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RESÚMEN 

 

Cupriavidus necator JMP134 (pJP4), antes denominada Ralstonia eutropha JMP134 (pJP4), es 

una bacteria ambiental capaz de utilizar los compuestos contaminantes 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) 

y 3-clorobenzoato (3-CB) como única fuente de carbono y energía. Las vías metabólicas que permiten 

dichas capacidades se encuentran codificadas en los genes cromosomales benABC y benD, y en la vía 

de degradación de clorocatecoles, codificados por los genes tfd del plasmidio pJP4. Se ha descrito que 

el regulador TfdR/S (familia LysR) activa la expresión de los genes tfd. El regulador de la vía de 

degradación de catecol, CatR, tiene en común aspectos genéticos, funcionales y evolutivos con el 

regulador TfdR/S. Estos antecedentes hacen posible proponer que CatR podría estar influyendo en la 

expresión de los genes tfd. En esta memoria se estudió el papel de CatR en la degradación de 3-CB y 

2,4-D. Para esto se identificaron los putativos genes catR en el genoma de C. necator, encontrándose 

dos, catR1 y catR2, cuyo contexto genómico sugiere que podrían participar diferencialmente en el 

metabolismo de cloroaromáticos. Estos genes fueron clonados e introducidos en C. necator. 

Adicionalmente, se obtuvo una cepa de C. necator mutante del gen catR1 mediante una estrategia de 

doble recombinación homóloga. Esta mutante fue complementada con los genes catR1 o catR2. 

Estas cepas fueron estudiadas mediante curvas de crecimiento en medios de cultivos con 

distintas concentraciones de 3-CB, 2,4-D o benzoato (BZ). En cada caso se determinó la densidad 

óptica en fase estacionaria y la velocidad de crecimiento. Además, se evaluó la degradación de 3-CB y 

BZ mediante la detección del compuesto por HPLC. Estos estudios permitieron determinar que tanto 

CatR1 como CatR2 aumentan la degradación de 3-CB, puesto que la sobreexpresión de sus genes 

aumentó la velocidad de crecimiento () en ±2 veces. Consistente con lo anterior, la ausencia de CatR1 

disminuyó la velocidad de crecimiento en ±3 veces en 3-CB y la tasa de degradación de este sustrato 
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disminuyó ±3 veces, lo cual también fue observado durante el crecimiento en BZ. Adicionalmente, los 

estudios de complementación realizados para corregir la ausencia de CatR1, con los genes catR1 y 

catR2 por separado, mostraron recuperar el fenotipo silvestre en ambos sustratos. 

Por otra parte, la degradación de 2,4-D fue mejorada por CatR2, puesto que la sobreexpresión del 

gen catR2 impidió la disminución en el rendimiento celular que se observa en la cepa silvestre al 

aumentar la concentración de 2,4-D. En cambio, la velocidad de crecimiento en 2,4-D a altas 

concentraciones de sustrato se vio desfavorecida por la sobreexpresión del gen catR1. Los resultados 

de este trabajo indican que los reguladores CatR1 y CatR2 modifican el crecimiento en estos 

compuestos, probablemente a través de la modulación de la expresión de los genes ben y tfd. Lo 

anterior se basa en que ambos reguladores poseen cercanía estructural con el regulador TfdR y 

compartirían la capacidad de interactuar con las respectivas regiones promotoras. En este contexto, se 

propone un modelo de la regulación ejercida por CatR1 y CatR2 en C. necator. Este modelo sugiere 

que estos reguladores modulan diferencialmente los genes tfd, de modo que CatR2 activa los módulos 

génicos tfd I-II y el gen tfdA, mientras que CatR1 activa sólo el módulo tfd I. En base a modelamiento 

molecular, se predijo que las diferencias observadas entre el regulador CatR1 y CatR2 podrían ser 

explicadas por la afinidad de unión a DNA y no por la unión del inductor. 
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SUMMARY 

“Study of the participation the CatR regulators in the 3-CB metabolism in Cupriavidus necator 

JMP134 (pJP4)” 

 

Cupriavidus necator JMP134 (pJP4) (Ralstonia eutropha) is a soil bacterium that is able to use the 

pollutants 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), and 3-chlorobenzoate (3-CB), as sole carbon and 

energy source. The metabolic pathways are encoded in the chromosome by the benABC and benD 

genes and in the pJP4 plasmid, by the chlorocatechol degrading, ortho ring cleavage pathway tfd genes. 

It has been reported that the TfdR/S regulator (LysR family) activates the expression of the tfd genes.  

The regulator of the catechol degradative pathway, CatR, shares genetic, functional and evolutionary 

aspects with the TfdR/S regulator, making possible that CatR may influence the expression of tfd genes. 

In this work, the role of CatR in 3-CB or 2,4-D degradation was studied. Two putative genes encoding 

CatR regulators were identified in the genome of C. necator, catR1 and catR2, genetic contexts at which 

suggest that they may be differentially involved in chloroaromatic metabolism. These genes were cloned 

and overexpressed in C. necator. In addition, a catR1 gene mutant was obtained by a double 

recombination strategy. This mutant was complemented with either the catR1 or catR2 genes. 

These strains were studied by growth curves in cultures grown at different concentrations of 3-CB, 

2,4-D or benzoate (BZ). In each case, the optical density at the stationary phase and the growth rate 

were determined. In addition, the degradation of 3-CB or BZ was monitored by HPLC. These studies 

showed that both regulators increase degradation of 3-CB, since overexpression of catR1 or catR2 

genes provoked a two-fold increase in growth rate.  Accordingly, a three-fold decrease in growth rate and 

3-CB degradation rate was determined in the absence of catR1.  The same was observed during growth 

in BZ.  In addition, complementation with catR1 or catR2 genes recovered wild type growth phenotype 

with both substrates. 
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On the other hand, the degradation of 2,4-D was improved for CatR2, because the overexpression 

of catR2 gene avoided the decrease in cell yield at higher concentrations of 2,4-D.  In contrast, the 

degradation of 2,4-D at higher concentrations of this substrate was impaired by overexpression of catR1. 

The results of this work show that regulators CatR1 and CatR2 modify growth on 2,4-D or 3-CB, 

probably through modulation of the expression of the ben and tfd genes. The latter assumption is based 

on that both regulatory proteins are structurally related to TfdR and that both could interact with the 

respective promoter regions.  In this context, a model for the regulation by CatR1 and CatR2 in C. 

necator is proposed. This model suggests that both regulatory proteins differentially modulates tfd 

genes, with CatR2 activating both tfd modules and tfdA gene, whereas CatR1 only activates module tfd-

I.  Based on molecular modelling, it was predicted that differences between CatR1 and CatR2 would be 

explained by DNA binding affinity and not by inducer binding. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En los últimos 50 años la industria y la actividad urbana han vertido al ambiente cantidades 

importantes de compuestos químicos tóxicos, denominados xenobióticos. Estos compuestos químicos 

incluyen solventes orgánicos clorados, herbicidas y pesticidas, entre otros. Específicamente la 

acumulación de compuestos aromáticos clorados y su difícil degradación química, constituye un 

problema a nivel mundial, debido a la contaminación de suelos agrícolas y cursos de agua. La 

contaminación por cloroaromáticos es nociva no sólo para el medio ambiente, sino también para 

organismos superiores debido a sus efectos neurotóxicos y carcinogénicos [Bradberry y cols., 2004]. 

Los microorganismos son capaces de utilizar estos compuestos químicos tóxicos, 

transformándolos a compuestos simples como CO2 y H2O [van der Meer, 1994]. Las bacterias son las 

principales responsables de esta biodegradación gracias a su gran capacidad metabólica y adaptativa. 

Por este motivo, se han convertido en blanco de investigaciones para la posible biorremediación de 

suelos y aguas [Timmis y Pieper, 1999]. 

Cupriavidus necator JMP134 (pJP4), antes denominada Ralstonia eutropha, una bacteria 

ambiental aeróbica, Gram-negativa, es capaz de utilizar compuestos químicos tóxicos como 2,4-

diclorofenoxiacetato (2,4-D) y 3-clorobenzoato (3-CB) como única fuente de carbono y energía, por lo 

tanto constituye un buen modelo de estudio del metabolismo bacteriano de compuestos 

cloroaromáticos. Las capacidades metabólicas de C. necator están reflejadas en la amplia diversidad de 

sustratos aromáticos que puede utilizar (>60). A nivel genético en esta cepa aproximadamente el 8% 

(550) de sus marcos de lectura abierto (ORFs) corresponden a genes relacionados con el catabolismo 

de xenobióticos (Pérez-Pantoja, datos no publicados). Estos genes se encuentran codificados tanto en 

el cromosoma como en el plasmidio conjugativo pJP4. 
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El plasmidio pJP4 codifica para los genes catabólicos tfd, los cuales están organizados en dos 

módulos genéticos no idénticos, tfdCIDIEIFI y tfdDIICIIEIIFII [Leveau y cols., 1999]. Río arriba del módulo 

tfd-I y tfd-II se encuentra el gen regulador tfdT y tfdR, respectivamente. El tercer gen regulador, tfdS, se 

encuentra río arriba del gen tfdA. 

En C. necator JMP134 la degradación de 2,4-D y 3-CB requiere de la participación de los genes 

tfd [Don y Pemberton, 1985]. Sin embargo, los primeros pasos enzimáticos de estas vías son diferentes 

para cada uno de estos compuestos. La degradación de 2,4-D se inicia con la participación de la α-

cetoglutarato dioxigenasa y una 2,4-diclorofenol hidroxilasa, producto de los genes tfdA y tfdB, 

respectivamente, mientras que la degradación de 3-CB se inicia con la participación de genes 

cromosomales de la vía de degradación de benzoato (BZ) (Fig. 1). Estas enzimas, llamadas benzoato 

dioxigenasa y cis-dihidrodiol dehidrogenasa, están codificadas en los genes cromosomales benABC y 

benD, respectivamente. Estas enzimas convierten el 3-CB a 4-clorocatecol y 3-clorocatecol. La 

transformación de los clorocatecoles a β-cetoadipato, llevada a cabo por los módulos génicos tfd, 

conforman la vía de la “ruptura orto modificada” (Fig. 2), debido a que la ruptura del anillo aromático 

ocurre en posición orto y ha sido adaptada a compuestos clorados [Reineke, 1998]. Las enzimas de los 

módulos tfd son la clorocatecol-1,2-dioxigenasa (TfdC), cloromuconato isomerasa (TfdD), dienolactona 

hidrolasa (TfdE) y maleilacetato reductasa (TfdF), las que convierten estos clorocatecoles a 

cloromuconato, (cloro)cis-dienelactona, (cloro)maleilacetato y β-cetoadipato, respectivamente. 

