estas proteinas seria de unas 10 Kb. En cuanto a la ruta del 4-HBA,
parece que la hidroxilasa estd codificada en un operon aparte de las demas
enzimas de la ruta, y las seis restantes estarian organizadas en uno ¢ dos
operones como ocurre en Pseudomonas O Acrnefobacter. El
mantenimiento de dos genes estructurales para las dos hidroxilasas en K.
prewmoniae permite, por tanto, la existencia de dos inductores diferentes,

uno para cada ruta.
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I's muy factible que la permeasa del 4-HBA se encuentre en el

mismo operdon que la 4-HBA hidroxilasa y separado del operdn u operones

de la ruta del p-cetoadipato como ocurre en Pscudomonas — putida y
Acinetobacter calcoaceticus. Pero también es posible que el 3,4-DHBA sea
transportado por otra permeasa diferente a la que transporta al 4-HBA, v
que se localice en el mismo operdn que el gen estructural detl la 3,4-DHBA
dioxigenasa. Este hecho aparece en K. pnewmoniae para el metabolismo
del 3,4-DHPA, donde se sospecha la existencia del gen de una permeasa
especifica en el operon del 3,4-DHPA (Gibello, 1992). Quizds por esta razon,
el 3,4-DHBA es un potente inhibidor del transporte del 4-HBA.

Mediante los estudios de hidridacion de la 4-HBA hidroxilasa se
pone de manifiesto la presencia de este gen en la cepa salvaje, lo cual es un
resultado logico. El hecho de que un gen no se exprese en la cepa salvaje y
lo haga en un mutante esta descrito en otros microorganismos. Este seria
el caso de P. putida (arvilla) mt-2 que presenta dos vias de degradacion del
benzoato por expresién de una pirocatecasa con escision meta y una
pirocatecasa con escision orfo. En este caso, la cepa salvaje presenta
genéticamente las dos rutas pero la pirocatecasa esta reprimida v

fenotipicamente s6lo expresa la via meta ( Nakazawa y Yokota, 1973).

Un proceso similar ocurre también en el mutante dePseudomonas
sp. cepa HBP1 Prp. La cepa salvaje, HBP1, no es capaz de crecer en 2-
propilfenol porque no induce una monooxigenasa dependiente de NADH
v una metapirocatecasa, las dos primeras enzimas de la ruta degradativa.
Sin embargo en el mutante HBP1 Prp existe un mecanismo celular de
induccién de estas dos enzimas, lo cual permite la degradacion del 2-

propilfenol ( Kohler y col., 1993).

En K. preumoniae MAO4, los resultados obtenidos en los estudios
de induccion hacen pensar en una alteracion en la regulacion de la 4-HBA

hidroxilasa v, como en el caso del mutante HBP1, se obtiene una actividad
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constitutiva entre el 5 y 10% en los extractos procedentes de cultivos con

succinato 6 glicerol. En presencia de 4-HBA esta induccion es mucho
mayor , lo que significa que la sintesis enzimdtica se mantiene bajo
regulacion. Podemos proponer que la mutacion que confiere fenotipo
positivo al mutante MAO4 de K. prewmoniae  puede ser debido a las

siguientes circunstancias:

-Alteracién de algun represor que permita un bloqueo relativo de la
regulacion negativa. El hecho de que todavia siga habiendo induccién por

4-HBA hace pensar en un complejo sistema regulador tipo operoén lac.

-Modificacion de algin gen estructural de alguna hidroxilasa que le
ampiie el rango de reconocimiento. La hipotesis de que fuera el propio gen
de la 3-HBA hidroxilasa estd descartada si tenemos en cuenta que las
propiedades fisicas, estructurales, cinéticas y reguladoras de ambas

enzimas son totalmente distintas.

-Expresion de una permeasa reprimida en la cepa salvaje que no le
permite la entrada del 4-HBA al interior de la célula impidiendo ejercer su
papel como inductor. La regulacion de esta permeasa parece estar
estrechamente relacionada con la hidroxilasa, de manera que dechas
desrepresiones estén conjuntadas. Esto nos lleva a pensar que ambos genes
se encuentran en el mismo operdén y se regulan mediante el mismo

mecanismeo.
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5. POSIBLE APLICACIKON EN BIOTECNOLOGIA

[La posible utilizacién de microorganismos con capacidades
degradativas de amplio espectro es muy importante en procesos de
descontaminacién ambiental al igual que la utilizacion de
microorganismos que metabolicen sustancias dificilmente degradables
como el petroleo. Todavia no existe una legislacion aplicable a la liberacion
de microorganismos modificados geneticamente al medio ambiente, sin
embargo existe un proyecto de ley basado en las normas marcadas por la
Comunidad Furopea a este respecto. mientras tanto se siguen estudiando
posibles estrategias para que los microorganismos que van a ser liberados

al medio ambiente cumplan estrictamente su misién { de Lorenzo, 1992).

