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1. IMPORTANCIA DL LA BIOTECNOLOGíA AMBIENTAL

FI rápido e incontroladodesarrolloindustrial experimentadopor el

mundo en los últimos años, ha generadoen la actualidad numerosos

problemasrelacionadoscon el medio ambiente. Los avancestecnológicos

en el ámbito industrial son principalmentemotivados, no por criterios

científicos, sino por las demandasde mercado y la fuerte competencia

provoca la utilización exhaustivade los recursosnaturaless’ la aparición

crecientede residuosindustriales.

La progresivapreocupaciónpor el medio ambientesurgida en la

sociedadde los paisesindustrializados,influye sobrelos gobiernosquese

ven en la obligación de fomentar planesde investigaciónencaminadosa

una gestión más racional de los recursos medio-ambientales.Las

industriasgeneranproductosquímicos que se vierten al medio ambiente,

ya sea en forma de residuo industrial en puntos concretoso de una

maneradispersapor los consumidores.

Productos

Producción
químico

4 Residuos
químicos

Figura 1. iransformacióny destinodeios compuestosquímicosórganicosal medio ambiente

Leisinger, 1983) 1. Productosquese incorporanal medio ambiente: aerosoles,fertilizantes,

pesticidas.2. Compuestosque son vertidosal medio ambientecon los disolventesde las

depuradorasmunicipales:detergentes,solventes.3. Compuestosquímicosque resistenla

degradaciónbiológicaen [ossistemasde tratamientode residuosindustriales:clorobencenos,

fenoles,difenilos policiorados.4. Descargasdirectasde vertidospor pérdidasó accidentes.
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Una de las preocupacionesmás acuciantesen estemomento es el

reciclaje de [os residuosque generala civilización actual con el fin de

evitar el deterioroprogresivode la Biosfera. Paraabordarel problemade la

contaminaciónmedio-ambientales necesarioconocerqué tipo de residuos

son sintetizados químicamente e investigar que vías degradativas

permiten su transformación. [ En este sentido, actualmentese ha

comprobado,que la degradaciónde tipo biológico es mucho más versátil

que la de tipo exclusivamentequímico utilizadaen añosprecedentes.1

En la naturaleza, los últimos seres vivos responsablesde la

mineralizaciónde los diferentescompuestosorgánicosson las bacterias,

los hongos y las levaduras.Estos microorganismostienen una enorme

flexibilidad a la hora de metabolizarcompuestosqueningún otro servivo

puedeutilizar comonutriente. Incluso hay bacteriasqueutilizan sustratos

de crecimiento tan específicoscomo metano,ácido úrico, acetato,fenol ó

catecol.

En la actualidad existen sistemas de depuración artificiales

enfocados principalmente a purificar aguas residuales que contienen

abundanciade sustanciascontaminantes.Estossistemas se fundamentan

en la utilización de distintas poblacionesde microorganismoscon una

amplia capacidad degradativa de productos químicos los cuales

metabolizana travésde complicadasrutascatabólicasque,en la mayoríade

los casos,estánrelacionadasentresi.

Debido a que los avancesen el campode la biodegradaciónsonmás

lentos que la apariciónde nuevassustanciascontaminantesen el medio

ambiente, nos encontramos progresivamentecon más compuestos

órganicos,de origen natural o sintético,que resistenla mineralizaciónpor

los sistemasbiológicos convencionalesde tratamientode residuos.
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Estoscompuestos órganicoshan sido clasificadospor Leisingery

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

- Se considerancompuestospersistentes aquellos que no son

degradadospor enzimasbacterianaso lo son lentamente.Como ejemplo

de este tipo de compuestosestá la celulosa,la lignina u otros polímeros

sintéticos, con especialénfasis a los residuosde industrias madereraso

papeleras.

- Los compuestosxenobióticos son aquellos producidos por el

hombreque presentannuevasestructurasquímicasy que,por lo tanto, no

han estadonuncaexpuestosa la acciónde microorganismosen el cursode

la evolución. Son de gran interés en el estudio de mecanismosque

conllevan unaadquisiciónde nuevasfuncionesmetabólicas.La evolución

de la hidrolasapara el ácido 6-aminohexanoico,enzimaimplicada en la

degradación del nylon-6, es un claro ejemplo de estudio de estos

compuestos.

- Por último, el grupo mas amplio es el de las sustancias

contaminantes propiamente dichas, que se acumulan en el medio

ambientede maneratransitoriao permanentecon efectosnocivos para el

hombre.Estosefectospuedenserdebidosa una acciónquímicadirecta,en

el casode los compuestostóxicos, o a una acciónindirectadebidaal daño

queproducenen ecosistemasterrestreso acuáticos.

De las sustanciascontaminantesde síntesismás conocidascabe

destacarlos hidrocarburosalifáticos halogenadosy el insecticida DDT.

Entre los compuestos industriales los más representativosson el

cloroformo, el tetraclorurode carbonoy el tri- y el tetracloroetanoquese

encuentranen concentracionesde ug/l en el agua de muchasregiones

industrializadas.Estasconcentracionesse consideranmuy tóxicaspara la

mayoríade lasdiferentesformasde vida.
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Tabla 1. Compuestosorgánicosde la lista de contaminantesprincipales de la EPA

EnvironmentalProtectionAgency,U.S.A.>

Compuestosquímicos Compuestorepresentativo
(Númerode compuestos) y frecuenciade apariciónt

Pesticidasy metabolitos (17)

Alifáticos halogenados(31)

Aromáticos (8)

Nitroaromáticos (7)

l-lexaclorociclohexano(0.8%)
Aldrín (0.5%)

Diclorometano(36%)
Triclorometano(37%)

Benceno(26%)
Tolueno (28%)

2-Nitrofenol (2%)
Nitrobenceno(2%)

Cloroaromáticos(16)

Bifenilos policlorados(7)

Esteresdel ácidoftálico (6)

Hidrocarburospolicíclicos aromáticos(16)

Nitrosaminasy otros compuestos(6)

Pentaclorofenol(7%)
Diclorobenceno(6%)

Aroclor 1254 (0.6%)
Aroclor 1242 (0.8%)

Bis-(2-etilhexil)ftalato(42%)
Di-n-butilftalato (19%)

Fenantreno!Antraceno(11%)
Pireno (8%)

Difenilnitrosamina (1%)

* La frecuenciade apariciónse realizó analizando

diferentes regionesindustriales.
2600 muestrasde aguasresidualesen

Se ha tratado de clasificar los compuestosde origen industrial que

resvítaban más nocivos para el medio ambiente evaluando su

biodegrabilidad,su frecuenciadeaparicióny su toxicidad . Así pues,sehan

llegadoa identificar unos 114 compuestosy 13 metalesenumeradosen una

lista de contaminantesrealizada por la EPA (Environmental Protection

Agency) en EstadosUnidos, cuyo resumenpuedeobservarseen la tabla 1

Leisingery Brunner,1988)
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La situación es aun más compleja si se tiene en cuenta que un

elevado número de compuestos,más de 50.000, se encuentrantodavía

pendientesde serclasificadosrespectoa su toxicidad e impactoambiental.

Esta cifra se vería incrementadasi tenemos en cuenta que muchos

compuestosquímicos, una vez depositadosen el medio ambiente, se

encuentran sujetos a reaccionesbiológicas o químicas que originan

estructurasadicionales,las cualespuedensermás tóxicasque el compuesto

progenitor.

La biotecnologiapuedeayudara aliviar esta situaciónmedianteel

desarrollode técnicasbiológicaspara reciclar, desintoxicaro mineralizar

aquelloscompuestosque por su persistenciapuedanalterar el equilibrio

ecológicode la naturaleza.Paraprogresaren el desarrollode estastécnicas

primeramentees necesarioidentificar los compuestosque resisten los

actualessistemasbiológicos de tratamientode residuos,y posteriormente

proponer nuevos mecanismosde biodegradaciónbasadosen un mejor

conocimientode su estructuraquímica.Así mismo, se debenconocerlas

rutasdegradativasexistentesen los diferentesmicroorganismosconocidos

y los sucesivospasospor los que el compuestoinicial setransformaen los

productosfinales.

Los procesosbiológicos paraeliminar compuestospersistentesen el

medio ambiente son más utilizados que los físico-quimicos, ya que

consumenmenos energía,ofrecen posibilidadesde reciclaje y son más

específicos.Las cepasmicrobianasque se eligen parala investigaciónson

aquellasque poseenaltos nivelesde degradacióny un amplio espectro

metabólico. Para su aislamientose siguen los siguientesprocedimientos

alternativos, a) Enriquecimiento de los microorganismos “in situ”.

b)Enriquecimientoen la naturalezacon posterior mutación y selecciónen

el laboratorio. c) Aplicación de las técnicasde DNA recombinante“in

vivo . d) Aplicación de las técnicasde DNA recombinante“in vitro”
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Las cepasbacterianasasí transformadaspodíanutilizarse con fines

descontaminantes,aunqueal modificarsesu capacidadmetabólicaexisten

riesgosde no podercontrolarsu metabolismo.Es por ello, que la Comisión

de las ComunidadesEuropeasno permite, hastaahora,su utilización. Sin

embargo, sí se pueden identificar las enzimas claves de una ruta

degradativay si el producto de la reacciónque catalizan es de baja

toxicidad, dichas enzimas podrían usarse en depuración de aguas

residualeso bien directamentesobreel suelo. En estecasoes necesarioun

conocimiento profundo de los parámetrosimplicados en los procesos

degradativos como son concentraciónde compuestos,variación en el

crecimientode las bacterias,pH, presenciade iones metálicos,etc.

Por ello, los resultados de las investigaciones a nivel

microbiológico, bioquímico y genético de los microorganismosque

degradancompuestospersistentesen el medio ambienteno se aplican

todavía a escalaindustrial con la eficacia que se desearía.Esto abreun

campo muy amplio de investigación y en el que en su desarrollo y

aplicaciónse tienenfundadasesperanzasparaeliminar, o al menospaliar,

los gravesdefectosque la contaminaciónambientalestáproduciendoen la

salud de los hombresy los animales.
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2. DEGRADACION DE COMPUESTOSAROMATICOS.

Los compuestosaromáticosson compuestosorgánicos abundantes

en la Naturaleza.La mayoríasonproducidospor plantas,siendola lignina

el polímero predominantey que constituye uno de los compuestosque

interviene en el armazónde los tejidos vegetales.Por ello no ofrecen,a

priori, ningún problemapara el metabolismomicrobiano,ya que muchas

bacteriasdel suelo utilizan de forma natural compuestosaromáticospara

su crecimiento.La acción de estos microorganismos es muy importante

ya quepermiterecuperargrandescantidadesdecarbonosquede otraforma

quedaríanfueradel ciclo del carbono(aminoácidos,vitaminas,etc.).

Actualmente existen compuestosderivados de síntesisorgánicas

comopesticidas,herbicidasó residuosindustrialesque tienenen comúnla

presenciade un núcleobencénicoen su estructura.De esta maneranos

encontramoscon este tipo de compuestosentre los agentes tóxicos

medioambientalesmás habituales,como los arómaticospolicíclicos, o

entre los contaminantesmasNP~ como los bifenilos policlorados

(PCB~3. La razón por la que son resistentesa la biodegradaciónes la

presenciade sustituventesexternosen el nucleoarómatico.Estos grupos

predominantementeelectronegativos reducen la reactividad de la

estructuraresonantehaciael oxigeno e impiden, bien la activacióno bien

la rotura del anillo aromático,los dos pasosiniciales en el catabolismode

estetipo de compuestos.

En el estudio del catabolismo de compuestosaromáticos por

bacteriasesnecesarioconocerlos distintosprocesoso etapasmediantelos

cualesel compuestose incorporaal metabolismocelular y se transforma

en intermediarios de las rutas centrales.Ello implica un conocimiento

profundoa) del sistemade transportea travésde la membranaplasmática

b) del sistemade hidroxilación y escisión del anillo aromáticoc) de la ruta

seguidaen su transformacióny su relación con otras rutasmetabólicas y
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d) de los mecanismosde control de los procesosanteriores.

Con este fin vamos a describir a continuación las rutas más

importantesen la degradaciónde compuestosaromáticos.

2.1. RUTAS CATABOLICAS GENERALES

Entre los microorganismos capaces de crecer a expensasde

compuestosaromáticoscomo fuentede carbonoy energíase encuentran

muchasbacteriasaerobiasy anaerobiasfacultativas del suelo, algunas

levaduras y ciertos hongos. Todos estos organismos asimilan dichos

compuestosa través de vías catabólicasque convergenen las rutas

centralesdel metabolismo.

Existen dos tipos de procesosal inicio de las rutas degradativasen

condicionesaerobiasquesoncomunesa todoslos compuestosaromáticos:

-Hidroxilación del anillo aromático

-Escisión del anillo bencénico

En generalambostipos de reaccionesestáncatalizadaspor enzimas

que requieren oxígeno, muestranalta especificidadpor su sustratoy

reciben el nombre genérico de monooxigenasasó hidroxilasas y

dioxigenasas,respectivamente.La acción conjunta de las dos enzimas

origina la pérdida de aromaticidad del compuestoy hace posible la

posterior utilización del carbono contenido en su estructura cíclica

saturadamediantela intervención de otras enzimas.Generalmente,los

productosde rotura son metabolizadoshastacompuestosintermediarios

del ciclo de Krebs.

Una característicaesencialpara que un compuestoaromáticosea

escindidopor las dioxigenasases la presenciade, al menos,dos grupos

hidroxilo en posición orto ó para. Los organismosprocariotaspueden

metabolizaruna amplia variedad de compuestoaromáticosa través de
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rutas degradativasrelacionadaspor compuestosintermediarioscomunes.

Si tenemos en cuenta la posición de los, grupos hidroxilo de los

compuestos dihidroxilados más comúnmente utilizados, podemos

agrupar las rutas que convergenen el catecol y el ácido protocatéquico,y

las queconvergenen el ácidogentísico.

-Rutasdel catecol y del ácidoprotocatéquico.

El catecoly el ácido protocatéquico( ácido 3,4- dihidroxibenzoico)

son los compuestoscentralesen los queconvergenla mayoría de las rutas

degradativasde compuestosaromáticos que contienenun grupo OH en

posición orto. En las fig, 2 y 3 se indican algunoscompuestosaromáticos

metabolizadosa través de rutas que implican la formación de dichos

intermediarios( Stanier y Ornston,1973).
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Figura 2: Algunoscompuestosaromáticosmetabolizadosa travésdel ácidoprotocatéquico.
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Figura3: Algunoscompuestosaromáticosmetabolizadosa travésdel catecol.

Se conocen dos tipos de escisión para que estos compuestos

aromáticostransformensu estructuracerradaen abierta:la escisiónorto ó

la escisiónmcta.
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-Escisiónorto ó ruta del fl—cetoadipato:

la escislontiene lugar entre los carbonosque llevan los gruposOH

(intradiol); en el caso del catecol entre los carbonos 1 y 2 y en el del

protocatéquicoentre el 3 x 4. Los productos de la primera reacción

oxigenolíticasoncis,cis-muconatoy j3—carboxi-cis,cis-muconato,

KOO( A-’ OK

OK
ácido prot(xatequlc()

HOO( ,>- N:ooK

000K

frcarboxí-cís.cís-rnuconato

A- Oi-f

OH

catccolnc
A-’ ~

000K

cts, cís-muconato

000K KOOC

COOK
ktzkA-C=O

mucolactona y-carboxí mucolactona

6
3 Co,

(0014
ONN

y-cetoadipato enol-laciona

0 0

1 ~> acetíl-SCoA

fV-cetoadipato HSC ok

succínil CeA

succinato

Figura 4: Escisiónorto del ácido protocatéquicoy del catecol.Ruta del ji-cetoadipato. 1.

catecol l,2-d¡okigenasa;2. enzima lactonizantedel muconato;3. mucolactonaisomerasa;4.

protocatecato3,4-dioxigenasa;5. enzima lactonízante del IS—carboximuconato;6. ~‘-

carboximuconolactonadescarboxilasa;7. y-cetoadápatoenol-lactona hidrolasa; 8. ~i-

cetoadipatosuccinil-CeA transferasa;9. l~-cetoadípato-CoAtiolasa.
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respectivamente,los cuales se transforman por vías diferentes en el

primer intermediariocomún de la ruta: el 4-cetoadipatoenol-lactona(Fig.

4). A partir de estecompuestoseforma el ~-cetoadipato que finalmentese

degradaa succinatoy acetil-CoA. La convergenciadel catecoly del ácido

protocatéquicohaciael fl-cetoadipatomedianteestetipo de rotura ha sido

muy estudiadaen Pseudomonasputida por Ornstony Stanier(1966).

-Escisión nieta:

En 1959 Dagley y Stopher encontraronotro tipo de escisiónen

variasespeciesde Pseudomonas.Este tipo de rotura se producíaentreel

carbonoque lleva un gupoOH y el carbonoadyacente(extradiol).El catecol

se abre entre los carbonos 2 y 3 dando lugar al semialdehido 2-

hidroximuconico. En la mayoría de bacteriasque utilizan este tipo de

rotura el protocatéquicorompesu anillo entrelos carbonos4 y 5 mediante

la 4,5 protocatecuatodioxigenasaoriginando el aldehido 2-hidroxi-4-

carboximucónico.En estecaso no se origina ningún intermediariocomún

y las rutas se desarrollanindependientementepara formar piruvato y

acetilacetaldehidocomo productosfinales ( Fig. 5).

Se ha observadoen algunasespeciesdel géneroBacillus ( Crawford,

1975) que el ácido protocatéquicotambiénpuedeser escindidoentre los

carbonos2 y 3, de una manerasimilar al catecol,medianteuna rotura

oxidativa y una rápida decarboxilación del producto de rotura

obteniéndosesemialdehido2- hidroximucónico.

Entre estosintermediariosprincipales (catecoly protocatecuato)no

hay niguna conexión a no ser la formación posterior del p-cetoadipato

cuandose producela escisióntipo orto. SegúnPatel y Grant (1969), en el

estudiodel catabolismodel 4- HBA en Klebsiella aerogenes( Enterobacter

aerogenes)se producíauna decarboxilaciónno oxidativa que convertíael
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protocatecuatoen catecol.Esto constituyeuna excepciónsi consideramos

que en la mayoría de los microorganismosel benzoatoes convertido en

catecol y e] 4-HBA en protocatecuato.Esta hipótesisfue descartadapor

Doton y Ornston(1987), los cualesobservaronquemutantesdefectivosen

las enzimasde la ruta degradativadel catecolcrecíanperfectamenteen

ácidoprotocatéquico.
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Figura5: Escisiónnieta del ácido protocatéquicoy del catecol. 1. catecol2,3-dioxigenasa;

2. Semialdehido2- hídroximucónicohidrolasa;3. ácido 2-cetopent-4-enoichidrolasa;4. 4-

hidroxi-2-cetovaleratoaldolasa;5. protacatecato4,5-dioxigenasa;6. Semialdehido 2-

hidroxi-4-carboxtmucónicohidroLasa;7. ácido 2-ceto-4-carboxipent-4-enoicohidrolasa;8. 4-

hidroxi-4-carboxí-2-cetovaleratoaldolasa.
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FI modo deescisióndel 3,4 DHBA dependede la especiebacterianay

se puede considerarun caráctertaxonómico (Qrnston y Stanier, 1966). En

los tres tipos de rotura existentesparael 3,4 DHBA demuestraqueel punto

de rotura no solo está determinadopor la naturalezade química de los

sustituyentes,sino por una elecciónevolutiva entre varias posibilidades.

Así, sepuedeconsiderarque la distribuciónde las rutasdegradativasentre

las bacteriases muy variabley complicada.P. acidovoransy F. testosteronm

metabolizan el ácido protocatéquicomediante rotura mcta y el catecol

medianterotura orto. La rotura orto pareceserla predominanteentre las

pseudomonasfluorescentes,y la rotura nieta pareceadscrita a las no

fluorescentes:1’. testosteroniy 1”. acidovorans (Ornston y Stanier, 1966;

Wheelis y col., 1967 ). Aunque no es fácil que en una misma estirpe

bacteriana convergan ambos tipos de escisiones para un mismo

compuesto. En Pseudomonasputida (arvilla ) mt- 2 se observan

simultáneamente las roturas orto y mcta para el catecol en el

metabolismodel benzoato(Nakazaway Yokota, 1973).

-Ruta del ácidogentísico

El ácidogentísicoó ácido 2,5 dihidroxibenzoicotiene los dosgrupos

hidroxilo en posición para (Fig. 6) y la rotura se produceentreel carbono

que lleva el grupo carboxilo y el que lleva el hidroxilo (Cl y C2),
obteniéndosecomoproductosfinalespiruvato y fumarato.

OH
COO~~~ O~ H20 coai Q coo¡-ik) ¡

NADK NAD

OH

1 3

Figura 6: Reacciones de hidroxilación y escisión del anillo aromáticoen compuestos

metabolizadosa travésde intermediarioscon gruposhidroxilo en para. Si consideramosR1

-~ EL, el >n-hidroxibenzoato(1) sería un ejemplo que se metabolizariaa través del

gentisato(2), con posteriorescisióndel anillo aromático(3).

‘JI

2
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La ruta del ácido gentísico fue establecidapor primera vez en

Fseudomonasovalis ( Lack,1959 ) y confirmada para otras especiesy

compuestos(Wheelisy col.,1967;Jonesy col., 1990; Harpel y col., 1991). El

gentisatono es un metabolito secundariocomún tan frecuentecomo el

catecol ó el ácido protocatéquico,por lo que la información acercade las

rutas metábolicasen las queparticipaes menor. Sin embargo,seforma a

partir de varios compuestoscomo el antranilato, ~-naptol, 3- y 4-

hidroxibenzoato, salicilato, flavonones y disulfunato de naftaleno.

(Harayamay col., 1992).

Un compuestosimilar es el ácido homogentisico ó ácido 2,5

dihidroxifenilacético, en cuya ruta degradativase obtienen fumarato y

acetoacetatocomo productosfinales. Esta ruta es de especialinteréspor

degradarsea travésde ella la fenilalaninay la tirosina en distintasespecies

de Streptomyces( Pomettoy col., 1985 ), Nocardia ( Boer y col., 1988) ó K.

pneumoniae( Gibello, 1992). Fn estetipo de rutaslos precursoresdel ácido

homogentísicoson el 4dúdroxifenilacéticoen la degradaciónde la tirosina

y el fenilacetatoen la degradaciónde la fenilalanina.

Como hemosindicadocon anterioridad,la adición de sustituyentes

en el anillo bencénicodisminuye su degradabilidad.Las sustitux’entes

cloro y otros halogenadospresentangrandesproblemasa la hora de ser

degradadospor bacterias.Sin embargo, la producción de aromáticos

halógenos es cada vez mayor ( lubricantes, pesticidas, plásticos,

intermediarios de sintesis orgánicas....),y por ello cobran especial

importancia, las enzimasque eliminan los compuestoshalogenadoscomo

las desfialogenasas.Además de estasenzimasalgunas hidroxilasascon

especificidadde sustratorelajadapuedenreconocercomo pseudosustratos

ciertoscompuestoshalogenados,comoen el casode la degradacióndel 3-

clorobenzoatoen Pseudomonassp. B 13, donde es transformadoa 3-

clorocatecol y la eliminación del cloro ocurre de manera espontánea.

(Dom y col., 1974). Otro tipo de reacciónque no implique la formaciónde
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un halocatecoles aquelladonde la eliminación del halógenoocurre antes

de la rotura del anillo aromático(Leisingery col., 1988).

2.2. DEGRADACION DE LOSACIDOS 3- y 4- HIDROXIBENZOICO

La Lignina, el polímeromásabundanteen la Naturalezadespuesde

la celulosa,es una fuente importantede compuestosaromáticosque se

encuentranen el medio ambiente.El ataquede este polímero para su

degradación es producido principalmente por hongos llamados

lignolíticos. Algunas especiesde Polyporus,Poria, Fornes y Trametesson

particularmenteefectivosen la despolimerizaciónde la lignina. Después

de la acción de estos organismos quedan libres los constituyentes

monoméricosde la lignina que son anillos aromáticos con diversos

sustituyenteslos cuales puedenposteriormenteser metabolizadospor

bacterias.Entrelos productosobtenidosde la degradaciónde la lignina de

hayas, pinos y abetos, en particular, se han identificado el ácido 4-

hidroxibenzoico ( 4-HBA), el 4-cumarato,el vanillato, el ferulato, el 4-

hidroxi 3-metoxifenilpiruvato y una serie de aldehidosentre los que

destacael coniferaldehido(Cain y col., 1968). Los hidroxibenzoatosy sus

análogosmetiladosó reducidos hansido encontradosen la mayoríade los

tejidos vegetales,y los másfrecuentesson concretamenteel 4-HBA, el 3,4-

dHBA y el vanillato.

Los productosde degradaciónde la lignina no sólo se encuentranen

bosquesy terrenoscon presenciade árbolesy vegetaciónsino en aguas

residualesde industriaspapeleraso de fabricaciónde mueblesde madera.

Cuandoel vertido de residuoses frecuentey numerosose produceun

acúmulo de materia órganica que los microorganismos no pueden

degradary los ciclos naturalesse desequilibran. Las industriaspapeleras

sonespecialmentecontaminantesy susaguasresidualesrecibenel nombre

de lejías negras.Sonaguas altamenteconcentradasque provienende la
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etapade digestiónalcalina del procesode producciónde pulpade papely

presentanun alto contenido en compuestosorgánicoscomo la lignina,

compuestosfenólicos,ácidosorgánicosy distintos minerales( Vida1 y col.,

1992).

Al igual que existeuna decoloracióndel efluentede las industrias

donde se produce papel, los efluentesresultantesde la depuraciónde

vinazasde azucarera, en procesosde producciónde alcoholes,ó las aguas

residualesde las almazaras(alpechines)tambiénpresentanuna coloración

típicadebidoa la presenciade derivadosaromáticosen las aguasde vertido

(GonzálezBenito y col., Madrid y col., 1992). En el casode los alpechinesla

presenciaen ácidosfenólicos en las aguas es enormey se ha logrado in

vitro la eliminación de los ácidos4-hidroxifenilacético,vanlllico, cafeicoy

siringico por una cepade Phanerochaeteflav ido alba., pertenecientea los

hongosde la podredumbreblancade la madera.