Finalmente, el β-cetoadipato es canalizado hacia el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), para 

convertirse en CO2 y H2O como productos finales de degradación (Kaschabek y cols., 2002). 

Con respecto a la regulación transcripcional de los módulos tfd se sabe que los genes tfdR y tfdS 

son idénticos y se encuentran formando una estructura de invertidos repetidos [Matrubutham y Harper, 

1994].  El gen tfdS se ubica río arriba y en una orientación inversa a tfdA  (-cetoglutarato dioxigenasa),  
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Fig. 1. La vía de degradación de 3-CB, 2,4-D y BZ en C. necator JMP134.  

Se muestran los genes responsables de la degradación inicial de 3-CB, 2,4-D y BZ. La degradación de 

3-CB y 2,4-D produce 3,5-diclorocatecol (3,5-DCC) y 3(4)-clorocatecol (3(4)-CC) como intermediarios 

metabólicos que son degradados por una vía común, la vía de degradación orto modificada. Al igual que 

la degradación de 3-CB, la degradación de BZ es llevada a cabo inicialmente por genes cromosomales 

benABCD. La degradación de BZ involucra la formación de catecol (C), que es metabolizado por los 

productos génicos de catABCD. La mineralización de los tres sustratos involucra la canalización de 

intermediarios a través del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) [Reineke W., 1998].  



4 

 

 

 

 

Fig. 2. La vía de degradación orto modificada en C. necator JMP134.  

A. Se muestra la degradación de clorocatecoles a través de la ruta orto modificada. El grosor de las 

flechas es relativo a la actividad enzimática de cada producto génico del módulo. B. Se muestra la 

organización de los genes tfd y sus reguladores en el plasmidio pJP4, no a escala. [Reineke W., 1998] 

B 
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lo que sugiere que podría estar regulando la expresión de este último, mientras que tfdR hace lo mismo 

con respecto al módulo tfd-II. El tercer gen regulador, tfdT, está ubicado río arriba del módulo tfd-I y se 

encuentra interrumpido por la presencia de la secuencia de inserción ISJP4 [Leveau y van der Meer, 

1996], lo que provoca la formación de una proteína TfdT de menor tamaño que la mayoría de los 

reguladores de cloroaromáticos descritos, por lo que probablemente no es funcional. Los reguladores 

TfdR/S codifican para proteínas que pertenecen a la familia de activadores transcripcionales LysR 

(LTTRs), al igual que la mayoría de las proteínas reguladoras involucradas en la degradación de 

catecoles y clorocatecoles, tales como ClcR para clcABD (Pseudomonas sp. pAC27), TcbR para 

tcbCDEF (Pseudomonas sp. p51) y CatR para catBCA (Pseudomonas putida sp. NK8) [Coco y cols., 

1993; van der Meer y cols., 1991; Rothmel y cols., 1990]. 

Los reguladores transcripcionales LysR (LTTR) se caracterizan por estar ubicados río arriba de los 

genes que regulan y se transcriben en forma divergente a estos últimos. Los LTTR constan de tres 

dominios importantes: a) un dominio N-terminal de unión a DNA de tipo “helix-turn-helix” que 

corresponde a la región más conservada, b) un dominio involucrado en el reconocimiento y/o respuesta 

al inductor y c) un dominio C-terminal requerido para el buen funcionamiento del dominio anterior, ya 

que mutantes en este dominio presentan una respuesta alterada al inductor y una pérdida de unión al 

DNA [Schell, 1993]. Los LTTRs presentan una estructura homotetramérica que se encuentra unida a 

dos sitios en la hebra de DNA, que son el sitio de represión (RBS) y con menor afinidad el sitio de 

activación (ABS), aún en ausencia del inductor. Cuando se encuentra el inductor en el medio, éste es 

reconocido por el regulador y se produce un leve cambio en la zona de unión al DNA que aumenta la 

afinidad del regulador por el dominio α-CTD de la RNA polimerasa. Esto permite que la enzima se una 

con mayor afinidad a los sitios -35 y -10 del inicio de transcripción y finalmente la RNA polimerasa 

transcriba el gen regulado [Tropel y van der Meer, 2004; McFall y cols., 1998] [Fig. 3]. Es importante  
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Fig. 3. El mecanismo de acción de los reguladores LysR (LTTRs) para activar la transcripción. 

Se muestra el mecanismo de acción de los reguladores LysR (ClcR y CatR). Se señalan los dominios 

-CTD, -NTD, /` y de la RNA polimerasa y el inicio de transcripción +1. 

A. El regulador ClcR se une al promotor del operón clcABD en el sitio RBS (sitio de represión) y con 

menor afinidad al sitio ABS, aún en ausencia del inductor 2-cloromuconato (2CM). 

B. El regulador CatR se une al promotor del operón catBCA en el sitio RBS, aún en ausencia del 

inductor cis,cis-muconato (CCM). 

C. Ante la presencia del inductor aumenta la afinidad de ambos reguladores por el sitio ABS (sitio de 

activación), permitiendo el contacto con el dominio -CTD de la RNA polimerasa, indicado por un 

círculo blanco. Figura adaptada [McFall y cols., 1998].  
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señalar que el mecanismo de activación de los reguladores (Fig. 3) es conservado dentro de una misma 

familia [McFall y cols., 1998]. 

Esto podría jugar un rol protagónico en la adaptación de los microorganismos a contaminantes 

ambientales, puesto que los diversos compuestos químicos novedosos pueden ser aprovechados como 

potenciales fuentes de carbono, permitiendo así su crecimiento en entornos poco favorables. La 

adaptación a ambientes tóxicos se explica en parte mediante la adquisición de genes catabólicos a 

través de plasmidios, en los cuales se mantienen las características de los genes responsables de la 

degradación de compuestos aromáticos no sustituidos, codificados en el cromosoma. Esta similitud se 

aprecia tanto en la organización genética en forma de operones, como en la presencia de reguladores 

comunes o de la misma familia [de Lorenzo y Pérez, 1996]. 

En este contexto, se ha sido sugerido que cuando dos o más operones catabólicos coexisten 

en una misma bacteria es posible que ocurra un fenómeno de regulación cruzada; de esta manera, un 

activador transcripcional de una vía puede llegar a activar otra [McFall y cols., 1998]. Esta regulación 

cruzada ha sido descrita para el catabolismo del benzoato, entre el regulador XylS, perteneciente a la 

familia de reguladores transcripcionales AraC, codificado en el plasmidio pWWO de P. putida y BenR de 

la vía cromosomal para la degradación de benzoato [Cowles y cols., 2000]. Por otra parte, estudios 

recientes realizados en nuestro laboratorio indican que un derivado de pJP4 que carece de la zona en la 

cual están ubicados los genes tfdR/tfdS, permite a C. necator JMP134 crecer en 3-CB, pero pierde su 

capacidad para crecer en 2,4-D. Esta observación sugiere que existen otros reguladores de tipo LysR 

involucrados en la modulación de la degradación de 3-CB en C. necator JMP134. La proteína 

regulatoria TfdT truncada no ha sido descartada como posible responsable de modular la expresión de 

los genes tfd. Sin embargo, resulta muy interesante estudiar si es posible que en C. necator JMP134, 

exista regulación cruzada entre los reguladores cromosomales de las vías de compuestos aromáticos 
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no sustituidos, sobre los genes plasmidiales de degradación de cloroaromáticos. Esto último considera 

que estas vías son genética, funcional y evolutivamente similares. El mejor candidato a ejercer este tipo 

de acción es CatR, el regulador cromosomal de la vía de degradación de catecoles (genes catBCA), 

que es parte de la familia de activadores transcripcionales LysR (LTTRs), al igual que TfdR/S y TfdT. 

Además, se ha descrito que CatR de P. putida es capaz de activar otras vías como la vía de 

degradación de fenol codificada por el operón pheAB en P. putida PaW85 [Kasak y cols., 1993], y el 

operón clcABD, responsable de la degradación de clorocatecoles en el plasmidio de P. putida PRS2000 

[Parsek y cols., 1994]. 

Gracias al proyecto de secuenciación de C. necator JMP134, hoy se dispone de la secuencia 

completa y de una anotación manual acabada de la mayoría de los genes del catabolismo de 

compuestos aromáticos del genoma de C. necator [Pérez-Pantoja, no publicado], lo que ha permitido 

corroborar la identificación de dos genes catR putativos en el genoma de esta bacteria: catR1 y catR2, 

ubicados en dos replicones diferentes. El contexto genético de ambos ORFs mostró que estos 

reguIadores se encuentran acompañados de genes para la degradación de catecoles, lo cual sugiere 

que estos ORFs efectivamente corresponden a reguladores CatR. Más aún, el gen catR1 se encuentra 

colindando a genes con un alto porcentaje de identidad a subunidades de una benzoato dioxigenasa, 

los cuales probablemente corresponden a los genes benABC y benD, que catalizan los pasos iniciales 

de la degradación de 3-CB (Fig. 2). El contexto genético de estos genes putativos refuerza la posibilidad 

de que estos reguladores participen en la modulación de la degradación de 3-CB y de 2,4-D (Fig. 4). 

Para explorar esta posibilidad, en esta memoria se decidió estudiar si los reguladores CatR participan 

en la modulación del metabolismo de 3-CB y de 2,4-D. 

 

 catA      operon phy             catA nag-M catBC  catR2                        catB catR1 catA      benABCD 
I     I I 
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Fig. 4. Los genes catR, su entorno genético y contexto regulatorio en C. necator JMP134.  

A. Entorno genético de catR1 y catR2. En la misma orientación del regulador CatR1 se encuentra el gen 

catB. Río arriba del regulador se encuentran un gen catA y los genes benABCD que permiten la 

degradación de benzoato. Río arriba del regulador CatR2 se encuentran los genes catBC, catA y nag-M 

[Zhou y cols., 2000], el que pertenece a la vía de degradación de gentisato. Distante a este regulador. 

Junto a los genes phy, que son análogos a una fenol hidroxilasa de Burkholderia sp. JS150 (Kahng y 

cols., 2001), se encuentra un tercer gen catA. El esquema no está a escala. 

B. Contexto regulatorio de catR1 y catR2. Se muestra la regulación de los módulos tfd por parte de los 

reguladores TfdR/S.  

B 
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HIPÓTESIS 

 

“Los reguladores cromosomales CatR participan en la modulación de la degradación de 3-CB y/o 2,4-D,  

en C. necator JMP134 (pJP4)”. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el rol de los reguladores CatR1 y CatR2 en la degradación de 3-CB y 2,4-D en C. necator 

JMP134 (pJP4). 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Construir cepas de C. necator JMP134 (pJP4) con sobreexpresión de los genes catR1 y catR2. 