Actualmente los microorganismos con capacidades
descontaminantes pueden emplearse dentro de lugares confinados como
células enteras 0 bien se utilizan sus enzimas inmovilizadas en un
soporte. En este sentido, los productos de las hidroxilasas son en muchos
casos mas solubles que sus sustratos ¢ mads facilmente metabolizables. Por
ello, estas enzimas ayudan considerablemente al proceso de detoxificacion
de compuestos aromdticos y constituyen un factor importante en el
control de la polucién y desintoxicacion llevada a cabo por los

microorganismos del suelo.

El estudio de enzimas inmovilizadas se considera muy interesante
para su uso en descontaminacion ambiental. Lamentablemente, se tiene la
idea de que esuna técnica de coste elevado y que su utilizacion quedaria
restringida a casos concretos de compuestos de una elevada toxicidad.
Actualmente se emplea esta técnica principalmente para obtencion de
grandes cantidades de proteinas con interés farmacéutico. En
descontaminaciéon ambiental hay algunos estudios como la
inmovilizacion de la catecol 1,2-dioxigenasa de Nocardia sp. ( Smith y col.,

1990) o de células dePseudomonas sp. que deshalogenan mezclas de
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compuestos halogenados aromadticos ( Sahasrabudhe vy col, 1991)

L.a inmovilizacion de las hidroxilasas como las estudiadas en este
trabajo no parece rentable si tenemos en cuenta la necesidad del cofactor
(NADPH) en la reaccion y la inestabilidad térmica y enzimaética que
caracteriza a estas enzimas. Una alternativa seria la utilizacion de células
enteras de Kichbstella pneumoniae  en lodos activados ¢ fijadas a filtros
percoladores en estaciones depuradoras de agua residuales cercanas a
industrias papeleras ¢ madereras donde el contenido en 3- v 4-HBA parece
elevado. Una idea a tener en cuenta es la posibilidad de combinar su accion
con dioxigenasas ¢ deshalogenasas inmovilizadas. De esta manera seria
posible la degradacién de un gran ndmero de sustancias toéxicas ¢

persistentes del medio ambiente.
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Fn el estudio sobre la degradacion de los dcides 3- v 4-
hidroxibenzoico, y de acuerdo con los resultados obtenidos, podemos
concluir

1. La cepa salvaje de K. preumoniae puede degradar ef 3-HBA via
gentisato, pero no es capaz de utilizar el 4-HHBA como dnica fuente de
carbono y energia.

2. Un mutante de K. preumoniae , MAQ4, es capaz de metabolizar el
3- v 4-HBA con igual eficacia. Fl 4-HBA es degradado via 3-cetoadipato e
induce un sistema de transporte activo especitico v acoplado directamente
a la fuerza protomotriz. El 5-10% de este transporte se induce
constitutivamente.

3. Mediante el cultivo de K. pneumomae en 3-HBA 6 4-HBA se
inducen diferencialmente dos hidroxilasas que difieren en sus
caracterisicas fisico-quimicas, mecanismo de hidroxilacion v
comportamiento cinético.

4. L.a 3-HB.A 6-hidroxilasa se induce por crecimiento en 3-HBA y 2,5-
DHBA, lo que hace pensar que las 4 enzimas de esta ruta degradativa se
encuentran en un mismo operdén. Esta enzima utiliza con igual eficacia
NADH v NADPH, es especifica para su sustrato y presenta cinética
sigmoidal para concentraciones variables de 3-HIBA. Se ha purificado a
homogeneidad, estando constituida por un monémero de 42 kDa.

5. La 4-HBA 3-hidroxilasa presnta su mdxima actividad cuando es
inducida por 4-HBA, sin embargo el 5-10% de actividad es inducido
constitutivamente. Utiliza so6lo el NADPH como cofactor y su cinética es
hiperboélica para concentraciones variables de sustrato. Se ha purificado a
homogenetdad, estando constituida por un dimero de 40 kDa.

6. La mutacion que permite al mutante MAO4 de K. pueumoniae
metabolizar el 4-HBA podria afectar: al gen de una permeasa que
reconoceria el 4-HBA como sustrato 6 a un gen regulador que tendria
efecto pletotropico sobre el gen de la permeasa y/¢ hidroxilasa. La
existencia de un operon independiente para esta hidroxilasa se confirma

con los estudios de induccion realizados.
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