Si bien Los estudiosde la degradaciónde la lignina sehan dirigido

pricipalmenteal estudiode hongoscon un mayor potencial lignolítico, se

hacenecesarioestudiar tambiénlas bacteriascon capacidaddegradativa

paraaquelloscompuestosderivadosde la lisis fúngica. De estamanera,se

podría combinar la acción de hongosy bacterias en los tratamientosde

depuraciónde las aguas anteriormentecitadascon el fin de aumentar

notablementesu biodegradabilidad.

El 4- 1-IBA , al serun producto de síntesisnatural es utilizado por

variasestirpesbacterianasdel suelocomofuentede carbonoy energía.Sin

embargo,los compuestosaromáticoscon gruposhidroxilo en posición C

3, como es el casodel 3-HBA, son utilizados menosfrecuentementepor

los microorganismosdel suelo.

Existenpocosdatosacercade la degradacióndel 3-HBA enbacterias.

Se ha encontradocomo uno de Jos productosde la degradaciónde la
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lignina, y se cree que participa como intermediario en varias rutas

metabólicas degradativas.Una de ellas es la transformación del 3-

metoxibenzoatopor Pseudomonas acruginosaen 3- HBA queaparecepor

una hidroxilación dependientede NADPH con la eliminación del grupo

metilo ( Ribbons y col., 1970). Este tipo de reaccionesson interesantes

porque muchos contaminantescontienenradicalesmetoxilos ( CH3-O-

en su estructuraquímica.

En condiciones aerobias, el 4-HBA se transforma en ácido

protocatéquicoen prácticamentetodas las bacteriasestudiadas,aunque

existenalgunasespeciesque lo transformanen 2,4-DHBA. Sin embargo

para la degradacióndel 3-HBA existen dos rutas descritas que se

manifiestancon similar frecuencia:la del ácido gentisico y la del ácido

protocatéquico,y existe una transformaciónmenos frecuente en 2,3

DHBA.

En el metabolismodel benzoatoy de benzoatosmonohidroxilados

en .Amycolatopsisy Streptomycesspp. se observa que el benzoatose

degradavía catecol,el 3-1-IBA puedetransformarseen 3,4-DHBA ó 2,5-

DI-IBA, el 4-HBA en 3,4-DHBA y el 2-HBA en 2,5-DHBA ó catecol( Grund

y col.,1990).

En Pseudomonastestosteroní 3 y 4-HBA sedegradana travésdel

mismo intermediario, el ácido protocatéquico, que se rompe entre los

carbonos 4 y 5 por acción de la protocatecuato4,5 dioxigenasa(rotura

nieta). Pseudomonasacidovorausdegradael 4-HBA por la misma vía y

con el mismo tipo de escisiónque Ps. testosteroní,pero metabolizael 3-

1-IBA a través del ácido gentísico por acción de la gentisatooxigenasa

(Wheelis y col., 1967; Harpel y col. 1990)

El 4-HBA es tambien un intermediario de numerosas rutas

bioquímicasen la degradaciónde diversoscompuestosaromáticos. En
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Pseudomonas,el benzoato se transforma en catecol mediante una

descarboxilación, pero en Trichosporeum cutaneuni se produce la

conversión del benzoatoen 4-HBA y Ja transformaciónen 3,4-DHBA

Andersony col., 1980).

Es interesantela formaciónde hidroxiquinol a partir de 4 HBA que

seproducepor descarboxilaciónoxidativa del 3,4-DHBA en Rhodotorula

rubra. El hidroxiquinol se transforma en 3-hidroximuconato y

posteriormenteen p-cetoadipato.El 3,4-DHBA en estemismo organismo,

ademásde transformarseen hidroxiquimol por acción 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-

hidroximuconatoy 3-carboximuconatoson degradadoshastasuccinatoy

acetilCoA vía j3—cetoadipato(Wright y col., 1991).

Este compuestocon tresgruposhidroxilo, también se detectaen la

degradacióndel benzoatoen T. cutaneurny seforma por descarboxilación

oxidativa tanto del 3,4-DHBA comodel 2,5-DHBA (Andersony col., 1980).

Esto recuerdaa la ideade Grant y Patel (1969) queproponían la existencia

de descarboxilasasconstitutivaspara el gentisato,protocatecuatoy ácido

gallico ( 3,4,5 -trihidroxibenzoato)en cultivos de K. acrogenescon 4-RFA

comoúnica fuentede carbono.

El estudio de la degradaciónde compuestoshalogenadospor su

caráctercontaminantey tóxico tiene una importancia especial.El 4-

clorobenzoato(4-CBA) se transforma en 4-HBA por un proceso de

deshalogenación¡ hidroxilación en especiescomo Alcaligenes denitrificans

(van den Tweel y col., 1986),Artrobacter sp. ( Marks y col., 1984; Muller y

col., 1988) ó Coryneform bacterium NTB-1 (Croenewegeny col., 1990). En

Pseudornonas sp. cepa CBS-3 se ha caracterizadoy donado una

deshalogenasacapazde transformarel 4-clorobenzoatoen 4-HBA y se ha
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comprobadoque se trata de un complejo enzimático formado por tres

proteínascon tres funcionesdistintas : la 4-CBA-CoA ligasa,la 4-CBA-CoA

deshalogenasay la 4-HBA-CoA tioesterasa(Thieley col, 1987; Changy col.,

1992; Babbit y col., 1992). Un dato interesanteesqueel oxigeno utilizado en

el procesode hidroxilación/deshalogenaciónesobtenidodel aguay no del

02, porello esta reacciónpuedetenerlugar a concentracionesbajasde02.

En todos los casosel 4-HBA es posteriormenteconvertido en 3,4 dHBA y

metabolizadomedianteescisiónorto a travésdel 13-cetoadipato.

Los microorganismos pueden también utilizar aceptores de

electronesinorgánicos( NO3 -, 5042-, ó CO2 ) y porello tienenla capacidad

de metabolizarciertossustratosenausenciade02 . Estoocurreenbacterias

con un metabolismodependientede la luz (fotometabolismo),como las

que tienen respiración con nitrato y las metanogénicas( Evans, 1977).

Existe una ampliagamade compuestosaromáticosquepuedendegradarse

en anaerobiosis,formando tambienun importanteeslabónen el ciclo del

carbono. Rhodopseudornonaspalustris y R. gelatinosa son bacterias

fotosintéticascapacesde metabolizarbenzoato,3- y 4- hidroxibenzoato.

Entre las bacterias desnitrificantes PseudornonasPN-l y MoraxeUaspp. son

capacesde crecer a expensasde benzoato, hidroxibenzoatosV ácido

protocatéquico.Tambiénhay entre las bacteriasreductorasde nitrato dos

especies que pueden utilizar benzoato e hidroxibenzoatos como

Desulfovibrio y Desulfococcusspp. El grupode bacteriasque transforman

una mayor variedad de compuestosaromáticosson las metanogénicas,

que puedencreceren benzoatos,tirosina, tolueno, clorobencenos,fenoles,

catecol,etc. (Evansy Fuchs,1988).

Los fenolesse metabolizanen anaerobiosispor un númeroelevado

de bacteriasdesnitrificantes,sulfato-reductorasy metanogénicas,y es

curioso observar que los ácidos benzoicos se encuentran como

intermediariosen estastransformaciones( Londry y col., 1992). El 4- HiBA

aparececomo intermediario en la degradaciónanaerobiadel fenol a
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benzoatopor un conjuntoó consorciode bacteriasmetanogénicas,lo que

constituyeun procesode para-carboxilación(SharakGenthnery col., 1991).

Este mismotipo de reacciónse observaen Delsulfobacteriurn phenol¡cum,

bacteriasulfatoreductoraquemetabolizafenol, 4-UBA y otros compuestos

aromáticoscomo la anilina ( Bak y Widdel, 1986) y en bacteriasreductoras

de nitrato, como PseudomonasPN-1 (Tschech y Fuchs, 1989) En la

degradaciónanaerobia del p-cresol por una cepa identificada como

Achromobacter sp. se detectaron como intermediarios 4-hidroxi

benzilalcohol, 4-hidroxi benzilaldehido y 4-HBA, lo que indica una

oxidación progresiva del grupo metilo a grupo ácido por acción de un

flavocitocromo(Hoppery col., 1991).

También Rhodopseudomonas palustris que presenta un

metabolismofotosintético es capazde degradarel 4—HBA en condiciones

anaerobiasmediante activación y rotura del anillo aromático por un

mecanismodistinto al queseproduceen condicionesaerobiasy distinto al

de para-carboxilación.En estecaso, el anillo se activa por acción de la 4-

hidroxibenzoato-CoA ligasa formándose el derivado CoA tioester

N4erkely col., 1989).

2.3. SISTEMAS DE TRANSPORTE.

Para que un compuestopueda ser utilizado como nutriente y

degradadoa través de una ruta catabólica es necesanoque exista un

mecanismode introducción en el interior de la célula bacteriana. El

transportede moléculasa travésde membranasbiológicaspuedeocurrir

mediante tres procesosdiferentes: difusión simple, difusión facilitada

por una proteína transportadoray transporteactivo. Hay un cuarto

sistema que estáreservadocasi exclusivamentea los carbohidratos y quese

denominasistemaPTS(sitemafosfotransferásico)(Fig. 7).
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El transporte activo se realiza en contra del gradiente de

concentración con intervención de una proteína transportadora

(permeasa)integradaen membrana,que presentaespedficidadde sustrato

x’ es capazde introducir en la célulacompuestosquese encuentranen el

entornonaturala bajaconcentración.Por estarazón estetipo de transporte

no ocurrede maneraespontánea,sino queseencuentraacopladoal estado

energéticode la célula.

pEp

Difusión facilitada

Glicerol

Transpone
oUitTUOSmóticO

Lactosa
ProLina
Melobiosa

Transportedependientede
de la unión a Droteinas

Histidina
Maltosa
Arabinosa
Rl hosa
Galactosa

Translocaciónde ~ruoo

Azúcares VIS
CadenaLargade los ae. grasos4
PurinasCfl
Pirim.idinas (7)

Figura 7: Posibles modelosde los sistemasde transportea través de la membrana

citoplasmática.La difusión facilitada y los sistemasde transportedirigidos por iones

requierenla expresión54510 de un gen. mientrasqueel transportedependientede la unión de

proteínasy los sistemasPTS ó detransiocacióndegrupo requierenvanosproductosgénicos.

En la difusión facilitadael sustratoentray salede la célula a travésde un poro específico.

Los sistemasde transporteactivosrequierenuna unión entreel sustratoy proteínasde

membranaestandoacopladosa la fuentede energíaapropiada.(a) Cambioconformacional

en las proteínastransportadorasy entradadel sustratoen el interior de La célula(tú.

a) 2s
Eoeríor

tú

1 nterior

e
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El mecanismode transporteen los sistemasactivos puedeo no

implicar una transformacióndel sustrato. AsÉ en el sistema PTS existe

una translocacióndel grupo fosfotransferasay el sustratotransportadose

modifica. En el transportede azúcaresen E. cotí, el procesoestáacopladoa

la transformacióndel fosfoenolpiruvatoen piruvato. En el resto de los

sistemasde transportebacterianosgeneralmenteno se llevan a cabo

procesosque modifiquenel sustrato.Existe un estadodealta afinidad por

el sustrato en el que la permeasaseorienta hacia el exterior de la célula

formándose el complejo permeasa-sustrato.A expensasde energía

metabólica de origen diverso el complejo es modificado, con lo que la

permeasase orienta hacia el interior, pierde afinidad por el sustratoy se

disociael complejo, liberándoseel sustratoqueha sido transportado(Fig 7)

Los gradientesiónicosy las diferenciasde potenciala través de la

membranaplásmáticaproporcionana la célulauna fuentede energíapara

que puedanrealizarselos procesosde transporteactivo. En bacterias,esta

energía se obtiene por hidrólisis de ATP ó por la fuerza protomotriz

generadaen la cadenade transporteelectrónico. La fuerzaprotomotriz

Ap) está compuestapor dos componentes:el potencialde membrana

(A ‘1’) y el gradientede pH (A pH), los cualesestánrelacionadospor la

siguiente expresión:

A p A’I’ -Z. ApH, dondeZ esigual a 2,303RT/F (59a 250C), y convierteel

término logarítmicode concentraciónen mV.

1.~os ácidos y basesdébilescon característicaspolaresbajaspueden

atravesar la membrana con relativa facilidad distribuyéndosede tal

maneraque el conjunto de moléculasno polaresseaigual a amboslados

de la membrana, y siendo la concentraciónde las distintas especies

moleculares(cargadasy no cargadas)a cadalado función del gradientede

pl-l ( Kihara y col., 1981). En este aspectoes necesarioindicar que los

sistemasde transportede compuestoscargadoshan sido ampliamente
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estudiadosen variasespeciesprocariotasy eucariotas.

Sin embargo, existe poca información acerca del sistema de

transportede compuestosaromáticosen bacteriasy en ocasiones,cuando

se desconoceel mecanismo,se consideraque tiene lugar por difusión

pasivaó facilitada. Los sistemasmejor estudiadosson los del transportede

aminoácidosaromáticosen E. cok K 12 ( Brown,1971;Whipp , 1980)y de

ácidoscarboxílicosaromáticosen Rhodopseudornonasy Pseudomonas

spp.(Meaghery col., 1972; Thayery col., 1976;Merkel y col., 1989).

Los mecanismosde transporteespecíficosdel benzoatoy su posible

precursor, el mandelatofueron estudiadadosen Pseudomonas putida

por Higgins y col. (1972) y Thayery col. (1982)y en Bacterium NCIB 8250

por Cook y col. <1972). Estos investigadorespropusieronun sistemade

transporte inducible parael mandelatoen ambostipos debacterias,a bajas

concentracionesde mandelatoextracelular y con la implicación de la

síntesisde un factor para el transporteactivo de este compuesto.Esta

hipótesis seconstrastacon la propuestapor Hegeman(1966) en la que el

mandelatoentraría en P. putida por difusión pasiva.Hegeman,detectó

transporteen células inducidasy no inducidasy no se observóninguna

acumulacióncelular interna del mandelato.

El transportedel benzoatoen Bacterium NCIB 8250 pareceocurrir

por una difusión facilitada, sin evidencias claras de un transporte

dependientede energía.Un sistemade transportesimilar sería el que

seguiría este compuesto en Rhodopseudomonaspalustris, que en

condicionesanaerobiasse transformaríarapidamenteen benzoil CoA tras

haber atravesadola membranapor difusión simple o facilitada, con un

sitemade transporteque no se veríaafectadopor variacionesde pH en la

membrana externa (Harwood y col., 1986). Sin embargo, estudios

realizados en Pseudomonasputida ponen de manifiesto un sistema de

transporteactivo parael benzoato,cuya energíaseobtendríadel potencial
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de membranay no por acoplamientoa la hidrólisis de ATP. Este sistema

estaríacontroladopor e] gen beni”, cuya mutaciónreducela capacidadde

transportarbenzoato,perono mandelato(Thayery col, 1982)

La primera referencia de un sistema de transportealtamente

específicoy acopladoa la fuerzaprotomotriz la encontramosen el estudio

del transporte de un ácido haloaromático, el 4-clorobenzoato,en

Coryneforrn bacterium NTB-1. Experimentos realizados con distintos

inhibidores de la cadenarespiratoriae ionóforos queanulan los gradientes

de pH ponen de manifiesto un mecanismo simport’ de protonesque

permitiría el transportedel 4-clorobenzoatoen contrade su gradientede

concentración ( Groenewegeny col., 1990). El 4- hidroxibenzoatoformado

a partir del 4-clorobenzoatono esun sustratoparala permeasaresponsable

de transportarel halobenzoato.Estedato y el hecho de que C. bacterium

sea capaz de utilizar 4-HBA como única fuente de carbono y energía

sugieren la existencia de un sistema de transporte diferente para este

compuestoen células NTB-1.

Un estudiomuy interesanparaconocerel mecanismode transporte

del ~-cetoadipato en Pseudomonasputida esel realizadopor Omstony col.

(1976) . Estos investigadorescomprobaronla existenciade un sistemade

transporteinducible bajo condicionesfisiológicasnormalesy dependiente

de energía. El p—cetoadipatoes intermediario de numerosas rutas

degradativas,y la existenciade un sistemade transporteinducible indica

su papel como nutriente selectivo y como sustrato de crecimiento

potencial en el entorno natural. Por ello parece jugar un papel

determinanteen la evolución de mecanismosde inducción característicos

de las pseudomonasfluorescentes, y por extensión podría ser

determinante en otras especies,como por ejemplo en los géneros

Acinetobacter.ó Klebsiella.
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Entre las característicasnutritivas de las bacteriasmóviles, nos

encontramoscon la posibilidadde producir respuestasquimiotácticasante

las variacionesde concentraciónde compuestosquímicosen el medio en

el que se encuentran.Este tipo de respuestasestáestudiadointensamente

en bacterias entéricas,como E. coli y Salmonetiaspp. que responden

positivamente hacia distintos azúcares(Adíer y col., 1973)y aminoácidos

(Mesibov y col., 1972; ). En contraste, Pseudomonasspp. se encuentran

atraídashaciaácidosórganicosqueposteriormenteutilizan comosustratos

de crecimiento (Moulton y col., 1979; Harwood y col., 1984). Acidos

aromáticoscomo benzoato,4- HBA, mandelato,salicilato, m- o- y p-

toluato son quimioatraventes para Pseudomonas putida y

quimiorepelentespara E. cotí y Salinonella spp.

2.4. ENZIMAS IMPLICADAS EN LA DEGRADACION: HIDROXILASAS Y

DIOX.IG EN A SAS

Una vez que los compuestosaromáticoshan entradoen la célula

pueden ser utilizados como sustratospor las enzimas específicas,cuya

acción dependede la estructura química del compuesto y de las

propiedadesde las enzimas.Con ello se inicia una ruta catabólicaque

permite obtenerla energíay los intermediariosnecesariospara sintetizar

los componentescelulares y llevar a cabo las funciones fisiológicas

necesanas.

Los microorganismos,las plantasy los animalestienen el mismo

mecanismo de ataque para los compuestosorgánicos derivados del

benceno:la utilización del oxigeno molecularcomo activadorbiológico.

La inserciónde un átomode oxigenoen el sustratonecesitaenergíaquees

suministradapor el poder reductor de, principalmente dos cofactores

enzimáticos:el NADH ó el NADPH. Con estetipo de reaccionesredox las

estructurasestablese inertescomo las delbencenoy susderivadospueden



Introducción/ 27

serutilizadaspor las célulascomofuentesde carbonoy energía.

Además de su papel predominanteen el metabolismocelular de

organismosaerobioscomo aceptorde electronesen la cadenarespiratoria,

en las reaccionesde oxigenaciónanteriormenteindicadasse encuentra

una nueva y fundamentalfunción fisiológica del oxígeno. Este tipo de

reaccionesse definen por la oxidación de un compuestoorgánico ó

inorgánico a travésde la inserción directa de uno o dosátomos de oxígeno

procedentesdel 02 molecular.

Las enzimas encargadasde introducir el oxigeno molecular en

sustratos orgánicos recibieron el nombre genérico de oxigenasas,

diferenciándoselas que incorporan al sustrato los dos átomos de la

moléculade oxígeno,dioxigenasas,de las que incorporansólo un átomo

al sustratocon la conversiónsimultáneadel segundoátomo en agua,

monooxigenasas.Este último grupo de enzimas anteriormente se

denominaron hidroxilasas puesto que hidroxilaban compuestos y,

tambienoxigenasasde función mixta aludiendoa la incorporaciónde un

átomode la moléculade02 al sustrato.

Ambos tipos de oxigenasasrequierencofactoresque les permitan

reaccionarcon el oxígeno,y por ello poseenen su estructura un metalde

transición ó una molécula de flavina ó pteridina que interaccionacon el

02.. En estos procesosse generanformas altamentereactivas,como los

radicaleshidroxilo.

Las oxigenasasjueganun papelfundamentalen las rutas catabólicas

de los microorganismos iniciando la degradación de compuestos

aromáticosy también de hidrocarburos saturados.Por ello, han sido

extensivamenteestudiadas,y se han determinadosus mecanismosde

acción, especificidad y regulación. Estos estudios cobran notable

importancia en la aplicación de enzimasmicrobianasen biotecnología
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ambiental e industrial. Las oxigenasasen organismos superiores son

menos abundantes,pero no por ello menos importantes. En los

mamíferos se encuentran oxigenasas que están implicadas en la

hidroxilación de esteroides,en la síntesisde neurotransmisoresy en la

desintoxicaciónde sustanciasnocivas.

A medida que se desarrollannuevastécnicasde investigación,se

profundizaen el conocimientode estasenzimas.Los estudiosbioquímicos

y los físicos se combinancon técnicasde genéticamolecularpara llegar a

establecerlas posiblesrelaciones queexistenentrelas distintasoxigenasas

(1-larayamay col., 1992). Así, mediante la determinaciónde las secuencias

primarias de muchasoxigenasas se han podido establecerhomologíasy

clasificarlasen unaseriede familias de proteínas.Entre las proteínasde la

misma familia, las secuenciasde las regionesdondese localiza el sitio de

unión al cofactor se encuentranfuertementeconservadas.En aquellas

proteínasde distinta familia se han encontradohomologíaslocales en las

secuenciasde las regionesdondeseune el cofactor.

En los compuestosaromáticoslas monoxigenasasy las dioxigenasas

son las enzimas de mayor importancia por ser las enzimas clave que

inician el procesode degradaciónpara la utilización de los carbonos

contenidosen las estructurascíclicas insaturadasde los derivadosdel

benceno.

- Monooxigenasaso hidroxilasas

Las monooxigenasasson flavoproteinas por presentarun grupo

prostéticoFAD ensuestructuray sesubclasificanbasándoseenel donador

de electronesimplicado en la reaccióncatalítica.Si ellas mismassirvende

donadoresde electronesse denominan monoxigenasasinternas, y si

requierenun reductorexternocomoNADH o NADPH para su actividad

catalítica se denominanmonooxigenasasexternas.Se puederepresentar
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las reaccionesquecatalizande la siguienteforma esquemática:

Flavoproteinasmonooxigenasasinternas: XH2 + 02 ~ XO + H20

Flavoproteinasmonoxigenasasexternas:X + + DH2 -r XO + H20 + O

La mayoría de las flavoproteinas monoxigenasasexternasson de

origen bacteriano y pueden inducirse por el crecimiento de un

microorganismo en cultivos que contenganel sustratocomoúnica fuente

de carbono. En muchos casosel sustrato es un compuestoaromáticoy la

activación del núcleo bencénicomediantehidroxilación se lleva acabo por

este tipo de enzimas. La mayoría de las hidroxilasas introducen un grupo

OH en posiciónorto respectodel preexistenteen la estructura,comoen el

caso de la salicilato hidroxilasa (White-Stevensy Kamin, 1972 ) o la 4-

hidroxibenzoato hidroxilasa ( Howell y col., 1972) . También existen

enzimas que insertan el grupo OH en posición para como la 3-

hidroxibenzoato-6 hidroxilasa ( Groseclose y col., 1973). [>a 4-

hidroxifenilacetato1-l-iidroxilasade Pseudomonasacídovorans transforma

el ácido 4-hidroxifenilacético en homogentisato, desarrollando un

mecanismopeculiar en el quemoviliza el 01-1 insertadode la posiciónCd

a la (§2 ( Harelandy col., 1975). Si el compuestono está hidroxilado

puedenactuardos hidroxilasassecuencialmente.

La mayoría de las monooxigenasascatalizan reacciones de

monohidroxilación de fenolessustituido y constituyenun componente

enzimático sencillo. Sin embargo, también se encuentranentre las

monooxigenasascomponentesmultienzimáticos , como la fenol y la 4-

toluenomonooxigenasa(Nordlund y col., 1990;Whited y col., 1991)

Entre las flavoproteinashidroxilasas,existensubgrupos atendiendo

al tamañode sussubunidades.Las 4-HBA, 4-hidroxifenilacetatoy salicilato

hidroxilasas tienen alrededorde 45 kDa (Schreudery col.,1988; Raju y

col.,1988: You y col.,1990),mientrasque otras hidroxilasastienen un peso
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molecularentre60 y 80 kDa, como la fenol hidroxilasa ( Nurk y col.,1991),

la 2,4 diclorofenol hidroxilasa ( Perkins y col., 1990) ó la nitrofenol

hidroxilasa ( Zeyer y col., 1988) . Las 4-HBA, 4-hidroxifenilacetato3-,

salicilato y fenol hidroxilasas están incuidas dentro de un mismo

subgrupo tambiénpor sus mecanismosde reaccionsimilares.

La estructurade la p-hidroxibenzoatohidroxilasa está estudiada

ampliamente en Pseudomonasspp. En 2. fluorescens han sido

determinadassus estructurasprimaria y terciaria (Hofsteengey col, 1980;

Wierenga y col., 1982 ; Hofsteengey col., 1983; Weijer y col, 1983). A

temperaturaambientela enzimaes un dímerocon subunidadesidénticas,

aunque pueden existir formacionesde oligómeros más elevadas.El

monómero está formado por una cadena polipéptidica con 394

aminoácidosy existe una molécula de FAD unida al monómero. En

cuanto a su estructura tridimensional, cinco de las cisteinas no están

implicados en puentesdisulfuro y el centro activo estáformado por tres

tirosinas,unaargiina, una sernay una treonina(Wierengay col, 1982).