2. Construir cepas de C. necator mutantes del gen catR1. 

3. Complementar cepa de C. necator mutante del gen catR1 con el gen catR1 o catR2. 

4. Evaluar el crecimiento y capacidad metabólica de las cepas construidas. 
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MATERIALES 

 

2.1. Reactivos. Los reactivos utilizados en este trabajo se adquirieron en las siguientes empresas: 

 Aldrich Chemical Company Inc. (Milwaukee, WI, EE. UU.): 2,4-D, BZ y 3-CB. 

 GibcoBRL (Rockville, MD, EE. UU.): Agarosa ultrapura, albúmina de suero de bovino. DNA 

polimerasa Taq, DNA ligasa de T4, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, y estándares de peso molecular, 1 kb DNA 

ladder (0,25-10 kb) y 100 pb (0,1-1,5 Kb). 

 MERCK (Darmstadt, Alemania): ácido sulfúrico, agar ultra puro, ampicilina, cloroformo, cloruro de 

sodio, etanol, extracto de levadura, fosfato ácido de potasio, fosfato diácido de potasio, gentamicina, 

glicerol, hidróxido de sodio, isopropanol, metanol, molibdato de sodio dihidratado, nitrato cobaltoso 

hexahidratado, sulfato de amonio, sulfato de calcio dihidratado, sulfato cúprico pentahidratado, sulfato 

ferroso heptahidratado, sulfato de kanamicina, sulfato de magnesio heptahidratado, sulfato de 

manganeso monohidratado, sulfato de sodio anhidro, sulfato de zinc heptahidratado y triptona. 

 Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EE:UU.): ácido bórico, ácido etilendiamino tetraacético 

(EDTA), azul de bromofenol, 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactósido (X-Gal), bromuro de etidio, 

fructosa, isopropil--ditiogalactopiranósido (IPTG), clorhidrato de Tris[hidroximetil]-aminometano (Tris-

HCl), Tris[hidroximetil]-aminometano (Tris), y dodecil sulfato de sodio (SDS). 

 

2.2 Material biológico: cepas bacterianas y plasmidios.  

Las cepas bacterianas y los plasmidios utilizados en esta memoria se indican en las Tablas 1 y 

Tabla 2, respectivamente. Se indica su genotipo/fenotipo más importante y fuente de origen. 
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Tabla 1. Cepas bacterianas.  

 

Cepas  Fenotipo/genotipo relevante Fuente de origen 

Cepas de C. necator   

JMP134  Cepa silvestre, 2,4-D; 3-CB. DSMZ 

JMP134 (pBBR1MCS-2) 3-CB, 2,4-D; Apr; Kmr esta memoria 

JMP134 (pcatR1) catR2, 3-CB, 2,4-D; Apr; Kmr esta memoria 

JMP134 (pcatR2) catR1, 3-CB, 2,4-D; Apr; Kmr esta memoria 

JMP134-M1  catR1, 3-CB, 2,4-D; Gmr  esta memoria 

JMP134-M1 (pcatR1) catR1, catR2, 3-CB, 2,4-D; Gmr; Kmr; Apr  esta memoria 

JMP134-M1 (pcatR2) catR1, catR1, 3-CB, 2,4-D; Gmr; Kmr; Apr esta memoria 

Cepas de E. coli   

DH5 Nalr Bullock y cols., 1987 

HB101 (pRK600) Cmr; tra+ 
de Lorenzo y cols., 
1990 

DH5 (pT-catR1) Nalr; Kmr; Apr esta memoria 

DH5 (pT-catR2) Nalr; Kmr; Apr esta memoria 

DH5 (pT-catR1/Gm) Nalr; Kmr; Apr; Gmr  esta memoria 

DH5 (pcatR1) Nalr; Kmr; Apr esta memoria 

DH5 (pcatR2) Nalr; Kmr; Apr esta memoria 

 

2,4-D, 3-CB: capacidad de crecimiento en 2,4-D o 3-CB, respectivamente; DSMZ Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen. Apr; Kmr; Gmr; Cmr; Nalr; resistencia a ampicilina, kanamicina; 

gentamicina; cloramfenicol o ácido nalidíxico, respectivamente.  
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Tabla 2. Plasmidios. 

 

Plasmidios Fenotipo/genotipo relevante Fuente de origen 

pRK600 Cmr, tra+ de Lorenzo y cols., 1990 

pBSL202 Gmr; Apr Alexeyev y cols., 1995 

pBBR1MCS-2 mob, Apr; Kmr Kovach y cols., 1995 

pTOPO-TA Kmr Invitrogen (CA, EE.UU.) 

pT-catR1 catR1, Kmr  esta memoria 

pT-catR2 catR2, Kmr  esta memoria 

pT-catR1/Gm catR1aacC1, Kmr; Gmr  esta memoria 

pcatR1  catR1, Apr, Kmr esta memoria 

pcatR2  catR2, Apr, Kmr esta memoria 

 

Apr; Kmr; Gmr; Cmr; resistencia a ampicilina, kanamicina; gentamicina o cloramfenicol, respectivamente. 

mob/tra+, transferencia y mobilidad. catR1aacC1: interrupción del gen catR1 con el gen de resistencia a 

gentamicina. 
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2.1.3 Medios de cultivo. 

Medio Luria Bertani (LB) más antibióticos: Medio rico compuesto por triptona 1%, extracto de levadura 

0,5%, y NaCl 0,5%. Las concentraciones de los antibióticos utilizados fueron: 20 g/ml de cloranfenicol 

(Cm), 20 g/ml de gentamicina (Gm), 50 g/ml de kanamicina (Km), 25 g/ml de ácido nalidíxico (Nal), 

luego de ser esterilizados con filtros de nitrocelulosa de 0,2 m de diámetro de poro (Schleicher y 

Schuell, Hannover, Alemania). 

Medio salino mínimo (Ksal): Medio mínimo que contiene sales de amonio y fosfato, junto a minerales en 

concentraciones trazas [Adriaens y cols., 1989]. Se preparó con cuatro soluciones, cuya composición se 

detalla más adelante: 10 ml de solución K 100X, 2,5 ml de solución M 400X y 1 ml de las soluciones F y 

T 1000X. Se completó a un volumen de 1 L con agua bidestilada estéril. Se esterilizaron las soluciones 

K, M y T por autoclave y la solución F por filtración. La composición de las soluciones fue:  Solución K: 

KH2PO4 3 mM, K2HPO4x3H2O 7 mM, (NH4)2SO4x7H2O 3,8 mM a pH 7,2.  Solución M: MgSO4x7H2O 

800 mM.  Solución F:  FeSO4x7H2O 1mM. Acidificada con ácido sulfúrico hasta pH 2,0.  Solución T: 

CaSO4x2H2O 12 mM, MnSO4xH2O 1 mM, CuSO4x5H2O 0,8 mM, ZnSO4x7H2O 0,7 mM, Co(NO3)2x6H2O 

0,4 mM, NaMoO4x2H2O 0,4 mM, H3BO3 0,8 mM.  

Para medios sólidos se añadió 1,5% p/v de agar (medio LB) o agar ultra puro (medio Ksal) antes de 

autoclavar el medio. El medio de cultivo fue dispensado en placas de Petri. 

 

2.1.4 Material fotográfico 

Las imágenes de las electroforesis fueron tomadas con el sistema “Electrophoresis Documentation and 

Analysis System 120” de Eastman KODAK Company (Rochester, NY, EE. UU). 
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MÉTODOS 

3.1 Cultivo de microorganismos. 

3.1.1 Mantención de microorganismos. 

Las cepas de E. coli se mantuvieron en placas de agar de medio LB y las cepas C. necator en 

placas de medio mínimo, suplementado con un único sustrato, ambas a 4°C y con antibiótico en caso 

necesario. Desde estas placas se obtenían los inóculos para los ensayos, las que eran mantenidas 

periódicamente a partir de un respaldo criopreservado a –80°C. Los inóculos se prepararon en tubos 

con 2 ml del medio de cultivo y el antibiótico correspondiente a cada cepa, en un agitador orbital Lab 

Line modelo 3528, a 180 rpm durante 1-2 días, a 37°C para cepas de E. coli y a 30°C para cepas de C. 

necator. Como control se incubaron los medios de cultivo sin inóculo. 

 

3.1.2 Crecimiento de microorganismos. 

Las mediciones de crecimiento celular a distintas concentraciones de sustrato se realizaron en 

solución salina y el antibiótico correspondiente a cada ensayo. Los cultivos (2 ml) se incubaron hasta 

fase estacionaria (1-5 días) en un agitador orbital a 180 rpm, 30°C. Asimismo, los cultivos para medir 

las curvas de crecimiento se incubaron en matraces con 60-100 ml de solución salina y cada cierto 

tiempo se tomaron alícuotas hasta llegar a fase estacionaria (1-7 días). El crecimiento celular se midió 

mediante unidades arbitrarias de densidad óptica a 600 nm (D.O.600) en un espectrofotómetro Beckman 

UV/visible 8452A. Para el análisis de las curvas de crecimiento se graficó el logaritmo de la D.O.600 

versus el tiempo de medición. Con los puntos correspondientes a la fase exponencial se calculó la 

pendiente con el método de los mínimos cuadrados. El valor de la pendiente permitió calcular el 
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coeficiente de crecimiento balanceado o velocidad de crecimiento () de las cepas estudiadas, según la 

fórmula:  

Ln N = Ln No + xt,  donde N es la D.O. 600 al tiempo t y No es la D.O.600 inicial. 

 

3.1.3 Cultivos para ensayo de degradación de sustrato en células en reposo. 

Para los ensayos de degradación en células en reposo, se prepararon cultivos de 100 ml de 

medio salino suplementado con fructosa 10 mM y antibiótico, en caso necesario. Estos cultivos fueron 

centrifugados a 7000 rpm durante 10 min. (Beckman modelo J2-21 rotor JA-14), lavados y 

resuspendidos en medio mínimo de manera de estandarizar la concentración de células a una D.O.600 

de 1,8-2,0. Éstas fueron inducidas durante 1,5-3 h con sustratos a modo de inductores a una 

concentración final de 0,75 mM. Se efectuó en forma paralela un control sin inducción. Estos cultivos se 

incubaron en un agitador orbital a 180 rpm y 30°C durante 1-3 h. Terminada la inducción las células 

fueron lavadas y resuspendidas en medio mínimo manteniendo la D.O.600 anterior. Para el ensayo de 

degradación se expusieron las células a 1 mM de 3-CB o BZ al tiempo cero del ensayo. Se tomaron 

alícuotas de 200 l de los cultivos cada 10-20 min. Éstas se centrifugaron durante 4 min a 13000 rpm 

(microcentrífuga Eppendorff 5804R) y parte del sobrenadante fue rescatado y almacenado a -20°C 

hasta su medición en un equipo HPLC. 

 

3.1.4. Cuantificación de la degradación mediante HPLC. 

Las muestras obtenidas se analizaron en un equipo HPLC Beckman, equipado con una 

columna C-18 Waters 4,6x 250 mm Nº WAT654275. Se utilizó como solvente una mezcla 80% metanol, 

20% agua y 0,3% (vol./vol.) de ácido ortofosfórico a un flujo de 1 ml/min. La aparición de señales en el 
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efluente de la columna se registró por espectroscopía UV a 235 y 240 nm, mediante un detector 166 de 

arreglo de diodo. Se determinó la presencia de BZ y 3-CB a 4,0 y 4,8 min., respectivamente. Los datos 

de áreas, obtenidos de la integración del espectro fueron convertidos a unidades de concentración 

mediante curvas de calibración obtenidas previamente con cada sustrato ensayado.  

 

3.2 Introducción de DNA foráneo: electroporación y conjugación. 

La electroporación se realizó en un equipo BioRad (Gene Pulser, modelo 1652110 y Gene 

Pulser II plus), el que se operó a 200 , 25 F, y 2,5 kV. Las células electrocompetentes de E. coli y C. 

necator fueron obtenidas a partir de 50 ml de cultivo fresco en medio LB a una D.O.600 aproximada de 

0,5. Las células se incubaron en hielo durante 30 min y se centrifugaron a 7.000 rpm durante 15 min en 

una centrifuga Beckman J2-21 (rotor JA-14). El precipitado obtenido fue lavado dos veces con 100 y 50 

ml de una solución de glicerol al 10% estéril, resuspendido finalmente en 500 l de esta solución y 

alicuotado en volúmenes de 50 l en tubos Eppendorff de 1,5 ml. Las células fueron almacenadas a –

80ºC. Para su utilización, las alícuotas de células se colocaron en hielo y se mezclaron con 1-3 l de la 

solución del DNA a electroporar en una cubeta de 0,2 cm, enfriada previamente a –20°C. En el caso de 

utilizar una solución con mayor cantidad de DNA, dicha solución fue previamente dializada durante 30 

min usando filtros de nitrocelulosa de 0,025 m de diámetro de poro (Millipore). Luego del pulso de 

corriente aplicado a la mezcla, ésta se resuspendió en 1 ml de medio LB y se traspasó a un tubo de 

ensayo para la recuperación de las células durante 1 h. Posteriormente, alícuotas de 100-500 l fueron 

incubadas toda la noche en placas de agar LB con el antibiótico correspondiente. En aquellos casos en 

que fue útil para la selección de clones recombinantes (sistema de -complementación [Bullock y cols., 

1987]), se emplearon placas de agar LB en cuya superficie se dispersó 50 l de una solución 20 g/l de 
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X-Gal y 5 l de una solución 200 g/l de IPTG, que luego se secaron en estufa durante 1 h a 37°C, 

previo a ser sembradas. 

La conjugación de cepas C. necator se realizó con la cepa dadora E. coli DH5 y la cepa 

"helper" E. coli pRK600. Las tres cepas se cultivaron a 37°C toda la noche en 2 ml de medio LB con los 

antibióticos correspondientes. Las células se obtuvieron mediante centrifugación del medio de cultivo 

durante 2 min a 6000 rpm (microcentrífuga Eppendorff 5804R) y se lavaron dos veces con 1 ml de 

MgSO4 10 mM estéril. Los precipitados se resuspendieron en 40 l de la solución anterior, se 

mezclaron y se incubaron en una placa de agar LB durante toda la noche a 37°C. La mezcla de células 

se resuspendió muy suavemente en 1 ml de MgSO4 10 mM y se procedió a su aislamiento en placas de 

medio mínimo con 2,4-D suplementado con el antibiótico cuya resistencia está codificada en el 

plasmidio movilizado en la conjugación. 

 

3.3 Análisis de células transformantes. 

 El análisis de células transformantes se realizó por dos métodos. El primero, el método rápido 

de visualización de plasmidios [Beuken y cols., 1998], permite distinguir plasmidios de mayor tamaño. 

Esto se realizó mediante el precipitado de alícuotas de cultivo (50 l), el que fue resuspendido en 

tampón de carga (azul de bromofenol y 100 mM de sacarosa). Luego se separó el DNA de las proteínas 

presentes en la mezcla mediante la extracción con fenol-cloroformo (1:1). Posteriormente, se centrifugó 

esta mezcla durante 5 min a 14000 rpm (microcentrífuga Eppendorff 5804R) y se utilizó una alícuota de 

la fase acuosa en la cual se encontraba el DNA para la electroforesis en gel de agarosa. 

 El segundo método que se utilizó para el análisis de células transformantes fue PCR 

convencional o PCR de colonias. Este último se realizó por resuspensión de la colonia en 50 l de H2O 

estéril libre de nucleasas (Gibco BRL, Rockville, MD, EE.UU.) previo respaldo de las colonias escogidas 
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(placa maestra). Luego de incubar a 95°C por 10 min para la liberación del DNA al medio, se centrifugó 

a velocidad máxima durante 10 min., utilizándose 1 l del sobrenadante en la reacción de PCR. 

 

3.4 Extracción de DNA total y plasmidial. 

La purificación de DNA total a partir de cepas de C. necator se realizó con el sistema comercial 

“Wizard Genomic DNA Purification” (Promega, Madison, WI, EE.UU.). Este sistema comercial se basa 

en una lisis celular a alta temperatura (80°C) y la precipitación del DNA en presencia de isopropanol. El 

DNA obtenido por este método es de alta pureza y puede ser empleado directamente para la 

amplificación por PCR. La purificación de DNA plasmidial se logró mediante el sistema comercial 

QIAprep Spin Plasmid,  #27106 (QIAGEN, Chatsworth, CA, EE.UU.). Este sistema comercial se basa en 

la lisis alcalina de la célula, precipitación de DNA con etanol y unión del DNA a una columna de sílica 

para su posterior elución con agua estéril libre de nucleasas. Este método también permite el uso 

inmediato del DNA extraído en la amplificación por PCR. 

 

3.5 Amplificación de DNA por PCR. 

3.5.1 Mezcla de reacción.  

Los componentes de la mezcla de reacción se utilizaron a la siguiente concentración final: 

tampón para DNA polimerasa Taq 1x, partidores 1 pmol/l, mezcla de desoxirribonucleótidos trifosfatos 

(dNTP) 0,2 mM, MgCl2 1,5 mM, DNA polimerasa Taq 0,05U y dimetilsulfóxido 1x. Sólo para el programa 

4 se agregó albúmina de suero de bovino 1x. 
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3.5.2 Programas de amplificación. 

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Perkin-Elmer modelo Gene Amp PCR 

System 2400. Los programas de amplificación consistieron de un ciclo inicial de desnaturación (5 min a 

94°C), un ciclo de amplificación propio de cada programa y un ciclo de extensión (7 min a 72°C) para 

luego bajar la temperatura a 4°C. Los ciclos de amplificación específicos para cada programa y DNA se 

detallan a continuación: 

Programa 1: Se utilizó para la obtención específica de los genes catR1 y catR2. Constó de 32 ciclos 

de amplificación de: 30 s a 95°C, 30 s a 54°C y 1,5 min a 72°C. 

Programa 2: Se utilizó para la amplificación de los genes catR1 y catR2 a partir de los plasmidios 

pT-catR1, pT-catR2, pcatR1 y pcatR2. Constó de 32 ciclos de amplificación de: 30 s a 95°C, 45 s a 

54°C y 2 min a 72°C. 

Programa 3: Se utilizó para la amplificación de los insertos de los plasmidios pTOPO-TA y 

pBBR1MCS-2. Constó de 30 ciclos de amplificación de: 30 s a 95°C, 30 s a 59°C y 30 s a 72°C. 

Programa 4: Se utilizó para la obtención de un segmento de la secuencia del 16S de C. necator. 

Constó de 25 ciclos de amplificación de: 45 s a 94°C, 45 s a 56°C y 2 min a 72°C. 

Programa 5: Se utilizó para la detección específica de la cepa JMP134-M1. Constó de 30 ciclos de 

amplificación de: 30 s a 95°C, 45 s a 55°C y 2,5 min a 72°C. 

 

3.5.3 Diseño de partidores y análisis de secuencias. 

El diseño de los partidores para la amplificación de los genes catR (partidores CatR1 Rev, 

CatR1 Fw, CatR2 Rev y CatR2 Fw) y de la zona más externa a la amplificada anteriormente (partidores 

CatR1 EXT Rev y CatR1 EXT Fw) se realizó con las secuencias disponibles en 

(http://www.jgi.doe.gov/tempweb/JGI_microbial/html) mediante los programas VectorNTI_6.0 y Primer3.  

http://www.jgi.doe.gov/tempweb/JGI_microbial/html
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El diseño de los partidores para la amplificación de la zona interna del gen de resistencia a Gm 

se realizó mediante la secuenciación de la construcción pT-catR1/Gm con los partidores M13 Fw y M13 

Rev, localización de la zona correspondiente al gen de resistencia y posterior búsqueda de homología 

de esta secuencia por BLASTN y BLASTX en la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

En base al plasmidio homólogo de secuencia disponible, pBSL141 [Alexeyev y cols., 1995], se 

diseñaron los partidores mediante los programas VectorNTI_6.0 y Primer3. Esto permitió definir los 

partidores Genta Rev y Genta Fw.  

El análisis de las secuencias obtenidas de la unidad de secuenciación de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de la P. Universidad Católica de Chile se realizó con el software DNASTAR 

(Lasergene Inc., Madison, WI, EE. UU.), utilizando el sistema MegAlign de este software. 

En la Tabla 3, se muestran los partidores utilizados en este trabajo. 

 

3.6  Clonamiento de DNA. 

Los genes catR1 y catR2  fueron clonados en pTOPO-TA. Los plasmidios obtenidos, pT-catR1 y 

pT-catR2 fueron electroporados a E. coli DH5 generando las cepas DH5pT-catR1 y DH5pT-

catR2. Los plasmidios fueron purificados y digeridos con el fin de liberar las secuencias de los genes 

catR1 y catR2. Por esto el plasmidio pT-catR1 fue digerido con las enzimas EcoRI y NcoI utilizando un 

tampón común a ambas enzimas y el plasmidio pT-catR2 fue digerido con EcoRI y BssHII. Las 

secuencias de los genes catR1 y catR2 fueron ligadas al vector pBBR1MCS-2 digerido con EcoRI. Los 

plasmidios obtenidos,  pcatR1 y pcatR2,  fueron  electroporados a  E. coli DH5y las transformantes se 

por ser Kmr. De esta manera se obtuvieron las cepas DH5pcatR1) y DH5pcatR2). Se verificó la 

presencia del inserto en las colonias resistentes mediante PCR con los partidores M13 Fw y M13 Rev, y  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabla 3. Partidores para la amplificación por PCR.  