El mecanismode acción de la p-hidroxibenzoatohidroxilasa ha

sido caracterizado( Visser, 1983; Schereudery col.,1988; Entschy Ballou,

1989) y se ha denominadode sustituciónconcertada.El ciclo catalítico

ha sido determinadocon precisióny está esquematizadoen la fig. 8: En

primer lugar se forma un complejo formado por la 4-hidroxibenzoato

hidroxilasay sustrato(2), que sehaceternario al incorporarseel NADPH

(3). A continuación,el NADP es liberado y el FAD de la enzima es

reducido por NADPH a FADH2 (4), el cual reaccionarápidamentecon el

oxígeno (5) para formar el intermediarioflavín 4a-hidroxiperóxido.Esta

especieoxigenadaes muy reactivay reaccionarapidamentecon el 4-HBA

para formar ácido protocatéquicoy flavín 4a-hidróxido (6). El flavin 4a-

hidróxido esinestabley espontáneamentesedescomponeen aguay flavin

oxidado ( Schereudery col., 1988).Finalmenteel productode [a reacción,el

3,4-DHBA, seseparaquedandola flavoproteinaoxidaday preparadapara
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iniciar un nuevociclo catalítico (1).

3,4-DHBA (1)
pOHB-FAD 4-HBA

(6) pOHB-FAD-3 4-DI-ISA 4-HRA-FAD-pCHB (2)

H20 NADPH+H

(5) 4-HSA-FADH2-02-pOHS 4-HBA-FAD-pOHS-NADPH (3)

4-HRA-EADH2-pOHR NADV

(4)

Figura 8: Esquemadel mecanismode acciónde la 4-HBA hidroxilasa (pOHiB-FAD)

La salicilato hidroxilasa que cataliza la descarboxilaciónoxidativa

del 2-hidroxibenzoatoes codificadapor el gen nahGdel plásmido NAH7

de Pseudomonasputida y presentaun 25% de homologíacon la 4-HBA

hidroxilasa de Ps. fluorescens(You y col., 1991), siendo la zona más

conservadala región de unión al cofactor. Estoparecesugerirque ambos

tipos de enzimastienen un origen común.Otras enzimascomo la 2,4 -

diclorofenol hidroxilasa, que presentaun tamaño tan diferente a la

salicilato y 4-HEA hidroxilasa parece que han tenido una evolución

divergente,hechoque ratifica la ausenciade similitud entreestaenzimay

la 4-HBA hidroxilasa(Perkinsy col., 1990)

La mayoríade las hidroxilasascatalizaninsercionesenorto respecto

del grupo hidroxilo preexistente,sin embargola 3-HBA 6-hidroxilasa
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cataliza una para hidroxilación. Esta enzima ha sido aislada de

Eseudomonasacruginosa ( Groseclosey col., 1973), Pseudomonascepacia

(Wang y col., 1987) y Micrococcussp. ( Rajasekharany col, 1990) estando

formadaen todos los casospor monómerosde 85 kDa, 44kDa, y 70 kDa

respectivamente.

- Dioxigenasas

Como hemos mencionado anteriormente, las dioxigenasas

catalizanla inserciónde dos átomosde 0 2 en el sustratocon posterior

escisión del anillo aromático. Estas enzimas generalmente llevan un

metal en su estructuraquesueleser Fe (II) ó Fe (111). Se puedendistinguir

dos clases de dioxigenasasen cuanto su modo de escindir el anillo

aromático: a) Dioxigenasasque requieren NADH ó NADPH como

donantesde electronesy b) dioxigenasasque no necesitanreductorexterno

(Fig. 9)

Aunque las dioxigenasasgeneralmenteactuan sobre compuestos

hidroxilados existendioxigenasasque hidroxilan doblementeel sustrato

como ocurre en el metabolismode productos tan persistentescomo el

benceno,tolueno, etilbencenoy naftaleno( Dagley, 1975).A partir de estos

compuestosseformancis-dioles,comoel catecol.
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a)

GOOH

Kw
b)

OH

+ 0~ + NADH ±iC—~-

GOOHF’Ñ OH

+ 0= ~

OH

~ 001-1

+ 0~ ~ CHO

con

GOOH Rotura intradiol

Rotura extradiol

Figura 9: Mecanismosde escisión catalizadospor dioxigenasas.a) Dioxigenasasque

requierenÑADH o NADPH.b) Dioxigenasasqueno requierenreductorexterno.

[odas las dioxigenasasque hidroxilan anillos aromáticospero sin

escisiónestáncompuestaspor una o dossubunidadesasociadasformando

una configuración ct~. o (cx~)~ y poseencofactorescomunes,un centrocon

hierro y sulfuro [2Fe-25], llamado Rieske y un hierro no hemo

mononuclearFe (II), ambosasociadoscon la subunidada en las enzimas

tipo (aj3)~. La 4-cloro fenilacetatode PseudomonasCBS tiene configuración

a3 , con subunidadesde 50 kDa y el cofactor no tiene hierro sólo está

formado por el centro tipo Rieske (Markus y col., 1986). La benceno1,2

dioxigenasade Pseudornonasputida (Irie y col., 1987)estáformadapordos

subunidades,de 50 y 20 kDa,y presentalos doscofactoresensuestructura.

Las subunidadesa sonsimilaresen todas las enzimasestudiadas,incluso

en el peso molecular, al igual que las subunidadesI~• De hecho, una

comparaciónde secuenciasde aminoácidossugierenque las subunidades

+ NAD

OH

1~~~

a de las benzoato, toluato, benceno,tolueno y naftalenooxigenasas
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derivan de un antecesorcomún, y las ~ de otro distinto pero común a

todas(Neidle y col, 1991).

Los sustratosde reacciónde las dioxigenasasque escindenel anillo

aromáticoson compuestoscon al menosdosguposOH. Si los dos grupos

hidroxilo estánen posición orto, la rotura puedeser intradiol o extradiol.

Si los grupos estánen posición para, como es el casodel gentisatoy el

homogentisato,la rotura apareceentre el grupo carboxilo ó acetilo y el

grupoOH adyacente.

La primera dioxigenasade la que se obtuvo su estructuraprimaria

fue de la catecol 2,3 dioxigenasade Pseudomonasputída mt-2 que está

codificada por el gen xylE del plásmido TOL ( Nakai y col., 1983). Esta

enzimaperteneceal grupode las queescindenextradiolesy estáformada

por cuatro subunidadesidénticas de 32 kDa y contieneun ión Fe (II)

esencialcatalíticamenteen cadasubnidad.El productode reacciónes el

semialdehido2- hidroximucónicoque es de color amarillo; debidoa esta

característicael gen estructural xylE puede utilizarse para conocer su

expresiónen experimentosde biología molecular.

En cuantoa las relacionesentre las dioxigenasasde estegrupo, se

han comparadolas secuenciasde aminoácidosde cuatro catecol 2,3-

dioxigenasas, una 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenasa y tres 2,3-

dihidroxibifenil dioxigenasa, de Pseudornonas,y se ha observadoque

pertenecena la misma superfamilia(Harayamay col., 1989). Sin embargo,

la catecol 2,3 dioxigenasade Alcaligenes eutrophus no presentaninguna

similitud con estafamilia ( Kabischy col., 1990), por lo que sepiensaque

las catecol 2,3 dioxigenasastienen dos orígenesdiferentes. Así mismo,

entreestaenzimay la subunidad~ de la 4,5 protocatecatodioxigenasade

Fseudomonaspaucimobilis existeuna cierta similitud ( Noda y col., 1990).
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A diferencia de las enzimasque realizan escisión extradiol y que

tienen Fe (II), las que rompenintradioles,como la catecol1,2 dioxigenasay

la protocatecuato3,4 dioxigenasacontienencomo grupo próstéticoun no

hemo, de hierro Fe(JII). Las estructurasde estasenzimas son variables,

pueden presentar dos subunidades diferentes, Iap-Fe3i~, ó ser un

polipéptido sencillo, [a—Ee3--]~. La 3,4 protocatecatodioxigenasade

Acinetobactt’r calcoaceticusestá compuestapor subunidadesdiferentes de

23 y 27 k[)a, mientras que la catecol 1,2 dioxigenasade Pseudornouas

arnillo aparecefrecuentementecompuestapor un tipo de subunidadde

30 kDa, ó 32 kW que se puedenasociarentresí. Existen homologíasentre

las subunidadesa y fi de estasdos enzimasen cuantoa su estructura

primaria, por lo que seha pensadoque procedende un antecesorcomún

(Harayamay col., 1992).

La gentisato1,2 dioxigenasa,queescindeel anillo aromáticoentreel

carbonoque lleva el grupocarboxilo y el que lleva el grupo hidroxilo, de

Pseudornonas acidovorausy Cornarnonas testosteroníestáformadapor 4

subunidadesde un polipéptidosencillo de 40 kDa: (aFe)4y contieneFe (II)

comocofactor(Harpely col., 1990).
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2.5. REGULACION Y ASPEXTOSGENETICOS

En el estudio de la degradaciónde compuestosaromáticosse ha

mencionadolas diferentesrutas catabólicasque puedenseguir los distintos

nutrientes, entre ellos el 3- y 4-hidroxibenzoato.También se ha hecho

referenciaa los sistemasde transportee hidroxilación del anillo aromático

como requisitos previos a la escisión del núcleo bencénico. En este

apartado se abordaráel estudio de los mecanismosreguladoresde la

expresiónde las distintasenzimasque intervienenen una ruta catabólica

y la organizaciónde los genesquelas codifican.

En el metabolismomicrobianoexistenenzimascatalíticasque sólo

se requieren bajo determinadascondiciones de crecimiento. Si un

microorganismodispone de los sustratos empleadosen condiciones

fisiológicas normales,esrazonablequeno sesintetizenotras enzimasque

son innecesariasparametabolizarestoscompuestos.Sin embargo,cuando

el nutriente que disponeel microorganismono es un fuentede carbono

habitual se induce la síntesis de enzima ó enzimas necesariaspara su

catabolismo.Estehecho estáde acuerdocon el principio de economíaque

rige todo mecanismovital y la existenciade un procesode regulaciónde la

síntesisde enzimas.

Fn el caso de las rutas degradativas, esta regulación ocurre

medianteprocesosde inducción. La inducción de las enzimascatabólicas

puede ser coordinada, donde todas las enzimas se encuentranbajo el

control de un inductor, ó secuencial,dondeexistenvarios inductores.En

la degradaciónde compuestosaromáticosel tipo de inducción suele ser

secuencial,de estamanera los microorganismoseconomizany sintetizan

sus enzimasde forma gradual.

Los genes de las enzimasinducibles que están coordinadasse
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encuentranadyacentesen el genomabacterianoy forman parte de una

unidad reguladora u operón con un promotor y un operador. En la

regulacion - operonescadauno reguladoporde tipo secuencialhay varios

su inductor correspondiente.

La inducciónde los operonespuedepresentardos tipos de control:

positivo y negativo. En el primer caso,el inicio de la transcripciónen el

promotornecesitade la presenciade unaproteínareguladoraactivadapor

el inductor. En el segundocaso, la proteínareguladoraactivadapor el

inductor, se une a un represorimpidiendoa éste bloquearel operador, lo

Cual permiteel inicio de la transcripcióna nivel del promotor.

- Organizacióngenética

Los genes que codifican las enzimas de las ruta catabólicasde

compuestosaromáticosse encuentranunasvecesen plásmidosnaturales

y otras formandopartedel cromosoma.La ruta del 13-cetoadipatoutilizada

en la degradacióndel catecoly protocatecuato,así como rutas superiores

asociadascon ella, estáncodificadasen el cromosoma.Sin embargo,las

enzimasde las rutas con escisionestipo tneta suelenestarcodificadasen

plásmidos(Harayamay Timmis, 1992). Tambiénseencuentrancodificadas

en plásmidosrutasde compuestoshaloaromáticoscomoel 3-clorocatecolo

el 2,4- diclorofenoxiacetato

las rutas queprimero seanalizarongenéticamentefueron aquellas

cuyosgenesse encontrabanen plásmidospor la facilidad de manejo de

estos elementos frente al DNA cromosómico. Así, la ruta para la

degradaciónde tolueno/xileno ha sido exhaustivamenteestudiada.Esta

ruta estácodificada en Pseudomonasputida por el plásmido TOL pWWO

y los genesestructuralesse encuentranorganizadosen dos operones.Un

operónxyl CMABN codifica las enzimasresponsablesde la oxidacióndel

tolueno/xileno a benzoato/toluato, mientras que el otro operón
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xyIXYZLTEGFJQKIH codifica las enzimas responsables de la

transformación del benzoato/toluatoen intermediariosdel ciclo de Krebs.

Estos operonescatabólicosestánreguladospor los productosde los genes

xylSy xylR. ( Fig. 10)

Se ha estudiadotambiénla organizaciónde los genes nah en el

plásmido \AH7 que codifica las enzimas necesariaspara la completa

degradacióndel naftalenovía escisiónmetadel catecol(Kurkela y col.,1988)

y la organizacióndel operóntodresponsablede la oxidación del tolueno

vía escisiónmeto del 3- metilcatecolcon localizacióncromosóinica(Zylstra

y col.,1989). ( Fig. 10)
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Figura 10: Comparaciónde diferentesregulonesque codifican rutas de compuestos

aromáticosen diferentesmicroorganismos.El tamañode los genesvieneindicadoen la parte

superior y la dirección de la transcripciónestáindicada con flechas. Los genes¿at/ben

codifican el metabolismodel benzoatoen 4c¡netobactercah-oacetic¡¿s.Los genesxwl del

plásniídoTOL tienen 4 unidadestranscripcionales.Los genes¡¡ah del plásmido NAI-17

codifican para la degradacióndel naftalenoy salicilato,se agrupanen dos grandesclusters

conun genreguladortuilí R. Los genestod soncromosomalesy codifican para la degradación

del toluenoen Psestdo¡nonaspínida El. (vander \4eery col., 1992)
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pobA: p-hidrox¡benzoicohidroxilasa

¡‘¿¿¡A 6 ¡‘¿¿¡HG : protocatecato3,4-dioxigenasa(subunidadesa y ¡~
pcaB: y—carboximuconatocicloisomerasa

¡‘¿nC y -carboximuconolactonadescarboxilasa

j’taD x’ aiD: t3-cetoadipatoenol-lactonahidrolasa

¡‘tal1 ~‘ ¿al II: fl-cetoadipatosuccinil-CoA transferasa( subunidadesa y

pta E y ¿ni E: »-cetoadipil-CoA tiolasa.

be¡:A1K: benzoato1 ,2-diox¡genasa

benD: 1 ,2-dihidroxi-ciclohexa-3,5-dien-1 -carboxilato deshidrogenasa

¿atA: catecol 1,2-dioxigenasa

uit E: ciscis-muconatocicloisomerasa

al C: mucolactonaisomerasa
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Figura 11: Nomenclaturade los genesestructuralesde las enzimasimplicadas en la ruta

del fi-cetoadipato

En Acinetobacter calcoaceticuslos genespara la degradacióndel

benzoatoa travésde la escisiónortoestánlocalizadosen el cromosomaen

un fragmentode 15 Kb y organizadosen tresoperones( Fig. lO). El primer

operón constade los genesestructuralesbenABCD que transformanel

benzoatoen catecol(Fig.11) y existeuna ORF con función desconocida.El

siguienteoperónes el cat A, quecodifica parala catecol1,2 dioxigenasaque

transforma el catecol en cis,cis-muconatoy dos ORF funcionalmente

desconocidas. El tercer operón, cat BCEFD codifica las enzimasque

transformanel cis,cis-muconatoen los intermediariosdel ciclo de Krebs

vía 13-cetoadipato(Doten y col, 1987). El gen reguladorcat Nl se localiza

entre los operonescat A y cat BCEFD ( hg. lO) y ejerceun control negativo

cuyo efector escis,cis muconato.
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ca/A1 ca/fi ca/C cal! cal./ ca/E ca/O

liT
ca/R ca/fi ¿‘sIC

-lcinctabacter calcc’acet¡c¡¿s

Pse udomnotias puf ida

En P4eí¿dornonas putida la organizaciónes parecida y el gen

regulador catR se encuentra entre catÁ y catB, sin embargo en P.

aerug¡¡zosaexiste tambien un reguladorpositivo pero no se encuentra

entre estos dosoperones.El gen cat R esactivadopor cis,cis muconato.

cal,? ca/SC
e-—>

Pseudornonasp ruida

En la degradacióndel 4-HBA vía protocatecuato,los genes también

se encuentranen el cromosoma. En .4cinetobactercalcoaceticus están

asociadosformando dos operones,uno formado por el gen pobA, que

codifica la 4-HBA hidroxilasa,y otro el pcaEFDBCGHseparadounas5 kb

del anterior, que codifica el resto de las enzimasde la ruta (Hughesy col,

1988;Hartnett y col., 1990).

pca/JEDBC//G patA Hcinetobacter ealcoacetic¡¡s

La organizaciónde los genespca en Psetídonionas putida es

diferente,el pcaA constituyeun operón inducido porácido protocatéquico,

mientrasque el operónpcaBDCestáinducido por ~-cetoadipato.

mIl
peaN pcaBDC

Pseudomouaspulida

La comparacióndela estructurade genespca y cat sepuedeobservar

en la fig. 12. Los productosde estosgenescatalizanreaccionessimilaresy

las enzimas que catalizan la zona común de la degradacióndel ~3-

cetoadipatoes idéntica, mientrasque los otros genesestánordenadosen

orden inverso.
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¿AL4 M3 ~aw ~ _____________

Ni’ jxaF~x¿t~xaB ~d raC~raN ~=j

Figura 12: Comparaciónde los genes<¿it ~‘ paz en Acinetobacter ¿a/~o¿wetúus.Cuandoel

ordende estosgenes fue comparadose observó que estabanconectadosde una manera

sim; lar.

- Regulación del metabolismo degradativo

La regulaciónde las secuenciascatabólicasseejercepricipalmentea

través de un control transcripcional.En la mayoríade los casosel control

es positivo pero no todos los metabolitos de la ruta ó sus análogos

esructuralesson inductores.

Las enzimasde la ruta del ~-cetoadipato estáncontroladasde

maneradiferente en diferentes especies,si bien todos los mecanismos

implican una induccióncoordinadade las enzimascuandoel sustrato está

disponible en el medio. Fn Acinetobacter calcoaceticus el ácido

protocatéquicoinducelas enzimasexpresadaspor los genes pcaHC,pcaB,

pcaC,pcaD y pcalJ y el cis,cis muconatoinducelas enzimascodificadaspor

catA,catB, cat C, catD y cat[J, esdecirexistendos inductoresindependientes

paracadaramade la ruta (Harayamay Timmis, 1992)

Fn P putida la regulaciónesdiferente,el ácido protocatéquicosólo

puedeinducir la enzimacodificadaporpcaHGy el cis,cis-muconatoinduce

sólamentelas enzimasexpresadaspor catA y catB. Sin embargo,en este

casoes el frcetoadipatoel inductor generalde todaslas demásenzimas.

Esto tiene la ventaja de ser una regulaciónmás económicaque la de A.

calcoaceticus,aunqueello implique la expresiónde las enzimascodificadas

porpcaBy pca C cuandoseoxida el catecol.
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En otrasespeciescomo Nocardia opaca,el p-cetoadipatoesel único

inductorde todaslas enzimasde la degradacióndel ácidoprotacatéquicoy

catecolcon excepciónde las codificadaspor los genescabA y catB, cuyo

inductor es el cis,cis-muconato.En Alcaligenesspp. la regulación es

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

El operon benABCD de A. calcoacetícuses inducido por benzoato

aunqueel regulador aun rio ha sido caracterizado. El benzoato tambien

puede inducir operón cat A pero no el cat BCIFD. El cis,cis-muconato

puede inducir los dosoperones( Harayamay Timmis, 1992)

En el plásmidoTOL (pWWO) las proteínasreguladorasxyl R y w1 5

son las responsablesde la regulación de las oxidacionesdel xileno y

tolueno.X y1 5 interaccionacon el benzoatoó sus análogosy activan la

transcripcióndel operón .ryl XYZLTEGFJQKIH. Xi,’1 R interaccionacon el

tolueno ó bencilalcohol ó sus análogosactivando la transcripción del

operon xyl CMABN. El xylR en presenciade su efector tanbien puede

estimular indirectamente la expresióndel operon que regula el xyIS

mediantela activación de la transcripciónde xyIS. (Ramos y col., 1987;

Harayamay Timmis, 1992)

¡461
xy/CMASN xy/XYZL TECEJQK/H .ryIS xy/R

- e-->

2.6. ASPECTOSFISLOLOGICOS Y EVOLUTIVOS

Las bacterias y los hongos tienen un papel muy importante y

exclusivo en el medio ambientecomo agentesque mineralizan materia

órganicaa travésde complejasy especializadasrutasdegradativas.
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La diversidad de las rutas bioquímicas que un microorganismo

puedeseguir al cultivarseen diversoscompuestosaromáticosda una idea

de la versatilidadde estosseresvivos. Sin embargo,no se conocencon

exactitudlos mecanismospor los que un microorganismoelige una u otra

manerade escindirel núcleobencénico.La variedadde rutas bioquímicas

queexisteen bacteriasparaun mismocompuestoaromático,es indicativo

de que la selecciónnatural ha exploradoa travésde muchasposibilidades

químicas.Como ejemplo tenemosal benzoatoque puede seguir cuatro

rutas diferentes de degradación,entre las cualesla del catecol es con

muchola más utilizada entrelas bacteriasaerobias.La selecciónnaturalno

tiene soluciones ilimitadas sino que siempreopera sujeto a rigurosas

necesidadesquímicas.

La introducción de un compuestoorgánico nuevo en el medio

ambienteque potencialmentepuedaser usadocomo fuente <le carbonoy

energíamotiva una presiónselectivaque provocael origen de una nueva

ruta degradativa.Es decir, la selecciónnatural provocala producciónde

una enzima ó una secuenciade enzimas con nuevas actividades

catalíticas que permiten la conversión del compuestonuevo en un

intermediario metabolico celular. Existen principalmentedos formas de

expansióncatabólica de las rutas degradativas:expansiónhorizontal y

expansiónvertical.

La expansiónhorizontal consisteen un aumentodel número de

sustratosmetabolizadospor una ruta, que contengadiversosanálogos

estructuralesde un compuesto. Esto puede obtenerse bien mediante

mutacionesque contribuyan a aumentarel número de efectores ó de

sustratosreconocidospor la proteína reguladora ó por alguna de las

enzimas de la ruta, ó bien gracias a la incorporación de enzimas

isofuncionales,que permitan una ampliación del rango de compuestos

metabolizadosa travésde la rutaestudiada.
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La expansiónvertical se caracterizapor la aparición de nuevas

reacciones enzimáticas en una ruta ya existente, que confiera al

microorganismola capacidadde degradarnuevossustratos.Cuandono se

puedeconseguirla degradaciónde un compuestosaromáticopor alguno

de los mecanismoscitados anteriormente,el microorganismopuede

‘crear una ruta degradativanueva, medianteel ensamblajede reacciones

enzímáticaspertenecientesa rutas distintas.

En el planogenéticotodo estoimplica el desarrollode nuevosgenes

estructuralespor medio de modificacionesde los preexistentes,así comoel

desarrollode genesreguladoresque ejerzanun control adecuadosobrela

expresión de los genes estructurales.Los mecanismosde adaptación

genéticapuedenser de transferenciade DNA, mutación,recombinaciónó

transposicióny estosprocesosprovocanuna elevadadiversidadde DNA

en las bacteriasdel suelo (Torsvik y col., 1990). La transferenciagenética

entre los diferentesmicroorgamsmosno es un procesodifícil si tenemos

en cuentaque en el medio ambienteestánsometidos a interaccionesque

pueden provocar una conjugación, una transformación ó una

transducción,con la consiguientevariación de su materialgenético.Entre

los plásmidosNAH y TOL existenhomologíasen el DNA quepuedenser

debidosa cualquieraestosprocesos.

Las mutacionespuntuales pueden afectar a la especificidad de

sustratode una enzima. Por ejemplo, el reconocimientode una mayor

cantidad de sustratos de la catecol 2,3-dioxigenasacodificada por el

plásmido TOL se extiendehastael 4-etil catecolpor sustitucionessimples

de aminoácidos.Las posiblesrecombinacionesque puedenocurrir en el

DNA originan nuevosreagrupamientosó reasociacionesde los genes,

como ocurre entre Psezídomonasputida y Acinetobacter calcoaceticus al

analizarvarias rutas como la del ~-cetoadipato ( Harayama y Timmis,

1992). La duplicación tambienha sido consideradacomo un mecanismo

importantepara la evoluciónde microorganismos,y comoejemploestála
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existencia de tres isoenzimasdiferentesact. ctp y ~3j3de la 1,2-dioxigenasa

en Pseudomonas arvilla Cii (Nakai y col.,1990). En cuanto a las

transposicionesencontramoselementos transponiblesen el plásmido

TUL, comoel Tn 4653, del grupodel Tn 3.

El esquemageneralizadode escisionesorto, ineta y la convergencia

de las rutascatabólicashaciaunospocosmetabolitosintermediariosque se

produceen un amplia variedadde especiesmicrobianasy de compuestos

aromáticos,sugiereque los microorganismoshan extendido su rango de

sutratos como consecuenciade:

-Una evolución divergente,en la que ha ocurrido un fenómenode

selecciónde un númerolimitado de rutas degradativasentre las diferentes

especiesmicrobianas.Las comparacionesde secuenciasde aminoácidos

entre enzimasisofuncionalesde la ruta del ji-cetoadipatoen diferentes

microorganismos,ponede manifiestola evolución divergentede estaruta

(Ornston y Yeh, 1982).

-Una evolución convergente,en la se han desarrollado rutas

catabólicas similares en distintos microrganismo de una forma

independiente, debido a la utilización de un número limitado de

reaccionesquímicasdisponibles.