 

Se señalan los partidores utilizados, su secuencia nucleotídica, los programas de amplificación y la 

fuente de origen. 

Nº Partidor Secuencia (5’  3’) Prog. Fuente de origen 

1 CatR1 Fw TAT GCG AAA GTA TGG GAG CC 1 y 2 esta memoria 

2 CatR1 Rev ATT GTC TGG TAG TGT CGG GG 1 y 2 esta memoria 

3 CatR2 Fw TCG TGG CTG TCA TAC CTT TG 1 y 2 esta memoria 

4 CatR2 Rev AAC ATC GTG GAA GCG TCA GT 1 y 2 esta memoria 

5 M13 Fw CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC G 2 y 3 GibcoBRL (MD, EE.UU.) 

6 M13 Rev TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C 2 y 3 GibcoBRL (MD, EE.UU.) 

7 8F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 4 Amann y cols., 1995 

8 1392 ACG GGC GGT GTG TAC 4 Amann y cols., 1995 

9 Genta Rev TGC TTG AGG AGA TTG ATG AGC 5 esta memoria 

10 Genta Fw TTC GGA GAC GTA GCC ACC TA 5 esta memoria 

11 CatR1 EXT Rev TTT CAT CGC CAT AGG AAA GG 5 esta memoria 

12 CatR1 EXT Fw CGA TAC CCT TCC ACA CTT CG 5 esta memoria 
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luego por digestión con la enzima EcoRI, que libera el inserto.  

Por otra parte, el plasmidio pT-catR1 se purificó y la secuencia del gen catR1 fue interrumpida 

en la zona central mediante el gen que codifica para una gentamicina 3-acetiltransferasa (1500 pb) en 

un único sitio de corte. Este gen fue obtenido del plasmidio pBSL202 mediante digestión con la enzima 

de restricción XhoI, cuyos extremos cohesivos fueron compatibles a los generados por el corte único 

con SalI en el plasmidio pT-catR1. Con esto se obtuvo el plasmidio pT-catR1/Gm. Este fue introducido 

por electroporación a E. coli DH5 generando la cepa DH5pT-catR1/Gm). Por lo anterior, se 

seleccionaron las transformantes por ser resistentes a Gm. Se verificó la presencia del plasmidio en las 

bacterias resistentes mediante PCR y secuenciación de los insertos con los partidores M13Fw y 

M13Rev. 

Las reacciones de restricción y ligación del DNA fueron realizadas según las indicaciones 

especificadas por el proveedor e incubando con DNA ligasa del fago T4 a 16°C durante toda la noche. 

Las endonucleasas de restricción se obtuvieron de New England Biolabs Inc. (Beverly, MA, EE.UU.). 

 

3.7 Predicción bioinformática de la estructura plegada de las proteínas regulatorias. 

Para predecir la estructura hipotética de las proteínas regulatorias se utilizó el programa 3D-

PSSM del Imperial College of Science, Inglaterra (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk~3dpssm/index2.html). Se 

visualizaron las estructuras modeladas mediante el programa Deepview/Swiss-PdbViewer v. 3.7 

(http://www.expasy.org/spdbv/). La predicción, realizada por homología estructural con una certeza 

>90% se acercó al regulador CbnR de C. necator NH9. El estudio del dominio de regulación se realizó 

con el regulador CysB en Klebsiella aerogenes y el regulador DntR en Burkholderia sp. DNT.  
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RESULTADOS 

 

4.1 Obtención de cepas C. necator para el estudio de los genes catR. 

En esta memoria se propuso estudiar el rol del regulador de la vía no sustituida, CatR, en el 

metabolismo de 3-CB y 2,4-D. Para ello, se analizó la presencia de este regulador en el genoma de C. 

necator JMP134, encontrándose dos posibles ORFs, catR1 y catR2. Para estudiar la función de estos 

dos posibles genes se utilizó una estrategia genética que consistió en evaluar el efecto de su ausencia y 

de su sobreexpresión en el metabolismo de 3-CB y 2,4-D. Como punto de partida se clonó los genes 

catR en el vector pTOPO-TA. Para esto se amplificó la secuencia de cada gen mediante PCR. Esta 

amplificación se realizó con DNA cromosomal purificado de C. necator JMP134, utilizando partidores 

diseñados específicamente para obtener los ORFs completos de los genes catR1 y catR2, incluyendo 

80-120 pb río arriba del inicio de traducción. Como se muestra en la Fig. 5, se obtuvo bandas del 

tamaño esperado para catR1 y catR2 (1101 y 1152 pb, respectivamente). Estos amplicones fueron 

ligados posteriormente al vector comercial pTOPO-TA (Kmr) para su clonamiento en E. coli DH5 

donde las colonias blancas fueron analizadas por la presencia de inserto mediante un método rápido de 

visualización de plasmidios y PCR. Finalmente se verificó que los insertos correspondían a los genes 

catR1 y catR2 mediante secuenciación. Dichos plasmidios se denominaron pT-catR2 y pT-catR1, 

respectivamente. Estos plasmidios fueron utilizados en la obtención de las cepas de C. necator que se 

describen en las siguientes secciones. 
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Fig. 5. Amplificación por PCR de la secuencia de los genes catR1 y catR2.  

Carril 1: estándar de DNA de 1 kb. Carril 2: catR2 en C. necator JMP134. Carril 3: catR1 en C. necator 

JMP134. Carriles 4 y 5, controles de amplificación sin DNA para la pareja de partidores utilizada en la 

amplificación de la secuencia de los genes catR1 y catR2, respectivamente. 
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4.1.1 Obtención de cepas de C. necator con sobreexpresión de los genes catR1 y catR2.  

Para sobreexpresar los genes catR1 y catR2 se subclonaron sus secuencias a partir de los 

plasmidios anteriores en el vector pBBR1MCS-2 (Kmr), un plasmidio capaz de replicar en C. necator  

con número de copia intermedio [Kovach y cols., 1995]. Los plasmidios obtenidos, pcatR1 y pcatR2, 

fueron introducidos a C. necator mediante conjugación triparental, generando las cepas JMP134 

(pcatR1) y JMP134 (pcatR2). Asimismo, se generó la cepa JMP134 (pBBR1MCS-2), por introducción 

del plasmidio pBBR1MCS-2, para utilizarla como cepa control, a fin de excluir cualquier efecto atribuible 

a la presencia del plasmidio en la cepa silvestre, o a la utilización de Km en los cultivos. La detección 

por PCR de las secuencias de los genes catR1 y catR2 usando los partidores CatR1Fw y CatR1Rev, 

CatR2Fw y CatR2Rev, respectivamente, confirmó la presencia de las secuencias de catR1 y catR2 en 

los respectivos transconjugantes. 

 

4.1.2 Obtención de una cepa de C. necator mutante en el gen catR1.  

La cepa C. necator JMP134 mutada en el gen catR1 se obtuvo mediante la doble 

recombinación homóloga del gen catR1. Esta estrategia consiste en que el gen de interés es clonado en 

un plasmidio suicida e interrumpido por un gen que codifica una resistencia a antibiótico. Esta 

construcción plasmidial es introducida en la cepa a mutar, donde mediante la doble recombinación entre 

las zonas homólogas del gen portado por el plasmidio y el gen cromosomal se produce el intercambio 

del gen completo por el gen interrumpido, resultando finalmente un gen no funcional. La doble 

recombinación se detecta seleccionando las recombinantes por su capacidad de crecer en el antibiótico 

cuyo gen de resistencia fue usado para interrumpir el gen en cuestión. Con el fin de minimizar posibles 

efectos polares, es importante señalar que el ORF de la resistencia a antibiótico que se utilizó en la 
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interrupción se encuentra flanqueado por terminadores que impiden la traducción de los genes ubicados 

río abajo de la mutación [Alexeyev y cols., 1995]. 

De acuerdo a lo descrito anteriormente se utilizó el plasmidio pT-catR1/Gm, el cual es incapaz 

de replicar en C. necator. Este plasmidio que contiene el gen catR1 interrumpido por el gen de 

resistencia a gentamicina fue purificado e introducido a C. necator por electroporación, utilizando para 

ello cantidades mayores a 200 ng de plasmidio con el fin de aumentar la probabilidad de obtener 

recombinantes [Lefrancois y cols., 1998]. La obtención de mutantes del gen catR2 en C. necator 

JMP134 tuvo una frecuencia del orden de 10-10 recombinantes/célula. Se verificó que estas colonias 

tenían la capacidad de crecer en medio mínimo con 2,4-D suplementado con Gm y además ser 

sensibles a Km, lo que es esperado para una doble recombinante en C. necator. Luego se verificó su 

genotipo por la amplificación del gen catR1 mediante PCR a partir del DNA cromosomal de estas 

colonias, puesto que era esperable un aumento de tamaño en los productos de amplificación en el 

recombinante. Esto se realizó con partidores con los cuales se obtuvo la secuencia de este gen desde 

C. necator (CatR1 Fw y CatR1 Rev), así como, con partidores CatR1 EXT Fw y CatR1 EXT Rev, 

externos al gen en el cromosoma. Con el fin obtener solamente la amplificación en la cepa 

recombinante se utilizaron los partidores externos al gen en el cromosoma, en combinación con 

partidores Genta Fw y Genta Rev, para el gen de resistencia a Gm. Como se observa en la Fig. 6, el 

tamaño del producto amplificado para la cepa de C. necator mutante del gen catR1 (JMP134-M1) 

aumentó en aprox. 1500 pb respecto del gen silvestre tanto al utilizar los partidores para la amplificación 

del gen catR1 como los partidores externos al gen en el cromosoma (combinaciones 1-2 y 5-6, 

respectivamente). La amplificación con los partidores específicos para la recombinante (combinaciones 

4-5 y 3-6, respectivamente) generó los amplicones de tamaño esperado (aprox. 1529 y 1760 pb). Como 

se esperaba,  no se obtuvo amplificación con estas combinaciones de partidores en la cepa silvestre ni  
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Fig. 6. Comprobación mediante amplificación por PCR de la obtención de la cepa mutante 

JMP134-M1. A. Esquema de las posiciones donde alinean los partidores utilizados para el análisis de la 

cepa de C. necator JMP134-M1, mediante PCR. B. Izquierda: Productos de amplificación con los 

partidores 1-2 y 5-6. Carril 1 Estándar DNA de 1 kb. Carril: 2 y 5 cepa JMP134. Carril: 3 y 6 cepa 

JMP134-M1. Carril: 4 y 7 control sin DNA. Derecha: Productos de amplificación con los partidores 4-5 y 

3-6. Carril 1 Estándar DNA 1 kb. Carril: 2 y 6 cepa JMP134. Carril: 3 y 7 cepa JMP134-M1. Carril: 5 y 9 

control sin DNA. Carril 4 y 8 control con pT-catR1/Gm. Se señalan mediante flechas las bandas 

obtenidas para la cepa mutante y al costado de la figura el tamaño esperado en pb. Combinación: 1-2: 

CatR1 Rev -CatR1 Fw, 5-6: CatR1 EXT Fw-CatR1 EXT Rev; 4-5: Genta Fw- CatR1 EXT Fw y 3-6: 

Genta Rev- CatR1 EXT Rev. 
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en el plasmidio que contenía el gen de resistencia a Gm, los cuales se utilizaron como controles. Se 

comprobó que la cepa mutante JMP134-M1 correspondía a C. necator mediante la amplificación de un 

segmento del DNA ribosomal 16S y posterior digestión de este amplicón con la enzima de restricción 

MspI, la que produjo los fragmentos esperados de aproximadamente 544, 239, 139, 110 y 81 pb (datos 

no mostrados). 