Por último, hay que teneren cuenta que la manipulacióngenética

de microorganismosparala obtenciónde rutascatabólicasque ayudena

descontaminarel medio ambiente, no representa cambios en las

característicasfundamentalesde estas especies, sólo supone una

aceleraciónde los procesosevolutivos. En algunoscasos,por ejemplo, la

expansióndel espectrode sustratosrequiereúnicamentela sustituciónde

un aminoácidoen una enzima. Por lo tanto, estas mutaciones pueden

ocurrir de forma natura], en unascondicionesambientalesque ejerzan

una presiónselectivasobreel microorgansimo( Ramosx Rojo, 1990).
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OBJETIVOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

los compuestos arómaticos pueden ser degradados por

determinadasbacteriasdel suelo impidiendo que resulten altamente

persistentesy alterenel equilibrio ecológicode la Naturaleza.Por ello, se

ha centradola atenciónen algunasespeciesbacterianasy algunoshongos

como posiblesagentesdescontaminantes.La mayoríade los estudiossobre

degradaciónde compuestosaromáticosha sido realizadaen bacteriasdel

géneroEseudomonas, por su extraordinaria capacidadde adaptacióna las

condicionesfisiológicas más diversas,tanto en cuantoa la utilización de

fuentesde carbonocomoa la toleranciade condicionesambientales.Más

recientementese ha estudiadola degradaciónde compuestosaromáticos

estudiadoen otros microorganismos:E. coli ( Coopery Skinner, 1980), K.

pneumoniae ( Fawcetty col., 1989; Martín y col., 1991) 6 Bacillus spp.(

(‘rawford, 1975).

R. pneurnoniaú es un bacteria gram negativa de la familia

Enterobacteriaceae,capsuladay anaerobiafacultativa que seencuentraen

el tracto gastrointestinaly en el suelo con cierta profusión, por lo que es

posibleutilizarla como descontaminanteambiental. ( Knitte y col., 1977).

Su principal interésresideen la capacidadparafijar nitrógeno,por lo que

ha sido muy estudiada a nivel genético (genes nif) con posibles

aplicacionespara la agricultura.También,se han encontradodiferentes

cepasde K. pneumoniae relacionadascon la degradaciónde la cortezade

los árbolesy la madera (Deschampsy col., 1983). Por otra parte, se ha

observadoque K. pneumoniaemuestracierta semejanzametabólicacon

Pseudomonasy E. cok, pudiendometabolizar,al igual que estosgéneros,

diversoscompuestosaromáticos.

La capacidaddegradativade esta bacteriano ha sido suficiente

investigaday por estarazón hemostratadode conocerlas características

bioquímicasy genéticasy los mecanismosreguladoresdel metabolismode
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variassustanciasentreellasel 3- y 4-HPA (Fernández,1989; (Abello, 1991)

y el 3- y 4-HBA (Suárezy col., 1991).

En este trabajo de investigaciónse ha abordadoel estudiode la

degradaciónde los ácidos3- y 4-HBA pordosrazones:

-Existe muy pocainformación acercade la degradacióndel 3-HBA

en bactenas.

-Aunque el metabolismodel 4-HBA estámás estudiado, Ja cepa

salvajede K. pneumonzaeno escapazde creceren 4-HBA, por lo que es

muy interesanteel estudio de un mutante con fenotipo positivo de

crecimientoen estecompuesto.

Los objetivos del presentetrabajo de investigaciónse han dirigido

haciael estudiode los siguientesaspectos:

1-Estudiode la ruta degradativadel 3- 1-IBA en la cepasalvajede K.

pueu ni o ni ar

2-Obtenciónde un mutantequefueracapazde creceren4-HiBA.

3-Determinación de la actividad enzimática de las enzimas

implicadasen la degradacióndel 3-HBA.

4-Determinacióndel origen de la mutación medianteestudiosde

inducción

5-Estudio de los sistemasde transportedel 4-HBA en el mutante

positivo de ¡Y pneumonhae.

6-Purificación de la 4 HBA hidroxilasa del mutante de K.

pncu monia e

7-Purificación de la 3-HBA hidroxilasa de la cepa salvaje de K.

p ncu moníae.

8-Secuenciaciónde los extremosaiminoterminalesy composiciónde

aminoácidosde estashidroxilasasparaanalizarsu similitud.

9-Hibridación con una sondade la 4-HBA hidroxilasa con la cepa
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salvajey con el mutante.

10-Obtenciónde una genotecade K. pneumoniaecon tamañosde

insertoadecuadosy donaciónde la 4-HBA hidroxilasa.

Mediantela consecuciónde estosobjetivos sepretendecontribuir a

un mejor conocimientode las capacidadesbioquímicasy genéticasde K.

pneunzoniaey su posibleaplicaciónen el estudiode la regulaciónde otros

microorganismosy descontaminaciónambiental.



MATERIAL YMETODOS 1
1.
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1. MATERIAL

II. MATERIAL BIOLOGICO

Parael desarrollode este trabajo se han empleadolas siguientes

estirpesbacterianas:

-Klebsiella pneumoniaeM5al, cepasalvaje cedida por el Dr.

M. J. Merrick, Agriculture ResearchCouncil, University of Sussex

Brighton, UK.

-Riebsiella pneumoniaeMAO4, mutantecon fenotipo4 HBA

positivo obtenidoen nuestrolaboratorio.

- Escherichia cali CC 118 f’ sure, del stock del laboratoriodel

Dr. de Lorenzo,Centrode InvestigacionesBiológicas,Madrid.

-Acinetobacter calcoaceticus ADP-1, del laboratorio del Dr.

Harayama,Departamentof medical Biochemistry,lJniversity of Geneva,

Geneva,Switzerland.

- Escherichiaccli S17-1,del laboratoriodel Dr. Haravama.

1.2. REACTIVOS

Los productosutilizados en la elaboraciónde mediosde cultivo:

bactotriptona,extractode levaduray agarfueron suministradospor la casa

comercial Difco, y las distintas salespor la casaMerck. Los compuestos

aromáticos: 4HBA, 3HBA, 3,4 dHBA, 2,5 dHBA y los antibióticos:

ampicilina y tetraciclinaseobtuvieronde la casacomercialSigma.

Tanto las columnasutilizadas en las cromatografíaspor FPLC y

Smart: Mono Q, Superose12, Superose6 PC, como otras resinas:Blue

Sepharose,SephadexG-50 pertenecíana la firma Pharmacia.
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Los productos necesariospara las electroforesis de proteínas:

acrilamida, N,N-meti]enbisacrilamida,TFMED y persulfatoamónicoson

de Bio-Rad.Los gelescomercialesparael PhastSystemy los diferenteskits

de calibración para la determinaciónde los pesomolecularesy de puntos

isoeléctricos de las proteínasfueron suministradospor Pharmacia.

Los reactivos paraelectroforesisde DNA: agarosay bromuro de

etidio se obtuvieron de Sigma. Las endonucleasasde restricción, los

plásmidosy los diferentescompuestosutilizados en Biología Molecular

son principalmente de Boehringer Mannheim y Promega.El kit de

elución de DNA a partir de geles de agarosa( Geneclean)es de la casa

comercialBio ¡01.

Las membranasde nylon ( N-Hybond ) empleadasen hibridación

procedende la casa Amersham.Otros compuestosutilizados en esta

técnica y en la de Southern Blot: polivinilpirrolidona, ficolí, DNA de

salmóny seroalbúminabovina fueron suministradospor Sigma.

Como productos radiactivos, el 14 C-4-HBA utilizado en

experimentosde transportese obtuvo de Sigma y el 32 P- ATP necesario

parael marcajede las sondasutilizadasen las hibridaciones,seconsiguióa

travésde Nen Research.

Los disolventesórganicosy demás reactivos utilizados para este

trabajo procedende las casasMerck, Aldrich, Panreacy Boehringer

Mannheim. Las distintas disolucionesy tamponesse realizaroncon agua

destilada ó Mdli Q . Todos los compuestosy sustanciasutilizadas

presentanuna alta pureza.
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1.3. EQUIPOUTILIZADO

Los aparatosmás relevantesde nuestro laboratorio utilizados en

estetrabajode investigaciónhansido los siguientes:

AgitadoresorbitalesCientifica S.A.

- Baño termostáticocon agitaciónUnitronic 320 OR

- (?entrifugaBeckmanJ2-21

- UltracentrifugaKontronT-1055

- EspectrofotómetroPYE-Unicam11V/VIS PU 8800

- Cubetasy fuentesde elctroforesis,de Pharmacia

- Transiluminador2011 Macrovue, LKB

- Contadorde centelleoBeckmanLS 3801

- Sistemasde cromatografíaFPLC y Smart,de Pharmacia

- PhastSx’stem, de Pharmacia

2. METODOS

TECNICASDE BIOLOGIA CELULAR.

2.1. MANTENIMIENTO Y DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR

Parael crecimientode las distintas estirpesbacterianasse utilizaron

medios líquidosde cultivo ricos: LB, SOC,TB (Maniatisy col., 1989) y en

medios líquidos mínimos: PJC (Hareland y col., 1975) que fueron

incubados en matracescon aireacióny agitaciónadecuada.Las fuentesde

carbono: 4HBA, 3HBA, 2,5-DHBA, 3,4-DHBA fueron esterilizadaspor

separadoy añadidasal medio de cultivo a unaconcentración6 mM.

El crecimiento en medio solido se realizó en placas de petri

conteniendomedio rico ó mínimo, solidificadocon 1,5% de bacto-agar.La
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temperaturade crecimientofue de 370C paralos mediosde cultivo ricos y

30”C paralos mediosmínimos.

Las estirpes se conservarona 40C en medio sólido. Para su

conservacióna largoplazosemantuvieronen glicerol al 25% y a -200C.

El crecimiento en masade los cultivos se midió por turbidimetría

determinandola densidadóptica a 550 ó 680 nm. en un espectrofotómetro.

2.2. M UTAGEN ESISMEDIANTE RADIACION ULTRAVIOLETA

El mutantede K. pneunioniaeMAO4 se obtuvo por tratamiento de

radiaciónultravioleta, siguiendoel protocolo de Miller (1972) . El mayor

rendimiento se obtuvo con un tiempo de exposición de 2 mm. Los

mutantes se seleccionaron en placasque contenían4HBA como única

fuentede carbonoy energía.El mantenimiento de la mutación serealizó

haciendosiembras sucesivasen placasde 4 HBA durante2 mesesde

aquellascoloniasquepresentabanun mayorcrecimiento.

2.3. ESTUDIO DEL SISTEMA DE TRANSPORTE.

- Ensayosde transporte: Los cultivos en fase logarítmicade

crecimiento (A
680 =0.7) fueron centrifugadosy lavados tres vecescon

tampón H2 K PO4¡ HK2 PO4 SOmM pH 7.0. El precipitadose resuspendió

en estetampónparadar una concentraciónde 20 mg cels.!ml. Las células

fueron preincubadas20 mm. a 30
0C y seguidamenteserealizó unamezcla

de reacciónque contenía0,3-0,5mg. cels. , 62 nmolesde 14C-4HBA(6,82x10

cpm) y tampónfosfatohasta5 ml. Lasmuestrasde 200 pl fueron tomadasa

intervalosde 30 seg.y aplicadasa una membranade filtración ( 0.45 Mm),

siendoentonceslavadascon 10 ml de tampónfosfato, por succióncon una
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bomba de vacío. Finalmente se indrodujeron en 5 ml de liquido de

centelleo y se midió la radiactividad de las muestrasen un contadorde

centelleo.

En algunos experimentos, las células fueron incubadascon

compuestosinhibidores de la cadenarespiratoria y síntesis de ATP:

arseniato,azida sódica, diciclohexilcarbodilmida; con desacoplantesdel

transporte: 2,4-dinitrofenol ó carbonilciamida-m-clorofenilhidrazona;ó

con ionóforos valinomicina,nigericina y gramicidina. 10 mm antesde la

adición de ‘4 C-4HBA. Las células fueron tratadascon EDTA parahacerlas

permeablesa varios inhibidores.

- 1iatatnientode choqueosmótico: El choqueosmótico fue

realizadosegúnel método descitopor Heppel y col. en 1971, utilizando

unaconcentraciónde sacarosa0.5 M.

- Ensayodel ATP: Fueron tomadasalícuotasde 100 Ml en

paralelo durante los ensayosde transportey el ATP presentefue

determinadopor el métodode Gagnaray Finch, modificadoporJoshiy col.

1989). La concentracióndel ATP intracelular fue calculadausandoun

volúmencitoplásmicode 1.65 Ml/mg cels.

2.4. PREPARACIONDE EXTRACTOSCELULARES

De la mismamaneraqueparalos ensayosde transportese tomaron

cultivos bacterianosen faselogaritmicade crecimiento,secentrifugaron10

mm a 7.000rpm y selavarondosvecescon tampón HK2 PO4/H2 K PO450

mM pH 8.0 ó con tampón Tris 20 mM pH 8.0, según su posterior

utilización. Las células fueron resuspendidasen un volumen final que

variaba en función del volumen del medio de cultivo. Para ensayos

cinéticosse utilizaron 200 ml de medio mínimo que seresuspendieronen
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4 ml del tampón correspondiente.Estas células fueron sometidasa un

tratamientocon ultrasonidoscon un sonicadorLabsonic : 4 ml de células

lavadas se sonicaron tres veces 30 seg , con un intervalo de 1 mm entre

cadavezy con una potenciade3.000 watios.

Posteriormente al tratamiento de sonicación, las células

fragmentadasfueron ultracentrifugadasa 40.000rpm duranteuna hora y

serecogióel sobrenadantequeconstituiríael extractocelular.

ENZIMOLOGIA Y CARACThRIZACION BIOQUIMICA

2.5. DETEIRMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

-3-hidroxiben.zoato,6-hidroxilasa( EC 1. 14. 13.): Fue medida

por disminución de la absorbanciaa 340 nm debido a la oxidación del

NAD(P)H, cofactoresde la reacciónque transformael 3-HBA en 2,5-dHBA.

Los ensayosfueron realizadoscon 275 ~m de 3-HBA y 250 pM de

NAD(P)H. El coeficiente de extinción molar utilizado para calcular la

actividadespecíficafue 6,22 ix 103 Mii cm-1 ( Wheelisy col., 1967).

- 4-bidroxibenzoato,3-hidroxilasa ( EC 1. 14. 13. 2.): Ha sido

determinadapor el mismo método que la anterior, exceptoque el 4 HBA

fue utilizado como sustrato y el NADPH como único cofactor. el

coeficientede extinción 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 absobanciaa 330 nm debido a la

transformacióndel 2,5 DHBA en maleil piruvato.El ensayoserealizó con

300 MM de 2,5-DHBA y el coeficientede extinción molar fue 2,22 x 103 M-’

cm-1 ( Wheelisy col., 1967).
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- Maleilpiruvato isomerasa( EC<5. 2. 1.4.): Se determinósu

actividadpor aumentode la absorbanciaa 330 nm comoconsecuenciade la

adición de glutation reducidoa la reacciónde la 2,5-DHBA dioxigenasa.El

ensayoserealizóañadiendoa la reacciónde la 2,5-Dl-IBA 30 MM de GSH. El

coeficientede extinciónmolar fue 13 ix 103 M~ cm-t (Lack, 1961).

- 3,4-DHHA (protocatecato)dioxigenasa( FC 1. 13. 11. 3.): Fue

medida por disminución de la absorbanciaa 290 nm debido a la

desaparicióndel 3,4-dHBA y a su transformaciónen p-carboxi-.cis,cis-

muconato.Se realizó el ensayoañadiendo200 MM de 4-HBA, el coeficiente

de extinciónmolar fue 2, 28 ix 103 Mi cm-1 (Wright y col., 1991).

Fuinaril piruvato hidrolasa (EC 3. 7. 1.): Se midió por

aumentode la absorbanciaa 315 nm por aparición de piruvato ( Lack,

1961).

2.6. MEDIDA DEL CONSUMO DE OXIGENO

Los experimetospara deteminarlos niveles de oxidación de los

extractosenzimáticosse realizaronen un oxígrafo Gilson modelo 5/6. Se

añadió a las cubetasel extracto enzimático que se ensayaba,lOpl de

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

2.7. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

La determinaciónde la concentraciónde proteína(mg/mí) se se

realizó siguiendo el método de Bradford (1976) con la modificación de

Marshall y Willians, 1986. Como patrón se utilizó BSA 1 mg/ml

realizandouna recta de calibración en el momentode haceruna medida
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de proteína. También se utilizó alternativamente el método

espectrofotométricoaplicandola fórmula siguiente:1,55. A ~ 0,76. A260

(Segel,1968).

Las concentracionesmás bajas de proteína (Mg/mí) se midieron

calculandoel siguientevalor de absorbancia:144( A225 -A 215 ) (Segel,

1968).

2.8. \IETODO DE PURIFICACION ENZIMATICA

Se utilizaron dos métodos diferentes para la purificación a

homogeneidadde la 4-1-IBA, 3-hidroxilasa(Fig. x) y la 3-HiBA, 6-hidroxilasa

(Fig.x). En estosprocesosseemplearondiferentestipos de cromatografias

utilizando el sistemaFPLC y Smart.Las columnasempleadasfueron:

-Cromatografíade afinidad: Blue Sepharose

-Cromatografíade filtración en gel: Superose12 , SephadexC-25 y

Superose6 PC.

-Cromatografíade intercambioiónico: Mono Q

- Purificaciónde la 4-HBA, 3-hidroxilasa.

Mediante estudiospreliminaresse comprobóque la utilización de

Blue Sepharosedaba un buen resultadocomo cromatografíainicial del

proceso de purificación. La siguiente cromatografía utilizada tenía la

función de eliminar el contenido en salesde la muestraeluida de Blue

Sepharosey de separar otras proteínasen función del pesomolecular.La

cromatografíade intercambio iónico fue la más resolutiva y por ello se

hicieron dospasesa diferentespH, dializandola muestraentreambos.Los

tampones utilizados para equilibrar las columnas,así como los tampones

de elución vienen reflejadosen la Fig. 13.
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K. pneumoniaeMAO4
cultivadaen 41-IBA

‘It
ExtractoCelular+

#icerol 10%

A. Tris-MCi 2OrnM pH 7.8 3. Tris-MCi 21=mMpH 7.8

u
Supmcu.12

A.yB. Tris-HCI2I2mMpHZ.8u

JDiahsis

A.Txts-HCI2DmMpH82 B.Tris-HC12DmMpHS2

II
441RAimwn~” ACA

Figura 13: Procesode purificación de la 4-1-IBA, 3-hidroxilasade FC pne;trnonweMAO4.
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1<.. pneumoniaeMSa1
cultivadaen 3-HEA

.11
ExtractoCelular+
glicerol 10%

fi
M0

A. Tris-HCl 20 mM pH 7.5 3 . Tris-MCi 20 mM pH 7.5

+KClO5M

11
Sephad G-Z

A. yE. Tris-MCi 20 mM pH 7.5

‘It
ManO

A. Tris-MCi 20 mM pH 7.5 2. Tris-MCi 20 mM pH 75
+ KCl 0.5 M

3 -*1RA 1~.OXLASA

Figura 14: Procesode purificación de la 3-HEA, 6-hidroxilasade K.pneu.monwe MSa1.
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- Purificación de la 3-HBA, 6-hidroxilasa

Para la purificación de esta enzima no se utilizó la columna Blue

Sepharoseporque no se obtenían buenosresultados en los estudios

preliminares. Empleamos la columna ¿Mono Q que fue altamente

resolutiva y nos permitió un proceso de purificación más rápido que el

anterior. La muestra se invectó dos veces consecutivasen esta columna

con desalaciónde la muestrapor cromatografíaen SephadexC-25. Estas

columnasse empaquetabande manerasencillaen una jeringuilla, y nos

permitieron realizar la eliminación del KCl de una forma menosaparatosa

que las diálisis.

Un último paso en este proceso,con la finalidad de obtener una

mayor cantidadde proteínapura, fue utilizar la columnade gel filtración

Superore6 PC en el Smart . Estaetapanos permitió concentrarla muestra

y cambiar el tampón Tris-HCI por Fosfato potásico de una manera

simultánea,va que esteúltimo fue el tampón requeridoparaanalizarlos

aminoácidosde la proteína.Los tamponesutilizadosduranteel procesode

purificación para equilibrar y eluir estándescritosen la Fig. 14.

2.9. DETERMINACION DEL PESOMOLECULAR Y DEL PUNTO ISOELECTRICO

- Electroforesisen condicionesnativas: Como técnica analítica

paracomprobarla validezde la purificación se utilizó la electroforesísen

condicionesnativas siguiendoel protocolo de Bryan (1977) paraprepararel

gel de poliacrilamida al 8 %. Los patronesutilizados fueron los de bajo

pesomolecular comercializadospor Pharmacía.

- Electroforesis en condiciones desnaturalizantes: Se

realizaronutilizando el sistemadeelectroforesisautomático PhastSystem

con gelesentreel 8-25% de poliacrilamida. La concentraciónde SDS fue al
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0.55%. Los marcadores fueron los mismos que los utilizados en

condiciones nativas.

- Isoeledroenfoque:Para determinar el punto isoélectrico se

utilizaron geles comerciales IEF 5-8 aplicables al Phast Svstem. Los

marcadores fueron de Pharmacia.

- Tinción de gelescon azul de CeomasieR-250: Se realizó este

tipo de tinción cuandola cantidad de proteína analizada seestimó superior

a 100 Mg! mi.

- unción de gelescon nitrato de plata: Se utilizó estemétodo

de tinción (Nielseny col., 1984) para una mejor estimaciónde la pureza de

las muestras o cuando la cantidad de proteína era muy baja para ser

detectadapor el métodoanterior(ngprot).

La conservaciónde los gelesse hizo sumergiéndolosen una

solución que contenía10% de glicerol, 30% de etanol y 10% de acéticoy

manteniéndolosa 40C.

2.10. DETERMINACION DE LA COMPOSICIONDE AMINOACIDOS

Para determinar la composición de aminoácidos de la 4-E-IBA y 3-

HEA hidroxilasa se utilizaron las muestras resultantesdel último paso del

proceso de purificación con una cantidad de enzima pura de

aproximadamente15 Mg! ml . Para reducir el volumen existentede 1 ml

la muestrase aplicó sobreuna unidad de microconcentraciónAmicón y

se centrifugó a4.500rpm durante30 minutos.Se recogióla muestraa 1000

rpm en un volumen de 200 4, lavando el filtro con 30 ~il de agua.
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El proceso de hidrólisis en el caso de la 4-HEA hidroxilasa fue

realizado por Pharmaciadurante20 horasa 1 10”C, aplicándose100 iil de

muestra en el analizador. En el caso de la 3-HBA, 6-hidroxilasa la

composiciónde aminoácidosse realizó en el Departamentode Bioquímica

y Biología Molecular 1, de la Facultadde CienciasBiológicas de la U.C.M.

2.11. SECUENCIACIONDEL EXTREMO N-TERM¡NAL

Las muestrasfueron tomadasen el último pasode purificación y se

dializaron frente a tampón NaH2 PO4 /Na2 H PO4 10 mM pH 7.0

utilizando las unidadesde microconcentraciónAmicón. La muestra,con

un volúmen final de 200 ~l, fue aplicadaa un secuenciadorde proteínas

Applied Biosystems477A, de Pharmacia).Esteprocesofue realizadopor el

Departamentode Química de Proteínasdel Centro de Investigaciones

Biológicas(C.S.I.C.)deMadrid.

212. DETERMINACION DEL MECANISMO CATALíTICO

Se utilizó la 4-HBA hidroxilasa parcialmentepurificada y se

determinaronlos valores de velocidadinicial obtenidosutilizando 4-HBA

comosustratovariable a cuatroconcentracionesfijas de NADPH y a una

constantede oxígenoa 4
0C.

También se determinó la velocidad inicial de la reaccióncatalizada

por la 4-HBA hidroxilasa utilizando 4-HBA como sustrato variable a

cuatroconcentracionesde oxígenoy unaconstantede NADPH.

Mediante representacionesgráficas se pudieron calcular las

constantesde disociacióny las constantesde Michaelis (Dalziel, 1969).
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2. 13. INACTIVACION POR DIETIPIROCARBONATO

La determinaciónde residuosqueforman partedel centro catalítico

de la 4-1--IBA hidroxilasa fue determinadamediante la incubación de la

enzima con varias concentracionesde dietilpirocarbonato (Blanke y col.,

1990).

Las solucionesstock de dietilpirocarbonato se realizaron en etanol

absoluto. La concentración se determinó mediante la adición de una

pequeñaalícuota (Sp1) de DPC en 3 ml de imidazol 10 mM pH 7,5 y la

medida de la absobanciaa 230 nm, usando el coeficiente de extinción

molar 3,0 x 103 M-’ cm-1 (Melchior y Fahrney, 1970). El estudio de la

dependenciadel pH en la inactivación se realizó a pH 7,5-10 utilizando

tampón glicina-NaOH.

METODOLOGíA DE DNA RECOMBINANTE

2.14. EXTRACCION DE DNA

- Obtención de DNA cromosomico:Se realizó siguiendo el

método descritopor Chow y col. (1977), basadoen la utilización del CTAB

para la eliminación de los polisacáridos. La concentración de DNA

obtenidomedianteestemétodofue entre0,7 - 0,9 pg/pl.

- Obtención de DNA plismidico ( minipreps ) : Se realizó

creciendolos cultivos bacterianosen medio rico Terrific Broth y siguiendo

el método de Birnboim y Doly, 1979. Se trató con 1 Ml de RNAsa ( lO

mg/mí) mediahora a 37 0C.
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2.15. DETERMINACION ANALITICA DE DNA

- Cuantitativa La concentración de DNA se valoró

experimentalmentemidiendo la absorbanciaa 260 nm de una pequeña

ajícuota de DNA ( 3 ó 6 pl) en 600 pl de agua. 1 Unidad de Absorbanciade

DNA a esalongitud de onda equivalea unaconcentraciónde 50 Mg/ml.

- Cualitativa Gelesde agarosa : Para visualizar el DNA se

realizaron gelesde agarosaa unaconcentraciónvariable entre 0.8 y 1.5 %

en tampón TAE óTBE. Si tos geles eran analíticos se empleó TBE, si

posteriormentese procedíaa la extracciónde DNA con el kit Genecleanse

utilizaba TAl-. Siempre se empleó el mismo tampón como electrolito que

el utilizado para hacerel gel. La electroforesis se mantuvo a un voltaje

constantede 80 voltios.

Los geles se tiñeron con bromuro de etidio (10 Mg! mí)

durante 5 mm parasu visualización con luz ultravioleta y se bañaronen

agua destilada 15 mm para eliminar el fondo. Los geles fueron

fotografiados con una cámara instantáneaPolaroid DS 34. El marcador

utilizado fue KHind III.