 

4.1.3 Obtención de cepa mutante en el gen catR1 (JMP134-M1) complementada con los genes 

catR1 o catR2. 

 Con el fin de establecer que el fenotipo de la cepa mutante se debía solamente a la 

interrupción del gen catR1, la cepa JMP134-M1 fue complementada con el plasmidio pcatR1 (Kmr) 

mediante conjugación triparental. Para explorar la potencial contribución del gen catR2, se realizó la 

complementación de la cepa mutante con el plasmidio pcatR2 (Kmr). Usando partidores que 

amplificaban la zona de múltiple clonamiento se obtuvo el producto del tamaño esperado para la 

presencia de los insertos en los conjugantes. La obtención de los productos esperados (tamaños aprox. 

1381 y 1434 pb) indicó que estos genes se encontraban presentes en estas cepas, las cuales fueron 

denominadas JMP134-M1 (pcatR1) y JMP134-M1 (pcatR2), respectivamente. 

 

4.2 Efecto de la sobreexpresión de los genes catR en el metabolismo de compuestos aromáticos. 

Para determinar cual es la influencia de los reguladores CatR en el metabolismo de algunos 

compuestos cloroaromáticos, se estudió el efecto de su sobreexpresión en el crecimiento de C. necator 

JMP134 en 3-CB y 2,4-D, usándose también el BZ como compuesto de referencia. Los parámetros que 

se utilizaron para evaluar esta influencia fueron: a) el efecto de la concentración de sustrato sobre el 
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crecimiento de las cepas (rendimiento celular versus concentración de sustrato) y b) la velocidad de 

crecimiento (). En algunos casos, se determinó también la remoción del compuesto mediante HPLC. 

El estudio del efecto de la concentración de 3-CB en el crecimiento de las cepas JMP134 

(pBBR1MCS-2), JMP134 (pcatR1) y JMP134 (pcatR2) indicó que la cepa JMP134 (pcatR1), alcanzó 

una mayor densidad de cultivo que la cepa JMP134 (pcatR2) y ésta, a su vez, mayor densidad de 

cultivo que la cepa control, JMP134 (pBBR1MCS-2), en todas las concentraciones analizadas (Fig. 7 A). 

Se observó que a diferencia de la cepa JMP134 (pcatR2) y la cepa control, una mayor concentración de 

3-CB (10 mM) no disminuyó en rendimiento celular de la cepa JMP134 (pcatR1). Esto sugiere que el 

regulador CatR1 puede activar la expresión de los módulos tfd y por ende contribuir a una menor 

acumulación de intermediarios tóxicos en esta cepa. Un comportamiento opuesto, con respecto a la 

cepa control, se observó cuando se estudió el efecto de concentraciones crecientes de 2,4-D, ya que la 

cepa JMP134 (pcatR2) alcanzó mayor densidad de cultivo, mientras que la cepa JMP134 (pcatR1) 

mostró menor densidad de cultivo (Fig. 7 B). No se encontró diferencias con respecto a la cepa control, 

cuando se realizó el mismo estudio en cultivos usando BZ como única fuente de carbono, alcanzando 

las tres cepas la misma densidad óptica en fase estacionaria (Fig. 8). 

Posteriormente se profundizó el estudio del comportamiento de las cepas JMP134 (pcatR1), 

JMP134 (pcatR2) y JMP134 (pBBR1MCS-2) durante el crecimiento en 3-CB, 2,4-D y BZ. Esto se realizó 

mediante curvas de crecimiento, en algunos casos a varias concentraciones. A través de la gráfica en 

escala logarítmica se calculó la velocidad de crecimiento (). Como durante el crecimiento en 3-CB se 

observó que las cepas JMP134 (pcatR1) y JMP134 (pcatR2) mantenían su comportamiento en un rango 

amplio de concentraciones con respecto a su control JMP134 (pBBR1MCS-2), (Fig. 7 A), se calculó la 

velocidad de crecimiento a partir de curvas de crecimiento en medios de cultivo que contenían 4 y 6 mM 

de 3-CB.  En  ambas  concentraciones  se  pudo  observar  que  las  cepas  JMP134 (pcatR1) y JMP134  
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Fig. 7. Efecto de la concentración de 3-CB y 2,4-D en el crecimiento de las cepas que 

sobreexpresan los genes catR. Se muestra la D.O.600 alcanzada en cultivos en fase estacionaria de 

medio mínimo suplementado con Km a concentraciones crecientes de 3-CB (A) y 2,4-D (B). Se señala 

el tiempo (t) necesario para alcanzar fase estacionaria a 10 mM de 3-CB o 2,4-D. Los valores 

corresponden al rango obtenido de dos determinaciones independientes.  
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Fig. 8. Efecto de la concentración de BZ en el crecimiento de las cepas que sobreexpresan los 

genes catR. Se muestra la D.O.600 alcanzada en cultivos en fase estacionaria de medio mínimo 

suplementado con Km a concentraciones crecientes de BZ. Se señala el tiempo (t) necesario para 

alcanzar fase estacionaria a 10 mM de BZ. Los valores corresponden al rango obtenido de dos 

determinaciones independientes.  
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(pcatR2) presentaron mayor velocidad de crecimiento que la cepa control JMP134 (pBBR1MCS-2) (Fig. 

9). El estudio equivalente con 2,4-D fue efectuado en curvas de crecimiento a 2, 4 y 6 mM del 

compuesto. El comportamiento de las cepas fue dependiente de la concentración de sustrato (Fig. 10), 

ya que a 2 mM no se observó diferencia en la velocidad de crecimiento. En cambio, a 4 mM y 6 mM de 

2,4-D, la cepa de C. necator que sobreexpresa el gen catR1 tuvo una velocidad menor que el control. 

La disminución de la velocidad de crecimiento al aumentar la concentración de sustrato fue una 

tendencia observada en la cepa JMP134 (pBBR1MCS-2) y JMP134 (pcatR1) pero con distinta 

magnitud. En la cepa JMP134 (pcatR1) esta magnitud aumentó aprox. al doble respecto de la cepa 

control, de modo que esta cepa fue afectada mayormente por la concentración de 2,4-D. En cambio, la 

cepa JMP134 (pcatR2) no fue afectada por el aumento de la concentración de sustrato. Esto sugiere 

que una mayor cantidad del regulador CatR2 en C. necator provoca una menor sensibilidad de esta 

cepa a la intoxicación mediada por la acumulación de clorocatecoles, intermediarios de la degradación 

de 2,4-D (Fig. 10). 

 Por otra parte, se observó las cepas JMP134 (pcatR2) y JMP134 (pcatR1) presentaron valores 

similares de velocidad de crecimiento que la cepa control en 2 mM de BZ (0,3289 ±0,098 h-1, 0,3335 

±0,089 h-1 y 0,3655 ±0,089 h-1, respectivamente).  

 

4.3 Estudio fenotípico de la cepa mutante en el gen catR1. 

A continuación, se evaluó el efecto de la interrupción del gen catR1 en el metabolismo de 3-CB, 

2,4-D y BZ. Se estudió preliminarmente el rendimiento de la cepa JMP134-M1 respecto a la 

concentración de estos sustratos. En estos experimentos, se observó que la cepa JMP134-M1 no se vio 

mayormente  afectada  por  el  aumento  de  la  concentración  de  estos  sustratos,  puesto que alcanzó  
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Fig. 9. Efecto de la concentración de 3-CB en la velocidad de crecimiento de las cepas que 

sobreexpresan los genes catR. Se muestra el rango de velocidad de crecimiento expresado en h-1, 

calculados a partir de curvas de crecimiento en medio mínimo a 4 y 6 mM de 3-CB suplementado con 

Km. Los valores corresponden a dos determinaciones independientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10. Efecto de la concentración de 2,4-D en la velocidad de crecimiento de las cepas que 

sobreexpresan los genes catR. Se muestra el rango de velocidad de crecimiento expresado en h-1, 

calculados a partir de curvas de crecimiento en medio mínimo a 2, 4 y 6 mM de 2,4-D suplementado 

con Km. Los valores corresponden a dos determinaciones independientes. 
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valores de densidad óptica similares a los de la cepa silvestre (Figs. 11 y 12). Sin embargo, cuando se 

realizaron curvas de crecimiento  en  4 mM  de  3-CB,  2,4-D  y  BZ,  se  pudo  determinar que la cepa 

JMP134-M1 presentó una menor velocidad de crecimiento respecto a la cepa silvestre, tanto en 3-CB 

como en BZ, pero no en 2,4-D.  Como se observa a continuación (tabla 4),  el rango de velocidad de 

crecimiento obtenido para la cepa JMP134-M1 fue de dos a tres veces menor en 3-CB y BZ, mientras 

que en 2,4-D no presentó variación. 

La disminución de la velocidad de crecimiento observada para la cepa JMP134-M1 en 3-CB y BZ, 

sugirió que los genes ben no estaban expresándose eficientemente en esta mutante, lo que disminuiría 

la capacidad para degradar estos sustratos y por ende la acumulación de sus intermediarios tóxicos. 

Para analizar esta posibilidad se cuantificó la degradación de BZ mediante HPLC usando un ensayo de 

células en reposo. En estos experimentos se evaluó el efecto de la preincubación con 3-CB, 2,4-D o BZ, 

usando como control fructosa. Como se observa en la figura 13, los ensayos de degradación 

determinaron que independiente del sustrato utilizado en la preinducción, la cepa JMP134-M1 degradó 

BZ a una velocidad menor que la cepa silvestre (3 veces).  

 

4.4 Metabolización de compuestos cloroaromáticos en la cepa JMP134-M1 complementada con 

los genes catR1 o catR2. 

Para establecer inequívocamente que la menor velocidad de crecimiento de la cepa mutante en 

el gen catR1 en 3-CB y BZ se debía a la inactivación del gen catR1, se complementó la cepa JMP134-

M1 con los genes catR. Para ello se introdujo en la cepa JMP134-M1 los plasmidio pcatR1 o pcatR2, 

obteniéndose las cepas complementantes JMP134-M1 (pcatR1) y JMP134-M1 (pcatR2). Estas cepas 

fueron analizadas en términos de sus velocidades de crecimiento en medio mínimo suplementado con 

3-CB o BZ, comparándolas con la cepa mutante JMP134-M1. Como control se incluyó la cepa JMP134. 
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Fig. 11. Efecto de la concentración de 3-CB y 2,4-D en el crecimiento de C. necator JMP134-M1 y 

C. necator JMP134. Se muestra la D.O.600 de cultivos en fase estacionaria a concentraciones 

crecientes de 3-CB (A) y 2,4-D (B). Se señala el tiempo (t) necesario para alcanzar fase estacionaria a 

10 mM de 3-CB o 2,4-D. Los valores corresponden al rango de dos experimentos independientes. 
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Fig. 12. Efecto de la concentración de BZ en el crecimiento de C. necator JMP134-M1 y C. necator 

JMP134. Se muestra la D.O.600 de cultivos en fase estacionaria a concentraciones crecientes de BZ. Se 

señala el tiempo (t) necesario para alcanzar fase estacionaria a 10 mM de BZ. Los valores 

corresponden al rango de dos experimentos independientes. 

 

 

Tabla 4. Velocidad de crecimiento de C. necator JMP134 y C. necator JMP134-M1 en 3-CB, BZ y 

2,4-D. 

Cepas 3-CB BZ 2,4-D 

JMP134 0,086 ±0,019 h-1 0,403 ±0,107 h-1 0,196 ±0,035 h-1 

JMP134-M1 0,029 ±0,007 h-1 0,195 ±0,041 h-1 0,193 ±0,038 h-1 

 

Se señala el rango de velocidad de crecimiento, calculados a partir de curvas de crecimiento de medio 

mínimo con 4 mM de 3-CB, BZ y 2,4-D. Los valores fueron obtenidos de dos determinaciones 

independientes para el caso de 2,4-D y tres determinaciones para el caso de 3-CB y BZ. 
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Fig. 13. Degradación de BZ por células de C. necator JMP134-M1 y C. necator JMP134, en reposo 

metabólico. Se muestra el porcentaje de BZ residual en incubaciones de células en reposo expuestas 

a 0,75 mM de BZ, medidos a través del tiempo. Los cultivos fueron crecidos en fructosa, luego fueron 

lavados, resuspendidos y preincubados con 1 mM fructosa (F) en el caso del control sin inducción, 1 

mM benzoato (BZ), 1 mM 3-clorobenzoato (3-CB) y 1mM de 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D). Las 

curvas de tendencia para cada cepa fueron obtenidas a partir de dos experimentos independientes, 

dónde datos de áreas fueron transformados a mmoles de BZ mediante una curva de calibración.  
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Como se muestra en la Fig. 14 las velocidades de crecimiento de las cepas JMP134-M1 (pcatR1) y 

JMP134-M1 (pcatR2) en BZ fueron mayores que la de la cepa mutante JMP134-M1 y similares a la 

velocidad de la cepa control. Al analizar la velocidad de crecimiento de las cepas en 3-CB (Fig. 15), se 

observó que las cepas JMP134-M1 (pcatR1) y JMP134-M1 (pcatR2) fueron claramente más eficientes 

que la cepa silvestre y, por supuesto, la cepa mutante JMP134-M1. Los ensayos de degradación de 3-

CB en la cepa mutante y las dos cepas complementantes indicaron que las cepas JMP134-M1 (pcatR1) 

y JMP134-M1 (pcatR2), tuvieron mayor capacidad que la cepa mutante para degradar 3-CB, 

presentando un comportamiento semejante a la cepa control (Fig. 16). Las cepas JMP134-M1 (pcatR1) 

y JMP134-M1 (pcatR2) degradaron alrededor del 80% del 3-CB, un valor similar al observado en la 

cepa control JMP134, que degrada alrededor del 70% de 3-CB. 

 

3.5 Estudio bioinformático de la estructura plegada de los reguladores CatR1 y CatR2. 

Para intentar explicar las diferencias observadas en el crecimiento en 2,4-D o 3-CB entre las 

distintas cepas de C. necator estudiadas en esta memoria, se quiso estudiar la estructura tridimensional 

de los reguladores CatR1 y CatR2. Para ello se realizó una predicción por homología estructural, 

utilizando herramientas bioinformáticas, de la estructura plegada de estos reguladores. Se observó que 

la estructura plegada de estos reguladores s semejante a la estructura del regulador CbnR (LTTR), cuya 

función es activar la expresión de los genes cbnABCD, homólogos funcionales de los genes tfd en C. 

necator NH9 [Muraoka y cols., 2003]. Además, se quiso analizar los dominios de regulación y unión a 

DNA de los reguladores CatR1 y CatR2. El dominio de regulación presentó homología con el dominio de 

regulación del regulador CysB(RD), cuya función es activar la biosíntesis de cisteína en Klebsiella 

aerogenes [Tyrrell y cols, 1997]. También se analizó el bolsillo de unión al inductor con este último 

regulador y con el regulador de la degradación de 2,4-dinitrotolueno (DntR), descrito en Burkholderia sp. 
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Fig. 14. Velocidad de crecimiento de las cepas complementantes versus las cepas control en BZ. 

Se muestra el promedio de dos determinaciones de velocidad de crecimiento, expresado en h-1, 

calculadas a partir de curvas de crecimiento en medio mínimo a 2mM de benzoato (BZ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15. Velocidad de crecimiento de las cepas complementantes versus las cepas control en 3-

CB. Se muestra el promedio de dos determinaciones de velocidad de crecimiento, expresado en h-1, 

calculadas a partir de curvas de crecimiento en medio mínimo a 2mM de 3-CB. 
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Fig. 16. Degradación de 3-CB en las cepas complementantes versus las cepas control. Se 

muestra el porcentaje de 3-CB residual en incubaciones de células en reposo luego de exponerlas a 

0,75 mM de 3-CB. Se crecieron los cultivos en fructosa y luego se lavaron, resuspendieron y 

preincubaron con 3-CB o fructosa (F), como control. Las curvas de tendencia para cada cepa fueron 

obtenidas a partir de dos experimentos independientes, dónde datos de áreas fueron transformados a 

mmoles de BZ mediante una curva de calibración.  
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DNT [Smirnova y cols., 2004]. La estimación de la posición tanto del bolsillo como del inductor fue 

consistente con las cavidades calculadas por superficie molecular. A una distancia de 7 Å del inductor 

se identificaron 18 residuos pertenecientes al bolsillo de unión a inductor. Seis de ellos son conservados 

en CatR2/CatR1: Phe145/146, Arg147/148, Ile148/149, Glu163/164, Pro 245/247 y Pro 267/Pro269. 

Tres de ellos probablemente tienen la función de unir al inductor mediante puentes de hidrógeno a partir 

de sus cadenas laterales. Los reguladores CatR1 y CatR2, al igual que la mayoría de los LTTRs, 

presentaron la mayor parte de sus residuos conservados en el dominio de unión a DNA. Este dominio 

es un motivo HTH compuesto por tres estructuras -hélice y dos -plegadas, cuya función es 

interactuar con la hendidura mayor de la hebra de DNA. Al analizar la predicción de la estructura 

plegada de este motivo, se observó que en este dominio existen leves diferencias entre los reguladores, 

relacionadas con la cantidad de residuos polares y su disposición. 

En relación a la regulación de la vía de clorocatecoles, se quiso analizar la estructura plegada 

del regulador TfdT, un tercer regulador LTTR codificado en el plasmidio pJP4. La predicción de la 

estructura plegada de este regulador indica que, con respecto al regulador TfdR, los 64 aminoácidos 

faltantes en su extremo C-terminal, corresponden a parte del dominio de regulación (Fig. 17). En este 

dominio, TfdT carece de cinco residuos que están involucrados en la estabilización de los aminoácidos 

que unen al inductor (Pro 243, Ser 245, Pro 267, Val 268 y Ser 269). Esto sugiere que aunque TfdT se 

una al DNA, no reconocería al inductor, interfiriendo en el aumento de la afinidad del regulador por la 

RNA polimerasa y, por ende, la transcripción. Esto último refuerza la posibilidad que los reguladores 

CatR tengan una función importante durante el crecimiento de C. necator en 3-CB en ausencia de los 

reguladores TfdR/S. 
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Fig. 17. Visión estéreo de la estructura plegada de los reguladores TfdT y TfdR superpuestos. 

La imagen tridimensional se observa cruzando los ejes ópticos de los ojos o bien mirando un lápiz situado 

entre los ojos y la imagen. Se muestra la estructura plegada superpuesta de los reguladores TfdT en color 

amarillo y TfdR en azul, según la predicción bioinformática. Se señala el dominio de unión a DNA (DBD) y el 

dominio de regulación (RD). La molécula encerrada en el círculo (al centro) indica la posición del inductor en 

el dominio de regulación (RD) de estos reguladores, donde el regulador TfdT con respecto a TfdR carece de 

las estructuras en color amarillo.
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DISCUSIÓN 

 

En esta memoria se estudió el rol de los reguladores CatR1 y CatR2, que modulan la vía 

metabólica de degradación de catecoles, específicamente en el metabolismo de 3-CB y 2,4-D en C. 

necator JMP134 (pJP4). Observaciones recientes realizadas en nuestro laboratorio indican que la 

ausencia de los reguladores de la vía de degradación de clorocatecoles (TfdR/S) no afecta el 

crecimiento de C. necator JMP134 en 3-CB [Manzano M., datos no publicados]. Esto indica que otro (u 

otros) regulador(es) transcripcional(es) debe(n) estar activando la vía de degradación de 3-CB. Un 

excelente candidato a ejercer la activación es el regulador cromosomal CatR. Para estudiar el rol de los 

reguladores CatR1 y CatR2 en el metabolismo de 3-CB y, además, 2,4-D y BZ en C. necator JMP134 

(pJP4), se evaluó de qué manera la sobreexpresión de los genes catR1 y catR2, como también la 

inactivación del gen catR1, modificaban la capacidad de esta cepa para metabolizar los sustratos 

anteriormente mencionados. Para esto, primero se construyeron cepas de C. necator que 

sobreexpresan los genes catR1 o catR2 y además se obtuvo una cepa mutante del gen catR1, la que 

posteriormente fue complementada por separado con los genes catR1 o catR2. Se analizó el 

crecimiento de estas cepas en 3-CB, 2,4-D y BZ por determinación de la densidad óptica en fase 

estacionaria a concentraciones crecientes de sustrato y además se realizaron curvas de crecimiento a 

partir de las cuales se calculó la velocidad de crecimiento () de cada cepa. También se monitoreó la 

capacidad de estas cepas para degradar 3-CB y BZ mediante HPLC. 