2.16. SOUTI-IERN BLOT

DNAs de E.coli CC118 sure, K. pneunzoniaeM5al y \1A04 fueron

digeridos totalmentecon BamHI, EcoRI y Pst 1 y aplicados a un gel de

agarosaal 0,8%. La transferencia de estosDNAs a membranasde nylon se

realizó siguiendo el método descritopor Southern(1975).
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2.17. ELABORACION DE UNA GENOTECA DE FC pneumoniae

Preparación del vector de clonaje:El vector utilizado fue el

plásmidopUC 18 (0.25Mg/pl). 1 ~g de vectorfue digeridocon 1 unidadde

la enzimade restricciónEco Rl, en un volúmen final de 25 ~l con agua

Milli Q La digestión tuvo lugar toda la nochea 37 0C. El tratamientocon

losfatasaalcalinase hizo añadiendo5 pl de enzimay llevandoel volúmen

a 50 pl. Se mantuvo 1 hora a 370C y secalentoa 65<’C durante10 minutos.

Se realizó unaextracciónfenólica xz sepasóel vectorpor unacolumnita de

Sephadex(>50 equiliradacon TE paraeliminar los posiblesrestosde fenol.

- Fragmentación del DNA cromosomico:El DNA de
1k’.

pneumoniaeMAO4 se digirió parcialmente a distintos tiemposcon Eco Rl

hastaque se obtuvieronlos tamañosde insertodeseados.La temperatura

de digestionfue siempre37V. Antesde realizarla mezclade ligamiento se

trató el L)NÁX con l~d de RNAsa (10 mg/mí) on el fin de evitar

interferencias.

Ligamiento: Se uso la ligasa T4 para la reacción de

ligamiento. Se probaron distintas proporcionesde plásmido y de DNA

cromosómicodigeridos ambos con la misma enzima de restricción. La

reaccióntuvo lugar duranteuna nochea 4~’C.

- Análisis de insertos: Las mezclas de ligamiento se

analizaronpor transformaciónde Ecolí CC118 sure. Se analizó el DNA

plasmídico de 6 colonias recombinantespor placa. Los plásmidos se

digirieron con la enzimade restriccióncorrespondientey se comprobóla

existenciade insertosvalorándosesu tamañomedianteun gel de agarosa

al 0.8 ¼.
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2.18. ÍRANSFORMACION EN E. ccli CCITS s¡¡re

- Obtencióndecélulascompetentes:Cultivos de E. coli CCI18

sure en medio rico SOB / Tet fueron tratadosmodificando el método de

Hanahan,1983. Las células fueron alicuoteadasen 200 Ml y guardadasa -

70<’C hastasu utilización.

- Transformación:Alícuotas de células competentesfueron

descongeladas,y transformadascon 3 Ml de la mezclade ligamiento.

El método seguidofue el de Hanahanpero se añadieron200u1 de medio

SOC para el crecimiemtode los posibles transformantes.La eficiencia de

transformaciónobtenidacon estemétodofue de 1,2 x l0~ cels¡ Ml

- Selección de los recombinantes: Al utijizar pUC 18 y la

bacteria E. coli sureCC118quecomplementael operónde la f~- gactosidasa,

la selección se hizo por visualización del color blanco de las colonias

recombinantesy el azul de las colonias portadorasde plásmido sin inserto

en placasde LB/Amp/X-Gal/lIPTG. Este tipo de placasserealizaronsegún

Sambrooky col., 1989, añadiendo X-Gal y el IPTG en el momento de

utilizar las placas.

2. 19. OBTENCION DE LA SONDA.

La sonda empleadapara detectarla presenciade 4-HBA

hidroxilasa fue el oligonucícótido diseñado a partir del estudio del

extremoN-terminal de la proteínapurificada, utilizando los codones que

aparecencon mayor probabilidaden K. pnemoniae( Waday col.,1992).Este

oligonucleótidofue sintetizadoporel ServicioAutomático de [a lJ.C.M.
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2.20. HIBRIDACION

- Fijación del DNA a membrana:La transferenciadel DN’A a

una membranade nylon se realizó mediantela técnicadel SouthernBlot

si partíamosde gelesde agarosa,y directamentede placasen el casode la

búsquedadel clon a partir de la genotecade DNA de K. pneunoniaeMAO4.

La transferenciade colonias a membranastuvo lugar segúnel método de

Grunsteiny í-logness,1975.

- Marcajede la sonda:El oligo de 18 nucleótidossemarcócon

p..32P-ATP en el momento de la prehibridación con la polinuc]eótido

quinasa,siguiendoel protocolode Promega. La sondaunavez marcadase

aplicó a una columna de Sephadex-50equilibraday lavada con TE. Se

comprobóla eficaciadel marcajecon un contadorGeiger.

- Hibridación: Se dejaronlas membranasen 6 X SSCdurante

5 mm. En la prehibridaciónse colocarondosmembranasporcadabolsade

hibridación, conteniendo20 ml de: 6 ix SSC, 5 X Solución Denhardt,0,5 ¼

SDS y 500 M1 de ss DNA de salmón( 5 mg/mí) y semantuvieron1 hora y

mediaen un baño con agitacióna 650C. Una vez desnaturalizadala sonda

se retiró el líquido de la bolsa menosunos5 ml y seañadió250 sí de la

sondamarcadadiluida en aguadejandohibridandotoda la noche.

Se hicieron 2 lavadosde 15 minutoscadauno con 2 ix SSC y 0.5 %
SDS a 650C con agitación.Se expusoa una películade Rayos X a -8mC y se

observaronlos resultadosa las 24 horas
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2.21. MUTAGENESIS MEDIANTE INSERCION DE TRANSPOSONES

Preparacióndel vector de transposición:se utilizó como

vector el plásmido pEMR 1, un drivado de] pBR322 que presenta

resistenciaa Km ‘y A~ y lleva el transposónTn 903. Esteplásmdo sedigirió

con Sal 1 y se insertó el gen de la 4-HBA hidroxilasa de Acinetobacter

calcoaceticus.(Averhoff y col., 1992).Se transformóla cepaE.coli 5 17-1 con

este plásmido recombinante.

- Conjugación: Se utilizaron como cultivosE. coli 5 17-1 y

AcinetobactercalcoaceticusADP-1 realizándosela conjugación siguiendo

el métodode Miller (1972).

-Selección: Los mutantes4-HBA- se seleccionaronen placas

de quinato! Km y en placasde4-1-IBA/Km.

2. 22. TRANSEORMACION EN AcinetobactercalcoaceticusADP-1

Acinetobacterspp. tienen la propiedadde recibir DNA exógenode

forma natural sin necesisdadde hacer competentesa sus células. Un

cultivo de 5 ml de medio liquido con succinatode A. calcoaceticus4-HBA-

semantuvo24 horasa 30”C. PosteriormenteseañadiólOOpl de succinato1

M incubándoseel cultivo durante30 mm. En estepunto las célulasde A.

calcoaceticus 4-HBA- ya están preparadaspara la transformación y se

sembrólOO Míen placasde 4-HBA/Ap/Km.

La fuente de DNA exógeno fueron las mezclasde ligamiento

obtenidasen la elaboraciónde la genotecade K. pneumoniae MAO4

utilizándose varias diluccionesquesesembraronen las mismasplacasde 4-

1-IBA/Ap/Km en forma de gota ( Neidle y Ornston,1986). Las coloniasque

crecieron llevaban en su genomael gen de la 4-1-IBA hidroxilasa de 1<,

p ncu ni o ni a e.
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2. DETERMINACION DEL LAS CONDICIONESOPTIMAS DE CRECIMIENTO

- Crecimiento de K. pneumoniaeM5al en 3-HBA.

Para determinar la concentraciónóptima de la fuentede carbono

(3-1-IBA) en el medio de cultivo se ensayaronvariasconcentraciones(Fig.

ib), valorándoseel crecimiento bacterianopor medida de la densidad

óptica. Estasmedidasfueron tomadasdespuésde 12 horasde crecimientoa

30’>C, con unaaireacióny agitaciónadecuadas.

LO

00

Ql
-e

Ql

-n
4

0,8

0,6

0,4

0,2

0.0
2 4 6 8

Concentracióndesustrato(mM)

• 3-HBA
~ 4-HBA

Figura 16 : Determinación de las concentracionesóptimas de crecimiento de 1<.

pneurnon¡ae M5A1 en 3-HBA y PC. p¡zeumo>ziae MAO4 en 4-HEA

Para que en los diferentessustratos la adición de la fuente de

carbono sea equivalente cuantitativamente,se utilizó una cantidad en

milimoles/Jitro de medio de cultivo que multiplicada por el número de

átomosde la estructuradel compuestosea igual a 60. Así, en el caso de la

glucosaseda10 mM, en el del glicerol 20 mM y en el del acetato30 mM. En

10
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este cálculo hay que tener en cuenta que los compuestosaromáticos

presentanuna mayor toxicidad que otros compuestosórganicosy, por

tanto, concentraciones demasiado elevadas pueden provocar una

inhibición del crecimiento.Los resultadosobtenidosaparecenen la Fig. 16.

Una concentración de 6 mM fue la concentraciónóptima en cultivos de It

pneumoniae NiSal cultivada en 3-HBA.

Antes de iniciar el estudio de la ruta metabólica de un compuesto

aromáticoes necesariodeterminarla velocidadcon que éste es capazde

creceren medio liquido. Paraello, se realizó [a correspondientecurva de

crecimiento de la cepasalvaje de K. pneurnoniaeen 3-1-IBA (Fig. 17). El

tiempo de generaciónobtenido fue de 80 mm. y la fase estacionariase

alcanzócuandola absorbanciaa 680 nm. era 0.85.

o

00

Ql

Ql

o

,1
0 2 4 6 8

Tiempo (horas)

10 12 14

Figura 17: Curva decrecimientode PC. pneurnoniae MSal en 3- HBA (6 mM).
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-Crecimiento de K. pneumoniaeMAO4 en 4-HBA

ha determinaciónde la concentraciónóptima de 4-HB.¾en cultivos

de K.pneuinon¡ae MAO4 se realizó de manera semejante a la

determinaciónde la concentraciónóptima de 3-HBA para la cepa salvaje

de esta cepa. Los resultados obtenidos ensayando diferentes

concentracionesse muestran en la Fig. 16. De manera similar a los

resultadosobtenidos para K. pneutnoniae M5al cultivada en 3-HBA, una

concentraciónde 6 mM resultó serla óptima, lo cual resultalógico hasta

cierto punto debidoa que el 4-HBA contieneidéntico númerode carbonos

y unaestructurasimilar queel 3-1-IBA.

En la Fig. 18 se muestra la curva correspondientede K.

pneurnoniaeMAO4 cultivada en 4-HBA. El tiempo de generaciónobtenido

fue de 102 mm., y la absorbanciamedidaa 680nmde la faseestacionariafue

de 0.8.

c
00
‘o

Ql
-e

Ql

o
-n

,1
10 12 140 2 4 6 8

Tiempo (horas>

Figura 118: Curvadecrecimientode PC. pneutnoniaeMAO4 en 4-E-IBA.
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3. DETERMINACION DE LA RUTA DEGRADATIVA DEL 3-HBA EN K. pneumoniaeM5aI

Para determinar la ruta por la que el 3-HBA se metaboliza

utilizamosdos métodos:

-Directamente.Medianteaislamientode los metabolitos,utilizando

sistemasde cromatografía de alta resolución ( HPLC, FPLC, Smart).

-Indirectamente. Midiendo las actividades enzimáticas que

correspondena uno u otro tipo de transformación, ó midiendo los niveles

de oxidación.

- Determinación de actividades enzimáticas.

Las actividades enzimáticas fueron determinadas siguiendo los

ensayos descritos en el punto [1. 2.5. Se midieron todas las actividades

enzimáticas implicadas en la ruta degradativa del 3-HBA: 3-HEA, 6-

hidroxilasa, 1,2- gentisato dioxigenasa, maleil-piruvato isomerasa V

fumaril-piruvato hidrolasa. La presencia de las actividades 3-HBA

hidroxilasa y 2,5-DHBA dioxigenasaen extractosde K. pneunioniae MSal

nos hizo deducir La vía degradativadel 3-H13A a travésde la ruta del

gentisato(Fig. 19).

De La ruta degradativadel 4-HBA sólo se midieron las dos enzimas

claves:4-HBA, 3-hidroxilasay 3,4 protocatecatodioxigenasa,con resultados

negativos.Cuando las células fueron cultivadasen medios nutritivos no

se encontróactividad en ningunade las enzimasde las dos rutas, lo cual

sugiereque seaninducibles.

l)e todaslas enzimas,nuestrointeréssecentróen el estudiode las

hidroxilasaspor ser las primerasde las rutas de la ruta y por constituir

sistemasenzimáticos complejos tanto en lo que se refiere a su inducción

comoa la utilización de cofactores(Tabla III). En la degradacióndel 3-1-IBA,
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Fn la degradación del 3—1-IB A, tanto por EJ. pucomo¡íuz’ \13a1 CC) [U O

por el mutante \!A04, se detectauna actividad hidroxilasa, que pareceser

la responsable de la transformación del 3- [-IBA en 2,5-PUF \ (Tablas [1 y

\~ Por [anto~el mutante \1A04 conserva la capacidad de degradar 3-1-IBA.

Esta enzima denominada 3-1-IBA, 6-hidroxilasa inserta el grupo hidroxilo

en posicion ~I? U . En EJ. p!lt’itIiiOiI¡OC esta enzima utiliza como cotactores

\ \DH y \ \~i)PF-f con la misma eficacia (Tabla 111) y su ¿cfi vidad ¿LI monta

considerablemente en presencia de F.-\D.

Tabla [II: \ cliv ¡ dad es pecilica — (le la - Fi B -\ h íd rin 5 lasa de PC 5 :uu’ NI Sa ¡ y de la

4 1 IB A hd rox lasa de Kq’íuí’ ,m¡í,zie .‘iIAt)4 utiliza ¡ido diferentes colacto res.

Enzima

3-ILBA hidroxilasa

Cofactores

\ADH \AI)FFI ‘Y \PH/E \P N.\DI’LI!E NF)

115±8 110±14 235±21 222±11

4-1-IBA hidroxilasa <1 112±23 <1 225±10

* Expresadaen mUí/mg de proteína
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- [)eterminación de los nivelesde oxidación.

los datos obtenidos en los experimentosde oxidación ratifican los

resultados encontrados mediante la determinación de actividades

enzimáticas. No se observaninguna oxidación representativaen extractos

de células cultivadasen medios nutritivos. Utilizando extractos fre~cos dc

EJ ‘ní k ‘non tao \ [Sal cultivadas en 3-FIHA se observa que esta cepa es

capazde oxidar el 3-1 IBA Tabla IV),

Tabla IV: \ívelesde oxidacion ten extractoscrudosdc ¾.¡‘fli’tina!~)íe

(Sepa

NASal

Sustrato

decrecimiento

Compuestooxidado

3-HEA 4-HES 2,5- DI1B
7\ 4 D¡W

Clv <1 <-1 <1 <1

\1A04 Clv <1 <1 <1 <1

NiSal 3-1-IBA 22±4 <-1 16±3 <1

N1A04 3-HBA 26±5 Kl 14±4 Kl

\1A04 4-FiBá <1 20±3 8±3 St)

* 1 os niveles de oxidaciónestánexpresadosen omol C), consumido. mm mg prot -,
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El mismo extracto puede oxidar el 2,S-DF-H3A, pero no se ha

observado ninguna actividad utilizando 4-HBA y 3,4-DHBA como

sustratos. Estas observaciones sugieren íue la cepa salvaje de EJ.

pnúurnoumaecataboli.’a el 3-HB.\ vía gentisatoy no puedemctabolízarel 4-

[IB \ por estavía. L tilízando extractosde EJ. pucurnoníne\[ \04 cultivada

en 3-lIB \ se observanvalores semejantesa los obtenidos para la cepa

salvaje de EJ bbs¡ella pnra inonlar.

4. DETER\IINACION [)E LA RUTA DEGRADATIV\ DEL 4-E-IBA en PC. j’,wu¡ncniae M.-\04

-Determínacion de actividadescnzimáticas.

~e determinaron todas las actividades enzimáticas
correspondientesa la ruta dearadativadel 3-E-IBA vía gentisatoy tambien

b

la 4-1-IB \, 3-hidroxilasa y 3,4 protocatecato dioxigenasa de la ruta

degradativa del 4-ElBA. Los resultados obtenidos demuesran que la

degradacióndel 4-HBA tiene lugar vía ácido protocatéqu~co.va que los

valores de actividad de la 3,4-protocatecuatodioxigenasa fueron altos

(Tabla \). Se puedededucir,en principio, que la degradaciórdcl 3-1 lUX y

del 44 IBA en 1<, arenmoniar son diferentes.

Las enzimasde la ruta del 4-H1-t\ tambien pareceninducibles,pero

se observa alguna excepción. Cuando se cultiva el mutante MAÚ4 en

mediosricos ó en glicerol hay una expresiónsignificativa de la 4-~-fE- \ 3-

hidroxílasaque no alcanzalos nivelesque se obtienencuandosecreceesta

misma cepa en 4-1-IBA. Esto sugiere la posibilidad de que la mutación

afecte a un elemento regulador de la hidroxilasa que la haría expresarse

constitutivamente.

la actividad de la 4-1-IBA hidroxijasa detectada durante la

degradacióndel 4-F IBA en EJ. pnr¿trnonuw \LX04 pareceser la responsable
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de la transformacióndel 4-HBA en 3,4-DHBA, y que sólo es capazde

utilizar NADPH como cofactor. Esta hidroxilasa, al igual que la 3-PIBA

hidroxilasa aumentasu actividad en presenciade FAD (Tabla IV), lo que

sugiereque sea una flavoproteina.

Aunque en los extractos de K. pneurnoniaeMAO4 se detecta

actividad 2,S-DHBA dioxigenasa,los valores de la actividad de la 3,4

protocatecuatodioxigenasason notablementesuperiores.Este hecho lleva

a consideraral 3,4-DHBA como intermedariode la ruta degradativadel 4-

1-IBA. Hay que destacarque en esta ruta el 3,4 DE-IBA sufre la escisióndel

anillo aromático entre los carbonos3 y 4 medianteuna rotura orto ó

intradiol por acción de la 3,4-DHBA dioxigenasa,formandoel p-carboxi-

cis,ctsmuconato(Fig. 20).

Curiosamente,cuando se cultiva K. pneurnon¡aeMAO4 en 4-1-IBA

aparece la inducción de todaslasenzimasde la ruta del gentisato,aunque

sedetectenunos valores muy superiores de la 4-1-IBA hidroxilasa y

3,4- dioxigenasa.Estefenómenode doble inducciónya ha sido descritoen

P. ncidovorans y P. testosteroni( Wheelis y col., 1967; Harpel y col., 1990)

para el metabolismode estosmismos compuestos(3- y 4-HBA) y parece

tratarse de simples inducciones gratuitas cuyo significado fisiológico se

desconoce.

-Determinación de los nivelesde oxidación.

Cuando K. pneumoniae MAO4 se cultiva en 4-PIBA se detectan

ciertos valores de oxidación para el 3,4 y 2,5-DHBA (Tabla IV). Estos

resultados, aunquebajos, sugierenla posibilidad de oxidación de que los

dos sustratosdihidroxilados seanoxidados por KlebsieLla pneumon¡ae.,y,

de hecho, las dos cepasde K. pneurnoniae puedencrecer tanto en 2,5-

DHBA comoen 3,4-DHBA.
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5. INDUCCION ENZIMATIC \ Y CRECIMIENTO FN OTROS COMPUESTOS

A ROM STfCOS

La cepasalvajede Klebsiella pneurnoniae escapazde creceren 2,5

dHBA, 3,4 Dl-IBA, 3 y 4- hidroxifenilacetato, ácido benzoico, ácido p-

hidroxirnandélicoy p-aminobenzoico.La cepamutantees capazde crecer

en todosestoscompuestosy ademásen 4- 1-IBA.
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Figura 21: Medida de la absorbancia entre X =200-450nm del 4-HEA, 3-E-IBA, 3,4-DHBA
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Cuando se cultiva la cepa salvaje de K. pneutnoniaeen GlyI3,4

DHBA no seobtiene actividadde ningunade las enzimasimplicadasen la

ruta del 3-PIBA y sólamentesedetectala dioxigenasacorrespondientea la

ruta del 4-HBA, con un valor semejanteal obtenido por la cepamutante

ÉvLXO4 en este mismo medio de cultivo (Tabla II).

Si se utiliza como inductor el 2,5-DHBA en la cepa salvaje de K.

pneurnonhae se puede observar un valor similar al de la 2,5-DI-IBA

dioxigenasacuandoestamismacepasecultiva en 3-1-IBA. Peroel valor de

la 3-PIBA hidroxilasa es diferente cuandose cultiva K.pneurnonzaeM5al

en Gly/3,4-DI-IBA. En este caso se encuentra un valor más bajo,

aproximadamenteun 50~Y del que se obtiene cuandose metabolizael 3-

1-IBA directamente(Tabla II). Estedatosugierela posibilidadde queambas

enzimas 2,5-DHBA dioxigenasay 3-1-IBA hidroxilasa se encuentren

situadasen un mismo operón. En cultivos de K. pneurnoniaeM5al en

Gly 1 2,5-DHBA no se detecté ninguna actividad enzimática relacionada

con la ruta del 4-1-IBA.

Cuandosecultiva el mutanteMAO4 de K. pneumontarenCly/2,5-

DHBA se observa un comportamientosimilar al que presentala cepa

salvaje.Estemutante en Cly/3,4-DHBA no expresaningunaenzimade la

ruta del 3-1-IBA pero sí la 4-HBA hidroxilasacon una actividad bastante

menorque [a obtenida cuandose metabolizadirectamenteel 4-HBA. La

dioxigenasa,sin embargose expresacon una actividadsimilar a la quese

obtiene en 4-HBA (Tabla y). Estos datos demuestranque la 4-HBA

hidroxilasa se expresaconstitutivamente,y que esta enzima y la 3,4-

DHBA dioxigenasaseencuentranlocalizadosen operonesdistintos.
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6. C \RACTFRIZACION DEL TRANSPORTE DEL 4-1-IBA.

Con el fin de obtener información acercade la naturalezade la

mutaciónque permite a la cepa MIAO4 degradarel 4- 1-IBA, seestudióel

transportede estecompuestoa travésde la membranabacteriana.

- Inducción del sistema de transporte del 4-HBA y determinación de

los parámetroscinéticasdel transporte.

Los experimentosde transportese realizaronsiguiendoel apartado

II. 2. 3. Se cultivó K. pneurnoniae N1A04 bajo condicionesaerobiasen

glicerol y añadiendoel 4-1-IBA tres generacionesantesde centrifugar las

células. Para estudiar la inducción del transportese emplearontambién

otros sustratosde crecimientotal y como indica la Tabla VI.

Tabla VI: Transportede 4-HBA de PC. pneurnoniaeMAO4 cultivadaen distintossustratos.

Sustrato de crecimiento

Transporte de 4-HBA

( nmol¡ mm mg proF)

Inducción relativa

(¡ti

Glicerol 0,1 1,0

Glicerol + 4-HBA 17,0 100,0

Clicerol + 3-HBA 1,3 7,7

Glicerol + 3,4-DHBA 4,8 28,2

Glicerol + 2,5-DHBA 1,0 5,8

Glicerol + 4-HP.\ 1,5 8,8

Glicerol + 3-HPA 0,4 2,4
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Se observa que el 4-HBA induce el nivel más alto de transporte,

mientrasque el análogoestructural, el 3,4 DI-IBA induce únicamente28%.

Es hastacierto punto sorprendenteque el 3-PIBA sólo induzcaun 7% al

igual que otros compuestoscomoel 3 y 4- HPA y glicerol que presentan

unos niveles bajos de inducción.

El transportedel 4-PIBA es un procesosaturablecuyos parámetros

cinéticosdeterminadosa pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 y 8.0 estánreflejadosen la tabla

VII . Se puedeobservarqueno existendiferenciasconsiderables,aunquesí

un ligero incrementode la Kt y V max a pH 8.0.

Tabla VII: Parámetros cinéticos del transportedel 4-1-IBA en Ñ.ptíeuitza¡íiac MÁO4 a

diferentes pH.

pH

KT

(uM)

Vrnax.

(nmol/min. mg prot.)

6,0 24±7 25,8±6

6,5 16±5 26,7±5

7,0 13±4 27,6±4

7,5 18±8 29,8±5

8,0 37±8 36,3±8
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La especificidad del sistemade transportepara el 4-HBA se realizó

determinandola proporciónde ~C [4-PIBAI transportado,en presenciade

varios análogosestructuralesdel sustrato(Tabla VIII). Según los datos

obtenidosel inhibidor más potentedel transportedel 4-PIBA fue el 3,4-

DHBA, con un efecto inhibidor superioral 60%, seguidodel 4-HPA con un

34%, del 3-HBA con un 33% y del 3,4-DHPA con un 31%. Con los demás

sustratosla actividadde transportesereducíaentreel 8 y el 24%.

Tabla VIII: Electo de algunos análogosestructuralesen el transponede 4-LISA en

k.;’u,e¡,,noniae Nl A04.

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-ditúdroxifenilacetato 69

3-hidroxifenilacetato 86

4-jodobenzoato 77

4-clorobenzoato 76

4-aminobenzoato 85

Tirosina 92

(Sonel objeto de obtenerinformaciónacercade la inhibición del 3,4-

DHBA sobreel transportedel 4-PIBA, se realizóun estudiomás detallado

del mismo, calculándoselos parámetroscinéticosde inhibición.
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Cuando se representaron los datos obtenidos según la

representaciónLinexveaver-Burk de 1/ [4-HBAJ frente a 1/v a cuatro

concentracionesde 3,4-DI-IBA ( 4, 8, 12 y 16 pM ) seobtuvieronuna serie

de líneasqueconvergíanen un punto en el eje de las Y ( Fig. 23)

lo

06

04

02

o
o

Figura 23: Representaciónde doblesrecíprocasen La inhibición del transportedel 4-HEA

por 3,4-DHBA. 14C 4-HBA fue el sustratovariable frente a las concentracionesde 3,4-

DHBA. (e) 4 uM; (c)8 uM; (u) 12pM; (A) 16 pM y(o) sin 3,4-DE-TEA. La pendientedecada

rectaesfunción de la concentraciónde3,4-DHBA.
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Cuandoserepresentaronlas pendientesde estasrectasfrentea 1 ¡[3,4-

D1-IBA] seobtuvo una línea recta con una K! aparentede 26,3 ±4 gM. Este

valor es del mismo orden que K~ 4-1-IBA y refleja una alta sensibilidaddel

sistemade transportedel 4-PIBA a la inhibición por 3,4- Dl-IBA.