En relación a la participación de los reguladores CatR durante el crecimiento en 3-CB en C. 

necator, ésta puede involucrar dos puntos de regulación. El primero puede relacionarse con las etapas 

iniciales de degradación de este sustrato, modulando los genes ben y el segundo, con la modulación de 

la ruta orto modificada, codificada por los genes tfd en el plasmidio pJP4. Los resultados obtenidos en 
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esta memoria, especialmente mediante el estudio de la cepa JMP134-M1 apuntan a que la función del 

regulador CatR1 es modular los genes ben en el genoma de C. necator. Acorde a lo anterior, la cepa 

JMP134-M1 presentó una menor velocidad de crecimiento en 3-CB y BZ, además de una menor tasa de 

degradación de estos sustratos. El fenotipo observado en la cepa mutante fue revertido mediante la 

complementación de esta cepa con los genes catR1 o catR2. Esto permitió descartar posibles efectos 

polares producidos por la interrupción del gen. Estos resultados indicaron que también el regulador 

CatR2 es funcional, siendo capaz de modular los genes ben, lo que es consistente con los resultados 

obtenidos en las cepas en las que se sobreexpresó los genes catR1 y catR2, puesto que se observó un 

aumento en el rendimiento de los cultivos y la velocidad de crecimiento. El hecho que los dos 

reguladores CatR, que sólo comparten un 56% de identidad de nucleótidos y 46% de identidad de 

aminoácidos, sean capaces de potenciar la degradación de 3-CB y BZ en C. necator, sugiere que son 

capaces de activar las mismas secuencias blanco, lo que concuerda con lo descrito para otros LTTRs 

[Parsek y cols., 1994; Brzostowicz y cols., 2003]. 

En cuanto al segundo punto de regulación, los estudios obtenidos con la sobreexpresión de los 

genes catR durante el crecimiento en 2,4-D, apoyan que los reguladores CatR1 y CatR2 influyen de 

forma diferencial en la regulación de los genes tfd. Para el caso del regulador CatR1, esta influencia 

puede explicarse en que este regulador sea capaz de actuar como represor de la expresión de los 

módulos génicos tfd. Sin embargo, los resultados obtenidos anteriormente en 3-CB indican que este 

regulador también sería capaz de activar los genes ben, por lo que ambas funciones conllevarían a la 

acumulación de clorocatecoles en la degradación de 3-CB. La acumulación no fue observada 

cualitativamente mediante la presencia de una coloración café oscura en los cultivos y además los 

resultados obtenidos sugieren que el regulador CatR1 activa los genes tfd contribuyendo a una menor 

intoxicación de C. necator durante el crecimiento en 3-CB. Por estos motivos no es probable la 
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represión de los módulos tfd por parte del regulador CatR1. Otra explicación a la influencia del regulador 

CatR1 durante el crecimiento en 2,4-D, radica en que la transformación de 2,4-D a 3,5-diclorocatecol es 

responsabilidad de los genes tfdA y tfdB, por lo que también se podría suponer que CatR1 sea capaz de 

modular negativamente estos genes. Esta acción no sería ejercida por CatR2, puesto que un aumento 

de este regulador en C. necator provoca una menor sensibilidad de esta cepa a la intoxicación por 

clorocatecoles, intermediarios en la degradación de 2,4-D. Por lo anteriormente mencionado y debido a 

que los LTTRs son mayormente activadores, resulta más probable que las diferencias observadas entre 

CatR1 y CatR2 en el metabolismo de 2,4-D sean producto de que estos reguladores tengan distinta 

afinidad por las mismas secuencias blanco, siendo esta afinidad menor a la de los reguladores TfdR/S. 

Esto último explica que sólo el aumento del regulador CatR1 disminuyó la velocidad de crecimiento de 

C. necator en 2,4-D, lo cual probablemente sea reflejo de que este regulador compite con TfdR/S, 

disminuyendo la disponibilidad de que los reguladores más afines ejerzan su acción en las zonas de 

control de la transcripción.  

Antecedentes encontrados en la literatura apoyan la distinta afinidad de unión de reguladores por 

las mismas secuencias blanco. Esto ha sido descrito en otros LTTRs, como es el caso de los 

reguladores ClcR y CatR de P. putida por el promotor del operón clcABD y los reguladores BenM y 

CatM de Acinetobacter sp. ADP-1 por el promotor del gen catA [McFall y cols., 1998; Collier y cols., 

1998; Takashima y cols., 2001]. Considerando que a pesar que las tres regiones intergénicas que 

abarcan los promotores de los genes tfd son similares, las regiones intergénicas del módulo I y del gen 

tfdA son más parecidas entre sí que con la región intergénica del módulo II, de modo que es posible 

suponer que los reguladores CatR1 y CatR2 tienen distinta afinidad por cada una de esas zonas 

intergénicas. De esta forma, la afinidad de CatR1 sería mayor para la zona intergénica del módulo I, 

puesto que participa mayormente en la degradación de 3-CB. Del mismo modo, CatR2 tendría mayor 
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afinidad para la zona intergénica del módulo II y tfdA, debido a que éstas tienen mayor importancia en la 

degradación de 2,4-D [Pérez-Pantoja y cols., 2000; Plumeier y cols., 2002]. 

Para establecer las diferencias entre los reguladores que expliquen en alguna medida su 

comportamiento diferencial, éstos fueron comparados in silico mediante herramientas bioinformáticas. 

Las leves diferencias en los residuos del dominio de unión a DNA podrían tener relación con los 

fenotipos observados, puesto que se sabe que el carácter de los residuos es importante en la capacidad 

para formar puentes de hidrógeno con los grupos fosfato de la hebra de DNA [Luscombe y cols., 2001]. 

Un segundo factor que explicaría las diferencias entre los reguladores es que estos tengan respuesta a 

más de un inductor. Esto se fundamenta en lo descrito para el regulador BenM (LTTR) de Acinetobacter 

sp. ADP-1, para el cual recientemente se ha propuesto un modelo en el que producto de la respuesta a 

más de un inductor, se pueden establecer distintos niveles transcripcionales [Bundy y cols., 2002; Clark 

y cols., 2004]. Si bien no se observó diferencias entre los reguladores CatR, respecto de TfdR, la 

presencia de residuos importantes para el reconocimiento del inductor en ambos reguladores indica que 

estos tendrían capacidades parecidas al regulador TfdR, lo que además sería consistente con la 

modulación ejercida por los reguladores CatR sobre los genes tfd. Adicionalmente, la relación del 

regulador TfdR con reguladores descritos como capaces de responder a cloromuconato, como es el 

caso del regulador TfdT de Burkholderia sp. NK8 y el regulador ClcR de P. putida, [Mc Fall y cols., 1997; 

Liu y cols., 2001] no descarta que los reguladores CatR respondan a este inductor además de 

responder al inductor normal (muconato). En este sentido se debe tener en cuenta que el 

cloromuconato es intermediario en la vía de degradación de clorocatecoles. 

Finalmente, se plantea un modelo simplificado de la regulación ejercida por CatR1 y CatR2 en C. 

necator (Fig. 18). Para esto se consideró como base la función canónica de estos reguladores (regular 

los genes cat) y que la degradación de 3-CB involucra la participación de los genes benABCD y tfd. El 
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modelo propuesto sostiene que tanto CatR2 como CatR1 participarían en la modulación de los genes 

cat, ben y tfd, responsables de la degradación de catecoles, benzoatos y clorocatecoles. CatR1 y CatR2 

activarían la expresión de los genes cat y ben, además modularían diferencialmente la vía de 

degradación de clorocatecoles codificados en los genes tfd. Esto último se explica en que estos 

reguladores compiten por las mismas secuencias blanco, pero presentan una distinta capacidad de 

unión por ellas, siendo menor a la capacidad de unión de los reguladores TfdR/S. De este modo, CatR2 

activaría las regiones intergénicas de los módulos génicos tfd I-II y el gen tfdA. En tanto, CatR1 activaría 

sólo la región intergénica del módulo I, puesto que la influencia sobre el módulo II probablemente se 

debe a la interferencia que ejerce este regulador en la función de los reguladores TfdR/S durante el 

crecimiento en 2,4-D. A nivel estructural, las diferencias observadas entre ambos reguladores podrían 

deberse a los residuos que componen su dominio de unión a DNA. 
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Fig. 18. Modelo de la regulación ejercida por los reguladores CatR1 y CatR2 en C. necator JMP134. 

 Se muestra la regulación ejercida por los reguladores CatR en el genoma de C. necator (no a escala). El 

modelo postula que ambos reguladores CatR1 y CatR2 activan la expresión de los genes que pertenecen a la 

vía de degradación de catecoles y benzoatos. Sin embargo, CatR1 y CatR2 modularían en forma diferencial 

la vía de degradación de clorocatecoles, debido a la diferente afinidad de unión de estos reguladores a las 

zonas intergénicas blanco de los reguladores TfdR/S, los cuales presentan mayor afinidad por ellas. CatR2 

activaría los dos módulos génicos tfd I-II y además el gen tfdA. En cambio, CatR1 activaría sólo el módulo I. 
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CONCLUSIONES 

 

 El genoma de C. necator codifica para dos reguladores catR que están ubicados en distintos 

contextos genómicos y que son funcionales. 

 

 El regulador CatR1 afecta positivamente la capacidad para degradar 3-CB y está también 

involucrado en la degradación de BZ.  En cambio el regulador CatR2 afecta positivamente la 

degradación de 3-CB, BZ y 2,4-D.  

 

 El regulador CatR1 contribuiría a una menor intoxicación durante el crecimiento en 3-CB, 

mientras que el regulador CatR2 tendría el mismo efecto durante el crecimiento en 2,4-D, 

sugiriendo que ambos reguladores son capaces de activar a los genes tfd, responsables de la 

degradación de clorocatecoles en C. necator.  

 

 Las diferencias observadas entre ambos reguladores podrían deberse a una afinidad de unión 

diferencial por las mismas secuencias blanco. 
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