-Efecto de los inhibidores del transporte y contenido de AIF

Se analizaron los efectos de varios inhibidores de la energía

necesariaparaque se lleve a caboel transportey se midió el nivel de AFP

intracelular.

TablaIX: Efectode varioscompuestossobreel transportedel 4-HBA x’ el nivel de ATE.

Compuesto(concentración>

Ninguno

Actividad de transporte

(<1>

Nivel de ATE

(¡J)

lOO 100

K (SN ( ImM) 72 68

Na F ( lmM ) 80 74

N3 Na (5 mNt) 65 38

Arseniato(1OmM ) 76 31

2,4-dinitrofenol ( 2 mM ) 6 57

Gramicidina(100 mM ) 0 85

Carbonil cianido-m-cloro

fenil hidrazona(lO pM ) 9 61

Diciclohexil carbodiimida( 5 pM ) 95 68
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Como indica la tabla IX, el fluoruro sódico y el cianuropotásico

reducen ligeramentela actividad del transportey el contenido en ATP,

mientrasque la azidasódica(N3 Na) y el arseniatoafectanmayormenteal

nivel de ATP reduciéndoloen un 60%.

También se ensayarondesacoplantesdel transporte como 2,4

dinitrofenol, gramicidina y carbonilcianidoclorofenilhidrazona(CC’CP),

los cuales disipan la fuerzaprotomotriz, y se comprobóque reducíanla

actividad transportadorasignificativamente,mientrasque el valor de ATP

se reducía menosde un 50%. Estos resultadossugierenque el procesode

transportepuedeproducirse en ausenciade la hidrólisis de ATP. Este

hecho se puede confirmar por la acción del diclohexil carbodiimida

(D(i(iU), un inhibidor de la hidrólisis de ATT que no afectaen absolutoal

transporteaunquedisminuye la síntesis de ATP . Por tanto, se puede

deducir que el transporteesactivo y quees la fuerzaprotornotriz la que

generala energíanecesariaparaquese realice.

-Efecto del choqueósmótico en el transporte

Lascélulas de EJ. pneumoniaeMAO4 se trataroncomo se indicó en

el apartado11.2.3. Las célulassometidasa choqueósmótico secompararon

con las no tratadas.Los datosobtenidosindican que la pérdidade actividad

del transporteen célulastratadassólo fue de un 5% despuésde 5 mm. de

tratamiento.Estehechosugiereque el tipo de transportees resistenteal

choqueosmóticoy que,por tanto, la acciónde incorporacióndel 4-PIBA al

interior de la céluladebetenerlugara travésde una permeasa.
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-Efecto de ¡onóforos

Los resultados del tratamiento con valinomicina y nigericina

vienen reflejadosen la fig. 24. Se ensayóel efecto de la valinomicina que

anula el potencial de membranaen presenciade iones K~-, observándose

que el transporteera inhibido entre los pH 5 y 8. Sin embargo,cuandose

utilizó nigericina,que bloqueael gradientede pH, el transporteno se vió

afectado.Estos resultadosconfirman que el transportedel 4-1-IBA está

acopladoal potencialde membrana.
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Figura 24: Efecto de la nígericinay valinomicina en el transportedel 4-1-IBA por

PCIcbsírlba pucuinonuzeNIAO4 a diferentespH. (A) En ausenciade íonóforo; (A) en presencia

de 1 í¡M de nigeridna;(•> en presenciade 10 pM de valinomicina;(O) en presendade ambos.
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7. PURIFICACION A HOMOGENEIDAD DE LA 4HBA 3- HIDROXILASA

La 4-1-IBA 3-hidroxilasasepurificó a partir de extractoscelularesde

K. pneurnon¡aeMAO4 cultivada en 4-HBA. El método de purificación

utilizado se esquematizaen la Fig. 13 del punto II. 2.8 y los resultados

obtenidos se resumenen la tabla X. El extractocelular se pasópor una

columnade Blue Sepharosey la actividad4-HI3A hidroxilasa seobtuvo en

las fracciones8, 9 y 10 eluvendoa un 50% de concentración0.2 Xl de KG.

Estas fracciones, de 1 ml cada una, se inyectaronnuevamenteen una

columnade Superose12, donde la enzimaeluyó en las fracciones13, 14 y

15.

Las fracciones13 y 15 se inyectaron nuevamenteen una columna

de Mono Q y la actividad4 HBA hidroxilasasedetectóen las fracciones21

y 22, obtenidascuando la concentraciónde KG era de 0.13 Ni. Se

mezclaron estas fracciones y se dializaron durante 12 horas frente a

tampón Tris 20 mM pH 8.2 . Posteriormente,la solución enzimáticase

volvió a inyectar a una columna de Mono Q, obteniéndosela enzima

pura eluyendo en las fracciones25 y 26 a una concentración0.23 Nl de

KCI. El perfil de eluciónde estaúltima columna apareceen la figura 25.

-Determinación de la pureza por métodoselectroforéticos.

Se realizaron electroforesisen geles nativos y de SDS como se

mencionóen el punto II. 2.9. Mediante tinción con nitrato de plata ó con

azul de (Soomasiese determinóla purezapor visualizaciónde una única

bandaenel gel de poliacrilamida(Figura 26).
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-Determinación del peso molecular

El peso molecular de la proteína pura determinado por

cromatografíaen gel de filtración , resultó80.000±10.000.El pesomolecular

de las subunidadesse determinó por electroforesisen geles de SDS

comercialesutilizando un aparato PhastSystemde Pharmacia.Se observó

que la proteínaestáformadapor dossubunidadesidénticasde 40.000±2.000

(Fig. 27)

-Determinación del punto isoeléctrico.

El punto isoeléctrico de la proteina pura determinadoen geles

comercialesusandoel PhastSystem,resultó de 4,6±0,1(Fig. 28)

-Análisis de la composiciónde aminoácidos.

1 ,a composiciónde aminoácidos analizadacomosecitó en el punto

11.2.10., proporcionó el resultadoque se indica en la tabla XI. Se han

comparadola composiciónaminoacídicade la 4-HBA hidroxilasa de K.

pneumoniae con la de las enzimas homólogas de Pseudornonas

fluoresccns (Hofgsteen y col., 1983) y a4cinetobucter calcoaceticus

(Fernándezy col., 1993).
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Figura 25: Perfil de elución de la 4-HBA 3-hidroxilasa(0) obtenido por cromatografíade

intercambiojónico, utilizandounacolumnaMono Q del sistemaEFLC. La enzimaeluyóa una

concentración0,23 M de K Cl.
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Tabla Xl: (i7omposiciónde aminoácidosde la 4-HBA hidroxilasa de PC. p¡ie¡¡nzo¡uae
comparativacon las de otras4-HBA hidroxilasaspurificadas

Aminoácidos

Alanina

A.calcóacet¡cus

N0residuos %

P. Jiuorescens

N0residuos %

K. pneuínoniae.

N~kesiduos %

30 7,4 36 9.1 38 10,5
Arginina 16 3,9 38 9,6 12 33
Asparragina 9 2,2 4 1.0 -— —

Acido aspártico 21 5.1 19 4.8 42 11,6
Cisteina 7 1.7 5 1,2 6 1.6
Glutaniina 24 5,9 15 3.8 —

Acido glutámico 32 7.9 34 8.6 24 6.6
Glicina 30 7.4 34 8.6 32 8,8
1-li stidina II 2.7 9 2.2 9 2.5
Isoleucina 23 5.6 18 4,5 17 4.7
Leucina 39 9.6 ‘46 11.6 23 63
Lisina 23 5,6 12 3,0 27 7.4
Metionina 6 1.4 6 1.5 8 2.2
Fenilalanina 16 3.9 12 3.0 12 3,3
Prolina 15 3,7 17 4,3 18 4.9
Serma 30 7,4 19 4.8 16 4.4
Treonina 21 5,1 20 5.0 35 9.6
Triptótano 6 1,4 5 1.2 — —

firosina LS 4,4 ¡7 43 7 1.9
Valina 27 6,6 28 7.1 36 9,9

-Secuencíacióndel extremo aminoterminal

Se secuenciaron los 21 aminoácidos del extremo amino terminal

de la forma que se mencionaen el punto II. 2.10. La secuenciaes la que

apareceen la fig. 29:

Acinetohavíer (alc(>aceticus

P~eudomonas fiuurecens

Klebx¡ellapneurnonae

PA ~ L L L G NL [.

MX§TG YA J HZ A >~ PS (GLLLGELL

P Y O ÁN O FC R 1 -{Z-R [VFRAA

Figura 29: Secuenciadel extremo amino-terminalde la 4-HBA hidroxilasa en tres

especiesbacterianas.Los aminoácidosqueseresaltanson los conservadosen PC. pucu¡nmz¡at’
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8. PL~R1FíCACíON A I-IOMOGENE[DAD DE LA 3-HBA 6-l--{IDROXIL,ASA

La 3-1-IBA 6-hidroxilasasepurificó a partir de extractoscelularesde

K. pneurnoi-Óae cultivada en 3 1-IBA, segúnel método descrito en el

punto JI. 2.8 ( Fig. 14). Los resultadosobtenidosseresumenen la tabla XII.

111 extracto celular se invectó en un columna de Mono Q,
detectándoseunaactividad 1,2 dioxigenasaen la fracción 10 eluida a una

concentración0.30 Nl de KO. Estaactividaddioxigenasa,que enmascaraba

la actividad de la 3-HBA hidroxilasa,fue inhibida por la adición de EPTA

50 mM.

Para eliminar el contenido en KCI se pasóla fracción lO por un

pequeñacolumna de SephadexG-25. Posteriormente,la solución de

proteínassecargóen la mismacolumnade Mono Q pero con un gradiente

mucho más lento, obteniéndose5 picos de proteína mayoritariosde los

cualesuno correspondíacon la actividad3-PIBA hidroxilasa.En el tubo 22

se obtuvo Ja proteína pura y en el 21 se detectóun elevado grado de

pureza. El contenido de esteúltimo tubo se pasópor una columnade gel-

filtración paraeliminar las pequeñascontaminaciones.El perfil de elución

de estacolumnasemuestraen la figura 30.

-Determinación de la pureza por métodoselectroforéticos.

La obtenciónde la proteínapura se comprobópor electroforesisen

gelesde poliacrilamidanativos y de SUS teñidoscon nitrato de plata. Se

puedeobservarqueen la fig. 31 apareceuna sola bandaque resultóserde

menor tamañoque la 4-PIBA, 3-hidroxilasa.



Resultados¡ 100

-Determinación del pesomolecular

El peso molecular se determinépor cromatografíade filtración en

Svstem.gel, y electroforesisen gelesde SDS utilizando el Phast segúnse

deducepor interpolaciónde la rectade calibración,estaenzimapareceestar

formadapor un monómerode 42.000±1.000(Fig. 32).

A280
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0.0

Figura 30: Perfil de elución de la 3-1-IBA, 6-hidroxilasaobtenido por cromatografíade

filtración en gel, utilizandouna columnaSuperose6 PCdel sistemaSmart.
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-Determinación del punto isoeléctrico.

El punto isoeléctncode la 3-HBA, 6-hidroxilasaseobtuvo mediante

la técnica de isoelectroenfoqueutilizando el Phast System.

obtenidofue dc 5,06±0,004(Fig. 33).

-Análisis de la composicióndeaminoácidos

tos aminoácidosde la 3-1-IBA hidroxilasa fueron analizadosen un

analizadorautomáticoBeekinanmodelo 1203 equipadocon una columna

rellena de resma N4 70 (Beekman).FI resultadoobtenido se indica en la

tablaXIII.

Tabla XIII: Composiciónde aminoácidosde la 3-l413A 6 hidroxilasaen K. p¡iez¡rnonuie

Aminoácidos AL pneunzoniae.

Alanina

N0residuos

38 11 .7
Arginina
Asparragina
Mido aspártico
Cisteina

24
-

32
-

7.4
-

9.8
—

Ql utamiua
Acido glutimico
Glicina

35
34

10.7
10,4

Hisddina 12 3,7
Isoleucina 13 4
Leucina 24 7,4

18 5,5
Metionina 2 0,6
Fenilalanina 8 2,5
Prolina 17 52
Sei-ina [4 4,3
Treonina 17 5,2
Triptófano
Tirosína 10 3 1
Valina 27 8.3

FI valor
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(Tomo resumende las investigacionesrealizadasen torno a las

propiedadesfísicasde las hidroxilasasimplicadasen la degradaciónde los

ácidos 3- y 4- hidroxibenzoico,sehan comparadolos resultadosobtenidos

con los existentesen la bibliografíaconsultada.

La 4-HBA 3-hidroxilasa de K. pneumor¿iaeseha comparadocon las

aisladas de Pseudomonasfluorescens, P. aeruginosa y AciMetobucter

calcoaceticus( Tabla XIV). Las 4-HBA hidroxilasa de 1’. putida (Hosokaway

col. 1966)y P. desrnolytica ( Yano y col., 1969) no se han incluido por tener

sólo constancia de su peso molecular que es 83.600 y 68.000 da

respectivamente.En estasdos especiesbacterianas,como en todas las 4-

E-IBA hidroxilasadescritas,el cofactorutilizado esNADPH.

En cuanto a la 3-1-IBA

hastael momento solamente

estructura de esta enzima

M¡crococcus sp. ( Tabla XV).

6-hidroxilasa, está muy poco estudiadax’

se ha determinadoel pesomolecular y la

en Pseudomonas acrugínosa, P. repacía Y

Tabla XIV: Propiedadesfísicas de la 4-HBA 3-hidroxilasa

P. aeruginnsa(1)

Holoenzima(M<> 85.000

P. cepacia (2> .tlicrococcus~p.(3) K. pneumoniae

44.000 70.000 42.000

Estructura a a a a

Residuos de aminoácidos - 325

Cofactor NAD(P)H NAD(P)H NAD(P)H NAD(P)H

Puntoisoeléctnco 5

(1) Howell y col., 1972; Wierenga y col., 1982; F{ofsteeny col., 1983

(2) Entsch y col., 1989

(3) Fernández y col., 1993
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Tabla XV: Propiedades físicas de la 3-HBA 6-hidroxilasa

P. fluorescens (II

Holoenzinn 88.000- 90.000

E’. aeruginosa <2> A. calcoacericus <3) K. pneunwnict

90. 000 90000 80.000

Subun¡chd(M~) 44. 299 45.000 45.000 40.000

Estructura a2 a2 a2

Residucs de aminoácidos 394 394 404 362

Cofactor NADPH/FAD NADPH]FAD NADP¶-{/FAD NADPHWAD

Punto i~eMctñco 5,8 4,6

(1) Croseclosey col., 1973

(2> Yu y col., 1987; Wang y col., 1987

(3> Rajasekharan y col., 1990

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

6-HIDROXILASA.

Caracterizar enzimas del tipo de las hidroxilasas resulta muy

complicadodebido a que pierdensu actividad al cabo de 24 horas,y los

procesosde purificación debenrealizarseen este tiempo. A pesarde ello

hemosconseguidopurificar estas dos enzimas a homogeneidad,aunque

los ensayoscinéticos tuvieron que realizarsecon extractosparcialmente

purificados. De esta forma se estudiaron las propiedades térmicas,

influenciadel pH y la estabilidadde las doshidroxilasas.
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-Estabilidad enzimática.

Se probarondiferentesestabilizantessegunindican las figuras 34 y

35.
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Figura 34: Efecto de algunos agentes estabilizarites sobre la actividad 3-HBA, ñ-

h¡droxilasa. (Q> EDTA lmM, Dfl 0,1 mM, FADO,1 mM. (e) EDTA lmM,írrnercaptoetanol2

mM(A) Glicerol 10%, PMSF 1 mM.
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Figura 35: Efecto de algunos agentes estabilizantes sobre la actividad 4-1-IBA, 3-

bidroxilasa. ~ EDTA 1 mM, D1’T 0,1 mM, FAD 0,1 mM. (@) EDTA 1 mM, ~S-mercaptoetanol 2

0 24 48 72

0 24 48 72

mM. (A) Glicerol 10%, PMSF 1 mM.
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Ambashidroxilasasfueron másestablesen unasolución de glicerol

al 10% y PMSF 1 mM. Con estassustanciasestabilizantessepudo mantener

la actividad de la 3-PIBA hidroxilasa72 horascon unapérdidadel 75% de

actividad mientrasque en las mismascondicionesla 4-HBA hidroxilasa

perdía un 90% dc actividad. Fn el estudio de estasenzimas con estas

enzimaslos experimentosserealizaronen el mismo día ó a las 24 horasde

haberpreparadoel extracto.

-Estabilidad térmica

La estabilidadde las enzimassedeterminódependiendodel tiempo

y de la temperatura.Los resultadosobtenidosparaambasaparecenen las

Hg. 36x’ 37.
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Figura 36:

(A> 44J’V

Efecto de la

(@)450C
temperatura sobre La

(O> smc
avtividad de la 3-1-IBA, 6-hidroxilasa.
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Figura 37: Efectode la temperaturasobrela actividad de la 4-l’-IBA, 3-hidroxilasa.

(n)35<~C (e)4fTC (O)450C

Tanto la 3-HBA hidroxilasa como la 4-PIBA hidroxilasa resultaron

ser inestablestérmicamente.Dentro de esta característicala 3-PIBA 6-

hidroxilasa resulté un poco más estableque la 4-HEA 3-hidroxilasa y a

400C, la primera mantieneel 40% de actividad durante al menos 25

minutos, mientras que la segundaen el mismo tiempo ya no presenta

ningún tipo de actividad.

-Influencia del pH

Los estudiossobrela actividad de las enzimasserealizaronen los

tamponesindicadosen la figura 38 y 39. El tampónTris-HCI 1 Xi inhibía

completamentelas actividadesde ambasenzimas.

O 5 10 15 20 25

tiempo(mm)
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Figura 38: Efecto del pH sobrela actividadde la 3-HBA, 6-hidroxilasa

(O> Tris-maleato 50 mM ; (@) Fosfatopotásico 50 mM ; (O) Tris-HCI 50 mM ; (U) 1-tepes50 mm

(A) Glicina-NaOH 50 mM
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Figura 39: Efecto del pH sobre la actividad de la 4-HEA, 3-hidroxilasa

(O) Tris-maleato 50 mM; (@> Fosfatopotásico50 mM ; (O) Tris-HO 50 mM ; (U) 1-lepes 50 mm

(A> Glicina-NaOl-l 50 mM
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-Influencia de la temperatura

La temperaturaóptima de reacciónfue determinadasegúnindica la

fig. 40. Ambasenzimaspresentabanla máximaactividadalrededorde los

25<’(7.

1000

~ 800 -

600 -

¿
.Ij

-j 400-

200-

o
10

• 3-HBA hidroxilasa

¿X 4-HBA hídroxilasa

50

Figura 40: Estabilidad térmica de la 4-HBA, 3-hidroxilasa y 3-HBA, 6-hidroxilasa

10. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

- 3-HIDROXIBENZOATQ 6-1-IIDROXILASA

La cepa salvaje de K. pneurnoniae y el mutante MAO4 se

cultivaron en 3-HBA. Los estudioscinéticos sobrela 3-HBA 6-hidroxilasa

se llevaron a cabo con la enzima parcialmentepurificada en tampón

fosfato potásicopH 8. La enzimapresentó unacinética hiperbólicacuando

NADH ó NADPH eran los sustratosvariables en presenciade una

concentraciónsaturantede 2mM de 3-HBA. De Las representacionesde

ordenadasen el origen frentea 1/ [NADH] y 1! [NADPH] ( Fig 41 A) se

obtuvieronlos valorespara la Km aparentede amboscofactoresque resultó

ser 70 pM paralos dos.

¡ ¡

20 30 40

Temperatura(0C)
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Cuando el 3-HBA fue el sustrato variable en presenciade una

concentraciónfija de 160 pM de NADH 6 NADPH, la enzima presentó

cinéticas sigmoidales.Representandolos valores de 1/ y frente a 1/ [3-

HBAJ, se obtuvieron lineas curvas, cóncavascon respecto al eje de

ordenadas,que indicabanla exstenciadeefectoshomotrópicospositivosen

la unión del 3-PIBA a la enzima (Fig 41 B ), con valores de 5o.s de 400 <iNI

en presenciade NADPH y de 500 pM con NAPH. La representaciónde Hill

paralas concentracionesintermediasde 3-HEA ( Ng, 41 C) proporcionaron

una línea recta, con un valor del coeficientede Hill de 2.7 parael NADPH

y 2.4 para el NADH. Estosvaloresindican la presenciade, al menos,dos

sitios de unión de la enzima para el 3-HBA y para el NA[)(P)H, y una

cooperatividadpositiva.

Los parámetros cinéticos de la 3-HBA, 6-hidroxilasa vienen

resumidos en la tabla XVI.

• 4 [IBA 3-HIDROXILASA

(ion extractos parcialmentepurificadosde 1<. pneumoniae MAO4

cultivada en 4 HBA se detectóuna actividad 4 HBA hidroxilasa que

transformaba el 4 HBA en 3,4 hidroxibenxoico. Fsta hidroxilasa se

denominó4 LIBA, 3-hidroxilasay sólo empleaNALDPH como cofactor.

Los datos cinéticos se obtuvieron manteniendola enzima en

tampónfosfato potásicopH 8. Cuando NIXDPH erael sustratovariableen

presenciade 2 y lOO mM de 4 1-IBA la enzimamostró un comportamiento

hiperbólico cuya representaciónde Lineaweaver-Burkviene reflejado por

una línea recta (Fig. 42 A) De esta representación de dobles inversas

obtuvimosun valor de la Km aparentede 30 uM parael NADPH.

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

mostrabaun comportamientoque se alustabaa Ja cinética de N’lichaelis-
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Nienten, a valoresfijos de NADPH de 160 pN4. A partir de los valoresde

las ordenadasen el origen ( Fig. 42 B) x’ de las pendientes,obtenidosen las

representacionesde dobles inversasfrente a 1/4-HBA se determinó el

valor de K~ que resultóserde 80 pM. Otros parámetroscinéticoscomo la

velocidad máxima y los coeficientes de Hill también se muestran en la

tabla XVI.

Tabla XVI: Par¿vuetros cinéticos de la 3- ‘, 4-HEN hidroxilasa.

Sustrato de
crecimiento Enzima

3-H13.\ tHI3A

5ustrato
variable

(yXI)

Sustrato
constante

<y\I)

Km

(<iNI)

Vniax.

(<iNI)

U

3-HBA NADH
hidro\ilasa (20-120) 160 - 165 .500 2,70

3-HBA Y \DPH
(~O-l20) 160 - 110 400 2,40

\ÁDI-I 3-E-IBA
(5-300) 2000 70 95 - O <i3

Y \DPH 3-1-IBA
(3—243) 2(100 70 1 45 — 0,90

4-1-IBA 4-HBA 4-RDA NADPH
bidroxilasa (13-120) 160 30 210 - 0,90

\ADPH 4-RDA
(4-200) 2000 80 2~3 - 093

Los ‘alares de la velocidad están expresados en nmoles de sustrato transformado. mm - mg

proteina
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Figura 41: Cinética de la reacción catalizada por la 3-1-IBA, 6-hidroxilasa.

A. Representación de dobles inversas, a concentración fija de 3-1-IBA 2 mM

8. Representación de dobles inversas, a concentraciones fija de NADH ó NADH de

16% Nl

C.Representación de Hill a concentraciones intermedias de 3-HBA ( 20-120 ~M)

004 ‘Ola 0 ‘6 0 22

¡ 1 \ADPH) mM-’

U

C

u

JO



Resultados / 116

Y
-~ 0.017

001

>0
—

/ e—

-A

-xuu
mx

Au

-0.01 0 0.01
1/

--e—u

it...
- u-e
‘-e

o 0.02 0.04
1/ [4-HT3A]mM-’

0.06

Figura 42: Cinética de la reacción catalizada por la 4-HBA, 3-hidroxílasa.

A. Representación de Lineaweaver-Burk, dobles inversas, a concentraciones fijas de

4-ElBA: (U) 2 mM; (@> 100 mM.

8. Representación de Líneaweaver-Burk, dobles inversas a una concentración fija de
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¡1. MECANISMO GATA LIT¡GO DE LA 4-4-IBA 3-F-IJDROXILASA

Para conocerel mecanismode la reaccióncatalizadapor la 4-1-IBA

hidroxilasa se representaronlos valores inversosde la velocidad inicial

(1/V) frentea concentracionesvariablesde 4-HBA expresadascomo 1/14-

JIBA]. Manteniendofija la concentraciónde ~2 a 0.4 mM se obtuvieron

cuatrolíneasrectasparalas concentracionesde NADPH utilizadas (20, 40,

60 y 120 pM) que convergíanen en punto (Fig 43 A). Expresandolas

pendientesde estasrectasen función de los inversosde su concentración,

los puntos obtenidossealineanformandouna recta (Fig 43 B>. Este mismo

hechoocurreal representartos puntos de corte con el eje de las Y de Las

rectas obtenidas en la representaciónde dobles recíprocas frente a

1/ [NADPHJ (Fig. 43 C).

Por otro lado, serealizó la representaciónde Ilneaweaver-Burkde

1/V frente a 1/[4-l-IiBA] manteniendofija la concentraciónde NADPH a

100pM y variando la concentraciónde 02• En este caso se obtuvieron

cuatro líneas rectas paralelas para las cuatro concentracionesde 02

utilizadas(0.05, 0.1, 0.2 y 0.4 mM) (Fig. 44 A). Los puntosde intersección

con el ejede las Y de estasrectasal expresarseen funciónde 1/ [02] forman

un recta(Fig. 44 B).

De las pendientesde las rectasmencionadasy de las ordenadasen el

origen de las gráficas representadases posible calcular los coeficientees

cinéticos de la ecuación de los tres sustratos.Los parámetrossobre la

velocidad inicial resultan pertenecientesa un mecanismollamado de

“sustituciónconcertadatipo II b”. estemecanismoes similar al encontrado

en las enzimashomólogasde P. fluorescens ( Husainy Massey,1979)y 2.

aerugmnosa (Entschy Ballou, 1989).
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Figura 43: Representación del mecanismo cinético de

a 4”C en tampón fosfato potásico y a pH 8.

A. Dobles recíprocas de VV frente a 1/14-HBAI aOl mM deO> y a concentraciones

variables de NADP!-I: <u> 20 qM; <0>40 pM; <e> 60 qN1 y <0>120 qM.

8. Representación de las pendientes en función del inverso de la concentración de

NADPH

C. Representación de las ordenadas en el origen en función del inverso de la

concentración de NADPH.
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hidroxilasa de *0.Figura 44: Representación del mecanismo c#nético de la 4-HBA

~ a WC en tampón fosfato potásico y a pHS.

A. Dobles recíprocas de 11V frente a 1/ [4-1-IBM a 100 pM de NADPH y a

concentraciones variables de U>,: (u> 0,05 mM; (o) 0,1 mM; <e) 0,2 mM y (O)

0,4 mM.

B. Representación de las ordenadas en el origen en función del inverso de la

concentración de NADPH
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Tabla XVII: Valores experimentales de los coeficientes cinéticos de la reacción catalizada

por la 4-HBA hidroxilasa en tampón fosfato potásico 50 mM pl-] 5.0 a 4<’C.

Coeficienteen

la ecuación

X alor Stístrato

determinado

Constantede

\lichaelis

Constantede

disociación

1 .55.lO3min —

4-IHB~\ 4.0. 10-8\lmin 4-1-IB \ 2 6.10 ~N1 7.1. 10-5 Nl

&‘ADPH 3.9. lO-SM mm NADPH 2.5 105 \l 5.5. lO5N1

5.8. lO-~N1 mm ~2 3,~ 1 0--’ Nl

HB~ NsIww 1,42. 10-12 Nlmm

II @Á= 645 mm-1

Los parámetrosde la ecuaciónhansido calculadosde las pendientes

x’ de las ordenadasen el origende las gráficasde doblesrecíprocasde las

velocidad inicial descrita por Dalziel (1969) para reaccionescon tres

sustratos.

+ 44~ H DA

[4-1-IBA]

4~NADPH <PO

?

++ [NADPH] [oz]
@4-HBANADPH

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

La determinacióndelos posiblesrestosaminoácidicosque forman

parte del centro activo de la 4-HBA hidroxilasa se realizó mediante

estudios de modificación química de esta enzima por dietilpirocarbonato

(apartadoII. 2. 13.). FI DPC esun reactivomuy usadopara la modificación

selectivade residuosde aminoácidosprotonados.Fstá demostradoque el

DPC puedereaccionarcon residuosde histidina, cisteina, Usina y tirosina

en las proteínas( Wilson y col., 197~ ).

Se observóque la incubaciónde la 4-1-IBA hidroxilasaparcialmente

purificada con DIN? reducía la actividad enzimática en función

de la concentracióndel inhibidor y del tiempo de incubación.

00

;-02

—o 4
—3

~0 6
r

-o 8

—l 0
0 50

Figura 45: Cinética de la inhibición de la 4-HB.A hidroxilasa por dietilpirocarbonato.

A. Determinación de las constantes de inactivación de la reacción de pseudo-primer

orden. Las mezclas de inact¡vación contenían 4-HBA hidroxilasa ( 5OuNl) con varias

concentraciones de DPC a pH 8: (0)0 mM; O15 mM; (A) 30 mM; (A> 60 mM; (0)90 mM; (U>

¡20 mM ve) 150mM.

B. Representación de las pendientes de las rectas de la figura A. <kóbJ en función de

la concentración de PUYE.

10 20 30 40

Pcnexiúdc i ncubac¡ón (minutos)
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La actividad residualexpresadaen ln (A/A<,) serepresentófrenteal

tiempo, donde A1) es la actividad sin inhibidor y A es la actividad en

presenciade DPC ( Fig. 45 A). Las pendientesde las rectasobtenidasen la

representaciónde dobles recíprocasse expresaronen función de la

concentraciónde DPC resultandouna línea recta (Fig. 45 B). La pendiente

de esta última recta es 17,2 mm-
1 M1 y este valor es la constante de

inactivaciónde la reacciónde segundoordena pH 8 y 25~’C.

• 25

.20

•1

-z

.15

.10

05

o
7 8 9 10

pH

Figura 46: Dependenciadel pH en la inactivación por dietilpirocarbonato. La 4-HBA

hidroxilasa (¡5pM) fue incubada con 30 mM de DPC a pH entre 7,5 y 10.

A. Las constantes de pseudo primer orden se representaron en función del ph1. La

línea curva representa la curva teórica de la ecuación k
0b~. 1 Hj = ka, k<~b~.

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

dicha ecuación.
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También estudiamosla dependenciadel pu en la inhibición por

DIN?. Para ello, se añadió una concentraciónfija de DPC a la enzima

variando el pH del tampón de reacciónutilizado. Las medidasde las

actividadesserealizaronen tampónGlicina-NaQil a pI-I 7,5, 8, 8.5, 9, 9.5 y

10 representándosela actividad residual (In Al Ao) frente al tiempo de

incubación.

lEn este caso, la representaciónde las pendientesde las rectas

obtenidasse representaronen función del pH, obteniéndoseuna curva

(Fig. 46 A). Si despreciamoslos puntosmás bajos de la curva quemenosse

ajustanal modelo teórico y representamos las pendientesde las rectas

frente al valor de la pendiente por la concentración de protones,

obtenemosun línea recta ( Fig. 46 B). Fí logaritmode la pendientede esta

última recta es 9,25 que resulta ser un valor próximo al del pK~ del

aminoácidoqueselocalice en el centrocatalíticode la proteína.

La tirosina tieneun pK~ de 10,1, no obstantese puedesugerir que

éstees el residuocatalíticamenteesencialen la 4-HBA hidroxilasa,ya que

el valor aparentedel Pb determinadoexperimentalmenteesta próximo a

este valor.

13. HIBRIDAGION DE LA 4-HBA HIDROXILASA

Los experimentosde hibridación se realizaron con un doble

objetivo: comprobar si la cepasalvaje de K. pneuinoniaeposeeel gen

estructuralde la 4-HBA hidroxilasa y estudiarsi existe una homología

entre los genes(pobA) que codifican estaenzimaen K.pneurnonweMAO4

vAcinetobacter culcoaceticus.Para amboscasosel método de fijación del

DNA a membranasde nylon empleadofue el descritoen el apartadoII.



Resultados ¡ ¡24

lEn el estudio de la existenciadel gen estructuralde la 4-1IBA

hidroxilasa en K. pneu¡noniaeM5al, se diseño un oligonucleótido de

acuerdo con e] uso de codonesmás frecuente de K.pueumoniae( Waday

col., 1992) a partir de la secuenciadel extremoNH2-terminal della proteína

(Fig. 47).

Val Gly Ile Asn Gly Phe Glv Ala Ile Ely

¿ CTC CCC ATC AAC CCC TTT CCC CCC ATC CG *

3-

C G T T G E? G G T

II T A T T T A

LX A A A A

Figura 47: Oligonucleétido utilizado * en los procesos de hidridación siguiendo el uso de

codones más probables que utiliza K. pneunioniae a partir de una región conservada del

extremo NH-terminal de la 4-RDA hidroxilasa.

Esteoligonucleátidode 29 basessemarcó radiactivamentecon

ATP en el momento de hacer la hibridación. Los filtros de nylon con el

DNA fijado de K. pneutnoniaeM5al y MAO4 y Ecolí sure CC 118 se

pusieronen contactocon la sondaradiactivadurante30’a 65”C.

Los resultadosde las exposicionesdurante24 horasde dosensayos

efectuadosse muestraen la figura 48, observándoseque mientras se

observa una clara hibridación en las dos cepasde 1<. pneurnoniae y se

detectaunaseñalmuy débil en E. ccli sure (iCuiS.



Resultados /125

A. 8

(1)

• . <2)

<3>

Figura 48: Hibridación de las colonias de *0. p~zeumno¡íiat’ M5al (1), *0. ptw¡¿¡uoiuiae MAO4

(2) y E. <oh sure CCI 15 (3). A: Lavado 2 x Sa Rl en 2 x SSCy 1 \ 69V en 2 \ SSC. El tiempo

de exposición fue de 24 horas. B: Lavado Sx 650C en 2 x SSC y 1 x 65’C en 0,1 x SSC. El

tiempo de exposición fue de 24 horas,

Paraestudiarla posible homologíade las 4-HBA hidroxilasade 1<.

pneurnoniaey Acinetobacter calcoaceticus, se utilizó como sonda el gen

estructural( pobA) de la 4-HBA hidroxilasa de A. calcoaceticusobtenido a

partir del piásmido recombinantedondese encuentradonada(Averhorf,

1992). Paraello se cortó el plásmido pZR 4053 de 4,9 Kb con las enzimas

FcoRI y Xho 1 obteniéndosedos fragmentosde 1,6 y 3,3 Kb ( Fig. 49). El

fragmento de 1,6 Kb era el que conteníael gen estructuralde la 4-1-IBA

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

genecleany semarcóradiactivamentecon 32P-a~ATP.
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A B

1)

<2>

(3>

Figura 50: Hibridación de las colonias de *0. pneun¡ou¡ae NASal (1), &. j’~¡euinw:¡¡ae \1A04

<2) y E. col; sure CCI 18 transformada con pZR 4053(3). A: Lavado 2 x Ña RT en 2 x 35(2v 4a

65(2 en 2 x 55(2. El tiempo de exposición fue de 24 horas. 8: Lavado 2 x ISa 650(2 en 2 x 35(2

y ¾hS0C en Ql x SSC. El tiempo de exposición fue de 2horas.

14. OBTEN(2ION DE LINA GENOTECA DE *0. pucumomune.

Con el fin de analizarquéenzimade restriccióneramásidóneapara

su utilización en la digestióndel DNA de It. pneurnoniaeempleado para

realizarla genoteca,realizamosun Southern(apartadoII. 2. 16) con DNA

aisladosde K. pneumoniaeN45a1, It. pnernoniaeN’1A04 y E. cali sure(iClIS

(Fig. 51) y digeridoscon diferentesenzimasde restricción. El Southernse

realizó a partir de un gel de agarosa( Fig. 52) donde E. cok sure(iClIS se

utilizó como control negativode la hibridación. La sondautilizada fue la

diseñadaa partir del extremoNH-terminal de la 4-HBA hidroxilasa de It.

pneurnoniaeNiAO4. Los resultadosde la hibridación del gel de agarosa

transferido a nylon muestranuna señal nítida en el DNA cortado con

EcoRI, tanto el K.pneu;noniaeMAO4 como It. pneurnoniaeM5al. En el

DNA de E. cali sureCCu18no seobserváningún tipo de señal.
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Para realizar la genoteca de It. pncurnoniac MAO4 se eligió el

plásmido pUC 18 ( Yanisch-Perrony col., 1985). pUC 18 es un plásmido

multicopia que confiere resistenciaa ampicilina y permite la donaciónde

los fragmentos de restricción en una gran variedad de sitios únicos de

restricción situados en la región del polilinker (Fig. 52). Dado el tamaño

que tiene este plásmido (2,7 Kb) se pueden donar fragmentos

relativamente grandes de DNA sin una pérdida significativa de la

eficiencia de transformación.Además, los plásmidosrecombinantesdel

pUC 18 puedenser facilmenteseleccionadosen mediosde cultivo sólidos

quecontenganX-Gal e IPTG.
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15. CLONAUON DE LA 4-HBA HIDROXILASA EN EL CROMOSOMA DE .A¿i,¡rIobaút<’r

ah orn ¿tu os

Paradonar la 4-HiBA hidroxilasa y así obtener información acerca

de su secuenciade DNA se utilizó un mutante4-HBA- de Actuetobacter

calcoaceticus obtenido medianteinsercióndel in 903 del plásmido pEN’IR

1 (apartado II. 2. 21.). Este mutante se transformó con las mezclasde

ligamiento obtenidasen el apartadoanterior medianteel simple contacto

directo de Acinetobacter calcoaceticus 4-HBiX- y el DNA exógeno

constituidoporplásmidosrecombinantesde pUC 18 (ap. II. 2. 22.).

Como resultadode esta transformaciónse obtuvieron 7 colonias

que crecieronen las placasde selecciónutilizadas: 4-HBA!Ap/Km. El

análisis de plásmidosen estascoloniasresultó negativo, por lo que se ha

pensado que el gen de la 4-UBA hidroxilasa se ha insertado en el

cromosomade Acinetabacter calcoaceticusde una manerainespecífica,y

ello le ha conferidola posibilidad de metabolizar el 4-HBA y serresistente

a Ap.
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1. INDUCCION DE. LAS RUTAS DECRADATI VAS DEI. 3- y 4-HEA.

la versatilidadque presentanlos microorganismosparadegradar

diferentessustratostiene una importantefunción en el ciclo del carbonoy

depende en gran medida de la acción de las oxigenasas y/ó

deshalogenasasqueactúanenel inicio de las rutascatabólicas.La capacidad

degradativade It. pnt’i¡rnoniae por compuestosaromáticos ha sido

escasamenteinvestigada( Martín y col.,1991;Jonesy col., 1991) y ello nos

ha llevado a estudiaren estetrabajo,por primeravez, la degradacióndel 3-

y 4-1 IBA enestabacteria.

Cuandosecultiva It. pneurnvniacM5al en 3-HBA se inducentodas

las enzimasnecesariasparasu degradación,al igual que ocurre cuandose

cultiva esta misma cepa en Gly/2,5-DI-{BA. lEs decir, pareceexistir dos

inductoresde la ruta del gentisato,el 3-1-IBA y el mismo 2,5-DI-IBA. En

Pseucloino nos cepucia el 3-HBA induce su ruta degradativaa travésdel

gentisato ‘0, sin embargo,no sedetectacrecimientoen 2,5-DH13A,lo que ha

llevado a pensarque el 3-PIBA esel único inductor de la ruta ( Wangy col.,

1987). En It. pneurnon¡ae,el hecho de que el gentisato induzca la 3-PIBA

hidroxilasapodría hacernosconsideraral gentisatocomo único inductor,

pero el valor de actividad superiorde estaenzimaen presenciade 3-1-IBA

hacesugerirquesondos los inductoresde la ruta degradativacompletadel

3-HBA ó bien que el 3-HBA es sólamenteinductor de la 3-HBA hidroxilasa

y el 2,5-DHBA lo sería del resto de la ruta. En It. pneurnoniae MAO4

cultivada en 3-HBA, no hay ninguna variación sobreeste modelo de

induccion.

Por otro lado, It. pneurnoniae M5al cultivada en Giy/3,4-DHBA

induce la ruta completa del ji-.cetoadipato, al igual que ocurre en

Acinetobacter calcaaceticusó Alcaligenes entrophos (Stanier y Ornston,

1973). Sin embargo,en estecasono podemosanalizarel papel inductordel

4-HBA, por la imposibilidad de esta bacteria de transportarlo y/ó
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metabolizarlo. En K. pncurnoniae NIAO4 se induce la ruta del ¡3 —

cetoadipatocuandosecultiva estemutanteen 4-HBA ó enCly/ 3,4-DI-IBA.

Por lo tanto, dossontambienlos inductoresde estaruta, el 4-1-IBA y el 3,4-

DHBA.

En It. pneurnaniaeMAO4 cultivada en 4-HBA seinducen,además

de las enzimascorrespondientespara su degradación,las enzimasde la

ruta del 3-HBA. Estees un hechocaracterísticode induccióngratuita que

tambienapareceen otras enterobacteriascomoes el casode Pseudornonas

testosteron¡ (Harpel y col., 1990>. En esta bacteria donde el 3-FIBA se

degradaa travésdel 3,4-DI-IBA, seinducenlas tresenzimasde la ruta del

gentisato (gentisato dioxigenasa, maleilpiruvato isomerasa y

fumarilpiruvato hidrolasa) en unos niveles apreciables. El sentido

fisiológico de esta inducción no es conocido. Quizás el origen de estas

enzimassean las que metabolizanel análogoestructural homogentisato,a

través del cual se degradanla tirosina ó la fenilalanina. Pero hoy en día

estasdos rutas estánmuy diferenciadascon sus enzimasespecíficascada

una.

En este trabajo se demuestrala existenciade dos hidroxilasas

distintas inducidas diferencialmente por crecimiento de Itlebsiella

pneumanzaeen 3-HBA 6 4-HBA. En Pseudornonas cepacia encontramos

tambienestainduccióndiferencial para tres sustratosen una misma cepa.

El crecimientode estabacteriaen 2-HBA induceunasalicilato hidroxilasa,

el crecimientoen 3-HBA induceuna 3-1-IBA 6-hidroxilasay el crecimiento

en 4-HBA induceuna 4-HBA 3-hidroxilasa(Wangy col., 1987).

Este hecho también ha sido descrito para otros compuestoscon

gruposhidroxilo en posición(2-3 y (2-4, comoesel casodel 3 y 4-TIPA. Seha

sugerido la existenciade dos hidroxilasasinducidasdiferencialmentepara

el catabolismodel 3 y 4-HPA vía 2,5-DHPA en Flavobacteriun-¡ sp.. (van

den Txveel y col., 1988) y en Ktebsíella pneumaniae para estos mismos
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compuestoscatabolizadosa travésdel 3,4-DHPA ( Níartíny col., 1991). lEllo

contrastacon la idea sugeridapor Cooper y Skinner (1980> en la que se

proponela existenciade un única hidroxilasaparael catabolismodel 3- y 4-

1 [PA en E. cali

Cuando se cultivan It. pne¡¿rnvniaeN{5a1 6 MAO4 en 3-HBA como

única fuentede carbonoy energíase induce la síntesisde una hidroxilasa

específicaque sólo es capaz de catalizar la hidroxilación del 3-HBA. El

crecimiento de \1A04 en 4-HBA induce una hidroxilasa específica,

claramentediferente de la anterior, que sólo reconoceal 4-1IBA como

sustrato.Estosdatoscontrastancon la inducciónde hidroxilasasparael 3 y

4-1-IFA en It. pneutnoniae.En estecaso el crecimientode It. pneurnanzae

en 3-HPA induce la formación de la 3 y 4-hidroxilasas,mientras que el

crecimiento en 4-HPA induce solamentela 4-HPA hidroxilasa ( Gibello,

1992).

[L.nel caso del mutante MAO4 de It.pneurnaniaecultivado en 4-

[-IBA seinduceuna permeasaresponsablede su introducciónen el interior

de la célula, que no se expresaen la cepasalvaje. Las diferenciasentre la

cepaN’15a1 y N’1A04 seencuentranen los procesosde transportedel 4-1-IBA

y su posterior hidroxilación. Por ello, fue importante estudiar el

mecanismo de transporte del 4-HBA en It. pneurnoniae MAO4, su

especificidad,su induccióny sobretodo, la fuerzaconductoradel mismo.

Otro hecho a tener en cuenta en la inducción de las rutas

degradativasno essólo la especificidadde los sistemasde transporte,sino

tambien la especificidad de las hidroxilasas iniciales de ruta. En

Pseudomanasspp.la especificidadrelajadade un sustratoesla quepermite

la oxigenación de diferentes sustratos para formar los catecoles

correspondientes(Spain y Gibson, 1988). En Klebsiella pneurnoniae,la 4-

HPA hidroxilasa muestraunabajaespecificidadde sustratoque le permite

reconoceral 3- y 4-1-IPA, y quizása otros compuestosmonohidroxilados,
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comosustratos(Gibello, 1992). Estacaracterísticaesmuy importantedesde

el punto de vista evolutivo, ya que los microorganismosque posean

hidroxilasas con especificidad relajada podrían ampliar su capacidad

degradativade ‘nuevos” compuestosque aparezcanen el entorno y

transformarlosen compuestosmás facilmente metabolizables.

2. S¡STEMA DE TRANSPORTEDEL 4-1-IBA

LI análisis del sistemade transportepuedeayudarnosa conocerlos

mecanismosque se producenen el pasode un compuestoaromáticoa

través de la membranaplasmáticay su relación con los procesosde

inducción de las rutas degradativas.

En el estudio del transportedel 4-HBA se observa que éste es

fundamentalmenteinducible por 4-HBA puesto que no se observa

actividad de transporteutilizando otras fuentesde carbonodiferentesa

este compuesto.Los resultadosobtenidosdemuestranque el sistemade

transportetiene una alta afinidad por e] 4-HBA con una K-¡-r 13±2pM y

unaVmax = 27,6±3nmol.min-1 a pH 7,0.

El sistemade transportede K. pneurnoniae MAO4 cultivada en 4-

FIBA es altamenteespecíficoparael 4-HBA, con unaclara inhibición de la

actividad transportadorapor varios análogosestructurales,destacando

entreellos el 3,4-DHBA como un potenteinhibidor. Se puedesugerir que

el grupohidroxilo en la posiciónC-4 y el carboxilo en la posición(2-1 del

núcleobencénicosonesencialespara el reconocimientode estesistemade

transporte.

La especificidadde sustratoparael sistemade transportedel 4-1-IBA

junto con la especificidadde su inducciónpodría estarrelacionadacon la

síntesisde una hidroxilasa implicada en la transformacióndel 4-1-IBA en



Discusión /138

3,4-DHBA. Cuando K. pneumaniaeMAO4 secultiva en 4-1-IBA se induce la

síntesisde una hidroxilasa: la 4-1IBA 3-hidroxilasa que sólo reconoceel 4-

HBA comosustrato.La coordinaciónde la producciónde ambosprocesos,

transportee hidroxilación demuestraque la bacteria desarrolla unos

mecanismosaltamenteespecíficosparautilizar los compuestosaromáticos

del medio externo.

Varios compuestosaromáticos pueden entrar en la célula por

difusión pasiva y el transporte dependetan solo del gradiente de

concentracióny del pH. El hecho de que el sistema de transportesea

sensiblea varios inhibidores del metabolismoenergéticoindican que el 4-

HBA es introducido en la célula por un mecanismode tranporteactivo

Booth, 1988) similar al de otros compuestosaromáticosen diferentes

bacteriascomo ácidosaromáticosen E. cali ( Brown, 1971; Whipp y col.,

1980; Pittard, 1987), mandelatoen P. putida (Higgins y col, 1972) y en

Acinetobacter / Aioraxella ( Cook y Fewson,1972 ) y 4-hidroxifenilacético

en It. pnez;rnaniae.( Allende y col., 1992)

La reducción insignificante del transporte despuesdel choque

osmótico sugiereque el sistemade transportedel 4-HBA está ligado a

iones y que la energía es producida por un fuerza protomotriz

transmembrana.

Para determinarel papel de los dos componentesde la fuerza

protomotriz en el transportedel 4-HBA, se investigaronlos efectosde la

nigericina y valinomicina entre los pH 5,5 y 8,0. La nigericina no ejerció

efecto sobreel transporte,por lo que se concluye que el L\pH no tiene

capacidad suficiente para conducir el proceso. Por el contrario, la

valinomicina inhibe el transporte del 4-HBA completamentea pH

alcalinos,lo que indica queestetranportees un procesoelectrogénico.Esto

sugiereque el mecanismode transporteocurre de manera similar al

transportedel 4-clorobenzoatoen Carynefarrn bacteriurn (Groenegeny
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col., 1990) y de el transportedel benzoatoen P. putida lo cualessellevan a

cabo graciasal estadoenergéticoproducidopor el potencialde membrana

(Mp> ( Thayerx’ col., 1982).

[os experimentosde transporterealizadosponende manifiesto que

la mutación que permite a It. pneurnoniaecatabolizarel 4-HBA implica el

transportedel 4-PIBA dentro de la célula y que la cepa salvaje no lo

metabolizaporqueno escapazde transportarlo.

De los resultados se deduce la existencia de una permeasade

especificidadrelajadaen células. Desdeun punto de vista evolutivo, la

coordinación de los sistemasde transportee inducción reportaríanuna

enormeventajaa los microorganismosparadegradarun amplio rango de

compuestosaromáticos y adaptarse a las condiciones ambientales.El

estudio del transportey su relación con los mecanismosde inducción

enzimática es un tema de gran interés, cuya investigación nos puede

reportar, sin duda, unos datos muy útiles a la hora de proponer un

modelo de regulaciónde lasrutas degradativasde compuestosaromáticos.

3. IfIDROXILASAS IMP[.ICADAS EN LA DEGRADACION DEL 3-Y 4-HBA.

La dihidroxilación del anillo aromáticoes un requisitoesencialpara

la posterior escisión del mismo y la conversión de los compuestos

resultantesen intermediariosde las rutas centralesdel metabolismo.Por

esta razón, las hidroxilasas bacterianas juegan un papel vital en la

iniciación de la degradaciónde una amplia variedad de compuestos

aromáticos(Spainy Gibson,1988; Harayamay ,1992).

Aunque existe un gran variedad de compuestosaromáticos que

puedensermetabolizadospor bacterias,sólo se han aisladoy estudiadoun

número reducido de hidroxilasas, casi todas con un mecanismo de
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hidroxilación en posición orto. Entre ellasse puedendestacarla salicilato

hidroxilasa ( White-Stevensy Kamin, 1972), la fenol hidroxilasa ( Neujahr

y Gaal, 1973) y la p-hidroxibenzoatohidroxilasa a la que nos referiremos

más detalladamente.

Como se ha observadoen estetrabajo, en It. puenmaniar existen

dos hidroxilasasimplicadasen la degradacióndel 3- y 4- hidroxibenzoato

que difieren en sus mecanismos de inducción, mecanismos de

hidroxilación, característicasfísico-químicasy comportamientocinético.

4-F-fB•X .3--HIDROXILASA

La p-hidroxibenzoatohidroxilasa ó 4-PIBA 3-hidroxilasa ha sido

purificada y aislada anteriormenteen Pseudoinanasputida (Hosokax-va y

col, 1966),P. desrnalytica (Yano y col., 1969),P.fluarescens(Howell y col.,

1972), Coryuebacteriurn cyclohexanicutn(Fuji y col., 1985), 1>. aeruginasa

(Entsch y col., 1989) y recientementeen Acinetabacter calcoaceticus

(Fernándezy col., 1993>.

Puestoque K.pneurnoniaeM5al no puededegradarel 4-I-IW-\, se ha

purificado la 4-1-IBA hidroxilasadel mutanteMAO4. Estehechoy el que la

cepasalvajepuedadegradarel 3,4-DI-IBA hacenconsiderar,en principio,

que el origen de la mutaciónde K.pneu¡noi-tiaeMAO4 se encuentraen la

enzimaque convierteel 4-HBA en 3,4-FIBA, la 4-HBA, 3-hidroxilasa,cuya

expresión está silenciadaen la cepa salvaje por una alteración en la

regulaciónde su síntesisó en relacióncon la síntesisde la permeasaque

permite sustransportea travésde la membranaplasmática.

En cuantoa su estructura, la 4-HBA hidroxilasase describecomo

un dímero con peso molecular aproximado entre 45.000 da en P.

aerug¡nvsa (Entschy col. 1989), P. Jluvresccns(Muller y col., 1979) y A.

calcaaceticus. ( Fernándezy col., 1993). En P. desrnoLytica.sedescribendos
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formas cristalizadas,el complejo holoenzima 4-HBA y el holoenzima

libre, estimándoseel pesomolecularen 68.000da ( Nakamuray col., 1970),

y en P. putida seestimaentre83.600-93.600da (l-Iosokawa y col., 1966; Hesp

y col., 1969). Fan sólo la 4-HBA hidroxilasa de Corynebacteriuni

cyclohexanrcurn se describecomo un monómerode 47.000 da (Fuji y col.,

1985). Por lo tanto, la 4-1-IBA hidroxilasa de K. pneurnonmae, aunque el

pesomolecularestimadodel dímero es ligeramentemenor,40.000da, es

próximo al de las 4-HBA hidroxilasasestudiadas.

La 4-1-IBA hidroxilasa secaracterizapor reconocerexclusivamenteal

4-1-IBA como sustratoy al NADPH comocofactor. Esterasgoseencuentra

tambien en esta misma enzima de otras especiesbacterianascomo

Pseudornonas spp., Alcaligenes sp. ó Acinetobacter calcoaceticus

Solamente las 4-HBA hidroxilasas de levaduras parecen mostrar

preferenciapor el NADH, y en Rhvdatarula rubra utiliza el SADH como

único cofactor ( Wright y Ratledge,1991), mientras queC. cyclohexan¡curn

puedeutilizar amboscofactorespero con una afinidad ligeramentemayor

porel NADH ( K~.1= 45pm) quepor el NADPH (K~=63-l70pM) ( Fuji y col.,

1985). En estesentido,la 4-1-IBA hidroxilasade K. pneurnoniae también se

diferenciade la 3-PIBA hidroxilasa,ya queéstaúltima puedeutilizar como

cofactorestantoel NADH comoel NADPH con igual afinidad.

Los estudios cinéticos sobre la 4-HBA 3-hidroxilasa en It.

pneurnoníaehanpresentadouna problemáticadiícil de abordardebidoa la

gran inestabilidad de esta enzima. Esta misma enzima en P. putida

tambiénse ha mostradomuy lábil ( Hosokaway col., 1969), lo que no ha

permitido realizar demasiadosestudios acercade ella. Sin embargo,la

estabilidadencontradapara estaenzimaen P. fluarescens ( Howeely col.,

1972) ha hechoposibleel desarrollode numerososestudiosacercade sus

propiedadescatalíticasy estructurales.La 4-HBA de P. fluarescensesestable

a temperaturaambiente,mientrasque la de K. pneurnaniaemantenida30

mm a 350(2 pierde ci 50% de actividad. La 4-PIBA hidroxilasa de U.
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cyclobexanicurnse mantieneactiva 10 mm. a 60%? (Fuji y col., 1985) y la de

It. przeurnonmae tan sólo 15 mm a 450(2• En cuanto a la temperatura

utilizada en las investigaciones,4%?, la enzimaen It. pneurnonzae MAO4

manteníala actividad al 100% tan solo 12 horas;a las 24 horasen presencia

de 10% de glicerol la actividadenzimáticamedidaera la mitad.

FI pH 8 es el óptimo encontradopara la actividad de la 4-HBA

hidroxilasa de It. pneurnon¡ae y esstmilar al de todaslas enzimasde este

tipo descritas,igual que su temperaturaóptima de 25”C (Husain y col.,

1979>.

Spectory col. (1972)sugirieronla ideade que el grupocarboxilo del

4-PIBA jugaba un papel importante en la unión de la enzima con su

sustrato.Shoun(1974> propuso que la carganegativadel ión carboxilato

del sustratopermitiría una interacción jónica con un aminoácidobásico

del centro activo de la enzima.Este residuo sería el grupoamino de una

lisina ( pk 8.5)ó el grupoSH de la cisteinay ello podríaser la causade que

el pl 1 óptimo de la 4-PIBA hidroxilasaseencontraraen la región alcalina.

La 4-HBA hidroxilasa de It. pneuman¡aemuestrauna especificidad

por su sustratoque no seobservaen otrasenzimas.En P. fluarescens,esta

enzima reconoceal 4-aminobenzoato,4-fluorobenzoato, benzoatoy 2,4-

dihidroxibenzoatoentreotros sustratos ( van Berkel y col., 1989). En U.

cyclvhexanicurnla 4-PIBA hidroxilasa reconocea otros sustratosanálogos

entre ellos el 3-PIBA 2,5-DI-IBA y 3,4-DE-IBA, 4-aminobenzoatoy 4-

fluorobenzoato.

En K. pneurnoniae el valor de Km obtenido para el 4-HBA a

concentracionesfijas de NADPH (160 pM) fue 80 pM, lo que indica un alta

afinidad por su sustrato,y la cinética en la representaciónde N’Iichaelis-

Mentenerahiperbólica.Esto constituyeuna diferenciafundamentalcon la

cinética de la 3-PIBA hidroxilasa que, para concentracionesfijas del
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cofactor,erasigmoidal.

La estructuraprimaria completade la 4-HBA hidroxílasa ha sido

determinada en P. fina rescens estandocompuestapor 394 aminoácidos

Hofsteengey col., 1980y 1983; Weijer y col., 1982) y P. aeruginosa ( lEntsch

y col., 1988). La composiciónde aminoácidosde It. pneurnoniae varía con

respecto a P. Huvrescensy A. calcvaceticus. lEntre las variaciones

encontradasdestacanson el aumento de asp!asn, thr, y val y la

disminucióndeglu/gln, leu y tvr. No seha detectadothr.

La comparaciónde la secuenciadel extremoaminoterminalentreP.

fIn arescens,1’. at’ruglnosa y A. calcoaceticus pone de manifiesto una

conservaciónde secuenciastanto de aminoácidoscomo de DNA que es

mayor entre las dos especiesde pseudomonas.Sin embargo, en la

secuencia aminoácidica correspondiente a los catorce primeros

aminoácidos de It. pneumnaniaeexiste una gran variabilidad. Llama la

atención la conservaciónde las gly que parecenestar implicadasen la

unión al NADPH. Este hechoy el que seael aminoácidomás pequeñole

darían la característicade esencialen el mantenimientode estructura

tridimensionalde la proteína.También merecela pena resaltarque la

mavoria de las sustitucionessonentreaminoácidoshidrofóbicos.

Los experimentosde hibridación de la 4-HBA hidroxilasaparecen

concluir que no existe una homología entre la 4-HBA hidroxilasa de It.

pneumaniaey de Acinetabacter calcvaceticus.Sin embargo,mediantela

donación del gen de esta enzima en el cromosomadel mutante A.

calcoaceticus4-HBA- y la detecciónde unaactividad4-HBA hidroxilasa,se

observaque la maquinariacelularde A. calcoaceticusescapazde reconocer

y traducir estegenen unaproteínacon la actividadhidroxilasarequerida.

La determinaciónde residuosen el centro activo de la 4-HBA

hidroxilasa se ha estudiadoen P. desmolyticadetectándose un residuo
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esencialde arginina implicado en el sitio de unión al 4-HBA ( Shouny

col., 1980), y un residode histidina en el sitio de unión al NADPH (Shoun

y col., 1982). Fn P. fluarescens se ha determinado un residuo de tirosina

con función catalítica,probablementela Tyr-222 ( Wijnands y col., 1986) x’

dos residuosde arginina (Wijnands y col., 1987). Schreuder(1990) ha

estudiadoel mecanismocatalítico de la 4-1-IBA hidroxilasa indicando que

los residuos 1’vr-201 y Tvr-385 son los implicados en la unión del

hidrógeno del sustrato 4-HBA. Mediante un estudio por mutagénesis

dirigida modificandoestosresiduospor Pheen P. acruginosase indicó que

el papeldel residuoTvr-201 eraactivar el sustrato,mientrasque el Tyr-385

es el encargadode hidroxilarlo (Fntschy col., 1991). En It. pneunzaniae

mediantela inactivaciónpor DPC, se han detectadoresiduosde tirosina

comoaminoácidosimplicadosen el mecanismocatalíticode la enzima.

Los residuoscys tambiénhan sido muy estudiadosal comprobarse

su presenciaen la estructuraprimaria y observarseque no habíaninguna

implicación de alguno de ellos en puentesdisulfuro (Wierenga y col.,

1982). Se ha puestoespecialatenciónen Las Cys-116 y Cys-222 ( van I3erkel

y col, 1984; Eschrichy col., 1990).La Cys-116esmuy reactivaconel oxígeno

y con reactivosdel gruposulfidrilo y seha observadoen gelesde agarosa-

SDS dosbandasquedifieren en su movilidad (van der Laan y col., 1989).

Estas bandas se pueden apreciar en la 4-HBA hidroxilasa de It.

pneumoniae.Este es, sin duda, el efecto de la oxidacióndel residuoCys-116

de uno de los monómerosde la enzima,ya quesi el grupoSH seencuentra

bloqueadola bandasemuevemáslentamente.

3-HE.-\ 6-HIDROXILASA

Como ya se ha indicado anteriormentelas enzimasque hidroxilan

en posición para estánmucho menosestudiadasque las que lo hacenen

orto, EntreLas hidroxilasasqueactuansobreel 3-HBA sehanestudiadola 3-

1-IBA 4-hidroxilasade Aspergillus niger ( Premkumary col., 1969) y la de
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Pseudomvnas testasteraní (Michalover y col., 1973), ambas con

mecanismosde arto hidroxilación. Por otro lado, la 3-E--IBA 6-hidroxilasa

ha sido purificada en P. aeruginasa( Groseclosey Ribbons.,1973),P. cepucia

(Wang y col., 1987) y en unabacteriaGram +,Microccus sp. ( Rajasekharan

y col., 1990).

Todas estashidroxilasas,al igual que la de It. pueurnan;aeson

inducibles por crecimiento en 3-HBA y su pH óptimo de actividad es

cercanoa pH 8. FI FAD seencuentracomogrupo prostéticoen todaslas 3-

HBA 6-hidroxilasasestudiadas,y en el casode la de Micracoccussp. se

requiere FAD exógeno para que se produzca la actividad enzimática

óptima. Esto tambiénocurre en la 3-1-IBA 6-hidroxilasade 1k. pucurnanmar

que aumentasu actividadaproximadamenteun 50% enpresenciade FAD.

La estructurade las3-PIBA 6-hidroxilasasestudiadassonidénticasy

estánconstituidaspor un monómerode peso molecularvariable (Tabla

XV de Resultados). Los pesosmolecularesoscilanentrelos 44.000da de la

3-HEA 6-hidroxilasade P. cepacía y los 85.000da de P. acruginosa.FI peso

molecularde esta misma enzimade It. pneurnaniae( 42.000 da), obtenido

en estetrabajoessimilar al de P. cepucia.

En cuanto a la utilización de cofactores se observan claras

diferenciasentreestasenzimas.La 3-PIBA 6-hidroxilasade P. acruginosay

Micracoccus sp. muestranuna clara preferenciapor el NADH frente al

NIXDPH, al igual que ocurre con otras hidroxilasascomo la salicilato

hidroxilasa (White-Stevensy col., 1972), la 3-PIPA hidroxilasa (Gibello,

1992> ó la melilotato hidroxilasa (Strickland y col., 1973) en las que el

NADH es mejor agentereductor. En cambio, la 3-PIBA 4-hidroxilasade P.

testosteroni prefiere como cofactor al NADPH (Kmzs 0,07 rnN¿I) con una

afinidad muy bajapor el NADH (Km= 3 mM) (Michalover y col., 1973). En

contrastecon todasestasestashidroxilasasla 3 PIBA 6-hidroxilasade It.

pneurnoniae puede utilizar con igual eficacia NADH ó NADPH con
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valoresidénticos de K~ (7OuM). Estacaracterísticasólo ha sido descrita

previamenteen P. cepacia,aunquelos valoresde K ~,, paraamboscofactores

difieren ligeramente ( ó4pM para el NADPH y 40 pNl para el NADH)

(Wang y col., 1987)

Mientras que la 3-1-IBA 6-hidroxilasa de P. acruginosa parece

presentaruna especificidadrelajadade sustratoesta característicano se

observaen la 3-HBA hidroxilasade It. pneurnon¡ae. La versatilidadde esta

enzima en P. acruginosa le permite aceptar análogos del 3-HBA

sustituidosen las posiciones2, 4, 5 y 6, aunquepareceque un requisito

estructural para el reconocimientode la hidroxilasa es que el grupo

carboxilo y el hidroxilo esténen posición 1 y 3 (Groseclosey Ribbons,

1973). La 3-PIBA 4-hidroxilasa de P. testasteroní también reconoce

compuestosanálogosdel 3-PIBA, comoel 2,5-DHBA, 3,5-DHBA ó 4-fluor-3-

hidroxibenzoato.

En 1k. pueurnoniaela 3-1-IBA 6-hidroxilasasólo reconoceal 3-1-IBA

comosustrato,y estehechotambiénocurreen Micrococcussp., dondeesta

enzimaes altamenteespecíficay no reconoceni al 2-1-IBA, ni al 4-PIBA, ni

al 3,4-DI-IBA como sustratos( Rajasekharany col., 1990). [)e entretodaslas

hidroxilasasdescritas hastael momentotan sólo la 3-HPA bidroxilasa de

It. pneurnoniaemuestraunaespecificidadde sustratosimilar a la de la 3-

1-IBA hidroxilasa (Gibello, 1992).

La 3-PIBA 6-hidroxilasa de K. pneutnaniae presenta cinéticas

sigmoidalesrepectoal 3-HBA a concentracionesfijas tantode NADH como

de NADPH (l6OpM). La representaciónde Lineaweaver-Burk nos

proporcionaen amboscasosunaslíneascóncavascon respectoal eje de

ordenadas,que indican fenómenosde cooperatividaden el que el 3-HBA

ejerceríael papelde moduladorpositivo. En amboscasosse obtienenunos

valoresdel coeficientede Hill de 2,4 y 2,7 respectivamenteparael NADH y

NADPH, que sugierenla existenciade dos sitios de unión en la enzima
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paralos dossustratos.Estetipo de cinéticasigmoidalseobtienetambiénen

el estudiode la 3-1-IFA hidroxilasa( Gibello, 1992).

4. RFCLLAC¡ON DE LAS RUTAS DECRADATIVAS DEL 3- y 4-HBA.

Las enzimas catabólicasque catalizan las reaccionesde la ruta

degradativadel 3 y 4-PIBA son todas induciblessecuencialmente,lo cual

suponeun ahorroenergéticoen la célula.La naturalezadel mecanismode

inducción de las enzimasdegradativasno esconocidatodavía.

En el casode la ruta del 3-PIBA estudiadaen It. pneurnaniaeN-15a1

se detectala existenciade dos inductoresde la ruta, el 3-PIBA y el 2,5-

DHBA. Lo mismo parecesucedercon la ruta del 4-1-IBA estudiadaen It.

pneurnaniaeMAO4 que es inducida por 4-ELBA y 3,4-DHBA. Sin embargo,

existe una diferencia fundamentala la hora de analizarla regulaciónde

estas dos rutas. La 3-PIBA hidroxilasa que transforma el 3-HBA en

gentisatose induce tanto por su sustratocomo por su producto,mientras

que la 4-E-IBA hidroxilasasólo es inducida por el 4-1-IBA y no por el 3,4-

DI-IBA. Estosdatossugierenque la ruta del 3-PIBA seencuentracodificada

en un solo operóny la del 4-PIBA al menosen dos.

La primeraposibilidad se fundamentaen queen estaruta tan sólo

estánimplicadascuatro enzimasy el fragmentode DNA necesariopara

codificarestasproteínasseríade unas10 Kb. En cuantoa la rutadel 4-HBA,

pareceque la hidroxilasaestácodificadaen un operónapartede las demás

enzimasde la ruta, y las seis restantesestaríanorganizadasen uno á dos

operones como ocurre en Pseu dv ni a u a s 6 Acinetabacter. FI

mantenimientode dos genesestructuralespara las dos hidroxilasasen K.

pne¡unon¡aepermite, por tanto, la existenciade dos inductoresdiferentes,

uno paracadaruta.
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Es muy factible que la permeasadel 4-HBA se encuentreen el

mismooperónque la 4-PIBA hidroxilasay sep4radodel operónu operones

de la ruta del ~—cetoadipato como ocurre en Pseudornonas putida y

,-Xcinetobacter ca/caaceticus.Pero tambiénes posibleque el 3,4-DI-IBA sea

transportadopor otra permeasadiferentea la que transportaal 4-HI3A, y

quese localice en el mismooperónque el genestructuraldel la 3,4-DHBA

dioxigenasa.Este hecho apareceen 1k. pneurnoniaepara el metabolismo

del 3,4-DI-IPA, dondese sospechala existenciadel gen de una permeasa

específicaen el operondel 3,4-DHPA (Gibello, 1992). Quizáspor estarazón,

el 3,4-Df-IBA esun potenteinhibidor del transportedel 4-PIBA.

Mediante Los estudiosde hidridación de la 4-PIBA hidroxilasa se

ponede manifiestola presenciade estegenen la cepasalvaje,lo cualesun

resultadológico. El hechode queun gen no seexpreseen la cepasalvaje y

lo haga en un mutanteesta descrito en otros microorganismos.Estesería

el casode P. putida (arvilla) mt-2 quepresentados vías de degradacióndel

benzoatopor expresiónde una pirocatecasa con escisión nieta y una

pirocatecasacon escisión arto. Fn este caso, la cepa salvaje presenta

genéticamentelas dos rutas pero la pirocatecasaestá reprimida y

fenotipicamentesólo expresala vía mcta ( Nakazaway Yokota, 1973).

Un procesosimilar ocurre también en el mutantedePseudarnonas

sp. cepa I-IBPI Prp. La cepa salvaje, HBP1, no es capazde crecer en 2-

propilfenol porqueno induce una monooxigenasadependientede NADII

y una metapirocatecasa,las dos primerasenzimasde la ruta degradativa.

Sin embargoen el mutante 1-IBP1 Prp existe un mecanismocelular de

inducción de estasdos enzimas,lo cual permite la degradacióndel 2-

propilfenol ( Kohler y col., 1993).

En It. pneurnoniaeN4A04, los resultadosobtenidosen los estudios

de inducción hacenpensaren una alteraciónen la regulaciónde la 4-PIBA

hidroxilasay, como en el casodel rnutanteHBPI, seobtieneuna actividad
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constitutiva entreel 5 y 10% en los extractos procedentesde cultivos con

succínato6 glicerol. En presenciade 4-HBA esta inducción es mucho

mayor lo que significa que la síntesis enzímáticase mantienebajo

regulación. Podemosproponer que la mutación que confiere fenotipo

positivo al mutante MAO4 de It. prwurnon¡ae puede ser debido a las

siguientescircunstancias:

-Alteración de algún represorque permitaun bloqueorelativo de la

regulaciónnegativa.El hechode que todavíasiga habiendoinducción por

4-PIBA hacepensaren un complejosistemareguladortipo operónlac

.

-Niodificación de algúngenestructuralde alguna hidroxilasaque le

amplie el rangode reconocimiento.La hipótesisde que fuerael propio gen

de la 3-E-IBA hidroxilasa está descartadasi tenemosen cuentaque las

propiedadesfísicas, estructurales,cinéticas y reguladoras de ambas

enzimasson totalmentedistintas.

-Expresiónde una permeasareprimida en la cepasalvajeque no le

permite la entradadel 4-PIBA al interior de la célula impidiendoejercersu

papel como inductor. La regulación de esta permeasaparece estar

estrechamenterelacionadacon la hidroxilasa, de manera que dechas

desrepresionesesténconjuntadas.Esto nos lleva a pensarque ambosgenes

se encuentranen el mismo operón y se regulan medianteel mismo

mecanismo.
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5. POSIBLE API.ICACION EN BIOTECNOLOCIA

La posible utilización de microorganismos con capacidades

degradativasde amplio espectroes muy importante en procesosde

descontaminación ambiental al igual que [a utilización de

microorganismosque metabolicensustanciasdificilmente degradables

comoel petroleo.Todavíano existeuna legislaciónaplicablea la liberación

de microorganismosmodificados geneticamenteal medio ambiente,sin

embargoexiste un proyectode lev basadoen las normasmarcadaspor la

Comunidad Furopeaa esterespecto.mientrastanto se siguenestudiando

posiblesestrategiasparaque los microorganismosque vana serliberados

al medio ambientecumplanestrictamentesu misión ( de Lorenzo, 1992).

Actualmente los microorganismos con capacidades

descontaminantespuedenemplearsedentro de lugaresconfinadoscomo

células enteras ó bien se utilizan sus enzimas inmovilizadas en un

soporte. En estesentido,los productosde las hidroxilasasson en muchos

casosmássolublesque sus sustratosó más fácilmentemetabolizables.Por

ello, estasenzimasayudanconsiderablementeal procesode detoxificación

de compuestosaromáticos y constituyen un factor importante en el

control de la polución y desintoxicación llevada a cabo por los

microorganismosdel suelo.

El estudiode enzimasinmovilizadasseconsidera muy interesante

parasu uso en descontaminaciónambiental.Lamentablemente,se tiene la

idea de que esunatécnicade costeelevadoy que su utilización quedaría

restringida a casosconcretosde compuestosde una elevada toxicidad.

Actualmente se emplea esta técnica principalmente para obtención de

grandes cantidades de proteínas con interés farmacéutico. En

descontaminación ambiental hay algunos estudios como la

inmovilización de la catecolt2-dioxigenasade iNlacardia sp. ( Smith y col.,

1990) 6 de células dePseudarnonassp. que deshalogenanmezclasde
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compuestoshalogenadosaromáticos( Sahasrabudhey col., 1991)

[a inmovilización de las hidroxilasascomo las estudiadasen este

trabajo no parecerentablesi tenemosen cuenta la necesidaddel cofactor

(NADPH) en la reacción y la inestabilidad térmica y enzimática que

caracterizaa estasenzimas.Una alternativaseríala utilización de células

enterasde Klebsiellu pneurnaniae en lodos activadosó fijadas a filtros

percoladoresen estacionesdepuradorasde agua residualescercanasa

industriaspapelerasó madererasdondeel contenidoen3- y 4--LIBA parece

elevado.Una idea a teneren cuentaesla posibilidad de combinarsu acción

con dioxigenasasó deshalogenasasinmovilizadas. De esta manerasería

posible la degradaciónde un gran número de sustanciastóxicas ó

persistentesdel medio ambiente.
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En el estudio sobre la degradación de los ácidos 3- y 4-

hidroxibenzoico, y de acuerdocon los resultadosobtenidos, podemos

concluir

1. La cepasalvajede 1k. pneurnoniae puededegradarel 3-PIBA vía

gentisato, pero no es capazde utilizar el 4-1-IBA como única fuente de

carbonoy energía.

2. Un mutantede It. pneurnon¡ae, MAO4, escapazde metabolizarel

3- y 4-PIBA con igual eficacia. El 4-PIBA es degradadovía B-cetoadipatoe

induceun sistemade transporteactivo específicoy acopladodirectamente

a La fuerza protomotriz. El 5-10% de este transporte se induce

constit u tivamente.

3. Mediante el cultivo de It. pncumon¡aeen 3-PIBA 6 4-PIBA se

inducen diferencialmente dos hidroxilasas que difieren en sus

caracterisicas físico-químicas, mecanismo de hidroxilación y

comportamientocinético.

4. La 3-PIBA 6-hidroxilasaseinducepor crecimientoen 3-1-IBA y 2,5

DILBA, lo que hacepensarque las 4 enzimasde estaruta degradativase

encuentranen un mismo operón. Esta enzima utiliza con igual eficacia

NADH y NADPH, es específicapara su sustrato y presentacinética

sigmoidal paraconcentracionesvariables de 3-IIBA. Se ha purificado a

homogeneidad,estandoconstituidapor un monómerode 42 kDa.

5. La 4-PIBA 3-hidroxilasapresntasu máxima actividad cuandoes

inducida por 4-HBA, sin embargoel 5-109 de actividad es inducido

constitutivamente.Utiliza sólo el NADPH como cofactory su cinética es

hiperbólica paraconcentracionesvariablesde sustrato.Se ha purificado a

homogeneidad,estandoconstituidapor un dímerode 40 kDa.

6. L,a mutación que permite al mutante MAO4 de K. pneusnonrae

metabolizar el 4-PIBA podría afectar: al gen de una permeasaque

reconoceríael 4-HBA como sustrato ó a un gen reguladorque tendría

efecto píciotrópico sobre el gen de la permeasay/ó hidroxilasa. La

existenciade un operón independientepara esta hidroxilasase confirma

con los estudiosde inducción realizados.
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